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T：lu甲Or l：Slight 2：mOderate 3：marked  

＝：bemi卯＃：malignant  

（）：No・Ofanimalsexaminedmicroscopicallya＝山issite・ －：Notapplicable・  

Sign漬car！dydifferentfromcontrolgroup；＊＊：P＜0・01  

ら、死因に肝障害が大きく関与したと考えられた．一般  

状態の観察で認められた異常所見はいずれも単発性また  

は少数例の発生であり，被験物質投与によるものとは考  

えられなかった．   

雌の150m釘kg群で妊娠期間中に体重増加抑制が認めら  

れたが，雄にっいては投与期間を通じ被験物質投与の影  

響は認められなかった．摂餌量において，雄の150n喝悔  

群で投与2ウから36日の平均1日摂餌量が増加したが，軽  

度で，かつ体重に一致しない変化であり，背景値と比べ  

て差はないことから，被験物質投与による影響ではない  

と判断された．   

雄の血液学検査では，150mg丑g群でヘマトクリット  

値，ヘモグロビン量および赤血球数が低値，網赤血球比  

率が高値を示し，軽微ながら貧血傾向が認められた．な  

お，6m釘kg群で網赤血球比率が高値を示したが，ヘマト  

クリット値や赤血球数に低値がみられず貧血傾向のない  

ことから，被験物質投与の影響とは考えられなかった．  

血液生化学検査では，30および150mg爪g群でGOTの低  

値およびγGTPの高値が認められ，このうちYLGTPの高値  

は肝臓の機能低下を含む被験物質投与の影響が示唆され  

た．GOTの低値についてはその機序は明らかでなかっ  

た．なお，すべての被験物質投与群で塩素の高値および  
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T：tumOr l：Slight 2：mOderate 3：marked  

＝：benign ＃：malignant  

（）：No．ofanimalsexaminedmicroscopicallya＝血issite． －：Notapplicable．  

Table7 SummaryofreproductiveperformanCeinratstreatedorallywith6－Eert－butyl－2，4－Xylenolinthecombinedrepeatdose  
andreproductive／deve10pmental10XicilyscreenlngteSt  

Doselevel  Omg几g  6m〆kg  30mg此g  150mf咋g  

12  

12  

12  

100  

100  

No．ofp由rsmakd  

No．orp由rscopulated  

No．ofpregnanlfelれales  

Copuladoniれdex（％）▲）  

托血叫山dex（％）b）  

EstruSCyCle（days，Mean土S．D．）  
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100  100  

100  1（X）  

4．4士0．4  4．8±0．6  4．3土0．5  

a）：（Numberofanimalswithsuccessfulcopulation／numberofanimalsmated）×100  

b）：（Numberofpregnantanimals／numberofanimalswiLhsuccessfulcopulation）×100  

などが観察された．また，全児死亡の認められた動物お  

よび死亡動物に共通する所見として舌および食道の錯角  

化症が認められた．肝臓に観察された肝細胞の腫脹，変  

性および壊死はすべて小葉中心性に発生する特徴を示し  

た．腎腋に認められた種々の変化についても同様に被験  

物質の影響と考えられるが，顆粒状の蛋白円柱の由来に  

ついては，壊死した尿細管で好酸性顆粒状を呈し崩壊し  

ていく像が多数観察され，その存在部位が近位尿細管か  

ら下位であることなどから，壊死，崩壊した尿細管上皮  

であると考えられる．雄で明らかに被験物質投与の影響  

が認められた器官は肝臓のみであり，発生率も程度も雌  

に比べて軽度であった．また，雌において胸腺の萎縮が  

対照群に比べ被験物質投与群で増加傾向を示した．この  

うち150mgルg群で観察された胸腺の萎縮は腎臓および肝  

臓の病変の程度と相関性が認められ，被験物質投与の影  

カルシウムの低値が，さらに150mき作g群でカリウムが低  

値を示したが，当施設の背景億と比べ差はなく被験物質  

投与の影響ではないと判断された．30および150m釘kg群  

で総蛋白およびアルブミンが高値を示したが，その様序  

は明らかでなかった．   

器官重量では，雄の30mg此g以上の投与群および雌の  

150mg几名辞で肝臓，腎臓の実重量および相対重量が増加  

または増加傾向を示し，剖検所見においても雄の30およ  

び150叩g此g群で肝臓の肥大が，雌の150mg爪g群で肝  

臓および腎臓の肥大が認められた．   

病理組織学検査の結果，被験物質投与の影響の示唆さ  

れる病変として，雌雄の150mg爪g群で肝臓に小葉中心部  

の肝細胞腫脹が観察され，さらに雌では肝細胞の壊死性  

変化，細胞分裂，腎臓の近位尿細管の壊死，顆粒状の蛋  

白円柱，細胞分裂および腎乳頭部のPAS陽性顆粒の沈着  
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Table8 FindingsofdeliveryindamStreatedwith6－tert－butyト2，4－XylenolandobseⅣationsontheirpups（Fl）inthecombined  
repeatdoseaLIdreproductive／development且ItoxicltySCreenlngteSt  

