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序

時の流れは迅瀬のごとく，科学の進歩は激流のごとく，当衛生研究所の内に流れ来たり，また

流れ去ります.

都立の四医学系研究所が，昭和56年度から財団法人化されることになったという厳しい行財政

環境のもとで，当衛生研究所も，行政の試験研究機関としての存在意義と実績を問われておりま

す.この責任の重大さを充分にわきまえて，試験検査，調査研究，技術研修等，研績を続ける覚

悟でおります.

さて，本研究所は，昭和45年の技術職員増員から11年，昭和47年の組織機構改革から 9年を経

過して，いまや技術的にも最も円熟した時かと存じます.

一方，保健所の特別区移管から 6年を経過し， 23区はそれぞれ衛生検査所や検査センターを新

設し，あるいは既存の施設を充実強化するなど，区衛生行政の独自の試験検査を始める時期にも

なっております.当研究所といたしましては，これら区衛生検査施設の機能発揮に援助を惜しま

ないつもりでおりますし，今後23区が名実ともに科学的な自治衛生行政ができるものと期待いた

します.同時に都区間，区区間の検査情報提供等についても尽力したいと存じます.

このような現状から，今後における当衛生研究所の任務は，次第に調査研究と研修に重点が移

行するとともに，公衆衛生情報の解析提供，検査精度管理へと進展するものと存じます.

特に調査研究に関しては，研究者にとってやりがいのある，また生きがし、のある分野であり，

この意味において，調査研究の成果を発表する本研究年報の果たす役割は益々重要となってまい

ります.

本号にも81編の論文が掲載されておりますが，それぞれ著者の自負する新知見を披涯しており

ます.居、障のない御指摘，御批判，御鞭撞をいただければ誠に幸いと存じます.

昭和56年12月

東京都立衛生研究所長野牛 弘



1 

目次

報文

チアベンダゾールのマウスを用いた急性経口毒性試験

…林田志信，三栗谷久敏，平賀輿吾…… 1

チアベンダゾ{ノレのラットを用いた亜急性毒性試験

・・三東谷久敏，林凹志信，高橋 博，井口重孝，平賀輿吾…… 5

チアベンダゾーノレのラットを用いた亜急性毒性試験一病理検索ー

…藤井 孝，福森信隆，長津明道，三栗谷久敏，林田志信，

高橋 博，矢野範男，湯津勝康，平賀輿吾…・・・ 16

チアベγダゾ{ルと酸化防止剤の相互作用によるサノレモネラ菌に対する突然変異誘起性について

…・…藤田 博，平賀興吾…… 25

オノレトブェニルフェノ{ルナトリウムの品質試験および添加飼料中の定量

・・.......溝入 茂，広門雅子，中島和雄，中嶋 厳，遠藤英美…… 28

オルトフェニルフェノ{ルのラットを用いたE急性毒性試験

…中村清純，井口重孝，池悶虎雄，平賀輿吾…… 33

オルトフェニルフェノ{ルによる C57BL/6Nマウス被毛の脱色素について

・・田山邦昭，井口 重孝，平賀輿吾…… 40

経口投与オノレトフェニルフェノール・ナトリウム塩 (OPP-Na)の代謝

…大槻慶子，樺島]1慎一郎，中尾順子…… 51

オルトフェニルフェノ{ノレ・ナトリウム塩 (OPP-Na)投与によるサイクリックヌクレオチドの変動

…中川敦子，中尾順子…… 53

経口投与オルトフェニルフェノ{ル・ナトリウム塩 (OPP-Na)のラット体内酸素への影響

…長井二三子，中尾 ]1関子......57 

オルトフェニノレフェノ{ルナトリヴム (OPP-Na)のラット尿中酸性フォスファタ{ゼにおよぽす影響

....・H ・..樺島l慎一郎，中尾順子…… 61

ニホ γウズラにおけるジブチルヒドロキシトルエンの短期毒性

-……高橋 省，平賀輿吾・…・・ 65

2， 4， 6-トリーtーブチルフェノーノレのイヌにおよぼす影響

…・高橋 省、，林田志信，平賀輿吾…… 67

細胞障害時における脂質過酸化物の形成〈第 1報〉 四塩化炭素障害に対する BHTの作用

-…・・H ・H ・-・・福森 信隆，平賀 興吾・…..69 

クロム鉱さい粉じんのラットによる 1カ月間持続吸入実験一一吸入後終生飼育ラット呼吸器系の病理学的観察

....・H ・...坂本義光，神谷信行，池田虎雄，平賀興吾…… 77

クロム鉱さい粉じんのラットによる 7日間持続吸入実験〈第2報〉 臓器中グロムの分析

・・H ・H ・..神谷信行，坂本義光，中尾順子，平賀輿吾…… 85

アセトアミノフ"，::/投与ラットにおける血液および病理学的検討

・・H ・H ・....・H ・多田幸恵，藤井 孝，福森信隆，坂本義光，三栗谷久敏，

矢野範男，湯湾勝康，長津明道，平賀輿吾…・・・ 89



2 

MNNGの突然変異原性，染色体異常誘発性におよぼすアニリン系薬剤の効果について

…・・佐々木美枝子，吉田 誠二，中尾 順子，平賀 興吾…・・・ 97

Phenobarbitalおよび 3-Methylcholanthreneで誘導した S-9mixの前変異原物質への

姉妹染色分体交換(SC E)および染色体異常誘発効果の比較検討

...・H ・......・H ・-縄井寿美子，吉田誠二，中尾順子，平賀輿吾……103

生物発光法によるラット血中 ATP量の加令による変化

…....・H ・..市川久次，小林博義，中尾)1原子…...107

Nunc plat巴を用いた CHO-K1細胞の染色体標本作製

・…'"・H ・...・H ・-…・吉田 誠二，佐々木美枝子，中尾順子，平賀輿吾…・・・111

F344/Du (Fischer)ラットにおける飼料中化学物質添加濃度と化学物質摂取量の関係について

……井口重孝，高橋 博，平賀興吾......115

F344/Du (Fischer)ラットの体重増加曲線について

-…高橋 博，井口重孝，平賀輿吾…・・・121

他誌発表....・ H ・...・ H ・-….....・ H ・....・ H ・....・ H ・..................................................................................12却9 

学 会 発 表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・133



3 

CONTENTS 

REPORTS 

Acute Oral Toxicity of Thiabendazole in Mouse 

.. S. Hayashida， H. Mikuriya and K. Hiraga...…1 

Subacute Toxicity of Thiabendazole by Food Administration to Rats 

. H. Mikuriya， S. Hayashida， H. Takahashi， S. Iguchi and K. Hiraga.…・・ 5 

Pathological Study on Rats Fed with Thiabendazole for 13 Weeks 

.. T. Fujii， N. Fukumori， A. Nagasawa， H. Mikuriya， S. Hayashida， 
日.Takahashi， N. Yano， K. Yuzawa and K. Hiraga...… 16 

Comutagenic Effect of Antioxidants on the Mutagenicity of Thiabendazole in the Sal岬zonellaj

Microsome Test ...・H ・.....・H ・-…....・H ・….......・H ・.......・・ ・・・…・・・・・・・・…-・・… H.Fujita and K. Hiraga.....・25 

Quality and Determination of o-Phenylphenol -Na in Animal Feeds 

…S. Mizoiri， M. Hirokado， K. Nakajima， I. Nakajima and F. Endo..・… 28

Subacute Toxicity of o-Phenylphenol by Food Administration to Male Rats 

...・H ・..…・K.Nakamura， S. Iguchi， T. Ikeda and K. Hiraga...… 33 

Depigmentation Caused by o-Phenylphenol in Hair of C57BL/6N Mice 

. K. Tayama， S. Iguchi and K. Hiraga.....・40

Urinary Metabolites of o-Phenylphenol Sodium Salt (OPP-Na) by Oral Administration 

.. K. Ohtsuki， J. Kabashima and T. Nakao....・・ 51 

Alteration of Cyclic Nucleotide Levels by Dietary Administration of Sodium ortho Phenylphenate 

(OPP-Na) in Rat......・H ・H ・H ・..…...・H ・...........・H ・.....・H ・.....・H ・H ・H ・..A.Nakagawa and T. Nakao...… 53 

Effect of o-Phenylphenol Sodium Salt (OPP--Na) on Rats Enzymes in vivo 

. F. Nagai and T. Nakao…… 57 

Effect of Sodium o-Phenylphenate (OPP-Na) on Acid Phosphatase in Rat Urine 

J. Kabashima and T. Nakao...…61 

Short-Term Toxicity of Butylated Hydroxytoluene in Japanese Quail 

. O. Takahashi and K. Hiraga...... 65 

Toxicity of 2，4，6 -Tri-tert-butylphenol in Beagle Dogs 
…・・…… O. Takahashi， S. Hayashida and K. Hiraga.…・・ 67 

Formation of Lipid Peroxides in Cell Injury (I) Effects of Butylated Hydroxytoluene on Carbon 

Tetrachloride-induced Intoxication ……...・H ・.....・H ・.....・H ・...………・・ N. Fukumori and K. Hiraga...... 69 

Inhalation Experiments of Chromite Ore Residue Dust to Rats for 1 Month-Pathological Observation 

of Respiratory System of the Rats kept for Lifespan after the Periods of Exposure 

. Y. Sakamoto， N. Kamiya， T. Ikeda and K. Hiraga...…77 

Inhalation Experiment of Chromite Ore Residue Dust to Rats for 7 Days (II) Analysis of 

Chromium in Rat Tissues...・H ・H ・H ・.....・H ・..N.Kamiya， Y. Sakamoto， T. Nakao and K. Hiraga...… 85 

Hematological and Histopathological Studies of Rats Fed with Acetaminophen 

..Y. Tada， T. Fujii， N. Fukumori， Y. Sakamoto， H. Mikuriya， 
N. Yano， K. Yuzawa， A. Nagasawa and K. Hiraga...… 89 



4 

Additional Effect of Phenacetin and its Derivatives on the Mutagenicity and Clastogenicity of MNNG 

. M. Sasaki， S. Yoshida， T. Nakao and K. Hiraga...…97 

Comparison of Induced Sister Chromatid Exchanges (SCEs) and Chromosome Aberrations by 

Promutagens Activated with S-9 mix Pretreated with Phenobarbital or 3-Methylcholanthrene 

. S. Nawai， S. Y oshida， T. Nakao and K. Hiraga .…・・103

Chang巴swith Age of ATP Contents in Rat Blood Measured by Bioluminescent Technique 

. H. Ichikawa， H. Kobayashi and T. Nakao……107 

Chromosome Preparations from CHO-K1 Cells used Nunc Plat巴

. S. Yoshida， M. Sasaki， T. Nakao and K. Hiraga......111 

Relation of Part per Million in Diet to Milligram per Kilogram Body Weight per Day in 

F344/Du (Fischer) Rat...…....・H ・..…H ・H ・-…....・H ・..…...S.Iguchi， H. Takahashi and K. Hiraga....・・115

Growth Curve in F344/Du (Fischer) Rat 

…・・…...・H ・..H.Takahashi， S. Iguchi and K. Hiraga...…121 

SUMMARIES OF P APERS IN OTHER PUBLICA TIONS ...・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・..…...・H ・.....・H ・-・129

THEMES PRESENTED AT CONFERENCES AND SOCIETY MEETINGS…...・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・-・133



報 文

REPORTS 



東京衛研年報 Ann. Rep. Toわ10Metr. Res. Lab. P.H.， 32-2， 1-4， 1981 

チアベンダゾールのマウスを用いた急性経口毒性試験

林田志信*，三栗谷久敏*，平賀輿吾*

Acute Oral Toxicity of Thiabendazole in Mouse 

SHINOBU HAYASHIDA*， HISATOSHI MIKURIYA* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:チアベ Yダゾール thiabendazole，駆虫薬 anthelmintie，食品添加物 foodadditive，農薬 pesticid，e，

防ばい剤 fungicide，マウス Mouse，急性毒性 acute toxici ty 

緒言

チアベンダゾ{ノレ Thiabendazole(以下 TBZと略す〉

は1961年に駆虫薬として開発されたが，防ばい剤として

も用いられている.わが国では1978年に食品添加物に指

定され，柑きつ類およびバナナへの保存料として使用が

認められ， 続いて農薬・殺菌剤としても指定された.

TBZの毒性については Robinsonらりが報告している

が，安全性再検討の一環としてマウスを用いて急性毒性

試験を行った.本試験では投与担体としてオリ{ブ油を

用い，これに懸濁して投与したが，この際，担体の容量

による50%致死量への影響を併せ観察した.なおラット

による急性毒性試験結果はすでに報告したの.

実験材料および方法

TBZ : Merck Sharp & Dohme International社 thi.

abendazole microfine MSD (Lot No. BZA-539，純度

98.5%以上〉を用い，投与容量が 20mljkgないし lOmlj

kgとなるよう日本薬局方オリ{ブ油に懸潟し使用した.

実験動物:日本クレア紛社生育の JCL-ICR系マウス

を用い，雌雄6週令で購入し 2週間飼育後8週令で，そ

れぞれ発育良好なものを実験に供した.

飼育条件:室温 25土 10，湿度 50~60%， 換気毎時 10

回，照明は午前6時から午後5時の飼育室において，プ

ラスチックケ{ジ〈大きさ175x 245 x 125mm)杉材チッ

プ床敷を使用し，それに 5匹ずつ収容し，日本クレア紛

CE-2固型飼料および水道水(給水ピン〉を自由に摂取

させた.

投与観察法:投与前日の午後5時より除餌し，水のみ

を自由に与え，午前9時30分から 10時 30分までの間に

TBZを胃ゾンデを用いて強制経口投与した. 投与4時

間後に飼料を与えた.

投与後の一般症状および生死の観察は， 24時間までは

1ないし2時間毎に， 2日目以後は朝夕 2回観察した.

死亡マウスは直ちに割j検，生存マウスは毎日 9時30分に

体重視Jj定をし，投与後15日自にと殺，:gu検じた.また 1

週間の死亡率にもとづき， Litchfield. Wilcoxsori法3)に

よって50%致死量 (LD50) を求めた.

実験 1:オリーブ泊容量を 20mljkgとし， TBZ 750， 

1500， 3000および6000mgjkgを雌雄マウス各10匹に投

与した.対照としてオリーフー油20mljkgのみ投与と無投

与を設けた.

実験 2:オリーブ泊容量を2Qmljkg，TBZ量を実験1

の結果にもとづき雄マウス1000，1300， 1690および2200

mgjkgを，雌マウス1300，1690， 2200および2860mgjkg

として雌雄各5匹に投与した.

実験3:オリーグ油容量を10mljkgとした実験と同ー

のTBZ量を雌雄マウス各10匹に投与した.

結果と考察

一般症状は実験 1，2および3を通じて同様であった

ので一括して述べる.

オリーブ油のみ投与した対照群では，投与直後より立

毛し，うずくまり，限の「しょぼっき」がみられた. 2 

~4時間ごろから少数に軟便ないし下痢が認められ，飲

水を盛んに行った. 4時間後に飼料を与えるとすぐ摂餌

をはじめ， 24時間後には，一夜絶食により減少した体重

もほとんど回復し，その後は発育も順調であった.

TBZ投与各群では，投与直後より立毛し， うずくま

り，販をしょぼつかせ，中濃度投与以上では，流涙が認

められた. 30分前後より，頭が重い様な形で頭部を下げ

てふらふら歩きし，頭の方から倒れるものが多かった.

倒れたままあるいは再び立ち上がり同様の行動を繰返し

た後，不動状態となり死に至った.早期死亡例の剖検所

見ではほとんど異状はみられず，まだ胃内に薬物が残存

していた. 18時間以降の死亡例では，胃特に幽門部の囲

りに 3~4個の出血点がみられ潰湯を形成していた.そ

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research， Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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チアベγダゾーノレをオリ{ブ泊20ml/kgに懸濁して経口投与した ]CL-ICR系マウスの死亡発生時

間と死亡数(実験 1)
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チアベγダゾールをオリ{ブ泊 20ml/kgに懸濁して経口投与した ]CL-ICR系マウスの死亡発生時

間と死亡数(実験 2)

表 2.

1 2 3 4(日〉

o 10 15 20 24 (時間〉

トli-- i l-一一一一ト一一一-:-ート-:-一一一一

間時亡死死
亡
数

動
物
数

群

(mg/kg) 
性

1 

1 の
よ
“
の
δ

q

o

1 

0(0)2) 

1(20) 

4(80) 

3(60) 

4(80) 

5

5

5

5

5

 

Controj1) 

1000 

1300 

1690 

2200 

雄

0(0) 

2(40) 

2(40) 

3(60) 

3(60) 

オリ{プ泊投与

死亡率(%)

l 

雌
。
，
“
噌

i
n
A

l 1 

戸

U
F
D
-
b

伊

b

w

b

ControI1) 

1300 

1690 

2200 

2860 

1 l 

1 

1) 

2) 

に向かった.雄では実験2.1000mg/kg投与群を除き，

観察期間中オリープ油投与対照群の体重まで到達するこ

となく，これを平行的な体重増加〈同じ勾配〉を示した.

雌では，オリープ油投与対照群の体重増加に近づいた.

7日間の死亡率にもとづいて求めた50%致死量 (LDso)

を表4に示した.オ y-ブ油投与容量を20ml/kgとした

実験 lおよび2での LDsoは雄1500mg/kgおよび1500mg

/kg，雌1830mg/kgおよび 1900mg/kgでほとんど一致

し，雌の方が雄よりやや大きい値を示した.しかし，両

実験とも雌雄に共通して適合する用量一致死率直線を引

の他には異状を認めなかった.

各実験における死亡発生時間と死亡数，死亡率を表1，

2および3に示した.実験 1および2では，死亡開始は投

与後10時間より，死亡ピークは15~20時間，最終死亡随

時間で，雌雄聞の死亡時間および死亡数に大差はなかっ

た.実験3では死亡例が少なく明確には言えないが，実

験 1および2と大差ないが，雄ではやや開始，ピーグ，

最終死亡時間が遅れているようにみられる.実験 2およ

び3の死を免れた動物の体重の推移は図 1および2に示

す通りで，投与後 2~3 日まで体重減少を統けた後回復
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表 3 チアベンダゾ{ルをオリ{ブ泊 10ml/kgに懸濁して経口投与した ]CL-ICR系マウスの死亡発生時

聞と死亡数(実験 3)

性群寝 2
(mg/kg) 数 数 o 10 1520  

¥-ii一一ト-ji l i 

雄

Controlll 10 o (0) 
1000 10 1(10) 

1300 10 3(30) 

1690 10 4(40) 

2200 10 1(10) 

Controlll 10 o (0) 
1300 10 1(10) 

1690 10 o (0) 
2200 10 o (0) 
2860 10 3(30) 

1) オリープ油を投与

2) 死亡率(%)

j雌

死 亡 時
1 
24 

間
2 

3 

3 7 (日〕
〈時間〉

4 5 6 

1 

3 

10 15 ~ 20 72 

16 16 ~ 20 72 

(~ !i1共通〉

12 20 

1 1 

1 

1 

1 1 

1 l 

表 4. チアベンダゾ{ルをオリ{プ油に懸濁して経口投与された ]CL-ICR系マウスの急性毒性

性
油
量
〉

ブ

均-
w
 

p

m

 

オ
容
(

実

験 D
 

Q
U
 

+一
ob 

f
t
、、

均

量
平

体

週

令

数函

刊

ノ

配

S

勾

〈一
終

恥
一
最

笥
一

F

時
一
一一

ピ

亡
一

死
一
始開

1 20 

~ 8 33.6土 2.2

甲 8 26.8土1.9

2 20 

~ 8 32.4土1.2

!i1 8 25.8土1.5

3 10 
~ 8 34.2土1.3

!i1 8 27.0土1.6

12 15 ~ 20 48 

(~早共通〉

22 24 ~ 48 188 

10 20 

2.00 

1. 46 

2.00 

96 1. 59 

1.67 

2.17 

2.80 

2.49 

L D50 (95%信頼限界)1l

〈mg/kgPO) 

1500 (2100~1071) 

1830 (2379~1307) 

1500 (2100~1071) 

1500 (2100~1190) 

1900 (2位2~1377)

1400 (2240~ 875) 

2800 (4200~1867) 

4200 (6510~2710) 

投与量:実験1. ~および 平 750，1500， 3000， 6000mg/kg. 

実験 2. および 3. ~ 1000， 1300， 1690， 2200mg/kg. 

!i11300， 1690， 2200， 2860mg/kg. 

動物数:実験1.および 3. ~甲ともに各投与につき10匹

実験 2. ~早ともに各投与につき 5 匹
1) Lit旬chfi怜凶巴eld

検定:実験1.および 2. における雌雄間および実験聞の LD50値に有意差を認めない.(P>0.05) 

実験 3. における雌雄閑および実験 2. 聞の LD50値に有意差を認める.(P<0.05) 

くことが出来，それぞれの LD50は1500mg/kgと1400mg

/kgであった.すなわち雌雄聞の LD50値に差は認めら

れなかった.

オリーフマ由投与容量をlOml/kgとした実験3では死亡

例が少なかったが， LDsoは雄2800mg/kg，雌4200mg/

kgと推定され， 雌雄聞に有意差が認められた. また，

TBZ投与量を同ーとし，投与容量を20ml/kgとした実

験 2の LD50値と比較して，有意に高値であり，雌雄差

24 

を明確に表わした.すなわち，投与容量の差により LD50

値に明らかな差を生じた.この差の発現機作は不詳であ

るが，今後 TBZの毒性研究における投与院あたって考

慮されるべきことである.

要約

チアベγダゾ{ノレ (TBZ)の ]CL-ICR系マウス雌

維における急性毒性を，オリーブ油懸濁液で投与容量を

20ml/kgと10ml/kgとに調整経口投与した場合について
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7 (days) 

第 1図 チアベγダゾ{ルの JCL-ICR系マウスに

おける経口急性毒性の体重

↓:試料投与〈午前 9.30~10:30)

検討した.

①急性症状は投与容量，雌雄においでほぼ共通し， う

ずくまり，立毛，流涙，運動失調，体重低下で，死亡は

(g) 
40町

投与10時間頃よりはじまり， 15~20時聞に最も多く，大

部分は48時間以内に終結した.死亡を免れた動物の初期

の体重低下は， 2~3 日で回復に向かい， 2週間の観察

で，雄では，オロープ油のみ投与の対照動物の体重と，

2~4g前後の間隔でTBZ 投与群が濃度別に推移し，雌

では対照動物のそれに急速に接近した.死亡動物の剖検

では胃に出血斑点(潰疹形成〉が散在した以外は顕著な

変化はなかった.

② 1週間の死亡率にもとづく LDso値は，20ml/kg投

与で雌雄とも1400mg/kg，10ml/kg投与で、は雄2800mg

/kg，雌4200mg/kgで雌雄聞に有意差が認められ，さら

に20ml/kg投与との聞の差も有意であった.
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チアベンダゾールのラ・y トを用いたE急性毒性試験

三粟谷久敏*，林田宏、信*，高橋

平賀輿吾*

博 * ， 井 口 重 孝 *

Subacute Toxicity of Thiabendazole by Food Administration to Rats 

HISATOSHI MIKURIYA*， SHINOBU HAYASHIDAぺHIROSHIT AKAHASHI*， 

SHIGETAKA IGUCHI* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:チアベンダゾーノレ thiabendazole， カピ防止弗Ufungicide， 食品添加物 foodadditiv巴， ラット rat，

亜急性毒性 subacutetoxicity 

緒 ー冒
チアベγダゾ{ル thiabendazole(以下 TBZとする〉

は1961年に駆虫剤として開発されて以来，カピ防止剤と

しても使用されている. TBZの毒性について Robinson

ら1)は数種の動物を用いた短期および長期試験で顕著な

害作用がないとしている.わが国では， 1978年に食品添

加物に指定し，柑きつ類およびバナナへのカピ防止剤と

して使用を許可した2) しかし，最近 TBZに染色体異

常を誘発するとの報告3)があり，また当部で行った催奇

形性試験でも異常が認められへ TBZの毒性，特にがん

原性の有無についての検討が必要とされるにいたった.

そこで TBZのがん原性を検索するための前段階とし

て，同試験に用いると同一系統のラットによる急性経口

毒性試験を実施し報告した日. 本報告はラットを用いた

TBZのがん原性試験における最大投与量を決定する目

的で、行った TBZ添加飼料による13週間のラット飼育試

験(亜急性毒性試験〉の結果である.

試験材料および方法

検体:米国メルク社製 thiabendazolemicrofine MSD 

(Lot No. BZA-539)を日本クレア納粉末飼料 CE-2

(水分7.8，粗蛋白23.6，粗脂肪4.4，粗繊維4.9，粗灰

分6.6，可溶性無窒素物 52.7%，344.8 Ca1!100g)にそ

れぞれo(対照)， 0.05， 0.1， 0.2， 0.4および0.8%の割

合で添加し固型化したものを試験飼料とした.

試験動物:日本チヤーノレスリパー社生育の F344/Du-

Crjラット雌雄を4週令で購入， 1週間予備飼育後発育

良好なものを試験に供した.

飼育条件:室温25土 10 ， 湿度50~60%，換気毎時10回，

照明午前6時から午後5時に制御した barriersystem飼

育室において，前面および床面が網のステンレス製ケ{

ジ(縦16.5x横25x奥行40cm)に個別に収容， 自動給水

装置〈細菌ろ過器経由〉付ベルト式飼育架台にて飼育し

た.試験開始前の飼料には固型飼料 CE-2を用いた.

試験方法:投与群のラットには各濃度に TBZを添加

した試験飼料，対照群のラヅトには無添加の試験飼料を

与え，各群に雌雄各10匹づっ割り当て，これをラ γダム

に飼育架台に配置した.ラットが5週令になった時点で

試験飼料を水道水とともに自由に摂取させ試験を開始し

た.試験期間は13週間とし，試験開始 l週自を試験O週

以下2週目を試験 1週， 13週目を試験12週とした.動物

の一般状態は毎朝午前 9~10時に観察し，体重は毎週 1

~2 回測定した.飼料摂取量，飼料コボシ量，食餌効率

および飲水量は試験4週まで毎週，その後は隔週に測定

した.また試験終了時には尿検査，血液学的検査および

血清生化学的検査を行った.

検査方法:飼料摂取量は飼料投与量と 3日間摂餌後の

飼料残与量およびケージ受け皿への飼料コボシ量を測定

し(投与量一残与量一コボシ量)/3により 1目の摂取量を求

めた.食餌効率は 3日間の(体重増加/飼料隈取量)x 

100により求めた. また飲水量は給水ピγを用い〈投与

量 (g)-3日後の残量 (g))/3で1日の飲水量(g)を求め

た.尿検査はラット腰部を軽く刺激して排尿させた新鮮

尿を用いた.血液学的，血清生化学的検査に当ってはラ

ットを背位に固定，そけい部を切開後大腿動・静脈を切

り，放出する血液を EDTA-2K処理試験〈管血液学的

検査用〉および無処理遠心管〈血清生化学的検査用〉と

に採用したものを用いた.

尿検査:Ames社製試験紙 Labstix， Ictostix， Uro-

bilistixにより pH，タンパク，ブドウ糖，潜血反応，ケ

トン体，ピリルピγおよびウロピリノ{ゲγを測定し

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 



6 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.I王， 32-2，1981 

表 1.体 重(雄〉

試験日数 0% (対照〉 0.8% 0.4% 0.2% 0.1% 0.05% 

0(0)ω104.1土 3.01) 104.2土 4.1 103.5土 3.0 104.8土 3.5 104.0土 3.8 104.6土1.8
α00.0土 0.0)幻 (100.0土 0.0) (100.0土 0.0) (100.0土 0.0) (100.0土 0.0) (100.0土 0.0)

3 115.1土 3.7 84.1土 5.5* 95.0土 3.8* 110.9土 3.8* 113.4土 4.0 115.0土1.8
(110.0土 2.の(80.3土 4.1)* (91. 5土 2.2)* (105.3土1.9) * (108. 6土1.8) (109.4土 1.4)

7(1) 13②.8土 5.9 8θ.3土 4.6* 106.0土 6.2* 127.4土 5.7 128.2土 5.4 130.8土 2.5
(127.1土 4.0) (85.2土 2.2)* (102.0土 6.1) * (121. 1土 2.6)* (122.8土 3.1)* (124.5土 2.1) 

10 143.9土 7.3 94.5土 7.7* 114.5土 7.4* 136.6土 6.8* 138.7土 6.7 141. 4土 2.4
(137.8土 5.8) (90.3土 6.2)* (110.2土 6.5)* (129.9土 3.3)* (132.8土 3.4)* (134.8土 2.8)

14(2) 1印.3土10.1 98.3土 8.7* 12広5土 9.5* 150.6士 8.6 151. 5土 7.3 156.5土 2.8
(152.5土 7.9) (93.9土 7.3)* (120.8土 8.4)* (143.2土 4.9)キ (145.2土 5.4)* (149.1土 3.1) 

17 170.2土12.6 99.1土 9.6* 132.7土10.5* 157.5土12.8* 159.9土10.2 166.5土 5日1
(162.9土10.2) (94.6土 7.6)* (127.9土 9.1)* (149.8土10.5)* (153.3土 8.4)* (158.7土 5.3)

21(3) 182.6土16.4 100.9土 9.8* 143.7土13.2* 172.1土11.7 170.6土13.0 175.5土 8.5
(174.9土12.わ(96.4土 8.1)* (138.4土11.5)* (163.7土 7.7)* (163.7土11.6) (167. 4土 8.2)

24 190.1土18.7 102.7土10.8* 149.2土13.6* 176.8士12.1 176.1土16.0 181. 4土10.0
(182.0土15.1) (98.1土 8.1)* (143.7土12.0)* (168.2土 8.1)* (169.0土14.8) (172.8土10.0)

28(4) 199.9土20.9 104.8土11.5* 158.2土15.5* 186.5土14.1 185.5土19.5 189.0土11.8 
(191. 3土17.0) (100.1土 9.0)* (152.3土13.9)* (177.4土10.1)* (178.1土18.2) (180. 4土11.の

31 207.0土22.9 107.0土11.6* 164.4土17.6* 194.3土14.6 191. 8土22.2 195.3土12.9
(198.3土18.の (102.2土 8.の* (158.4土15.9)* (184.8土11.1) (184. 2土20.7) (186.3土12.8)

35(5) 216.5土25.7 108.2土11.2* 173.1土18.8* 203.8土17.1 199.7土25.6 202.5土16.0
(207.2土21.5) (103. 2土 8.4)* (166.8土17.0)* (193.7土13.3) (191. 5土24.2) (193.1土1広6)

42(6) 229.4土26.5 111.1土11.3* 185.3土2ゆ.9* 217.5士18.7 209.9土29.2 211. 8土19.0
(219.6土21.9) (106. 0土 8.わ* (178.5土19.1)* (207.0土15.3) (201. 4土27.の α02.1土18.5)

45 235.1土26.7 113.2土11.4* 190.6土19.2* 221. 8土20.3 215.3土29.8 216.4土18.1
(225.2土22.1) (108. 1土 9.0)* (183.8土17.7)* (211.1土17.2) (216.9土32.4) (206.3土18.2)

49(7) 241.6土25.6 115.0土10.7* 195.4土20.3* 227.8土21.2 221. 1土31.1 220.8土20.9
(231. 4土20.9) (109.9土 8.2)* (188.5土18.8)* (216.9土18.1) (212.2土29.8) (210.7土2乱5)*

56(8) 252.9土25.4 117.1土 9.4* 204.1土21.1* 237.8土21.3 231. 8土34.4 230.6土23.2
(242.2土20.3) (111.9土 7.0)* (196.7土19.9)* (226.4土18.1) (226.6土32.の (220.1土22.5)*

59 259.1土23.2 120.6土 9.7* 209.4土19.0* 242.7土21.1 237.9土33.6 236.1土22.6*
(248.4土18.5) (11広3土 7.7)* (201. 9土17.8)* (231. 1土18.2)* (228.3土32.1) (225.4土21.8)* 

63(9) 2焔4.1土23.1 121. 2土 9.5* 212.1土18.8* 248.5土21.6 243.9土34.1 241. 5土24.5*
(253.2土18.2) (115. 8土 7.9)* (204.5土17.6)* (236.6土18.6) (234.3土32.の (23仏5土23.9)*

70(10) 272. 1土22.4 124.2土 9.9* 219.2土18.3* 255.9土23.2 251. 5土33.0 248.8土25.2*
(26仏9土17.6) (118.8土 8.1) * (211. 5土17.7)* (243.7土20.1) (241. 6土31.9) (237. 4土24.7)*

73 276.6土22.1 125.1土 7.7* 221. 8土18.7* 25ゆ.6土22.9 258.2土35.1 252.1土25.4*
(265. 1土17.4) (119.8土 7.0)* (214.1土18.3)* (247.2土20.3) (247.9土33.4) (240.6土24.7)*

77(11) 278.9土21.2 124.0土 7.8* 224.7土18.3* 263.3土23.2 261. 5土34.2 254.5土27.4*
(267.5土17.0) (118.7土 7.1)* (216.9土17.8)キ (250.8土19.8) (251. 0土32.5) (242.9土26.7)*

84(12) 286.9土21.7 124.6土 8.8ネ 230.6土17.3* 271. 0土20.3 270.3土32.8 267.3土23.1
(274.9土16.9) (119. 3土 8.2)* (222.6土16.8)* (258.0土17.の* (2日.5土30.8) (255.4土22.0)*(9)

87 290.0土21.4 125.3土 8.1* 231. 8土16.5* 273.7土20.3 274.3土32.2 270.4土22.1 
(277.9土16.8) (120.0土 7.の* (223.8土16.3)* (260.5土17.8)* (263.5土30.4) (258.5土21.2)*(め

90(13)bl 292.4土23.0 126.4士 8.5* 233.9土17.0* 275.9土18.8 276.5土33.5 273.2土22.0
(280.2土17.9) (121. 1土 7.8)* (225.8土16.6)* (262.8土16.4)* (26丘5土31.6) (261. 2土21.2)(9)

値は一部を除き10例平均土 3.D.( )例数 1) g 2)体重増加率=(体重/試験O日体重)x 100 a)試験週数

b)試験終了時体重 *対照群と比較して P<0.05
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表 2. 体 重(雌〕

試験日数 0% (対照〉 0.8% 0.4% 0.2% 0.1% 0.05% 

0(0)叫 R8.5土 3.01) 87.5土 2.5 88.5土1.8 88.7土 3.1 88.1土 2.7 90.1土 3.4
(100.0土 0.0)お (100.0土 0.0) (100.0土 0.0) (100.0土 0.0) (100.0土 0.0) (100.0土 0.0)

3 94.9土 3.8 72.4土 2.5* 80.7土 2.7* 90.0土 3.2* 93.3土 2.5 97.2土 4.2
(106.5土1.8) ( 82.2土1.2)* ( 90.7土1.7)* (101. 2土1.5)* (105.4土1.6) (107.4土 2.0)

7(1) 106.2土 3.6 72.8土 2.2* 88.4土 3.0* 99.7土 3.2* 103.0土 2.9* 107.3土 4.8
(119.5土 2.2) ( 82.7土 2.1)* (99.4土 2.2)* (111. 9土 2.9)ホ (116.6土 3.1)* (118.6土 2.0)

10 112.2土 4.4 72.9土 4.9* 92.4土 3.2* 104.6土 3.0水 108.5土 2.9* 112.6土 4.9
(126.4土 3.0) ( 82.9土 5.7)* (103. 9土 2.2)* (117. 5土 3.5)* (122.7土 3.8)* (124.7土 2.3)

14(2) 119.8土 5.0 74.0土 4.0* 96.7土 4.6* 110.4土 4.7本 115.1土 3.9* 120.8土 5.8
(134.9土 4.2) ( 84. 1土 4.0)* (108.9土 3.5)* (124.0土 4.9)* (130.2土 4.8)* (133.6土 2.9)

17 124.8土 5.6 72.3土 2.5* 99.6土 4.2* 114.0土 5.9* 119.6土 4.8* 125.0土 7.0
(140.5土 4.4) ( 82.2土 2.6)* (112. 0土 3.0)* (128.2土 6.3)* (135.3土 4.9)* (138.0土 4.2)

21(3) 130.1土 5.4 70.8土 2.5* 102.7土 4.5* 117.2土 6.5* 122.4土 4.5* 130.0土 7.5
(146.5土 3.9) ( 80.4土 2.0)* (115.4土 3.4)本 (131.7土 7.0)* (138.4土 4.3)本(144.0土 5.4)

24 132.8土 5.0 69.9土 2.8* 103.5土 4.9* 119.3土 6.6* 125.7土 5.6* 133. 1土 8.2
(149.7土 4.9) ( 79.3土 2.9)* (116. 5土 4.2)* (134.0土 7.1)* (142.3土 6.0)* (147. 3土 6.1)

28(4) 137.8土 5.1 69.6土 2.9* 106.3土 5.6* 124.0土8.3* 130.8土 7.3ホ 138.1土 9.4
(155.2土 5.8) ( 78.9土 3.1)* (119.6土 5.2)* (139.3土 8.3)* (148.1土 6.3)本 (152.7土 7.0)

31 139.3土 5.1 68.5土 2.8* 108.9土 6.8* 124.8土 7.6* 132.7土 6.9* 140.0土10.3
(156.9土 5.8) ( 77.8土 3.2)ホ(122.5土 6.6)* (140.2土 7.6)* (150. 1土 6.5)* (154.6土 8.0)

35(5) 143.5土 5.1 67.6土 2.4* 110.8土 6.8* 128.3土 9.0* 137.1土 7.4* 144.9土 9.5
(161. 8土 7.0) ( 76.9土 2.5)* (124.7土 6.7)* (144.2土 8.3)* (155.1土 7.0)* (160.3土 7.1)

42(6) 147.3土 5.5 65.2土 3.0* 115.4土 8.2* 133.7土 9.9* 142.3土 7.8 150.0土10.9
(166.1土 7.2) ( 74.1土 3.2)* (129.9土 8.2)* (150.3土 9.7)* (161. 1土 6.8) (166.0土 9.4)

45 149.5土 5.4 66.2土 3.6* 117.5土10.6* 136.1土 9.8* 144.1土 7.0* 152.8土11.7
(168.6土 6.2) ( 75.2土 3.8)* (132.3土10.9)* (153.0土 9.1)* (163.1土 6.1) (168.9土10.1)

49(7) 151. 8土 6.7 64.6土 2.8* 120.2土10.8* 138.3土10.3* 146.6土 8.1 155.4土12.2
(171.3土 8.6) ( 73.4土 3.1)* (135. 3土10.9)* (155.4土 9.6)* (166.0土 7.8) (171. 9土10.7)

56(8) 156.9土 6.8 64.5土 2.8* 123.8土11.0* 142. 7土10.6* 150.4土 8.3 159.7土12.8
(177.0土 8.1) ( 73.4土 3.3)* (139.4土11.2)* (160.3土 9.5)* (170.3土 7.3) (176.7土11.3) 

59 158.9土 6.9 65.1土 3.2* 126.1土12.3* 143. 7土 8.8* 150.9土 7.5* 161. 7土13.1
(179.2土 8.0) ( 74.0土 3.3)* (141. 8土12.5)* (161. 6土 8.9)本 (170.5土 5.9)* (179.0土12.0)

63(9) 161. 3土 7.5 63.7土 2.6* 127.5土12.2* 146.0土 9.2* 154.4土 6.6* 163.7土13.8
(181. 9土 8.6) ( 72.3土 2.8)* (143.5土12.4)* (164.1土 9.3)* (174.8土 5.3)* (181. 2土12.2)

70(10) 165.8土 8.4 64.1土 3.4* 130.2土12.0* 150.3土 8.6* 157.2土 8.0* 167.2土14.1 
(187.0土 9.3) (72.8土 3.5)* (146. 5土12.3)* (168.9土 9.0)* (177.8土 6.5)* (185.1土12.6)

73 168.0土 8.9 64.9土 3.4* 132.4土11.6* 152.0土 9.0* 158.8土 8.1* 169.0土14.2
(189.5土 9.5) ( 73.7土 3.7)水 (149.1土12.5)* (171. 0土 9.4)* (179.7土 6.8)* (187.0土12.9)

77(11) 169.4土 9.2 64.8土 2.6* 132. 1土10.3* 153.8土 9.9キ 160.3土 7.4* 170.2土13.1
(190.9土 9.6) ( 73.7土 2.8)* (148.8土10.9)* (172.8土10.0)* (181. 4土 6.9)* (188.5土12.4)

84(12) 172.9土10.3 65.6土 4.4* 136.4土 9.7* 156.2土 9.2* 164.6土 9.6 173.7土14.3
(195.0土10.9) ( 74.5土 4.3)* (153.6土 9.8)* (175.7土 9.6)本 (186.4土 8.3) (192.4土13.2)

87 174.0土10.0 65.8土 3.7* 137.3土 8.7* 156.9土 9.4* 165.3土 9.6 174.7土13.5
(196.1土11.1) ( 74.7土 4.1)* (154.6土 9.1)* (176.5土 9.5)* (187.2土 8.7) (193.6土13.0)

90(13)b) 175.6土10.5 65.6土 4.2* 137.1土 8.8* 157.7土 9.8ネ 166.8土10.4 176.3土13.9
(198. 1土11.2) ( 74.6土 4.6)* (154.3土 8.7)* (177.4土10.7)* (188.7土 9.7) (195.2土13.2)

値は10例平均土 S.D.1) g 2)体重増加率=(体重/試験O日体重)xlQo a)試験週数 b)試験終了時体電
*対照群と比較して Pく0.05
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た.

血液学的検査:EDTA-2K処理血液を用い， Coulter 

Counter Model S (Coulter Electric社製〉により白血

球数(WBC)，赤血球数(RBC)，ヘモグロビン量(Hgb)，

ヘマトグリット (Hct)，平均赤血球容積 (MCV)，平均

赤血球ヘモグロピン量 (MCH)および平均赤血球ヘモ

グロピン濃度 (MCHC)について測定した.

血清生化学的検査:目立自動分析装置M-400を用いグ

ルタミン酸オキザロ酢酸アミノ基転移酵素活性(GOT)，

グルタミ γ酸ピルピン酸アミノ基転移酵素活性(GPT)，

総タンパク量 (TP)，アルカリフォスファターゼ活性

(ALP)および尿素窒素 (UN)について測定した.

検査結果の推計学的検討に当っては危険率を 5%に置

し、Tこ.

なお，本試験と平行して同ーのTBZ添加飼料を用い，

同系統雌ラットによる体重回復試験を行った. これは

TBZ添加飼料を 8週間投与した後普通飼料 (CE-2)に

切り換え，そのときの体重の変動を観察したものである.

(解剖・病理組織学的検索については藤井ら6)が別に報

告する〉

試験結果および考察

一般状態:雌雄とも0.8%群， 0.4%群に試験 1週頃よ

り痩せが目立ち始め，試験終了時には 0.8%群で特に著

明であった.しかし被毛や自の状態，行動などに対照群

と比ベ著変は認められなかった.死亡は0.05%群雄で試

験 12週に 1例みられたが他の各群には認められなかっ

た.

体重・飼料摂取量・飼料コボシ量・食餌効率:体重を

表 1(雄)，表2 (雌〉に示した.対照群と比べ，雄0.8

%群， 0.4%群，雌0.8%群， 0.4%群および0.2%群で試

験全期間にわたって有意に小さかった.0.8%群では試験

開始とともに雄約20g，雌約15g減少した.雄はその後試験

4週頃より試験開始時の体重に復し試験終了時までわず

かづっ増加した.雌ではその後一時回復の兆しがみえた

がまた減少し続け， 試験7週頃から試験終了時まで 65g

前後の値を示した.したがって試験終了時には図 1に示

したように対照群の体重増加率を100とすると雄約57%，

雌約62%と大幅な増加抑制になった. 0.4%群雌雄でも

試験開始とともに減少したが 0.8%群より程度は軽く，

その後緩やかに増加し試験終了時には約20%の増加抑制

にとどまった.他の投与群ではほぼ用量一反応関係に伴

った増加を示し，試験終了時には対照群に比べいずれも

10%以内の増加抑制になった.飼料摂取量を表3に示し

た.ラット 1日当りの摂取量は0.8%群， 0.4%群雌雄お

よび0.05%群を除く雌の各投与群において試験全期間に

+ 20 
合

増

加 。
拍車

制向 20
百

分

率
(労)-40 

-60 

+ 20 
♀ 

増
日

加

抑ー 20
市1)

百
分-40 
率

(%) 

-60 

-80 。 10 12 (週)

図1.対照群体重に対する投与群体重増加抑制率

( 投与群体重増加率 ¥ 
一 一一一一一一一一 1I x 100 

対照群体重増加率 / 

0.8%群(.....)， 0.4%群(・)， 0.2%群(口)，

0.1%群(ム)， 0.05%群(0)

わたって対照群より少なく，他の投与群も減少あるいは

減少傾向を呈し，全体的に体重増加に連動するような値

を示した.また体重比摂取量は0.8%群雌雄， 0.4%群雄

で試験 3~4 週頃まで対照群より少なく，以後対照群を

上まわる値を示した. 0.05%群雄を除く他の投与群では

試験全期聞にわたって対照群に比べ減少傾向を呈した.

飼料コボシ量は表4に示したように各投与群とも試験全

期聞にわたって対照群と同等かあるいは減少していた.

高濃度の薬物添加飼料を用いた試験では開始直後は飼料

摂取量の減少に伴ってコボシ量の増加がみられる町田.し

かし本試験においては試験開始直後から飼料摂取量，コ

ボシ量とも少なかった.これはラットが TBZ添加飼料

の摂取前あるいは直後に，極度な忌避を行い以後摂取し

ようとしなかったためと思われるが，なぜこのように摂

取を忌避し続けたのか原因は明らかでない.食餌効率を

表5に示した.多少バラツキがあったが， 0.4%群， 0.2 

%群， 0.1%群および 0.05%群雌雄では対照群と大差を

認めなかった. 0.8%群では雌雄とも試験全期間にわた

って対照群に比べ低下していた.特に雌では試験4週ま

で負の値を示した.

