
2－エチル酪酸の細菌を用いる復帰変異試験   

ReverseMutationTbstof2－EthylbutyricacidinBacteria  

所に保存した．   

被験物質原体は，通常の取り扱い条件で安定である．  

酸化剤と激しく反応する．  

4，被験物質溶液の調製   

DMSOを用いて最高用量の溶液を調製した後，同溶  

媒で所定用量に段階希釈し，速やかに試験に使用した．   

5．陽性対照物質   

陽性対照物質として下記のものを用いた．陽性対照物  

質溶液は，あらかじめ所定の濃度に調製し，一800c以下  

に凍結保存したものを使用した．  

AF－2：2－（2－フリル）－3－（5－ニトロー2－フリル）アクリ  

ルアミド（和光純薬工業㈱）  

NaN3：アジ化ナトリウム（和光純薬工業㈱）  

ENNG：ルエチルーⅣLニトロールニトロソグアニジン  

（SigmaChemicalCo．）  

9－AA：9－アミノアクリジン塩酸塩  

（SigmaChemicalCo．）  

2－AA：2－アミノアントラセン（和光純薬工業㈱）   

NaN3は注射用水（㈱大塚製薬工場） 

DMSOに溶解したものを使用した．  

6．培地およびS9mixの組成  

1）トップアガー   

アミノ酸水溶液として，精製水を用いて0．5mMD－ビ  

オチン，しヒスチジン混合水溶液（サルモネラ用）または  

0．5mML－トリプトファン水溶液（大腸菌用）を調製し，  

これをろ過滅菌後，冷蔵庫に保管した．精製水100mLに  

対して，粉末寒天（Bacto－Agar，Difco社）0．6g，塩化ナ  

トリウム0．5gの割合で加え，オートクレーブで滅菌し  

完全に溶解させた後，上記のアミノ酸水溶液を1／10量  

加えて混和し，約450Cに保温した．  

2）最少グルコース寒天平板培地   

クリメディアAM－N培地（オリエンタル酵母工業㈱）を  

購入し，使用した．なお，培地1Lあたりの組成は下記  

のとおりである．  

要約  

2一エチル酪酸についてSa血0月e〟∂fγp封mu石臼〝】  

TAlOO，TA1535，TA98，TA1537およびEscheTichja  

coノfWP2日vn4を用いる復帰変異試験を実施した，   

予備試験の結果をもとに本試験では，S9mix非共存  

下のすべての菌株は5000～313FLg／plate（公比2）の5用  

量を，共存下のTAlOO，TA1535，TA98およびTA1537  

は5000～156FLg／plate（公比2）の6用丁芦：，WP2uvIAは  

5000～313FLg／plate（公比2）の5用蓑をそれぞれ設定し  

た．   

2回の本試験の結果，S9mixの有無によらず，いずれ  

の菌株においても陰性（溶媒）対照値の2倍以上を示す復  

帰変異コロニー数の増加は認められなかった．   

以上の結果から，2－エチル酪酸は本試験系において変  

異原性を有さない（陰性）と判定した．  

材料および方法   

1．テスト蘭株   

カリフォルニア大学B．N．Ames教授より1983年5月  

27日に入手したSalmoneHat5PhjmuTlumTA98，TAlOO，  

TA1535，m15371）および東京大学医科学研究所松島教  

授より1985年10月14日に入手したE5Cムerfc揖a coノf  

WP2uⅥ1璽）の5菌株を用いた．テスト菌株は菌懸濁液に  

ジメチルスルホキシド（DMSO：関東化学㈱）を加え，0．2  

mLずつ小分けしてドライアイス・アセトン中で急速凍  

結した後，超低温槽で－800c以下に凍結保存したものを  

使用した．これら菌株はアミノ酸要求性，紫外線感受性，  

膜変異，薬剤耐性などの遺伝的特徴を事前に調べ，特性  

を備えていることを確認した．  

2．テスト菌株の前培養   

L字型試験管に2．5％ニェートリエントブロス（0ⅩOid  

NutrientBrothNo．2，Unipath社）溶液を10mL分注し，  

これに凍結保存した菌懸濁液を解凍して20／止を接種し  

た．370Cで8時間振塗培養した後，濁度計を用いて菌  

濃度を測定し，生菌数が1×109／mL以上であることを  

確認した．  

3．被験物質   

2－エチル酪酸（ロット番号：01－91101，チッソ㈱（東京）  

提供）は，純度99．2％（不純物として，水分0．03％を含  

有）の無色液体である．被験物質は使用時まで冷蔵，暗  

硫酸マグネシウム・七水塩  

クエン酸・一水塩  

リン酸水素ニカリウム  

リン酸－アンモニウム  

水酸化ナトリウム  
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2－エチル酪酸  

TA98，TA1537およびEscheIIchlacoIIWP2uvrAを用い  

て，5000，1250，313，78．1，19．5，4．88および1．22／∠g／  

plateの7用量で実施した結果，S9mixの有無によらず，  