Dose level Omg几g  6mg／kg  30Il唱丑g  150mg／kg  

No．orda汀蛤Observd  

No・Ordam5deliverdlivepups  

DⅧ伯山）nOfg¢Sb山）n（Me釘1±S・D■）  

No．or101慮corF）ralulea（Mcぉ止S・D・）  

No．ofto血impl誠心（Me弧士S，D．）  

No．orlol細p叩Sbm（Mean±S・n）  

No．oftα細1iYCpupSt氾m（Mem±S．D．）   

M由e   

F¢m山e  

Sexr血io（’M山e作emale）  

No．orliYepupSOnday4（Meむ止S．D．）   

Male   

F¢m幻e  

No．ofde如pupsbm（Mc姐士£D・）  

Ge＄はIioniれdex（％）▲）  

lmplanta血nin血x（乳Me弧±S．D．）b）  

D¢1iYαyhdcx（％，Mem±S．D．）C）  

Liv亡b他山dcx（％，Meむ止S．D．）d）  

Viabilityhd8XOn血y4（乳MeaI止S．D．）e）   

Male   

Fem由e  

‖
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12  

12  

22．8±0．5  

238（19．8±3．7）  

199（l（i．6±1．6）  

192（16．0±Ⅰ．8）  

187（15，6±1．4）   

8桝7．2土1．6）  

101（8．4±1．8）り  

12  

12  

22．9± 0．3  

228（19．0士 5．3）  

198（l（i．5±1．2）  

176（14．7±1．9）  

167（13．9± 2．3）  

92（7．7士 2．7）∩  

75（6．3± 2．7）0  

10  

10  

22．9±0．3  

178（17．8士4．0）  

138（13．8±3．4）＊■  

124（12．4土3．1）  

122（12．2±3．0）  

57（6．3士1．0）（9）り  

59（6．6±1．8）（9）○  

22．5  

222（20．2  

0．5  

5．1）  

191（17．4±1．7）N  

166（15．1±2．0）  

l朗（14．9±1．8）   

72（6．5±1．2）N   

92（8．4±2．1）  

0．78（72／92）N  

68（6．2±1．3）   

88（8．0士2．4）   

2（0．2±0．6）N  

l（X）  

88．9±13．3  

97．1±9．7  

99．0±3．3N  

95．5±15．1N  

95．5±15．1N  

0・85（86／101） 0・97（57／59）（9）  

79（6・6±2．3） 85（7．Ⅰ± 3．2）  41（4．6±2．8）（9）  

∬（7．3±2．1） 朗（5．3土 3．0）  39（4．3士3．2）P）  

5（0．4±1．0）  9（0．8± 2．3）  2（0．2土0．4）   

100  100  

85．4±12．7  90．3±14，7  

96．5土4．7  88．9±10．1  

97．7± 5．5  95．5士13．6  

91．1±23．9  S9．2± 28．4  

88．2±19．8  85．8± 30．9   

100  

80．6±23．8  

90．5±8．9  

98．5±3．1  

71．4士42．9（9）  

69．7±44．0（9）  

a）：（Numt杷rOffemaJeswiullivepups／numtxrofpregnantfemales）×1（拍  

b）：（Numt〉erOrimpl甜心／numkrofco甲）ralulea）×l00  

C）：（Numt杷rOfpupsbm／mu皿krofimplants）×100  

d）：（Numt灯Orliv亡pupStX汀n／numkrorpupsbom）×100  

e）：（Numt絵rOflivepupsonday4扉tαbi爪h／n11mh汀OrliYepupSbm）×100  

り：hclude51ivepupsdiedbef8reObseⅣations  

VaJuesinpaTenLhesesareexprcssednumberoflitlersobserved  

SigniLican†lydifferentfromcoJltrOlgroup；＝：P＜0・OI  

N：Nomp訂餌丁給血ca丑山y5is  

2．生殖発生毒性   

交尾能および受胎能に被験物質投与の影響は認められ  

ず，性周期観察についてもすべての投与群でほぼ4～5日  

の周期を示し，被験物質投与の影響は認められなかっ  

た．妊娠を成立させなかった雄および妊娠が成立しな  

かった雌は対照群で各1例歓察されたが，不成立の原因  

に関連すると考えられる異常所見は認められなかった．   

分娩時観察では，150mg瓜g群で一部の新生児を娩出し  

た後に死亡した動物が1例観察された．哺育期間中に全  

児死亡の認められた動物が30m釘kg群で1例，150mgルg  

群で3例観察され，さらに150mg珠g群で新生児の生後4  

日生存率の低値傾向が認められたことから，6－妃ルプチ  

ルー2，4－キシレノールの150叫錘gの投与により分娩あるい  

は哺育機能の障害を惹起する可能性が示唆された．ま  

た，150m釘kg群で着床数が減少したが，当施設の背景値  

14．0～15．3と比べて差はないことから被験物質投与の影響  