以上，体重は飼料摂取量と関連してみられ，摂餌拒否
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表 3. 飼料摂取量

試験週数 0% (対照〉 0.8% 0.4% 0.2% 0.1% 0.05% 

o 10.81土0.621) 1.13土 0.58* 3.07土 0.63* 8.24土 0.59* 9.74土 0.56* 11. 32土 0.40*
(103.85土6.05)2)(10.83土 5.52)*(29.56土 5.59)*(78.67土 6.30)*(93.67土 5.30)*(108.21土 4.69)

1 11. 82土1.04 5.77土 0.88* 8.81土1.01* 10.54土 0.82* 10.79土 0.92* 12.02土 0.74

(88.88土5.51) (64.48土 8.56)*(83.07土 7.98) (82.59土 3.43)*(84.02土 4.61)* (91. 86土 5.47)

2 12.33土1.30 5.77土 0.43* 8.69土 0.98* 10.31土 2.67* 10.93土1.40* 12.44土 0.72

3 

4 
雄

6 

8 

10 

(77.23土4.40) (58. 89土 5.03)*(69.17土 5.07)*(68.61土17.57) (71. 91土 6.42)* (79.42土 3.94)

12.45土1.47 6.39土 0.73* 9.61土 0.95* 11.04土 2.39 11.10土1.72 

(68.05土3.52) (63.44土 6.34) (66.89土 3.86) (64.26土13.57) (64.71土 5.97)

12.87土2.04 7.08土 0.95* 9.97土 2.40* 12.30土1.42 11. 82土 2.09

(64.10土4.72) (67.55土 5.46) (62.95土13.35) (65.79土 4.52) (63.27土 5.19)

12.61土2.16 6.66土1.30* 10.57土1.59* 11.94土1.53 11. 60土 2.15 

(54.69土5.48) (59. 76土 9.62) (57.04土 6.00) (54. 81土 5.10) (54.99土 4.59)

13.44土1.19 7.56土 0.64* 11. 25土 0.99* 12.58土1.13 11.72土 2.23*

(53.27土3.65) (64.62土 4.37)*(55.21土 2.27) (52.93土 2.48) (50.38土 5.73)

13.17土1.05 7.65土 0.58* 11. 36土1.46* 12.86土1.19 12.64土 2.23

(48.46土3.10) (61. 81土 5.98)*(51. 71土 4.55) (50.25土 2.71) (50.01土 3.67)

11. 85土 0.90

(67.41土 2.46)

12.50土 0.75

(66.12土 2.18) 

11.83土 0.96

(55.97土 3.76)

12.38土 0.85*

(53.81土 2.13)

12.39土1.51 
(49.78土 3.37)

12 12.91土1.08 8.41土1.76* 11. 56土1.15* 13.05土1.17 12.78土1.39 12.48土 0.87

〈44.95土2.09) (67.70土15.51)*(50.19土 4.72)*(48.16土 3.16)*(47.34土 2.10)* (46.78土 2.22)(9)

o 8.67土0.59 0.30土 0.18* 2.23土 0.53* 6.02土 0.78* 7.42土 0.58* 9.32土 0.59

(97.90土5.33) (3.36土 2.04)*(2広13土 5.9め*(67.75土 7.94)*(84.17土尽 86)*(103.41土 5.16)*

1 9.66土0.63 4.48土1.13* 7.03土 0.58* 8.22土 0.51* 8.58土 0.74* 9.66土 0.89

(90.91土5.44) (61. 61土15.40)*(79.55土 7.05)*(82.45土 4.93)*(83.23土 6.49)* (89.91土 6.48)

2 9.75土0.65 4.31土 0.49* 6.52土 0.19* 7.99土 0.48* 8.52土 0.80* 9.63土1.16

3 

j惟 4

6 

8 

10 

(81. 37土4.76) (58.56土 9.54)*(67.48土 3.02)*(72.34土 3.52)*(73.91土 5.69)* (79.49土 6.28)

9.21土0.78 4.35土 0.58* 6.33土 0.60* 7.58土 0.56* 8.08土 0.90*

(70.73土4.94) (61. 47土 8.39)*(61. 60土 5.35)*(64.63土 3.51)*(65.89土 6.29)

9.26土0.64 4.68土 0.36ホ 7.21土 0.71* 7.90土 0.69* 8.43土 0.68*

(67.15土3.87) (67.24土 4.98) (67.75土 5.52) (63. 64土 3.41)*(64.34土 2.01)

8.66土1.10 3.83土1.54* 6.50土 0.99* 7.64土 0.82* 8.03土 0.99

(58.66土6.37) (58.45土22.78) (56.29土 7.94) (57.18土 5.70) (56.47土 7.02)

9.14土0.97 4.71土 0.38* 6.97土 0.73* 7.89土 0.91* 7.88土 0.85*

(58.18土5.26) (73.16土 7.39)*(56. 18土 2.18) (55.49土 7.20) (52. 45土 5.76)

9.23土1.23 4.42土 0.39* 7.14土1.01水 8.17土 0.52* 7.94土1.02* 

(55.64土6.77) (69.12土 7.41)*(54.72土 5.31) (54. 38土 3.52) (50.41土 5.44)

8.93土1.11

(68.54土 5.66)

8.99土1.04 

(64.99土 4.94)

8.56土1.18

(56.91土 5.39)

8.83土 0.96
(55.23土 4.00)

8.65土 0.95
(51. 77土 4.56)

12 9.34土1.05 4.49土 0.35* 7.19土 0.45* 8.11土 0.80* 8.06土 0.85* 8.96土 1.13 

(53.95土広 13) (68.61土 6.0わ*(52.89土 4.53) (51. 89土 4.15) (48.94土 4.60)* (51. 57土尽 56)

値は一部を除き10例平均土 S.D. ()例数 1) g/rat/day 2) g/kg/day *対照群と比較して P<0.05

による飼料摂取量の減少が体重増加抑制の原因と思われ 飲水量:表6に示した.各投与群雌雄とも試験全期間

る.このことに関して，本試験と同ーの TBZ添加飼料 を通してラット 1日当りの飲水量に対照群と比べ大差は

を用い，同系統雌ラットによる体重回復試験を行った際， 認められなかった.体重比飲水量においては，試験O週

普通飼料に切り換えた後0.8%群および0.4%群に急激な を除き 0.1%群以上の各投与群雌雄に投与量に伴った増

体重の上昇(図2)がみられたことからも推察できる. 加傾向がみられた.一般に飲水量は飼料摂取量によく並

しかし 0.8%群雌雄で食餌効率が対照群に比べ低下して 行して増減する傾向があるが，今回の試験での0.8%群，

いることは，飼料摂取量の減少のみによる体重増加抑制 0.4%群は飼料摂取量の少ない割には対照群に比べ飲水

ではなく TBZ投与による影響も考慮すべきであろう. 量が多いように思われる.これはラットが強い体重増加
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表 4. 飼料こぼし主主

0% (対照〉 0.8% 0.4% 

1.7土0.9

1.3土0.4*

0.9土0.4*

0.9土0.3*

0.8土0.4*

1.1土0.4

1.5土0.4

0.9土0.5*

1.0土0.7

1.1土0.6

1.0土0.7

0.5土0.3*

0.3土0.2*(9)

0.4土0.3*(8)

0.4土0.4*

0.2土0.1*

0.4土0.3*

0.4土0.5*

0.2% 

1.6土0.5

1.4土0.5

1.3土0.5

1.4土0.6

1.0土0.4

1.3土0.4

1.5土0.7

1.1土0.4

1.3土0.5

1.7土0.6

1.2土0.5

0.8土0.4*

0.6土0.4

0.5土0.4*

O. 5土0.4

0.5土0.3(9)

1.4土2.0

0.6土0.2*

0.1% 

0.7土0.3*

0.8土0.5*

0.9土0.6*

0.6土0.5*

0.4土0.3*

0.7土0.5*

1.1土0.6*(め

0.8土0.7(め
0.9土0.4*

0.7土0.2*

0.5土0.3*

0.4土0.3*

0.3土0.2*

0.4土0.2*(8)

0.6土0.7(9)

0.4土0.4

0.6土0.4

0.4土0.3*

値は一部を除き10例平均 土 S.D.( )例数 1) g/rat *対照群と比較して P<0.05

1.8土0.41)

1.7土0.5

1.7土0.7

1.6土0.8

1.4土0.7

1.4土0.6

1.9土0.7

1.5土0.7

1.5土0.7

1.2土0.4

1.5土0.4

1.6土0.8

1.0土0.6

1.0土0.6

1.1土0.8

1.0土0.8

1.0土0.6

1.0土0.5

1.2土0.7*

1.8土0.9

1.0土0.6*

0.9土0.5*

0.5土0.3*

0.8土0.4*

0.8土0.5*

0.9土0.8

0.5土0.2*

0.9土0.8(9)

2.5土2.8

1.5土1.6

1.4土1.4

0.8土1.0

1.0土0.9

0.8土0.6

0.6土0.4

0.7土0.6

表 5. 食餌効率。

0.05% 

1.2土0.4*

1.1土0.3*

1.1土0.3*

0.8土0.4*

0.8土0.4*

0.9土0.4*

1.0土0.5水

0.9土0.7

0.5土0.3*

0.8土0.4*

0.9土0.4

0.6土0.2*

0.3土0.2キ

0.4土0.3*

0.6土0.4(9)

0.5土0.2(8)

0.5土0.3

0.4土0.2*

試験週数 0% (対照) 0.8% 0.4% 0.2% O. 1% 0.05% 

o 33.7土 7.1 -766.4土 453.4 -99.4土43.7

1 31. 2土 6.5 28.1土 42.4 31. 6土 9.3

2 29.1土 4.9 3.8土 15.2 27.1土10.2

3 19.7土 5.6 8.5土 11.5* 18.8土 9.1

t住 4 18.0土 4.4 9.9土 9.8* 20.8土10.0

6 15.2土 4.5 11.4土 12.7 17.5土10.0

8 15.6土 8.1 15.1土 9.5 16.4土10.4

10 11.4土 2.8 3.7土 14.1 7.5土 5.3

12 7.9土 5.4 3.2土 8.2 2.9土11.2 

0 

1 

2 

3 

雌 4

6 

8 

10 

12 

24.5土 5.3 -2428.6土1659.7 -125. 1土45.4

20.6土 5.9 -19.5土 96.3 18.6土 7.6

17.2土 7.2 -15.4土 23.7

9. 7土 7.4 -8.0土 16.2

5.3土 5.4 -8.3土 11.4 

9.0土 8.0 9.0土 31.4 

6.9土 7.0 4.2土 10.0

7.2土 4.2 5.9土 9.4

3.8土 7.7 1. 0土 12.2

24.4土 5.9* 32.1土 5.6 30.6土 3.3

29.0土 5.5 32.3土 6.6 29.4土 5.7

0.4土97.8 24.8土8.6 26.9土 6.2

9.5土27.1 15.4土11.1 16.4土 3.9

20.9土 6.5 16.9土 7.7 16.7土 5.2

11. 4土 7.6 15.7土 5.4 13.0土 3.5

13.0土 5.5 16.9土15.8 15.0土 4.7

9.6土 5.4 16.9土12.3 8.8土 5.5

6.8土 4.6 10.6土 3.9 8.4土 4.3(9)

6.7土 7.1* 23.4土 6.2 25.3土 5.2

19.8土 3.6 21. 3土 4.3 18.1土 7.3

14.8土 5.0 14.7土 6.4 17.1土 9.5 14.5土 6.1

3.6土 7.7 9.1土 2.9 13.2土 5.1 11. 5土 4.4

11.5土 6.4* 3.4土 6.0 7.7土 6.7 6.8土 5.9

8.0土25.4 10.5土 9.4 -7.3土 4.8 10.4土 7.0

10.5土 7.6 3.0土19.3 1. 8土 7.6 7.0土 9.5

10.3土11.6 6.6土 6.6 6.8土 8.5 6.6土 6.2

3.9土10.1 2.5土 7.4 2.6土 7.2 3.4土 8.7

1)食餌効率=(3日間の体重増加量 g/3日間の摂餌量的 x100 値は一部を除き10例平均土S.D. ( )例数

*対照群と比較して P<0.05
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(週)

抑制を示しながらも外観的にあまり変化がみられなかっ 血液学的検査・表9に示した.WBCは0.8%群雌雄

たことなどから，飼料摂取量の代替として対照群と同程 において減少した.RBCは0.8%群， 0.4%群雌雄で減

度に飲水したのかもしれない. 少がみられ，それに伴って Hgb，Hctも減少し， MCV 

TBZ摂取量:表7に示した.平均 1日体重kg当りの は逆に増加した.すなわち0.8%群.0.4%群雌雄は貧血

摂取量および 13週間におけるラット当りの総摂取量は， 状態になっていたと考えられる.また0.2%群， 0.1%群

0.8%群雄461mg・4767mg，雌464mg・2975mg，0.4%群 雄にも同様に軽度の貧血傾向がみられた.このことは藤

雄234mg・3570mg，雌232mg・2387mg，0.2%群雄125 井ら町が本試験の病理組織学的検索において， 0.2%群以

mg・2142mg，雌126mg・1407mg，O. 1%群雄64mg・1078 上の各投与群雌雄に用量一反応関係をもった牌臓のへモ

mg，雌64mg・735mg，0.05%群雄34mg・546mg，雌34 ジデリン沈着症を，さらに0.8%群， 0.4%群雌雄に骨髄

mg・385mgであった.なお TBZ摂取量は飼料摂取量ょ の萎縮を高頻度に認めたことと一致するものと思われ

り求めた. る.

尿検査:表8に示した.雄では pHの上昇が各投与群 血清生化学的検査・・表10に示した.比較的用量一反応

に1例みられ，また 0.8%群を除く各投与群にタンパク 関係をもってみられた変化は雄における GOTの低下で

量の上昇傾向が認められた.その他ブドウ糖，潜血，ケト あった.また雄の GPTも用量一反応関係は明らかでな

ン体の出現はいずれも認められず，ピリルピシ量，ウロ いが低下傾向を示した.この GOT，GPTの低下は0.8

ピリノーゲン量にも変化がみられなかった.雌では各投 %群， 0.4%群で強くみられた.雌の0.8%群では雄とは

与群でタンパク量の上昇傾向がみられ，特に 0.1%群で 逆に GOT，GPTは上昇しており， また TPは低下，

顕著であった.また pHも0.1%群で多く上昇していた ALPは上昇していた.以上のような変化から0.8%群雌

他に小量のブドウ糖の出現が 0.2%群， o. 1%群に各 1 雄あるいは0.4%群雄での肝臓障害が予測された.藤井

例，小量のケトン体の出現が 0.05%群に 1例認められ ら的の報告によると 0.2%以上の各投与群雌雄に肝細胞

た.これらの変化はいずれも TBZ摂取に関連あると考 の変性または壊死が認められており，特に0.8%群， 0.4 

えられないが， 0.1%群雌における pHの上昇とタ γパ %群では全例が軽度の変化であった. このことは 0.8%

P量の上昇が注目される. 群あるいは 0.4%群での変化と一致すると恩われる.一
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表 6. 飲 7)( 量

試験週数 0% (対照) O. 8% O. 4% O. 2% O. 1% o. 05% 

o 13.5土4.91) 8.8土7.3 12.1土3.3 14.0土2.4 15.9土2.0 14.9土4.1

(129.7土，35.6)2) (84.1土25.2) (116. 9土51.6) (133. 6土20.8) (153. 0土20.5) (142. 6土40.2)

1 16.5土1.6
(124.0土9.3)

2 17.8土1.7

3 

4 
雄

(111. 4土7.5)

17.1土1.7
(93.8土5.9)

18.3土3.5

(91. 4土13.6)

14.4土4.2 17.4土2.7 15.9土2.0 16.2土1.6 16.6土1..9
(160.7土34.0)* (163.9土23.9)* (124.7:f 12:'0) (126.2土9.8) (126.7土16.2)

17.1土4.2 16.7土2.6 15.7土5.6 16.5土1.6 17.5土1.2

(176.9土60.8)* (132.6土17.1)* (104.4土37.4) (109.1土7.7) (111.5土6.3)

18.1土4.8 16.7土2.3

(182.7土56.1)* (115.9土12.8)*

17.9土4.9 17.5土2.7

(171.7土48.5)* (110.1土11.3)* 

16.6土4.3

(96.6土25.1)

18.6土2.2

(99.7土9.3)

16.3土2.0
(95.4土7.4)

17.6土2.9

(94.6土9.0)

17.2土1.3

(97.9土6.2)

16.9土1.9

(89.3土9.3)

6 18.2土3.8 17.2土4.1 17.9土3.0 18.6土1.7 16.9土2.8 16.8土2.3
(79.3土12.8) (157.3土33.6)*(9) (96.5土12.5)* (85.7土9.3) (80.7土10.7) (79.7土10.9)

8 18.8土2.7 20.4土6.3 18.4土2.1 18.7土2.0 17.7土5.7 18.5土1.8
(74.6土12.3) (174.5土58.2)* (90.6土9.4)* (79.1土9.8) (76.2土11.0) . (8'0. 3土6.8)

10 18.2土1.6

(67.1土4.9)

12 18.9土2.3

。
1 

2 

3 

4 
雌

6 

(69.6土8.0)

14.6土2.1
(164.4土23.2)

15.1土2.1 
(142.3土19.7)

15.6土1.6
(130.4土13.8)

15.3土2.5
(117.2士17.4)

14.5土2.0
(105.0土11.9) 

15.6土4.1
(105.5土26.2)

20.4土5.4 18.8土2.7 18.6土2.4 19.2土3.4 17.9土2.4
(165.4土35.2)* (85.8土10.5)* (72.6土8.5) (76.1土7.9)* (72.0土8.3)

19.2土6.1 18.0土2.0 18.9土2.3 18.6土2.3 18.6土2.6
(154.3土36.4)* (78.1土9.1)* (69.6土8.0) (69.8土4.1)

7.3土2.5*

(82.7土28.0)*

13. 1土5.0 

(180.6土21.1)

16.2土3.6

(219.9土21.5)* 

15.5土2.7 
(218.8土32.9)*

16.2土2.3
(232.8土32.4)*

14.4土2.9
(219.8土38.6)*

12.2土3.6 13.6土2.6

(137.6土49.0) (152.8土26.5)

16.3土2.1 14.6土2.2
(184.7土27.1)*(146.0土21.5) 

15.2土1.5 13.9土1.8* 

(157.6土17.0)*(126.0土14.8)

13.4土2.2 14.3土2.9
(130.6土22.1) (122.3土26.6)

13.1土2.9 15.0土5.0
(122.5土23.8) (121. 4土48.1)

13.3土3.8 14.6土3.8
(114.4土51.7) (109. 5土28.9)

13.8土2.7
(155.7土28.3)

14.9土1.8

(144.1土14.7)

14.5土1.2

(125.6土7.8)

13.6土1.4

(111.1土9.4)

14.1土2.4

(107.6土13.8)

14.9土2.5
(104.1土12.7)

(69.8土9.2)(9)

14.7土1.1

(163.6土11.5)

15.4土2.2

(143.4土17.2)

15.6土2.0

(129.0土12.9)

15.1土2.7
(116.1土17.1)

14.8土2.1
(106.7土11.6) 

13.8土2.5
(92.7土18.5)

8 16.5土4.1 16.0土2.5 13.8土2.5 14.5土1.9 15.0土2.4 16.5土3.3
(105.5土25.0)(9) (247. 9土38.1)* (111. 8土18.1) (101. 9土1l.5) (99.7土13.2) (102. 6土14.3)

10 15.3土1.4 15.6土2.4 15.7土2.8 15.7土土2.7 15.3土1.8 17.0土3.9
(92.0土6.1) (243.1土36.6)* (120.3土18.9)*(104.4土16.9)* (96.7土7.7) (101. 1土15.6)

12 14.9土1.2 15.1土3.4 15.8土2.4 16.1土2.3 16.6土2.5 16.9土4.9
(86.0土5.3) (230.0土58.4)* (116.0土18.2)*(103.0土4.3)* (100.3土11.5)* (96.5土20.5)

値は一部を除き10例平均土 S.D. ( )例j数 1) g/rat/day 2) g/kg/day *対照群と比較して P<0.05

般に肝臓障害が起こると GOT，GPT活性は上昇傾向 %群， 0.4%群雌雄では多くの観察項目で変化を認め，

を示すが，今回雄では低下あるいは低下傾向を呈した. 特に体重は試験全期間にわたって強く抑制され，試験終

維の GOT，GPT低下傾向は OPP-Naの亜急性毒性 了時には対照群と比べ0.8%群で約 60%，0.4%群で約

試験でも高濃度群に認められておりへ ラットの性状に 20%の抑制lであった.しかしこのほかの0.2%群， 0.1% 

よるものか今後肝臓障害の際の血清生化学的試験結果を 群， 0.05%群では0.2%群雌雄に 10%前後の体重増加拘l

詳細に検討する必要があると思われる. 命IJがみられた以外数%の抑制にとどまり，他の変化も軽

以上， TBZ 0.8%， 0.4%， 0.2%， 0.1%および0.05 微であった.化学物質のがん原性検索法9)によると発が

%添加飼料による雌雄ラット13週間の飼育試験で， 0.8 ん試験における最大投与量は亜急性毒性試験で対照群に
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表 7. T B Z t畏 取 量

試験週数 0.8% 0.4% 0.2% 0.1% 0.05% 

。 9土 4.61) 12土 2.5 16土1.2 10土 0.6 6土 0.2
( 86土 44.3)2) (118土 22.1) (157土 12.6) ( 93土 5.3) ( 53土 2.4)

1 46土 7.0 35土 4.1 21土1.6 11土 0.9 6土 0.4
(516土 68.5) (332土 31.9) (165土 7.1) (84土 4.7) ( 45土 2.8)

2 46土 3.4 35土 3.9 21土 5.3 11土1.4 6土 0.4
(471土 40.3) (276土 20.3) (137土 35.2) ( 72土 6.4) ( 39土 2.0)

3 51土 5.8 38土 3.8 22土 4.8 11土1.7 6土 0.5
(508土 50.6) (267土 15.4) (128土 27.2) ( 64土 5.9) ( 33土1.2) 

4 57土 7.6 40土 9.6 25土 2.8 12土1.7 6土 0.4

雄
(540土 43.7) (252土 53.5) (131土 9.0) ( 63土 5.1) ( 32土1.2) 

6 53土 10.4 42土 6.4 24土 3.1 12土 2.2 6土 0.5
(478土 76.9) (228土 24.1) (109土 10.1) ( 55土 5.8) ( 28土1.8) 

8 60土 5.1 45土 3.9 25土 2.3 12土 2.2 6土 0.4
(517土 35.0) (221土 9.1) (106土 5.0) ( 50土 5.8) ( 26土1.0) 

10 61土 4.7 45土 5.8 26土 2.4 13土 2.2 6土 0.7
(494土 47.7) (207土 18.2) (100土 5.4) ( 49土 3.7) ( 24土1.8) 

12 67土 14.1 46土 4.6 26土 2.3 13土1.4 6土 0.4
(542土123.9) (201土 19.0) ( 96土 6.5) ( 47土 2.1) ( 23土1.3)(9) 

全 期間{
4767叫 3570 2142 1078 546 

461b) 234 125 64 34 

。 2土1.5 9土 2.1 12土1.6 7土 0.6 5土 0.3
( 27土 16.3) (100土 24.0) (135土 15.8) ( 84土 5.9) ( 51土 2.8)

l 36土 9.0 28土 2.3 16土1.0 9土 0.7 5土 0.4
(493土123.1) (318土 28.4) (165土 9.8) ( 83土 6.7) (44土 3.4)

2 34土 3.9 26土 0.8 16土 0.9 9土 0.8 5土 0.6

(469土 76.3) (270土 12.3) (144土 7.0) ( 73土 5.8) ( 39土 3.0)

3 35土 4.6 25土 2.4 15土1.1 8土 0.9 4土 0.5

(492土 67.1) (246土 21.4) (129土 7.1) ( 65土 6.2) ( 34土 2.7)

4 37土 2.8 29土 2.9 16土1.4 8土 0.7 4土 0.5

雌
(538土 39.9) (271土 22.1) (127土 6.9) ( 64土 2.0) ( 32土 2.5)

6 31土 12.3 26土 4.0 15土1.6 8土 1.0 4土 0.6

(468土182.3) (225土 31.9) (114土 11.4) ( 56土 6.9) ( 28土 2.8)

8 38土 3.1 28土 2.9 16土1.8 8土 0.8 4土 0.5

(585土 59.3) (225土 8.9) (111土 14.4) ( 52土 5.9) ( 27土1.9) 

10 35土 3.1 29土 4.0 16土1.0 8土1.0 4土 0.5

(553土 59.2) (219土 21.3) (108土 7.2) ( 50土 5.4) ( 25土 2.2)

12 36土 2.8 29土1.8 16土1.6 8土 0.9 4土 0.6

(549土 48.6) (211土 18.1) (103土 8.2) ( 48土 4.7) ( 25土 2.9)

2975 2387 1407 735 385 

464 232 126 64 34 

値は一部を除き10例平均土 S.D. ( )例数 1) mg/rat/day 2) mg/kg/day a)ラット当りの総撰取量mg

b) mg/kg/day 

比べて10%以内の体重減少があり，中毒による死亡例が 耐えると予想されることから， TBZの F344/DuCrjラ

なく，且つ強い毒性症状を示さない最大量とされてい ットを用いたがん原性試験での最大投与量〈飼料中濃度〉

る.すなわち本試験においてはTBZO.4%以上は完全な は雌雄とも0.2%が適当であろう.

中毒量と考えられ， 0.2%以下ではいずれも長期試験に
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査検尿表 8.
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WBC (x 103/mm3) 

RBC (x106/mmり

Hgb (g/dl) 

雄 Hct(%) 

MCV (μ3) 

MCH (μμg) 

MCHC (%) 

WBC (x103/mm3) 

RBC (x106/mmり

Hgb (g/dl) 

雌 Hct(%) 

MCV (μ3) 

MCH (μμg) 

MCHC (~~) 
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表 9. 血液学的検査

0% (対照〉 。‘ 8% 0.4% 0.2% 0.1% 0.05% 

7.67土1.04 5.37土0.48* 7.30土0.95 7.00土0.47 7.35土1.16 7.10土0.49(9)

9.03土0.45 6.37土0.34* 7.43土0.35* 8.67土0.35 8.64土0.21* 8.81土0.44(9)

17.40土0.44 13.79土0.35*15.21土0.53*16.65土0.28*16.86土0.31*17.12土0.41(9)

44.64土2.81 34.66土1.39* 37.97土1.85* 42.19土1.74* 42.03土0.96*43.19土2.30(9)

50.2土1.40 54.9土1.66* 51. 6土0.52* 49.0土0.67* 49.3土1.06 49.4土0.73(9)

19.45土0.96 21. 75土0.95*20.55土0.62*19.35土0.73 19.62土0.47 19.44土0.70(9)

37.90土4.59 39.91土1.15 40.15土1.37 37.78土6.27 40.15土0.65 37.96土5.13(9)

7.35土1.36 4.33土0.84* 6.42土0.91 6.70土1.67 7.08土0.94 6.60土1.07 

7.75土0.48 5.76土1.33* 6.68土0.59* 7.45土0.36 7.65土0.47 7.37土0.73

16.04土0.9911. 86土2.65* 14.05土1.15* 15.26土0.8515.95土1.05 15.15土1.41 

39.93土2.6731. 18土7.33* 35.30土3.09*38.47土2.0639.13土2.84 37.66土3.68

52.2土0.92 54.4土1.35* 53.7土0.82* 52.3土0.67 51. 8土1.23 52.0土1.25 

20.77土0.4520.76土0.60 21. 06土0.32 20.53土0.3720.90土0.36 20.70土0.47

40.12土1.04 38.30土1.22* 39.92土1.15 39.70土1.51 40.84土1.65 40.19土O.70 

値は一部を除き10例平均土S.D. ( )例数*対照群と比較してP<0.05

表10. 血清生 化 学 的 検 査

0% (対照〉 0.8% 0.4% 0.2% 0.1% 0.05% 

GOT (K. Ujml) 117.10土 7.53 87.50土 8.59*95.90土 7.89*102.70土 7.80*112.50土10.79123.67土 8.29(9)

GPT (K. D/ml) 94.10土12.32 77.60土13.14*65.00土 3.83*71.10土 8.24*78.70土11.42* 91. 86土10.75(9)

雄 T.P (g/dl) 70.90土 0.99 68.40土 2.27*75.00土 2.11*73.70土1.57* 70.70土1.64 71. 33土1.23(9) 

ALP (KA-Ujdl) 31.10土 2.92 41.10土 5.97*34.20土 5.16 33.10土 4.70 34.00土 3.77 33.11土 6.03(9)

DN (mg/dl) 21.10土 1.37 幻.40土1.08 19.30土 4.72 18.90土1.66* 19.50土1.27* 19.33土1.80*(9) 

GOT (K. D/ml) 116.30土13.70146.80土34.70*106.50土 8.22111. 20土13.55 118. 50土16.66116.90土14.22

GPT (K. D/ml) 64.20土18.30120. 80土44.68*54.50土12.82 53.70土11.81 64.00土 8.18 62.60土19.08

雌 T.P (g/dl) 65.80土 1.62 55.70土1.49* 64.4β土1.17*66.50土1.65 65.10土1.79 65.50土 2.27

ALP (KA-Ujdl) 24.50土 5.04 44.10土 5.88*29.90土 5.59*26.10土 4.61 29.10土 6.35 26.10土 4.68

UN (mg/dl) 17.70土1.64 25.加土 2.57*19.50土1.90* 1広40土1.65* 17.00土 2.63 17.30土 2.21

値は一部を除き10例平均土 S.D. ( )例数 *対照群と比較して P<0.05

要 1::0 
田

チアベンダゾ{ル thiabendazole(TBZ)のラットを

用いたがん原性試験に対する最大投与量を決定するため

に， TBZ 0.8%， 0.4%， 0.2%， 0.1%および0.05%添

加飼料を F344/DuCrjラット雌雄に13週間投与する亜

急性毒性試験を行い，最大投与量を雌雄とも 0.2%と決

定した.
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PathologicaI Study on Rats Fed with Thiabendazole for 13 Weeks 

T AKASHI FU]II*， NOBUT AKA FUKUMORI水， AKEMICHI NAGASAWAペ
HISATOSHI MIKURIYA*， SHINOBU HA YASHIDA*， HIROSHI T AKAHASHI*， 

NORIO YANO*， KATSUHIRO YUZAWA* and KOGO HIRAGA* 

Thiabendazole (TBZ)， a fungicide approved as a food additive for citrus fruits or banana in 

]apan， was given in pellet diets at dietary levels of 0 (control)， 0.05， 0.1， 0.2， 0.4 and 0.8% 

respectively to a group of 10 male and 10 female F344 rats for 13 weeks. The body and organ 

weights of dosed rats， especially the rats fed 0.8% TBZ， were lower than those of the control. 

However， the weight of urinary bladder of the dosed rats was equal to or slightly higher than that 

of the control. The dose司related increase of incidence or degree of microscopical changes in some 

organs or tissues of the rats fed 0.2， 0.4 and 0.8% TBZ was observed. These changes were 

degeneration of the liver cells， accumulation of the lipofuscin in the kidney， h巴mosiderosisof the 

spleen， atrophy of the thymus， decrease of col1oid contents in the thyroid， focal increase of number 

of cel1 layers in the urinary bladder and atrophy of th巴 bonemarrow. 

Keywords : thiabendazole， oral toxicity， rat， d巴generationof liver cells， hemosiderosis of spleen， decrease 

of colloid in thyroid 

緒 言

チアベ Yダゾール〈以下， TBZと略す〉は駆虫なら

びにカピ防止作用をもつことが知られているト日.我国で

は1978年に柑橘類およびバナナのみに使用するカピ防止

剤として食品添加物に指定された町. TBZは Robinson

らりの報告によれば種々の実験動物を用いた経口急性，

E急性，慢性毒性試験で顕著な害作用を示さなかったと

している7) しかし，当部での一連のカピ防止剤jの安全

性検討のなかでト25)， TBZはマウスを用いた催奇形試験

で異常が認められ15〉，その後も検討を続けている.そこ

で TBZの毒性は発癌性の有無を始めとしてさらに検討

されるべきと考え，ラットを用いた経口毒性試験を企図

した.急性毒性試験の結果は既に報告した22) 本報は

TBZ添加飼料をF344ラット雌雄に 13週間摂取させた

実験の病理学的検索の結果であり，体重変動，血液学的

検索などの結果は別報26)に示す.

実験材料ならびに方法

検体:TBZは米国メルク社製 thiabendazolemicro・

fine MSD (Lot No. BZA-539)を用いた.

実験動物および飼育環境:日本チヤ{ルス・リバ{株

式会社より F344/DuCrjラット雌雄を4週令で購入し

た.

動物は前面と床が網，他は板のステ γレス製個別ケー

ジに収容し，自動給水(細菌ろ過器経由〉装置付ベルト

式飼育架台で飼育した.飼育室はバリアー区域内にあり

室温25土 l'C ，湿度50~60%，換気回数は 1 時間に10回，

照明時聞は午前6時より午後5時までの11時間に，それ

ぞれ制御してある.

検体投与および投与期間:日本クレア株式会社製粉末

飼料 CE-2に検体を O(対照)， 0.05， 0.1， 0.2， 0.4お

よび 0.8%の濃度に添加した後に固型飼料化した. この

固型飼料を動物が5週令になった時点から13週間にわた

って水とともに自由摂取させた.動物は各濃度の添加飼

料に雌雄各10匹計120匹を用いた.

検索方法:投与終了後，動物を無麻酔で解剖台に固定

し大腿動・静脈を切断，放血致死せしめた.肉眼的観察

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku占u，Tokyo， 160 Japan 
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を行うとともに脳，下垂体，胸腺，心臓，腕，肝臓，牌

臓，腎臓，副腎，精巣，前立腺，卵巣および子宮を摘出

し湿重量を測定した.勝脱は注射筒を用い残留尿を除去

した後， 10%緩衝ホノレマリシ液0.5mlを注入し膨張させ

内尿道口付近で結主主，固定した.勝脱は 1週間固定した

後，正中線で2分し固定液を流出させ重量を測定した.

そのほか眼球，ハ{デリアン腺，耳下腺，顎下腺，大舌

下腺，甲状腺(上皮小体を含む)，気管，食道，胃，大・

小腸，H卒臓，精誕，精巣上体， リンパ節および大腿骨を

摘出した.摘出した器官・組織は10%緩衝ホルマリ γ液

で約6時間振渥，液交換を行った後に静置して 1週間関

定した.固定後の器官・組織は定法に従ってパラフィン

切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン重染色を施し

た.肝臓，腎臓および牌臓はベルリン青染色， Lillie法

によるリポフスシン染色も行った. これらの標本を用い

て光顕的観察を行った.

なお，器官重量などの測定結果の推計学的検討は危険

率を0.1， 1および 5%において行った.

結果

TBZの投与に伴う体重， 器官重量の変動および病理

学的変化などが投与群ラットに認められた.

器官重量:Table'lおよび2に各群の投与終了時の体

重ならびに器官重量を示した.体重は0.05%群を除き，

各投与群とも対照群に比べ小さく， 0.2%群雌， 0.4およ

び0.8%群雌雄で有意義を生じた.雌雄とも 0.05%群を

除く各群聞で投与量の増加に伴って体重が小さくなる傾

向を示した.投与群の器官のうち，対照群に比べ絶対重

量が小さく，体重比重量が大きく，ともに有意差を示し

たのは0.2%群雌の右腎臓， 0.4%群雌雄の心臓，腕，右

腎臓，雄の牌臓J雌り左副腎， 0.8%群雌雄の脳，心臓，

肺，肝臓，牌臓，腎臓，雄の下垂体，左精巣，雌の副腎

であった.絶対重量，体重比重量ともに有意に小さかっ

たのは0.1%群雌の胸腺;0.2%群雌雄の胸腺，維の牌臓，

0.4および0.8%群雌維の胸腺，雌の下垂体，子宮であっ

た.絶対重量，体重比重量ともに有意に大きかったのは

0.05，0.1および0.2%群雌の勝目党であった.勝脱は0.05%

群雄を除き，各投与群ともほぼ同じか，あるいは大きく

なっていたJ投与量の増加に伴っlて絶対重量が小さく，

体重比重量が大きくなる傾向を示したのは0.05%群雌雄

を除く各群問では雌雄の腎臓，雌の肺，牌臓であった.

0.05および0.1%群雌雄を除く各群聞では雌雄の心臓，

維の肺，雌の予宮であった.対照群， 0.4および0.8%群

間では雌雄の脳，副腎，雄の牌臓，下垂体，雌の肝臓で

あった.投与量の増加に伴って絶対重量，体重比重量と

もに小さくなる傾向を示したのは雌雄の胸腺であった.

投与量の増加に伴って対照群， 0.4および0.8%群聞で絶

対重量，体重比重量ともに大きくなる傾向を示したのは

雌の勝脱であった.勝目光は体重比重量では雌雄とも全投

与群間で同様の傾向が認められた.

肉想的検索:対照群および投与群とも著明な変化は認

められなかった.なお投与開始後12週で死亡した0.05%

群雄の 1例は肉眼的・組織学的に顕著な変化を示さなか

った.

組織学的検索:Table 3に示す如く，各器官・組織で

投与に伴う変化が認められた.肝臓では小業中心性に好

酸性の細胞質と軽度に濃縮した核をもつやや小型の肝細

胞がみられ，極く少数の細胞が凝固壊死の像を呈してい

た.また近傍の類洞内皮細胞が顕在化していた.変化は

極く軽度なものが0.2%群雄4/10(10例中4例の意，以下

同じ〉雌8/10，0.4%群雄1/10，軽度なものが0.2%群雌

雄各1/10，0.4%群雄9/10，0.4%群雌および 0.8%群

雌雄各10/10であった.この変化に加えて中心静脈ある

いは小葉閑静脈などの周囲の類澗内に細胞質は網状また

は泡沫状で明るい核を有する貧食細胞が大小の集族巣を

形成しているのがみられた.貧食細胞の細胞質はヘマト

キシり γ ・エオジン重染色(H・E染色〉で薄い黄色に染

まり， その中に黄褐色を呈する穎粒が少量認められた

(Photo 1). この穎粒は Lillie法では呈色せず，ベノレリ

γ育反応陽性であり，へそジデリ γとした， (Photo 2). 

変化は極く軽度のものが 0.4%群雌2/10，0.8%群雄

6/10，雌1/10，軽度なものが0.8%群雄3/10，雌9/10

に認められた.腎臓ではびまん性の変化として主部尿細

管の上皮細胞質内にH・E染色で黄褐色を呈する穎粒が

認められた (Photo3). この穎粒はベルリシ背反応陽性

のものは極く少量であり，多くは Lillie法によってリポ

フスシγとした (Photo4).変化は極く軽度なものが0.2

%群雄1/10，雌3/10，0.4%群雄7/10，雌8/10，0.8 

%群雄3/10，軽度なものが0.4%群雄1/10，0.8%群雄

7/10，雌10/10にみられた. 牌臓では被膜に鍛援形成

がみられ，自牌髄(牌リンパ小節?の減少および縮小が認

められた.やや拡張した赤牌髄にはH・E染色で寅褐色，

ベノレリシ青反応陽性のヘモジデリンが大量にみられた

(Photo 5，6).白牌髄の減少および縮小は極く軽度な変

化が0.2%群雌2/10，0.4%群雄 1/10，雌5/10に，軽度

なものが0.4%群雄9/10，雌2/10，0.8.9q群雄9/10，

雌10/10にそれぞれ認められた.へモジデJリシの沈着は

対照群の程度を基準としてそれ以上に著明なものを変化

ありとした.変化は極く軽度なものが 0.2%群雌雄各 1/

10，0.4%群雌雄各 2/10，0.8%群雄 1/10，軽度なものが

0.4%群雌雄各8/10，0.8%群雄8ゾ10，雌10/10，中等度



トー
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Organ Weight in Subchronic Toxicity Test of TBZ (Male) Table 1. 

~rostate B1addere) Testis Pituitary Adrena1 

R 

(rng) 

Kidney 

L 

Thyrnus Sp1een Liver Lung Heart Brain Body 

weight 

(g) 

No. 

of 

k
g
p
河
内
、
・
同
記
、
。
ミ
号
-
河
内
h

・』い
Q
F
-
h
u
-

戸
M
M
I
N

・
5
∞H

{田宮}

109.7 
:1:16.84 

37.7 
:1: 6.92 

(rng) 

269.6 
:1:41.02 

92.4 
:tl4.08 

L 

(rng) 

1419.6 
:1:47.73 

487.6 
:1:33.18 

R 

(rng) 

1373.8 
土74.58

471.9 
:!:38.85 

L 

(rng) 

22.4 
:1:3.99 

7.6 
:1:1.09 

20.8 
:!:3.49 

7.。
:!:0.87 

(rng) 

7.7 
:1:1.40 

2.6 
:!:0.41 

(rng) 

850.9 
:!:89.56 

290.8 
:!:17.09 

R 

(rng) 

856.3 
:!:71.58 

293.0 
:!:13.94 

(rng) 

176.1 
:!:12.53 

(rng) 

559.6 
:1:42.77 

191.6 
土 9.55

(g) 

9.68 
:1:1.07 

3.30 
:!:0.15 

(rng) 

871.4 
:1:63.05 

(rng) 

a) ._.. _b) 
294.4-- 1914.8-- 783.6 

:!:23.00 :1:53.36 :!:46.21 

657.5
C
) 268.6 

:!:39.61 :!:13.06 

(rng) rats 

Group 

101.1 
:!:12.37 

d) 
(8) 

37.6 
:!: 5.14 

281.0 
:!:66.36 

102.6 
土22.50

1315.1 
:1:280.63 

479.6 
:1:94.50 

1291.8 
土282.86

471.6 
:!:99.44 

21.3 
:!:1.51 

7.8 
:!:0.82 

19.2 
:!:2.07 

7.。
:1:0.92 

8.3 
:!:1.21 

3.。合
土0.33

825.7 
:!:58.43 

302.6 
:!:11.93 

60.6 
:!: 6.70 

155.1** 831.8 
:!:1工.86 :!:55.68 

56.8 304.9 
:!: 3.73 :!:12.08 

298.3 
土12.43

780.7 863.8 9.54 541.1 
土38.29 :1:49.98 :!:0.80 :!:30.11 

286.5** 316.8** 3.49安 198.5
土11.81 :!:13.91 士0.13 :!: 9.05 

1940.0 
:!:34.81 

713.7* 
:!:53.17 

273.2 
:1:21. 98 

10 Contro1 

0.05亀

TBZ 

109.8 
:!:17.51 

39.7 
土 4.60

250.4 
:!:67.40 

89.8 
:tl9.16 

1407.2 
:!:l02.77 

512.8 
:!:43.78 

1396.4 
:!:103.92 

508.1* 
:!:34.07 

21.2 
:!:3.07 

19.2 
:!:3.30 

7.0 
:1:1.20 

154.0*合 835.4 854.4 7.4 
:!:19.44 :!:95.40 :!:100.06 :!:1.60 

55.8 302.5 309.3** 2.7 
:!: 4.60 :tl1.16 土10.10 :!:0.56 

9.79 536.5 
:1:1.43 士55.23

3.53* 194.7 
:1:0.21 :!:11.27 

864.1 
:1:88.04 

313.6* 
土17.28

1902.6 771.3 
:!:56.77 :1:103.74 

696.0 278.7 
:1:74.64 :tl2.21 

276.5 
:!:33.49 

9 

111.0 
士14.51

40.2 
土 4.37

259.4 
:1:71.98 

92.9 
士24.48

1446.9 
:!:61.04 

525.9* 
:1:30.71 

1390.4 
土72.69

505.2合

:!:29.66 

7.7 
:!:1.07 

21.8 

:!:2.26 

7.9 
:!:0.49 

18.8 
:!:3.42 

6.8 
:!:1.13 

862.5 8.3 
士58.06 :!:1. 33 

312.7** 3.0 
:!: 8.87 :!:0.38 

10.36 497.8** 146.2**会846.6
土0.97 土32.25 土18.78 :1:70.96 

3.75***180.7* 53.2* 306.7* 
:1:0.18 :1:10.48 土 7.88 :!:13.57 

854.0 
土67.49

309.7 
:1:16.54 

778.3 
:1:55.36 

282.2会

:tl0.00 

1927.9 
:!:27.69 

701.6* 
:!:48.21 

275.9 
:!:18.74 

10 0.10屯
TBZ 

233.9***工857.7 709.6合会 813.2会 9.87 498.3*合 90.4***780.9* 796.7 7.3 20.0 22.5 1397.8 1434.0 218.2** 107.1 
土16.98 土67.72 :!:54.61 土52.57 :1:0.72 :1:35.38 :1: 8.84 土73.94 :!:66.40 :!:0.60 :!:3.15 :!:3.92 土102:14 :!:90.22 :!:26.32 :1:16.48 

797.0合**303.5*会 *348.0***4.22合**213.1***38.8***333.5***340.5*** 3.1** 8.5** 9.6** 598.2*** 613.9*** 93.3 45.8* 
土.48.09 :tl3.16 :t10.19 土0.13 :!: 6.46 :!: 4.60 :tl6.74 :!:11.98 :!:0.28 :!:1.08 土1.40 :!:27.91 :!:23.65 :t 9.30 土6.09

10 0.20も
TBZ 

126.4*合*1790.6***477.5***615.6女合*6.54台**378.1***41.6***607.2合**614.6***5.7** 18.1 19.7 1179.4 1214.5* 100.4*合*108.2
:t 8.48 :t54.62 士37.27 土81.69 :!:0.69 土88.75 土7.85 :!:53.86 :t55.63 :!:0.89 :!:2.69 :!:2.26 :!:268.28 :!:237.18 :t23.42 :!:11.87 

1421.9***377.8***487.8***5.17***298.1**合 32.9***480.2***486.2***4.5***14.3***15.6*** 929.0**合 959.7**安 79.7 85.7ln 
:!:95.71 :!:16.66 :!:61.04 土0.36 土60.86 土 5.75 :t25.42 :!:29.47 :!:0.75 :!:1.90 :!:1.44 士191.73 土180.32 :!:19.82 :t14.03 

10 0.40も
TBZ 

10 0.80も
TBZ 

e) The va1ue is given after fixation. d) No. of organs a) Me出1土 SD b) Abso1ute weight c) Re1ative weight (g/100g body weight) 

合 p< 0.05， ** P < 0.01， *** P < 0.001 
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Organ Weight in Subchronic Toxicity Test of TBZ (Female) 

e) 
B1adder 

Table 2. 

Uterus OVary 

L 

Pituitary Adrena1 

R L 

Kidney 

L 

Thymus Sp1een Liver Lung Heart Breiin No. 

of 

(mg) 

81.0 
土:7.98

d) 
(9) 

46.7 
:!:5.33 

(mg) 

460.4 
:!:95.10 

262.6 
:!:55.13 

(mg) 

30.6 
:!:3.71 

17.4 
:!:2.14 

R 

(mg) 

29.2 
:!:4.37 

16.6 
:!:1. 74 

(mg) 

25.5 
士2.41

14.6 
:!:1.46 

(mg) 

23.8 
土2.13

13.5 
:!:0.82 

(mg) 

11.1 
:!:1.46 

6.3 
:!:0.88 

(mg) 

581.6 
:!:34.99 

331.5 
士15.11

R 

(mg) 

582.4 
土37.61

331.8 
:!:13.58 

(mg) 

168.4 
:!:22.30 

95.9 
:!:11.52 

(mg) 

400.1 
士32.21

228.1 
:!:17.60 

(g) 

5.18 
:!:0.32 

2.95 

:!:0.16 

(n喧}

659.9 
:!:42.20 

376.5 
:!:26.55 

(mg) rats 

Group 

淘t}
 

ζ
U
 

安

，

A

*

9
合

7

6

2

6

5

 

-
-
-
-

n
w
d
'
ム

n
M
M
『
，

9
1
5
±
 

+』

434.6 
:!:82.83 

248.2 
:!:53.01 

32.2 
土4.05

18.3 
:!:2.43 

11.6 22.4 25.9 31.6 
:!:1.75 :!:2.07 :!:1.92 土4.84

(9) _ _ _ (9) _ _ _ (9) 
6.6" -12.7 .. -14.6 .. -18.0 

:!:1.21 :!:1.42 :!:1.01 :!:2.96 

570.9 
:!:37.31 

324.3 
:!:l3.94 

580.0 
:!:36.91 

329.6 
:!:l7.02 

161.1 
土21.05

91.4 
:!:10.11 

402.9 
:!:25.48 

229.0 
:!:l3.14 

5.49 
:!:0.54 

3.12 
:!:0.26 

689.0 
:!:51.43 

391.5 
:!:23.42 

535.8 
:!:44.14 

304.0 
:!:13.08 

1820.0 
土26.34

1036.9 
:!:66.36 

176.3 
:!:13.92 

10 Contro1 

0.05屯
TBZ 

切ト

望書

き者

97.2合会

:!:10.24 
~19) 

58.8"震

:!:7.74 

31.8 30.:7 427.4 
:!:7.31 :!:7.99 :!:82.06 

(9). . (9) 
18.9' '18.2' '258.0 

:!:3.93 :!:4.22 :!:57.35 

24.1 
:!:1.52 

14.5 
:!:1.31 

22.6 
:!:2.07 

13.6 
:!:1.39 

11.4 
士1.38

6.8 
:!:0.73 

555.6 
士33.67

137.2** 544.5女

:!:18.1:7 :!:18.75 

82.1合* 327.6 

:!: 8.06 :!:23.75 

5.48 393.5 
:!:0.47 :!:30.70 

3.29**235.8 
:!:0.26 :!: 9.32 

656.2 
:!:35.61 

497.7* 
士31.90

298.5 
:!:11.27 

1805.1 
:!:40.11 

1085.6合

:!:64.52 

166.8 
土10.39

10 

0.10亀
TBZ 

4者

難

制

M
I
N
-
H

申∞
H

102.7* 
:!:20.68 

64.8** 
土12.71

33.6 411.1 
:!:3.60 :!:88.35 

21.3** 259.5 
:!:2.55 :!:46.56 

29.9 
土4.23

19.。会
土2.98

21.1** 23.4* 
:!:1.69 :!:1. 72 

13.4 14.9 
主1.50 :!:1.51 

333.7 
:!:20.34 

557.5 10.5 
:!:33.43 :!:1.69 

353.7*女 6.6

:!:l1.98 土1.15

114.0合 **546.1合

:!:11.56 :!:32.63 

72.4**合346.6* 

:!: 7.36 :!:l5.82 

393.9 
土16.75

157.7*合*1777.0 507.0 656.9 5.51 386.3 
土 9.76 :!:77.20 :!:35.80 土47.37 :!:0.43 :!:33.93 

1131.0** 321.4*台 416.8合 * 3.49合*会244.6*

:!:89.73 :!: 9.72 :!:21.44 :!:0.12 :!: 8.88 

10 

0.20亀
TBZ 

)
 

ζ

￥
 

，‘必
7

*

6

 

0

2

B

9

 

-
-
-
-

n
O
E
1
4

弓

4
弓
3

8
±
6
±
 

脅品

百

*
*

7

*

0

 

7

2

0

1

 

•••• 1

7

5

0

 

4

7

7

5

 

2
±
l
±
 

26.3脅

土4.06

19.2 
:!:2.43 

137.1***1761.2 439.6***594.2*合 5.07 364.4 91.6*含*498.1女合会508.1**会 7.5会**工9.3脅**21.7*女 27.1

:!: 8.83 :!:39.33 :!:31.96 士45.01 :!:0.51 :!:53.48 :!: 8.23 :!:48.17 :!:35.02 :!:1.17 :!:2.64 :!:2.18 :!:6.65 
19) 

1288.5***320.9* 433.4**女3.70**合264.8** 67.0***362.9**会370.6合*安 5.5会 14.1 15.8* 19.7 
:!:72.28 :!:17.31 :!:18.19 :!:0.27 :!:27.38 :!: 6.75 :!:19.97 土11.55 :!:O. 58 :!:1. 82 :!:1.10 :!:4.10 

10 

65.6***1635.7***286.9***456.9**安3.61***222.7会** 28.1**会400.5***403.5***3.9*合企12.3***12.6***11.6***12.0***78.0*** 96.5 
:!: 4.19 :!:23.98 :!:16.91 :!:25.41 :!:0.19 士22.44 :!: 6.22 :!:35.06 士24.37 士0.88 :!:2.02 :!:1.40 :!:2.69 :!:1.47 :!: 9.59 :!:19.63 

2501.5***437.8***697.1**脅 5.52**勺39.0***42.7**女611.8***616.6***6.0 18.9***工9.2***17.5 18.3 119.2***149.1*lZ) 
:!:l43.51 :!:19.15 :!:21.49 :!:0.24 :!:18.81 :!: 8:36 士54.48 :!:43.30 :!:1.59 :!:3.14 :!:1.69 士3.26 :!:2.31 :!:16.02 :!:38.92 

10 
0.40も
TBZ 

0.80毛-10 

TBZ 

ト4

qコ

e) 旬leva1ue is given after fixation. d) No， of organs a)， Mean :!: 5D b) Abso1ute weight c) Re1ative weight (g!100g body weight) 

* p < 0.05， ** P < 0.01， *** P < 0.001 



E。。Microscopical Findings - Summary of Observations Table 3. 
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なものは0.8%群雄1/10にそれぞれ認められた.胸腺で

は小葉間隙が著明で皮質の稿が狭く，胸腺リンパ球が減

少するなどの萎縮像を示した.変化は極く軽度なものが

0.4%群雄3/10，，雌6/10，0.8%群雄 1/10，軽度な

ものが0.4%群雄2/10，0.8%群雄7/10，雌4/10，中

等度なものが0.8%群雄2/10，雌6/10であった.甲状

腺では小胞が小型あるいは不整形を呈し，腔内にはコロ

イドがほとんど認められなかった(Photo7).変化は極く

軽度なものが0.2%群雌雄各1/10，0.4%群雌雄各4/10，

0.8%群雄2/10，雌 9/10に，軽度なものが 0.4%群雄

2/10，雌1/10，0.8%群雄8/10，雌 1/10にそれぞれ

認められた.骨髄では骨髄細胞密度の低下，脂肪組織の

増加さらにうっ血などが認められた (Photo8).変化は

極く軽度なものが0.4%群雌雄各6/10，0.8%群雄8/10，

雌9/10，軽度なものが0.8%群雄2/10であった.この

ほか表には記載していないが，勝目覚で粘膜上皮細胞がや

や大型になり細胞が 4~5層になっている極く軽度な増

殖性変化が認められた.変化は0.8%群雄 1/10，雌2/

10にみられた.以上の如く，各器官・組織での変化はほ

とんどが極く軽度あるいは軽度なものであったが，雌雄

とも対照群， 0.05および0.1%群では著明ではなく， 0.2，

0.4および0.8%群で投与量の増加に伴って変化程度は強

く，発現例数も多くなっていた.