いずれの菌株においても復帰変異コロニー数の増加は認  

められなかった．また，S9miⅩ共存下ではTAlOO，  

TA1535，TA98およびTA1537の5000FLg／plateで抗菌性  

が認められた．従って本試験では，S9mix非共存下の  

すべての菌株は5000，2500，1250，625，313／瑠／plate  

の5用量を，共存下のTAlOO，TA1535，TA98，TA1537  

は5000，2500，1250，625，313，156／噌／plateの6用量，  

WP2uvrAは5000，2500，1250，625，313FLg／plateの5  

用量をそれぞれ設定した．  

2．本試験   

試験の結果をTablel，2に示した．本試験を2匝Ⅰ実施  

した結果，S9mixの有無によらず，いずれの菌株にお  

いても陰性（溶媒）対照値の2倍以上を示す復帰変異コロ  

ニー数の増加は認められなかった．また，S9mix共存  

下ではTAlOO，TA1535，TA98およびTA1537の5000  

〃g／plateで抗菌性が認められた・   

なお，S9mix非共存下および共存下において陽性対  

照が各菌株に誘発した復帰変異コロニー数は，各菌株の  

陰性対照の復帰変異コロニー数と比較して，明らかに2  

倍を超えて増加し，陽性の結果を示した．   

以上の結果から，2－エチル酪酸は本試験系において変  

異原性を有さない（陰性）と判定した．   

なお，類似化合物である酢酸プチル3），酪酸3），イソ  

吉事酸エチル3）およびぎ酸イソアミル3）は，いずれも細  

菌を用いる復帰変異試験で陰性の結果が報告されてい  

る．  

寒天（0Ⅹ0IDAgarNo．1）  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   
S9mixlmLあたり以下の組成で調製し，使用時まで  

水中に保存した．  

S9＊  0．1mL  

塩化マグネシウム六水塩  8〃mOl  

塩化カリウム  33／∠mOI  

D－グルコーース6－リン酸  5／ノmOl  

β－NADPH  4FLmOl  
β－NADH  4／∠mOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100′∠mOl  

滅菌精製水  残量   

＊：購入したS9（キッコーマン㈱）を使用した．このS9  

は，7週齢の雄のSD系ラットにフェノバルビター  

ルと5，6－ベンゾフラボンを併用投与して作製した肝  

ホモジネートの9000×g遠心上清分画である．  

7．試験方法   

試験はプレインキュベーション法で実施した．   

滅菌した試験管に被験物質溶液を0．1mL，0．1Mナト  

リウムーリン酸緩衝液（pH7．4）を0．5mLおよび菌懸濁液  

を0．1mL加え，370Cで20分間振塗培養した．S9mixを  

共存させる場合には，0．1Mナトリウムーリン酸緩衝液の  

代わりにS9mixを0．5mL添加した．プレインキュベー  

ンヨン後，トップアガー2mLを上記の混合液に加え混  

和し，最少グルコース寒天平板培地上に重層した．重層  

したトップアガーが凝固した後，370Cで48時間培養し  

た．   

実体顕微鏡を用いて菌叢の生育状態を観察し，被験物  

質による抗菌性の有無を調べた後，目視により被験物質  

の沈殿の有無を確認した．プレート上の復帰変異コロ  

ニー数を自動コロニーカウンターで計測した．予備試験  

は各用量につき1枚のプレートを使用した．本試験は各  

用量につき3枚のプレートを使用し，再現性を確認する  

ため2回実施した．また，被験物質溶液の代わりに陰性  

対照物質（溶媒）および各菌株毎の陽性対照物質を用い  

て，被験物質群と同様の操作を行う対照群を設けた．   

8．試験結果の判定基準   

いずれかの試験菌株で，S9mixの有無によらず，被  

験物質用量の増加にともなって復帰変異コロニー数（平  

均値）が陰性（溶媒）対照値の2倍以上に増加し，さらに  

その増加に再現性が認められる場合に，当該被験物質は  

変異原性を有する（陽性）と判定した．なお，試験結果の  

判定には統計学的手法は用いなかった．  
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F  

2－エチル酪酸  

TablelMutagenicityof2－ethylbutyricacidinreversemutationtest（Ⅰ）inbacteria  

With（＋）or  
Numberofrevertants（numberofcolonies／plate）  

Without（－）  Base－Pairchangetype  Frameshifttype  
S9mix   （〃g／plate）  TAlOO   TA1535   Wア2日vrA   TA98   TA1537   