ではないと判断された．なお，妊娠期間および分娩時間  

では被験物質投与の影響は認められなかった．   

新生児の外表検査では外表異常は観察されず，新生児  

の体重も哺育4日まで順調に増加した．また，死産児，  

死亡児および哺育4日の剖検でも被験物質投与による影  

響は認められなかった．  

響が示唆された．しかし，6および30mg几gで観察され  

た萎縮は，他の器官の病変と相関性が見られないこと  

や，対照群においても中等度の例があることから自然発  

生性のものと考えられた．なお，雄の被験物質投与群で  

発生率増加がみられた副腎皮質の空胞化は自然発生的に  

観察される所見であり，対照群で観察された空胞化と形  

態的な差異も認めなかったことから，被験物質投与の影  

響とは考えられない．また，雄の腎臓において器官重量  

の増加傾向がみられたが，それを裏付けるような明確な  

形態学的変化は観察されなかった．その他の器官に観察  

された諸所見については用量に関連して増加する傾向も  

認められず，自然発生性の病変と考えられる．   

以上のことから，6一妃rトプチルー2，4－キシレノールの反復  

投与により，30および150m釘kg群の雄でGOTの低値お  

よびナGTPの高値が，150mg瓜g群の雌で死亡，体重増加  

抑制，肝臓，腎腋の重量増加および肥大，雄で貧血傾  

向，肝臓および腎臓重量の増加，肝臓の肥大が認められ  

た．また，病理組織学検査では，150mg爪g群の雌雄で肝  

臓，さらに雌で腎臓を中心とした異常所見が認められ，  

本剤における標的器官は肝腋および腎臓と考えられた．  

従って，無影響量は雄で6mgn（gkIay，雌で30mg耽釘day  

と推察される．  
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以上のこ 

雄の生殖に及ほす影響は，150mg此釘day投与によっても  

認められず，無影響量は150m釘kg／ぬyと推察される．雌  

の生殖に及ばす影響および児動物の発生・発育に及ぼす  

影響は，150mg在g群で哺育期間中の全児死亡の母動物数  

の増加が認められたことから■無影響量は30mg悔〟ayと  

推察される．  
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6一妃rトプチルー2，4－キシレノーノレの細菌を用いる復帰突然変異試験  

ReverseMutatiomTestof6－tert－Butyl－2，4－XylenolonBacteria  

要約   

OBCD既存化学物質安全性点検に係る毒性調査事業の  

一環として，6イe正プチルー2，4－キシレノールについて，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，58Jmo月e肌Jγp山m肌血mTAlOO，  

TA1535，TA98，TA15371）およびEscheJjchiacoJjWP2  

〃yJA2）を用い，S9Mix無添加および添加試験のいずれ  

も，用量設定試験では，50～5000けか70レートで実施し  

たところ，抗菌性が認められたので，本試験ではS9Mix  

無添加試験が6．25～200け釘プレート59Mix添加試験に  

ついては，TA1537は6．25～200ドg／プレート，他の4検定  

菌では12．5～400け釘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値の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，6イerト  

プチルー2，4－キシレノールは，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．  

子量178．30の液体である．純度粥．5％のもの（ロット番  

号：FGCOl，不純物不明，東京化成工業（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  

まで冷暗所で保管した．   

6一丁e什プチルー2，4－キシレノールは，ジメチルスルホキシ  

ド（以下DMSOと略，和光純薬工業（株））に50，40あるい  

は4mg／m＝こ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．   

6一把ルプチルー2，4ヰシレノールのDMSO溶液中での安定  

性試験を，本試験での低濃度（0．鵬25m少雨）および同時に  

実施した染色体異常試験での高濃度（11．2m帥）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，102およぴ101％であった．ま  

た，本試験ⅠⅠに用いた調製検体について，含量測定式験を  

行った括果，0．鮎25mか山溶液の含量は既定濃度に対し，  

108～112乳4mg／血溶液ほ，100～103ウらであった．   

以上の結果から，6－一打トブナルー2，4－キシレノールは  

DMSO溶液中では安定であり，また調製液中の被験物質  

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：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－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．   

