
1，4－ジシアノベンゼン  

Table9 SummaryofhistopathologlCalfindingsinratstreatedora11ywithl，4－dicyanobenzeneinthe28－dayrepea（eddose  

toxicltyteSt  －Administra（ionperiod－  

Male  Female  

1，4－dicyaTLOben2X，ne（mgA’g）1，4－dicyanob∈nZene（mg耽g）  

0 1．25 5  20 80  0 1．25 5 20 80  

No．ofanimalsexamined  

Organ：Findings  （Grade）a）   

Liver：Cen扇lobularhypertrophyofhepatocytes （＋）   

Kidney（righ仰班）   

：Hyalinedropletsdepositionintubularepithelium，  

mainlyproximaltubules  （＋）  

（＋＋）  

（＋＋＋）  

Dilationoftubules，mainlydistallubules  （＋）  

Atrophyoftubularepithelium，mainlydistaltubules（＋）  

Spleen：Atrophyoflymphfo11icles  （＋）  

Thyroids：Irregularityinshapeoffollicles  （＋）  

Decreaseincolloid  

7  7  7  7  7  7  7  7  7  7  

0b）0  0  0  5  0  0  0  0  0  
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（十）  

a：＋＝Sligh（Change，＋＋＝mOderatechangeand＋＋＋＝SeVereChange・  

b：Valuesareno．ofanimalswithfindings．  

TablelO SummaryofhistopathologlCalfindingsinratstreatedorallywithl，4－dicyanobenzeneinthe28－dayrepeateddose  

toxICltyteSt  －Recoveryperiod－  

Male  Female  

l，4－dicyanobenzene l，4－dicyanotxnzene   

（mg此g）  （mg此g）  

0  80  0  80  Item  

7  7  No．ofanimalsexamined  

Organ：Findings   
粘dney（dgh∽e氏）  

：Hyalinedropletsdepositionintubularepithelium，  

rnainlyproximaltubules  
：Focalregenerationoftubularepithelium  

7  7  

（Grade）＆）  

（＋）  1b） 4  0  0  

（＋）  1  5  0  0  

a：＋＝Slightchange・  

b：ValuesaTenO．Ofaninalswithfindings．  

尿細管上皮への硝子滴の蓄積が生じるといわれている2）  

が，1，4－ジシアノベンゼンも同様の楓事により腎臓に障害  

を与えたと考えられた．腎横能の低下を示唆する所見と  

しては，尿比重の低下，尿中電解質の減少，血中のカル  

シウムの増加および無機リンの減少などが80mg此g群の  

雌雄で，血中のクロールの減少が20m釘kg以上の群の雄  

および紺mg化g群の雌で認められた．このうち，カルシ  

ウムの変動については，大量の甲状腺ホルモン投与に  

よって骨組織中の蛋白質の異化が促進され，血中のカル  

シウムが増加すること4）から，1，4－ジシアノベンゼンの甲  

状腺への影響との関連も考えられた．なお，雌では血中  

尿素窒素の減少が5mg耽g以上の群で，血中クレアチニン  

り甲状腺ホルモンレベルが低下し，TSHの作用によって  

甲状腺の機能が先進し，二次的に増生性の変化が生じた  

もの3）と考えられた．   

腎臓に対する影響として，肉眼的に槌色が5mg几g以上  

の群の雄で認められた．組織学的には近位尿細管を主と  

する尿細管上皮の硝子滴沈着が認められ，その出現例数  

は5m釘kg以上の群で対照群よりも多く，程度は用量相関  

的に重くなる傾向が認められた．また，14日間の休薬に  

よりgOm錘g群でみられた硝子滴は自然発生と同じ程度  

にまで回復したものの，鱒細管上皮に限局性の再生像が  

対照群よりも多数例に認められた．薬物がライソソーム  

内に蓄積したりライソソーム酵素を阻害することにより  
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習  

28日間反復投与毒性試験  

の減少が80m釘kg群で認められたが，いずれも背景デー  

タ範囲内のわずかな変動であることから，1，4－ジシ≠ノベ  

ンゼン投与との関連はないと考えられた．   

その他に，網状赤血球数の上昇が80mg在g群の雌で認  

められ，1，4▲・ジシアノベンゼン投与により赤血球の生成克  

進状態であったことが示唆されたが，赤血球数には変化  

は盗められなかった．また，分儲好中球率の上昇が80  

mg爪g群の雄で認められた．同変化は100mg丑gの14日間  

投与でも認められており，1，4－ジシアノベンゼン投与によ  

る影響と考えられたが，その様序については不明であっ  

た．前述以外の器官では，肺臓に重量の減少およびリン  

パろ胞の萎縮，胸腺に重量の減少，副腎に体重重量比の  

上昇が80m釘kg群で認められ，体重増加抑制が同群で認  

められていることを考慮すると，これらの変化は1，4一ジシ  

アノベンゼン投与による全身的な影響を示唆するものと  

考えられた．また，5および80mg此g群の雄で頸部皮膚に  

潰瘍や水腫などが認められたが，投与操作時に被験物質  

が付着したため生じた1，4－ジシアノベンゼンの刺激に対す  

る反応性の変化と考えられた．なお，単回投与試験では  

500mg此g以上の群で1，4－ジシアノベンゼンの刺激による  

変化が前胃に認められたが，本試験では80m釘kgの28日  

間反復投与でも異常は認められなかった．   

上述の変化はその多くが14日間の休薬により消失し，  

回復傾向はあるものと考えられた． 以上，雄では5m〆  

kg群で腎臓の褐色および尿細管上皮の硝子滴沈着が，雌  

では20mg此g群で血中トリグリセリドの増加が認められ  

たことから，本試験条件下における1，4一ジシアノベンゼン  

投与による無影響量（NOEL）は雄で1－25m釘kg佃ay，雌で  

5mg耽釘dayであると考えられた．  

参考文献  

1）長瀬すみら，”実験動物の臨床生化学データーー病理  

組織像との関連，‖ソフトサイエンス社，東京，1976，  

pp・345－3二52・  

2）J・R．Glaister，一●PrinciplesofToxicologicalPathology：’   