総括および考察

TBZ添加飼料をF344ラットに 13週間摂取させたと

ころ，体重および器官重量の変動，組織学的変化などが

用量・反応関係をもって認められた.体重では対照群の

平均値を100とすると，雄では 0.05，0.1および0.2%群

カ，92.7~93.9 ， 0.4%群79.4，0.8%群が42.9となり，雌

では0.05，0.1および 0.2%群が 89.8~100.3， O.4%群が

78.0，0.8%群が37.3となる.このように0.05，0.1および

0.2%群雌雄では体重減少が対照群のほぼ10%であるが，

0.4%群雌雄では約20%，0.8%群では約60%と急減して

いる.ラット 1匹当りの飼料摂取量は対照群を 100とす

ると0.4%群雌雄はほぼ70~80%， 0.8%群雌雄はほぼ50

%程度であった26) 今聞の体重減少はこの飼料摂取量の

減少によるものとも考えられるが，制限給餌実験での体

重減少27，28)と比べ，やや強く現われていたことから飼料

摂取量の減少に TBZ投与の影響が加わっていたと考え

られる.器官重量で減少がみられたのは雌雄の胸腺，心

臓，肺，牌臓，腎臓，脳，副腎および雌の子宮などであ

った.とくに胸腺では雌雄とも全投与群で絶対・体重比

重量が小さくなっていたが他の器官は 0.2，0.4および

0.8%群で小さくなっていた.重量減少を示した器官の

鏡検では胸腺のリンパ球減少，牌臓のリンパ小節の減少

-縮小，腎臓のリポフスシシの沈潰などがみられ，いずれ

も萎縮像を示したが他の器官では著明に認められなかっ

た.体重減少は0.4および0.8%群で明らかであったが，

器官重量減少は 0.2%群から明らかとなっている.と

くに胸腺では 0.05%群から著明になるなど器官重量に

は TBZの影響が体重よりも強く現われていたと思われ

る.勝脱は重量が対照群に比べ減少せず，雌では増加し

ていた.組織検索では0.8%群に1.2例ではあるが極く

軽度の粘膜上皮細胞の増殖性変化が認められており，他

の器官・組織がほとんど退行性変化であったのに対し進

行性変化を示した.これは TBZの発癌性と関連する変

化とも考えられ，勝脱については今後の検索でも慎重を

期すべきであろう.組織学的検索では0.4および0.8%群

雌雄で骨髄組織の萎縮，牌臓のヘモジデリ γ沈着など血

球産生・破壊に関する組織での異常が認められた.これ

は0.4および0.8%群雌雄の血液学的検索で貧血が認めら

れた叩ことに合致しており TBZの影響と思われる.肝

臓では小葉中心性に肝細胞の変性・壊死，貧食細胞の顕

在化がみられた，これは TBZが軽度ながら肝臓に有害

作用を及ぼしたと考えられる.0.4および0.8%群雌雄の

甲状腺小胞のコロイド消失は，甲状腺の機能低下と直結

する程の顕著な変化ではないが，体重増加抑制，雌の子

宮重量の減少などは，何らかの影響を与えた結果とも考

えられる.

以上の如く，ラットに TBZを投与したところ体重減

少のほか，胸腺，甲状腺および骨髄の萎縮，牌臓のへモ

ジデリン沈着，肝細胞の変性，勝脱粘膜の軽度増殖など

が認められた.今後，長期毒性試験においては，肝臓，

腎臓のほか，牌臓， リンパ節，骨髄など血球産生・破壊

に関与する器官・組織，甲状腺および勝脱などの病理学

的変化をとくに注目したし、と考えている.

文献

1) Brown， H. D.， Matzuk， A. R.， Lives， 1. R.， Pete-

rson， L. H.， Harris， S. A.， Sarett， L. H.， Egerton， 

J. R.， Yakstis， J. J.， Campbel1， W. C.， and Cuckler， 

A. C. : J. Am. Chem. Soc.， 83， 1764， 1961 

2) Cuckler， A. C. : J. Parasitol.， 47， 36， 1961 

3) Al1en， P. H.， Park， S. E.， Ames， E. R.， Zeissig， 

A.， and Green， D. F. : J. Animal Sci.， 21， 1038， 

1962 

4) Ames， E. R.， Cheney， J. M.， and Rubin， R. : Am. 

J. Vet. Res.， 24， 295， 1963 

5) Robinson， H. J.， Phares， H. F.， and Graessle， O. 

E. : J. Invest. Dermatol.， 42， 479， 1964 

6)石館守三監修:食品添加物公定書・解説書， B-625， 



22 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.. 32-2， 1981 

1979，広川寄宿

7) Robinson， H. ].， Stoerk， H. C. and Graessle， O. 

E.: Toxicol. Attl， Pharmacol.，7， 53， 1965 

8)小嶋昭江ほか:東京衛研年報， 29-2， 83， 1978 

9)吉田誠二ほか:東京衛研年報， 29由2，86， 1978 

10)小勝昭夫ほか:東京衛研年報， 29ー2，89， 1978 

11)縄井寿美子ほか:東京衛研年報， 29-2， 97， 1978 

12)小勝昭夫ほか:東京衛研年報， 29-2， 99， 1978 

13)佐々木美枝子ほか:東京衛研年執29-2，104， 1978 

14)佐々木美枝子ほか:東京衛研年報，29-2，109， 1978 

15)小鰐昭夫ほか:東京衛研年報.29-2， 112， 1978 

16)小勝昭夫ほか:東京衛研年報， 30-2，臼. 1979 

17)田山邦昭ほか:東京衛研年報.30-2， 67， 1979 

18)米山允子ほか :東京衛研年報， 30-2， 80， 1979 

19)佐々木美枝子ほか :東京衛研年報，30-2. 85. 1979 

20)田山邦昭ほか:東京術研年報， 31-2. 1. 1980 

21)小鯨昭夫ほか:東京衛研年報.31-2. 17， 1980 

22)三栗谷久敏ほか:東京衛研年報， 31-2， 20， 1980 

23)藤田博ほか:東京衛研年報， 31-2， 26. 1980 

24)藤田博ほか:東京衛研年報， 31-2. 29， 1980 

25) Hiraga， K.， and Fujii， T. : Fd. Cosmet. Toxico/.. 

19， 303， 1981 

26)三栗谷久敏ほか:東京衛研年報， 32-2， 5， 1981 

27) Oishi， S.. Oishi.， H.. and Hiraga. K.: Toxicol. 

Aρρ1. Phannacol.. 47， 15， 1979 

お)Arrnand. ]. G.. and Costello. L. C.: J. Nutr.. 

105. 2ω， 1975 

E玄planationof Plateo 

Photo 1. Degeneration of liver cells and aggregation 

of phagocytes in liver of male rat fed with 

O. 8 % TBZ for 13 weeks. H-E x 200 

Photo 2. Cytoplasmic contents or granules of phago. 

cytes in liver of male rat fed with 0.8% 

TBZ for 13 weeks. Prussian blue method 

for iron x 200 

Photo 3. Accumulation of y巴llowishbrown pigments 

in proximal tubules of kidney of female rat 

fed with 0.8% TBZ for 13 weeks. H-E x 2叩

Photo 4. Lipofuscin in tubules of kidney of female 

rat fed with 0.8% TBZ for 13 weeks. Li. 

lIie's method for lip6fuscin before the trea. 

tment with acetone. x 200 

Photo 5. Brilliant yellow granu¥es of spleen of male 

rat fed with 0.8% TBZ for 13 weeks. H-E 

x1∞ 
Photo 6. Hemosiderosis of spleen of male rat fed 

with 0.8% TBZ for 13 weeks. Prussian 

blue method for iron. X 100 

Photo 7. Decrease of colloid contents in fo1licles of 

thyroid of male rat fed with 0.8% TBZ 

for 13 weeks. H-E X 200 

Photo 8. Atrophy and congestion in bone marrow of 

male rat fed with 0.8% TBZ for 13 weeks. 

H-E x200 

TBZ= Thiabendazole， 

H-E= Hematoxylin・eosinstain 
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チアベンダゾールと酸化防止剤の相互作用による

サルモネラ菌に対すあ突然変異誘起性について

藤 田 博* ， 平 賀 興 吾 *

Comutagenic Effect of Antio玄idantson the Mutagenicity 

of Thiabendazole in the S，αlmoneU，α/Microsome Test 

HIROSHI FUJIT A* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:チアベンダゾーノレ thiabendazole，酸化防止剤 antioxidants，ジプチルヒドロキシトルェγbutylated

hydroxytoluene， プチルヒドロキシアニソーノレ butylated hydroxyanisole， 日司トコブエロール日ーtocopherol，

アスコルピン酸 ascorbicacid，突然変異誘起性 mu tagenici ty 

緒 ー貫 実験材料と方法

酸化防止剤として用いられるジプチノレヒドロキシトル 試料 BHT(和光純薬， Lot No. KIK-5562)， BHA 

ェγ(以下 BHTと略す〉トヘプチルヒドロキシアニソ (和光純薬， Lot No.028一回462)，dl-a・トコフェロール

{ル(以下 BHAと略す)2-7)， アスコルピγ酸1，2，ト山 (和光純薬， Lot No.027-01792)，アスコルピγ酸(和光

および αートコフェロール1，めには，発がん物質による細 純薬， Lot No. 012-04802)， TBZ (メノレグ， Lot No. 

菌や培養細胞に対する突然変異誘起性や動物に対する発 BZA-539)，フェノバルピタール〈吉田製薬)，ジメチル

がん性を抑制する効果があることが報告されている.そ スルホキサイド(和光純薬，以下 DMSOと略す).

の作用は，1)化合物聞の直接的反応， 2)発がん物質 Mutation t四 t 菌株は Salmonella tY.ρhimurium 

の活性化の阻害反応， 3)不活性化の代謝系の誘導によ TA98を用い Ames法21)の変法22，28)により行った.代

る3つの複雑な過程があると考えられている.一方， 謝活性化にはフェノバルピタ{ル (0.1%)を飲水として

BHTには 2-アミノアシトラセン等の細菌に対する突然 与え，薬物代謝酵素を誘導した Wistar系ラット雄の肝

変異誘起性を増加させる場合がある1丸山.またアスコル 臓ホモジネートから調整した S_921)を用い， S-9Mix22，28l 

ピγ酸がNーヒドロキシー2-アセチルアミノフルオレンの 中のS-9の量は 150μljプレートとした.

突然変異誘起性を増加させるとの報告14-16)もあり，これ DMSOに溶かした TBZ(1000μg/0.05mZ)またはコ

らの酸化防止剤が突然変異誘起性を変動〈抑制または増 ントロールとして DMSO(O.05mZ)と，それぞれDMSO

加〉させる作用については，一層複雑であることがうか に溶かした BHT，BHA および a- トコフェロール(2~

がわれる 100μg/0.05mのあるいは蒸留水に溶かしたアスコルピγ

柑きつ類のかび防止剤として用いられているチアベγ 酸 (0.2~10mgjO.05mめを小試験管に入れ， S-9Mix 0.5 

ダゾ{ル(以下 TBZと略す〉はサルモネラ菌に対して mZおよび一夜培養の TA98菌液O.lmZを加え， 37'Cで20

単独では突然変異誘起性を示さない1ト20) しかし前報20) 分間の前培養を行った.これに45'Cに保温した軟寒天22)

に報告したように TBZとBHTの混合溶液に弱い突然 2mZを加え混合後， 最少寒天培地に重層した. 37'Cで

変異誘起性が確認された.これは BHTの持つ突然変異 48時間培養後，プレ{トに生じた復帰コロエ{を計数し

誘起性変動効果により出現した TBZの突然変異誘起性 た.なお，測定値はプレート 3枚の平均値で示した.

であると推察されることから， BHT同様の変動効果を 結果と考察

持つ酸化防止剤の BHA，アスコルピγ酸および αートコ TBZと4種類の酸化防止剤の混合溶液の TA98を用

プエロ{ルと TBZとの混合溶液の突然変異誘起性につ いた mutationtestの結果を図 1に示した. TBZある

いて Amesの mutationtest系21)を用いて検討した. いは酸化防止剤は，それぞれ単独では復帰コロニー数が

いずれの酸化防止剤を加えた場合にも弱い突然変異誘起 増加しない17-ωことから，これらの化合物はいずれも単

性が見られたので報告する. 独では突然変異誘起性は除性であると考えられる.しか

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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図1. TBZと酸化防止剤の混合溶液の TA98を用いた mutationtest. ・は TBZ(1000μg/プレート)+

酸化防止剤， 0は酸化防止剤のみを示す.

し一定量の TBZ(1000μg/プレート〉と BHT，BHAお

よびaートコフエロ~/レ〈各 2~100μg/フ。レ{ト) ，ある

いはアスコルビ γ酸 (0.2~10mg/ァ・レート〉を混合した

場合は復帰コロニー数が増加した.DMSOまたはTBZの

みのコントロ{ルに対して最高 2.5倍以上の増加を示し

たことから，混合溶液の突然変異誘起性は弱いものであ

るが陽性であると考えられる.

BHTは 20μg/プレート(以下/プνートは略す〉以

上の濃度で復帰コロニ{数が増加したが 50μgで最高

となり， 100μgではむしろ増加量は減少した. BHAは

2μg以上の濃度で増加した. 1O~50μg ではほぼ同程度の

増加を示し，それ以上の濃度では減少傾向が見られた.

αートコフェローノレは'2μgで著しく増加し， 100μgまで増

加傾向が続いた.なお， 100μg以上の濃度で行った予備実

験の結果から100μgが最高でそれ以土の濃度では増加量

は減少することが確認されている.アスコノレピ γ酸は他

の3化合物に比べて高い濃度を必要とし， 1mg以上の濃度

で増加したが10mgでは消加量は急激に減少した.4化合

物に見られたこれらの復帰コロニ{数の変化には，酸化

防止剤の量に対して用量相関を持って増加し，ある濃度

でプラト{に達する(プラトーが明確に示されなかった

場合もある〉が，その後増加量が減少するという共通性

がうかがわれる.しかしこの増加に必要な濃度には化合

物聞に大きな差が見られ，ほば直線的増加濃度における

酸化防止剤 nmole当りの復帰コロニー数を求めて見る

と， BHTは 50μgで0.28，BHA は10μgで1.09， (Xート

コフエロールは 10μgで3.5およびアスコルビγ酸は5mg

で0.003となる(X-トコフェロールが最も高い増加を示

し，アスコルピシ酸は弱いものであると考えられる.

酸化防止剤が突然変異物質の突然変異誘起性を変動

(抑制または増加)させる効果を持っととは多数報告さ

れている.抑制l効果の例としては N-メチルーN'ーニト

ロ-N司ニトロソグアニジンおよび 1，4ージニトロー2ーメチ

ルピロールをアスコルピγ酸が直接不活化したりト11〉，

Fープロピオラクト γと DNAとの結合を BHT，BHA， 

aートコフ z ロ{ルおよびアスコノレピン酸が阻害すると報

告幻されている.またベγッ(a)ピレンおよび1ーアミノア

シトラセγなどの薬物代謝酵素による活性化を BHTお

よび BHAが阻害するとの報告3-6，24，25)もある.一方，

増加効果としては，アスコルビン酸がNーヒドロキシー2ー

アセチルアミノフルオレγの代謝反応で生じるフリーラ

ジカルの生成に影響を与えると報告1←16)されており，我

々は代謝活性化を必要とする突然変異物質である2ーアミ

ノア γトラセンなどの突然変異誘起性を BHTが増加す

る場合があることを報告して来た1丸山.これらの酸化防

止剤は多様な作用を示すものではあるが，薬物代謝酵素

系に作用することによって突然変異誘起性を変動させる

効果を示すことは明らかであることから， TBZと酸

化防止剤の混合溶液に見られた弱い突然変異誘起性は

TBZ由来の代謝物質によるものであると考えられる.

その物質は明らかではないが， TBZの基本構造である

ペソズイミダゾ{ルとカノレベンダ、ジγなどのいくつかの

誘導体に代謝活性化を必要としない突然変異誘起性が確

認されている17，26，27)ことから，それらの物質が生成して

いる可能性が考えられ，酸化防止剤がその生成反応に影

響を与えているのではないかと推察される.あるいはア

スコルビン盟主に見られたようなフリーラジカル生成反応

に対する影響の可能性も考慮する必〉要があろう.

ある濃度以上で復帰コロユー数の増加量が減少した.

lawnの観察から，これは酸化防止剤によるサルモネヲ

菌に対する致死効果によるものではないと考えられるこ

とから，増加量の減少は酸化防止剤の突然変異誘起性を

抑制する作用の現われではないかと推察される.
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要約

チアベシダゾールと酸化防止剤のジプチルヒドロキシ

トルェγ，プチルヒドロキシアニソール，a-トコフェロ

ールおよびアスコルピン酸の混合溶液の突然変異誘起性

を Amesの mutationtest系を用いて検討した.いず

れの敵化防止剤を加えた場合にも弱い突然変異誘起性が

見られた.
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オルトフェニルフェノールナトリウムの品質試験および添加飼料中の定量

溝入 茂 *，広門雅子*，中島和雄*，中嶋

遠藤英美*

巌*

Quality and Deterrnination of 0・Phenylphenol-Nain Anirnal Feeds 

SHIGERU MIZOIRI*. MASAKO HIROKADOヘKAZUONAKA]IMAペIWAONAKA]IMA* 

and FUSA YOSHI ENDO* 

Quality and changes of 0・phenylphenol(OPP) and its sodium salt (OPP-Na) in animal feeds were 

studied using various methods. OPP-Na (Dow Chemicals) fed to rats contained many types of 

impurities although in small amounts. The concentrations of OPP and OPP-Na in the animal feed 

hardly changed from the initial levels， while the dialysis with water and the hexane extraction showed 
low recovery rates. This suggests that OPP and OPP-Na added to the animal feeds exists in two 

forms， water soluble and water insoluble. 

Keywords: o-phenylphenol， o-phenylph巴nol-sodiumsalt， dialysis， impurities 

緒 言

オルトフェニルフェノール〈以下 OPPと略す〉及び

そのナトリウム塩〈以下 OPP-Naと略す)はかんきつ

類のかび防止剤として昭和52年に食品添加物に指定され

たが，特殊毒性に関する再検討が引き続きなされ，昭和

55年当所毒性部において混餌経路でラットに対するぽう

とう癌の発現が報告された1)それに基づき，検討委員会

において追加試験計画が策定され，当科においては次の

点の検討を分担することとなった.

1. 発癌実験に用いた飼料中の OPP-Naの定量

2. 投与試験に用いたダウケミカル製 OPP-Naの公

定書規格試験と不純物の分析

投与方法として試料を混ぜた飼料を用いる場合，添加

量，飼料作成時・貯蔵時における化学変化等に伴う試料

の減少なとYこ注意する必要がある.添加量の確認につい

ては縄井等2)が水蒸気蒸留法によって行っている.しか

し水蒸気蒸留法は酸性条件下100'Cで加熱しているため，

飼料と OPP-Na聞に相互作用があった場合，その状態

を反映した値となっていないおそれがある.そこで今回

飼料中の OPP-Naの定量について，より温和な条件を

用いて定量を行い，結果がまとまったので以下の如く報

告する.

実験

試料 OPP-Na:当所毒性部において混餌に用いたダ

ウケミカル社製のもの. OPP:前記OPP-Naを塩酸に

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科

て中和し，析出物を集めて真空蒸留後，石油エーテルよ

り再結品したものを用いた.定量用のスタンダ{ドは前

記 OPPを更にヘキサンによって再結晶し真空昇華して

得られたものを用いた.飼料は当所毒性部より提供をう

けたもので， OPP-Na添加量2%， 1%， 0.7%， OPP 

添加量2.5%.1.25%. 0.625%，および 0%のものであ

っTこ.

試薬全て東京化成，関東化学の特級品を用いた.

OPPの定量は水蒸気蒸留法では GC，その他の方法で

は HPLCを用いた. GC: 2%OV-1， 2m， 165'C，キ

ャリアガス窒素25ml/min，検出器 FIDHPLC: Lichr-

osorb RP-18， 2.5世x250， 溶離液メタノーノレ:酢酸:

水=70:25 : 5， 0.84ml/min，検出器 UV-254nm.

OPPの定量法はいくつも報告されているが3.ベ今回

は塩基性水溶液の直接注入を目的として上記の HPLC

条件を設定した.

水蒸気蒸留法系をリン酸酸性にして縄井等の方法に

よって行った.

透析法ピスキングCoのセルロースチュ{プを適当な

長さに切り，一端をしばったあと乳バチで粉砕した飼料

19及び水又は水酸化ナトリウム溶液を内液として 10ml

加え，上端をしぼったあと外液として水又は水酸化ナト

リウム溶液90mlを満たした三角フラスコに入れ， 室温

で24時間ときどきふりまぜながら放置する.チューブは

浸透圧の影響で外液の浸入をうけ，体積が約 15mlにふ

160 東京都新宿区百人町3ー24ー l
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24四 1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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くれているので，外液の交換の際新たに加える外液量は

85mlとした.放置条件については， 24時開放置で充分

に平衡に達しており，温度・撹t半による影響はなかった.

透析終了後は外液をそのままHPLC用試験溶液とした.

直接抽出法手Lパチで粉砕した飼料19にメタノ{ル或

はヘキサシを100ml加え， 24時間ときどきふりまぜなが

ら放置する.抽出溶媒のとりかえはろ過・洗浄後新たに

溶媒100mlを加えて続行した.分析にはそのままHPLC

に注入した.

水分定量 カールフィシャー法により行った.

不純物分析 OPP-Na中， 定量値と過剰の水酸化ナ

トリウム分をあわせた残りは不純物であるが，今回はそ

のうち中性画分について分析を行った.

OPP-Na220gを塩酸酸性にした上で水を加えて全量

を約800mlにする nーヘキサγ〈残農用)11，0.51， 0.51と

3回抽出をくり返し，各回毎にO.lN-水酸化ナトリウム

0.51で2回洗浄して酸性物質を除去したあと水0.51で洗

浄する.ヘキサン溶液をあわせ濃縮してGC用試験溶液

とする.同定は標準物質のリテシショ γタイムとマスス

ベグトラムの一致で行った. GC : 3% DEGS3m， 120 

~2200C ， 20C /min，キャリアーガス窪素17.5ml/min.

結果と考察

ダウケミカル製 OPP-Naの第4版食品添加物公定書

各項目の分析債を Table1に示す.純度試験項目(1)融

点 (55~58"C)を除いては全て適合していた.これにつ

。

s 
~ 

30 

Table 1. Quality of OPP-Na (Dow Chemicals) 

Purity 

(1) melting point: 49-51oC 

(2) pH: 11. 8 

(3) Arsenic: within Iimit 

(4) Heavy metals: within Iimit 

(5) NaOH: 0.72% 

(6) Organic impurities: within Iimit 
Loss on drying: 25% 

Assay: 95.5% 

いては，主たる融点降下要因である有機性不純物が公定

書試験に基づく比較規準を満たしていることから，おお

むね問題がないと判断したが，純度試験中(1)融点と

(6)有機性不純物について，試験方法，相互の関連につ

いて再検討を加える必要がある.

この有機性不純物のうち中性爾分のガスグロマトグラ

ムをFig.1に示す.番号を付したものは次の通りであり，

秤量値より求めた全量は 0.028%であった.量的に極め

て少ないこともあり，この11の化合物については発癌に

つながるようなものはない.

1. Acetophenone 

2. s-Me-Naphthalene 

3. a-Me-Naphthalene 

4. Biphenyl 

5. OPP 

11 

8 10 

60 min 

Fig.1. Gas-Chromatogram of Impurities in OPP-Na(Dow Chemical) 
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Recovery of OPP， OPP:-Na in Animal Feeds1) Table 2. 

Methanol 

2% OPP-Na Feeds 

1% OPP-Na Feeds 

0.7% OPP-Na Feeds 

2.5% OPP Feeds 

1. 25% OPP Feeds 

0.625% OPP Feeds 

96.1% 

90.5 

97.3 

94.0 

Dialysis (2)叫

64.4% 

69.6 

64.0 

Dialysis (1)3) 

95.5% 

100.0 

96.6 

96.3 

96.0 

92.0 

Steam Distil2) 

100.0% 

95.7 

96.0 

Samples 

93.9 

、，ノ、，ノ、
E

ノ、，ノ

t
A
9白

q
d
s噌

67.0 97.1 

Convert the values accordiing to: OPP 100%， OPP-Na 95~ 5% 

Recovery of Steam distillation: 90% (Each value was devided by 0.9) 

Solvent: 0.01N-NaOH 

Solvent: Water 

、、、、、
氏、

¥ 
¥ 
¥ 、

民、、
¥ 、、

¥ 
、¥
宮、

10 

A
H
E
D
O刊
¥
切
E
)

向
向
。

10 

A
H
E
C
C判
¥
同
E
V

白
向
。

0.1 
n (times) 

Concentration of OPP vs time~: dialysis 

with water 

0…o 2.5%OPP 園ー圃 2.0%OPP-Na 

ム…ム 0.625%OPP A-A 1.0% OPP-Na 

3 2 
0.1 

Fig.3. 

n (times) 

Concentration of OPP vs times: dialysis 

with 0.01N-NaOH 

0…02.5% OPP .-・ 0.7%OPP-Na 
口…口1.25% OPP 国一回 2.0%OPP-Na 

ム…ム 0.625%OPP A一企1.0%OPP-Na 

3 2 

Fig.2. 

OPP-Naの公定書試験は OPP-Naの組成として，

OPP-Na・4H20としている.WHO， FAOも4水塩と

しているが構造的な裏付けにもとづくものでないゆえ，

本実験に用いた OPP-Naをカールフィシャー法によっ

て水分定量したところ， 27.3%であった. 4水揚中の水

分理論値は 27.28%であることから，発癌実験に用いら

6. Dibenzyl 

7. Dibenzofuran 

8. Diphenylether 

9. Ph thalicacid-n-Bu-ester 

10. Phenyl-[biphenylyl-(2) ]-ether 

11. Xanthone 
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Table 3. Recovery of OPP， OPP-Na in Anirnal 
Feeds by Extraction with Hexane 

Sarnples 1 day 1 week 

2% OPP-Na Feeds 33% 

1% OPP':"Na Feeds 24% 28 

0.7% OPP-Na Feeds 31 

1. 25% OPP Feeds 34 

0.625% OPP Feeds 24 26 

れた OPP-Naの結晶水組成は4水和物であることがわ

かった.

飼料中の OPP，OPP-Naの3つの異なる測定法によ

る回収率の結果を Table2に示す.水蒸気蒸留法はこの

中では最も過酷な条件であり，一方水を用いた透析法は

最も温和な方法である.

透析法による回収率は次のようにして求めた.透析外

液をarnl，内液をbrnl，透析される OPP量をM，飼料

中に含まれる OPPと溶液中の OPPとの平衡定数をK

とした場合，同一試料について外液をとりかえながら抽

出をくり返すと n回目に外液に含まれる OPPの量Pは

P= 元E• dIF7予戸E五バi

となり変形すると

log P = -n  log(K +1)+log(~. K・M)...(2)¥ a十 b •• •.• J 

となって，縦軸に logP，横軸に nをとれば，傾き-log

(K+1)の直線となる.

一方，溶出される全 OPP量は

E P =- L・K・M ・…・ (3)
n=l a十 b

であり，この値は(2)式の y切片値より求まる.

0.01N水酸化ナトリウム及び水を用いた場合の n，-log 

P関係を Fig.2及び Fig.3に示す.

直接拍出法の場合，メタノ{ルのような抽出力の大き

い溶媒では抽出の繰り返しで値が急減し，図式解法は困

難である.定常状態において抽出される OPP量をQ，

1回目に抽出される量を r，2回目を s，平衡定数Kで

r s 
E土干=否=石平S)=K..・H ・...・H ・....・H ・...(4)

が成りたち，これより直ちに

Q=」L K=工二三...・ H ・-…...・ H ・-…(5)
r -s' 

となる.

Tabl巴 2の各数値より明らかなように， 水蒸気蒸留

法，塩基を用いた透析法，メタノーノレ抽出法については

Table 4. Recovery of OPP in OPP-Na by 

Extraction with Hexane 

Sarnples n=1 n=2 

OPP-Na(Dow Chernical) 0.7842g 1.2% 0.35% 

OPP'-Na(syn)1l 0.3291 0.13 0.04 

1) OPP-Na(syn) was synthesized as follows: 

In 0.2662g of OPP， 0.5N-NaOH (f=1.06) 
5.0rnl and water 5. Ornl was added， then 
distillated in vacuo. 

いずれも添加された量に対する回収率は高く，飼料中の

OPP， OPP-Naの大部分はそのまま何等の作用をうけ

ることなく添加量通り入っていたと解される.しかしな

がら，最も温和な条件である常温での水による透析結果

は他の 3つの方法に比して著しく低い.一方透析挙動に

着目すれば Fig.2，3にみられるように塩基透析，水透析

で溶出直線の傾きはおよそ一致している.このことは水

透析の場合，透析される量は添加量に対して約 2/3であ

るが，透析挙動は塩基によって透析されるものと同ーの

ものであることを意味している.そして残り 1/3量のも

のは塩基にはとけるが水にはとけないものである.この

1/3量のものを推定する目的でヘキサγ による飼料の抽

出を行った.結果は Table3に示す.又，ヘキサシと

OPP-Naの溶解実験の結果を Table4に示す.Table 3 

より明らかなように， OPP， OPP-Naを含む飼料よりヘ

キサンによって約30%のOPPが抽出されている.一方

Table 4に示す如く， OPP-Na中ヘキサンによって抽出

されるOPPは極めて少い.OPP自体のヘキサンに対す

る溶解度は大きいので， Table 3で飼料中より抽出され

たものは添加されたものが OPP，OPP-Naの別なく

OPPであったといえる.即ち水透析の場合，回収率が他

の定量法に比して著しく低かったのは混ぜられた OPP，

OPP-Naがどちらの場合についても飼料中では1/3量が

OPPとなり， 2/3量が水溶性OPP(OPPイオン〉となっ

ていたからであり，やはりこの場合も飼料中に添加され

た OPP，OPP-Naは飼料と相互作用することなく存在

していたといえる.しかしながら Table2で明らかなよ

うにその保たれ方が OPP飼料系と OPP-Na飼料系に

ついて差がなかったことは OPP，OPP-Naが最終的に

飼料の中では同じになったことを意味しており，飼料に

よる OPPのイオン化或は空気中の二酸化炭素による影

響を含めて理由を更に検討する必要がある.

まとめ

ダウケミカル製 OPP-Naは多くの不純物を含んでは

いるが，現在までのところ注意すべき不純物はみられな
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い.飼料中のOPP-Naの定量については，水蒸気蒸留，

透析，抽出のいずれについても添加された OPP-Na量

の大部分が確認され， OPP-Naと飼料の聞には反応或

は結合等の関係は見られなかった.

謝辞本研究にあたり飼料の提供および助言をいただ

いた当所毒性部研究員各位に深謝いたします.
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オルトフェニルフェノールのラ'"卜を用いた亜急性毒性試験

中村清純*，井口重孝*，池田虎 tt*，平賀輿吾*

Subacute To玄icityof 0・Phenylphenolby Food Administration to Male Rats 

KIYOSUMI NAKAMURA*， SHIGET AKA IGUCHI*， TORAO IKEDA* and KOGO HIRAGA本

Keywords:オルトフェニルフェノ{ル 2-hydroxybiphenyl，JlR急性毒性 subacute toxici ty，ラット rat，食品

添加物 foodadditive，防ばい剤 fungicide，勝脱 bladder

ピフェニール (biphenyl:以下BPと略す〉およびそ

の代謝生成物の一つであるオルトプェニルフェノ{ル

〈化学名 2-hydroxybiph巴nyl:以下 OPPと略す〉とそ

のナトリウム塩 (sodium2-phenylphenate:以下 OPP-

Naと略す〉は，果実や野菜の防ばい剤として欧米で広く

用いられてきた.わが国でそれらが食品添加物として指

定されたのは比較的新しく， BPは1971年， OPPとOPP-

Naについては 1977年に柑きつ類への使用が許可され

た.

当毒性部では，以前より防ばい剤の安全性についての

点検作業を進めており， OPPおよびOPP-Naについて

は，既に催奇形性試験，変異原性試験，急性・亜急性毒

性試験などが行われてきた1-9) とくに， OPP-Naの癌

原性試験では，雄ラットに勝脱腫揚が認められた10)

OPPについても慢性毒性試験および癌原性試験を実施

中であるが，ここに雄ラットにおける 3ヶ月間のE急性

毒性試験の成績を報告する.

実験材料ならびに方法

検体:OPPは， Dow Chemical Co.の Dowicide1 

(Lot No. MM01040)を使用，日本クレア紛製CE-2粉

末飼料(粗蛋白23.6%，粗脂肪4.4%，粗繊維4.9%，粗

灰分6.6%，可溶性窒素物52.7%，水分7.8%) に，

OPPをそれぞれ， O%(Control)， 0.625%， 1. 250%お

よび 2.500%の割合で添加してベレットにしたものを実

験飼料とした.

実験動物:日本チヤールス・リノミ{紛生育の近交系

Fischerラット (F344/DuCrj)雄を 4週令で購入， 10日

間の予備飼育後発育良好と認めたものを使用した.

飼育条件:温度 25土 l'C ，湿度 50~60%，換気毎持10

凪照明6時から17時までの各条件下に管理されたbarrier

system飼育室において，前面および床面が網のステ γ

レス製ケージ〈幅21.5cm，奥行20cm，高さ16.5cm)に

ラットを個別に収容，自動給水装置(細菌ろ過器経由〉

付ベルト式飼育架台にケ{ジを配置し，試験開始までは

検体無添加の CE-2国型飼料および水を自由に与え飼育

した.

実験方法 4つの実験飼料投与群は， 1群雄10匹を用

い，各群ラ γダムに飼育架台に配置し， 5週令より，

0%，0.625%，1.250%および2.500%のoppを含む実験

飼料を水とともに自由摂取させた.動物の一般状態は毎

日午前 9~10時に観察し，体重は毎実験週，飼料摂取量お

よび飲水量は所定の実験週のそれぞれ初めに測定した.

13週を経過したところで，生存する39匹を屠殺し，血液学

検査，血清生化学検査および主要器官重量測定を行った.

検査方法:飼料摂取量は，飼料投与量， 48時間後の飼

料残余量およびケ{ジ受皿への飼料コボシ量を測定し，

〈投与量一残余量一コボシ量)+2により， 1日摂取量を

求めた.飲水量は，水ピンを個別に配置して， (投与量一

48時間後の残量)+ 2により， 1日飲水量を求めた.

血液学，血液生化学検査にあたっては，ラ γ トを背位

に固定，そけい部を切開後，大腿動静脈を切断し，放出

される血液をEDTA-2K処理試験管〈血液学検査用〉お

よび無処理遠心管〈血清採取用〉とに採取し，放血致死

せしめた.

血液学検査:EDTA-2K処理血液を用い， Coulter 

Counter Model-Sにより，白血球数(WBC)，赤血球数

(RBC)， へそグロピシ量 (Hgb)， ヘマト !l!J ')1 ト値

(Hct)，平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血球ヘモグロ

ピン量 (MCH)および平均赤血球ヘモグロピシ濃度

(MCHC)の各項目について測定した.

血清生化学検査:HIT ACHI Automatic Analyzer 

M-400を用いて，総蛋白量(TP)，アルプミ γ量 (Alb)， 

グルコース量 (Glu)，尿素窒素量 (UN)， アルカリフ

ォスファターゼ活性 (Alp)，グノレタミ γ酸オキザロ酢酸

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3ー24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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表 1.体 重

実験週数 0% (Control) 0.625% 1. 250% 2.500% 

。 101. 5土 3.41) 99.5土 5.3 99.2土 4.7 101.0土 4.9
(100.0土 0.0)2) (100.0土 0.0) (100.0土 0.0) (100.0土 0.0)

1 125.8土 6.8 121. 4土 6.5 116.3土 6.1* 101. 6土 7.7*
(123.5土 4.1) (121. 6土 3.1) (116.9土 3.1)* (100.2土 4.5)*

2 149.7土12.4 140.0土 8.1 133.2土 7.7* 118.3土10.5*
(147.0土 9.2) (140.3土 6.1) (133.8土 5.3)* (116.6土 6.1)*

3 171. 2土19.1 157.9土12.8 147.7土12.8* 132.5土12.3*
(168.0土16.1) (158.5土11.9) (148.3土10.0)* (130.6土 7.3)*

4 187.3土23.2 173.9土20.6 160.6土17.4* 142.3土14.7*
(183.8土19.8) (174.5土19.7) (161. 3土14.6)* (140.2土10.5)*

5 
204.3土25.5 191. 8土27.4 174.6土23.9* 151. 4土15.5*
(200.7土21.9) (192.5土26.5) (175.5土20.7)* (149.2土11.7)* 

6 218. 1土29.3 206.0土29.8 186.2土27.6* 159. 1土21.7* 
(214.2土25.5) (206.6土28.8) (187.0土24.1)* (156.9土18.3)*

7 232.2土32.2 222.5土31.2 199.1土31.2* 172.2土25.0*
(228.2土28.5) (223.1土29.0) (200.0土28.2)* (170.0土22.7)*

8 240.9土35.0 233.7土30.5 209.0土33.1 178.6土26.4*
(236.5土31.4) (234.3土28.1) (210.1土30.5) (176.2土24.0)*

9 
254.4土35.4 247.1土28.9 220.2土35.9本 189.0土26.3*
(249.9土31.7) (247.9土26.3) (221. 4土33.2) (186.5土23.7)*

10 
265.3土33.9 257.0土27.2 231. 5土36.2場 196.1土31.8* 
(260.6土30.0) (257.9土24.4) (232.7土32.7) (193.3土28.0)*

11 276.1土30.8 269.2土26.3 241.4土35.8* 211.1土24.4l〕**9)ω 
(271. 2土26.7) (270.1土23.1) (242.7土32.8)* (207.3土22.

12 
285.2土2泡.8 277.9土24.0 250.2土33.9* 221. 9土22.5*(*9) 
(280.2土24.5) (278.9土21.0) (251. 6土30.3)* (218.0土21.6) 

13 293.8土28.0 285.0土22.8 259.0土31.9* 227.7土18.7勺)
(288.9土24.1) (286.1土19.7) (260.7土28.4)水 (223.7土17.1)

(注) fi直は特例を除き10例平均土S.D. 1)絶対重量(g) 2)体重増加率=(体重/試験開始日体重) x 100 

Z 

l∞ 

9J 

80 

70 

。

a)例数 * Control群と比較して P<0.05

CoNTROL ( 0 % ) 

2.5∞z 

5 10 13 ( W ) 

図1. 体重増加率の比率

笑験群体重増加率 x100 
Control群体重増加率

トランサミナ{ゼ活性 (GOT)およびグルタミ γ酸ピル

ピγ酸トラ γサミナーゼ活性 (GPT)を測定した.

器官重量:脳，心，肺，肝，牌，胸腺，腎，下垂体，

副腎，精巣，前立腺および勝目光を摘出，秤量した.

尿検釜:実験8週および12週に行い，軽くラ γ ト腰部

を刺激して滅菌シヤ{レ上に排尿させた新鮮尿を用い，

マイルス・三共社製尿試験紙 (Labstix@)により， pH， 

蛋白量，グルコース量，ケトシ体および潜血反応を測定

した. 12週での排尿ではさらに，各尿の一部をとって遠

沈後，検鏡した.

実験の結果はすべて， Student's ふtestにより危険率

を 5%において推計学的検討を行った.

〈解剖・病理組織学所見については別に報告する.) 

実験結果

一般状態:2.5%投与群10匹中 1例を実験 10週すぎに

瀕死屠殺した以外には，各投与群とも外見上特に変化を

認めなかった.

体重・飼料摂取量・ opp摂取量・飲水量:表 1に体
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表 2. 飼 料摂取量

実験週数 O%(Control) 0.625% 1. 250% 

1 
12.3土1.p) 12.3土 0.6 11. 9土1.0
(97.9土 6.2)2) (101. 1土 6.0) (102.0土 7.5)

2 
11. 7土1.9 11.0土1.1 10.4土 1.2
(78.0土 9.2) (78.4土 8.1) (78.2土 6.1) 

3 
12.6土 2.2 11. 9土1.7 10.8土1.8
(73.3土 5.3) (74.9土 7.0) (73.0土 7.7)

5 
12.7土 2.1 12.0土 2.3 11.3土 2.4
(62.0土 6.2) (62.1土 5.1) (64.2土 5.5)

7 
11. 9土 2.1 11. 8土 2.0 10.8土 2.4
(50.8土 4.5) (52.7土 5.5) (53.5土 4.8)

9 12.9土1.7 12.9土1.5 11.8土 2.3
(50.8土 2.2) (52.2土 4.3) (53.3土 3.7) 

13 
13.8土1.3 14.1土 0.8 12.6土1.8
(47.1土 2.7) (49.5土 2.3)* (48.6土 2.1)

(注〉 値は特例を除き10例平均土S.D. 1) gjratjday 2) gjkgjday 

a)例数 * Control群と比較して P<0.05

表 3.OPP摂取量

実験週数 0.625% 1.250% 

1 
76.5土 3.71) 148.2土12.4
(631土 37)2) (1275土 94)

2 68.5土 6.6 130.5土15.2
(490土 51) (978土 76)

3 
74.1土10.4 135.5土22.4
(468土 44) (922土 97)

5 74.8土14.2 141.2土30.2
(388土 32) (802土 68)

7 73.5土12.7 134.3土30.4
(329土 34) (668土 60)

9 80.5土 9.4 147.2土28.5
(326土 27) (666土 46)

13 
88.0土 4.8 157.7土22.8
(309土 14) (608土 26)

全期間
70583) 13042 
3774) 763 

1) mgjratjday 2) mgjkgjday 3) total dose intake (mg) 4) mgjkgjday 

例数は表2に同じ

重を，図 1に Control群に対する各投与群の体重増加 関に差はなかった.

35 

2.500% 

10.3土 0.9*(ゆ〉
(101. 9土10.0)

8.9土1.1*(9)叫
(75.2土 5.4)

9.3土1.7*(9)ω 
(69.3土 9.4)

8.7土 2.4*(9)ω
(56.0土11.0) 

9.0土 2.0*(9)ω
(51. 2土 5.1)

10.0土 2.2*(9)ω
(52.1土 6.6)

12.0土1.4*(8)ρ 
(52.5土 3.0)*

2.500% 

257.8土21.4 
(2548土250)

223.6土27.7
(1880土135)

231. 7土43.。
(1734土234)

217.5土60.7
(1402土276)

225.3土51.1
(1280土127)

250.8土54.6
(1303土165)

299.1土35.7
(1312土 74)

22345 
1554 

率の比率を，表2に飼料摂取量を，表3にopp摂取量 飼料摂取量より算出した体重当り OPP摂取量は，表

を，表4に飲水量を示した.体重は，絶対体重および体 3の( )中に示す通りで，各測定週における0.625%群，

重増加率ともに， 2.5%群で全期間， 1. 25%群でほぼ全 1.25%群および2.5%群の比は，約1:2:4となって添加飼

期聞にわたって有意に低かった. 0.625%群では有意差 料中の opp濃度に比例していた.また 13週間の opp

はなかったが体重増加を抑制する傾向を示した.oPP 総摂取量を算出すると，0.625%群，1.25%群および2.5%

投与群では，絶対体重と体重増加率が低く，したがって， 群はそれぞれ， 7058mg， 13042mg， 22345mgとなり，

用量一反応関係がみられた. 一日当りの平均摂取量を求めると各群ではそれぞれ，

飼料摂取量については，その絶対量が2.5%群で全期 377mgjkg， 763mgjkg， 1554mgjkgであった.

聞を過して少なく，各群間に用量一反応関係が認められ 飲水量については，各投与群の体重当り飲水量には用

たが，体重比飼料摂取量には，第13週を例外として各群 量一反応関係が存在するようにみえる.また経時的にみ
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実験週数

1 

2 

3 

5 

7 

9 

13 

o %(Control) 

16.5土1.21) 

(131. 4土 7.0)幻

16.8土1.5
(112.1土 5.0

16.8土 2.7
(97.8土 9.3)

18.2土 2.8
(88.7土 5.8)

18.3土 3.2
(78.3土 5.4)

18.1土 3.4
(70.8土 4.8)

18.4土 2.8
(62.5土 6.8)

表 4 飲水量

0.6沼5%

16.6土1.1
(136.3土 6.0)

16.6土1.4
(118.9土10.9)

17.0土1.9
(107.7土 8.5)*

17.5土 2.8
(91. 3土 7.0)

17.8土 3.4
(79.5土 7.9)

18.3土 2.8
(74.0土広9)

18.9土1.9
(66.4土 6.4)

1. 250% 

16.8土1.5
(144.0土10.9)*

15.9土 0.9
(119.7土 6.2)*

15. 7土1.6
(106.4土 8.9)

16.5土 3.2
(94.3土 7.9)

16.5土 3.5
(82.4土 6.7)

17.7土 3.1
(80.1土 5.0)*

18.3土 2.7
(70.6土 4.6)*

値は特例を除き10例平均土S.D.で示した 1) g/rat/day 2) g/kg/day a)例数

* Control群と比較して P<0.05

No. of Rats 

Brain 

Heart 

Lung 

Liver 

Spleen 

Thymus 

Kidney 

(mg) 

(mg) 

(mg) 

(g) 

(mg) 

(mg) 

R (mg) 

L 

Pituitary G. (mg) 

Adrenal G. R (mg) 

L 

Testis R (mg) 

L 

Prostate (mg) 

Bladderb) (mg) 

Body Weight (g) 

表 5. Organ Weights of Rats Fed by OPP at 13 Week 

o %(Control) 

10 

1935土 361) 

(657土 50)2)

819土 46
(277土 17)

838土 74
(284土 28)

10.36土1.22 
(3.49土0.18)

549土 42
(186土 12)

179.3土21.0 
(60.8土 7.5)

863土 75
(292土 13)

888土 57
(301土 13)

8.0土0.5
(2.7土0.2)

19.7土2.0
(6.7土0.7)

21. 7土3.1
(7.4土1.2) 

1353土 34
(460土 42)

1401土 45
(476土 41)

277土 51
(93土 12)

111.4土24.0
(38.0土8.4)

296土 27

0.625% 

10 

1893土 53
(662土 50)

814士 51
(284土 17)

823土 70
( 287土 22)

10.82土0.99
(3.76土0.19)水

544土 48
(190土 12)

175.6土25.7
(61.1土6.9)

919土 78
(320土 14)*

948土101
(330土 20)*

8.2土0.9
(2.9土0.2)

20. 1土3.1
(7.0土0.9)

22.2土2.4
(7.7土0.9)

1368土 79
(477土 37)

1407土 95
(490土 33)

301土 60
(105土 21)

120.2土13.8
(41. 9土 5.7)

287土 23

1. 250% 

10 

1894土 59
(730土 66)*

732土 70*
(280土 12)

761土 93
(290土 14)

9.83土1.33 
(3.75土0.27)*

512土 49
(196土 9)

163.4土23.4
(62.8土8.9)

861土103
(329土 16)*

868土 90
(332土 11)*

7.6土1.6
(2.9土0.8)

19.2土2.6
(7.4土0.8)

20.2土4.0
(7.7土1.1)

1338土 97
(512土 29)*

1376土 95
(527土 31)*

218土 61*
(83土 18)

139.0土19.5*
(53.7土10.6)*

262土 29*

1) absolute wet weight土 S.D. 2) relative weight (/100g body weight)土 S.D.

a) No. of the organs b) weighed after fixation * P<0.05 

2.500% 

16.8土 2.3(ゆ〉
(164.9土13.3)ホ

15.4土1.9 (9)a) 
(129.7土10.6)*

14.3土 3.2(9)ω 
(106.9土18.5)

15.3土 4.5(9)ω 
(98.6土22.6)

17.2土 3.6(ゆ3

(98.3土10.1)*

19.4土 3.7(9)ω
(101. 7土15.7)*

26.6土 3.9*(8)ρ
(117.8土18.8)*

2.500% 

9 

1860土 51*(8)ρ 
(811土 56)*

668土 57*
(287土 7)

718土 50*
(310土 16)*

10.28土1.27 
(4.41土0.24)*

496土 37*
(214土 15)*

148.4土23.3*
(64.3土11.4)

885土113
(381土 36)*

929土112
(400土 33)*

6.7土0.8*
(2.9土0.3)

18.7土2.5
(8.0土0.6)*

21. 7土2.3
(9.4土0.9)*

1298土 83
(560土 21)*

1348土 71
(582土 23)*

214土 52*(8)ρ
(90土 18)

128.7土10.0
(55.8土6.7)*

232土 18*
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表 6. 血 液 A寸>4ー 検 査

o % (Control) 0.625% 1. 250% 2.500% 

WBC (103jmm3) 6.91土1.89 6.49土1.93 6.52土2.09 7.11土2.07(9) 

8.03土0.32*(9)

15.7土0.6ネ (9)

42.6土2.3 (9) 

53.2土3.3 (9) 

19.6土0.5 (9) 

36.9土2.1 (9) 

RBC (106jmm3) 8.44土0.33 8.24土0.29 8.25土0.42
Hgb (gjdl) 16.2土0.6 16.0土0.5 16.0土0.5

Hct (%) 43.6土2.8 42.6土2.5 43.4土3.4
MCV (μ3) 51. 8土2.9 51. 7土2.8 52.5土2.7

MCH (ng) 19.3土0.6 19.4土0.4 19.5土O.7 

MCHC (%) 37.4土2.2 37.4士1.8 37.2土2.4

値は特例を除き10例平均土 S.D. ( )例j数 * Control群と比較して P<0.05

表 7. 血清生化学検査

o %(Control) 0.625% 1.250% 2.500% 

TP (gjdl) 8.27土1.43 8.15土1.63 8.12土1.52 8.62土1.59 (9) 

6.13土0.89(め

172.4土28.7(9) 

24.1土2.1 (9) 

43.1土7.4 (9) 

146.0土29.0(9) 

Alb (gjdl)乱〉 6.35土1.72 5.86土0.34 6.81土2.49

Glu (mgjdl) 190.6土44.2 190.0土52.。 176.1土14.7 

UN(mgjdl) 22.6土1.6 22.3土2.7 23.2土3.3

Alp (KA-Ujdl) 38. 7土9.7 38.7土12.5 41. 0士14.3

GOT (K. Ujml) 141. 6土16.8 139.8土21.9 135.9土19.2

GPT (K. Ujml) 69.9土27.5 53.6土8.8 60.0土23.1 52.2土9.0 (9) 

値は特例jを除き10例平均土 S.D. ( )例数 a)ブロムクレゾールグリ{ン法により測定

ると， 0%群， 0.625%群および1.25%群では，実験が

進むにつれて体重当りの飲水量が一貫して減少するのに

反して， 2.5% 群だけは，第 5~7逓で最も少なく，そ

の後は増加していた.