116   13   24   15   10  
0  124（126）   18（14）   35（29）   18（16）   9（10）  

138（±11）   10（± 4）   27（± 6）   15（± 2）   10（±1）  

106   8   37   15   15  
313  118（116）   12（ 9）   39（39）   18（16）   13（14）  

125（±10）   8（± 2）   41（± 2）   15（± 2）   13（±1）  

129   12   34   15   14  
625  129（129）   7（ 9）   25（34）   18（16）   15（13）  

S9 mlx 128（±1）   9（± 3）   42（± 9）   16（± 2）   11（± 2）  

107   29   14   17  
1250  141（120）   11（10）   47（37）   13（14）   13（16）  

112（±18）   8（± 2）   34（± 9）   16（± 2）   17（± 2）  

116   9   36   18   13  
2500  100（114）   11（10）   33（35）   18（17）   19（16）  

125（±13）   9（±1）   36（± 2）   16（±1）   15（± 3）  

101   7   28   13   
5（旧0  94（鋸）   5（ 7）   38（35）   12（14）   13（12）  

87（± 7）   8（± 2）   38（± 6）   18（± 3）   12（±1）   

10   36   29   19  
0   118（112）   10（11）   29（33）   22（23）   19（19）  

108（± 5）   12（±1）   35（± 4）   18（± 6）   19（± 0）  

123   8  27   18  
156  124（122）   13（10）  29（25）   21（ 20）  

120（± 2）   9（± 3）  20（± 5）   22（± 2）  

118   15   41   31   22  
313  124（116）   10（13）   29（ 37）   26（26）   27（24）  

106（± 9）   14（± 3）   42（± 7）   21（± 5）   24（± 3）  

103   
S9 mlx 

13   39   23   23  
625  118（114）   12（12）   

（＋）  

35（35）   23（25）   26（25）  
122（±10）   10（± 2）   31（± 4）   28（± 3）   26（土 2）  

113   8   46   33   17  
1250  103（111）   11（10）   41（38）   26（29）   17（17）  

116（士 7）   10（± 2）   28（士 9）   27（± 4）   18（±1）  

102   32   30   18  
2帥  126（116）   9（10）   26（30）   23（24）   26（21）  

120（±12）   9（±1）   32（± 3）   20（± 5）   18（± 5）  

100＊   8＊   28   21■   18＊  
50∝〉  108＊（105）   6雷（ 7）   38（30）   26＊（お）   22＊（17）  

108■（± 5）   6＊（±1）   23（± 8）   21＊（± 3）   12■（± 5）   

Name   AF－2   NaN3   ENNG   Aダー2   9－AA  

Posltve Concentration  
control  レg／plate）   0．01   0．5   2   0．1   80  

S9mix  618   446   973   697   443   
Numberof  603（608）   518（486）   954（9糾）   666（682）   
revertants   

278（329）  

603（± 9）   495（±37）   鮪6（±10）   682（±16）   267（±99）   

Name   2－AA   2－AA   2－AA   2－AA   2－AA  

Positve  Concentration  
control  レg／plate）   

2   10   0．5   2  

S9miヱ  1600   313   1080   459   
Numberof  

205   

（＋）  
1562（1512）   次1（2朗）   1140（1173）   582（488）   187（203）  

revertants   1374（±121）   お9（±42）   1299（±113）   422（±鋸）   217（±15）   

AF－2：2－（2－furYl）L3一（5－nitro－2Tfuryl）acrylamide，NaN，：sodiumazide  

ENNG：Nethyl－Nlnitro－Nnitrosoguanidine，9－AA：9－aminoacridinehydrochloride  
2－AA：2－aminoanthracene   