Taylor＆馳1Cis，London，1986．［高橋道入監訳，■一毒性病   

理学の基礎‖，ソフトサイエンス社，東京，1卵2，p．200］  

3）S．HosokawaetalリJTbズ元oJ．5d，17，155－166（1992）．  

4）中野昭一一ら，■t主要疾患の病態生理，’一南山堂，東京，   

1981，pp・337－338・  
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1，4－ジシアノベンゼンの細菌を用いる復帰突然変異試験   

ReverseMutationTestofl，4，DicyanobenzeneonBacteria  

要約   

1，4－ジシアノベンゼンについて，細菌を用いる復帰突  

然変異試験をプレート法により実施した．   

検定菌として，助血】朗dね押ム血血皿TAl00，m1535，  

m98，m15371）および肋d血由α適Wmul鵬ヌ）を用い，S9  

M奴無添加および添加試験のいずれも，用量設定試験では，  

刃、珊巨財プレートで実施したところ，抗菌性が認められ  

なかったので，本試験では卵Mk無添加および禄加試験と  

もに312j～5（X沿掲／プレートの用量で試験を実施した．   

その結果，2回の本試験とも，用いた5種類の検定菌に  

ついて，いずれの用量でも溶媒対照の2倍以上となる変異  

コロニー数の増加が認められなかったことから，1，4－ジシ  

アノベンゼンは，用いた試験系において変異原性を有し  

ない（陰性）と判定された．  

方法   

〔検定菌〕  

∫aJmo月e肋押鮎muガリmTAl00  

良江moJIe肋り甲山m血びmTA1535  

点灯ムedd元co〟WPZ肌TA  

∫∂血oJldねりpムimu血mTA粥  

∫山川甜e肋榊imul血mTA1537  

∫．卯血m血∬の4菌株は1975年10月31日にアメリカ合衆  

国，カリフォルニア大学のB．N．Ames博士から分与を受け  

た．E00〟W陀び汀A株は1979年5月9日に国立遺伝学研究  

所の賀田恒夫博±から分与を受けた．検定菌は，－80。C以  

下で凍結保存した．各検定菌は，凍結保存菌の調製時に，  

アミノ革要求性，．UV感受1阻 および膜変異（血）とアンピ  

シリン耐性因子（pKMlOl）の有無についての特性確認を  

行った．試験に際して，ニェートリエントプロスN。．2  

（Oxoid）を入れたL字型試験管に種菌を接種し，37。C，約  

10時間往復振とう培養したものを検定菌液とした．   

【被験物質）  

1，4－ジシアノベンゼン（CASNo623－26－7）は，分子量  

12臥14の白色結晶である．純度99％以上のもの（ロット番  

号：930825，不純物不明（1％未満），昭和電工（株）製造）を  

（社）日本化学工業協会から供与された．被験物質は，使  

用時まで室温遮光で保管した．  

1，4－ジシアノベンゼンは，ジメチルスルホキシド（以下  

DMSOと略，和光純薬工業（株））に50mg／mlになるように  

調製した後，同溶媒で更に公比2ないし約3で希釈したも  

のを，速やかに試験に用いた．  

1，むジシアノベンゼンのDMSO溶液中での安定性試験  

を，本試験での低濃度（3．125m釘ml）および高濃度（50．00  

mg／血）の2濃度について，室温遮光条件下で実施した．そ  

の結果，調製後4時間における各3サンプルの平均含量は，  

それぞれ初期値（0時間）の平均に対して，101および100％  

であった。また，本試験ⅠⅠに用いた調製検体について，含  

量測定試験を行った．その結果，1，4－ジシアノベンゼンは  

DMSO溶液中では安定であり，また調製液中の披験物質の  

含量は所定の値の範囲内にあることが確認された，   

〔陽性対照物質〕   

用いた陽性対照物質およびその溶媒は以下のとおりで  

ある．  

AF2 ニ フリルフラマイド （上野製薬（株））   

SA：アジ化ナトリウム （和光純薬工業（株））   

9AA：9－アミノアクリジン （SigmaChem．Co．）   

2AA：2一アミノアントラセン（和光純薬工業（株））   

AF2，2AAはDMSO（和光純薬工業（株））に溶解したもの  

を－200cで凍結保存し，用時解凍した．9AAはDMSO  

に，SAは蒸留水に溶解し，速やかに試験に用いた．   

〔培地およびS9Mixの組成〕  

1）トップアガー（TA菌樵用）   

下記の水溶液（A）および（B）を容量比10：1の割合で混  

合した．   

（A）パクトアガー（Difco）  0．6％  

塩化ナトリウム  0．5％   

（B）＊しヒスチジン  0．5mM  

ビオテン  0．5mM   

＊：WP2用には，0．5mMしトリプトファン水溶液  

を用いた．   

2）合成培地   

培地は，’日清製粉（株）製の最少寒天培地を用いた．な  

お，培地lリットルあたりの組成は下記のとおりである．   

硫酸マグネシウム・7水和物  0．2g   

水酸化ナトリウム  0．66g   

クエン酸・1水和物  2g   
グルコース  20g   
リン酸水素ニカリウム  10g   
リン酸－アンモニウム  1．92g   

パクトアガー（Di托0）  15g   