器官重量の測定結果を表5に示す.絶対重量について

は，ホルマリシ固定後の勝脱重量に1.25%群，2.5%群，

0.625%群の順で増加傾向がみられたが， 1. 25%群の

みに Control群との間に有意差を認めた.他器官の絶対

重量には，投与群で増加したものはなく，減少した群で

も体重増加(成長〉の抑制lによるものと考えられる.体

重に対する相対重量については，群での体重増加抑制lに

関連して，2.5%群および1.25%心，胸腺，下垂体および

前立腺を除く器官の相対重量が増加していた. 0.625% 

群でも有意に増加していたのは，肝および左右腎であり，

肝および腎では用量一反応関係がみられた.

血液学検査結果を表6に示す.2.5%群において，RBC

および Hgbの有意の低下がみられたが， 0.625%群お

よび1.25%群では Control群との聞に差はなかった.

血清生化学検査結果を表7に示す.すべての項目につ

いて各群間にはとくに差がみられなかった.

尿検査:第12週に行った尿検査において沈査中に精虫

の観察された例を除外した結果を表8に示す.2.5%群，

1.25%群で pHの低下ど蛋白量の減少傾向がみられた

が，グルコースおよびケトン体は排尿した全例で陰性で

あった.潜血反応については，第8週の検査では，1.25% 

群で排尿した 10匹中 1例のみ，第 12週では2.5%群同6

匹中 117lJのみが陽性であり，後者の沈査中に多数の赤血

球を確認した.しかし，陽性 2例とも，他一方の週の尿

検査では潜血反応陰性であった.尿沈査所見では，先述

した血尿以外には，結晶成分，剥離上皮などに各群間の

差はなく，円柱などの病的像も認められなかった.

考察

日本における OPP残留許容量，人体一日摂取許容量

はそれぞれ， 10ppm以下， 0.2mgjkgjdayである 10) 今

回の雄ラヅトを用いた試験では，全投与期聞を平均した

一日摂取量で，この摂取許容量の750~3， 000倍の OPP

を摂取していた.また田山らの OPP急性経口毒性試験

によると，京佐ラットのLDsoはi~江2， 600mgjkgでトあった的.

今回の試験では投与法を異にするが，第 1週の2.5%群の

摂取量， 2548mgjkgはこの量にほぼ等しかった.Hodge 

らによる OPP3ヶ月投与試験でも， Opp 3%含有飼

料で飼育したラ y ト5匹中の 4例が2週間内に死亡し，

2%群でもわずかながら発育遅延がみられたと報告され

ている12) 今回の試験では，実験初期死亡例はなかった

が， 2.5%群の体重増加がとくに強く抑制されていた.

OPPの肝への影響については， Hodgeらの投与試験
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表 8. 尿 検 査

蛋白量 (mgjdl)

。 %
0.625% 

1. 250% 

2.500% 

。%
0.625% 

1. 250% 

2.500% 

(ー〉

。
。
。
。

5.5 

。
。
。
。

(土〉

1 。
。
3 

6 

1 。
3 

3 

a) 検鏡により Spermの混入していた例を除外

では， 1%および2%群の数例に肝重量の増加がみられ12〉，

井口らの OPP-Na3ヶ月投与試験においても，用量一反

応関係をもって肝重量が増加し， 4%濃度群ではGOT，

GPTの低下も認められた円.しかしながら，今回の試験

では， OPP投与群での肝の絶対重量は増加せず，GOT，

GPTも他の生化学検査項目にも変化がなかった.井口

らの OPP-Na3ヶ月投与試験での OPP-Na総摂取量円

をOPP含有量として換算して今回の試験のOPP総摂取

量と比較すると， 0.625%群および1.25%群では約15%

減， 2.5%群ではほぼ同等量であった.OPpとOPP-Na

の肝への影響については，検体の吸収率の差などを含め

てその作用をさらに検討する必要があろう.

一方， BPおよび OPPの腎毒性は，かなり以前から

指摘されており 12-14に とくに Boothらによると， 1% 

BPを 60日間投与したラットでは， 多尿と血尿が現わ

れ，腎組織にも可逆的変化が見られた13)という.また，

井口らの試験のおよび Hodgeらの試験12)では腎絶対重

量が増加していた.今回の試験において 2.5%群の絶対

飲水量の増加と， 9週以降に体重当り飲水量が増加に転

じていることとは， BPによる多尿〈尿濃縮能の低下〉

と同質のものとも考えられる.しかし，今回の試験では，

腎重量， Alb， UN等に何らの変化もなく，尿中蛋白量

も高濃度 OPP投与群では低下しており，腎機能障害は

比較的軽度と思われる.

勝脱霊量が1.25~百群で有意に増加し， 2.5%群では有

意水準以下の増加であったことは，用量一反応関係にあ

てはまらないが， Hiragaらの OPP-Naでの発癌試験に

おいて.OPP-Na 4%群よりも 2%群に勝脱腫蕩が多

発したこと仰を考え合せると. OPPによる勝脱への影

響にも濃度段階の逆転がある可能性も考えられる.

30 100 300 >1000 採尿例数a)

。 9 。 。 10 

2 4 1 。 7 

2 7 。 。 9 

2 1 。 。 6 

pH 

6.5 7 7.5 8 8.5 採尿例数a)

1 

1 

2 

1 

4 3 1 。 10 

4 1 1 。 7 

4 。 。 。 9 

1 。 1 。 6 

RBCおよび Hgbの低下が 2.5%群にみられたこと

は，井口らの OPP-Naでの試験結果7) とも一致してい

る.今回の試験では，潜血尿も 2例で発見されているが，

2例とも 2度の検査中 1回は潜血反応陰性であり，血尿

が OPP投与による機質的なものか偶発的なものか判定

できず，そのいずれにしても，尿路系の出血だけでは貧

血傾向の説明はできない.飼料摂取量が高濃度投与群で

低迷していたことも貧血傾向の一因と考えられるが，そ

れ以外にも. OPPの貧血作用の有無についてさらに検

討を加える必要がある.

要約

オルトフ z エルフェノ{ノレ (OPP)を 0%，0.625%. 

1.25%， 2.5%含有する飼料を与えて， Fischer系(F344j

DuCrj)雄ラット〈各群10匹〉を13週にわたって飼育し

た.この聞におけるラット体重 (kg)当りの OPP一日

平均摂取量は， 0.625%群， 1. 25%群， 2.5%群でそれ

ぞれ， 377mg， 763mg， 1554mgであった.体重増加を

抑制する傾向が1.25%群と2.5%群で認められ， 13週で

の体重増加率は， Control群のそれを100%としてそれぞ

れ， 88.2%， 77.5%であった.体重当りの飲水量につい

ても，各実験週において用量一反応関係がみられ，特に

2.5%では， 7週を境に体重当り飲水量が減少傾向から

増加傾向に転じていた.主要器官重量については，勝脱

の固定重量が1.25%群で増加していたほかは，肝・腎そ

の他器官の絶対重量には各群聞に差はなかった.血清生

化学検査では，すべての項目で差はみられなかった.赤

血球数とへそグロピγ量が2.5%群で低下していた.尿

検査では， 2.5%群に pHの低下と蛋白量の減少傾向が

みられ，潜血反応陽性例が， 1.25%群と2.5%群中に各

一匹みられた.
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オルトフ:r.=ルフェノールによg C57BLj6Nマウス被毛の脱色素について

田山邦昭て井口重孝*，平賀輿吾*

Depigmentation Caused by 0・PhenylphenoIin Hair of C57BLj6N Mice 

KUNIAKI T A Y AMA汽 SHIGETAKA IGUCHI* and KOGO HIRAGA* 

Three groups of C57BLj6N rriale mice were given 0・phenylphenol(6. 8， 10.2 or 15. 3mgjmousej 

day) by oral intubation three times a week for 26 weeks. Control group received equivalent volume 

of olive oil vehicle. Depigmentation of hair was observed in the mice receiving o-phenylphenol. 

Hair color turned from black to gray. There was a dose-related increase in the number of mice 

showing depigmentation. 

Keywords ; 0司phenylphenol，depigmentation， hair， mouse， melanin， inhibition 

緒
品

E
H

分け後，強制l経口投与実験として同様のケージに 6匹飼

オルトフ z ニルフェノール(以下 Oppとする〉は我国 とした群(以下経口投与群とする〉および，添加飼料摂

でかんきつ類の防かび剤として使用が許可されている1) 取実験として全面ステンレス製金網5室ケ{ジ (W760

いくつかのフェノ{ル化合物には皮膚を脱色素する作用 x L21OxH170mm)に1室5匹飼いとした群(以下飼料

があることが知られており，職業性暴露または実験等 摂取群とする〉に分け，日本グレア製図型飼料 CE-2お

で，人や動物での例が多く報告されている2-10) この脱 よび水を自由に与え，実験開始まで予備飼育を行った.

色素の発生機序は不明な点も多いが，メラエシ産生細胞 3.実験方法

であるメラノサイトの破壊やメラニン生成の生化学的な り強制経口投与実験

阻害などが考えられているト酌.Oppのメラニン生成阻 検体;Oppは東京化成紛製 LotNo. AP01を用い，

害に関連した報告は非常に少ない.伊藤，西谷ら8，的は 日本薬局法オリブ油にて0.2，0.3， 0.45Mに稀釈，褐色

フェニルフェノール製造作業員に白斑黒皮症を観察し， ピγに保存し 2週間毎に新しく調製した.なお使用済

OPPの脱色素作用を患者への貼布および動物実験で確 の検体についてガスクロマトグラフィー・マススベクト

認した.一方 Kahn10
)は病院従事職員の皮膚の白斑発生 ロメトリ{を行った結果， OPPが変化したと思われる

が，フェノール性殺菌消毒薬に起因することをつきとめ， 物質は含まれていなかった.

これに含まれる OPPにも弱い脱色素作用があることを 投与量および群別:検体の投与用量は全期間 0.2mlj

確認している mouseとし，予備実験より投与量を設定した.予備実験で

我々は防かび剤の安全性の検討の一環として， OPP は5週令から週3回， 13週間 OPPの投与を行ったが， 1 

の脱色素作用を確認するために，黒色被毛を持つマウス 回の投与量が 3.4，6.8mgでは被毛の様色は観察されず，

に強制経口あるいは添加飼料により投与し，この現象を 13.6mgでは全例に発生を認めた. また 5週令ではマウ

観察したので報告する. スが幼弱なために，投与に困難を伴った.そこで本実験

実験材料ならびに方法 では投与量6.8， 10. 2， 15. 3mg (公比1.5)とし，溶媒

1.実験動物 C57BLj6N雄マウスを日本チヤールス・ 対照を設け 7週令から各群12j2l!のマウスに投与を開始

リパ一社より 4週令時に購入し 7週令時に発育良好な した (Table1参照).

ものを選び実験に供した. 投与方法および投与期間;0.5ml注射筒を用い胃ゾン

Z飼育条件室温25土10，湿度55土5%，換気毎時10回， デにて強制j経口投与を週3回行い，投与期間は6ヶ月間

照明午前6時から午後5時の飼育室において，動物入荷 とした.なおチップ床敷アルミケージの交換は週2回定

後チップ床敷アルミケージ (W225x L325 x Hll0mm) 期的に行い，国型飼料 CE-2および水は自由に与えた.

に10匹飼いとした.実験開始 1週間前に体重を測定し群 体重測定および被毛の観察:体重は 1ヶ月に 1回測定

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3ー24ー 1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Body 羽Teightsof C57BL/6N Male Mice Given OPP by Oral 

Intubation Three Tirnes a Week for 26 Weeks 

No. of rnice Body weight 

Initiall) Effective2) Oweek3) 13 week 

12 11 21. 0土1.385
) 28.1土2.21

12 10 20.7土1.25 27.6土2.00

12 12 20.3土1.47 27.2土1.92 

12 11 20.1土1.49 26.6土1.26 

1) No. of rnice at the beginning of adrninistration. 

41 

26 week 

31.1土3.08

31.1土2.49

30.6土3.12

29.3土2.03

2) No. of rnice except for rnice died from faulty intubation or rnice showed local depilation due to fighting. 

3) values on first day of administration. 

4) olive oil vehicle. 5) group mean absolute weights土 S.D.(g). 

Table 2. Body Weights of C57BL/6N Male Mice Fed OPP and OPP-Na in Pel1et 
Diet for 26 Weeks and Intakes of OPP or OPP-Na in 26 Weeks 

Dietary level No. of mice Body weight Total 恥1ean
く%) Initial1) Effective2) Oweek3) 13 week 26 week intake intake 

04) 10 10 20.5土0.895) 28.2土2.11 32.2土2.93

1. 25 10 10 20.6土1.38 27.4土1.78 29.6土2.00* 6.0町 338) 

OPP 2317) 12549) 

2.5 10 。 20.7土0.70

2.0 10 10 21. 0土0.91 27.3土1.19 29.3土1.75* 9.8 53 
OPP-Na 377 2039 

4.0 10 4 20.8土1.18 24.9土1.82* 28.1土1.79* 18.8 101 
811 4318 

1) No. of mice at the beginning of feeding. 2) No. of mice survived more than 26 weeks. 

3) values on first day of feeding. 4) control diet. 5) group mean absolute weights土 S.D.(g). 

6) g/mouse. 7) g/kg. 8) mg/n 

し，被毛および眼球の肉眼的観察は毎回投与時に行った. の観察を行い，被毛の鏡検も経口投与群と同様に行った.

13および26週目でOPP投与群の被毛に一部縫色が認め 4.結果の判定 肉眼的観察による被毛の槌色の程度によ

られたマウスと溶媒対照群のマウスの数例について被毛 る分類は，モルモットでの塗布実験の Bleehenら2)の判

を抜き，ビオライトで封入し，鏡検した.また一部剃毛し 定基準を参考として以下のように決めた.対照群に近似

た皮膚についても肉眼的および組織学的観察を行った. するものを一，わずかに斑状あるいは帯状に白くみられ

2)添加飼料摂取実験 たものを土，一見して白く斑状あるいは帯状になってみ

検体:OPPおよびそのナトリウム塩(以下 OPP-Na られたものを+，および全体に白くなってみられたもの

とする〉はダウケミカノレ社製，それぞれ LotNo. MM  を+tとした.

01040， MM01044を使用，日本グレア製粉末飼料 CE-2 実 験 結 果

にOPPはo(対照)， 1. 25， 2.5%に， OPP-Naは2，4 1) 強制経口投与実験

%の割合に添加し，国型飼料化した.なお添加飼料中の 一般症状:投与期間中の死亡例およびファイティング

OPP-Naの安定性については縄井ら11)が報告している. によると思われる皮膚損傷例は有効例から除いた.死亡

投与方法および投与期間:各濃度の添加飼料毎にマウ 例は剖検の結果，気管，気管支，s市に液体の貯留および肺

ス10匹を用い，これを 7週令時より 6ヶ月間水とともに のうっ血等がみられたため誤投与とみなした.この誤投

自由摂取させた. 与と思われる例以外，投与期間中の死亡例はみとめなか

体重・飼料摂取量の測定および被毛の観察:体重は毎 った.

週，飼料摂取量は隔週に1回測定した.体重の測定時に外観 体重および総投与量:0 (投与開始日)， 13および26鴻
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Fig.1. Changes in Body Weights of C57BL/6N 

Male Mice Given OPP by Oral Intubation Three 

Times a Week for 26 Weeks. +: control (olive 
oil vehicle)，ム:6.8mg/mouse/day，口:10.2mg/ 

mouse/day， 0: 15.3mg/mo凶 e/day.
Arrow indicates the day of the beginning of 

administration. Points represent the mean from 

10 to 12 mice. 

自での体重を Tab!e1に，体重変化をFig.1に示した.

体重は OPP投与群で溶媒対照にくらべ全期間にわたり

低かったが，推計学的に有意ではなかった(危険率5%).

26週までの総投与量を算定すると 6.8mg群0.53g，10.2 

mg群O.80g， 15. 3mg群1.19gであり， 1回kg当り投与量

を概算すると投与開始時， 6.8mg群329mg，10. 2mg群502

mg， 15.3mg群761mg，26週目，6.8mg群219mg，10. 2mg 

群333mg，15. 3mg群522mgであった.

被毛および眼球の観察:Tab!e 3に投与後13および 26

週目の被毛の槌色を示したマウスの例数，さらにそれら

を槌色の発現部位〈腹側あるいは背側〉と徳色の程度

(Gradめにより分類した結果を示した.被毛の槌色を示

したマウスの例数は13週目， 6.8mg群1/10(10例中 1例

の意，以下同様)， 10.2mg群 7/12，15. 3mg群 9/11であ

り， 24週目， 6.8mg群1/10，10. 2mg群12/12，15. 3mg 

群 11/11となり， 脱色素作用の発現は投与量に従い増加

し，また投与期聞にも相関が認められた.槌色の程度に

よる分類では， 13週目，腹側では6.8mg群土:1/10，+: 
0/10， 10. 2mg群土 :4/12，+ :3/12， 15.3mg群土 (Photo

1に示した): 5/11， + (Photo 2に示した):4/11，背側で

は6.8mg群土:0/10， +: 0/10， 10. 2mg群土 :0/12，+ :0/ 
12， 15.3mg群:土2/11，十(Phot03，4に示した):3/11， 

26週目，腹側では6.8mg群土:1/10， + : 0/10， 10. 2mg群

301-
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Fig.2. Changes in Body Weights and Food Inta-

kes of C57BL/6N Male Mice Fed OPP and OPP-

Na in Pellet Diet for 26 Weeks. +: control，・:
1. 25% OPP， 0: 2% OPP-Na，ム:4% OPP-Na. 

Arrow indicates the day of the beginning of 

feeding. Points represent the mean of 4 or 10 

mice. t: Six mice died in 12 days 

土:7/12， +: 5/12， 15. 3mg群土・3/11，+ (Photo 12に示

した):8/11，背側では6.8mg群土:1/10， + : 0/10， 10.2 

mg群土 :0/12，十:1/12， 15. 3mg群土:3/11， + (Photo 13 
に示した):5/11となり，槌色の程度は投与量および投与

期間に従い増加し，背側での発生も多くなった.

被毛の経時的観察において槌色の出現時期は明瞭では

ないが，およそ投与開始 5~6 週で，はじめに 15.3mg 群

で腹側にわずかに灰白色となる傾向がみられ， 9~13週で

背側でも小斑状に被毛の徳色が観察された.10. 2，6. 8mg 

群は腹側では 9週頃よりみられ，背側はかなり遅れて，

14週以降より確認された.この被毛の槌色は投与期聞に

比例して程度が増強される傾向を示し， 16週以降，腹側

ではあまり変化せず，背側では被毛の複色を示した部位

の面積は拡大したが，斑状の境界部は不明瞭となった.



東京衛研年報 32-2，1981 43 

Table 3. Effects of OPP and OPP-Na on Pigmentation of Hair in C57BL/6N Male Mice 

Dose and 

Dietary level 

No. of 
No. of mice showing No. of mice classified by degree of depigmentation of hair 

depigmentation 
of hair 13w官ek 26 week 

ロllC巴

examined 13 week 26 week 
Ventral Dorsal Dorsal Ventral 

一土+十十一土++トー土++十一土+十十

Oral intubation 
(mg/rnouse/day) 

01) 11 。 。 11一一一 11一一一 11一一一 11一一一

6.8 10 1 1 9 1一一 10一一一 9 1一一 91*一一

OPP 10.2 12 7 12 5 4 3 - 12一一一 o 7 5 - 11 - 1* -

15.3 11 9 11 254一 6 2* 3* - 0 3 8 - 3 3* 5*ー

Dietary administration 
く%)

02) 10 。 。 10一一一 10一一一 10一一一 10一一一

OPP 1. 25 10 1 1 9 - - 1 9 - - 1* 9 -'-- 1 9 - - 1* 

2.0 10 。 1 10一一-10一一一 9一一 1 9 - - 1* 
OPP-Na 

4.0 4 。 。 4一一- 4一一一 4一一一 4一一一

1) olive oil vehicle. 2) control diet. * No. of mice showing depigmentation both ventral and dorsal hair. 

Visual criteria: (ー)， abesent; the hair color similar to that of control hair. 

〈土)， definite but weak; very slight spots or speckles of depigmentai:ion. 
(+)， definite but moderate; slight spot or speckles of depigm巴ntation.

(+ト)， generalized depigmentation. 

者E色を示した被毛の発生部位は，腹側では剣状突起付

近から恥骨付近までの聞で認められ，背側ではおもに脊

柱部，腰部および寛骨部付近で認められた.26週目で，

溶媒投与と被毛の槌色した OPP投与マウスの各 1-(71Jず

つを剃毛して皮膚の肉眼的観察を行った結果，両方の例

で，白い皮膚に黒い模様が認められた(Photo5). OPP投

与群では，この黒い模様以外の白い部分と，被毛の槌色を

示した部位は良く一致していた.この皮膚を組織学的に

観察すると，黒い模様の部分では毛根が多数認められた.

13および26週での毛の光顕的観察では，低倍率では溶

媒対照群の腹，背側の太い毛と細い毛ともに，黒いメラニ

γの塊状物質が毛の先端から毛根部に至るまでの闘で一

様に分布しており，メラュ γが消失している毛も標本に

みとめられたが，その出現本数は少なかった.これに対

し， OPP投与群の腹，背側の複色を示した部位の太い毛

は，先端から途中までは対照群と同様メラニンが一様に

分布しているがそれより毛根部に至るまでが明瞭な境界

を持ってメラニシが消失している例が多くみられ一方細

い毛は先端付近からメラニンの消失がみられた (Photo

6). メラニ γが消失した部分はその消失が完全なもので

はなく，部分的にメラニシが認められるものも多く観察

された.高倍率では，溶媒対照群の太い毛の楯状部は規

則正しい梯子状髄質中にメラニンが認められる (Photo

7)が， OPP投与群の被毛の複色を示した部位の太い毛

は途中より黒から淡褐色までの細穎粒となり，その後消

失してみられなくなった (Photo8). 

眼球の肉眼的観察では，投与期間中異常は認められな

1弘、っすこ.

2)添加飼料摂取実験

一般症状:死亡は投与後5日目から2週間以内に OPP

2.5%群 10/10，OPP-Na 4 %群6/10みられた.26週

間生存したマウスでは背側の脱毛が対照群2/10，OPP 

1.25%群2/10，OPP-Na 2 %群4/10認められ，被毛はや

や疎な状態となった.

体重および摂取量:O(投与開始日)， 13および26週目で

の体重と26週間の薬物総摂取量および薬物平均摂取量を

Table 2に，毎週の体重，隔週の飼料摂取量変化をFig.2

に示した.体重変化は対照群と比較して OPP-Na4% 

群ではほぼ全期聞を通じて有意に小さく， OPP 1.25% 

群， OPP-Na2%群では26週近くで有意に小さくなった

(危険率5%).OPPおよび OPP-Naの26週間の総摂

取量は，OPP1.25%群6.Og， OPP-Na 2 %群9.8g，OPP日

Na4%群 18.8gであり，この期聞における平均一日kg

当り摂取量は， OPP 1. 25%群1，254mg， OPP-Na 2 %群

2，039mg， OPP-Na 4 %群4，318mgであった.

被毛および眼球の観察:Table 3に投与後13および26
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週目の被毛の槌色したマウスの例数を経口投与群と併せ

て示した.被毛の槌色したマウスの例数は， 13週目 OPP

1. 25%群1/10，OPP-Na 2 %群0/10，26週日 OPP1. 25% 

群1/10，OPP-Na 2 %群 1/10となった.槌色の程度に

よる分類の例数は腹，背側ともに26週日OPP1.25%群+十

(Photo 10， 11に示した):1/10， OPP-Na 2 %群+t:1/10 

でありともに全身性の槌色を示した.被毛の経時的観察

では，複色の出現時期は明瞭ではないが， OPP 1.25%群

1例は 6~7 週で背部の一部が光沢を失い， 7 週頃より背

側の一部が斑状の槌色を示し， 11~12週で全身が白くな

った. OPP-Na2% 群の 1 例は 13~15 週より被毛の光

沢がなくなり槌色を示した.

13および26週日での OPPとOPP-Naの被毛の槌色

した各 1例の毛の光顕的観察では，低倍率では太い毛，

細い毛共に先端から毛根部まで，対照群に比べ濃さは薄

いが一様にメラニ γが認められ，高倍率ではメラニ γ穎

粒が非常に疎な状態となってみられた(Photo9).また部

分的にメラュ γが消失しているものもみられた.

眼球の肉眼的観察では， 26週目で白色化しているもの

が OPP1.25%群1/10，OPP-Na2%群1/10，OPP-Na 

4%群1/4みられた.

総括および考察

C57BL/6N雄マウスに OPPを強制経口投与(マウ

ス当り6.8，10.2， 15.3mg，週3回〉ならびに添加飼料

(1. 25， 2.5%)によって26週間投与を行った.また， OPP

-Naについても添加飼料 (2.4%) によって投与を行っ

た.強制経口投与では被毛の腿色したマウスが多く観

察され，投与量および投与期間に比例して増加が認めら

れた.被毛の謎色は限局性で斑状あるいは帯状であった.

槌色した被毛の光顕的観察ではその多くに毛幹の下部約

1/2でメラュ γ穎粒の消失がみられた.添加飼料による投

与では2.5%群で10/10が死亡し，被毛の腿色したマウス

は1.25%群で1/10であった. OPP-Na添加飼料による

投与では4%群で6/10が死亡し，生存した4例は被毛の腿

色がみられず2%群で1/10認められた.両投与法におい

て強制経口投与では脱色素作用の発現が多数認められた

が，添加飼料による投与では設定した濃度において，最

高濃度では死亡例が多数みられ，一段階下の濃度では死

亡例はないが，脱色素作用の発現もわずかしか認めるこ

とがで、きなかった.これまでの OPPの脱色素作用は職

業性暴露による報告8-10)であり， OPPが経皮的に吸収

された結果作用したと考えられる.経口投与による脱色

素作用は伊藤，西谷ら8，引により C57BLtypeのマウス 5

匹を用いそのうち 2匹に白毛の発生をみとめているにす

ぎず，明らかではなかった.今回の実験でマウスの経口

投与により，脱色素作用が用量一反応関係をもって認め

られ， OPPの脱色素作用が確認された. OPPの脱色素

作用に対する報告は少なく，不明な点も多いため，この

脱色素作用の発生機序，代謝産物との関連，種差などに

ついて今後検討を加えていきたい.
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Explanation of Plates 

Photo 1. C57BL/6N mouse showing very slight de-

pigmentation (Grade土)in ventral aspect 

by oral intubation of OPP 15.3mg， 3 times 

a week for 13 weeks 

Photo 2. C57BL/6N mouse showing slight depigmen-

tation (Grade +) in ventral aspect by oral 

intubation of OPP 15.3mg， 3 times a week 

for 13 weeks 

Photo 3. C57BL/6N mouse showi昭 sl凶ltdep叩 nerト

tation (Grade+) in dorsal aspect by oral 

intubation of OPP 15. 3mg， 3 times a week 

for 13weeks. 

Photo 4. Higher magnification of Photo 3. 

Photo 5. Hair-shaved skin of 33-week-old C57BL/ 

6N control mouse. 

Photo 6. Decrease of melanin granule in hair of 

mouse shown in Photo 3. X 40. 

Photo 7. Guard hair of C57BL/6N control mouse. 
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x 400. (lower). 

Photo 8. Decrease of melanin granule in guard hair Photo 11. Dorsal aspect of mouse given OPP in 

of mouse shown in Photo 3. X 400. pel1et diet as shown in Photo 10. 

Photo 9. Decrease of melanin granule could be Photo 12. Ventral aspect of C57BL/6N control 

seen in guard hair of one mouse f巴d1. 25% mouse (upper) and C57BL/6N mouse 

OPP in pel1et diet for 13 weeks. x 400. showing slight depigmentation (Grade +) 

Photo 10. Ventral aspect of C57BL/6N control by oral intubation of OPP 15.3mg， 3 

mo百se(upper) and C57BL/6N mouse times a week for 26 weeks (lower). 

showing general depigmentation (Grade 十十) Photo 13. Dorsal aspect of mouse given OPP by 

by 1. 25% OPP in pel1et diet for 26 weeks oral intubation as shown in Photo 12. 
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経口投与オルトフヱ三ルフェノーJレ・ナトリウム塩 (OPP-Na)の代謝

大 槻 慶 子 叱 樺島順一郎大中 尾 順 子 '

Urinary Metabolites of 0・PhenylphenolSodium Salt (OPP-N心 byOral Administration 

KEIKO OHTSUKI*. JUNICHIRO KABASHIMA* and TOSHIKO NAKAO忠

Keywords: ;オル トフェユルフーノールo-phenylphenol.代謝 metabolism，高速液体クロマトグラフィ ー high

pressure liquid chromatography 

オルトフ zユノレフ且ノール (OPP)はジフェニルとと

もに，防カピ剤として許可され，現在，主として米国産

オレγジ ・グレープフルーツ等に使用されている.ジフ

且Z ルの代謝についての研究は多いが1-5>，OPPの代謝

の報告は少ない.最近，当事態性部においてopp-ナ トリ

ウム塩 (OPP-Na)のラ vトへの長期経口投与により，

勝脱ガンの発生を報告したω.oppそれ自体は in-vitro

での変異原性を示さないので. OPPが体内で発ガγ性

を示すような代謝をうける可能性を考えて.ガγ発生の

原因を解明するために比般的大量の経口投与で，ラヲト

体内での代謝・ 排世を調査，検討中である7)

本報告では， 1回強骨量腫口投与による OPPの代謝に

ついてのみ述べる.代謝物は，高速液体クロマトグラフ

ィーによって定量し， また， 酵素 (sーグノレクロ品ダー

ゼ)を作用させ，薄脳グロマトグラフィーで抱合体の定

性をした.

実融材料および方法

世事 OPP-Na・4HzO (ダウケミカル日本K.K.)

OPP (関東化学〉トキシレノール〈関東化学〉

動物 ラγ ト:F344jDuCrj 4週令〈体重約55g)を用

い，オス，メスそれぞれ3匹に OPP-Naを水に溶かし，

3ωmgjkg， となるように強制経口投与した.また，オ

ス，メスそれぞれ2匹をコントロールとして使用した.

拡料 ラv ト4週令に OPP3oomg/kg投与後，代謝

ケージに入れ， 2時間ずつ採取した尿を-80。で保存し，

24時間分を合わせて使用した.

酵素榎品 戸ーグルグロユダーゼを精製した8) ラット

の肝臓19を0.2M酢融緩衝液 (pH4.5)で10倍量にしてホ

モジナイズし， 37。で30分間インキ晶ベイトした.3，000 

r.p. m. 15分間違心分離し， その上澄に飽和硫酸アンモ

品ウム溶液を等量.徐々に加え混和した.3，∞Or.p.m. 

15分間違心分離し，沈殿に2mlの上記緩衝液に懸濁し，

ピスキングチュ ーブにつめ，再蒸留水で1晩.冷暗所で

透析し酵素標品とした.

方法 高速液体グロマトグラフ ィー (HPLC)による

分析$>:尿2mlを水で10mlとした後，水酸化ナトリウム

溶液で強塩基性とし，イソオグタン5mlと15分間振とう

し， その水層を塩酸で酸性にして酢酸エチル 10mlで抽

出，これをイソオクタ γに溶解し，無水硫酸ナトリウム

で乾燥し，溶媒を減圧留去した.ρーキシジノールを内部

標準として添加， HPLCで分析した.

HPLCの条件装置:バリアγ4100ジステム，カラ

ム:Micro pak NHz-I0内径2.2mm長さ 25cm，溶媒:

イソオクタン'，イソア ミルアルコール，アセトユトリル

25: 1 : 1，流速:20mZ/hr.検出:254nmのUV腔収

薄層クロマトグラフィーによる分析:尿0.5mZをペγ

ゼンO.Smlで抽出，これを sampleA とした.尿O.5ml

に0.2M酢融緩衝液 (pH4.5)O.5ml， sーグルグロニダー

ゼ0.05mlを加え， 37。で1時間インキ且ベイト 0，ベン

ゼγ0.5mlで抽出したものを sampleB とした. A， B 

をOpp標準物質とともに薄層クロマトグラフ ィーで展

開した(図1}.

結果と考察

投与後24時間の尿中OPP排世量は，約26%であった.

オスがメスに較べてわずかに多いが，差をみとめる程で

はなかった〈表 1). 2日目(投与後24時間から48時間〉

の尿を同様に操作したが， OPPは検出されなかった.

投与量の70%以上が股収きれずに糞等により排出してい

ると思われる.

ギプス試薬でのoppの検出はかなり高感度であるが，

尿をそのまま抽出したAは， OPPの青色の呈色をしな

かった. s-グルクロ ユダーゼを作用させたBは，著明

に発色し，色、 Rf値も Opp標章物質と一致した〈図1).

ここで使用したPーグルグロニダーゼは，おもにグルク

取東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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表1. 0 p p の 24時間排?世量*

体(g重〉 投(m与g量〉 尿(m量1) 

オ ス 56.0 16.8 4.10 

メ ス 55.7 16.7 4.06 

* 3匹の平均値

** HPLCによる分析

。 c C 

5t. A B SL 

図1. OPPの薄層グロマトグラフイ{

プレート:シリカゲル

展開溶媒:メタノール，ベシゼγ 5 : 95 
発 色:0.3 %ジプロムキノシグロルイミド・

エタノ戸ノレ溶液〈ギプス試薬〉噴霧

OPPは青色の発色

尿(m中gj濃m度1)判 総(排m百g世〉量 排池量(/%投〉与量

1.10 4.51 26.8 

1. 05 4.26 25.2 

ロン酸抱合体を加水分解してアグリコンを出す醇素であ

る.

今回の経口投与実験では，性差はなく，その約25%が

尿中に排班され， OPPのほとんどがグルグロン酸抱合

体となり，遊離型はなかった.
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オルトフェニルフェノール・ナトリウム塩 (OPP-Na) 投与によ~サイクリヴクヌクレオチドの変動

中川敦子*，中尾順子*

Alteration of Cyclic Nucleotide Levels by Dietary Administration 

of Sodium ortho Phenylphenate (OPP-Na) in Rat 

ATSUKO NAKAGAWA* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:オルトフェニルフェノール orthophenylphenol， サイクリックヌクレオチド cyclicnucleotide， 

アデニレ{トシグラ{ゼ adenylatecyclase，ガγtumor

緒 言

輸入柑橘類の防徽剤として使用されているオルトフェ

ニルフェノ{ル (OPP)は，長期投与によりラットに発

ガン作用を示すことが報告口された.これについて当研

究室では現在 OPPによる発ガγの機構を解明するため

種々検討がなされている.カボン化した培養細胞2-53，ある

いは担ガン動物6-11)でサイクリックヌクレオチドの変動

がみられるといういくつかの報告もあることから，私共

は OPPを投与したラットの尿中サイクリッグヌクレオ

チドの経時的変動，組織中の量およびアデニレ{トシク

ラーゼ (AC)活性を測定することにより， OPPを投与

したラットの発ガン現象とサイクリヅグヌクレオチドの

関係について検討した.

実験方法

動物 4週令 Fisher系ラット (F344/DuCrj)を 1週

間予備飼育後，雌雄各5匹ずつを 1群とし，対照群と 2

% OPP-Na投与群に分け約21週間飼育した.採尿12)は

1週間毎にメタボリカで行ない尿は-30
0

Cで保存した.

投与終了後ラットは断頭屠殺し，肝臓・腎臓をとり出し

-800Cで保存した.

試薬 C-AMP測定キット， C-GMP測定キットは

Radio Chemical Centerのものを使用した.

尿・血媛・臓器中のサイクリ・yクヌクレオチドの測定

尿は 50mMTris-HCl (pH7.5) 4mM EDT A で75~

100倍に稀釈し， 血液は 5mMEDTAで血媛を得て測

定に供した.肝臓腎臓はO.25M Sucrose， 10mM Tris-

HCl (pH7.4)， 4mM EDTAで20%ホモジェネ{トと

し， -800Cで凍結保存した.測定に際し同容量の 4mM

EDTAを加え， 1000C4分間加熱し3000r.p. m 30分間遠

沈して除タシパクした上清を測定に用いた.サイクロッ

ク AMP (C-AMP) の測定は C-AMP regulatory 

proteinに対する competitivebinding法，サイクリッ

ク GMP(C-GMP)の測定は C-GMP に特異的な抗

血清に対する competitivebinding法に基づき，それぞ

れの測定キットを用いて行った.

尿中・血清中のクレアチニンの測定 尿は160~180倍

に稀釈し測定に供した.血清は1/15NH2S04， 19/d/ Na2 

W04・2H20で除タ γパクした後 10，OOOr. p. m 10分間

遠沈した上清を測定に用いた.クレアチユンの測定は，

]aHeの反応13)に従った.

肝臓・腎臓の AC活性 各組織のホモジェネ{トを用

い，活性の測定は既報14)の方法に従った.タ γパク質の

測定は Lowryl5)法で行った.

実験結果

OPP投与後38日目からの尿中 C-AMPの変動を図

1に，尿中クレアチニンの変動を図2に示した. 尿中

C-AMPは OPP投与群の雄(図 1a)，雌(図 1b)と

も対照群に比べて低下し，雄でその傾向が強かった.ま

た尿中グレアチニ γ量も OPP投与群の雄〈図 2ab)で

イ尽く，成長に伴なう増加がみられなかった.尿中C-AMP

およびクレアチニシの減少が腎透過性の低下に起因する

ものか，体内における産生低下に起因するものかを知る

ため，血中の C-AMP(図 3)およびタレアチユン〈図

4)の測定を行った.血築中の C-AMPは OPP投与

群の雄で著しい低下を示し，血清中のグレアチニンも

OPP投与群の雄で低下した.以上の結果より，尿中

C-AMPおよびグレアチニシの低下は体内における両物

質の産生低下を反映したものであることが示唆された.

尿中C-AMPの約半分は腎に，残り半分は腎以外の組織

に由来すると言われている.生体内C-AMP量に貢献度

が高いと思われる肝臓と腎臓のC-AMPを測定した(表

1). OPP投与群では雌雄いずれも差はないがC-AMP

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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図1.a 雄の尿中 C-AMPの変動

横軸はopp投与開始後の日数を表わす.

66日， 80日， 108日， 136日には尿中 C-GMPを測

定した.その結果を C-AMP/C-GMPで表わすと

次の通りであった.

66日

対照 群 5.26

80日 108日 136日

4.73 6.32 4.95 

opp投与群 3.84 2.11 4.10 4.25 
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図1.b 雌の尿中 C-AMPの変動

横軸はopp投与開始後の日数を表わす.

量低下の傾向がみられた.一方 C-GMPは C-AMPと

ならんで近年注目されているサイクリヲグヌクレオチド

である. C-GMPは多くの場合 C-AMPと逆の動向を

示す16)ことから，組織中のC-GMP量を測定した.対照

群と opp投与群の聞に雌雄とも差はないが， oPP投

与群で上昇の傾向がみられた〈表2).また表 1と表2

より C-AMP/C-GMP値を求めると，この値は opp

投与群で雌雄とも低下していた(表3).生体内 C-AMP

レベルはACによる合成に依存することが多いことか

ら，肝臓(図 5)と腎臓(図6)におけるAC活性と AC

の賦活化剤に対する感受性を測定した.opp投与群の
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図 2.a. 雄の尿中グレアチニン量の変動

横軸はopp投与開始後の日数を表わす.

0
 

5
 

可
la

(
同
咽
¥
町
民

..---. con七ro1

n
u
 

n
u
 

守

&ωロ
」
門
口
吋
羽
岡

ωhNU

i
 

nu 
R
d
 

39 53 67 81 95 123 

D A Y 

図 2.b.雌の尿中クレアチニンの変動

横軸は， OPP投与開始後の日数を表わす.

雄では肝臓腎臓いずれも賦活化剤存在下でのAC活性が

強く阻害されていた.一方opp投与群の雌では賦活化剤

存在下での肝AC活性は強く阻害されたが，腎AC活性

はむしろ上昇していた.この表のAC活性はタ γパグ当

りの比活性で示してあるが，組織の全活性で表わしても

同じ傾向であった.

考察

培養細胞系におけるガン化と細胞内C-AMP量の関係

については悪性皮の高い細胞系でC-AMP量が低くべ

細胞増殖の速いものほどC-AMP量が低い3)という報告

がある.またある種の担ガン患者8，10，11)や担ガγ動物6，7)

では尿中 C-AMPおよび C-AMP/C-GMP値が低下

することも報告されている.本実験では 2%OPP投与

群雄ラットの尿中・血中・組織中のC-AMPが低下し，

尿中・組織中の C-AMP/C-GMP値が減少していた.

また opp投与群の雄ラ y トの解剖所見では勝脱粘膜に
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図 3. 血竣中の C-AMP

図中の縦線は標準偏差を表わす.

Ma1e 

Eコcontro1

IZZJ OPP 

Fema1e 

図 4. 血清のグレアチニシ量

図中の縦線は標準偏差を表わす.

表1. 肝臓と腎臓の C-AMP量

肝臓 l 腎臓
〈pmo!e/gtissue) 

対照群 262土15..1.• 820土$0..6
雄

opp投与群 251土35.6 746土39.1

対照群 274土66.6 757土48.9
雌

opp投与群 306土37.2 643土?1.0 

表 2. 肝臓と腎臓の C.，..GMP量

肝臓 腎臓
(pmole/g tissue) 

対照群 2.96土1.75 11.7土3.17
雄

0PP投与群 3.26土1.12 13.8土2.61

対照群 5.59土2.04 11. 83土2.38
雌

opp投与群 6.91土3.72 11.79土1..30

表 3. 肝臓と腎臓のC-AMP/C-GMP 

肝臓 腎臓

対照群 88.5 70.1 
雄

opp投与群 76.8 54.1 

対照群 49.0 64.0 
雌

opp投与群 44.3 54.5 

C-AMPに変化がみられないのは，腎臓のホノレモシ依存

性AC活性の上昇により補充された結果かもしれない.

クレアチニシは筋肉へのエネルギ{供給源であるクレ

肥厚がみられガシ化の過程にあることが示唆された. アチンりん酸の代謝産物で，尿中血中の95%以上が骨格

oppを長期投与することによりラットの生体内サイグ 筋に由来する.また尿中排世量は一定で筋肉の発達の程

リッグヌクレオチドの動向は，培養ガγ細胞や担ガン動 度と平行していることも知られている. OPP投与群の

物でみられる動向と同じ傾向を示していた. 雄で体重増加12)に見合うクレアチニシの増加がみられな

生体内 C-AMPレベルはACによる合成とホスホジ かったことについては，筋肉の活動が弱まる等クレアチ

ェステラ{ゼ (PDE)による分解で調節されている. シりん酸の消費が減少していることも考えられるがこれ

opp投与により雌の腎臓を除いた全てのAC活性は， については更に今後の検討が必要である.

ホルモ γあるいは NaFなどの賦活剤の存在下で阻害さ 要 約

れ，賦活化剤に対する感受性が低下していた. ACの 1) OPP投与群の雄ラ γ トにおける尿中C-AMPお

basa!活性が阻害されないことから， opp投与により， よびクレアチユン量は雌に比べて著しく低下した.これ

ACが直接阻害されるのではなくホルモンの受容体，あ は腎透過性の低下というより，両物質の体内における産

るいは NaF感受性部位など細胞膜上の変化を通して， 生の低下であることが示唆された.

AC活性が抑えられたと思われる.生体のC-AMPレベ 2) OPP投与群ラ γ トの肝臓・腎臓・尿中の

ルをPDEを除いて考えることはできないが， OPP投与 C-AMP /C-GMP値が減少し， 培養ガγ細胞系や担ガ

群雄の尿中C-AMPの減少は組織中のAC活性の減少を γ動物で報告されたものと同じ傾向を示していた.

反映したものと思われる.一方 opp投与群雌の尿中 3) OPP投与群の雌雄の肝臓および雄の腎臓 AC活
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図 5. 肝臓のアデニレートシクラ{ゼ活性 図 6. 腎臓のアデニレートシグラ{ゼ活性

NaFは10mM，グルカゴンは40pg/mlで使用した. NaFはlOmM，ェピネプリシは10-4Mで使用した.

性はホルモン等の賦活剤に対する感受性が低下した 9)Criss， W. E.， and Murad， F. : Clinical As.ρects. 
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経口投与オルトフェ二ルフェノーJレ・ナトリウム塩 (OPP-Na)のラ'"ト体内酵素への影響

長井二三子*，中尾 l順子*

Effect of o-Phenylphenol Sodium Salt (OPP-Na) on Rats Enzymes in vivo . 

FUMIKO NAGAI* and TOSHIKO NAKAO* 
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r-g1凶 amyltranspeptidase(r-GTP) 

緒 言

オノレトフェニノレフ zノーノレ (OPP)は食品添加物と

して使用が許可され，主として米国産の柑橘類の防カピ

弗jに用いられている. 当毒性部では OPPの安全性点

検のため，急性1，2)および慢性毒性汽変異原性，催奇

性4〉， 細胞毒性試験町などを行い， OPPーナト Pウム塩

(OPP-Na)のラットへの大量長期投与がぼうこうガン

を発生させることを報告3)した. しかし病理組織学的検

査では OPP-Naの大量長期投与は尿路系障害以外には

顕著な変化は見い出されていなし、3) そこで著者らは生

化学的な手法により OPP-Na投与によるガン発生機序

の解明を中心に検索中である.本報告においてはOPP-

Naを約4ヶ月間投与したラットの主として尿路系細胞膜

酵素に注目し，J1R中に出現するrーグルタミルトラ γスベ

プチダーゼ (r心 TP)の活性および臓器中の r-GTP，

アルカロフォスファタ{ゼ， Na， K-A TPaseなどにつ

いて得られた知見を報告する.

方法

実験材料 フィシヤ{系ラット (F344jDuCrj)4週令

を日本チヤ{ルスリバ{社より購入し， 1週間予備飼育

後2%OPP-Na含有飼料で約4ヶ月間飼育した.飼育

期間中は一週間毎にメタボリカで採尿し，透析後酵素活

性を測定した.飼育および採尿に関する詳細は別に樺島

らが報告6)する.