＊：Microbialtoxicitywasobserved．  

（Mean）  

（±S．D．）  
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復帰変異試験  

Table2 Mutagenicityof2－ethylbutyricacidinreversemutationtest（Ⅱ）inbacteria  

Numberofrevertants（numberofcolonies／plate）  
Witb（＋）or  

Without（－）  Base－pairchangetype  FrameShifttype  
S9mix   （〝g／plate）  TAlOO   TA1535   Wア2um4   TA98   TA1537   

97   40   18   9  

0  106（101）   13（13）   37（37）   19（18）   12（10）  

100（± 5）   15（± 2）   34（± 3）   17（±1）   9（± 2）＼  

97   16   34   ZO   12  
313  94（102）   15（14）   40（39）   19（20）   7（10）  

114（±1Ⅰ）   11（± 3）   43（土 5）   21（±1）   11（± 3）  

103   15   38   19   10  
625  112（107）   11（11）   39（41）   20（19）   10（10）  

S9 mlx 107（± 5）   8（± 4）   45（± 4）   17（± 2）   10（± 0）  

114   10   44   19   9  

1250  104（104）   14（14）   39（43）   19（20）   10（10）  

95（±10）   17（± 4）   45（± 3）   22（± 2）   12（± 2）  

103   12   41   18   9  

2500  102（114）   16（13）   33（35）   21（19）   10（10）  

137（±20）   12（± 2）   30（± 6）   17（± 2）   11（±1）  

100   14   41   18   8  

試沿0  95（101）   11（13）   28 く 33）   18（20）   11（10）  

108（± 7）   15（± 2）   30（± 7）   刀（± 3）   11（± 2）   

12   42   27   15  
0   97（104）   8（11）   45（朗）   22（祖）   19（17）  

104（± 7）   14（士 3）   45（± 2）   23（± 3）   17（± 2）  

98   16  26   20  
156  112（107）   12（14）  31（神）   20（19）  

110（± 8）   15（± 2）  28（± 3）   17（± 2）  

97   16   36   29   16  
313  115（106）   13（13）   36（39）   30（30）   16（16）  

1（施（± 9）   11（± 3）   46（± 6）   32（± 2）   17（±1）  

100   12   45   32   14  
S9 mlx 625  105（102）   16（14）   44（43）   26（29）   14（16）  

（＋）  102（± 3ト   15（± 2）   39（± 3）   29（± 3）   20（± 3）  

106   14   38   32   13  
1250  112（107）   15（15）   42（41）   22（訟）   12（14）  

104（± 4）   17（± 2）   42（± 2）   30（± 5）   16（士 2）  

107   37   26   12  
2500  97（104）   14（12）   37（39）   3ト（27）   12（14）  

109（± 6）   11（± 2）   43（± 3）   25・（± 3）   18（士 3）  

113＊   9■   41   22＊   13★  

5000  93＊（104）   6■（ 7）   40（42）   28＊（26）   13＊（14）  

106＊（±10）   6♯（± 2）   46（士 3）   27＊（± 3）   15＊（±1）   

Name   AF2   NaN3   ENNG   AF－2   9－AA  

Positve  Concentration  
control  レg／plate）   0．01   0．5   2   0．1   80  

S9mix  
Nu汀血erof   

585   488   892   537   309   

revertants   
洪5（554）   493（503）   880（916）   480（494）   312（319）  

㍊3（±27）   527（±21）   975（±52）   465（±38）   336（±15）   

Name   2－AA   2－AA   2－AA   2－AA   2－AA  

Positve  Concentration  
control  bg／plate）   2   10   0．5   2  

S9mix  1362   267   1230   432   197   

（＋）  

Numberof  1242（1276）   274（256）   1217（1224）   440（425）   
revertants   

186（182）  
1223（±75）   228（士25）   1225（± 7）   403（±19）   163（±17）   

AF，2：2－（2Tfuryl）－3－（5TnitroL2－furyl）acrylamide，NaN，：sodiumazide  

ENNG：Nethyl－Nlnitro－ルnitrosoguanidine，9－AA：9－aminoacridinehydrochloride  

2，AA：2－aminoanthracene   

＊：Micrdbialtoxicitywasobserved．  
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2－エチル酪酸のチャイニーズ・ハムスター培養細胞を用いる染色体異常試験  

hⅥtz・OChromosomalAberrationTbst  

Of2－EthylbutyricacidinCulturedChineseHamsterCells  

提供）は，純度99．2％（不純物として，水分0．03％を含  

有）の無色液体である．被験物質は使用時まで冷蔵，暗  

所に保存した．   

被験物質原体は，通常の取り扱い条件で安定である．  

酸化剤と激しく反応する．  

5．被験物質溶液の調製   

被験物質調製液は，用時調製した．溶媒はジメチルス  

ルホキシド（関東化学㈱，ロット番号：010G1456，  

104G1307，108G2036）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英液の0．5vol％になるように加  