〔培地およぴS9Mixの組成〕  

1）トップアガー（TA菌株用）   

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）＊L－ヒスチジン  0．5mM  

ビオチン  0．5mM   

＊：WP2用には，0．5mML－トリプトファン水溶液  

を用いた．  

方法   

〔検定菌〕  

∫a血10血■Jaり坪山mudumTAl（カ  

∫a上mo乃0肋りγ山m山umTA1535  

gscムedc九ねcoJiWP2uvrA  

∫aJmo野山桝imu∫山川TA98  

－∫a血oJ】e肋画血】udumTA1537   

且りp揖mudum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．且coJiWP2日叫株は1979年5月9日に国立遺伝  

学研究所の賀田恒夫博士から分与を受けた．検定菌  

ほ，一組Oc以下で凍結保存した．各検定菌は，凍括保存  

菌の調製時に，アミノ酸要求性，UV感受性，および膜  

変異（げa）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No．2（Oxoid）を入れたL字型試験管に種菌を  

接種し，370c，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〕  

6－始終プチルー2，4－キシレノール（CASNo．1879－09－0）は，分  

427   
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復帰変異試験  

ろ，すべての検定菌においてS9Mix無禄加試験および添  

加試験ともに150～500け釘プレート以よの用量で抗菌性  

が認められた．   

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無添加試験では200け釘プレート，  

S9Mix涼加試験では400け釘プレート（TA1537については  

200一打プレート）とすることとした．  

〔本試験）   

結果をTablel，2に示した．6一‘eルプチルー．2，4ヰシレ  

ノールについて，すべての検定薗について，S9Mix無添  

加試験では6．25＝200一打プレート，S9Mix濠加試験では  

12．5～400トl釘プレート（TA1537についてのみ6・25－200  

い釘プレート）の範囲で，公此を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添加  

および無添加試験のいずれにおいても，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．また，す  

べての検定菌◆において，高用量の1～2群において，抗菌  

性が認められた．   

以上の結果に基づき，6－Jんトプチルー2，4ヰシレノール  

は，用いた試験系において変異原性を有しないもの（陰  

性）と判定した．  

文献   

1）D．M．Maron，B．N．Ames，丸山LaELoL）ReseaLd），113，173－   

215（19＄3），  

2）M．H．L．Green，in’lHandbookofMutagenicity Test   

h∝edu托S・－●BJ・鮎1ky，M・bgator，W・NichoIs・   

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

19g4，pp・161－187・  

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1リットルあたりの軋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   

リン酸一アンモニウム  1．92g   

パクトアガーpifco）  15g   

径90mmのシャーレ1枚あたり30ml▼を流して固めて  

ある．  

3）S9Mix（1ml中下記の成分を含む）  

■＊S9   

NADH   

NADPH   

グルコースー6一リン酸   

塩化マグネシウム   

塩化カリウム   

0．1m1  

4巨mO1  

4llmO1  

5pmoI  

SドmO1  

33トImOl   

ナトリウムーリン酸緩衝液伽H7．4）100けmOl   

＊＊：7適齢のSprague－Dawley系雄ラット 

ルビタール（PB）およぴ5，6－ベンゾフラボン（BF）の  

併用投与で酵素誘導して作製したS9（キッコー  

マン（株））を用いた．   

〔試験方法）   

プレート法を用いて，S9M玩無添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漆加試験においては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D扇so，または数種の陽性対照物質溶  

液を用いた．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．抗菌性の有無につい  

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，溶媒対照値  

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，当該披験物  

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  

〔用螢設定試験〕   

6－！e丘プチルー2，4ヰシレノールについて，50～5（瀬川融  

プレートの範囲で公比を約3とし，試験を実施したとこ  
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6一拍什プチルー2，4キシレノール  

Tablel Resultsofreversemutationtest（Ⅰ）of6イert－Butyl－2，4－Xylenol＊＋onbacteria  

W仙（＋）or  Numh汀OfreY¢拍山b（nu皿brofcolo山es／plate，Mean 土S．D．）  

Wi也0涙（一）  dose  Ba50－p血露ubsdtudoIltY  Framesbi允tγpモ  

S9M放   舟場／plat¢）  TAl（氾   TA1535   WP2〟VrA   TA98   TA15）7  

0   136 114  125  10  10  12  17  20  13  25   27   20  5   6    9  

（125士1LO）   （11士1．2）   （17土 3．5）   （ 24土 3．占）   （ 7土 2．1）  

6．25   127 114  114  17  1ヰ  l‘  14  27  11  ユ4  25   29  8  「9    6  
（118士 7．5）   （1（；土1j）   r 17士 8．5）   （ 2古土 2．‘）   （ 8土 1．5）  