実験方法約4ヶ月間飼育後断首屠殺し，各種臓器を

取り出し，秤量後-80
0

Cに保存した.腎臓および肝臓は

解氷後各群5匹の腎および肝臓を各々一緒にし， 4倍量

の250mM庶糖， 4mM Tris. EDT A (pH7.4)を加え

て前者はポロトロシ，後者はテフロ γホモジナイザーを

用いて均質化し， -80oCに保存し，種々の測定を行っ

た.

r-GTP活性の測定は和光純薬rーグルタミルトラ γス

ペプチダーゼ狽Ij定用試薬 (Code271-32702)を用い， 37 

℃でインクベート後，a-ナフチルアミンの生成をギノレフ

ォード300N分光光度計をもちい， 550nmの波長で測定

したド12)

アルカリフォスファターゼ活性は 50mMpーニトロフ

ェニルリン酸・ 2ナトリウム (PNPP)， 5mM塩化マ

グネシウム， 50mMグリシシ・カ性ソーダ緩衝液 (pH

10.0)に酵素液を加え，3TCでイングベ{トし，遊離さ

れたpーニトロフ z ノ{ノレ (PNP)をギルフォード300N

分光光度計で410nmの波長により測定した.

Na， K-'A TP ase活性は 1mMウアパインを用いだ以

外は従来通りの方法13)で測定した.

グルタチオ γは DTNBとグノレタチオンレダクタ{ゼ

を併用した方法で測定した15)

たんぱく質の測定は Lowry法1引に従った.

結果

尿中r-GTP活性の測定は投与1週目から行い，その結

果を図 1および図2に示した.雄対照群の活性は図 1の

ようにばらつきはみられるが，1， 2， 3週と徐々に増加

しており，その後変動はあるが一定の範囲の値になった.

雄の OPP-Na投与群の尿中 r-GTP活性は投与開始後

1週間の尿ですでに低下しており，その後も 4ヶ月後ま

で常に対照群の活性より低い値を示した.雌の対照群の

尿中 r-GTP活性は雄よりもひくく，また雄にみられた

ような活性の増加は顕著には見い出せなかった.OPP-

Na投与による r-GTP活性の減少は雌ラットにも見い

出された(図 2).

腎臓ホモジネートの各種酵素活性を表1に示した.

r-GTP活性は表1に示した如く，雄，雌ともにOPP-

Na投与が対照に比べて約20%低下した.また，腎の r-
GTP活性は雄，雌でほぼ同程度の活性を示した.

腎・アルカリフォスファタ戸ゼの単位重量当りの活性

本東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町3-24ー 1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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図1. OPP-Na投与による雄ラ γ ト尿中

r-GTP活性の変動
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横軸は投与日数を示す.

は対照， OPP-Na投与ともに雌が雄より高い{直を示し

たが， OPP-Na投与によっては約20%減少した.

腎.Na， K-ATP aseに関しては性差による違い，

OPP-Na投与による違いともに見い出せなかった.

肝臓ホモジネートの酵素活性およびグルタチオ γの含

量について表2に示した.

肝 .r-GTPは OPP-Na投与により雄，雌ともに対

照の約8倍に上昇した.

グノレタチオ γの含量は雄，雌ともに OPP-Na投与に

おいて減少の傾向にあった.

肝・アルカ Pフォスファターゼについては対照， OPP-
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図 2. OPP-Na投与による雌ラット尿中

r-GTP活性の変動

0:対照，・:OPP-Na投与，平均値土 SD
横軸は投与日数を示す.

Na投与の聞に顕著な差がなかった.

ラット血清 r-GTP活性は対照，OPP-Na投与とも

に非常に低く，ここで用いた方法では測定が不可能であ

った.

考 察

成熟ラット r-GTPの臓器分布は腎が最も高く，日平，

脳，肝にも腎の 100分の 1程度存在する16) また個体発

生の過程で臓器分布は特異な変動を示し，胎性期におい

ては，腎，肝，脳，H卒での活性に大きな差ば見られない

が，成熟にともなって腎の活性は強くなり，逆に肝の活

性は低くなると言われている16) r-GTPの役割につい

ては未だ明らかでないが，Meisterら17)はこの酵素がrーグ

ルタミルサイグルを形成している酵素系の一部をなして

おり，細胞内のグルタチオシの分解と再合成に共役する

アミノ酸の細胞内へのトラシスポート系としての意義を

表 1. OPP-Na投与による腎臓酵素活性の変化

対 照 OPP-Na投与

8 ♀ 8 g 

活性/ 総活性*3 活グ性ラ/ム 総活性*3 活グ性/ 総活性判 活グ性ラ/ム 総活性*3
グラム ラム

r-G〈uTniPt*1 
/min) 79.8 838.0 85.5 568.6 62.0 713.0 68.5 435.0 

アノレカリフォス

ファ/タhーouゼr*Z 
〈μmol/ hour) 1，134.0 11，906 1，825.0 12，591 977.0 11，240 1，428.5 9，071 

Na. K-ATPase判

(μmol/hour) 1，487.4 1~617.7 1，592.1 10，985.5 1，524.0 17，52.60 1，492.0 9，474.2 

* 1. r-GTPの単位は3TCで基質から 1分間に 1μmolのトナフチルアミ γが遊離される活性度を 1単位 (unit)

とした.

本 2. アルカリフォスプァタ{ゼ， Na， K-ATPaseは37'C1時間で基質から遊離されるパラニトロフェノーJレあ

るいは無機リン酸のμmolで示した.

* 3. 各群のラット 5匹の総量で示した.
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表 2. OPP-Na投与による肝臓酵素活性およびグルタチオン含量の変動

グラム
当り

対

8 

総量制

照

グラム
当り

早

OPP-Na投与

8 

総量制 グラム 4 グラム
当り 総量*当り

59 

9 

総量制

r-GTP*I 
(munit/min) 44.5 2，294.3 61. 6 1，848.0 367.2 22，032 497.8 12，545 

アルカリフォス
ファターゼ*2

(μmol / hour) 

グルタチオン判

394.7 20，327 382.8 11，484 406.7 24，399 384.3 12，297 

〈μmol) 7.24 372.8 4.84 145.2 3.60 216.0 1. 89 60.5 

* 1. r-GTP活性に関しては表1に示したが肝臓の場合はミリユニットで示してある.

キ 2. アルカリフ庁スファターゼについては表1に示したとおりである.

キ 3.木表で示したグノレタチオン含量は酸化型，還元型を合わせたものである.

* 4.各群のラット 5匹の総量で示した.

主張している.腎の r-GTPは尿細管の上皮細胞に高い ていた. このことについては今後検討する.OPP-Na 

密度で分布することが生化学的にも組織化学的にも認め 投与によって単位重量当りのアルカリフォスファターゼ

られている18-22) 正常ラタト尿中の r-GTPはこの上皮 活性は低下した.この酵素は刷子縁部位に存在すること

細胞のター γ ・オ{バーに伴い尿細管から直接逸脱して が知られており，r-GTPの場合と同様尿細管細胞の障

きたものと考えられる.雄ラット尿中のr-GTP活性は 害が示唆された.

6~8週にかけて上昇傾向にあった n甫乳動物の腎 T一 腎・ Na，K-A TP ase活性は， OPP-Na投与によって

GTP活性は成熟とともに上昇すると言われている17)の 変化しなかった.腎・Na，K-ATP aseは基底膜側に存在

で，この対照実験での尿中の r-GTP活性の上昇は腎に すると言われており，との部分の損傷はないものと考え

おける活性上昇を示しているものと考えられる.OPPー られる.

Na投与群の尿中 r-GTP活性は投与開始後 1週間です 今後は細胞膜分画などを行い，また組織化学的な検索

でに減少しており，その後4ヶ月固に屠殺するまで減少 とも合わせて OPP-Na投与による障害部位について明

したままであった.セフアローズ CI-4Bによる予備実 らかにする予定である.

験の結果は活性を有するたんぱくがすべてボイドボリウ 肝臓のr-GTP活性は腎とは異なり ，OPP-Na投与に

ムに溶出されることから細胞の破片または細胞そのもの より約8倍の上昇を見た.肝細胞内では r-GTPは穎粒

が活性を持ったまま溶出されたものと考えられた.さら 分画ことにミクロゾーム分画に高い活性分布が認められ

に OPP-Na投与により溶出部伎のたんぱくは著しく低 る.肝実質細胞障害ではこのミクロゾ{ム分画の活性が

下した.これは刷子縁での障害が起こったことを示し， 有意な上昇をきたすとされている叩. OPP-Na投与に

このことが活性低下に関連すると考えた.今後投与開始 よる増加もこのような結果から生じたものであろうか.

直後からの尿中 r-GTP活性を測定し，くわしく検討す 今後，細胞分画を行って検討する予定である.

る予定である. 肝中のグルタチオンの減少が見られた.グノレタチオン

腎の r-GTPは単位重量当りの活性においては雄，雌 はr-GTPの基質であるが，OPP-Naの解毒に利用され

とも間程度の活性を示しており， OPP-Na投与によっ ることも考えられるので今後検討する.

ては約20%減少していた.対照， OPP-Na投与とも雄 肝・アルカリフォスファターゼ活性は OPP-Na投与

の尿中 r-GTP活性が雌より高いのは腎の大きさに伴う による変化は見られなかった.

総活性の量によるものと考えられる. 要 約

アルカリフォスファタ{ゼは細胞膜酵素であるがその 1. 尿中の r-GTP活性は性差があり雄の活性が雌よ

生理的意義は未明のままである.しかし臨床的には広く り有意に高かった.

応用されている酵素である.腎アルカリフォスファター 2. 2%OPP-Naの投与は尿中 r-GTP活性を減少

ゼ活性は対照，OPP-Na投与とも雌が雄より高くなっ させた，
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3. 腎の r-GTP，アルカリフォスファタ{ゼ活性は，

OPP-Na投与により約20%減少したが， Na， K-ATPase 

の活性は変化しなかった.

4. 肝臓の r-GTP活性は 2%OPP-Na投与により

約 8倍上昇した.

5. 肝グノレタチオン含量の減少が見られた.
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オルトフェこルフェノールナトリウム (OPP-Na)の

ラ'"卜原中酸性フォスファターゼにおよ{ます影響

東京衛研年報

子*1頂尾ß隠-~~*，中島様

Effect of Sodiurn o-Phenylphenate (OPP-Na) on Acid Phosphatase in Rat Urine 

JUNICHIRO KABASHIMA* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:酸性フォスファターゼ AcidPhosphatase，オノレトプェニルフ z ノールナトリウム Sodiumo-Phen-

ylphenate，ラット尿 RatUrine 
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緒言

当部で行った毒性試験の結果，オルトフェニノレフェノ

{ルナトリウム(以下 OPP-Naと略す〉は尿路系に強

い障害を示し， 勝脱腫療の発生が報告されている1)こ

のため腎障害や勝目光腫蕩の発生と尿中酵素の変動との関

連を知る目的で， 4ヶ月にわたる長期投与実験を行っ

た.ここでは腫蕩発生の機序を解明する手段として，雄

に腫湯発生が強いことから，前立腺に関連の強い酸性フ

ォスファタ{ゼ(以下 AcPと略す〉に的をしぼった.

実験材料および実験方法

1. 実験動物 F 344/DuCrjラット雌雄を， 日本チ

ヤールスリバー社より 4週令時に購入し， 1週間予備飼

育後，実験に供した.

2. 飼育条件温度25土10，湿度55土 5%，換気毎時

10回，照明午前6時~午後5時までの飼育室において，

ステ γ レスケ{ジに 5匹ずつ収容して，回型飼料 CE-2

〈日本タレア製〉を与え，自動給水装置付ベルト式飼育

架台に配置して，飼育した.

3. 投与方法雌雄とも，対照群には国型飼料 CE-2

を，投与群には， CE-2に2% OPP-Na (Dow Chemical 

社製〉を添加した飼料を自由摂取させ，採尿時には除餌

した.水は水道水を自由摂取させ，摂餌量と体重測定を

行った.

4. 採尿方法雌雄とも採尿は週2回行い，ガラス製

代謝ケ{ジ「メタボリカJ(杉山元医理器製〉に，午前9

時から午後3時までの 6時間，ラットを一匹ずつ入れ，

水のみを与えて採尿を行った.集尿は 2時間ごとに行い，

尿は氷水中の試験管に保存し， 6時間分の尿を個体別に

まとめて計量した.週の前半に採取した尿は，氷室中で，

ピスキシグチューブを用いて，再蒸留水11に対して 1時

間の透析を行った後， -500 で保存した.後半に採取

本東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24ー 1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japan 
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した尿は，原尿のまま -300で保存し，化学分析に供し 測定方法尿はー500に保存したものを，氷室中で，

た.化学分析については，長井，中川らが報告する品目. 再び，透析膜を用いて，再蒸留水1lに対して 3時間の透

また37日目以後の尿は，採尿後に尿試験紙での検査を行 析をしたのち使用した.基質緩衝液0.5mlに透析尿20μ1

った. を入れ 30分間 incubationし，モリブデン酸アンモユウ

5. ;)lIJ定方法 ム・硫酸溶液1.5mlを加え，還元試薬 50μJを加えた後，

尿試験紙による検査 6時聞に採取した尿を，尿試験 ただちに250の水浴中に15分間入れた後に 660nmで吸光

紙 Labstix(マイルス・三共社製〉により， pH， Protein， 度を測定した.

Ketone-Body， Occult Bloodを測定した. 摂餌量の測定 1群当りの飼料投与量と24時間後の飼

尿中 AcP活性の測定 フォスファターゼ活性の訊IJ定 料残余最およびケージ受皿への飼料コボシ量を測定し，

は，通常，フェノールにリン酸を結合させたフェニ{ノレ 〈投与量一残余量一コボシ量)/5を一匹当りの一日摂餌量

リン酸，パラニトロフェニノレリン酸などを用いるが，本 とした.

実験では，投与物質がフ z ノーノレを含むため，結果の評 実験結果と考察

{聞の正確度を欠くために，特にグリセロリン酸を基質と 一般状態外観的には，雌の投与群で外陰部付近の体

して用いた.活性は， Fiske-SubbaRowの方法4)で遊離 毛が茶褐色になったが，他には変化が認められなかった.

したリン酸を定量し，尿1mlが1時間に遊離するリン酸 着色の原因としては，代謝された OPPの誘導体である

量で表わした. フェノール性物質の付着が考えられる.

試薬 体重および摂餌量 Fig.1に体重を， Fig.2に摂餌最

基質緩衝液 O.lM 酢酸緩衝液 (pH5.7) 37ml を示した.体重は雌雄ともに全実験期間を通じて，投与

O.lM sーグリセロリン酸 3.1ml 群では増加の抑制j傾向が認められた.雌の投与群では投

0.2M 塩化マグネシウム 5.0ml 与67日目以後に，雄では60日目以後に，体重に有意な差

蒸留水 全量 100ml が認められた.

モリブデン酸アンモニウム・硫酸溶液

モリブデン酸アンモニウム 6g 

conc硫酸 33.4ml 

蒸留水 全長 1.81 

還元試薬 アミノナフトールスルフォン酸 6g 

亜硫酸ナトリウム 1. 2g 

亜硫酸水素ナトリウム 1.2g 

上記の混合物 O.lg 

蒸留水 全量 5ml

尿検査 Table 1に示したように， pHは投与群の方

がアルカリ性に傾き， Proteinは雌より雄の方が高く，雄

の投与群では投与初期には対照群よりも高い値を示す.

Glucoseと Ketone-Body は， 雌の投与群で投与開始

後37日自に 1{1)J Glucoseが検出されたものがあったが，

他はすべて陰性であった.潜血反応は，対照群ではすべ

て陰性であったが，投与群では，維に尿検査を始めた投

与開始37日目で陽性が 1例あり，反応の出現と消失をく
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り返して全体的に陽性の度合が高くなる傾向を示した.

雌では投与開始後 108日目から投与群に潜血反応が見ら

れるものが現われた.

尿中 AcP活性 Fig.3および Fig.4に酵素活性の変

化を示した.尿量が少ないために，酵素活性が測定でき

ず有意差検定のできないものもあったが，投与開始後直

ちに，著明な活性の低下が起こり，対照群との比較では有

意な差があるものが多かった.また対照群では，雄が雌

に較べて活性の変動が大きかった.今回の実験では，活

性の測定は 1週間ごとに行ったが活性の初期変動を知る

ために，毎日又は隔日の酵素活性測定を行なう必要があ

る.また盲検の値が大きく尿量が少ないため，バラツキ

が大きく，測定法の改良も必要である.

まとめ

OPP-Naの2%添加飼料を， F344/DuCrjラット雌雄

に投与し，尿中の AcP活性と尿試験紙による定性実験

を行ったところ，つぎの結果が得られた.

1. 尿試験紙による検査では，投与群尿は， pHが対

照群に較べて高かった.潜血反応は，雄ではすでに 1カ

月で現われるが，雌ではおくれて 3カ月程度で現われ

た.

2. 尿中 AcP活性は，個体差が大きくバラツキはあ

ったが，投与群での活性は直後から低下した.前立腺に

特集的な酵素活性については検討中である.

文献

1) Hiraga， K.， and Fujii， T. : Fd and Cosmetic To・

xicol.， 19， 303， 1981 
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ニホンウズラにおけ~ジブチルヒドロキシトルヱンの短期毒性

高橋 省*，平賀輿吾*

Short-Terrn Toxicity of Butylated Hydroxytoluene in Japanese Quail 

OSAMU T AKAHASHI* and KOGO HIRAGA * 

Fifty six-days old male Japanes巴 quail(Coturnix.coturnix jatonica) were given 1. 0% butylated hyd-

roxytoluene (BHT) in the diet for 17 days. The mean BHT intake was 1. 1 g/kg/day. At the 

earlier period of administration， BHT restrained th巴 bodyweight gains and food intakes， and increased 
the degree of feather-shedding. BHT slightly increased the weight of Iiver but not of lung. BHT 

concentration in adipose tissue was 136 p.g/g， which was equal to that of chicken and 20-times higher 
than that of rat. BHT concentration in the Iiver was 3.31μg/g， which was 1/10 to 1/4 of the 
concentration of BHT一司uinonemethide in the liver of rats. These results suggest that there is a 

metabolic differ巴ncesof BHT between avians and mammals. 

Keywords': butylated hydroxytoluene， toxicity， quail 

鳥類の排せつ機構は周知のごとくほ乳類と大きく異な

るが，一方吸収機構においても異なり，鳥類ではリンパ

系の発達が悪く吸収脂質が直接門脈中へ入るといった現

象が認められる.これらのことのみから考えてみても鳥

類における化学物質の毒性発現はほ乳類とは異なること

が予想され，事実いくつかの化学物質について毒性の差

の報告がある.

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)の鳥類に対する

毒性の報告はニワトリを実験動物として使用したものが

ほとんどであるト町.

本報告はニホシウズラに及ぼす BHTの影響を検討し

た結果である.

実験方法

動物は白毅雄ニホンウズラ〈ιoturnixcoturnix jaρ0・

nica) 56日齢(約50%産卵率を同雌は有する;東京都畜

産試験場浅川分場産〉を使用した.ユホンウズラは5連

金網ケージで個別飼育した.約 1週間馴化後， BHT含

有飼料を与えた.基本飼料は日清印成鶏用配合飼料うず

ら(日清製粉株式会社，東京〉を使用した.基本飼料の

粗たんぱく質含量は23.0%以上である.各群は5羽ずつ

で，対照群は基本飼料を， BHT投与群は1.0%BHT 

を含む基本飼料を自由に摂取させ17日間飼育した.

飼育期間中，症状を観察記録するとともに体重および

飼料摂取量を測定し， BHTの摂取量は飼料摂取量より

計算した.

投与終了後，と殺して血しょうプロトロソピγ濃度，

肺および肝臓重量を測定，肝臓および頚部脂肪組織中の

BHT濃度を測定した.測定はアセトンーポウ硝抽出

後，ガスクロマトグラフィーにより行った田.

結果および考察

平均体重の推移および平均f菜食量の変化を Fig.1に示

す.対照群の体重は100~120gの範囲内におおむねとどま

り，全期間を通じてわずかな傾斜をもって増加した.一方

BHT投与群では投与1日自の体重減少が急激であり，

以後全期間を通じて漸次増加し対照群に近づいた.BHT

投与群における投与初期の体重減少は摂食量の低下にも

とづくものと考えられる. 6日目以後の摂取量は両群で

同一である. BHT 投与群において投与3~6 日目に全

個体に羽毛の抜けるのが観察された.その後この現象は

対照群においても観察された.全期聞を通じての平均

BHT摂取量は 1日あたり1.1g/kgであった.

肺および肝臓重量，肝臓および脂肪組織中の BHT濃

度を Table1に示す. 肺，肝重量には有意差はなかっ

た.なおプロトロ γビン量は別報に報告した10)

脂肪組織中の BHT濃度はラットよりはるかに高く

(約20倍と推定)，ユワトロと同程度であったh幻.肝臓

中の BHT濃度は低く，ラット肝臓中の BHTのキノ

γメタイド濃度の 1/10~1/4 倍であった10) これらの結

果は代謝様式の差異にもとづくものと考えられる.

要約

56日齢の雄ユホンウズラに1.0%BHTを与えた.投

与初期において摂食量の低下にともなう体重増加の抑

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public HeaIth 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Fig.1. Effects of Feeding 1. 0% BHT on Body Weight Changes 

and Food lntakes of Male Japanese Quai! 

Table 1. Weights of Lung and Liver， Hepatic or Adipose Level of BHT of Male 

Japanese Quai! Fed 1.0% BHT for 17 Days (N =5) 

Lungs (g) Liver (g) BHT(μg/g) 

Absolute Relative Absolute Relative Liver Adipose Tissue 

Control 1. 06土0.10 1. 04土0.06 2.00土0.34 1. 94土0.24

BHT 1.09土0.07 1. 10土0.05 2.34土0.10 2.36土0.04 3.31土0.20 136土27

制，脱羽毛の時期が早まる現象が観察された.肝重量の

わずかな増加(有意差なし〉も認められた.頚部脂肪組

織中の BHT濃度は136μg/g，肝臓では 3.31μg/gであ

った.
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2， 4， 6-トリーt-ブチルフェノールのイヌにおよ[ます影響

高橋 省*，林田志信ヘ平賀輿吾*

To玄icityof 2， 4， 6・Tri-tert-butylphenolin Beagle Dogs 

OSAMU T AKAHASHI*， SHINOBU HA YASHIDA* and KOGO HIRAGA* 

Male beagles (10-months old) were fed 2，4，6・tri-tert-butylphenol(TBP) at a level estimated to 

cause the ingested amounts to be 49.2， 173 and 454mg/kg/day respectively for 11 days. The behavi-

oural abnormality was observed in the dogs given the highest dose. TBP increased the activities of 

serum glutamic-oxalacetic or・pyruvictransaminase and alkaline phosphatase. These results suggest 

that TBP may affect the hepatic parenchymal cells and increase the drug metabolizing enzymes. 

Keywords : 2， 4， 6・tri-tert-butylphenol，toxicity， dogs 

ジプチノレヒドロキシトルエン (BHT)はイヌに対し

てほとんど目立った毒性を示さないことが知られてい

る1-3) われわれは前報叫において BHTの構造類似化合

物である 2，4，6-トリーtーフ'チルフェノ{ル (TBP)がげ

っ歯類に対して BHTより強い出血致死効果を有するこ

とを報告した.しかし， TBPの他の動物に対する毒性

についての報告は少ない.そこで TBPのイヌに対する

毒性について調査を行った結果，イヌに対しては出血効

果および血液凝固限害作用をもたないことがわかり，こ

のことについては他誌に発表した町.

本報告は，上記，イヌに対する TBPの効果のうち，

出血致死効果以外の観察，検査結果を記載するものであ

る.

実験方法

動物は10か月齢の雄ピーグル犬〈日本イー・ディー・

エム〉を使用した.飼料は 1日1回日本クレア製ドッグ

フード(粗蛋白20.6%，カロリー360cal)を150g与えた.

TBP (Aldrich Chemical Co.， USA)は少量のスキム

ミルク，大豆油とともに上記飼料にまぶして与えた.用

量はイヌあたり0，0.37， 1.3， 3.9gである.なお，初め

の2日間のみ最高用量は 3.9gとしのち 3.3gにおとして

投与した.期間は11日間である.3.9gはラットにおける

出血による LD100に相当する4，5)

実験期間中，諸症状を観察し， 11日目に血液検査を行

った.検査項目はグルタミシ酸オキザロ酢酸トラシスア

ミナーゼ， グルタミン酸ピルピン酸トランスアミナー

ゼ活性 (GOT，GPT)，アルカリホスファタ{ゼ活性

(ALP)，コリ γェステラーゼ (CHE)，総蛋白量(TP)，

グノレコース量 (Glc)，総コレステロール量 (CHO)，17R 

素窒素 (UN)，ナトリウム量 (Na)，カリウム量 (K)，

カルシウム量(Ca)，白血球数(WBC)，赤血球数 (RBC)，

ヘモグロビン量 (Hgb)，ヘマトクリタト (Hct)である.

結果および考察

飼料摂取速度が高用量群で遅くなり，下痢が1.3g投与

群の 2匹， 3.3g 群の 1 匹に 3~5 日にかけて観察され

た.その場合1.3gの1匹および3.3g群の 1匹は血便を

伴っていた.最高用量群では2匹とも投与後まもなく，

歩行異常〈醗町状態)， 眼険下垂， 体温低下の症状を呈

した.これは程度を減じながら投与終了時まで続いた.

これらのことから考えて TBPはイヌに対し中枢神経

系への作用を有していると考えられる.

血液成分の検査値を表 1に示す.GOT， GPT， ALP 

が用量に相関して上昇した.

GPTはイヌにおけるもっとも感度の高い肝臓毒性の

指標酵素であり， GPT， GOTの上昇は TBP に肝細

胞実質障害効果の存在の可能性を示唆している回.一方，

ALPはイヌの場合，胆道系の異常を反映するよりも，

肝細胞ミクロゾームの薬物代謝活性の上昇と相関する

ことが多く， TBPの本酵素誘導作用の存在が示唆され

たむ8)

要 約

10か月齢の雄ピーグル犬に0.37，1.3， 3.9~3.3g (初

めの 2日間のみ3.9g)の TBPを1日1匹あたり11日関

与えた.最高用量群で行動異常が観察され，GOT，GPT，

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Effects of Feeding TBP on Blood Components of Male Beagle Dogsa 

TBP (mgjkg) 。 49.2 173 454 

Dog No. 1 2 3 4 5 6 7 8 

GOT 61 55 79 50 75 106 92 119 P<0.05 

GPT 27 32 82 25 72 133 76 249 P<0.05 

ALP 12 11 28 12 31 27 28 76 P<0.05 

CHE 0.29 0.33 0.30 0.28 0.19 0.22 0.32 0.49 

TP 71 75 73 74 69 89 76 65 

GIc 85 86 83 78 82 88 77 83 

CHO 142 202 226 220 210 310 186 102 

UN 15 10 13 10 10 9 27 12 

Na 146 160 156 162 146 150 154 174 

K 5.2 5.6 5.2 5.2 5.0 5.4 5.6 6.4 

Ca 12.8 13.6 10.5 10.2 10.0 12.1 14.5 12.5 

WBC 9.6 8.4 3.0 6.8 7.0 7.1 8.0 9.3 

RBC 6.31 6.09 5.25 6.02 5.88 5.91 5.63 6.39 

Hgb 14.2 14.2 12.6 13.1 13.8 14.5 13.9 14.6 

Hct 39.4 39.2 35.5 37.5 38.3 40.2 39.1 40.4 

GOT: glutamic-oxalacetic transaminase (Karmen U)， GPT: glutamic-pyruvic transaminase 
(Karmen U)， ALP: alkaline phosphatase (King-Armstrong U)， CHE: choline esterase 
(L1pH)， TP: total protein (gjl) ， Glc: glucose (mgjdl)， CHO: cholesterol (mgjdl)， 
UN: urine nitrogen (mgjd/)， Na (meqjl)， K (meqjl)， Ca (mgjdl)， WBC: white blood cells 

(thousands)， RBC: red blood cells (millions)， Hgb: haemoglobin (gjd/) Hct: haematocrit (%). 

ALPの用量に依存した上昇が認められた.
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細胞障害時における脂質過酸化物の形成(第 1報〉

四塩化炭素障害に対する BHTの作用

福森信隆*，平賀輿吾*

Formation of Lipid Pel'oxides in Cell Injury (1) 

Effects of Butylated Hydroxytoluene on Carbon Tetrachloride-induced Intoxication 

NOBUT AKA FUKUMOR1* and KOGO H1RAGA * 

Effects of butylated hydroxytoluene(BHT) on carbon tetrachloride (CC14)ーinducedacute intoxication 

were investigated in connection with formation of lipoperoxide and ultrastructural alterations. 1n the 

rat liver treat巴dwith 50% CCI4 (1 ml/kg B. W.) dissolved in olive oil， prominent degeneration of 

hepatocytes such as accumulation of lipid droplets， disappearanc巴ofrough surfaced endoplasmic reticulum 

(RER)， anomalous mitochondria and destruction of membrane in increas巴d lysosomes as wel1 as 

increased lipoperoxide were observed. By the addition of BHT (500 mg/kg B. W.)， degeneration 
generally became moderate， and membrane of RER and mitochondria disappeared. Th巴 increaseof 

lipoperoxide was also inhibit巴dslightly. The increase of lipoperoxide induced by CC14 was inhibited 

by BHT in the heart and kidney， but structural chang巴sshowed appearance of small lipid droplets. 

Changes of lipoperoxide in serum was not obvious. Assay of lipoperoxide is important in investigating 

ultrastructural alterations; however， in some organs it doesn't necessarily follow that the structure 

should show an identical variations with lipoperoxide. 

Keywords : butylated hydroxytoluene， carbon tetrachloride， ultrastructural changes， lipid peroxide， rat 

緒言

食品等に使用されるジプチルヒドロキシトルエン

(BHT)は油脂の変敗を抑制する抗酸化作用があり，

in vitroで脂質過酸化反応を著しく阻害する1)近年，

不飽和脂肪酸の自動酸化により生成される過酸化脂質は

生体践に障害を与え組織の変性を惹起することから退行

性変性を伴う各穏病変の予測指標として検討されつつあ

る.著者らはこれまでに種々の条件下で BHTが肝細胞

の微細構造に及ぼす影響について検索したところ，増殖

した滑面小胞体(SER)は BHTの代謝を反映した機能

的変化と解し肝細胞の重篤な細胞壊死に至らないことを

示唆したト6) 一方，形態的に BHTと同様 SERの機

能的増殖をもたらすフェノパルピタ{ル (PB)は四塩化

炭素 (CCI4) の障害を増強するという報告7)がみられ，

肝障害に対する BHTの作用を検討する必要が生じた.

CCl，は肝ミグロソームで遊離基を生成せしめ過酸化脂

質を増加させ膜系を破壊し細胞障害に導くことからへ

細胞毒性を検索するうえで過酸化脂質の変動を把握する

意義は大きい.

これらの観点から， CC14 の障害に対する BHTの作

用を検討するとともに機能的指標とした過酸化脂質の変

動と形態学的変化との関連について比較し論じた.

実 験 方 法

動物は Fischer系雄性ラット (F344/DuCrj)を室温

250土10，湿度50%土5%の環境下で飼育用回型飼料(日本

クレア， CE-2)および水を自由に与え飼育慰11化した後10

週令で実験に供した.投与前16時間絶食させ，対照群は

オリーブ油(和光純薬〉を， CC14群はオリ{ブ泊に溶解

した50%CCl， (和光純薬，特級〉を1ml/kg体重の割合

で腹腔内投与し， BHT. CC14群はCC14投与1時間前に

オロープ油で溶解した 500mg/kg体重の BHT(和光純

薬〉を2ml/kg体重の割合で経口投与を行いその後 CC14

群と同様にCC14を与えた.投与後，飼料は自由に摂餌さ

せ24時間後屠殺し血液を採取した.開腹後，肝臓は 0.9

%の生理食塩水で肝門脈から瀦流操作を行い脱血した後

試料に供した.摘出臓器は肝臓，心臓，腎臓，肺，脳と

し，重量測定後一部電子顕微鏡用試料に分割した.

過酸化脂質測定法各試料は10%のホモジネートを作

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新街区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Effects of BHT on Body Weight and Organ Weight in CC14ーtreatedRats 

wBe(oiggd〉hy t 
Brain Heart Lung Liver Kidney 

Group R L 
(mg) (mg) (mg) (g) (mg) (mg) 

246.3ρ 1805.0b) 704.3 761. 3 9. 76 829.6 828.0 

Control 
土14.18 土50.86 土32.13 土58.73 土 0.20 土81.26 土83.35

733.6C) 286.0 308.8 3.97 336.4 335.8 
土23.83 土 4.06 土 6.15 土 0.15 土18.01 土20.55

245.0 1875.0 694.0 807.0 8.79 850.6 854.0 

CC14 
土16.64 土11.00 土57.16 土49.36 土 0.84 土42.66 土44.84

767.9 283.5 329.8 3.58* 347.5 348.9 
土58.40 土19.08 土18.79 土 0.10 土 8.70 土13.01

228.0 1847.2 664.0 720.5** 8.75* 822.5 836.0 

BHT+ 土12.46 土51.11 土51.72 土16.01 土 0.39 土29.03 土26.45
CC14 811. 1* 291.1 316.9 3.84** 361. 3 367.2 

土26.66 土15.22 土22.61 土 0.07 土19.90 土16.94

a) Values expressed as mean土 standarddeviation and derived from three or four rats per groups. 

b) Absolute weight c) Relative weight (g or mg/100 g body weight) 

* P<0.05 as compared to control group 

判 P<0.05as compared to CClctreated group 

製しろ過後，チオパルピツ{ル酸 (TBA)の呈色反応を

応用した八木らの方法9)に従い 0.2mlを採取し 8.1% 

sodium dodexy sulfate O. 2ml， 20%酢酸緩衝液 1.5ml，

0.8%TBA溶液 L5mlを加え蒸留水で全量4mlに調整

し， 9501時間加熱反応を行い冷却後蒸留水 1mlを加え

nープタノール・ピリジシ混液 (15:1) 5mlで、抽出し532

nmで吸光度を測定した TBA反応物質として標準液

に 1，1， 3， 3-tetramethoxy propane (東京化成〉を使用

し，反応した malondialdehyde(MDA)をLowry法10)

により測定した蛋白量当たりに換算して示した.また，

血清中の過酸化脂質量は鐙光法による微量測定を行っ

た11)

電子顕微鏡用試料作製電顕用試料は摘出臓器のうち

過酸化脂質の変動が大きい肝臓，心臓，腎臓に限定し試

料を作製した.放血屠殺後，一定部位から細切した試料

をパラホルムアノレデヒド (0.1Mリγ酸緩衝液， pH7.4) 

を用い前回定，オスミウム酸 (0.1Mリン酸緩衝液， pH 

7.4)で後固定を行い，定法に従いエタノールで脱水し，

Epon樹脂に包壊した. 包埋した電顕用試料から厚さ約

1μmの切片を得， トルイジγ青で染色し光顕的に観察

後，超薄切片を作製して酢酸ウラシ・クェγ酸鉛二重染

色を施し目立 HU-12A 型電子顕微鏡にて検鏡観察し

た.

'実験結果

群で対照に比べ減少がみられるが， BHT・CC14群では

CC14群と比較して相対重量値の増加が有意を示した

(Table 1). 

過酸化脂質量 Fig.1に各臓器は 100mg蛋白量当り，

血清は1ml血清当りの過酸化脂質量を TBA反応の陽性

物質で示した. CC14群で心臓，肝臓，腎臓に有意な増加

がみられ，BHT投与により心臓，腎臓の抑制が認めら

れたが肝臓の抑制lは軽度であった.肺は CCI4群で若干

上昇し BHTで抑制傾向がみられたがその変動は少なか

った.脳はCC14群，BHT・CC14群ともほとんど変動が

認められなかった.また血清中の過自主化脂質は CC14群

で若干の低下がみられたが BHTの影響は少なく対照に

比べ有意な変動を示さなかった.

電子顕微鏡的所見肝臓ではトルイジγ青による光顕

的観察で CCl4群の小葉中間帯の肝細胞内に脂肪滴が顕

著に増加し核に類似した大きさをもっ大型脂肪滴も散見

され，好塩基性穎粒の減少を伴っていた.小業中心帯の

肝細胞は淡染化を呈し空胞形成を認め好塩基性頼粒の減

少が著しく，変性の強度な細胞では核の消失を伴った網

状構築を示した.BHT・CC14群では小業中間帯の脂肪

滴の形状は比較的小さく ， CC14群に対し著しい抑制lは

認められなかった.脂肪滴の散在する細胞の好塩基性穎

粒は全体に減少を示した.また脂肪滴の少ない細胞では

核，核小体の発達が良好で核周囲の淡染化が認められた.

臓器重量全体的に著変は認められず BHT・CC14群 電顕的観察は脂肪滴の沈着がみられた小葉中間帯を主に

の軽度な体重抑制が肝臓を除いた各臓器の相対重量値の 行った.

増加傾向に反映しているに過ぎなかった.肝臓は CC14 CC14群では粗面小胞体 (RER)の層状配列が不整を
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Fig.1. Effects .of BHT on Lipid Peroxides in CClctreated Rats. Bars expressed as 

rnean土 standarddeviation and derived frorn three or four rats per groups. 

* P<0.05 as cornpared to control group 
料 P<0.05as cornpared to CClctreated group 
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った (Photo3). 

心臓はトノレイジシ青の光顕標本で各群閑に差異が認め

られず一様に対照群の所見を呈した.電顕的観察で CCl4

群は対照群の糸粒体が円形あるいは楕円形を呈するのに

比べ伸長した長形の糸粒体がしばしば観察されたが構築

的な異常は認められなかった.また糸粒体聞に小脂肪滴

を貯留した電子密度の高い穎粒が散見されたが，筋原線

維の変化はみられなかった (Photo5). BHT・CCl4群

では糸粒体の長形化がわずかにみられ，糸粒体に隣接す

る均質な小脂肪滴が CCl4群同様に出現した(Photo6). 

その他対照群に比べ著しい差異を認めなかった.

腎臓の尿細管について光顕的所見で CCl4群は基底部

に及ぶ均一無構造物質が貯留した空胞形成を認める細胞

が散在性に分布し，BHT・CCl4群でも CCl4群に比べ

より少数ではあるが同所見が観察された.また電顕的に

は CCl4群でbrushborderの隣接する細胞質に;ysosorne

の増加がみられ，近傍の吸収空胞が拡張し大型の空胞を

I形成する細胞では糸粒体の膨化，変形を呈した. BHT・
CCl.群では細胞質内に比較的大きな脂肪滴の沈着がみ

られるが Iysosomeの増加，吸収空胞の拡張とも CCl4

群に比べ軽度であった.その他上皮細胞の脱落，基底膜，

.brush 'borderの著変は認められなかった.

考察

生体内で形成される遊離基が過酸化脂質を生成せし

塁し， ribosorneの離脱， 消失傾向がみられ，残存する

RERは糸粒体の周囲を取り囲む像が多く散見された.

Glycogen穎粒は消失しその部の細胞質では離関がみら

れ小笠胞の形成を伴った.SERの増殖は中等度に認めら

れ伸長，拡張した形状がみられた.糸粒体は長形くびれ

像を呈し強度に伸長したものは輪状を呈した.Lysosorne 

は対照群で細胞境界の毛細胞管周囲に確認されるが，

CCl4 の投与により細胞質内に広く散在性に増加し多く

は一次 lysosorneを呈したが穎粒状の異物を貧食して膜

構造が消失したものも認められた (Photo2).障害の著

しい細胞では核が不規則な輪郭を呈し chrornatinの核周

囲への凝集，核膜の消失がみられ細胞質が多くの小空胞

で占められ，糸粒体の膨化，変形， crista巴の消失，糸粒

体膜の破壊を認めた. RER， ribosorneは消失が顕著で

確認できなかった BHT・CCl4群では細胞質の離開，

小空胞の形成がほとんどみられず，核の変形も軽度であ

った..RERは層状配列の乱れ，膜の消失が認められ脱

落した ribosorneは curlingを呈し残存した.Glycogen 

穎粒は全体に減少し glycogen野で中等度の SERの増

殖がみられた.糸粒体は膨化，巨大化を呈するものが多

くその部の限界膜の崩壊が認められるが， CCl4群でみ

られた輪状変形はみられず cristaeの異常，基質の電子

密度の変化も少なかった. Lysosorneは増加するが CCl4

群ほど著しくなく， また 'microbodyの増加が明瞭であ
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め，その生成部位が不飽和脂肪酸を多量に含む生体膜で

あるために膜構造，透過性の変化が起こり生体膜の障害

が発生する.細胞膜あるいは organelles膜の機能的構造

的変化は組織の変性へと移行することから病理学的変化

を初期段階で把握するには膜構造の異常をとらえると同

時に過酸化脂質の測定が重要と考えられる.近年，過酸

化脂質が退行性病変，老化との関連において，特に循環

器疾患，肝および腎疾患，急性炎症性疾患，オキシダン

トによる腕障害12)，酸素中毒13)などで増加が認められ臨

床的意義が注目され14〉，疾病を予測するための一指標と

して期待されつつある.このような視点から微量定量が

可能となった現在，実験動物での過酸化脂質の変動は生

体内の異常を察知する有効な指標と考えられる.本報告

は過酸化脂質の変動と形態変化との関連を明らかにする

ため遊離基の生成が知られている CCI，で障害を起こし

各臓器，血中の過酸化脂質の濃度と微細構造の変化を比

較し，あわせて酸化防止剤 BHTの CCI，障害に対する

作用を調べた.

CCl4は肝細胞で脂肪滴の蓄積を起こしその際他の

organellesにも顕著な変化を与えた.膜構造に関して

RERは不規則な配列をなし著しい消失がみられ， 糸粒

体の膨化， cristaeの消失，糸粒体膜の破嬢，また増加し

た lysosomeは一層の限界膜の消失が観察され，これら

の形態的所見から明らかに膜の機能障害が疑われる.こ

の状態下で肝臓の過酸化脂質量は，顕著に増加するため

CC14による膜障害に過酸化脂質が関与していると考え

られる.RecknageJ15) は CCl，が肝ミクロソ{ムで遊離

基を生じ，脂質過酸化が促進され不飽和脂肪酸を多量に

含む膜系に障害を与えるためリボタンパク質の形成を阻

害し血中への脂質の放出が抑制され脂肪肝を発生すると

報告した. さらに糸粒体の膨化16)，lysosome膜の破壊

による加水分解酵素の放出17)，小胞体の変化18)など過酸

化脂質との関与を推測する報告がみられる.今後，膜破

壊が容易におこる lysosomeの遊出酵素をも測定するこ

とが細胞障害の検出に必要と思われる.

BHTは CC14肝障害に対し過酸化脂質を抑制するが

その効果は弱かった.形態的には CCl.群の脂肪滴沈着

に比べわずかに抑制がみられたが，対照群より多量の沈

着が認められた. RERの消失，糸粒体の膨化，限界膜

の破壊など認めるがいずれも CCl，群より軽度であった.

このことは形態的にBHTがCCl，の障害を抑制する傾向

を示し，過酸化脂質の変動とかなり一致していると恩わ

れる.BHT投与の際にみられる SERの増殖の程度は

500mgjkg体重の高用量にもかかわらずこれまで‘行った

実験ト6)に比べ軽度であった.CC14が organellesの膜に

損傷を与えるため薬物代謝が低下し SERの増殖が抑制

されたと示唆されるが，一方障害の軽度な脂肪滴の蓄積

が少ない細胞では核周囲の glycogen野に多くのSERの

増殖がみられた.また PBが CCI，の小胞体に作風し肝

障害を増強させるという報告7)から， SERの増殖が同様

にみられる PBとBHTでは作用に相違がみられ，これ

らの BHTでの変化は過酸化連鎖反応を停止させる抗酸

化作用によると考えられる.松永らりは BHTが malo・

ndialdehydeの生成段階で過酸化反応を阻害することを

認めており，機能的動態が形態的変化と密接に関連する

と推察される.

心臓はCCI，投与で過酸化脂質の増加がみられ，形態的

には糸粒体に隣接して小脂肪滴を含有する穎粒が出現し

た.この頼粒は正常細胞でも時折散見する lipofuscinと

思われ， lipofuscinが過酸化脂質と蛋白との複合体であ

ることから CCI，により頼粒が増加したことは心筋細胞

で過酸化反応が行われていることを提示している.しか

し筋原線維など正常構造を呈していることから，形態的

変化が増強されるのは24時間以降と思われる.BHT投

与で過酸化脂質量の抑制jにもかかわらず糸粒体聞に小脂

肪滴の出現がみられたことは理解し難く CCl4でみられ

た穎粒が高い電子密度を示すのに対し均質な脂肪滴であ

ったことから lipofuscinと異なり単なる脂肪滴と考えら

れるが明らかでない.

CC14 は腎臓の近位尿細管で空胞形成がみられ糸粒体

の膨化，lysosomeの増加が観察され過酸化脂質量の増

加と関連がみられる.しかし BHTで形態的変化は若干

軽減したにすぎず，それに対し過酸化脂質量は対照レベ

ルまで抑制しており形態変化との相違が感じられる.ま

た BHT・CCl，群でみられた細胞質中に沈着する脂肪

滴は心臓の BHT・CCl，群にも観察されこれまでの実

験2-6)と対比して BHT単独では脂肪沈着を起こさない

ことから CC14の作用と思われるが，本来 BHTの持つ

抗酸化作用とを考えると逆に考察され沈着した意義は明

らかでない. CCI，と BHTの標的臓器に対する侵襲の

相違が肝臓と異なる形態変化を与えたと考えられる.

脳，肺の変動は少なく，また血中の変化は CCl，でも

ほとんど認められない.Nakakimuraらも CCl，で血中

の過酸化脂質の増量がみられないことを報告1別しており

必ずしも臓器，血中の相関が明らかでない.

CCI，肝障害に対し BHTは形態的変化，過酸化脂質

の変動とも抑制傾向を示し，過酸化指質量と構造変化の

関連がみられた.一方，心臓，腎臓では BHTの作用に

形態的変化と過酸化脂質の変動で差異がみられ，さらに

検討を要すると思われる.以前から食品中の油脂の変敗
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に過酸化脂質の測定がなされてきたが，生体への作用に

関する基礎的知見は少なく解明が不充分であり，特に機

能と形態に関し今後経時的に変動を把握する必要がある

と考える.
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Explanation of Photographs 

Photo 1. A portion of hepatocyte from a control rat. 

Lamella of rough surfaced endoplasmic reti・

culum (RER)， glycogen particles (GI) and 

mitochondria (M) are seen. X 15000 

Photo 2. A portion of hepatocyte from a rat treated 

with CCI4• The lack of RER， deformation 

of mitochondria(M) and aggregates of smo・

oth surfaced endoplasmic reticulum (SER) 

are observed. Increased lysosomes (Ly) 

show destruction of membrane frequently 

(arrow head). Condensation of chromatin 

(Ch) are seen in the nucleus(N). x 15000 

Photo 3. A portion of hepatocyte from a rat admini-

stered with BHT 1 hour before the 

treatment of CCI4・Mitochondria(M)shows 

swelling and disappearance of membrane. 

Slight proliferation of SER in the glycogen 

area is observed and the number of micro-

bodies(Mb) increased. x 13000 

Photo 4. A portion of myocardium from a control 

rat. There is shown the arrangement of 

round shaped mitochondria(M) among rna-

ny myofibril. x 14500 

Photo 5. A portion of myocardium from a rat trea・

ted with CCI4・ Somemitochondria (M) 

show lengthened form and high density 

granules (arrow head) are similar to lipo-

fuscin. x 11500 

Photo 6. A portion of myocardium from a rat admi-

nistered with BHT 1 hour before the tre-

atment of CCl4・Smalllipiddroplets (arrow 

head) are adjacent to mitochondria (M). 

x14000 
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クロム鉱さい粉じんのラヴトによミ51か月間持続吸入実験一

吸入後終生飼育ラット呼吸器系の病理学的観察

坂本義光*，神谷信行ぺ池田虎雄ぺ平賀輿吾*

Inhalation Experiments of Chromite Ore Residue Dust to Rats for 1 

Month-PathologicaI Observation of Respiratory System of the Rats kept 

for Lifespan after the Periods of Exposure 

YOSHIMITSU SAKAMOTOぺNOBUYUKIKAMIY A汽 TORAOIKEDA * and KOGO HIRAGA * 

Slc-Wister rats (5-weeks old) were exposed to chromite or巴 residueat 20 mg/m8 for 30 days. 

After the periods of exposure， the animals were transf巴redto barrier-room and kept under observation 

until they died or became moribund. In these animals， histological changes by chromite ore residue 

dust on respiratory system were observed and compared with that of rats exposed to JIS dust No. 11. 

Mean body weight were lower than control and JIS dust group throughout post-exposure peri?ds， 

however the trend of its increasing curve were similar to them. 

Mean lifespan were also similar to the other two groups. 

Histologically， in the chromite ore residue dust group， increase of cell height in tracheal epithelium 

with increase of glands were observed throughout lifespan after th巴periodsof exposure and focal aggre-

gation of large mononuclear cell and polynuclear giar¥t cell were observed from 92nd week of the post-

exposure periods. These changes were not observed in control and JIS dust groups. 

Keywords : Chromite ore residue dust， rat， inhalation toxicity， observation for lifespan 

緒 ー=・日 ち，体重の増加推移，死亡経過，呼吸器系における組織

クロム鉱さい粉じんを 1か月間吸入曝露したラットを 変化について述べる.