径90mmのシャーレ1枚あたり30mlを流して固めて  

ある．  
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復帰変異試験  

3）S9混液（1mI中下記の成分を含む）  

＝S9  

NADH  

NADPH   

グルコースー6・リン酸   

塩化マグネシウム   

塩化カリウム   

いても，用量依存性のある変異コロニー数の増加は認め  

られなかった．   

なお，最高用量の5（拙け釘プレート群においてS9Mix  

無添加および添加試験のいずれにぉいでも被験物質に由  

来する沈殿が認められた．   

以上の結果に基づき，1，4－ジシアノベンゼンは，用いた  

試験系において変異原性を有しないもの（陰性）と判定し  

た．  

文献   

1）D．M．Maron，£．N．Ames，財u拍血刀只eぶea血，113，173－   

215（1983）．  

2）M・H・L・Green，in’■HandbookofMutagenicityTest   

Procedures．”B．）．Kilbey，M・Legator，W・NichoIs，   

C．Ramel，（eds．）EIsevier，Amsterdam，NewYork，Oxford，   

1984，pp．16ト187．  

0．1m1  

4ドmO1  

4p・mO1  

5匹mO1  

8匹mO1  

33llmol   

ナトリウムーリン酸緩衝液匝H7．4） 1（犯里mOl   

★＊：7適齢のSprague－Dawley系雄ラットをフユノパ  

ルビタール（PB）および5ふベンゾフラボン（BF）の  

併用投与で酵素誘導して作製したS9（キッコー  

マン（株））を用いた．  

（試験方法）   

プレート法を用いて，S9Mix無漆加および添加条件下  

で試験を行った．   

小試験管中に，被験物質調製液0．1ml，リン酸緩衝液  

0．5ml（S9Mix添加試験においてはS9MixO．5ml），検定  

菌液0．1mlおよびトップアガー2mlを混和したのち合成  

培地平板上に流して固めた．また，対照群として被験物  

質調製液の代わりにDMSO，または数種の陽性対照物質  

溶液を用いたル各検定菌ごとの陽性対照物質の名称およ  

び用量はTablel～2に示した．培養は370cで48時間行  

い，生じた変異コロニー数を算定した，抗菌性の有掛こ  

ついては，肉眼的あるいは実体顕微鏡下で，寒天表面の  

菌膜の状態から判断した．  

〔判定基準）   

用いた5種の検定菌のうち，1種以上の検定菌のS9Mix  

無添加あるいは添加試験において，被験物質を含有する  

平板上における変異コロニー数の平均値が，溶媒対照の  

それに比べて2倍以上に増加し，かつ，その増加に再現性  

あるいは用量依存性が認められた場合に，当該被験物質  

は本試験系において変異原性を有する（陽性）と判定する  

こととした．  

結果および考察   

〔用1設定試験〕  

1，4－ジシアノベンゼンについて，50～500町吋プレート  

の範囲で公比を約3とし，試験を実施したところ，すべて  

の検定菌において抗菌性は認められなかった．   

したがって，本試験における最高用量を，すべての検  

定菌において，S9Mix無添加および添加試験ともに，  

500町せプレートとすることとした．   

〔本試験〕  

結果をTablel，2に示した．1，4－ジシアノベンゼンにつ  

いて，すべての検定菌において，S9Mix無禄加および添  

加試験ともに312．5～5000一打プレートの範囲で，公比を  

2とし，試験を実施した．2回の試験を通して，用いた5種  

類の検定菌のS9Mix無添加および添加試験のいずれにお  
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1，4－ジシアノベンゼン  

Tablel ReLSultsofreNerSemutationtest（Ⅰ）ofl，4－Dicyanobenzene＊■onbacteria  

Wi也（＋）or  NllmkrofreYe止anb（numkrof（：0lotli¢ふ／plak，M¢an 土S．D．）  

Wit加川＝一）  do紀  B創始－paむざub5d【utiontY  RamesbifltYP¢  

S9Mix   仙文／p181e）  TAl00   TA1535   WP2〟γrA   m98   TA1537  

0   100  89  10る  12   26  1l  ■20  18 19  20  1（i  23  8   8    7  

（100士 9．3）   （16士 8．4）   （ け士1．0）   （ 20土 3．5）   （ 8士 0．6）  

312．5  ‖1 103   94  12  14   9  1（； 19  27  20  20   22  7   4   3  

（103土 8．5）  （12士 2．5）  （ 21士 5．7）   

625   鋸 107  114  10  17   7  20  24  18  19  1月  18  ヰ   4   6  
（102土15，7）   （11土 5．1）   （ 21士 3．1）   （18土 0．6）   （ 5土 l．2）  