12．5   130  95  122   8  11 11  17  19  22  18  24   二）2  5   6   5  

（116士18．3）   （10土1．7）   （19士 2．5）   （ 25士 7．0）   （ 5士 0．6）  

25   107 107   92  13  14   5  17  18  22  26  1＄  11  7   7    9  

（102土 8．7）   （11土 ■4．9）   （19土 2．6）   （1g士 7．5）   （ 8土 1．2）  

S9Mix 50   112 122 124  16   9  13  20  20  20  16  21  22  3   5   0  

（119土 6．4）   （13士 3．5）   （ 20士 0．0）   （ 20士 3．2）   （ヨ土 2．5）  

り  100   101書 名2●  90  10  12   8．  1さ  1＄  13  28   22   24  8●  1■   9  

（ 91士 9．5）   （10土 2．Ol   r 16士 2．9）   r 25士 3．1）   （ 6土 4．4）  

200   0●  0●   0  0●  0●  0  19● 1S● 23  0■ 24●  29  0●  0■  0  

（ 0士 0．0）   （ 0士 0．0）   （ 20士 2．6）   （18士15．5）   （ 0土 0．Ol  

0   116 138  126  12   9   7  14  24  22  48  45   31  g  12    g  

（127土11．0）   （ 9土 2．5）   （ 20土 5＿3）   （ 39± 7．1）   （ 9士 2－3）  

6．ヱ5   ND   ND   ND   ND   161912  

（1（i土3．5）  

12．5   144 120  143  11 13  1g  26  26  20  31  3（i  52  11  11  1l  

（136土13．6）   （14土 3．6）   （ 24士 3．5）   （ 40士11．0）   （11土 0．0）  

25   1ヰ4 146  133  14  15  12  20  23  21  ）8   33   30  12   20  19  
（141土 7．0）   （14土1．5）   （ 21士1．5）   （ 34土 4．0）   （17土 4．4）  

S9M奴  50   171 140 125  15   6   7  30  31 21  j9  34   37  15  12  11  

r145士 23．5）   （ 9士 4．9）   （ 27土 5．5）   r 37士 2．5）   （13士 2．1）  

（＋）  100   13占 143  123  12  17   7  32  30  29  35  31  25  12   7    7  
r134土10．1）   （12土 5．0）   （ 30士1．5）   （ ユ0士 5．0）   （ 9土 2．9）  

200   123●120● 100  4● 10■  6  27   25  24  24■ 25＋  33  6●  9● 10  

（114士12．5）   （ 7士 3．1）   （ 25土l．5）   （ 27土 4．9）   （ 8士 2．1）  

4（X〉   0●  3◆ 10  0●  0■  0  13■ 15●  9  0■  0●  0  

（ 4士 5．1）   （ 0士 0．0）   （12士）．1）   （ 0土 0．0）  

Po5itiY¢  人用   SÅ   AFZ   AF2   9AA  

COntml  0．01   0．5   0．01   0．1   80  

S9M奴（－）   

∝lbnieざ／plal¢   （547士 40．1）   （27）土16．5）   （14（；士 5．0）   （8ひl士17．6）   （20柑土 59．7）   

触iliYe  2ÅA   2AA   2AA   2AA   2AA  

contml  2   10   0．5   2  

S9Mix（◆）   

COlomie8／plak   （1096士 ヰ0．1）   （177士33．0）   （1270土5l．0）   （301±19．3）   （234± 54．9）   

＾F22－（2－FuEyl）－3－（5－nitro－2－fuzyl）acryl餌nide，SA二Sodiumazide．9AAニ9－Aminoacrldine，2ÅA二2－Aminoanthracene  

一：hhibitionwasobscrvedagainslgrOWLhofulebacteria・ND：No（Done  

＝：n出けWa59g・5％・  

42g   
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復帰変異試験  

T＆ble2  Resultsofreversemutationtest（ⅠⅠ）of6－tert－Butyト2，4－Xylenol＋＊onbacteria  

Wi血（十）α  Nu血由一orr●Y飢姐brIlulnhror¢0lonieさ／pla仕，Mean 土S．D．）  

Wi也out（－）  血e  取捌卜即血飢bきIihldon  Fr旭I亡きbi允tYpe  

S9Mix   加点わIak）  T▲100   T▲1535   W陀〟γrA   m98   TA1537  

0   113 107  102  9  14  13  31  27．13  15  21  17  6  11   4  

（107土 5．5）   （12士 2．6）   （ 24士 9．5l   （18土 ヨ．1）   （ 7士 3．6l  

6．25   11ト 118 108  11 14  14  24  20  23  1g  21  28  8   8    9  
rl12士 5．1）   （13士1．7）   （ 22士 2．1）   （ 22士 5．1）   （ 8土 0．占）  

12．5   119 123  10石  ■ 10  11  る  1さ  15  18  29＿ 25  18  7   8    6  

（116士 8．9）   （ 9土 2．占）   （17土1．7）   （ 24士 5．6）   （ 7土 1，0）  

25   l17 1i3 12る  14  10・ 9  26  26 19  1占  19   26  13  11   g  
（119土 石．7）   （11土 2．占l   r 24士 4．0）   （ 20士 5．1）   （11土 2．5）  