えた．  

6，細胞増殖抑制試験   

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訓べた．被  

験物質のCHL／IU細胞に対する増殖抑制作用は，血球計  

算盤を用いて各群の細胞を計数し，陰性対照群に対する  

割合をもって指標とした．   

その結果，2－エチル酪酸の約50％の増殖抑制を示す  

濃度を，生存曲線において細胞増殖率が50％前後を示  

す2点を結ぶ直線式より算出したところ，短時間処理法  

のS9mix存在下および非存在下でいずれも1002FLg／mL  

であった．また連続処理法の24時間処理における約50  

％の増殖抑制を示す渋皮は1272FLg／mLであった（Fig．  

柏E＝  

7．実験群の設定   

細胞増殖抑制試験の結果より，短時間処理法のS9  

mix存在下，非存在下で1600／Jg／mLを最れ濃度として，  

公比2で4濃度を設定した．連続処理法の24時間処理で  

は，1600／噌／mLを最高濃度として，公差400で4此度を  

設定した，   

陽性対照として，短時間処理法のS9mix存在下では，  

ベンゾ［a］ビレン（東京化成工業㈱，ロット番号：GGOl）の  

濃度を20FLg／mL，S9miⅩ非存在下では，マイトマイシ  

ンC（協和発酵工業㈱，ロット番号：283AIG）の濃度を0．1  

〃g／mL，連続処理法では，マイトマイシンC（協和発酵  

工業㈱，ロット番号：286AIH）の蔽度を0．03〃g／mLに設  

定した，  

要約  

2－エチル酪酸の培養細胞に及ぼす細胞遺伝学的影響に  

ついて，チャイニーズ・ハムスター培養細胞（CHL／IU）  

を用いて染色体異常試験を実施した．   

細胞増殖抑制試験の結果をもとに，短時間処理法の  

S9mix存在下，非存在下で1600FJg／mLを最高濃度とし  

て，公比2で4濃度を設定した．連続処理法の24時間処  

理では，1600／増／mLを最高濃度として，公差400で4濃  

度を設定した，   

短時間処理法のS9mix存在下および非存在下のいず  

れの処理群においても，染色体の構造異常や倍数性細胞  

の出現頻度は5％未満であった．また連続処理法の24時  

間処理の1200，1600〃g／mLにおいて，染色体の構造異  

常細胞の出現頻度はそれぞれ17．0，74．0％であった．連  

続処理法24時間処理において，倍数性細胞の出現頻度  

は5％未満であった．   

以上の結果より，本試験条件下では2－エチル酪酸は，  

染色体異常を誘発する（陽性）と結論した．  

材料および方法   

1．使用した細胞   

大日本製薬㈱から入手（1999年8月，入手時：継代14代，  

凍結時：17代）したチャイニーズ・ハムスター肺由来の  

CHL／IU細胞を，解凍後継代5代以内で試験に用いた．  

2．培養i夜の調製   

培養には，非働化した仔牛血清（GIBCOBRL，ロット  

番号：1019033）を10vol％添加したイーグルMEM（日水  

製薬㈱）培養液を用いた．  

3．培轟条件   

2×104個のCHL／IU細胞を，培養液5mLを入れた  

ディッシュ（径6cm，BectonDickinsonandCompany）  

に播き，370CのCO2インキエペ一夕ー（5％CO2）内で培  

養した．   

短時間処理法では，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時間培養した．また連続処理法では，細胞  

播種3日目に被験物質を加え，24時間処理した．  

4“被験物質   

2－エチル酪酸（ロット番号：01－91101，チッソ㈱（東京）  
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染色体異常試験  