1250  102  89   86  12  10   4  15  14  柑  17  21  19  4   5   4  
（ 92土 8．5）   （ 9土 4．2）   （1‘士 2．1）   （19士 2．0）   （ 4士 0．6）  

S弛 25（旧   83  80   72  14  12  12  27  13 14  16  13  1（〉  2   g   7  
（ 78士 5．7）   （13士1，2）   （18土 7．8l   r 13士 3．0）   （ 6土 3．2）  

5（伽 ＃  88  75  ‘3  17  10  10  12  12   9  18 1鱒 10  2   5    8  
（ 75士12．5）   （12士 4．0）   （11士1．了l   （15士 4．6）   （ 5士 3．0）  

0   124 122  155  8  14  17  27  31 20  35  39   22  6  20  11  

（1｝4土18．5）   （13土 4．‘）   （ 26士 5．6）   （ ユ2士 8．9）   （12士 7．1）  

312．5  127 118  127  5  18  10  16  30  19  24   28   26  11 12  18  

（124士 5．2）   （11土 6．‘l   （ 22士 7．4）   （ 2‘士 2．0）   （14士 3．さ）  

625   115 121 12‘  11 13  13  27  28  23  24  27   25  9  12   9  
（121士 5．5）   （12士1．2）   （ 2古土 2．‘）   （ 25士 1．5）   （10士 l．7）  

1250   100 131 11‘  9  12  14  19  17  2l  27  25   35  11   7   ＄  
（11古土15．5）   （12土 2．5）   （19土 2．0）   （ 29士 5．3）   （ 9土 2．1）  

S9M奴  2500   89  94  1（汐  11 14  14  17  28  21  22  18   31  10   5   （l  

（ 97土l0．4）   （13士1．7l   （ 22土 5．‘）   r 24士 6．7）   （ 7士 2．d）  

（◆）  5（鼎）＃  128 1鵬  126  7  10   9  23  23  20  29  ヨ2   20  11 10   4  
（119士12．7）   （ 9士1，5）   （ 22土1．7）   （ 27士 6．2）   （ 8土 3．8）  

Posilive  Chbmic■l   AF2   SA   A陀   AR   9AA  

COn廿0l  0．Ol   0．5   0．01   0．1   80  

S9M奴（－）   

¢0loれie靂／plak   （甜2士 41．2）   （241土 丁．5）   （207士 4．5）   （953土48．8）   （1993土246．3）   

触i【iYC  2AA   2AA   2AA   2AA   2ÅA  

¢0れ廿○Ⅰ  2   10   0．5   ヱ  

S9Miェ（◆）   

coloni朗／plak   （1314士 50．3）   （359士32．1）   （1753±1吼6）   （558土1（i．5）   （436土 71．3）   

AF2：2・Q－FuTyl）－3－（5・niLro－2－furyI）acrylamide．SA：Sodiuznazide，9AAニ9－AmitlOaCridime．2AA：2－Aminoanthracenc  

＃：触ipぬ山WがOb5¢Ⅳdo山地¢Su血ceorag訂plales・  

…：PudサWa5abv¢99％．  
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復帰変異試験  

Table2   Resultsofreversemutationtest（II）ofl，4－Dicyanobenzene＊＊onbacteda  

Witb（＋）or  Numkrofreve丘an【5（numゎーorcolonics／plale．Mean 士 S．D．）  

Withouり一）  dose  B鮎e－Pairsubstitu【idn【γPe  FrameshirtlYPe  

59Miズ   （購／plalβ）  TAl00   TA15：）5   WP2〟VrA   TA9g   TA15う7  

0   103 125  12l  10  19  13  21 16  19  14  35   24  4   7   ＝  

（116±11．7）   （14士 4．6）   r 19士 2．5）   （ 24土10．5）   （ 7土 3．5）  

312．5   95  92  100  21 14   9  24  19  20  26  18  17  16   8    5  

（ 96士 4＿0）  （Ⅰ5± 6．0）   （ 21± 2．6）   （ 20士 4．9）   （10± 5．7）  

6ヱ5   さ2 104   84  18  11  4  22  22  17  23  2ブ  ヨ6  4   9    6  
（ 00±12．2）   （11土 7．0）   （ 20土 2．9）   （ 29± 6．7）   （ 6± 2．5）  

1250   I12  97   99  7  12  13  13  13  16  19  25  1（；  11   7   5  

（10二‡± 8．1）   （11± 3．2）   （14±1．7）   （ 20± 4．6）   （ 8土 3．1）  

S9Mは  2500   101  70   84  ＄  14   9  16  1g  23  20  14  】6  7   7    g  
（ 富5±15．5）   （10± 3．2）   （19± 3．6）   （17± 3．1）   （ 7± 0．6）  

50（旧 ＃  gO  g5   84  10   4  12  14  15   9  21  21  24  7   6    £  

（ 83± 2，6）   （ 9士 4．2）   （13士 3．2）   （ 22土 1．7）   （ 6± 0．6）  

0   116 126  125  12  11  9  18   23  2占  43   27   31  18   22  15  
（122士 5．5）   （11ゴ1．5）   （ 22± 4．0）   （ 34± 8．3）   （1g± 3．5）  