S9M玩  50   124 13‘ 120  9  15  11  23  21  2‘  19  22   23  5   5   3  
（127土 さ，3）   （12士 3．1）   r 23士 2．5）   （ 21士 2．1）   （ 4土 1．2）  

100   81●106● 11l  6◆  7●  6  15  23  20  19  1ヰ   22  7●  7●  3  

（ 99士16．1）   （ ‘土 0．占）   （19士 4．0）   （18士 4．0）   （ 6士 2．3）  

200   ○●  0■  0  0●  0●  0  13● 10● 16  0●  0●  0  0●  0●  0  
（ 0士 0．0）   （ 0士 0．0）   （13土 3．0）   （ 0士 0．0）   （ 0土 0．0）  

0   13ヰ 125  147  14  12 ′12  15  14  28  33  45   28  8   9   9  
（135士11．1）   （13士1．2）   （19士 7．8l   （ 35土 g．7）   r  9土 0．占）  

6．25   ND   ND   ND   ND   161215  

（14土2．1）  

12．5   142 128  115  1占   9  10  21  25  30  ｝4  32   37  10  12   2l  
（12名士13．5）   （12士 3．8）   （ 25土 4．5）   （ 封士 2．5）   （14士 5．9）  

25   155 167  137  9  15  12  33  21  27  31  23   35  11 17   8  

（153土15．1）   （12士 3．0）   r 27土 6．0）   （ 30土 6．1）   （12士 ヰ，‘）  

S9M玩  50   l占3 157  189  13  1‘  20  24  41  21  40  47   40  10  13  1l  

（170土17．0）   （1‘士 3．5）   r 29士10．8）   （ 42土 4．0）   （11士 1．5l  

（＋）  100   161 172  15‘  7  11 11  さ4  32  39  38  24   28  14  12  11  
（1占3土 8．2）   （10土 2．3）   （ 35士 3．る）   r ユ0士 7．2）   （12土 1．5）  

200   147◆130● 126  4   9   8  19  31  34  23  30   ｝4  17●  9■  ‘■  

（134士11．2）   （ 7士 2．占）   （ 28士 7二9）   （ 29土 5．占）   （11士 5．7）  

400   0●  0●   0  1・ll  19◆ 2l● 12  0●  0▲  0  
（ 0土 0．0）   （ 1土 0．0）   （17士 4．7）   （ 0土 0．0）  

恥itive  AF2   SA   AF2   A円   9AA  

のmt∫01  0．01   0．5   0．01   0．1   さ0  

59Mk、（－）   

のlo□i¢5／plab   （～40士 4．0）   （253士11．2）   （1占0± 5．9）   （843士 41．6）   （2∝汐士120．5）   

‡bsi也VO  2AÅ   2AA   2ÅA   2AÅ   2AA  

のnけ01  2   10   0．5   2  

S9M奴（＋）   

C0lo扇郎／pla匝   イ1132土 9．1）   （2（i7土21．4）   （1683土石8．5）   （537士 24．5）   （294土17．8）   

AF2：2－（2－Furyl）－3－（5－nitrD2－furyl）acrylamide，S＾二SodiuJnaZide．9AA：9－Aminoacridine，2＾A：2一AmirtoaJlthTaCene  

●‥InhibidonwasobscrvedagalnSlgrowthofthebacteria・  ND：NoIDone  

■●：PudⅣWaS98．5％．  

430   

188  



6－餌」プチルー2，4一キシレノールの  

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験J  

InVitroChromosomalAberrationTestof   

6－ter（－Butyl－2，4－XylenolonCulturedChineseHamsterCells  

3．培東条件   

2×104個のC礼典瀾胞を，培養液5mlを入れたディッ  

シュ（径6cm，Corning）に播き，37－CのCO，インキエペ一  

夕ー（5％CO2）内で培養した・連続処理では，細胞播種3  

日日に被験物質を加え，24時間および4ち時間処理した．  

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1冨時間培養した．   

4．被験物質  

6－一打トプチルー2，4－キシレノール（略号：TBX，CAS  

No．：1879・脚〃，ロット番号：FGCOl，東京化成工業（株）  

製造，（社）日本化学工業協会提供）は，透明液体で，水に  

不溶，ジメチルスルホキシド（DMSO）に可溶，凝固点  

21・50C，屈折率1・51S6，比重0・9612，分子式C12相川0，分  

子量17臥30，純度98．5％の物質である．硬験物質原体  

は，納入後6か月は安定であり，溶媒中（DMSO）では，  

0．0625～11．2m如血の濃度範囲で4時間は安定であった．   

5．被験物質の調製  

被験物質の調製は，使用のつど行った．溶媒はDMSO  

（SigmaChe血calCo．）を用いた．原体を溶媒に溶解して原  

液を調製し，ついで原液を溶媒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0．5％（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（溶媒中での平均含量が添加量の90．0～  