曝露終了後パリヤ{動物室に移して飼育をつづけ，鉱さ 実験材料および方法

いの生体への影響について終生に亘って観察をおこなっ 動物は Slc-Wistar系雄ラット， 5週令を用い，吸入

た.そのうち曝露終了後1.3， 6， 12か月日までの結果 実験は 1群20匹として，鉱さい粉じんおよび比較対照と

はすでに報告したり. 鉱さい粉じんを曝露したラットで して JISの試験用粉体 11種(関東ロ{ム〉の 20mg/m8

は，問濃度の関東ロ{ム粉体を曝露したラットに比べ，気 曝露群と，実験室内空気のみの対照群の 3群を設定し，

管粘膜上皮の細胞高の増加や肺実質の損傷を伴なうより 粉じん吸入装置2)を用いて30日間昼夜連続で行なった.

強い変化が観察された.これらの変化は鉱さいの可溶性 実験に用いたクロム鉱さい粉じんのクロム含量は，総ク

成分による直接的な作用によるものであったが，曝露を ロム2.8%，水溶性クロム1.2%であった.鉱さい粉じん

中止することにより，肺実質の変化はとくに悪化するこ とJIS粉体の調整法，化学的性状の詳細，吸入チャンバー

となく回復し，また気管粘膜の変化は終了後12か月でも 内飼育条件については前報3)で示したとおりである.ま

軽減するもののひきつづき認められた.また肺内に吸入 たチャンパー内の粉じんの粒度分布は両群とも 4.7μ 以

された粉じん粒子は終了後12か月を経ても大食細胞に貧 上15%，4. 7~2. 1μ50%， 2.1μ 以下35%であった.

食された状態で肺胞内やリンパ組織内に残存していた. 曝露終了後各群2例を屠殺し，残りをパリヤ{動物室

本報では終了後12か月目以後終生に亙って飼育したラッ に移し， 1ケ{ジに3匹収容して飼育した.曝露終了後

トについて，肺内に残存する粉じんの挙動や，それらに 12か月目 (53週目〉に，各群3例を屠殺した他は，残り

よってひきおこされる組織変化など，終了後の生育過程 15匹については死亡または頻死状態になるまで飼育をつ

における鉱さいの影響の有無を観察し得られた結果のう づけた.吸入曝露期間およびパロヤー内飼育中，クレア

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Fig. 1. Growth Curves of Rats kept for Lifespan after the 1 Month-Exposure 

to Chromite Ore Residue Dust 
(0) Control， (ム)JIS dust No.11 : 20 mg/m3， (口)Chromite ore residue dust : 20 mg/m3 

製固型飼料 CE-2と水道水を自由に摂取させた.体重は で示したように鉱さい群では30日間曝露によって増加が

85週目までは2週間毎に，以後毎週1回測定し，同時に 抑制されたために，終了時他の 2群に比べ小さく，その

ラットの外見，挙動を観察した. 後もその関係が持続しているが，増加の割合には対照お

飼育期間中，死後発見例は各群15例中，対照群7例， よび]IS群と比べ差がないものと思われる.

JIS粉体群5例，鉱さい群 1例であり，その他は頻死屠 一般症状は，とくに鉱さい群のラットで鼻腔および咽

殺例である.頻死屠殺例は，体重の著明な減少，貧血， 喉よりプツフ。ツ，クプクプ，クークー等の音を発生する

四肢の麻揮が見られるラットに注目し，これらが，体温 症状が認められた.この変化は飼育期間中，ほぼ80週目

の低下や刺激を与えても反応せずに横転する等の症状を までの毎回の観察時に常に半数以上のラットに，また80

示した時点を死の直前の状態と判断して屠殺したもので 週以後も，毎回の観察時に認められる頻度は徐々に減少

ある.屠殺法は大腿部動静脈の切断，放血によった. するものの，生存するラットの終生に亘って認められた.

すべての動物について剖検し，剖検後諸臓器を摘出， また，この症状は前報1)で示したように，曝露終了時より

10%緩衝ホルマ y:/液で固定し組織標本を作製した.肺 認められ，終了後26週目までは 1~4例であったが，そ

は絡事与した気管より固定液を1O~12cm 水柱圧で注入， の後増加し， 53週目 (12か月〉までに半数以上のラット

再膨張させて標本を作製した. に認められたものである.飼育期間中以上の症状を示し

結果および考察 ているラットの動作や外見は，特に頻死状態や外部腫癒

1. 体霊および一般症状 Fig.1に曝露終了後109週 の発生している場合を除き対照， JIS群と比べ異常はな

(118週令〉までの各群の体重増加曲線を示した.飼育期 かった.

聞を通して，鉱さい群では対照， JIS群に比べ小さな値 2. 宛亡経過の推移 Fig.2に各群の生存曲線を示し

を示しているが，治加推移の傾向は同様で、あった.前報1) た.対照および]IS群では終了後123週日 (132週令〉ま
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に変化はみられなかった.また平均寿命は， 対照群 112

土15週， JIS群110土16週，鉱きい群11耳土16薄であり骨

群の聞に差はなかったy

でに15匹全例が，鉱さい群では13例が死亡または頻死屠

殺された.鉱さい群の生存曲線の傾向は，飼育期聞を通

して対照， JIS群と同様であり P 死亡経過の推移には特
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Fig.3. Grades of Focal Aggregation of Large Mononuclear Cell and 

Polynuclear Giant Cell in Lung and Survival Time of the 

Rats kept for Lifespan after the 1 Month-Exposure to 

Chromite Ore Residue Dust 

3. 組織学的観察各群の呼吸器にみられた組織変化 るものであった.肺内各気管支における粘膜上皮の細胞

を Table1にまとめて示した.そのうち気管粘膜の変化 高の増加も，後述する大単核細胞の集族がみられた鉱さ

と，大単核細胞や多核巨細胞の集族は鉱さい群のみに認 い群で多く， また対照群や]IS群でも顕著な出血，水

められた変化であった. 腫やその他炎症性変化によく伴なってみられたが，気管

気管における変化は粘膜上皮の細胞高の増加が鉱さい 粘膜上皮の変化は，以上の肺実質の変化とは必ずしも

群のほぼ全例で認められ，主に喉頭に近い部位の粘膜上 一致しなかった.気管における変化は前報1)で示したよ

皮にみられた.またその多くが同じ部位に存在する気管 うに，曝露終了時より認められ，終了後3~6 か月目で

腺の増加を伴なっていた.これらの変化は軽度なもので 程度が強く， 12か月目 (53週目〉では軽減するもののひ

あったが，肺に出血をみた例では程度が強くなっていた. きつづきみられた変化であった.さらに今回の観察結果

しかし対照群では，出血をみた例では特?と変化はなく， より，この変化が終生飼育ラットにおいても見られたこ

気管粘膜上皮の中等度の細胞高の増加は3 甲状腺痛によ とは，鉱さい成分の直接的な作用によって生じたt変化
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が，慢性的な変化として残っているものと考えられ，肺

日包領域に比べ，気管の喉頭に近い部分がより粒径の大き

い，高濃度の粉じんに曝露されたことを示唆するものと

考えた.また前述した呼吸の際にきかれたプツプツ，グ

ーグ「グプクプ等の音は，以上の呼吸器症状を反映し

たものと思われる.

大単核細胞や多核巨細胞の集族も鉱さい群にのみ認め

られた変化であった.集族巣は細気管支末端の気道内や

周辺の肺胞内に主に存在しでいた (Photo1)， 主に集

族巣を形成する大単核細胞は，細胞質が多い円形または

多角形の細胞で，細胞質はエオジン好染性のものからヘ

マトキシリ γでやや青色を帯びているものまでみられ，

泡沫状であった.また多核巨細胞は，数個から十数個の

核が細胞質の辺縁に輪状や馬蹄状に配列していたり，ま

たは一部分に密に集まっていて，細胞質はエオジン淡染

で泡沫状であった.巨細胞は集族巣内だけでなく遊離の

状態でも存在していた.集族巣は初期には大単核細胞が

まばらに集っている状態であるが，しだいに巨細胞も出

現し，大きさを増し，程度の強い例では結節状をなして

いた (Photo2)，集族巣の周囲には線維の増生は認め

られず，内部に粉じんの存在はわずかにみられる場合も

あるが，多くはほとんどみられなかった， Fig.3にこの

変化の程度と，ラヅトの生存期聞を示した.変化は92週

令より15例中 8例にみられたがその程度と生存期間には

特に関係は認められず，この変化が死因となるものでは

ないと考えられた.また各ケ{ジ内での変化の出現およ

び程度は，ケ{ジによって一定の傾向はなく，この変化

が感染性のものではないと思われた.図示したように全

く変化の見られなかった7例中4例は，いわゆる単核球

白血病例であり，肺胞壁に白血病細胞の浸潤を見た例で

ある (Photo3)，また程度の強い例では，顕著な限局性

出血を伴なった例であり，この変化の出現や程度が他の

病変によって影響されうるものと思われた.

ベリリウムの曝露によって生じる慢性的な病変でも，

大核細胞や巨細胞の築後がおとりさらには肉芽腫の形成

が，曝露後数か月ないし数年以後に緩徐に発現すること

が知られているh日.しかしこのような変化は，ベリリウ

ムによる病変に特徴的なものではなく，慢性的な炎症反

応のーっと考えられている.前報1)で示したように，鉱

さい群では，終了時肺胞上皮の剥離，肺胞壁の非薄化，大

食細胞等の崩壊残澄と思われるタンパグ様物質の肺胞内

の蓄積などの変化がみられた.それらの変化は，鉱さい

の可溶性成分による直接的な作用と考えられ，曝露を中

止することにより，その後とくに悪化することなく軽減

し，終了後3か月(13週間〉までには対照と同様で異常

はなくなった.今回観察された終了後80週を経て新たに

生じた変化と終了時における変化や鉱さいの作用との関

係の有無については推論で、きなかったが，クロムが大単

核細胞の集族や多核巨細胞の出現を促すという事はま日ら

れていない.

粉じん粒子は，終生飼育ラヅトにおいてもなお肺胞内

に残存しており，終了後12か月 (53週〉と同様，それら

は大食細胞に貧食された状態で姉胞内やりンパ組織中に

集まって存在していたが，その周聞にはとくに線維の増

生や前述した細胞の集族巣が特に多くみられるという像

は認められなかった (Photo4)， 

以上示した結果のうち，大単核細胞の集族や多核巨細

胞の出現が，終了後12か月では見られず，それ以後生存

したラットに発現したこと，細気管支末端部および周辺

によく見られること，白血病のような強い病変を伴なう

場合には全く認められないこと等，この変化のなりたち

を考えるうえで興味ある知見と思われ，現在行なってい

る2年間長期吸入実験の結果において確認し検討を加え

たい.

各群に共通して見られた変化のうち肺胞蟹の石灰化は

]IS群で例数が多く，程度も強かった.鉱さい群では 1

例に認められた.程度の強い例では，石灰化した姉胞壁

の崩壊により，肺胞腔は拡張していた.またこの様な変

化を示したラットでは，剖検の際，肺は胸腔を開いても

収縮せず，表面はざらざらしていて，やや硬い海綿状で

あった.その他大動脈はセルロイド様で，大腿骨はもろ

く折れやすく，副甲状腺もやや大きくなっているのが観

察された.肺やその他軟部組織への石灰沈着または石灰

転移は，加令ラットにおいてみられる，いわゆる腎症の

顕著な例でおこることが知られている町. 本実験におい

てこの変化が，カルシウム含量の少ない]IS群で多くみ

られ，含量の多い鉱さい群で少なかったことは，体内に

取り込まれたカルシウム量の多少が，腎症の発現や，そ

れによる二次的な軟部組織への石灰沈着と，どのように

関係するかは，鉱さいの生体への影響のーっとして，興

味ある問題であり，今後の課題として，終生飼育ラヅト

について，腎臓や副甲状腺の組織変化や，肺以外の組織

での石灰沈着の状態について検索を行う予定である.

その他，各群に肺胞壁における細胞の非腫湯性の増生

や，限局性の肺炎が認められたが，前述の肺胞壁の石灰

沈着と同様いずれも加令にともなってよくみられる変化

であり，特に鉱さい群で顕著にみられた変化ではなかっ

た.騒湯は，対照群で甲状腺癌の転移性のものが 1例認

められた他は，鉱さい群における腫湯の発生はなかった.

また各群にほぼ同様な割合で白血病細胞の浸潤がみられ
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た.

まとめ

クロム鉱さい粉じんを 20mg(m3の濃度で 1か月間曝

露したラットを，曝露終了後バリヤー動物室に移し，死

亡または頻死状態になるまで飼育を続け，終了後のラッ

トの生育過程におよぼす鉱さいの影響について観察し

た.得られた結果のうち，体重，死亡経過の推移，呼吸

器系の組織変化について示した.体重は対照，JIS群に

比べ，飼育期聞を通して小さかったが，増加の割合には

差がないようであった.死亡経過の推移も他の群と同様

であって特に変化はみられなかった.各群の平均寿命も

同様であった.呼吸器系にみられた組織変化はいわゆる

加令に伴なってよく見られる変化が，各群に共通して認

められた他，鉱さい群では，気管腺の増加を伴なった気

管粘膜上皮の細胞高の増加，および細気管支末端部やそ

の周辺での大単核細胞や多核巨細胞の集族が認められ

た.気管における変化は曝露時に生じた変化が慢性的に

終生に亘って残っているものであり，大単核細胞などの

集族は，曝露終了後1年半以上生存したラットに新たに

生じた変化であった.以上の変化は，いずれもラットの

寿命に影響するものではなかったが， 20mg(m3で30日

間曝露によって吸入された鉱さいの影響は曝露を中止す

ることにより取り除かれることなく，終生に亙って残存

することを示唆するものと思われる.

(本報告の概要は毒科学会第8回昭和56年6月で発表

した〉
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Explanation of Plates 

Photomicrographs were prepared from section of 

lung stained with hematoxylin and eosin. 

Photo 1. Aggregation of dust-b巴aringmacrophages 

in alveoli (1eft part of field) and aggregation 

of large mononuclear cel1 and polynuclear 

giant cel1 in respiratory bronchiole (right part 

of field) in lung of the rats lived for 92 

weeks after the periods of exposure( x 100) 

Photo 2. Nodular aggregation of large mononuc1ear 

cel1 and polynuclear giant cel1 in lung of the 

rats lived for 123 weeks after th巴 periodsof 

exposure (x 100) 

Photo 3. Slight infiltration of mononuclear leukemic 

cells in lung of the rats lived for 95 weeks 

after the periods of exposure (x 100) 

Photo 4. Aggregation of dust-bearing macrophages 

in alveoli in lung of the rats lived for 118 

weeks after the periods of exposure. (x 100) 
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クロム鉱さい粉じんのラ'"トによる7日間持続吸入実践 (第2報〉臆器中クロムの分析

神 谷 信 行 事 ， 坂 本 義光*，中尾順子夫平賀興吾*

Inhalation Experiment 01 Chromite Ore Residue Dust to Rats lor 7 Dayo (11) 

Analysis of Chromium in Rat TiBsues 

NOBUYUKI KAMIY AへYOSHIMITSUSAKAMOTO*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Keywordo:グロム鉱さい粉じん chromiteore residue dust. 

ム漫度 chromiumconcentration 

緒言

粉じんとして経気遣により摂取されるクロム鉱きいの

生体におよぽす影響を観察するために，当部では粉じん

吸入実験装置りを製作し，ラットによる昼夜連続の持続

虫入実験を行っている.

グロム化合物については従来からクロム酸塩製造工場

従業員に肺ガンの発生率が高いことから，その発ガン性

が注目され，各種クロム化合物の粉体について吸入装置

を用いた曝露底入実験が行われている2・ω. しかしこれ

らの実験は労働環境を反映した聞けつ曝露実験であり，

また病理学的変化の観察が主で，曝露濃度，期間と臓器

中グロム漫度との関係についての報告は少ない~) 著者

らは既に28日間. 3か月間の持続吸入実験を行いその結

果を報告したトη. 本報ではより短い期聞における臓器

中クロム積度の変化を観察するために.7日間の持続般

入実験を行ったので報告する.

実肢材料および方法

1. 吸入実融

動物 Slc-wistar(SPF) ラットの雄を4週令で購入

し. 7日間予備飼脊後，順調な発育を示した体重100-

120gのものを用いた.

粉じん クロム鉱さい粉じんは投棄地区より採取した

鉱さい塊をボールミル(八IfradFritsch Co.)で約8時

間粉砕，分儲して調整した.粉じんに含まれる主な成分

はTab!e1に示した.

投与方法 既報1)の粉じん般入実験装置により，実験

室内空気のみのコ ントロール群とクロム鉱さい粉じん20

mg/m3曝露群の2群を設定し， 昼夜連続で7日間持続

lYl入を行った.阪入チャ γパー内の環境条件は，温度25

-260• 湿度50......60%. 換気回数9RPH(lOOml/min)， 

照明6-18時に調整，飼料は CE-2(日本クレア).飲料

ラヲト rat， 底入毒性 inhalationtoxicity，クロ
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(戸:Water soluble Cr 
Atomic Absorption Spectrophotometry 

Tab!e 2. Particle Size Distribution in 
Inhalation Charnber 

Sampler Diameter Weight percent 

Stage μm (%) 

。 >11.0 1. 21 

1 11.0ー 7.0 2.14 

2 7.0 - 4.7 11.08 

3 4.7 - 3.3 23.20 

4 3.3 - 2.1 26.27 

5 2.1 - 1.1 20.08 

6 1.1 - 0.65 11.侃

7 0.65-0.43 2.46 
8噂 0.43> 1.20 

8・:Filter 

水は水道水をそれぞれ自由に摂取させた.吸入テャ γパ

ー内の粉じんの粒子径分布はTable2に示した.

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1. Hyakunincho 3 chome. Shinjuku.ku. Tokyo， 160 Japan 
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Table 3. Analytical Condition for Chromium 

by Atomic Absorption Spectrophotometry 

Instrument PERKIN-ELMER AA-4000 

Graphite Furnace HGA-400 

Auto Sampler AS-40 

Instrumental Parameters 

Wavelength 357.9nm 

Spectral Bandwidth 0.7nm 

Light Source Hollow Cathode Lamp 

Lamp Current 10mA 

Background Correction D2 Lamp 

HGA Parameters 

Step DRY CHAR ATOM 

Temp. 100 110 1000 2300 

Ramp (sec.) 15 15 20 。
Hold (sec.) 15 5 25 6 

Gas Flow(mljmin.) 300 300 300 60 

CLEAN 

2400 

1 

3 

300 

曝露開始直前および開始後 1日目， 3日目， 7日目に の臓器と比較して非常に高い値を示し，曝露開始前は

動物の体重を測定し，大腿部動静脈を切開，採血し，屠 0.02μgjgであったが， 開始後 1日目 8.1μgjg，3日自

殺後，肺，腎臓，肝臓，牌臓の各臓器を摘出，秤量後， 14.3μgjgで， 7日自には27.1μgjgに達した.腎臓も肺

とれら臓器，血液中のクロム濃度を原子吸光法で測定し と同様に高い率で増加し，曝露開始前は 6.5ngjg，開

た. 始後1日目 95.3ngjg，3日目 192.5ngjg，7日自には

2. クロムの測定 357.1ngjgに達した.これに対して肝臓は曝露開始前で

試薬 硝酸は有害金属測定用，過酸化水素水は電子工 5.2ngjg，開始後 1日目 28.7ngjg，3日目36.4ngjg，7 

業用，クロム標準液は原子吸光分析用標準溶液をそれぞ 日目 42.0ngjgとゆるやかな増加を示し，また血液も曝

れ用いた.水は石英二段蒸留装置(藤原製作所〉で再蒸 露関始前3.9ngjg，開始後1日目 13.8ngjg，3日目26.0

留したものを用いた ngjg，7日目 40.2ngjgで肝臓と同様の増加傾向がみら

操作摘出臓器および血液は，洗浄済ピーヵー引に入 れた.

れ，ホットプレ{ト上約 900で乾燥，放冷後，硝酸 2mlを 一方牌臓は曝露開始前 12.3ngjg，開始後1日目 42.1

加えて 1日放置じた後，ホットプレ{ト上で徐々に加熱， ngjg， 3日目40.3ngjg，7日目44.7ngjgと開始後 1日

溶解させ，放冷後，過酸化水素水1mlを加え，突沸を防 目ではやや増加したものの，その後7日目までは大きな

ぐためにゆっくり温度を上げて加熱を続けた.分解が不 変化は示さなかった.コントロール群の測定値は1日目，

完全であれば，さらに硝酸1ml，過酸化水素水 O.5mlを 3日目， 7日自のそれぞれで曝露開始前のf直と差はなか

追加し，淡黄色透明の液となるまでこの操作をくりかえ った.

した.分解終了後，放冷し，再蒸留水で一定量として試 一般に経気道により摂取された粉じんの肺内への進入

験溶液とした.7JJjに試薬のみを用いて同様に操作した空 は，粒子径によって大きく影響されるが，本実験におけ

試験溶液を調整した. る粉じんの粒子径分布は Table2に示したように約35%

原子吸光法による測定条件，装置はTable3に示した. が肺内まで、達したと考えられるの. ただし昼夜連続の全

結果と考察 身曝露であるため，体外部や飼育ケージに附着した粉じ

臓器および血液中の湿重量あたりのクロム濃度の経時 んがある程度経口摂取された可能性があり，その点を考

的変化をFig.1に示した.ただし肺は μgjg，他の臓器， 慮する必要がある.

血液は ngjgで示した.また同様の曝露条件で前回行っ 以上の債を各臓器について 28日間持続吸入実験の結

た28日間持続吸入実験の結果6)を参考値として記した. 果6)と比較すると，肺，腎臓は28日目でそれぞれ68.5pgj

すべての臓器，血液でクロム濃度は曝露期聞に応じて g，803.7ngjgとなり 7日目までと同様に非常に高い増加

増加傾向を示した.特に肺は直接曝露を受けるために他 率を示した.特に肺はつぎに濃度の高い腎臓の約75~85
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Fig.1. Chromium Concentration in Lung， Kidney， Liver， Spleen 

and Blood of the Rats exposed to Chromite Ore Residue 

Dust at 20 mg/m3 for 7 Days 

(・)Lung， (A) Kidney， (・)Liver， (0) Spleen， (ム)Blood 

Each points represent the mean of 8 rats except for rats， 
from 28 days-inhalation experiment， are shown by mean of 10 rats 

の高い値を示したが，これは鉱さい中の不溶性のクロム く， 28日自に273.7ng/gと顕著な増加を示した.これは

化合物が他の臓器へほとんど移行することなく蓄積され 赤血球の破壊による血球成分の残留や網内皮系の作用に

たと考えられる.鉱さい中の不溶性のクロム化合物は主 よると思われ，また3か月持続吸入実験6)では粉じんの

に酸化第ニグロム(Cr203)であるわが， Morrowらはこ 曝露濃度が 10mg/m3 と本実験の半分であったが，その

の酸化策ニクロムの肺における生物学的半減期は 200日 際の腎臓の濃度とほぼ同じ債を示し (1480ng/g)，牌臓に

以上と報告している回. またクロムは主に尿へ排池され おけるクロムの蓄積性が考えられた.

ることから腎臓中のクロム濃度の場加はその排准経路と 肝臓，血液は28日目でそれぞれ 38.8ng/g，39.5ng/g 

して理解されるが，曝露終了後数ヶ月を経ても，腎臓中 でともに7日目の値と有意な差はなく， 7日目でほぼー

のクロム濃度は比較的高い値を示す引ことより，排准経 定の値に達した.

路のみでは説明できないように思われる. まとめ

牌臓でのグロム濃度の経時的変化は特徴的で曝露開始

後1日目でやや増加したがその後7日目までは変化がな

経気道進入によるクロム鉱さい粉じんの生体におよぼ

す影響を調べる目的で，粉じん濃度.20mg/m3 で吸入チ
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ャシバ{内のラットに 7日間昼夜連続で曝露し，曝露開

始前，開始後 1日目， 3日目， 7日自における臓器，血

液中クロムの経時的変化について検討した.

グロム濃度は肺，腎臓で高く，しかも曝露期聞に応じ

て非常に高い増加率で上昇した. 特に肺の上昇は著し

く，鉱さい中の不溶性のクロム化合物の肺への蓄積のた

めと思われた.牌臓は曝露開始後 1日目にはやや上昇し

たが，それ以降7日目までは変化がなかった.しかし28

日間， 3か月間の持続吸入実験の結果5，6)では非常に高い

債を示しており牌臓でのクロムの蓄積性が示唆された.

肝臓と血液は漸増で， 7日目にはほぼ一定値に達した.
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Hematological and Histopathological Studies of Rats Fed with Acetaminophen 

YUKIE T ADA *， T AKASHI FU]II*， NOBUT AKA FUKUMORI汽 YOSHIMITSUSAKAMOTOヘ
HISATOSHI MIKURIYA*， NORIO YANO*， KATSUHIRO YUZAWA*， AKEMICHI NAGASAWA* 

and KOGO HIRAGA * 

Keywords:アセトアミノプ:r.:/ Acetaminophen， ラット Rat， ~:/パ球減少症 Lymphopenia， 血小板減少症

Thrombocytepenia 

緒言

アセトアミノフェン〈以下 AAPとする〉はアセトア

ニリド，フェナセチンの代謝産物で，解熱・鎮痛効果を

現わす本態と考えられ，作用が穏やかで副作用の少ない

薬物として現在広く使用されている口.アセトアニリド，

フェナセチンでは溶血性貧血，メトヘモグロビン (Met-

Hb)血症が発現するとの報告があり， AAPでは軽度の

Met-Hb血症，好中球減少症が発現するとの報告があ

る1，2>.当部において，長期毒性試験のための前段階とし

てAAPの1，3， 6， 9，12日間投与試験を行ったところ，

ラットの末梢血中で白血球数(リ γパ球〉および血小板

数の減少が認められた町.この変化に着目し，今回は 9，

12日間投与の検索結果とを合わせ考察を加えた.またラ

ットの肉眼的・組織学的検索を行い，造血器系における

障害と末梢血での変化との関連性とを検討した.さらに

AAP 6日間投与のラタトについては添加飼料を与えた

後普通飼料に切り換え，障害の経過を観察した.

実験材料および方法

試料 日本クレア株式会社製粉末試料(CE-2)にAAP

を5%の濃度で添加し，混合した後固型飼料とした.

実験動物・飼育環境 日本チヤ{ルス・リバー株式会

社生育の F344ラット雄を4週令で購入し， 前面および

床面が網のステ γレス製ケージに対照群は6匹， AAP 

投与群は5匹ずつ収容し，自動給水装置く細菌ろ過器経

由〉付ベルト式飼育架台で飼育した.飼育室の条件は，

室温 25土 1'C，湿度50~60%，換気回数毎時 10回，照明

時間午前6時~午後5時である.

実験方法表1に示すようにラットを対照群 (C: 1 

群6匹)，投与群(T: 1群 10匹〉の各グループに分け，

AAPの投与期間(1， 3， 6， 9， 12日間〉の相違により

それぞれ 1C.IT~12C ・ 12T とした. 飼料は水と共に

自由摂取させた AAPの6日間投与群については，添

加飼料を6日間摂取させた後普通飼料に換え 7日間およ

び14日間飼育した. それぞれ 6T-7C， 6T -14Cとし，

6C-7C， 6C-14Cは各対照群である.

体重・摂餌量:測定は毎日午前 9 時~10時に行い，摂

餌量はケ{ジ毎に飼料投与量と 1日経過後の残余量との

差を求め，ラット 1匹当りの値で示した.

血液学的検索:投与期間終了後，ラットを無麻酔下で

Table 1. Experimental Design 

No. of Time on study 
Group rats Treated Untreated 

1C 6 。 1 
1T 10 1 。
3C 6 。 3 
3T 10 3 。
6C 6 。 6 
6T 10 6 。
9C 6 。 9 
9T 10 9 。
12C 6 。 12 
12T 11 12 。

6Cー7C 6 。 13 
6Tー7C 10 6 7 

6C-14C 6 。 20 
6T-14C 10 6 14 

Tr巴ated:Feeding with the diet containing 5.0%AAP 
Untreated : Feeding with the standard diet 

本東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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解剖j台に固定し，大腿動静脈を切断し，最初の 2~3 滴

を捨て，その後の放血液を用いて以下の検索を行った.

赤血球数 (RBC)，白血球数 (WBC)，ヘモグロビン量

(Hb)，ヘマトクリ γ ト値(Hct)，平均赤血球容積(MCV)，

平均赤血球ヘモグロビン量 (MCH)，平均赤血球ヘモグ

ロビン濃度 (MCHC)はへパリンナトリウム処理血液を

用い CoulterCounter Model S (Coulter Electric社

製〉にて測定， メトヘモグロビン量 (Met-Hb)はクエ

ン酸ナトリウム処理血液を用い Evelynand Malloy変

法4)により測定， 血小板数 (Pl)は直接流出した血液を

硫酸マグネシウム水溶液に浸したガラス擦で採取し，

Fonio法により測定した町.また血液塗抹の May.Grun.

wald染色標本により血球の形態観察および白血球百分

率を算定した.

トキシリ γ ・エオジン重染色標本とし，光顕的観察を行

った.

実験結果

病理学的検索:放血，致死させたラットを解剖し肉眼

的観察を行い，各器官・組織を摘出し10%緩衝ホルマリ

ン液にて悶定，定法に従いパラフィン切片を作製，ヘマ

体重・摂餌量表2に示したように，対照群は順調な

体重増加を示した.投与群では体重の減少がみられ，投

与6日で体重は初期値の65%に低下し， 12T.群に 1例の

死亡がみられた.投与9日で 9T群に 1例， 12T群に4

例の死亡がみられ，投与12日で12T群の生存ラットは3

例となり，体重は初期値の57%に低下した.6T-7C群お

よび6Tー14C群では添加飼料を普通飼料に換えた後顕

著な体重増加がみられ，普通飼料摂取後5日で初期の体

重値に回復し，その後も増加を示した.回復期の体重増

加率は対照群よりも高い値を示した.摂餌量は投与群で

極端な低値を示し，特に投与後 1~3 日は摂食拒否が顕

著にみられ，平均 1.1g/Ratであった.対照群の12.1g/

Rat と比較すると 1/10以下の量である.投与 6~9 日で

Group 

1C 

1T 

3C 

3T 

6C 

6T 

9C 

9T 

12C 

12T 

6Cー 7C

6T-7C 

6C-14C 

6T-14C 

Table 2. Body Weights and Food Intakes of Rats Treated with AAP 

Initial No. 
of 
rats 

6 

10 

6 

10 

6 

10 

6 

10 

6 

11 

6 

10 

6 

10 

Tirne on study (Days) 

。 1 

112土8叫 115土8
12.5b) 

112土5b) 97土5*
0.7 

3 

106土3 109土3*113土3
12.1 11.5 

107土4 94土3* 83土3*
0.7 0.9 

6 

108土3 111土4 116土6 127土8
11.8 11.3 12.8 

107土2 93土6* 81土5* 69土4*
0.7 0.3 2.6 

9 

110土5 116土5 121土7 133土7 149土9
13.3 11.0 14.0 15.8 

112土4 97土4* 85土3* 72土2* 70土4*(9)0)
0.8 0.8 4.5 4.2 

12 

109土6 113土7 116土7 129土9 143土9 159土10
13.1 11.6 13.6 14.3 15.8 

105土9 91土8* 80土7ネ 69土7*M67土7*(6)64土7*(3)
ー_d)

13 

108土4 112土5 118土5 130土5 147土4 163土4 167土5
12.8 12.3 13.5 14.8 15.8 16.1 

108土3 93土3* 82土3* 70土3* 90土6* 112土7*119土6*
1.1 1.2 2.8 10.4 .15.6. 16.6 

15 18 20 

107土6 111土6 117土8 128土9 142土10 158土11161土11168土11179土11188土12
12.3 12.1 13.6 14.0 15.1 16.0 15.1 14.1 15.1 

106土4 91土2* 80土3* 67土2* 90土4本 112土5キ 119土5*132土6*145土6*162土7*
1.3 '1.3 3.110.2.15.517.615.915.014.7 

a) Body weights (g): Mean土 S.D.， b) Food intakes (g/ratjday) : Mean土S.D.

c) No. of rats， d) Not w巴ighingon account of increase of rnortality rate 

ホ P<0.05in cornparison with control value 
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Table 3. Hematological Findings 

Group No. of RBC Hb Hct MCV MCH MCHC Met-Hb 
rats (106jcmm) (gjdl) く%) (cp.) (μμg) く%) く%)

1C 6 7.22土0.511)16.8土0.7 43.5土2.7 60.6土0.8 23.6土0.7 38.7土0.9 0.51土0.08
1T 10 7.98土0.46 18.4土0.3 48.5土2.5 61. 3土0.4 23.3土1.0 36.8土3.6 0.52土0.10

3C 6 7. 72土0.22 17.2土0.2 46.5土1.0 60.8土0.7 22.5土0.7 37.0土1.0 0.53土0.11
3T 10 8.75土0.31 19.9土0.6* 53.7土1.9* 62.0土1.4 22.9土0.5 37.0土0.7 0.60土0.18

6C 6 8.22土0.41 18.6土0.7 48.9土2.8 60.0土1.6 22.7土0.6 38.0お1.4 0.50土0.08
6T 10 8.24土0.48 18.5土0.5 47.0土2.9 57.1土0.8 22.5土1.1 39.4土2.0 0.48土0.09

9C 6 6.84土0.19 15.0土0.2 39.1土0.6 57.1土0.9 22.0土0.5 38.4土0.6 0.50土0.09
9T 9 8.24土0.72*17.2土1.4* 46.1土4.4* 56.0土1.1 21. 0土0.7* 37.5土1.2 0.50土0.09

12C 6 6.64土0.22 15.4土0.2 37.9土1.2 57.5土0.5 23.4土0.7 40.6土1.1 0.45土0.07
12T 3 

6Cー 7C 6 6.85土0.26 15.4土0.2 39.6土1.3 58.1土0.7 22.7土0.7 38.9土1.0 0.48土0.10
6T-7C 10 6.75土0.29 15.1土0.4 38.8土1.4 58.0土0.4 22.7土0.5 38.9土0.9 0.48土0.10

6C-14C 6 7.40土0.18 16.2土0.3 41. 7土0.8 56.8土0.7 22.1土0.3 38.8土0.6 0.53土0.09
6T-14C 10 6.73土0.21*14.8土0.2* 38.7土1.0* 58.0土0.6* 22.2土0.4 38.1土0.6* 0.58土0.09

WBC 

Percentages of Pl 
Total (l04jcmm) 

(l03jcmm) Neutro. Lympho. Eosino. Mono. 

1C 6 7.25土1.80 8.3土 3.8 90.6土 3.9 0.8土 0.7 0.1土 0.4
1T 10 6.26土0.99 16.6土 3.8* 82.6土 4.0* 0.6土 0.6 0.2土 0.6

3C 6 7.87土0.78 6.0土 3.6 93.6土 3.3 0.3土 0.8 。 108.7土2.5..4
3T 10 8.58土1.48 6.7土 3.1 92.6土 3.8 0.5土 0.8 0.2土 0.4 94.2土16.2*

6C 6 8.23土0.92 5.6土 3.2 93.1土 3.6 0.3土 0.5 0.5土 0.8 100.2土38.3
6T 10 7.00土1:18* 18.3土 7.9* 81. 0土 8.0* 0.1土 0.3 0.3土 0.5 5L2土 9.6*

9C 6 8.33土0.53 7.8土 3.9 91. 6土 3.8 0.1土 0.4 0.1土 0.4 109.2土22.6
9T 9 4.89土1.36* 44.3土 9.9* 54.2土 8.6* 。 0.1土 0.3 6.3土 2.7*

12C 6 8.42土1.13 8.0土 2.7 90.3土 3.8 0.3土 0.5 1.0土 0.8 94.8主29.6
12T 3 

6Cー 7C 6 8.23土0.51 6.6土 2.2 93.3土 2.2 。 。 120.7土30.5
6T-7C 10 5.82土1.13* 29.9土 7.6* 67.8土 7.9* 0.9土1.1 1:0土1.0 113.8土55.1

6C-14C 6 7.45土1.11 10.3土 5.9 89.0土 6.1 0.3土 0.8 0.3土 0.5 78.0土16.9
6T-14C 10 5.70土1.00* 17.5土 5.9* 81. 2土 6.3 0.4土 0.5 0.7土 0.9 110.2土30.6*

1) Mean土 S.D.， * P<0.05 in comparison with control value 

は若干の増加がみられ3.7g/Ratであった.6Tー7Cおよ

び6T-14C群では添加飼料を普通飼量に換えた後摂餌量

の増加がみられ， 1~3 日は対照群と比較しやや低値を

示したが，それ以後は対照群と同様の値を示した.

血液学的検索 表3に示したように，投与群で WBC

の減少が顕著にみられ，減少は投与期間に比例して程度

を増し， 9T群では 9C群の60%の値を示した.血液塗

抹標本における白血球百分率の算定では，投与群でリン

パ球の比率の減少および好中球の比率の増加が認められ

た.白鳳球百分率 (%)xWBCで求めた実数値の比較に

おいても投与群でリンバ球の減少および好中球の増加が

認められた.RBC， Hb， Hctは6・9T群で軽度の増加

がみられたのみで，顕著な変化は認められなかった.Pl 

は投与群で顕著な減少がみられ6T群は6C群の50%，

9T群は 9C群の 5%の値を示した. 6Tー7C群および

6T-14C群では WBC，PJとも急激な回復を示し， WBC 

は6T-14C群で6C-14C群の70%の値を示した. Plは対

照群と間程度に回復していた.また塗抹標本により血球

形態を観察したが， 異常は認められなかった. Met-Hb 

の増加および減少はみられなかった.

病理学的検索 肉眼的検索では，対照群に比較し投与

群で各器官が著しく小さく，牌臓・胸腺では特に顕著で

あった.光顕的検索では，牌臓，胸腺，骨髄， リシパ節

肝臓など造血に関連する器官・組織を中心に観察した.

表4に示すように牌臓では 6T群で軽度の，9・12T群で

一中等度の萎縮がみられ，被膜の肥厚および徽襲形成が認

められた.また9・12T群で牌小節のリンパ球の減少が

みられ皮髄境界が不明瞭となり， 3・6・9・12T群で巨
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Microscopical Findings Table 4. 

grade 
_1) 6 

+一
+ト-

Extramedul1ary hematopoiesisー
+ 
+十

Decrease of megakaryocytes -
+ .-!t 

1C 1 T 3C 3T 6C 6T 9C 9T 12C 12T 6C-7C 6T-7C 6C-14C 6T..，.14C 
6 10 6 10 6 10 6 9 6 3 6 10 6 10 

Group 
No. of rats 

Spleen 
Atrophy 8 

2 
6 7 

3 
6 

3 
6 3 

6 
6 8 

2 
6 10 6 10 

1
9
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8
2
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10 
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噌
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10 3 10 

Thymus 
Atrophy 9 

1 
6

一一
5
1

一

噌

i
q
o
n
o
n
u‘，a山

6 

一一
3

3

一一

6 

9 

9 

6

一一
2 
8 

6

一一
7
3

一

6 10 6 
一
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朴

Ecchymosis in medul1a 8 
2 

4 
2 

5
1

一

5
1

一

10 10 5 
1 

10 5 
1 一

+
朴

10 6 10 6 
3 

6 
9 

6 4 
6 

6 

3
3

一

10 6 

4 
2 

10 

3 
7 

6 

6

一一

+ 
十十

Necrosis of thymic cel1s 

Bone Marrow 
Decrease of myeloid tissue 
in femur 10 

10 

6

一一
6 

一8
2

m

6 

6

一一

3 

6 

9 

6 

6 

一6
4
1
4
5

6 

。L
E
U
q
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一一日
4
2

一

1 
9 

6 

一+H廿
Congestion 

3 一5
4

一
+
件

。ー:No change， +: Slight changes， 十十:Moderate changes 

形成し，萎縮と恩われる変化を示した. 6 T群で骨髄細

胞の減少は顕著となり，髄腔では赤血球に混在して骨髄

細胞がわずかに認められた.骨内膜に接した部位では骨

髄細胞がかなり認められた.9・12T群でうつ血は軽度と

なり，骨髄細胞の減少はさらに顕著となり，髄腔では細

網基質の不整形な網目構造が目立つた.骨髄細胞は骨内

膜に接した部位でわずかに認められた. 6Tー7C群およ

び6T-14C群では 6T群でみられた変化(骨髄細胞の減

少，脂肪細胞の輪郭不明瞭など〉はみられず，対照群と

比較し脂肪細胞の増加が認められた.肝臓および副腎で

は髄外造血はみられなかった.リンパ節は切片上の組織

が少なく，観察および比較が困難であった.

考察

血液学的検索の結果， AAP投与群のラットの末梢血

でリソパ球減少，血小板減少，好中球の軽度な増加が認

められた. リソパ球減少は牌臓のリンパ小節の萎縮およ

び胸腺の萎絡により発現したものと考えられる.また血

小板の減少は牌臓の萎縮および骨髄での骨髄細胞減少に

より発現したものと考えられる.末梢血で好中球の増加

傾向がみられ，貧血がみられなかった点に関しては，骨

髄で骨髄細胞の減少がみられた事から，血球が抵抗性を

核球の減少がみられた.対照群の全例および 1T群の10

例中9例(以下9/10とする〉で髄外造血がみられたが，

3・6・9・12T群では観察されなかった. 髄外造血巣の

細胞は赤芽球系細胞が大半を占め骨髄球系の細胞はわず

かであった.またへそジデり γの沈着は対照群，投与群

で差がみられなかった.胸腺では 3T群で3/10に萎縮が

みられ，皮質の巾の減少およびリシパ球の減少が認めら

れた. 6T群で委縮はさらに顕著となり皮髄境界が不明

瞭となった.また髄質では萎縮によりエオジγ淡染の線

維が増生している像が観察された.6・9・12T群の皮質

および髄質で， Y:/パ球・細網細胞の壊死が認められ

た. 6Tー.7C群では個体によりかなりのパラツキがみ

られ，対照群と同程度，皮質および髄質全体をリソパ球

が充たす， 12T群でみられたと同様の萎縮を示すなど様

々の変化が観察された.6T-14C群では1/10に胸腺全体

をリンパ球が充たす変化がみられ， 9/10は対照群と同様

であった.骨髄では3T群で9/10にうっ血がみられ，7/10

に骨髄細胞の減少が認められた.対照群では骨髄細胞が

島状に存在したが，投与群ではこの傾向がみられず細胞

は個々に離れて存在した.また成熟段階初期の細胞の減

少が目立ち，脂肪細胞は輪郭が不明瞭で細胞膜が鍛援を
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増し牌臓での血球破壊が抑制されたとの可能性が考えら

れ，牌臓およひや末梢血塗抹標本の検索を行った.牌臓で

のへモジデリシ沈着は対照群と同様に観察され，また血

球形態にも呉常はみられず，牌臓での血球破壊は対照群

と同様に起っていたものと考えられる.骨髄で血球の産

生が低下した場合，末梢血においても貧血および好中球

の減少がみられるのが通常であるが，今回の検索では観

察されなかった.この機構は明らかではないが，骨髄の

骨内膜に接した部位に骨髄細胞が残存し，添加飼料を普

通飼料に換えたラ y トで骨髄組織の回復が短期間にみら

れた点から， AAP投与のラットにおいても骨髄は廃絶

の状態になく，血球産生の機能を残存させていたものと

推測される.

AAP投与群のラットの末梢血でみられたリンパ球・

血小板減少の原因として， 1) AAPの作用， 2)摂餌

量の低下が考えられる.Starvationの際は骨髄の低形成

がみられ，末梢血中の白血球数が減少するとの報告があ

りへ 今回投与群での摂餌量が極端に少なく，投与12日

で8/10が死亡した事より Starvation の可能性が考えら

れた. Starvationの際みられる特徴的な所見として肝細

胞索の狭小化，胸腺の萎縮，牌臓でのヘモジデリン沈着

症，精子形成不全，副腎での脂質沈着などが報告されて

いるが7〉， 今回の観察では胸腺の委縮および精子の欠損

がみられ，肝臓，牌臓，副腎などでの変化は観察されな

かった.以上の観察結果より，今回の実験におけるラッ

トの死亡，各器官および組織の障害は Starvationの影響

だけでなく， AAP投与による影響が大きく関与してい

るものと考えられ，とくに骨髄.J)γパ組織の萎縮およ

び白血球・血小板の減少は， AAPの影響によるものと

考えられる.
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Explanation of Plates 

Photo. 1. Extramedullary hematopoiesis in spleen of 

rat fed with the standard diet for 12 days. 

H-E x100 

Photo.2. Atrophy of spleen of rat fed with the diet 

containing 5% AAP for 12 days. H-E x 100 

Photo.3. Atrophy of thymus of rat fed with the diet 

containing 5% AAP for 12 days. H-E x 100 

Photo.4. Decrease of myeloid tissue in femur of rat 

fed with the diet containing 5% AAP for 

12 days. H-E x 200 
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MNNGの突然変異原性，染色体異常誘発性におよ[ますアニリン系薬剤の効果について

佐々 木美枝子ペ吉田誠ニヘ中尾順子ぺ平賀輿吾*

Additional Effect of Phenacetin and its Derivatives on the 

Mutagenicity and Clastogenicity of MNNG 

MIEKO SASAK1*， SEI]1 YOSHIDA*， TOSH1KO NAKAO* and KOGO H1RAGA* 

Phenacetin (acetophenetidine) and its derivatives， acetaminophen and acetanilide， have no or weak 

mutagenicity and clastogenicity on cultured CHO-K1 cells， except clastogenic action of acetaminophen. 
Acetaminophen (AAP)， however， enhanced th巴 actionof potent mutagen， MNNG (N-methyl-N'-

nitro-N“nitrosoguanidine). The appearances of Ouabain-resistant cells and chromosome aberrations of 

MNNG-treated CHO-K1 cells were both increased by the simultaneous treatment of AAP. This effect was 

not so marked but dose-response relationships wer巴 observedat the dosages between 500 to 30μg/ml 

of AAP and 0.5 to 1.0μg/ml of MNNG. Pre-and post-treatments of AAP were more effective than 

the simultaneous treatment. The effect of phenacetin was likely to be weaker than that of acetami・

nophen. 

1n th巴 screeningassay of tumor promoter in vitro， an inhibitory effect of AAP on the metabolic 

cooperation was observed in the mixed culture of chinese hamster cells， V79 wild-typ巴 cellsand 6-TG 

resistant mutated cells. The reaction pattern of AAP in this experimental system was very similar to 

that of TP A (12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate， one of the typical tumor promoters). Although 

all the mechanism of action of AAP cannot be explained by these experimental results and AAP 

cannot b巴 decidedyet as a mutagenic and/or a carcinogenic promoter， it is possible to say that a part 

of action of AAP， at least， is dependent upon this inhibitory effect on the metabolic cooperation. 

区eywords: Acetaminophen， Mutagenesis， Promoter action， In vitro system 

緒 言

環境汚染物質・医薬品等の変異原性・発癌性を検討す

るうえで，培養細胞を用いた invitroスグリ{ニング

テストは，動物実験に比して時間・労力・経費の節約，

実験の再現性の容易さなどの点で多くの利点があり，ま

た被験物質の作用機序を考察するためにも有効な実験手

段である.我々はチャイニーズハムスター由来の精養細

胞を用いて，各種化学物質の変異原性・染色体異常誘発

性等について検討してきた口. この結果，アニリン系鎮

痛解熱剤であるアセトアミノフェン，ブェナセチン，ア

セトアニリドに，強力な変異原性物質である MNNG

N-methyl-N' -nitro-N-ni trosoguanidine)の作用をさら

に増強する効果のあることがわかった.この相乗効果の

作用機序について穏々検討したところ，アセトアミノフ

ェンに， TP A(12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate) 

と類似するプロモーター効果の存在が invitroの実験

系で示唆されたので報告する.

材料および方法

変異原性・染色体異常誘発性の実験には，当研究部に

おいて継代維持されている CHO-K1細胞〈チャイニー

ズハムスター卵巣由来株化細胞〉を用いた.細胞は Ham

F-12培養液(ユッスイ製品〉に10%に仔牛血清 (Flow

Laboratories製品〉を加えた培養液で猪養した.

変異原性検出のためには，10ml容量のガラス培養瓶

〈池本理化 TD40培養瓶〉に5~10 X 105の CHO一Kl細胞

を幡種し，31'C， 5%C02細胞培養器中で一夜培養した.

16~24時間後に被検物質を培養液に加え，一定時間静置

培養したのち，被検物質を含む培養液を捨てて細胞を洗

浄し，再び正常培養液を加えてさらに一日間培養を続け

た.その後，細胞を0.05%トリプシシ溶液を用いてガラ

ス面より剥離し遊離細胞浮遊液とした. この浮遊細胞

105~1O6 を 4ml の培養液を入れた滅菌プラスチ y クシャ

ーレ (NUNC，N-14001， 60mm x 15mm)に再幡種し，

薬剤耐性細胞検出用とした.すなわち，再幡種後2日目

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3ー24-1
* Tokyo Metropolitan Reseatch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunil1cho 3 chome， ShinJuku-ku
1 

Tokyo! 160 ]apal'¥ 
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にウアパイン (SIGMA0-3125，以下 Ouaと略す〉を

1mMとなるように加え， 14日目に細胞を固定染色して

Oua耐性細胞のコロニ{を数えた.細胞再幡種時に 102

~103 の細胞を4ml の正常培養液を入れたシヤ{レに幡

種し，一週間後に固定染色して生じたコロニ{数を数え，

再幡種細胞のコロユ{形成率とした.コロユ{の計数に

は 1 群 5~10シヤ{レを用い，その平均値を求めた.コ

ロニー形成率および突然変異率は次式により求めた.

選択溶養液中でのコロニー数
突然変異率= 再幡種細胞数

+コロニー形成率

染色体異常誘発性については，やはり :CHO-K1細胞

を用い，変異原性検出試験と同様の処理をした細胞の染

色体標本を作成した.標本作成は常法によったが2，3)，培

養器具として NUNCマルチディッシュ (NUNC，N-

1483)を試用して亜微量試験を行った的.