312．5  105 12g   98  16  15  17  23  17  15  iO  38   3二I  Ⅰ4   9  14  

（110士15，7）   （1（；±1，0）   （18± 4．2）   （ 34± 4＿0）   （Ⅰ2± 2．9）  

625   11（ilOg  124  13   9  14  15  17  22  37  34   34  14  12  11  

（1Ⅰ6± 8，0）   （12士 2．6）   （18士 5．6）   （ 35土 1．7）   （12± 1．5）  

1250  120 108  116  6   9  10  18  21  21  32  29   21  7   9  17  

丁（115± 6．1）   （ 8士 乙l）   （ 20±Ⅰ．7）   （ 27± 5，7）   （11土 5．3）  

S9Mix  25（X）＃  101 102  117  10  10  11  15  17  14  25  1（i  25  12   9   9  
（107± 9．0）   （10土 0．6）   （15±1．5）   （ 22士 5．2）   （10± 1．7）  

（＋）  51D（沌l＃  103 102  120  13   6  12  8  11   4  25  30   26  3   9    7  
（108士10．1）   （10± 5．8）   r  8± ユ．5）   （ 27± 2．6）   （ 6± 3，1）  

Posiliヽle  AF2   SA   AF2   An   9AA  

COnけ01  0．01   0．5   0．01   0．1   gO  

S9Mix（－）   

｛0loni亡き一Iplatモ   （占10±10．0）   （29－i土27．2）   （242±24．g）   （1057± 31．8）   （20う7土223．5）   

Positive  2ÅA   2AA   2AA   2AA   2ÅA  

COr山・01  2   10   0．5   2  

S9Mix（＋）   

CO】onie5ノplate   （7Z3土223．5）   （33う士29，0）   （1524土77＿7）   （475±252，2）   （373± 34．6）   

AF2：2－（2－FuTyl）－3－（5－nitro－2－fuTyl）acrylamide．SAこSodiumazide，9AA：9－AminoacTidinc．2AA＝2rAJninoaJlthracene  

＃：汁ecipi【且血Wa50b5elYdon【besurfaceofagarplates・  

■－：P∬iけWa5a如v¢卵％．  
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1，4－ジシアノベンゼンの  

チャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる染色体異常試険  

h71〝troChromosomalAberrationTestof   

l，4－DicyanobenzeneonCulturedChineseHamsterCells  

要約   

既存化学物質安全性点検に係る毒性毒性調査事業の一  

環として，1，4一ジシアノベンゼンの培養細胞に及ぼす細胞  

遺伝学的影響を評価するため，チャイニーズ・ハムス  

ター培養細胞（CHL〝U）を用いて試験管内染色体異常試験  

を実施した．   

連続処理（48時間），短時間処理（6時間）ともに，1，3爪釘  

ml（釣10mM）の濃度においても50％を越える増殖抑制は  

認められなかったことから，すべての試験において1．3  

mg／mlの濃度を最高処理濃度とした．最高処理濃度の1／2  

および1／4を，それぞれ中濃度および低濃度として設定し  

た．連続処理では，S9mix非存在下における24時間およ  

び48時間連続処理後，短時間処理ではS9mix存在下およ  

び非存在下で6時間処理（18時間の回復時間）後，標本を作  

製し，検鏡することにより染色体異常誘発性を検討し  

た．   

CHL〝U細胞を24時間および48時間連続処理したいず  

れの処理群においても，染色体の構造異常や倍数性細胞  

の誘発作用は認められなかった．短時間処理では，S9  

mk存在下および非存在下で6時間処理したいずれの処理  

群においても，染色体の構造異常や倍数性細胞の誘発作  

用は認められなかった，   

以上の結果より，1，4－ジシアノベンゼンは，上記の試験  

条件下で，試験管内のCHLnU細胞に染色体異常を誘発  

しないと結論した．  

方法   

1．使用した細胞  

リサーチ・リソースバンク（JCRB）から入手（1988年2  

月，入手時：継代4代，現在12代）したチャイニーズ・ハ  

ムスター由来のCH′l誹U細胞を，解凍後継代10代以内で  

試験に用いた．   

2．培薫液の調製   

培養には，牛胎児血清（FCS：JRHBIOSCIENCES）を  

10％添加したイーグルMEM（日水製薬（株））培養液を用  

いた．  

3．培糞条件  

2×104個のCHL〝U細胞を，培養液5mlを入れたディッ  

シュ（径6cm，Coming）■に播き，370CのCO2インキエペー  

ター（5％CO2）内で培養した・連続処理では，細胞播種3  

日目に披験物質を加え，24時間およぴ48時間処理した．  

また，短時間処理では，細胞播種3日目にS9mix存在下お  

よび非存在下で6時間処理し，処理終了後新鮮な培養液で  

さらに18時間培善した．  

4．被放物賃  

1，4－ジシアノベンゼン（略号：DCB，CASNo．：623－26－  

7，ロット番号：930g25，昭和電工（株）製造，（社）日本化  

学工業協会提供）は，白色結晶固体で，水に対する溶解度  

は仇03wt％，アセトンおよびジメチルスルホキシド  

（DMSO）に可溶（それぞれ34wt％未満，および5wI％以上  

17wt％未満），融点2240c，沸点2840c，蒸気圧0．01mmHg  

（600c），分子式C8H4N2，分子量12臥14，純度9姻以上の  

物質である．被験物質原体は，室温・遮光保存条件下で  

1年間は安定であり，媒体中（0．5％カルポキシメチルセル  

ロースナトリウム水溶液，以下0．5％CMCNaと略す）で  

は，3．25、13．Omg／mlの濃度範囲で4時間は安定であっ  

た．  

5卜被験物質の調製   

被験物質の調製は，使用のつど行った．媒体は0．5％  

CMCNa（ナカライテスク（株））を用いた．原体を媒体に懸  

濁して原液を調製し，ついで原液を媒体で順次希釈して  

所定の濃度の被験物質調製液を作製した．被験物質調製  

液は，すべての試験において培養液の10％（v／v）になる  

ように加えた．染色体異常試験に用いた被験物質調製液  

の濃度は，許容範囲内（媒体中の平均含量が添加量の85．0  

～115％）の億で奉った．なお，濃度の記載について，純  

度換算は行なわなかった．   

6．細胞増殖抑制試験による処理濃度の決定   

染色体異常試験に用いる被験物質の処理濃度を決定す  

るため，被験物質の細胞増殖に及ぼす影響を調べた．被  

験物質のCHMU細胞に対する増殖抑制作用は，単層培養  

細胞密度計（MonocellatcrTM，オリンパス光学工業（株））を  

用いて各群の増殖度を計測し，被験物質処理群の陰性対  

照群に対する細胞増殖の比をもって指標とした．   

その結果，連続処理，短時間処理ともに，処理したす  

べて濃度範囲で50％を明らかに越える増殖抑制は認めら  

れなかった（Fig．1）．  
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染色体異常試験  

染色体異常を有する細胞の出現頻度について，フィッ  

シャーのexactprobabilitytest法によりす陰性対照群と被  

験物質処理群問および陰性対照群と陽性対照群間の有意  

差検定（p＜0．05）を行った．   

被験物質の染色体異常誘発性についての最終判定は，  

石館ら2）の判定基準に従い，染色体異常を有する細胞の  

頻度が5％未満を陰性，5％以上10％未満を疑陽性，10％  

以上を陽性とした．  

結果および考察  

連続処理による染色体分析の結果をnblelに示した．  

1，4一ジシアノべ‾ンゼンを加えて24時間および48時間連  

続処理したいずれの処理群においても，染色体の構造異  

常および倍数性細胞の誘発は認められなかった，   

短時間処理による染色体分析の結果をTable2に示し  

た．  

1，4一ジシアノベンゼンを加えてS9mk存在下および非  

存在下で6時間処理したいずれの処理群においても，染  

色体の構造異常および倍数性細胞の誘発作用は認められ  

なかった．   

従って，1，4－ジシアノベンゼンは，上記の試験条件下  

で，試験管内のCHL〝U細胞に染色体異常を誘発しない  

と結論した．  
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Fig．1GrowthinhibitionofCHtJIUce11streatedwith  
l，4－dicyanobn託れe   

7．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，染色体異常試験で用い  

る被験物質の高温皮群を，連続処理，短時間処理とも1．3  

m帥扉10mM相当）とし，それぞれ高濃度群の1／2の濃度  

を中濃度，1／4の濃度を低濃度とした．陽性対照物質とし  

て用いたマイトマイシンC（MC，協和醗酵工業（株））およ  

ぴシクロホスファミド（CPA，SigmaChemicalCo．）は，注  

射用水（（株）大塚製薬工場）に溶解して調製した．それぞれ  

染色体異常を誘発することが知られている濃度を適用し  

た．  

8．染色体標本作製法   

培養終了の2時間前に，コルセミドを最終濃度が約0．1  

巨頭山になるように培養液に加えた．染色体標本の作製  

は骨法に従って行った．スライド標本は，各ディッシュ  

につき6枚作製した．作製した標本を3％ギムザ液で染色  

した．  

9．染色体分析  

作製したスライド標本のうち，1つのディッシュから得  

られた異なるスライドを，4名の観察者がそれぞれ処理条  

件が分からないようにコード化した状悉で分析した．染  

色体の分析は，日本環境変異原学会，哺乳動物試験  

（MMS）分科会1）による分類法に基づいて行い，染色体型  

あるいは染色分体型のギャップ，切断，交換などの構造  

異常の有無と倍数性細胞（polyploid）の有無について観察  

した．また構造異常については，1群200個，倍数性細胞  

については1群8（旧個の分裂中期細胞を分析することとし  

た．  

10．記録と判定  

無処理対照，陰性および陽性対照群と被験物質処理群  

についての分析結果は，歓察した細胞数，構造異常の種  

類と数，倍数性細胞の数について集計し，名辞の値を記  

録用紙に記入した．  
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Co汀eSpOndence  

Authors：NorihoTanaka（Studydirector）  

KohjiYamakage，ShinobuWakuri，  

YuzukiNakagaw，HirokazuKusakabe，  

KeikoHashimoto  
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729－50chiai，Hadano，Kanagawa，257，Japan  
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129   



1，4－ジシアノベンゼン   

TablcI Chromosomca云alysisofChinesehamsterce11s（CHLJIU）continuouslytreatedwith1A－dicyanobenzetle（DCB）・・  
wi山outS9mix  

Cmnl－ TiIⅣd No・α  No・ds血血血abm山ons  ！）  No・Ofα鮎  4）  5）  伽p 血 叩001旭  2）   0山耶 牒Pd作柄d 蜘nl  
（叫g如11） Otr） andysed gap ctb ck csb cse f mul total  TAG（％）  TA（％） （％）  SA NA  
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1，3－ビス（アミノメチル）ベンゼンのラットを用いる28日間反復経口投与毒性試験   