110％）の値であった．なお，濃度の記載について，純度  

換算は行わなかった．  

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CHL〝U細胞に対する増殖抑制作用は，単層培養  

細胞密度計（MonocellaterTM，オリンパス光学工業（株））を  

用いて各群の増殖皮を計測し，被験物質処理群の溶媒対  

照群に対する細胞増殖の此をもって指標とした．   

その結果，連続処理における50％を明らかに越える増  

殖抑制濃度（約60％の増殖抑制濃度）は，60％の増殖抑制  

濃度をはさむ2点の値より算出したところ，0．033m釘血  

であった．また，短時間処理のS9mix存在下および非存  

在下における50％を越える増殖抑制濃度は，それぞれ  

要約   

OECD既存化学物質安全性点検に係る毒性調査事業の  

一環として，ふ・紐ルアチルー2，4ヰシレノールの培養細胞に  

及ば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（CHMU）を用いて試験管内染色  

体異常試験を実施した．   

連続処理（24およぴ48時間），短時間処理（6時間）のS9  

m玩非存在下においては，50％を越える増殖抑制濃度，す  

なわち0．033mかI11の濃度を最高処理濃度とした．短時間  

処理のS9mix存在下においては，50％を越える増殖抑制  

濃度，すなわち0．056mg／mlの濃度を最高処理濃度とし  

た．最高処理濃度の1／2およぴ1／4をそれぞれ中濃度，低  

濃度として設定した．連続処理として，S9m奴非存在下  

における24時間およぴ4冬時間連続処理，短時間処理とし  

て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．   

CIMU細胞を24時間および4S時間処理したいずれの  

処理群においても，染色体の構造異常ヤ倍数任用胞の誘  

発作用は認められなかった．短時間処理では，S9mk存  

在下および非存在下で6時間処理した高濃度群（それぞれ  

0．056および0．03・3m少雨）では，細胞毒性により十分な細  

胞数を分析できなかったが，その他の処理群において  

は，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，6一拍て－プチルー2，4－キシレノールは，上  

記の試験条件下で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（：Hl刀U細胞を，解i東後継代10代以内で  

試験に用いた．  

2．培棄液の調製   

培養には，牛胎児血清（FCS：JRHliIOSCIENCES）を  

10％添加したイーーグルMEM培養液（日水製薬（株））を用  

いた．  
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染色体異常試験  

10．記録と判定   

無処理対照，溶媒および陽性対照群モ被験物質処理群  

についての分析結果は，観察し坤胞数，構造異常の種  

類と数，倍数性細胞の数について集計し，冬群の億を記  

録用紙に記入した．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exactprobabiliIytest法によ  

り，溶媒対照群と被験物質処理群問および溶媒対照群と  

陽性対照群の有意差検定（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判定は，石銘ら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Tablelに示した．   

6一艇ルプチルー2，4－キシレノールを加えて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．   

6一出陣プチルー2，4－キシレノールを加えてS9mk存在下  

および非存在下で6時間処理した，高濃度群（0．033mg／  

血）を除く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．高濃  

度群では，いずれも細胞毒性のため，評価できる十分な  

分裂中期細胞が得られなかった．   

従って，6イeルアチルー2，4一キシレノールは，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．  

文献  

1）日本環境変異原学会・哺乳動物試験分科会編，－■化学   

物質による染色体異常アトラス，－一朝倉書店，東京，  

1！）8月．  

2）石館 

エル・アイ・シー社，東京，1987．   

0．056mg／mlおよび0．029mg／mlであった（Fig，l）．なお，L  

S9血x存在下の0．15m少雨では，増殖率が61％の値を示  

したが，これは被験物質のディッシュへの付着によるも  

のと判断された．  
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Fig．1GrowthinhibitionofCHtJTUcellstreatedwith 

6イeルbutyl－2，4－Xyleno1   

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  

る被験物質の高濃度群を，連続処理および短時間処理の  

S9血x非存在下では0．033mg／mL 短時間処理のS9mix  

存在下では0．056m如血とし，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））  

およびシクロホスフ7ミド（CPA，SigmaChemicalCo．）  

は，注射用水（（珠）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  

日小山になるように培養液に加えた．染色体標本の作製  

は常法に従って行った．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態で分析した．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l群島00個の分裂中期細胞を分析することとし  

た．  
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6－短什プチルー2，4－キシレノール  
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2舟ジクロロトルエンのラットを用いる反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