プロモ{ター効果の検索には，横浜市立大学医学部組

織培養室梅田誠助教授より分与をうけたV79細胞(チャ

イニ{ズハムスター肺由来株化細胞〉の野性株および6

TG耐性株 (T2-14)を用い， 培養液としては， MEM 

(GIBCO， F-ll)にアミノ酸，ピルピシ酸ナトリウムを

強加し，牛胎児血清 (GIBCO製品〉を 5%に添加した

ものを用いた.培養器具としては， NUNCマルチディ

ッシュ (24wellsmultidish， N-1483) を使用した.In 

vitroでのプロモータ{活性の検出は， Yottiら日， Umeda 

ら町の方法に従って行なった. すなわち，ディッシュの

各ウ zルあたり， 1. 3 X 104のV79細胞と50のV79(T2-

14)細胞を幡種し， 37'C， 5%C02の条件下で一夜培養

した.その後，被検物質および6T G (6-Thioguanine， 

SIGMA A-4882) 5μg/mlを加え， さらに 3日間矯養

する. 3日自に猪養液を被検物質を含まない， 5μg/ml 

6TG添加培養液と交換し 3日目ごとに培養液を交換

しながら 1週間培養した. 1週間自に培養液を捨てて固

定染色を行ない， 6TG耐性細胞のコロニーを数えた.

これと同時にウェルあたり50個のV79(T2-14)細胞の

みを幡種したデイヅシュを設け，プロモーター活性検出

系と同様の処理をし，やはり 1週間自にコロニーを数え

て，被検物質のT2-14細胞に対する細胞毒性を検討した.

被検物質は通常1デイヅシュあたり l物質とし， 4ウェ

ルを 1群として， 5処置群および 1溶媒対照群を設けた.

生じたコロニー数は 4つのウェルの平均債をとった.

被検物質としては，アセトアミノフェン (Acetamino-

phen，厚生省がん研究班試料として国立衛試より分与さ

れた精製試料，以下 AAPと略記する)，アセトフェネ

チジγ 〈フェナセチン)(Acetophenetidine， 和光019-

00412 APTと略す)，アセトアニリド(Acetanilide，和光

011-00215)を使用し，全て DMSO(dimethyl sulfoxide) 

に溶解し， 10μ[Imlとなるように培養液に加えた.変異

原物質としては MNNG(N-methyl-N'-nitro-N-nitro-

soguanidine， Aldrich 12，994-1)を，プロモータ{物質と

しては TPA (12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate， 

SIGMA P-8139)を用い，陽性対照とした.

結果

Fig.1に MNNGおよび AAPの変異原性試験の結

果を示す.変異原性物質である MNNGには，処理量に

応じたウアパイン耐性細胞の出現がみられるが (Fig.1-

A) AAPにはこの方法でみる限り突然変異誘発活性は

ないものと思われた (Fig.1-B)Il..ところが，細胞毒性

と変異原性が実験条件下で安定しているO.5~1. 0μg/ml 

のMNNGと，単独では変異原性のみられなかったAAP

30~500μg/ml を細胞に同時に投与すると， MNNGに

よるウアパイン耐性細胞の出現は，加えた AAPの量に

相関して， MNNG単独の場合より増加した. MNNG 

Iμg/mlと， 各濃度の AAPによる相乗効果を Fig.2に

示す. この相乗効果は， AAP類似の化学構造をもっ

APTおよびAANにも認められるが， AAPの効果が

最も高いように思われた(データは示していない).

AAPによる MNNG活性に対する増強効果は染色体

分析を行うとさらに明確になった. MNNGには無論染

色体異常誘発能があり， AAPにもこの活性は存在する

がへ 両者を同時に作用させた場合の染色体異常の出現

頻度は相力目的なものではなく，相乗的なものであると思

われた. Fig.3にこの結果を示す.細胞の処理方法は

Fig.2に示した実験と全く同一であるが，ウアパイ γ耐

性細胞の出現頻度は最も活性の高い 500μg/mlAAP添

加の場合でも2~3倍にすぎないが，異常染色体を有する

細胞はそれよりはるかに増加する.特に，総異常染色体

からギャッフ。を除いた場合，この傾向が顕るしい また

AAP濃度を一定にして MNNG濃度を0.25，0.5， 1.0 

μg/mlと変えた場合には，異常染色体出現頻度はMNNG

濃度に相関して増加し，との作用が相乗的なものである

ことが確かめられた (Fig.4).

AAPのこの活性は MNNGの変異原性に対するプロ

モ{ター効果であることが予想されたので， AAPによ

る細胞処理の時期を MNNG処理の前，および後の様々

の期間に行ったところ，適当な期間に AAPで細胞を処

理した場合には， ウアパイン耐性細胞の出現頻度は，

AAP・MNNG同時投与の場合よりもさらに増加する傾

向がみられた.
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TPAに類似していることがわかった (Fig.5). この結

果から， AAPには TPAと同様， 6-TG耐性細胞の

6-TGR→6-TGSへの代謝協同 (metaboliccooperation) 

による回復を阻害するような作用があると思われる.

考察

前報口で我々は， AAPには変異原性は認められない

が，変異原物質・ MNNGの作用を増強する効果の可能

性について述べたが，今回の実験では AAPとMNNG

の相乗効果が明らかになった.CHO-K1細胞を用いたウ

アバイ γ耐性突然変兵でみるかぎりは， AAPに変異原

性は認められないが，染色体異常誘発能は AAP自身も

有しておりへ染色体異常誘発性と変異原性， さらに発

癌性との関連を考えてゆくうえで， AAPは興味ある物

質であると思われる. AAPの作用のメカニズムに関し

ては， AAPが何らかの障害を生ぜしめた細胞，あるい

は染色体が MNNGのような強力な変異原物質に対する

感受性を増しでいる可能性(いわゆる励起状態)，あるい

• o 
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Fig.3. 

20再

10再

まずこ，in vitroでプロモ{ター活性を検出する方法が

Trosko一派により開発されているので、5にこの方法によ

りAAPの活性を検定した.プロモーター物質として知

られている TPAと， AAPおよび APTを同一実験

条件で検定したところ， AAPの示す活性ノミタ{ンが
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Recovery of 6-TG Resistant Cells under the 

Condition of Metabolic Cooperation 

は逆に MNNGによって起こされた変化を AAPがさら

に決定的なものに変える可能性，またはAAPとMNNG

101 

は相補的なかたちで協同して活性をもっ可能性(MNNG

がAAPによってさらに強力な物質に変化する，など〉

が考えられる.AAPにより前処理した細胞の MNNG

感受性がどう変わるか，あるいは MNNGであらかじめ

処理した細胞の突然変異は AAPによりさらに増加する

か，等の点を確かめるために， MNNG処理前後の様々

の時期に AAPを投与した実験を行ったが， MNNGと

AAPは同時投与よりも処理時期をずらした方が変異細

胞の出現頻度はより多くなる傾向はみられるが，どの時

期に AAP処理を行った場合に最も有効であるか，結論

は得られていない〈未発表).この点に関しては，目下実

験続行中である.また， AAPが MNNGのようなアル

キル化剤に対してのみ相乗効果をもつのか，変異原性物

質一般に対してなのか，との点に関しても，作用機序の

異なるいくつかの変異原性物質を用いて確認することが

必要であり，実験計画をたてている.

最後に示したプロモ{ター活性に関しては， NUNC 

プレ{トによるスグリ{ニシグテストの結果であり，さ

らに詳細な実験を行って確認を急いで?いる.しかしなが

ら，何度か行った実験で、常に類似の結果をみており，ま

た，6-TGR細胞と6-TGS細胞の比率を変化させて行っ

た実験においても， TPAのパター γとAAPのパター

γが常に似たものであるという事を考慮に入れると，

AAPが代謝協同を阻害する物質であることはほぼ確実

と恩われる.この点を考えると， AAPによる MNNG

の変異原性・染色体異常誘発活性に対する増強効果の少

くとも一部は， TPA様のプロモ{ター作用であると思

われる.この活性に関しては， Fig.5のパターンから考

察すると APT(フェナセチγ〉も弱いながらプロモー

ター作用をもつことが推察される.フェナセチンに関し

ては，動物実験でプロモ{ター効果を認めた報告8)もあ

り，フェナセチγの活性の本体が AAPであろうと考え

ることはフェナセチンの代謝からみて充分可能性のある

問題である. APTや AAN(acetanilide)の作用とAAP

の作用との異聞についても検討をすすめている.

要約

チャイニーズハムスタ{由来培養細胞 CHO-K1を用

い，ウアパイシ耐性細胞の出現を指標とした invitro突

然変異性検出系において，アセトアミノフェンに強力な

変異原性物質である MNNGの作用を増強する効果のあ

ることを認めた.この作用は加えた AAPの量と相関す

ること， AAP自体には変異原活性は認められないこと

から， MNNG1こ対する相乗効果とみなされる.またこ

の効果は染色体異常誘発性についても同様にみられ，

MNNGとAAPを問時に作用させた細胞では特にギャ
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yプ以外の異常の増加が著しかった 30-2，48， 1979 

やはりチャイニーズハムスター由来細胞であるV79細 3)吉田誠二，縄井寿美子，平賀輿吾:東京衛研年報，

胞を用いた実験で，未だスクリーニシグの段階ではある 31-2， 102， 1980 

が， AAPに TPAと類似の代謝協同阻害効果が認めら の吉田誠二，佐々木美枝子，中尾順子，平賀輿吾:東

れた.このことから， AAPの活性の少なくとも一部分 京衛研年報， 32-2， 111， 1981 

は，変異原性プロモーター効果であることが示唆された 5)Yotti， L. P.， Chang， C. C.， and Trosko， J. E. : 

謝辞本実験にあたり V79野生細胞および6-TG耐 Science， 26，1089， 1979 

性細胞の分与および有益な御助言をいただいた横浜市立 6) Umeda， M.， Noda， K.， and Ono， T.: Gann， 71， 

大学医学部組織矯養室梅田誠助教授に深く感謝いたしま 614， 1980 

す 7)Chang， C. C.， Trosko， J. E.， Yotti， L. P.， and 

(本研究の一部は， 1980年11月，岡山市で開催された日 Schultz， R. A.: Banbury Rφort (2) Mamma-

本環境変異学会第9図研究発表会で発表した.) li・anCell Mutagenesis， 89， 1979， Cold Spring 

文 献 Harbor Laboratory 
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Phenobarbitalおよび 3-Methylcholanthreneで誘導した S-9mixの前変異原物質

への姉妹染色分体交換 (SCE)および染色体異常誘発効果の比較検討

縄井寿美子へ吉田誠ニペ中尾順子犬平賀輿吾*

Comparison of Induced Sister Chromatid E玄changes(SCEs) and Chromosome 

Aberrations by Promutagens Activated with S-9 mix Pretreated with 

Phenobarbital or 3-Methylcholanthrene 

SUMIKO NAWAI*， SEIJI YOSHIDA*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:ジメチノレニトロソアミソ dimethylni trosamine，シクロホスフアミド cychrophosphamide，CHO一Kl

細胞 CHO一Klcell line，姉妹染色分体交換 sisterchromatid exchange， 染色体異常 chromosomeaberration， 

S-9mix， 3ーメチルコランスレシ 3-methylcholanthrene，フェノバルピタール phenobarbital

はじめに

先にわれわれは，培養細胞を用いた変異原物質のスグ

リーニ γグに代謝活性化法を導入すべく，代謝活性化に

よりはじめて変異原性を現すことが知られている前変異

原物質である cychrophosphamide(CP)および dime-

thylnitrosamine (DMN) を PCB(Alclor 1254)で誘

導した S-9mixで代謝活性化させ， その誘発姉妹染色

分体交換 (SCE)および染色体異常を調べ，代謝活性化

の最適条件を検討したり. この薬物の代謝活性化は S-9

作成の際用いる誘導物質によっても異なることが知られ

ておりへ 今回われわれは先に得られた条件に基づき，

phenobarbital-N a (PB)および 3-methylcholanthrene

(MC)で誘導した S-9mixについて CPおよび DMN

への活性化作用を調べ，先の PCB誘導の場合の結果と

合わせ比較検討することとした.

材料および方法

1. 試薬 F12培養液:日水製薬，仔牛血清:極東製

薬工業， 5-Bromo-2'-deoxyuridine(BUdR): SIGUMA， 

33258 Hoechst: 和光純薬工業， ギムザ液:MERCK， 

N-Nitrosodimethylamine (DMN): 和光純薬工業，

Cychrophosphamide (CP): ICN pharmacentricals， 

Inc 

2. 細胞および培養 チャイニーズハムスター卵巣由

来の CHO-K1株を10%仔牛血清添加の F12培養液を

用い，角型培養ピγにて密栓培養した.

3. 8-9 mixの調整 S-9は矢作の方法3)に基づいた.

SD系雄ラット (5週令〉に， MCは屠殺24時間前に80

mg/kgで1回腹腔内投与し， PBは0.1%濃度で飲水に混

ぜ， 7日間飲用させた後屠殺した.作成した S-9は-800

で保存し，S-9mixは使用時に Natarajanらりの方法に

従い調整した.

4. 薬物調整および処理 DMN および CPは培養

液に溶解して用いた.培養ピγ当り細胞を約4.2x 105個

播種し，48時間培養した後，培養液を捨て，薬物を溶か

した培養液 5mlおよび S-9mixまたは培養液0.25mlを

加え， 3時間培養した後， 培養液5mlで洗い， 培養ピ

γをアルミホイルで被って BUdR0.5μg/mlを加えた

熔養液 10mlで27時間培養した.

5. 標本作成培養終了2時間前にコルセミド0.1μgl
mlを加え，分裂中期細胞を集めた.常法5)に従い低張，

固定操作を行い，標本を作成し，染色体観察には 2%ギ

ムザ液にて，またSCE観察には先に報告した方法6)にて

染色を行った.

6. 観察染色体異常検索については 100個の分裂中

期細胞を目安とし，異常保有細胞数および兵常の種類を

調べた. SCE については 30~50個の分裂中期細胞を観

察し，各々の細胞について SCE数を記録した.

結果

MCまたは PBで誘導した S-9mixで代謝活性化を

図った， CPおよび DMNの SCE結果をTable1に，

染色体異常誘発の結果をTable2に示す. PBまたはMC

で誘導した S-9mixのみで処理した対照は， SCE，染色

体異常誘発ともにわれわれが先に得ている無処理での値

と殆んど変わらなかった.これに対し CPで、は， PBお

よび MCで誘導した S-9mix は CPを活性化して

ともに SCEおよび染色体異常を増加させ，特に PB誘

水東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Frequency of SCE8 per Cell in CHO-K1 

Cell Line Treated with Various 
Concentrations of Cychrophosphamide(CP) 

or Dimethylnitrosamine (DMN) Activated 

with S-9 mix Prepared from PB一. MC-

Pretreated Rats. 

chemicals S-9 
dose No. 'of 
yg/ml〉 c山 SCEs/cel1土S.E
mg/ml)O observed 

- 100 6.09土0.26
1 50 10.86土0.46
2.5 30 18.13土0.93*
5 50 29.90土0.84***
10 50 38.10土l.36*** 
25 10 62.70土2.73*** 
50 

PB 

CP 

MC 

5 
25 
50 
100 
250 
500 
1 0 

2.50 

5 0 

1 0 

2.50 

5 0 

10 0 

20 0 

30 0 

40 0 

1 0 

2.50 

5 0 
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20 0 

30 0 

40 0 
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MC 

*
*
*
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導のS-9mixで、活性化したCPでは， 25μgでSCEIは62.70

/cel1と観察限界に近く，染色体異常保有細胞も 50μgで

92%と高率に発生し，その異常も exchangeが主であっ

た.またMC誘導のものでも2.5mgで48.25/cel1とSCE

を増加させたが，染色体異常は 5mgで20%の誘起に過

ぎず， 10mgでは細胞毒性が強まって分裂細胞は殆んど

得られなかった. PBとMC誘導の S-9mixが CPに対し

てそれぞれ間程度に活性化する用量を比較すると， SCE 

の場合にはPB誘導の S-9mixではCP1μgで10.86/cel1， 

10μgで 38.10/cel1であるのに対し， MC誘導では，

100μgで10.34/cel1， 1mgで32.80/cel1と約100倍の差が

見られた.また染色体異常についても，異常保有細胞の

割合が PB誘導では CP25μgで19%. MC誘導では

5mgで:20%と約 200倍の差を示し， PB誘導の方が MC

誘導の S-9mixに比べより効果的に CPを活性化した.

一方 DMNでも PBおよび MC誘導の S-9mixで，

SCE，染色体異常ともに増加させたが， SCEについて

は PB誘導においては 5mgで22.34/cel1と有意な増加

が見られ， 30mgで最高の 30.04/cel1を示したが， MC 

誘導では用量に伴う増加は見られたが， 20mgで最高の

18. 38/cellと，その SCE誘発性は PB誘導のものに比

ベイ尽く，また 30mgでは分染されている細胞は減少し，

その SCE頻度は低下していた.染色体異常については，

PB，MC誘導の S-9mixともに DMN30mgで異常保

有細胞を22%，23%と増加させ，その異常も exchange

および breakの増加が主であった.また40mgではPB，

MC誘導とも，分裂細胞は見られなかった.

考察

先にわれわれは PCB誘導の S-9mixを用いて， CP， 

DMNの SCEおよび染色体異常誘発を調べ報告した.

今回は同条件下で PBおよびMC誘導の S-9mixを用

い，同薬物について以上に述べたような結果を得たので，

先の結果と合わせて，比較検討を試みた.

CPはFig.1に示したように SCE，染色体異常とも 3

種の S-9mixでともに濃度に伴う上昇が見られ，その作

用の強さは PB，PCB，MC誘導の S-9mixの順である.

SCE頻度を比較すると， IPBとMC誘導の S-9mixで

はその要した CP用量に約 100倍の開きがあるが，その

誘発濃度が最も高かった MC誘導の S-9mixでも S-9

mlx無添加の CPの SCEカ{ブに比べ約1/40の濃度

であり，明らかに S-9mixの効果は認められる.一方，

染色体異常誘発の見られた CP用量を3種の S-9mixに

ついて比較すると， MC誘導で示された最も高い異常保

有率20%はPCB誘導の場合の1，000倍， PB誘導の場合

の2，000倍である.また染色体異常の観察される用量は，

SCEの観察限界か，もしくは観察不能であった細胞周

期の遅れの見られる分染されない細胞の増加する濃度か

らで， 3種の S-9mixともCP濃度に伴う活性化量の増大

とともに， SCEの上昇→染色体異常の上昇→細胞致死へ

と進み，従って細胞致死用最も， CPの最も低濃度から

SCEおよび染色体臭常を誘発した PB誘導の S-9mix 

において最も低く， 100μgで分裂細胞は見られなかった

のに対し， S-9mix無添加ではこの濃度は20mgと2，000

倍の差を示している CPの代謝活性化は，染色体への

作用とともに細胞毒性も強めていると言える.

DMNは Fig.2に示したが， 3種の S-9mixともに

SCEおよび染色体異常の増加が見られた. しかし CP

に比べその SCE，染色体異常誘発頻度は最高でも1/2以

下で，そのカーブもゆるやかであり，細胞致死濃度にも

大きな差は見られなかった.3種の S-9mixの比較では，



ると言われ変異原のスグリ{ニ γグに一般に多用されて

いるが，今回の CPのように PB誘導の S-9mixの方が

より効果の見られる物質や， MC誘導でより顕著に染色

体異常を誘発すると言われる styrenemonomerの存在2)

など，in vitroの代謝活性化を用いたスグリ{ユングに

は，その用いる S-9mixについて，特にその結果が陰性

であったり，疑問が持たれる場合には PCB誘導以外の

ものについても考慮を払う必要がある.

要旨

前変異原物質として知られている cychrophosphamide

(CP)および dimethylni trosamin巴 (DMN)について，

phenobarbi tal-N a (P B)或は3-methylcholanthrene(MC)

で誘導した S-9mixを用い， その SCEおよび染色体

異常を調べた.先に得た PCBでの結果と合わせ，その

活性化作用を SCEおよび染色体異常誘発について比較

検討した.その結果 CPにおいては PB誘導， PCB誘

導， MC誘導の S-9mixの順にその活性化作用が強く，

その活性化を示す CPの用量には特にMC誘導との聞に

大きな差が見られた.一方 DMNでは， 3種の S-9

mlxはCPに比べその活性化作用は弱く，活性化を現わす

DMN用量にも 3種の聞で大きな差は見られなかった.
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研

その活性化の強さは PCB，PB， MCの)1買であると考え

られるが， SCEで出 DMN20mgでその頻度に PCB

とPBで逆転が見られ，また染色体異常誘発も 3種とも明

確な差は認められず， その差の最も大きい SCEにおけ

る MC誘導と PCB誘導の S-9mixの DMNの用量

差も約10倍に過ぎず，その活性化に CPとの違いが見う

けられた.DMNについては Matuokaら幻の無処理を加

えた4種の S-9mixで染色体異常誘発を調べた報告があ

るが，それによると DMN3mgで PB誘導が最高の約

60%の異常を示し，次いでrPCB約.45%，無処理， MC 

の順となっておりわれわれの結果と異なるが，用いた細

胞の種類および処理方法など異なってがり，このことか

らも前変異原物質をスクり{ニ γグする際の S-9rtJixに

ついては十分考慮する必要があると思われる. さらに

CPで示された S-9mixの誘導物質の違いによる大きな

用量差は， CP25μgで3種のS-9mixについてそのSCE

を比較した場合， PB誘導 S-9mixが 60/cell以上もの

SCEを示すのに対し， MC誘導では殆んど正常値と変

化なく，前変異原物質をスグリ{ニシグする際，代謝活

性化による細胞毒性と関連して，用いる薬物およびその

用量とS-9mixの種類の関係は大変重要である. PCBで

誘導した S-9mixは，広範囲に前変異原物質を活性化す
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生物発光法によるラ'"卜血中 ATP量の加令によg変化

市川久次*，小林博義*，中尾 j原 子 *

Changes with Age of ATP Contents in Rat Blood Measured by 

Bioluminescent Technique 

HISA TSUGU ICHIKA W A六日IROYOSHIKOBA YASHI* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:ラット rat，アデノシン三リ γ酸 ATP，血液 blood

毒性の試験，研究において溶血抵抗(赤血球膜浸透圧

抵抗〉に対する影響を検討することは血液毒性のみなら

ず肝臓，胆道に対する毒性を検索するうえで非常に意義

あるものといわれている1，2).これまで著者らト町は実験

小動物(ラット，マウス〕を用いての CoilPlanet Centri-

fuge (CPC)法による赤血球膜浸透圧抵抗の測定法の開

発ならびに毒性試験への応用を試み，この間に幼若ラッ

トにおいてのみ出現し成長と共に消失する特徴ある高張

部瞬時溶血を起す赤血球の存在を見い出した.一方赤血

球膜浸透圧抵抗の低下と赤血球中の ATP量の低下の相

関が認められている10) しかしながら血中 ATP量の加

令による変化について検討したデータはほとんど見当ら

ない.そこで今回ラットの出生時より幼若期を経て成熟

期までの血中 ATP量の変化を生物発光法により検討し

たところ若干の知見を得たので報告する.

実験材料ならびに方法

1. 使用動物:静岡県実験動物農業協同組合生産の

SLC-Wistar系ラットを日本クレア KK製の CE-2飼料

にで白家繁殖(兄妹交配〕して得た仔ラットを実験に供

した.実験に供するに当っては出生仔数7匹以上，雌雄

3匹以上のものを採用し，母ラット 1匹につき10匹以下

の仔ラットを保育するように出生時に選定した.各週令

雌雄5匹ずつ実験に供せるようそれぞれ各週令母ラット

の数を 1あるいは2匹使用した.

2. 飼育条件:室温25土l'C，湿度55土5%，照明時間

午前6時より午後5時までに調整された飼育室にて，生

後4週令までは母ラットと共にプラスチックケージにカ

ンナクズ床敷にて，餌 (CE-2)は自由に摂取させ，水は

細菌伊過器経由の水道水を給水びんにより自由に摂取さ

せた.生後4週以後は母ラットより分離し，雌雄別々に

ステγνス製網ケージに収容し，餌 (CE-2)は自由に摂

取させ，自動給水装置く細菌加過器経由〉付ベルト式飼

育架台にて飼育した.

3. 体重の測定:ラットの体重測定は採血直前にKN

型動物天秤(使用範囲20~100g， 20~800g; 夏目製作所

製〉を用いて行なった.

4. ラットからの採血ならびに試料血液の調製:ラ γ

トからの採血は生後2週までは無麻酔下断頭により頚部

動静脈より流出する血液を，生後3週以後は無麻酔下背

位に固定し，大腿部を現毛後切開し，伏在静脈を露出さ

せ静脈用注射針。/4)にて穿刺し噴出する血液をミクロ

セレグタピペットならびにシリコシ処理したカ事ラス製チ

ップ(10~30μJ 用， Clay Adarns製〉を使用して 10μl

採取し，冷精製水990μJ中に加え激しく混和溶血させ試

料血液(血液100倍希釈に相当〉とした.なお， ATP量

測定にはさらに10倍希釈したもの(血液1000倍希釈に相

当〉を，へそグロピγ(Hb)量測定には 100倍希釈のも

のを使用した.調製した試料血液(血液 100倍希釈〉は

-80'Cに凍結保存し，使用時氷水中にて溶解して使用し

た.

5. 生物発光(バイオルミネ・7 センス)~去によるATP

量の測定11)

(1) 原理

ATP+Luciferin 

I Luciferase 
(pH7.75) I Mg2+ 

(Luciferin-Luciferase-AMP] +H.P207 

↓O2 

Luciferase+Oxyluciferin+AMP 

+C叫 +拍山h~ν=1巨E亙到1 ..lrna…a 

この反応は上記のように酵索 Luω1児ci託f巴ras巴(分子量約8

万〉と Luciferinが ATPと反応して ATP1分子当

り1ホト γの光を生じる.この生じたホト γをホトダイ

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chorne， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Fig.1. Changes with Age of ATP Contents in Rats Blood. 

o Male ・Female Vertical bars indicate SD. 

オードにより電流に変換し発光強度 (RelativeLumine司

scence U ni t = RL U)として読み取る.

(2) 試薬:ATP (Sigma製， adenosine 5'ーtriphos-

phate 2 sodium salt， anhydrous MW. of free acid 

507. 2)， NRS (Lumac製， ATP抽出試薬)， HEPES 

緩衝液 (Lumac製， MgSO. O.lM， NaN3 0.3%， pH 

7.75)， Lumit試薬 (Lumac製， Luciferin-Luciferase)， 

へそキットーN (日本商事製〉

(3) ATP量の測定

試料血液 NRS ATP標準液 H20 Total 

① 10 100 。 140 250 

② 10 100 5 135 250 

③ 10 100 10 130 250 

単位 :μ1，ATP標準液:1. Ong/μI 

上記に示したように①ATPOng，②ATP 5.0ng③ATP 

10.0ngを試料血液に添加したものを調製した後， Luci-

ferin-Luciferase (Lumit試薬)1vialに5.0mlのHEPES

緩衝液を加えてゆるく振りながら溶解したもの 100μ1を

Lumac Celltester 1030内装置にて前記①，②，③に分

注し，室温にて反応させ生成するホトシを発光強度とし

て読み取り，①，②，③の発光強度と ATP添加量の関

係をグラフにプロットし，グラフより標準物質添加法に

Table 1. Changes with Age of ATP and 
H巴moglobinContents in Rat Blood 

2zfS ATP(mg/dlBlood〉 Hb (g/dl Blood) 

birth M F M F 

o 52.2土7.461)，2)49.1土6.9714.9土0.6114.9土1.4θ

1 49.3土2.75 50.3土6.72 9.9土0.3010.3土0.38
2 49.6土4.00 44.0土2.67 9.1土0.73 9.4土0.38
3 42.9土7.11 41.2土9.8011. 8土1.27 12.0土0.83

4 30.0土6.15 27.8土4.6011. 5土0.4611.9土1.50 
5 19.4土1.78 19.1土2.9212.8土0.8813.3土1.07 
6 25.8土5.01 22.2土1.76 14.5土0.8814.6土0.64
7 22.5土2.53 17.0土3.4115.3土0.4416.4土0.46
8 19.7土2.0517.1土2.5214.3土0.3516.0土0.61
9 27.4土2.61 20.3土2.7213.9土0.4115.1土0.16

10 22.6土2.37 18.0土2.7317.0土0.2916.5土0.67
15 17.5土2.88 13.9土1.52 15.2土0.5115.1土0.31

1) mean土S.D.
2) No. of rats measured is 5. 

より ATP量を求めた.①，②，③各々 3回ずつ行ない

その平均値を使用した.

なお，測定装置 LumacCelltester 1030による測定

条件は，温度:室温， Function: 10 (積分時間 10秒)，

Sensitivity: MDであった.
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6. ヘモゲロビン量の測定:試料血液 (100倍希釈〉 直後が最も高く加令と共に減少した.また血液dl当りの

10plを取りシアンメトヘモグロビン是色試液〈日本商 ヘモグロビン量は出生直後は成熟期と同等で，出生後2

事製)2.5mlを加え室温にて 5分放置した後 Cary17分 週まで急激に減少し生後2週において最低となり以後徐

光光度計を用いて420nmにて吸光度を測定し，別に作製 々に増加し生後2週以後増減はあるが安定した値を示し

した検量線よりヘモグロピγ量を求めた. た. これらのことより生後2週におけるヘモグロビン g

実験結果ならびに考察 当りのATP量が高い値を示したのは，生後2週における

自家繁殖により得たラットを用いて，血中 ATP量を 血液 dl当りのヘモグロピγ量が非常に低い (9.1g/dl

生物発光法により測定し，加令によるラ γ ト血中 ATP blood)ことが大きくかかわっているといえる. Wintro-

量の変化を検討した.Fig.1， Table 1に示した如く，へ be12，13lはヒトのへモグロピγ量について，生後1日では

そグロビン g当りの ATP量は出生後急激に増加し生後 19.5g/dlでかなり高く生後 1年が最も低く (11.2g/dl)

2週においてピ{クに達した後生後5週まで減少を続 以後徐々に増加していくことを報告しているが，出生後

け，生後6週以後は加令と共にわずかに減少していく傾 短期間は体の成長が著しく速く，血液成分の生成が聞に

向が認められた.しかし血液 dl当りの ATP量は出生 合わないのでこのようなi現象が起きるものと考えられ
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る 3)市川久次， 小林博義， 中尾順子:東京衛研年報，

一方，著者ら町は CPC法にて生ずる特徴ある高張部 26-2， 203， 1975 

瞬時溶血が生後 5~6週において消失し始め，生後6~ 4)市川久次， 小林博義， 中尾順子:東京衛研年報，

8週において完全に消失することを報告したが，本研究 27-2， 53， 1976 

において得た ATP量の急激な減少が終る時期と高張部 5)市川久次， 小林博義， 中尾)1碩子:東京衛研年報，

瞬時溶血が消失し始める時期がほぼ一致するのは興味深 28-2， 230， 1977 

い現象であり今後の検討が待たれる 6)市川久次，小林博義，中尾順子，平賀輿吾，中川茂

また，実験に供したラットの体重の変化は Fig.2に示 男:Iヨ本血液学会誌， 41-2， 102， 1978 

した如くであるが，各週令別々のラットであることを考 7)市川久次， 小林博義， 中尾順子・東京術研年報，

慮すれば，ほほ1順調な成長をとげていると考えられる 30-2，151， 1979 

結 論 8)市川久次，小林博義，中尾順子，中川茂男:日本血

生物発光法によりラット血中 ATP量の加令による変 液学会誌， 43-2， 295， 1980 

化を検討したところ次の結論を得た 9)市川久次， 小林博義， 中尾順子:東京術研年報，

1. へそグロピγg当りの ATP量は出生後増加し， 31-2， 81， 1980 

生後2週においてピークに達した後減少し，生後5週以 10) Cohen， N. S.， Ekkolm， J. E.， Luther， M. G.， and 

後安定化する Hanahan，D. J. : Biochim. Biophys. Acta， 419， 

2. 血液 dl当りの ATP量は出生直後が最も高く， 229， 1976 

以後減少し生後5週以後安定化する 11)Brewer， G. J.， and Knudfen， C. A. : Clin. Chim. 

文献 Acta， 14， 836， 1966 

1) Cooper， R. A. : J. Clin. Invest.， 48， 1820， 1962 12) Wintrobe， M. M.: Clinical Hematology. Lea 

2) Mubride， J. R.， and Jacob， H. S. : J. Heamat.， and Febiger， Philadelphia， Pa.， 4th Edition， 1956 

18， 383， 1970 13) Wintrobe， M. M. : J. Clin. Med.， 17， 899， 1932 
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Nunc plateを用いた CHO-KI細胞の染色体標本作製

吉田誠ニペ佐々木美枝子*，中尾順子*，平賀輿吾*

Chromosome Preparations from CHO-KI Cells used Nunc Plate 

SEI]I YOSHIDA*， MIEKO SASAKI*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

We used semi-microc111ture plate (NUNC multi dish， N-1483) for the chromosome analysis and 

cytotoxicity assay of cultured Chinese hamster cells (CHO-KI cell) ， and compared the results with 

those obtained by the usual method. 

NUNC multi-dish (N-1483) has 24 separate wells， each well being capable of cultivating 1ml 

of cell suspension per well. It is possible to conduct experiments for 4， 6 or 24 dosage levels using 

a single dish. 

The results of the experiments using PHQ (phenylhydroquinone， one of metabolites of ortho-

phenylphenol) are discussed. For chromosome analysis， cells collected from 4 or 6 wells were enough 

to facilitate a microscopic observation of 150 to 400 mitotic cells. For cytotoxicity screening assay， 
it was suitable to use 4 wells per dosage level. 

Although such problems as regards the solvent conc巴ntrationsof test chemicals and difficulty of 

statistic analysis arise in the experiments using these micro-or semimicroapparatus， this multi-dish 

proved most suitable for the screening assay of toxic substances because of the smaller amount of 

medium and toxic substances required for conducting more experiments in a shorter period of time and 

a lesser space. 

Keywords: Nunc plate， Chromosome analysis， Cytotoxicity， Phenylhydroquinone， CHO一Klcell 

緒
ι 
冒

培養細胞を用いての染色体試験は現在広く行なわれて

おり， この橋養細胞の持つ多くの利点を利用し先の染

色体試験のみならず細胞毒性試験，in vitro・mutation

assay，及び invitro・ρromoterassayなどの試験も盛

んに行なわれている.一方，培養細胞を用いての試験に

おいては培養細胞の種類はもちろんのこと培養器材の選

定についても考慮すべき点はいくつかある.その中で，

細胞培養の出来るスペース，つまり， incubatorの大き

さに限度がある場合は頻回に行なう実験に支障を来たす

ことがあり，培養器材の小型化が望まれる所である.こ

のことは，培養に用いる培養液及び動物血清の使用量に

ついても好影響を及ぼす.これらの事を考慮し培養器材

の小型化が可能であれば先の問題点の若干の解決が出来

るものと思える.そこで今回，小型培養器材の一つであ

る Nuncplateを用いて染色体標本を作製し従来の培養

瓶を用いる方法との比較検討を行ない，若干の結果が得

られたので報告する. また， Nunc plateを用いて行な

った orthophenylphenate の尿中代謝産物である phe-

nylhydroquinoneの細胞毒性及び染色体試験の結果につ

いても併せて報告する.

材料及び方法

1. Nunc plate: Nunc社製マルチディシュ， 24well 

(4x6)，培養面積1.9cm2/well，容量 3.5ml/well，大き

さ88x133m/m，ガシマー線滅菌済みの物を使用した.

2. 細胞及び培養:細胞は CHO-K1細胞を用いた.

培養液は F12培養液に仔牛血清10%及び抗生物質を添加

したものを用いた.細胞をトリプシシによりガラス面よ

り剥離させ適当な細胞浮遊液を作製し細胞数を数え1.2

X 105/well/mlの濃度で Nuncplateに分注した.これ

を370CCO2 incubatorに入れ培養を開始した.

3. 染色体標本作製:培養の終了する90分前に 10μg/

ml濃度のヨルセミド溶液を 50pl/wellの割合で添加し

た.コルセミド処理後の細胞に低張処理及び固定を従来

の方法1)により施し， Flame-Dry方法により擦本を作製

した.

本東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3ー24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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4. 供試検体:pheny1hydroquinone (以下 PHQと略

す〕は東京化成工業社製で LotNo. FCRO 3のものを

用いた.

5. Nunc plate (24 well)による PHQの細胞毒性

の検定

(1) PHQ処理細胞を再培養した場合のコロニー形成

率:変異原性試験を行なう場合，供試検体で一定時間処

理した細胞を再浮遊したのも，一部を選択耐性を検定す

るためのディジュとコロニー形成率を見るためのディシ

ュに分けて再培養する方法がとられている.この方法に

基づいて， PHQ処理細胞のコロニ{形成率を調べた.

8x105伺の細胞を 10mlの培養液を入れたガラス培養瓶

に一晩培養したのち， PHQで24時間処理した. PHQ 

は10mg/mlの濃度に dimethy1sulfoxide(以下 dmsoと

略す〉に溶解し，その100，75，50，25，10μ1を培養液に加

えた. 24時間後， PHQ及び dmsoを加えた培養液を捨

て，細胞を橋養液で二度洗浄したのも新しい培養液を入

れ，さらに一晩培養した.この後，細胞をトリプシγで

ガラス商より剥離し，浮遊細胞の状態にして細胞数を計

数し，同時に薬剤耐性検出用ディシュ，コロニー形成率

の検出用ディシュ及び Nuncp1ateにl憾種した.コロニ

{形成率の検出のためには，一週間後に生じたコロニ{

を染色し計数した.

(2) PHQの細胞毒性(直接法): (1)で述べたのは，

薬物処理後再幡種した細胞のコロニ{形成率を調べる方

法であるが，次に，細胞を PHQで処理したのち再幡種

することなく，直接に細胞毒性を調べた. Nunc p1ate 6 

枚を用い，各 wel1あたり約100個の細胞を幡種し，一晩

培養したのち， PHQで処理した. PHQの濃度は25，

20， 15， 10， 5， 0μg/ml/wel1の6群とし，一群あたり4wel1

を用いた.処理時間は 2，6， 8， 24， 48時間及び5日聞

とし，各一プレ{トをあてた.各処理時間後，培養液を

除いて細胞を洗浄し，新しい培養液を入れてさらに培養

した. 5日後，全ての培養液を除いて細胞を固定・染色

し，生じたコロニ{を計数した.

6. PHQの染色体試験:dmsoに溶解させた種々濃

度の検体添加溶液を 10μl/wel1の割合で添加し， 31立び

24時間処理を行なった.なお， contro1は dmsoのみを

先と同容量添加したものとした.染色体標本作製は3.で

記述した方法で行なった.

結果及び考察

Nunc p1ateと通常用いている培養瓶の染色体作製状

況の結果を Table1に示す.

Nuncp1ateの4wel1及び 6wel1を用いた時の 1mlあた

りの分裂中期細胞の数は38~50及び50~67であり，培養

Table 1. Chromosome preparations from Nunc 

p1ate and T. C Bott1e 

M巴dium SI・de MNotic Mitotic 
lUm ~l1ae cel1s cel1/ml 

Nunc eplll ate 
4w  4ml 2-3 150-200 38-50 

Nunc epl late 
6 wel1 6ml 2-3 300-400 50-67 

T. C Bot. 10ml 5-6 500-1200 50-120 1 Bot 

Table 2. Cytotoxicity tests of PHQ on 

CHO-K1 cel1s(l) 

Treatment of PHQ判

25μg/ml 10μg/ml 0μg/m! 

*2 28/ 1 x 105 *3∞/1.2x105 ∞/8x10金

0/ 1 x 10' ∞/ 1. 2x 10' ∞/ 8x103 

0/ 1000 163/ 1220 ∞/ 800 

0/ 100 31/ 244 143/ 160 

*4 0.028% 13% 89% 

*1 Cel1s were treated with PHQ for 24 hf， and 
then trypsinized. 
The cel1 suspensions were rep1ated into the 
multidishes. 

*2 The results were shown as; 
colony numbers/seeding cel1 numbers 

*3∞: Large numbers of colony， impossib1e to 
be counted. 

*4 Plating efficiency; 
co10ny numbers/seeding cel1 numbers x 100 % 

瓶の50~120に比べ若干少ない結果であった. 一般に2，町

染色体試験の観察細胞数は分裂中期の染色体を 1dos巴

について 100個と言うのが通常であり， Nunc plateの

4wel1もしくは 6wel1を用いれば染色体標本が 2~3枚

作れ，中期細胞が150~400個観察出来る.このことは，

Nunc p1ateが染色体試験に充分応用出来るものである

ことを示唆する結果であった. また， Nunc plateは一

枚で4~6の dose が設定出来るという利点もある.この

ことから， Nunc p1ate は染色体試験のスグリ{ニシグ

に適しているものと思える.

次に， Nunc p1ateを用いた PHQの細胞毒性試験の

結果であるが， Table 2にPHQ25及び10μg/ml処理細

胞のコロニ{形成率に関する結果を示す.

結果は，再幡種した細胞数あたりに生じたコロニー数

として示した. PHQの100，75，50μg/ml処理細胞は105

細胞を幡種した場合でもコロニー形成は全く見られなか

った.PHQ無処理の対照ではコロエー形成率は89%で

あるのに対し， 10μg/mlの PHQで24時間処理した細

胞では，再幡種によるコロニー形成率は13%，25p.g/ml 
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種して行なった細胞毒性〈直接法〉の結果を Fig.1に示

す.5μg， 10μg/ml PHQ処理で処理量と処理時聞に相

関してコロニ{形成率の低下が見られた.15，20，25μg/ 

mlの PHQで処理した細胞は， 5日後の固定・染色時

にはコロニーを全く形成しなかった.また， 5!3間処理

処理では，わずか0.028%であった.なお，これと同時に

行なった変異原性試験で，ここに述べた処理方法では，

PHQにはCHO-K1細胞に対する変異原性は認められな

かった.

次に， Nunc plateの wellあたり約100個の細胞を幡
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を続けた細胞では，コロニーあたりの細胞数が他の群の

細胞数よりも少なく，小さいコロニ{が観察された.対

照群の細胞にもコロニ{形成率の低下が見られたのは，

溶媒に用いた dmsoを 10μJ処理しているので，この効

果であろうと思われる.

次に，染色体試験の結果を Table3に示寸.

PHQの25μg/ml3時間処理で異常細胞数が control

に比し有意な増加を示した. その誘発した異常は gap，

breakであり， exchangeも一例見られたが，今回の

controlの自然誘発異常の頻度が1.3% (2/150)という

値であり我々が現在まで蓄積してきた controlの back

ground (3~4%) に比し，かなりの低頻度であった.こ

のことから， 25μg/ml処理の異常誘発頻度が6.7%(10 

/150)という値にもかかわらず有意な増加を示したもの

と思える.この 3時間処理は doseを増やし再検討を行

なう.

次に， 24時間処理で、は 5-25μg/mlの間に 6doseを設

定して行なったが， 25及ひ:20μg/ml処理においてはPHQ

による細胞増殖阻害が強く観察細胞は84及び87個という

少ない数であった. 5-25μg/ml処理のいずれの異常細胞

数は， controlに比し有意な増加を示していないが，用

量に伴なう増加が見られた.一方， 25， 20及び12.5μg/

ml処理の誘発す右異常が gap~主とするのに対し， 10， 

6.25及び5μg/ml処理ゼは exchange，ring及び dice-

ntric chromosomeという交換型異常が多く観察された.

これらの結果を基に今後さらに検討を進めて行きたい.

今回，染色体試験の簡便化ということで小型培養器材

の一つである Nuncplateを用いて染色体標本の作製を

行なった.作製方法は従来用いている培養瓶と同様の方

法，つまり，コルセミドの濃度，低張液として用いた.

0.075M KcI溶液の量などを同じにして行なった所，良

好な染色体標本が 2~3 枚作製可能であり分裂中期の細

胞も 4及び 6well を用いて 150~400 個観察出来た.こ

の結果で従来用いている猪養瓶での染色体標本の作製状

況に比べて何ら遜色がないことが解った. また， Nunc 

plateで用いる培養液及び血清の量も培養瓶を用いて行

なう方法に比べ約1/10と少なく頻聞に行なう細胞毒性試

験及び染色体試験においては極めて良好な培養器材であ

ると思える.また，培養瓶に要する培養スベ{スに比べ

約 1害IJのスペースで培養が可能であるという点も Nunc

plateの利点の一つになっている.

一方，水に難溶もしくは不溶な物質の場合の Nunc

plateの適用には若干の検討の余地がある.現在，水に

難溶もしくは不溶な物質の場合には dmsoを溶媒として

用いるが，この dmsoの細胞毒性についても考慮すべき

点がある.培養細胞の種類により異なるが，一般に，培

養液中に dmsoガス 2%以上の濃度である場合には細胞

i の増殖に影響を及ぼすとされているh日.つまり，供試検

一体の細胞毒性が強い場合には溶媒として用いる，dmsoの

量も少量で済むが医薬品及び食品添加物などのように細

胞毒性が非常に弱い物質の試験においては高濃度での処

理を行なわざるをえない.従って，多量の dmsoが培養

液に混じってしまう場合がある.また，化学物質の内に

は，代謝活性化酵素の存在下で初めて変異原性や染色体

異常誘発性を示すようになる物質も多く，未知検体の場

合には S-9mix添加の実験を非添加の実験と併せて行う

必要があるが， Nunc plateの場合， その培養面積が小

きいために， 従来の 10ml容量の培養瓶を用いた実験で

の S-9mix処浬量をそのまま応用すると，細胞全体を

S-9mix液で夜うことができず，死細胞が増加する等の

問題がある Nuncplateを用いた代謝活性化試験につ

いては，さらに検討をすすめている.
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F344/Du (Fischer)ラヴトにおけあ飼料中化学物質添加濃度と

化学物質摂取量の関係について

井口重孝*，高橋 博*，平賀輿吾*

Relation of Part per Million in Diet to MiIIigram per Kilogram Body Weight 

per Day in F344/Du (Fischer) Rat 

SHIGET AKA IGUCHI*， HIROSHI T AKAHASHI* and KOGO HIRAGA* 

Keywords: F344/Duラット Fischerrat，飼料摂取 foodintake 

当部では F344/Du(Fischer)ラットを用いた各種の

毒性試験が行われており，著者らも最近岡ラットによる

2つの長期毒性試験を完遂した.これらの試験よりF344

/Duラットの性情に関し多くの情報を得ているが，本報

告では飼料に添加した化学物質(試料〉の濃度ppmと化学

物質摂取量 mg/kg/dayの関係を検討した.この関係を

知ることは毒性試験を行う上で極めて有用であり，従来

ラヅトによる長期試験で化学物質の投与量を 1mg/kg.

B. W./day とするための飼料中の化学物質の濃度は 20

ppmとされている1) このことは今回の検討結果におい

℃もほぼ認められたが，ここに詳細を記載し，今後の参

考資料としたい.

実験材料ならびに方法

F344/Du (Fischer)ラ''lト:日本チヤ{ノレス・リバー

紛生育の近交系 F344/DuCrjラット雌雄を4週齢で購

入， 1週間の予備飼育後発育良好と認められたものを使

用した.

化学物質添加飼料:基礎飼料は日本クレア紛の CE-2

国型飼料とし，化学物質はAおよびBの2種を用いた.

化学物質の飼料への添加濃度 ppmは

A:雄ラット用 0， 9，000および 4，500

雌ラット用 0，13，000および 6，500

B:雄ラット用 0，20，000， 7，000およひ、2，500

雌ラット用 0，10，000， 5，000および2，500

使用動物数 :A投与各群各50匹， B投与各群各25匹

飼育条件:温度25土 1'C ，湿度50~60%，換気毎時10

回， 照明午前6時から午後5時までの barriersystem 

飼育室において，前面および床面が網のステンレス製ケ

ージ(縦40)(横25x高さ16.5cm)に個別に収容，自動給

水装置(細菌ろ過器経由水道水〉付ベルト式飼育架台に

ラγダムに配置し化学物質添加飼料投与開始まで基礎飼

料 CE-2を自由に与えた.添加飼料の投与はラット 5週

齢時より開始した.なお， 5週齢とは出生日を O日とし

た生後35日から41日までのものをきしている.投与期聞

は104週 (2年〉聞とし，動物の観察，体重測定，飼料

投与，摂餌量測定等は午前9時から11時の聞に行った.

AおよびB投与ラットの飼育室はそれぞれ独立してお

り，投与開始日も約 1年の相違がある.

飼料摂取量の測定飼料投与量，摂餌後の残余童およ

びケージ受皿への飼料コボシ量を測定し， (投与量一残

余量ーコボシ量)/測定日数により 1日摂取量(g/rat/day

および g/kg.B. W. /day)を求めた.測定日(週齢〉は

表3の通りである.

化学物質摂取震の算定:飼料摂取量に添加濃度を乗じ

て求めた. (1)化学物質摂取総量(T)は，今回算定した

1日摂取量を次回の測定時まで利用して期間内の総摂取

量を算出した. (2) 1日平均摂取量(M)は期間内の総摂

取量 (T)を期間の日数で除した. (3)化学物質 1mg/

kg/dayを摂取(投与〉出来る飼料中化学物質添加濃度

ppm (C)は飼料中化学物質濃度 ppmを1日平均摂取量

(M)で除した. (4)飼料中化学物質濃度が 1ppmのとき

の化学物質摂取量 mg/kg.B. W. /day (D)は1を(C)

で除して求めた.