Twenty－eight－dayRepeatDoseOralToxicityTestofl，3－Bis（aminomethyl）benzeneinRats  

要約  

エポキシ樹脂硬化剤，X繊維，ポリウレタン，有機合  

成などに使用されている既存化学物質1，3－ビス（アミノメ  

チル）ベンゼンの反復投与毒性試験を，SD系［Cfj：CD（SD）】  

ラットを用い，．0（対照），10，40，150および600mg／kg／  

day用量の28日間経口投与により実施した．動物数は1群  

雌雄各6匹．とし，7群を設け，5群は投与終了後屠殺群，2  

群は対照および600m釘kgの14日間回復群とした．  

10，40および150mg几g群では，被験物質の投与に起因  

する変化は認められなかった．600mg珠g群では，流誕，  

自発運動の低下，立毛，腹部膨満などの症状が雌雄に，  

摂餌量の減少および体重増加の抑制が雄に認められ，雄  

の1匹および雌の4匹が死亡した．さらに，胃の前胃部粘  

膜に潰瘍および角化完進を伴う上皮の過形成，骨膏削こ顆  

粒球系増血細胞の増加，副腎に皮質細胞の肥大・空胞  

化，盲腸の拡張が雌雄に，白血球好中味比，尿タンパク  

および血清無機リンの増加，血色素量およびヘマトク  

リット値の減少，プロトロンビン時間の延長，活性化部  

分トロンポプラスナン時間の短縮が雄に，トリグリセラ  

イドの増加が雌に認められた．回復群においては，前胃  

部粘膜の変化は回復傾向を示し，その他の変化はいずれも  

回復した．   

以上の結果から，1，3－ビス（アミノメチル）ベンゼンの  

ラットに対すヱ）主な反復投与毒性は，投与経路である胃  

粘膜に対する障害であった．また，無影響量は，150mg／  

kg〟ayと推定された．  

方法   

1．被験物質  

被験物質1，3・－ビス（アミノメチル）ベンゼンは分子量  

136．22，融点140C，蒸気圧1．6×10‾3mmHg（250c）の水に  

溶け易い無色透明の液体で，三菱瓦斯化学（株）（東京）で製  

造されたもの（ロット番号30817，純度99．S％）を入手し，  

室温暗所で密栓保管した．投与液は，局法精製水（共栄製  

薬）に溶解して調製し，使用時まで冷暗条件下で密栓保管  

した．被験物質原液および投与液中の被験物質は，安定  

であることを確認した．  

2．使用動物および飼育条件   

日本チャールス・リバー（株）より搬入したSD系［Cd：CD  

（SD）】ラットを12～13日間検疫・馴化飼育し，5過齢（雄  

173－188g，雌139－162g）で，1群雌雄各6匹として試験に  

用いた．ラットは，温度22±30c，湿度55±10％，換気回数  

10回以上／時，照明12時間（6時～18時）に設定された飼育  

室で，金網ケージに個別に収容し，固型飼料［日本農産工  

業（株），ラボMRストック］および水を自由摂取させた．   

3．投与量および投与方法   

1，3－ビス（アミノメチル）ベンゼンのラットへの単回経口  

投与におけるLD5。は，930mg／kgと報告されているり・投  

与量設定試験を，ラットを1群雌雄各3匹とし，0，30，  

80，200および500nlg几g用量の14日間経口投与により実  

施した．500mg珠g群で，摂餌量の減少および体重増加の  

抑制が雄に認められた．しかし，一般状態，剖検所見お  

よび主要器官の重量には変化は認められなかった．した  

がって，本試験における投与量は，より明らかな毒性影  

響の発現が予測される600mg／kgを最高用量とし，以下  

150，40，10m釘kgの4用量および対照を設定した．試験  

群は，以上の5群の他に，600m釘kgおよび対照の14日間  

回復群を設けた．投与は，胃ゾンデを装着した注射筒を  

用いて，投与液を1日1回，2g日間にわたって経口投与し  

た．対照群には局方精製水を同様に投与した．   

4．観察および検査項目  

1）一般状態観察   

投与および回復期間中毎日，生死および外観，行動等  

を観察した．   

2）体重および摂餌量測定   

体重は，投与期間中においては毎日投与直前に，回復  

期間中は週1固測定した．摂餌量は，ケTジごとに週1  

回，24時間の消費量を測定した．   

3）尿横査   

投与25日および投与終了後11日に腰背部を刺激して強  

制排尿させ，pH，潜血，タンパク，糖，ケトン体，どリ  

ルビン，サロビリノーゲン〔以上，マイルス・三共（株），  

マルテイスティックス〕および外観を検査した．   

4）血液学検査   

供試血液の採取は，投与期間および回復期間終了翌日  

における屠殺剖検時に行った．動物は採血前日の午後5時  

より除餌し，水のみを給与した．採取した血液は3分割  

し，その一部はEDTA－2Kで凝固防止処理し，多項目自動  
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28日間反復投与毒性試験  