CombinedRepeatDoseandReproductive／DevelopmentalTbxicityScreQnipgTbst  

of2，6－DichlorotoluenebyOralAdministrationinRats  

た．産児の形態異常はいずれの被験物質投与群にも認め  

られなかった．  

3．無影響量   

以上の試験成清から，本試験条件下では，2，6－ジクロ  

ロトルエンの反復投与毒性に関する無影響量は，雄では  

30mg／kg／day，雌では100mg／kg／day，生殖発生毒性  

に関する無影響量は，雄では1000mg／kg／day，雌では  

100mg／kg／day，産児では3bomg／kg／dayと判断され  

る．  

要約  

2，6－ジタロロトルエンの反復投与毒性・生殖発生毒性  

併合試験（以下，併合試験）を行い，同化合物の雌雄ラッ  

トに及ぼす反復投与毒性ならびに生殖発生毒性について  

検討した．すなわち，0（溶媒対照，コーン油），30，100，  

300および1000mg／kgをSprague－Dawiey系（Cd：CD）ラ  

ットの雌雄（各13匹／群）に，交配前2週間および交配期  

間2週間経口投与した．さらに，雄では交配期間終了後  

2週間，雌では妊娠期間を通して分娩後哺育3日まで投  

与を継続して，剖検した．  

1．反復投与毒性   

雄動物では，自発運動減少が300mg／kg投与群に1匹，  

活動性の低下（自発運動減少9匹，腹臥位2匹）が1000  

mg／kg投与群で認められ，体重増加が300mg／kg以上の  

投与群において抑制された．解剖時の検査では，腎臓の  

比体重値が300mg／kg以上の投与群で，肝臓の比体重億  

が1000mg／kg投与群でそれぞれ増加した．組織所見と  

して，腎臓では，eOSinophilicbodyの増加が1（X＝mg／kg  

以上の投与群で認められ，肝臓では，小葉中心性の肝細  

胞の肥大および曇りガラス棟変性が300mg／kg以上の投  

与群で認められた．また，血液生化学検査では，グルコ  

ース濃度が300mg／kg以上の投与群で減少した．摂餌量  

および血液学検査には，投与の影響は認められなかっ  

た．   

雌動物では，活動性の低下（自発運動減少全例，腹臥  

位10匹），半眼（6匹），摂餌量の低下，体重増加の抑制  

が1㈱mg／kg投与群で認められた．解剖時の検査では，  

腎臓および肝臓の比体重値が100Omg／kg投与群で増加  

した．組織所見として，近位尿細管内に空胞および脂肪  

変性，小葉中心性の肝細胞の肥大が300mg／kg以上の投  

与群で認められた．また，胸腺の比体重値が300mg／kg  

以上の投与群で低下し，その組織所見では変化の程度が  

強く，その頻度も増加した、尿検査には，投与の影響は  

認められなかった．  

2．生殖発生毒性   

交尾能力および受胎能力には，投与の影響は認められ  

ず，分娩状態にも異常は認められなかった．300Ing／kg  

以上の投与群において，哺育状態の不良が認められた．   

産児では，300mg／kg以上の投与群において死亡児数  

が増加し，新生児生存率が低下した．また，1000mg／  

kg投与群では，哺育4日の産児の体重が低下傾向を示し  

方法  

1．被験物質   

2，6－ジクロロトルエンは，beJIZeZleの単環メチル化合  

物であるtolueneの2一位および6一位に－Clを付加した化合  

物で，水に難溶でアセトンに易溶な無色透明の液体であ   

る．本試験に使用した2，6一ジクロロトルエン［ロット番  

号：960719，純度：弧2％（wt％）jは，東レ㈱（東京）より  

提供を受けたもので，使用時まで室温，遮光条件下で密  

封保管した．なお，本被験物質を投与期間終了後に，残  

余被験物質を提供元で再分析した結果，純度は99．2％で  

あり，安定であったことが確認された．   

投与検体は，コーン油（ロット番号：V6H2050，ナカラ  

イテスク㈱）に溶解して，いずれの用量においても1回  

の投与液量が2mL／kgになるように濃度を調整した．調  

製した投与液（1．5，5．0，15，諭w／v％）には所定濃度の2，6－   

ジタロロトルエンが含有されていたことを確認した．な  

お，調製液中の被験物質の安定性について確認した結果，  

0．1～50w／v％の濃度では，室温，遮光条件下で少なく   

とも8日間安定（調製日に対する8日後の濃度の比  

率：98．0～100％）であることを確認した．  

2．使用動物および飼育条件   

試験には，雌雄とも7週齢にて購入した日本チャール  

ス・リバー㈱日野飼育センター生産のSprague－Dawley  

系ラット（C王j：CD，SPF）を使用した．廃人した動物は，  

入荷後1週間，馴化と検疫を兼ねて予備飼育し，雌雄と   

も投与開始日（投与1日）に体重別層化無作為抽出法に準   

じて群分けし，各群とも政魂各13匹を配した．   

各動物は，基準温度24±10C，基準湿度50～65％，  

換気回数約15回／時間，照明12時間（午前7時～午後7  

時）に制御された飼育室で，雄は金属製ケージ，掛ま床  
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