結果と考察

飼料摂取量:表 1(雄〉および2(雌〉に5週齢時以降

4半期毎の飼料摂取量を体重とともに示した.A投与群

とB投与群(以下A群， B群とする)では全期闘を通じ

てB群の摂取量がやや少いが，加齢に伴う摂取量の変化

の傾向は両群聞に差は認められず，ラット当りの摂取量

は56週齢ごろまで漸増し，以降では殆んど変化なく雄で

は13~16g/rat/day，雌では10~13g/rat/dayであり，化

学物質添加飼料摂取ラットにおいても B群20，000ppm投

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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表1.飼料摂取量(雄〉

ラット
A B 

週齢 01) 90，000 4，500 。 20，000 7，000 2，500 

11. 6土0.92) 11.1土0.9 10.5土0.9 9.5土0.7 7.9土0.5 10.6土0.8 10.7土0.7
5 (125.9土7.3)的 (120.9土8.3) (113.8土7.2) (103.0土6.8) (86.3土5.6) (113.9土7.8) (115.7土6.7)

92.1土6.34) 92.4土6.0 92.0土5.9 92.3土5.0 92.0土4.7 93.3土5.2 92.8土4.9
14.1土1.1 14.1土1.2 14.1土1.4 12.2土1.5 11.1土2.0 12.9土1.7 12.8土1.2

17 (48.2土2.8) (50.4土3.1) (49.6土2.8) (48.1土1.9) (47.6土3.4) (49.8土2.9) (49.1土2.1) 
292.7土22.5 279.4土19.5 284.4土27.8 254.9土23.7 232.0土32.4 259.8土27.3 260.9土23.3
13.8土1.2 13.8土1.1 14.2土1.1 12.9土0.8 11.9土1.3 13.0土1.6 13.2土0.8

30 (34401 .3土2.6) (41. 2土2.1) (41. 7土1.6) (37.7土2.4) (38.9土2.0) (38.4土1.8) (37.7土2.2)
341. 5土23.9 333.8土21.9 340.5土25.8 344.0土29.5 308.2土34.4 338.0土42.4 350.0土20.9
14.3土1.0 14.1土1.3 14.5土1.1 13.8土1.1 12.8土1.3 14.2土1.0 13.8土0.7

43 (39.8土2.0) (39.5土3.3) (40.0土2.1) (37.2土2.7) (38.6土2.3) (38.2土2.2) (37.0土1.8) 
359.6土28.0 356.4土22.9 362.8土27.3 372.6土36.2 328.3土37.8 365.9土40.0 373.4土25.5
15.5土1.1 15.7土0.9 15.7土1.0 14.5土1.2 13.4土1.5 14.6土1.0 14.5土1.0

56 3C4751.. 5土2.2) (41. 9土2.1) (41. 0土2.0) (36.9土2.5) (38.8土2.8) (38.0土2.3) (37.1土2.3)
4土30.3 374.5土28.7 382.4土31.4 394.5土39.2 343.0土36.5 379. 7土47.6 391. 0土27.8

15.9土1.1 15.5土2.3 16.3土1.2 14.0土1.1 13.0土1.2 14.3土1.2 13.9土1.1
69 (41. 3土2.3) (40.2土5.7) (41.1土2.2) (33. 1土2.2) (35.7土2.3) (34.8土2.0) (33.6土1.8) 

386.2土30.4 382.5土35.2 397.4土29.9 415.2土39.2 350.6土34.2 405.0土34.0 409.0土30.4
15.3土1.1 15.1土1.0 15.4土1.5 13.3土1.2 12.0土1.1 13.5土1.3 14.0土1.3

82 (37.8土1.7〉1 (37.5土2.0) (36.9土2.6) (29.8土240.7.〉1 (30.9土2.0) (31. 2土2.5) (32.3土2.3.〉6 
403.9土33. 403.5士29.9 417.9土31.0 449.5土 384.6土28.5 431. 9土34.2 435.2土33
15.1土1.3 15.0土1.1 15.1土2.2 15.5土1.6 13.2土1.4 14. 7土1.5 14.7土1.1

95 (36.4土2.3) (431 6.2土2.0) (35.3土5.3) (33.9土337.0.〉8 (34.0土3.3) (33.5土2.5) (32.9土25.6.6〉
415.9土32.3 414.1土25.8 426.3土43.2 456.1土 373.7土54.3 439. 7土42.4 448.9土3
16.6土1.7 16.3土1.1 16.9土1.3 15.0土2.3 12.6土3.2 14.3土2.3 14.9土1.4

108 (40.9土4.6) (41;6土3.3) (40.6土32.0.4〉 (34.4土4.1) (33.3土8.1) (33.2土5.5) (32.9土2.4)
403.0土34.7 388.8土34.3 410.3土42.4 418.3土35.4 378.1土21.6 433.7土34.9 453.5土29.5

値は平均土 SD 1) ppm 2) g/rat/day 3) g/kg. B. W. /day 4)体重 (g)

表 2. 飼料摂取量(雌〉

ラット
A B 

週齢 01) 13，000 6，500 。 10，000 5，000 2，500 

9.1土0.92】 6.9土0.9 8.7土0.7 8.4土0.6 8.3土0.8 7.8土0.8 9.1土0.7
5 (108.9土10.1)め (82.1土11.1) (103.8土7.4) (107.6土6.7) (108.6土10.5) (98.3土8.0) (118.4土10.0)

83.3土4.0') 84.1土3.4 84.1土3.7 78.6土4.0 77.2土4.1 79.3土3.8 77.6土4.4
9.3土0.8 8.7土0.9 9.4土0.8 8. 7土0.9 8.4土O.7 8.8土1.1 8.5土1.4

17 (56. 1土3.5) (57.4土4.0) (56.2土3.9) (55.9土4.1) (56.1土3.3) (56. 1土3.8) (55.2土416.4.〉1 
165.7土11.1 151.1土12.8 166.8土12.0 156.7土12.7 151. 3土10.。156.8土15.7 153.5土
9.6土0.9 9.3土0.9 9.7土0.7 9.1土0.8 8.7土0.6 9.1土0.6 9.0土0.7

30 (50.4土3.0〉5 (52.8土3.6) (51. 2土2.8) (47.9土3.2) (46.9土3.2) (47.1土3.4) (46.7土2.6)
189.4土12. 176.1土12.5 190.1土12.0 190.4土17.1 187.3土12.7 194.5土18.5 193.0土16.9
10.3土0.8 10.1土0.9 10.3土0.8 9.4土0.9 9.1土0.7 9.8土0.8 9.8土0.8

43 (50. 7土2.9) (52.5土4.4) (50.9土3.1) (45.6土3.4) (45.1土2.8) (44.4土3.7) (45.7土3.6)
202.9土15.1 192.0土14.9 202.8土12.3 208.3土20.0 203.3土14.6 211.1土20.6 208.2土23.6

10.9土1.0 11.1土0.9 11. 3土0.9 10.8土0.9 10.5土O.7 10.5土0.7 10.6土0.9
56 (50.4土4.4) (53.4土3.4) (52.1土4.1) (48.9土3.3) (49.1土3.3) (46.8土3.2) (48.4土4.4)

217.2土16.3 207.5土15.7 217.7土17.8 221. 5土23.2 214. 7土14.0 225.3土20.9 221. 8土25.6
11. 7土0.9 11.2土1.1 11. 6土1.1 10.5土1.2 11.0土1.0 10.2土1.0 10.0土1.5

69 (50.1土4.0) (49.9土4.5) (49.2土4.8) (42.2土4.5) (46.1土3.3) (40.7土4.0) (40.7土5.6)
235.0土20.7 225.2土21.1 235.7土20.6 243.0土30.2 230.4土17.3 244.8土27.3 241. 6土30.。
11. 6土1.5 11.9土1.1 11. 7土1.1 10. 7土1.2 9.8土1.7 10.2土1.3 10.2土1.8

82 (45.2土6.1) (42.9土43.8.7〉 (45.2土5.3) (38.5土5.7) (36.9土8.0) (36.6土5.1) (38.2土5.9)
257.5土25.0 244.0土23. 258.8土28.5 277.0土45.3 269.0土32.4 281. 7土32.1 268.8土42.2
12.0土1.3 11. 6士1.6 11. 8土1.1 12.5土1.2 12.1土1.1 10.8土2.1 11.4土1.6

95 (43.3土4.7) (45.2土6.3) 2(4821.1土5.2〉1 (41. 4土6.9〉5 (42.9土6.5) (36. 7土6.9) (39. 7土454.9.〉1 
276.9土29.0 258.0土25.8 .8土28. 298.8土42. 285.5土31.1 295.2土39.0 290.2土
13.3土1.4 13.1:e1. 8 13.4土1.4 11. 0土2.2 10.1土1.9 10.8土1.6 9.9土1.5

108 (47.2土5.2) (49.9土8.2) (47.6土6.1) (35.6土8.8) (34.0土6.2) (35.3土4.8) (34.0土6.6)
279.0土37.4 262.6土23.4 283.6土24.9 303.4土34.8 292.9土28.3 307.5土40.2 290.0土42.。

値は平均土 SD 1) ppm 2) g/rat/day 3) g/kg. B. W. /day 4)体重 (g)
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表 3. ラット各週齢時における添加化学物質摂取量

雄
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各試験区間内における添加化学物質総摂取量表 4.

A 

7， 000 2， 500 Mean 13， 000 6， 500 10， 000 

6923 33873 
247.3 1209.8 
10.1 10.1 10.7 
0.099 0.099 0.093 

9261 51093 
147.0 811.0 
17.0 17.1 16.0 
0.059 0.059 0.062 

9674 62874 
106.3 690.9 
23.5 23.1 18.8 
0.043 0.043 0.053 

8470 62125 
93.1 682.7 
26.9 25.6 19.0 
0.037 0.039 0.053 

8344 63098 
91.7 693.4 
27.3 25.7 18.7 
0.037 0.039 0.053 

8248 61572 
90.6 676.6 
27.6 25.9 19.2 
0.036 0.039 0.052 

7532 57449 
82.8 631.3 
30.2 27.9 20.6 
0.033 0.036 0.049 

7014 53137 
77.1 583.9 
32.4 30.8 22.3 
0.031 0.033 0.045 

7091 55615 
77.9 611.2 
32.1 29.4 21.3 
0.031 0.034 0.047 

雌

B B A 

9，000 4，50020，000 

雄

ラット週齢
(試験区間〉

10.3 
0.097 

15.7 
0.064 

2，500 Mean 

7231 
258.3 
10.1 

0.099 

10208 
162.0 
15.4 
0.065 

11788 
129.5 
19.3 

0.052 

10430 
114.6 
21. 8 20.7 
0.046 0.049 

10542 
115.8 
21. 6 
0.046 

10444 
114.8 
21. 8 
0.046 

9205 
101. 2 
24.7 22.8 
0.040 0.044 

8435 
92.7 
27.0 
0.037 

8344 
91. 7 
27.3 
0.037 

19.1 
0.052 

20.4 
0.049 

20.6 
0.049 

25.1 
0.040 

5，000 
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10.4 
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20160 
320.0 
15.6 
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23625 
259.6 
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0.036 

27657 
987.8 
9.7 

0.103 

41167 
653.4 
15.3 

0.065 

47551 
522.5 
19.1 

0.052 

42735 
469.6 
21. 3 

0.047 

43505 
478.1 
20.9 
0.048 

44737 
491.6 
20.3 
0;049 

40271 
442.5 
22.5 

0.044 

35609 
391. 3 
25.5 
0.039 

34027 
373.9 
26.7 
0.037 

唱
A
Q
u
a
u
A白

I
q
A
ヴ
，
。
白
ワ
ム
M

凸
U
Q
U
市
ム
ワ
ム
M
噌
A
n
υ
n
U
T
4
9
d
n
u
噌
4
9
h
Q
d
ワ
白
ヴ

S
1ム
ヴ

'

ワ

'
Q
d
ヴ
，

T
ム

m
b
q
d
q
u
n
d
Q
d
司
A
戸

b

d
A
T

・
-
n
u
a
a
τ

・
-
n
O
噌

i

・-戸
D

の
4

・・
r
o
q
δ

・
-
F
D
H
U
-
-
z
u

の
6

・・
4
ι
τ
q
0

・・
A告

Aιτ

・
-
A告

2
5
0
0
2
0
6
0
0
0
9
0
1
h
1
9
0
9
9
9
0
9
9
9
0
7
4
1
0
4
9
3
0
7
3
2
0
 

7
1
1

・
5
0
1

・
1
4
1

・
0
3
1

・
0
3
1

・
9
2
1

・
7
0
2

・
5
7
2

・
6
9
2

可
ム
氏
U

A

U

9

a

d
噌

n
u
q
d
q
u
n
u
η
O
Q
u
n
u
q
u
q
u
nり
の

A
q
d
n
U
9
h
M
q
u
n
u
o
ρ
9
a
.
4
n
u
q
G
9白
白

U

19355 
691. 3 
10.1 

0.099 

26306 
417.6 
16.8 

0.060 

27139 
298.2 
23.5 

0.043 

24339 
267.5 
26.2 
0.038 
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0.031 
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0.032 

12348 50302 
441. 0 1796. 5 
10.2 11.1 

0.098 0.090 

16198 71736 
257.11138.7 
17.5 17.6 
0.057 0.057 

17920 79282 
196.9 871. 2 
22.9 23.0 
0.044 0.043 

16618 70784 
182.6 777.8 
24.6 25.7 
0.041 0.039 

16940 69566 
186.2 764.5 
24.2 26.2 
0.041 0.038 

16758 68964 
184.2 757.8 
24.4 26.4 
0.041 0.038 

15680 64225 
172.3 705.8 
26.1 28.3 
0.038 0.035 

14294 54999 
157.1 604.4 
28.6 33.1 

0.035 0.030 

15393 58702 
169.2 645.1 
26.6 31. 0 
0.038 0.032 

27321 
975.8 
9.2 

0.109 

34615 
549.4 
16.4 

0.061 

36015 
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22.7 
0.044 

33635 
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24.4 
0.041 

34083 
374.5 
24.0 
0.042 

34307 
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23.9 
0.042 

31920 
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25.7 
0.039 

29498 
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27.8 

0.036 

31360 
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26.1 

0.038 
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5 

8 

9 

17 

83 

95 

96 

108 

18 

30 

31 

43 

44 

56 

57 

69 

70 

82 

25.0 
0.040 

T=Total mg/kg.B.W. M=mg/kg.B.W./Day 

D=l ppm in food equals in mg/kg. B. ¥九人/Day

C = 1 mg/kg. B. W. /Day equals in ppm of diet 

物質摂取量 mg/kg.B. W./day (D)を示した.

表 5に化学物質添加飼料投与開始の 5週齢時から 4週

間(1カ月)， 13週間 (3カ月)， 26週間 (6カ月)， 39 

週間 (9カ月)， 52週間(1年)， 65週間(1年3カ月)，

78週間 (1年6カ月)， 91週間(1年9カ月〕および104

週間 (2年〉における表3と同様なT，M， CおよびD

とA群と B群の成績を平均したCおよびDを示した.

各期間内の各群聞のCおよびD値はよく一致しており

表 5におけるその平均値は 4週間雄C=10.1， D= 

0.099，雌C=10. 3， D =0. 097で雌雄間にほとんど差は

認められないが， 13週間雄C=14.1， D =0. 071， 雌C

= 13.5， D =0. 074， 26週間雄C=17. 5， D =0. 057，雌

C =15.8， D =0. 063， 52週間雄C=20. 8， D =0. 048， 

与ラットでやや低値を示したのを除き，いずれも同様同

値であった. mg/kg. B. W. /day値は5週齢から17週齢

にかけて激減し，以降漸減した.

各週齢時の化学物質摂取量 (mg/kg.B. W. /day) :表

3に各週齢時の化学物質摂取量を示した.摂取量は初期

に急速に，その後82~92週齢まで漸減した.以後は増減

の動揺がみられた.

化学物質総摂取量:表4に化学物質添加飼料投与開始

の5週齢から 4週間， 9週齢から 9週間， 18週齢以降13

週間 (3カ月〉毎の，その期間内における化学物質総摂

取量(T)， 1日平均摂取量(M)，化学物質 1mg/kg. B. 

W./day摂取(投与〉に相当する飼料中化学物質添加濃

度ppm(C)および化学物質 1ppm添加飼料による化学
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化学物質添加飼料投与開始からの化学物質総摂取量表 5.
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A 

2， 500 Mean 13， 000 6， 500 10， 000 5， 000 

6923 33873 17241 27675 13489 
247.3 1209.8 615.8 987.8 481.8 
10.1 10.1 10.7 10.6 9.7 10.4 
0.099 0.099 0.093 0.094 0.103 0.096 

16184 84966 42483 68824 33649 
177.9 933.7 466.8 756.3 369.8 
14.1 14.1 13.9 13.9 13.2 13.5 

0.071 0.071 0.072 0.072 0.076 0.074 

25858 147840 73493 116375 57274 
142.1 812.3 403.8 639.4 314.9 
17.6 17.5 16.0 16.1 15.6 15.9 

0.057 0.057 0.063 0.062 0.064 0.063 

24328 209965 103614 159110 78239 
125.7 769.1 379.5 582.8 286.6 
19.9 19.7 16.9 17.1 17.2 17.4 
0.050 0.051 0.059 0.058 0.058 0.057 

42672 273063 134547 202615 99183 
117.2 750.1 369.3 556.5 272.5 
21.3 20.8 17.3 17.6 18.0 18.3 
0.047 0.048 0.058 0.057 0.056 0.055 

50820 334635 164500 247352 120001 
111.7 735.5 361.5 543.6 263.7 
22.4 21.7 17.7 18.0 18.3 18.9 
0.045 0.046 0.056 0.056 0.055 0.053 

58352 392084 192227 287623 138362 
106.9 718.1 352.1 526.8 253.4 
23.4 22.5 18.1 18.5 19.0 19.7 
0.043 0.044 0.055 0.054 0.053 0.051 

65366 445221 217658 323232 155071 
102.6 698.9 341.7 507.4 243.4 
24.4 23.4 18.6 19.0 19.7 20.5 
0.041 0.043 0.054 0.053 0.051 0.049 

72457 500836 244405 357259 171633 
99. 5 688. 0 335. 7 490. 7 235. 8 
25.1 24.1 18.9 19.4 20.4 21.2 
0.040 0.042 0.053 0.052 0.049 0.047 

雄

A 

9，000 4，50020，000 

27321 12348 50302 19355 
975.8 441.01796.5 691.3 
9.2 10.2 11.1 10.1 

0.109 0.098 0.090 0.099 

61936 28546 122038 45661 
680.6 313.71341.1 501.8 
13.2 14.4 14.9 14.0 

0.076 0.069 0.067 0.071 

97951 46466 201320 72800 
538.2 255.31106.2 400.8 
16.7 17.6 18.0 17.5 

0.060 0.057 0.056 0.057 

131586 63084 272104 97139 
482.0 231.1 996.7 355.8 
18.7 19.5 20.7 19.8 
0.053 0.051 0.048 0.051 

165669 80024 341670 120939 
455.1 219.8 938.7 332.3 
19.8 20.5 21.3 21.1 
0.051 0.048 0.047 0.047 

199976 96782 410634 144343 
439.5 212.7 902.5 317.2 
20.5 21.2 22.2 22.0 
0.049 0.047 0.045 0.045 

231896 112462 474859 166225 
424.7 206.0 869.7 304.4 
21.2 21.8 23.0 23.0 
0.047 0.046 0.043 0.043 

261394 126756 529858 186175 
410.4 199.0 831.8 292.3 
21.9 22.6 24.0 23.9 
0.046 0.045 0.042 0.042 

292754 142149 588560 206727 
402.1 195.3 808.5 284.0 
22.4 23.5 24.7 24.6 
0.045 0.043 0.040 0.041 
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ラヅト週齢
〈試験期間〉

5 

95 
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108 

5 

30 

5 

43 

5 

56 
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69 

5 

82 

5 

8 

5 

17 

20.2 
0.050 

T=Total mg/kg.B.W. M=mg/kg.B.W./Day 
D= 1 ppm in food equals in mg/kg. B. W. /Day 

C=l mg/kg B. W./Day equals in ppm of diet 

試験においては，ここで得た成績にもとづいて化学物質

添加濃度の設定あるいは摂取量の推定を行うべきものと

考える.

まとめ

F344/Du (Fischer) ラットにおける飼料中化学物質

添加濃度 ppmと化学物質摂取量 mg/kg.B. W. /dayの

関係を 2つの長期毒性試験の成績により検討した.

F344/Duラット 5週齢より試験(化学物質添加飼料

投与〉開始の場合，各試験期間内の化学物質平均摂取量

1 mg/kg/dayを得るに必要な飼料中化学物質添加濃度

ppmは，

雌C=17.9，D=0.056， 78週間雄C=22. 5， D =0. 044， 

雌C=18. 9， D =0. 053， 104週間雄C=24. 1， D =0. 042， 

雌C=20.2， D =0. 050であり雌雄聞に差が生じた.

まえがきで述べたようにラットを用いた長期毒性試験

で化学物質(検体〉を飼料に添加して投与する(摂取せ

しめる〉場合，試験期間中の平均化学物質摂取量 1mg/

kg/dayは化学物質20ppm添加飼料の摂取に相当すると

いわれている.これは両者の関係の概略を示したもので

あり b ラットの系統，雌雄，試験期間の長短等により変

動することは当然である.今回 F344/Duラットで得た

成績はこれを示している.

今後当部で F344/Duラットを用いて行う長・短毒性
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試験期間 雄

4週間(1月〉 10 

13 1/ (3 1/) 14 

26 1/ (6 1/) 18 

52 1/ (121/) 21 

78 1/ (181/) 23 

104 1/ (241/ ) 24 

と算定された.
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F344/Du (Fischer)ラットの体重増加曲線について

高橋 博*，井口 重 孝 * ， 平 賀 輿 吾 本

Growth Curve in F344/Du (Fischer) Rat 

HIROSHI T AKAHASHド， SHIGET AKA IGUCHI* and KOGO HIRAGA* 

Keywords: F344/Duラット Fischer ra t，体重 bodyweight，体重増加曲線 growthcurve 

当部ではこれまでラットの成長過程における体重増加

曲線に吟味を加え，規則性ある変動を見出し，その詳細

を報告して来たト町.

動物および観察方法

F344/Du (Fischer)ラ'Y卜:日本チヤールス・リバ

{輔 F344/DuCrjを4週齢で購入.

今回は，近交系 F344/Du(Fischer)ラγ トにおける

体重増加曲線の性状を当部で、行われた3つの短期および

長期飼育試験で得た成績により検討した.短期試験の成

績では飼料摂取量および飲水量との関係も吟味した.

飼育条件:室温25土 lOC，湿度50土5%，換気毎時10

回，照明午前6時から午後5時までの barriersystem飼

育室で前回および床面が網のステソレス製ケ{ジ(縦40，

横25，高さ16.5cm)に個別に収容，ベルト式飼育架台に
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表1. F 344/Duラットを用いた 3っくA.BおよびC)の13週間飼育試験の対照群の体重

A 

雄

B C A 

雌

B C 

96.2土 3.01) 86.3土 2.2 104.1土 2.9 82.9土 2.4 78.9土 2.1 88.5土 2.9
(100.0土 o)2) (100.0土 0) (100.0土 0) (100.0土 0) (100.0土 0) (100.0土 o) 
123.8土 5.8 112.9土 6.0 132.8土 5.9 99.3土 3.9 98.7土 5.1 106.2土 3.5
(128.3土 4.4) (130.3土 5.3) (127.1土 3.9) (119.7土 3.4) (124.6土 4.6) (119.5土 2.2)

150.8土12.5 130.6土 6.7 159.3土10.0 113.5土 3.3 113.2土 4.4 119.8土 5.0
(156.6土10.7) (150.8土 5.8) (152.5土 7.8) (136.9土 4.5) (143.0土 4.2) (134.9土 4.2)

176.9土18.1 148.4土10.9 182.6土16.3 125.7土 3.9 123.8土 3.8 130.1土 5.3
(183.4土16.1) (171. 5土11.1) (174.9土12.7) (151. 2土 4.1) (156.6土 4.5) (146.5土 3.8)

196.0土27.1 163.7土19.0 199.9土20.8 131. 9土 5.0 132.4土 4.8 137.8土 5.0
(203.4土25.1) (189.3土20.1) (191. 3土16.9) (159. 1土 5.0) (167.4土 6.1) (155.2土 5.8)

211. 8土28.3 175.3土26.5 216.5土25.7 138.6土 6.0 136.3土 5.1 143.5土 5.0
(219.5土29.8) (202.4土28.8) (207.2土21.4) (165. 8土 6.4) (172.4土 8.2) (161. 8土 7.0)

221.4土28.3 190.7土32.8 229.4土26.4 142.2土 7.4 140.6土 6.5 147.3土 5.4
(229.9土33.8) (220.3土35.9) (219.6土21.9) (171. 5土 7.9) (177.7土 9.2) (166.1土 7.1)

236.1土32.8 199.5土36.0 241. 6土25.6 146.5土 8.0 143.4土 8.7 151.8土 6.6
(244.9土31.9) (230. 3土35.9) (231. 4土20.8) (176.2土 8.1) (181.4土12.4) (171. 3土 8.5)

246.3土31.1 213.7土37.5 252.9土25.4 150.0土 8.1 148.6土 8.6 156.9土 6.7
(255.7土29.5) (246.8土40.9) (242.2土20.2) (180. 9土 7.6) (187.9土11.6) (177.0土 8.0)

257.9土29.2 224.0土36.0 264.1土23.1 154.4土 9.4 150.9土 9.4 161.3土 7.5
(267.9土28.4) (258. 7土38.7) (253.2土18.1) (186.2土 9.6) (191.1土13.2) (181. 9土 8.5)

267.2土27.9 232.9土36.0 272.1土22.3 155.9土 9.3 153.3土10.1 165.8土 8.4
(277.6土26.9) (269.0土38.9) (260. 9土17.5) (188.0土 9.7) (193.9土14.4) (187.0土 9.2)

273.9土25.9 248.5土34.8 278.9土21.2 160.5土10.4 159.6土 8.7 169.4土 9.1
(284.6土24.4) (287.1土38.0) (267.5土17.0) (193.5土10.8) (202.0土12.5) (190.9土 9.5)

282.5土24.7 259.0土31.3 286.9土21.6 164.9土 7.9 164.8土 7.3
〈293.5土23.1) (299.4土34.0) (274.9土16.9) (198. 9土 8.6)α08.5土11.0) 

172.9土10.2
(195.0土10.9)

値は10例平均土 SD 1)絶対重量(g) 2)体重増加率=(体重/5週齢時体重)xlOO 

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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表 2. F 344jDuラットを用いた3つ (A・BおよびC)の13週間飼育試験の対照群の

飼料摂取量および飲水量

雄 雌

A B C A B 

11. 8土1.3 1) 11. 0土1.0 11.8土1.0 8.8土 0.8 10.4土 0.4
(95.5土 7.4)2) (90.7土 6.2) (88.8土 5.5) (88.6土 9.0) (98.1土 3.0)

13.8土 2.6 10.4土 2.0 12.4土1.4 9.5土 O.7 9.4土 0.9
(77.7土 8.5) (66.2土 7.4) (68.0土 3.5) (76.1土 3.7) (72.7土 7.6)

12.8土 2.6 10.7土 3.3 12.8土 2.0 8.8土1.0 7.9土1.0
(60.6土 6.7) (57.7土 8.8) (64.1土 4.7) (63.8土 5.6) (57.3土 5.5)

13.7土1.9 11. 0土 2.6 12.6土 2.1 9.3土 0.5 7.7土1.1
(58.2土 3.9) (53.2土 4.7) (54.6土 5.4) (63.6土1.4) (53.5土 5.3)

14.2土1.5 12.3土 2.0 13.1土1.0 9.5土 0.7 8.4土1.1
(55.1土 2.0) (53.9土 4.7) (48.4土 3.1) (61. 6土 3.5) (55.1土 4.9)

14.5土1.2 12.8土1.3 12.9土1.0 9.9土 0.5 9.1土 0.7
(53.1土 2.6) (50.5土 2.9) (44.9土 2.0) (62.1土 4.3) (55.8土 3.5)

16.2土1.9 1) 15.5土 0.8 16.5土1.6 13.4土 4.7 15.1土 0.9
(131.1土10.3)2) (128. 1土 6.3) (124.0土 9.3) (135.8土35.1) (142.2土 7.4)

18.0土 3.2 14.9土1.8 17.1土1.7 15.3土1.6 13.8土1.2
(101. 4土10.6) (95.7土 9.7) (93.8土 5.9) (122.0土13.4) (107.1土 8.3)

18.8土 4.0 13.8土 3.1 18.3土 3.5 15.6土1.6 11.3土1.8
(88.3土11.2) (75.0土 5.9) (91. 4土13.6) (113.4土12.5) (81. 3土12.5)

19.5土 3.4 14.2土 3.3 18.2土 3.8 17.1土1.7 11. 3土 2.2
(82.4土 7.8) (69.0土 6.8) (79.3土12.8) (117.4土11.7) (78.1土12.0)

20.5土 3.7 16.6土 3.0 18.2土1.6 15.9土 2.7 12.6土 2.4
(79.3土 9.9) (71. 3土 7.7) (67.1土 4.9) (103.0土14.7) (82.0土11.8) 

20.6土 2.2 17.1土 2.4 18.9土 2.3 16.3土1.6 13.6土1.3
(75.3土 4.8) (67.5土 9.0) (69.6土 8.0) (102.1土12.2) (83.5土 7.3)

値は10例平均土 SD 1) gjratjday 2) gjkgjday 

配置，日本クレア脚 CE-2国型飼料および細菌ろ過器経 結果と考察

C 

9.6土 0.6
(90.9土 5.4)

9.2土 O.7 
(70.7土 4.9)

9.2土 0.6
(67.1土 3.8)

8.6土1.1
(58.6土 6.3)

9.2土1.2
(55.6土 6.7) 

9.3土1.0
(53.9土 5.1)

15.1土 2.2
(142.3土19.7)

15.3土 2.5
(117.2土17.4)

14.5土 2.0
(105.0土11.9)

15.6土 4.1
(105.5土26.2)

15.3土1.4
(92.0土 6.1)

14.9土1.2
(86.0土 5.3)

由水道水〈自動〉を自由に与え，発育良好なものを 5週 短期飼育群:表1に体重と 5週齢体重を 100とした体

齢より観察した.なお， 5週齢とは出生日を 0日として 霊場加率の推移を，表2に飼料摂取量および飲水量の

35日から41日までのものをいう gjratjdayとgjkgjdayの推移を，図 1に雄，図2に雌

観察方法:短期飼育群一一雌雄各10匹について 5週齢 の体重増加率，飼料摂取量 gjkgjdayおよび飲水量gjkg

より17週齢(13週間〉まで毎週 1回午前10時に体重を測定 jdayを示した.

した.飼料摂取量および飲水量は隔週に測定した.飼料 体重は， 5週齢時の雄A96.2土3.0g， B86.3土2.2g，

摂取量ぐ摂餌量〉は投与飼料重量，摂餌後の残余飼料量 C104.1土2.9gで， Cの平均体重が最も大きく次いでA，

および測定期間中のケージ下の受皿にコボした飼料量を Bの11慣で， BとCの差は約 18gであった.雌の 5週齢時

測定し(投与量一残余量一コボシ量)j誤u定日数より 1日 体重はA82.9土2.4g，B78.9土2.1g，C88.5土2.9gで平

摂餌最を算定した.飲水量は(投与量一残余量)j測定日 均体重の大きさの順位は維の場合と同様でC>A>Bで

数により 1日飲水量を求めた BとCの差は約9.5gで、あった.この大きさの順位は最後

観察群数はA，BおよびCの3群で，いずれも出生月 まで維持され， 13週後の17週齢時の平均体重は雄A282.5

日が具なり，飼育室も別であった 土24.7g，B259.0土31.3g， C 286. 9土21.6gでBとCの

長期飼育群一一観察群数はD，EおよびFの3群で， 差は約28gになった.雌A164.9土7.9g， B 164. 8土7.3g，

DとFは同}出生月日で同一飼育室での飼育である. D C172.9土1O.2gでほとんど並行的な体重増加曲線を示し

とEは雌雄各50匹， Fは雌雄25匹であり， DおよびF群 た.これを 5週齢時体重を 100とした体重増加率でみる

においては5週齢より108週齢まで毎週 1回午前10時に と，雄Bの7週齢から15週齢までを例外として雌雄とも

体重を測定し， E群では5週齢より22週噛まで隔週，そ その値は絶対重量の場合と全く逆の推移を示した(表 1，

れ以後は4週毎に体重を測定した. 図1，2)，この関係はすでに前報6)で指摘しており， 5 
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表 3. F 344/Duラットを用いた3つ (D・EおよびF)の長期飼育試験の

対照群の体重

雄 雌
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F25例

週齢時の体重の大小はその後の体重増加を規定している

ようである.

飼料摂取量は6週齢時雄All.8土1.3g， B 11. 0土1.Og， 

C11. 8土1.Og，雌A8.8土0.8g，B10.4土0.4g，C9.6土

0.6g， 16週齢時雄A14.5土1.2g， B12. 8土1.3g， C12. 9土

1. Og，雌A9.9土0.5g，B9.1土0.7g， C9.3土1.0gであ

り，途中の推移と併せみると体重の小さいB群雄はA，

Cに比べて摂取量が少ないようである. これを体重 kg

当りの摂取量に換算しても BはAおよびCと比べて低値

を示しており， Bにおいて食餌効率のよいことがわかる.

雄では週齢増加とともに摂取量の増大傾向がみられる

が，雌では増大傾向は認められないようである.

飲水量は6週齢時雄A16.2土1.9g， B15.5土0.8g，C 

16.5土1.6g，雌A13.4土4.7g，B15.1土0.9g，C15.1土

2.2g， 16週齢時雄A20.6土2.2g，B17.1土2.4g，C18.9 

土2.3g，雌16.3土1.6g，B13.6土1.3g， C14.9土1.2gで

飼料摂取量とよく連動しており，雄では観察期間中漸増

が認められたが雌では増加がみられなかった.

長期飼育群:表3に各群雌雄の平均体重 g/ratおよび

5週齢時体重を 100とした平均体重増加率%を，図3に

体重増加曲線を示した.

5週齢時体重は，雄D92.1土6.3g，E97.4土4.5g，F 

92.3土4.9g，雌D83.3土3.9g，E80.5土3.6g，F78.6土

3.9gであり， 25遁齢前後までほとんど同じ体重増加の推

移を示したが，その後3者聞の平均体重の差は大きくな

った.このことは短期飼育群の項で， 5週齢時体重がそ

の後の体重増加を規定するようだと述べたことに反し，

体重が最高に達した95週齢時には雄D451.4土33.8g，E 

448.8土48.3g， F 453. 8土37.1g，雌D274.5土27.6g，E 

298.6土28.4g， F 303. 7土36.6gとなり， 5週齢時の大小

とは関連しない体重を示した.これは短期飼育群は各々

10匹のラットで体重の分布幅が小さく，長期飼育群は各

50匹ないし25匹で体重の分布隔が広く，偏りもあったた

めと考えられる.しかし体重増加曲線を大きくみると 3

者の推移は大体同じで雄では15週齢ごろまでやや直線的

に (270g前後)， その後35週齢前後にかけて描物線をえ

がきながら360g前後に達し，その後60週齢前後にかけて

ゆるやかに増加して390g前後に至り，その後は90~95週

齢の最高体重を得るまで，今までより急な勾配で増加し

た (430g前後)， その後は漸減傾向を示した.雌では15

週齢前後までやや直線的に増加し (160g前後)， その後

50週齢前後までゆるやかな増加を示し(210g前後)，その

後雄の場合と同様に90~95週齢にかけて増加勾配を増し

て最高体重 (290g前後〉に達した.以降の観察期間中は

体重の増減は少なかった.発育曲線の勾配がゆるやかに

なった後再び急になることは極めて興味深く，今後も観

察を続けたい.
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まとめ

F344/Du (Fischer) ラットの体重増加の推移と摂餌

量および飲水量について，当部で行なわれた短期および

長期飼育試験の対照動物の成績により検討した.

1. 5 週齢時体重は雄 85~105g，雌78~88g， 17週齢

時雄260~290g，雌165~175g， 56 週齢時雄 375~395g，

雌215~225g， 95適齢時(最高体重到達時〉雄430g前後，

雌290g前後であった.

2. 体重増加曲線において雄では60週齢前後より，雌

では50週齢前後より 90~95週齢にかけて，ゆるやかであ

った体重増加勾配が急となり最高体重に到達することを

見出した.

3. 摂餌量は 5週齢雄12g，雌9.5g，13週齢雄14g，雌

9.5g/日で， 雄は週齢とともに増加したが， 雌ではほと

んど変化しなかった.

4. 飲水量は5週齢雄16g，雌 15g，13週齢雄20g，雌

15g/日であり，摂餌量とよく連動した.
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Species Differences in the Haernorrhagic Respo・

n日eto Butylated Hydroxytoluene 

O. Takahashi， S. Hayashida and K. Hiraga: Fd 

Cosmet. Toxicol.， 18(3)， 229， 1980 

ジプチルヒドロキシトルエン (BHT)を飼料中より

Sprague心awley，Wistar， Donryu， Fischer系のラヅ

ト， ICR， ddY， DBA/c， C3H/He， BALB/cAn， C57 

BL/6Nマウス， New Zealand White-Satウサギ，ピ{グ

ル犬およびニホγウズラに投与，あるいは Hartley系モ

ルモット， ゴ{ノレデンハムスターに腹腔投与した. 1. 2 

%BHTを与えたすべての系統のラヅトは出血致死が生

じた.ddYマウスで精巣上体へのおよび皮下出血が観

察された.モルモットで脳出血が観察された. 2，6ジーt-

プFチルー4ーメチレγ-2，5ーシグロヘキサジエノ γはラット

肝のみに検出された.

Excretion of Dietary Butylated Hydroxytoluene 

O. Takahashi and K. Hiraga: Toxicol. Lett.， 6 

(4/5)， 287， 1980 

1. 00%ジプチルヒドロキジトルエソ (BHT)含有飼料

を10日聞にわたりラヅトに与え，尿，糞中のフ zノ{ル

量を定量した.10日間の BHT累積摂取量はラットあた

り約5.0mmolであった. 10日聞の尿および糞中へのフェ

ノール累積排准量はラットあたり 3.65mmolであり摂取

量の73%にあたった.そのうち約48%が尿中へ， 25%が

糞中への排准である.摂取量あたり尿，糞で約30あるい

は11%が非抱合型のフェノールであった.代謝産物主成

分は3，5ージートプチル四4ーヒドロキシ安息香酸であった.

Toxicity of Tri.n・butylPhosphate， with Special 
Reference to Organ Weights， Serurn Cornponents 

and Cholinesterase Activity in Male Rats 

日isaeOishi， Shinshi Oishi and Kogo Hiraga: To-

xicol. Lett.， 6 (2)， 81， 1980 

)}:/酸トリーnーブチルを飼料に0.5%または 1%の割合

で混合し，雄性ラットに自由摂取させて，飼料摂取量，

飲水量，体重，臓器重量，血清生化学値および臓器中コ

リンエステラーゼ活性を測定した.投与群の体重は対照

群より有意に軽かった.投与群の血液凝固時聞は有意に

延長した.血清コリ γェステラーゼ活性には差がなかっ

たが，脳コリンエステラーゼ活性は有意に増加した.ま

た，in世itro系でのコリシエステラ{ゼ活性に与える

TBPの影響についても検討し，in vivoとの比較にお

いて議論した.
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Effect自 ofPhthalic Acid Monoesters on Mouse 

Testes 

S. Oishi and K. Hiraga: Toxicol. Lett.， 6 (4/5)， 

239， 1980 

フタル酸エステル類のうちジー.2-エチルヘキ、ンノレ， ジ

プチノレ，ジイソブチルプタレ{トはラットの精巣に対し

て萎縮作用を有しており，またこれらの主要代謝中間体

であるモノエステルについても同様な作用のあることを

前報で報告した.しかしマウスではフタル酸ジエステノレ

のこのような精巣萎縮作用は見出せなかった.そこでこ

れらのモノエステルを合成し，飼料中に 2%濃度で添加

してマウスに 1週間摂取させた後，精巣萎縮作用，精巣

中テストステロ γ及び亜鉛濃度について検索した結果，

精巣萎縮作用は生ぜず，ジエステルの場合と同様な結果

が得られた.

Effects of Four Bisphenolic Antioxidants on 

Prothrornbin Levels of Rat Plasrna 

O. Takahashi and K. Hiraga: Taxicol. Lett.， 7(6)， 

405， 1981 

雄 Sprague-Dawley系ラットに2，2'ーメチレンピス(4ー

エチノレー6-tープチルフェノール)， 2，2'ーメチレシピス (4-

メチルー6-!-ーブチノレフェノ{ル)，4，4'ープチリデγピス(3-

メチルー6-t-ブチルフェノール〉あるいは 4，4'ーメチレン

ピス (2，6ージーfーブチノレフェノ{ル〉を飼料100gあたり

1. 135mmol添加し与えた. 1週間後のプロトロンピン時

間および部分トロンポプラスチン時間の指数値が， 2，2'ー

メチレンピス (4ーメチノレー6-tーブチルフェノ{ノレ〉投与ラ

ットで対照の32，37%まで低下した.

Effects of Four Bisphenolic Antioxidants on 

Lipid Contents of Rat Liver 

O. Takahashi and K. Hiraga: Toxicol. Left.， 8 

(1/2)， 77， 1981 

投与方法は前報 (Toxicol.Lett.，7， 405， 1981)と同

一.4，4'ーブチリデシピス(3-メチルー6-t-プチノレブェノー

ノレ〉は脂肪肝をひきおこし，肝臓トリグリセリド，ジグリ

セリドおよびコ γステリノレエステノレ濃度を7.1，5.8，6.1 

倍に上昇させた.血疑トリグリセリド，総コレステロー

ノレ，遊離脂肪酸は明らかな減少を示した.従ってこの脂

肪肝はおもに肝臓からの脂質排浩異常にもとづくものと

推察される.他のピスフ zノーノレ類もなんらかの肝脂質

の変化をもたらした.

Induction of Hepatic Microsornal Monooxygenases 

in Fernale Rats Given Various Substituted Phenols 
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and Hydroquinones 

S. Kawano， N. Nakao and K. Hiraga: Jaρan. J. 

Pharmacol.， 31 (3)， 459， 1981 

種々の置換基を有するフェノーノレ類およびヒドロキノ

シ類の肝薬物代謝酵素の誘導能について， Wistar-]CL 

系雌ラ γ トを用いて比較検討した. その結果， 2，4，6-

tert・butylphenolおよび4-tert.butyl-2，6-diisopropylp. 

henolは，典型的誘導物質， phenobarbital (PB)と構造

上は著しく異なっているにもかかわらず，スベグトル的

性質，触媒活性，電気泳動的性質からみて，典型的なPB型

の誘導作用を示すことが明らかにされた.しかしながら，

構造上は非常によく似ている 2，6-di・tert-butyl-4ーme-

thyl phenol (BHT) の場合には，電気泳動的性質にお

いて，上記2物質との聞に若干の差異が示された.

Specie自 andStrain Differences in the Butylated 

Hydroxytoluene (BHT}子roducingInduction of He-

patic Drug Oxidation Enzymes 

S. Kawano， T. Nakao and K. Hiraga: Jaρan. J. 

Pharmacol.， 30 (6)， 861， 1980 

0.5% BHT添加飼料6日間給与による肝薬物代謝酵

素系の変化について Wistar-]CL系雌雄ラット， C57 

BL/6N系および DBA/2N系の雄マウスを用いて検討

を行った.雌雄ラットおよび C57BL/6N系マウスで

は，肝重量および肝ミクロソ{ム・タンパク含量の顕著

な増大がもたらされた.チトクローム P-450含量および

酵素活性の上昇はさらに顕著で， 100g体重当りで，それ

ぞれ2.5倍および3倍以上の上昇を示した BHTで誘

導されたチトグローム P-450は，種々の点でフェノバノレ

ピタール (PB)誘導のものと差を認めなかった.すな

わち， 1)広い基質特異性を有する， 2) CO結合差ス

ベクトル・ピーク波長の短波長側への移行を示さない，

3)エチルイソシアユド差スベクトル・ピ{グ比の上昇を

示さない， 4) Pーニトロプニソ{ノレ・デメチラ{ゼ活性

のαーナフトフラボンによる阻害を認めない， 5) SDSゲ

ル電気泳動による分子量5.0万および5.4万のポリベプチ

ド・パソドの著しい増大を示す. しかしながら， BHT 

による分子量 4.6万のポリベプチドの誘導は， PB誘導

によるものよりずっと顕著で、，また，この誘導は，マウ

スにおいては認められなかった.これに比して， 3ーメチ

ノレコラ γスレ γ非感受性の DBA/2Nマウスでは，肝重

量の増大もチトクロ{ム P-450の誘導も認められなかっ

た.にもかかわらず，この系統のマウスでは，著しく高

い死亡率が観察された.

LIGAND-DEPENDENT REACTIVITY OF (Na+ 

+Kつ-ATPaseWITH SHOWDOMYCIN 

Shigeko Hara， Yukichi Hara， Toshiko Nakao and 

Makoto Nakao: Biochemica et Biophysica Acta， 644， 

53， 1981 

Showdomycin inhibited pig brain(Na++Kつ.ATPase

with pseudo first-oder kinetics. The rate of inhibition 

by showdomycin was found to depend in the presence of 

16 combinationsof four ligands， i. e.， Na+， K+， Mg2+ and 

A TP， and was found to depend on the ligands added. 

Combinations of ligands wer巴dividedinto five groups 

in terms of the magnitude of the rat巴 constant;in 

the oder of decreasi昭 rateconstants these were: (1) 

Na++Mg2+十ATP，(2)Mg2九Mg2++K+'K+ and none， 

(3) Na++Mg2+， Na+， K++Na+ and Na+K+Mg2+， 

(4) Mg2++K+ ATP， K++ATP and Mg2++ATP， (5) 

K++Na++ATP， Na+十K++Mg2+十ATPand ATP. 

The highest rate was obtained in the presence of 

Na+， Mg2+ and ATP. The apparent concentrations 

of Na+， Mg2+ and ATP for half-maximum stimulation 

of inhibition (K~.5) wer巴 3mM，O. 13mM and 4μM， 

respectively. The rate was unchanged upon further 

increase in Na+ concentration from 140 to 1000mM. 

The rat巴 ofinhibition could be explained on the basis 

of the enzye forms present， including E" E2' ES， 

E1.P and E2・P，i. e.， E2 has higher reactivity with 

showdomycin than El' while E2-P has almost the 

same reactivity as E1.P. We conclude that the reac・

tion of (Na+十Kつ.ATPase proceeds via at least four 

kind of enzyme form (E" E2' E1・nucleotide and 

EP)， which all have different conformations. 

Biological Fate of Butylated Hydroxytoluene 

(BHT) : Binding of BHT Metabolites to Cysteine 

in Vitro 

Yoshio Nakagawa， Kogo Hiraga and Tetsuya Suga: 

Biochem. Pharmacol.， 30 (8)， 887， 1981 

BHTとタ γバグの結合様式を推定するため，in Vitro 

の実験で検討した. ミクロゾ{ムと NADPH2存在下，

14C-BHTとシスティシあるいは BHTと14Cーシステ

ィγを反応させた.その結果，蒋層グロマトグラブィに

おいて各々の反応液から同ーの Rf値を示す化合物が得

られ， BHTの代謝物がシスティ γと結合することを確

認した. つぎに 14Cーシスティンと既知の BHT代謝物

をエタノール酢酸緩衝液中で反応させたところ， BHT白



alcohol q山 lon巴と quinonemethideを加えた溶液から，

各々同ーの Rf値(上の実験で得られた結合体の Rf値と
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も一致〉の化合物が得られ，この 2つの代謝中間体がタ

γパクのチオ{ル基に結合することが示唆された.



学会発表

THEMES PRESENTED AT CONFERENCES AND SOCIETY MEETINGS 

(1980. 7--1981. 6) 



中川敦子，中尾順子:アデ二レートシクラーゼにおよ

{ますバナデートの影響

第53回日本生化学会大会 (1980.10)

中尾JI関子，中尾真:Na， K-ATPaseの Na+型及7J

K+型のみかけの分子量の相異

第53回日本生化学会大会(1980.10)

佐々木美枝子，吉田誠二，平賀輿吾 :MNNGの変異

原性・染色体異常誘発性におよlますフェナセチンの効果

日本環境変異原学会 (EMSJapan)第9聞研究発表会

(1980.11) 

大石真之，平賀輿吾:フタル酸モノ及びジエステルの

マウス精巣に与える影響

第54回日本薬理学会総会 (1981.3) 
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高橋省，平賀輿吾: Butylated hydroxytoluene 

(BHT)の出血致苑効果

第54回日本薬理学会総会 (1981.3) 

中川好男，平賀輿吾，須賀哲弥:ジブチルヒドロキシ

トJl-エン (BHT)とシスティンの結合

日:本薬学会第101年会 (1981.4) 

川野澄江，中尾順子，平賀興吾:ジブチルヒドロキシ

トルエン (BHT)による肺障害致死作用とマウスの系統

第8回日本毒科学会(1981.6) 

坂本義光，神谷信行，平賀輿吾:クロム鉱さい粉じん

のラ・7 トによる 1か月間吸入後の終生飼育実験

第8回毒科学会 (1981.6) 
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