血球計数装置〔東亜医用電子（株），E－4000］により，．赤血  

球数（電気抵抗検出方式），血色素量（ラウリル硫酸ナトリ  

ウムーヘモグロビン法），ヘマトクリット値（パルス検出方  

式），平均赤血球容積，平均赤血球血色素量，平均赤血球  

血色素濃度（以上，計算値），白血球数および血小板数（以  

上，電気抵抗検出方式）を，また塗抹標本を作製して網状  

赤血球数（Brilliantcresylblue染色）および白血球百分率  

（May－Giemsa染色）を測定した．さらに一部は3．8％クエン  

酸ナトリウム液で処理して血祭を得，血液凝固自動測定  

装置（アメルング社，KC－10A）により，プロトロンビン時  

間（Quick一段法）および活性化部分トロンポプラスチン時  

間（エラジン酸活性化法）を測定した．   

5）血液生化学嶺査   

採取した血液の⊥部から血清を分離し，生化学自動分  

析装置［日本電子（株），JCA－VX－1000型クリナライザー〕  

により，総タンパク（Biuret法），アルブミン（BCG），〟G  

比（計算値），血糖，トリグリセライド，総コレステロー  

ル（以上，酵素法），総ビリルビン（Jendrぉsi文法），尿素窒  

素（Urease－UV法），クレアチニン（Jaffe法），GOT，  

GPT，γGTp（以上SSCC法），アルカリフォスファクー  

ゼ（GSCC法），カルシウム（OCPC法）および無機リン（酵  

素法）を，電解質自動分析装置［東亜電波工業（株），  

NAKし1］により，ナトリウム，カリウムおよび塩素を測  

定した．   

6）病理学検査   

採血に続いて剖検し，脳，肝臓，腎腋，副腎および精  

巣／卵巣を秤量した．病理組織学検査は，採取した器官を  

10％中性リン酸緩衝ホルマリン液で固定後，対照および  

㈱mg此g群では心臓，肝臓，牌腋，腎臓，副腎，骨髄，  

胃，腸（十二指腸・空腸・回腸・盲腸・結腸・直腸），胸  

腺を，10，40，150mg珠g群および回復群は600mg侮  

群で変化の認められた副腎，胃，骨髄について，常法  

に従いパラフィン切片を作製し，ヘマトキシリン・エオ  

ジン（H－E）染色を施して鏡検した．   

5．統計処理  

得られた平均値あるいは頻度について，Dunn班あるい  

はSchef托（群の大きさが異なる場合）の多重比較検定を  

行った．ただし，回復群については，I検定およびU検定  

を行った．  

結果  

10，40および150mg悔群においては，全ての観察およ  

び検査項自で，被験物質の投与に起因する変化は認めら  

れなかった．  

1．一般状態および死亡   

投与期間の概ね後半において，600mg／kg群の各12匹  

中，流誕が雄10匹，雌8匹，自発運動低下が雄3匹，雌7  

匹，立毛が雄1匹，雌6匹，腹部膨満が雄1匹に認められ，  

雄1匹および雌4匹は死亡（投与15、19日）した．回復期間  

においては，異常は認められなカ㌔pた．   

2．体重（Fig．1）および摂餌量▲∴   

投与期間において，600mg几名辞の雄の体重は，投与2  

日から増加抑制の傾向を示し，投与の経過につれて対照  

群との差は拡大する傾向にあり，4日以降，7日を除い  

て，有意差が認められた．しかし，回復期間において  

は，回復傾向を示した．摂餌量についても，600mg几gの  

雄は，投与期間中対照群を下回って推移し，投与4週では  
有意に少なかった．回復期間では，対照群との差は認め  

られなかった．  

3．尿所見   

雄の尿タンパクは，対照群で多くは＋（30m釘dl）であっ  

たのに対し，甜Omg此g群では多くが＋＋（100mg仙）とな  

り，有意に増加した．回復詳では，各検査項目に有意な  

変化は認められなかった．  

4．血液学所見（Tablel，2）   

有意な血色素量およびヘマトクリット値の減少，プロ  

トロンビン時間の延長，活性化部分トロンポプラスチン  

時間の短縮，白血球百分率における分節核好中球此の増  

加およびリンパ球比の減少が600m帥g群の雄に認められ  

た．600m釘kg群の附こおいても，統計学的有意差は認め  

られなかったものの，ヘマトクリット億の減少傾向およ  

び主に好中球の増加による白血球数の増加傾向が認めら  

れた．回復群においては，各検査項目に有意な変化は認  

められなかった．  

5．血液生化学所見（Tabl（）3，4）   

有意な捻タンパクの減少および無機リンの増加が600  

m釘kg群の雄に，トリグリセライドの増加が600mg爪g群  

の雌に認められた．回復群においては，これらの変化は  

認められなかった．しかし，投与期間終了後屠殺動物で  

みられた変化とは別に有意な絵コレステロールおよぴん唱  

比の増加ならびに塩素の減少が雄に，アルブミンの減少  

が雌に認められた．  

6．剖検所見   

600mg此g群で，前胃部の肥厚および潰象ならびに盲  

腸の内容物増量による拡張が雌雄全例に，副腎の肥大が  

雌の半数に認められた．投与期間中に死亡した600mg凡g  

群の雄l匹および雌4匹では，前胃部に生存例と類似した  

変化が認められたほか，腺胃部にも粘膜の赤色化および  

潰瘍が認められ，胃および腸はガスが貯留して拡張して  

いた．さらに，雌では盲腸粘膜に赤色斑，副腎の赤色  

化胸腺および牌臓の萎縮などを認める例があった．回  

復群においても，前胃部壁の肥厚がほぼ全例に認められ  

たが，投与期間終了後屠殺動物に比べて軽度な変化で  

あった．   
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