結果および考察  

短時間処理法による染色体分析の絡果をTablelに示  

した．2－エチル酪酸を加えてS9mix存在下および非存  

在下で6時間処理した結果，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．   

連続処理法による染色体分析の結果をTable2に示し  

た．2一エチル酪酸を加えて24時間連続処理した結果，  

1200，1600／唱／mLで染色体の構造異常細胞の出現頻度  

はそれぞれ17．0，74．0％であった．倍数性細胞の出現頻  

度は全ての処理条件で5％未満であった．   

なお，処理開始時および処理終了時の細胞処理液の  

pHを測定したところ，連続処理法24時間処理の1200，  

1600／増／mLにおける細胞処理液のpHは6．6～7．1であっ  

た．よって，染色体構造異常誘発は，細胞処理液のpH  

低下に起因するものではなく，被験物質の染色体異常誘  

発性に起因するものであると考えられた．   

以上の結果から，2－エチル酪酸は本試験条件下におい  

て，染色体異常を誘発すると結論した．   

なお，類似化合物である氷酢酸，酪酸ならびに乳酸は，  

いずれも連続処理法で陰性の結果が報告されている2）．  

（
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Concentration（ug／mL）  

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith  
2－ethylbutyricacid  

8．染色体標本作製法   

培養終了の2時間前に，コルセミドを址終濃度が約  

0．1／堵／mL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2枚作製した．作製した標本を，3vol％ギム  

ザ溶液で20分間染色した．  

9．染色体分析   

作製したスライド標本のうち，1枚のディッシュから  

得られたスライドを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・哺乳動物試験分科会（MMS）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切断，交  

換などの柵造異常およびギャップの有無と倍数性細胞  

（polyploid）の有無について観察した．ギャップは構造異  

常には含めなかった．また，構造異常および倍数性細胞  

については1群200個の分裂中期細胞を分析した．ただ  

し，連続処理法飢時間処理の1600／噌／mLでは，細胞毒  

性のため，一方のプレートの標本については50個以上  

の分裂中期細胞が得られず，集計から除外した．  

10．記録と測定   

溶媒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，観察した細胞数，構造異常の種類と数，倍数  

性細胞の数について集計し，各群の値を記録用紙に記入  

した．被験物質の染色体異常誘発性についての判定は，  

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．  

11．細胞増殖率の測定   

染色体標本作製と同一のサンプルにおける細胞増殖率  

を測定した．標本作製時に剥離した細胞の一部を採取し，  

血球計算盤で細胞を計数した．  
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 2－エチル酪酸  

TablelChromosomalanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwith2－ethylbutyrfcacidwithandwithout  

S9 mix 

Concentration Numtur山 
gh Number。01”loidb）Judgement亡1  

。r。。。 s9mix 
aberrations ofgaps （％）  index  

（pg／mL）  ，‾一■’‘■－ノr▼‾  
（hr） （％）  ctb cte csb cse frg total（％）  SA NA  
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25105 1 0 0131116（58．0）  0  0．0   ＋  BP  

Abbreviations；ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，CSe：chromosomeexchange（dicentricandring），  
frg：fragment，SA二struCturalaberration，NA：numericalaberration，MMC：mitomycinC（positivecontrol），BP：benzo［a］pyrene（positive  
control）   

a）DimethylsulfoxidewasusedassoIvent．  
b）Twohundredcellswereanalyzedineachgroupexcept1600FLg／mLwithS9mix．  
c）JudgementwasdoneonthebasisofcriteriaofIshidateetaL（1987）．   

A：ThecolorofthemediumwaschangedyellowanditindicatedthatpHofthemediumbecamelow．  

Table2 ChromosomalanalysisofChinesehamsterce11s（CHL／IU）treatedwith2－ethylbutyricacidwithoutS9miⅩ  

Timeof Cell Number NumberofstruCtural Numberof  
exposure growth  。L凸m．；＾n。  Cellswith Number polyploidb｝Judgementc〉  

Concentration  

（〃g／mL）  

of cells aberrations  Group  
aberrations ofgaps （％）  index  

analyzed  
（hr） （％）  ctb cte csb cse frg total （％）  SA NA   

2（1．0）  
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2  0．0  ＋  MMC  

Abbreviations；ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，CSe：chromosomeexchange（dicentricandring），  
frg：fragment，SA：struCturalaberration，NA：numericalaberration，MMC：mitomycinC（positivecontrol）   

a）DimethylsulfoxidewasusedassoIvent．  
b）Twohundredcellswereanalyzedineachgroupexcept1600FLg／mL．  
c）JudgementwasdoneonthebasisofcriteriaofIshidateetal．（1987）．   

A：Thecolorofthemediumwaschangedye1lowanditindicatedthatpHofthemediumbecamelow．  
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2－エチル酪酸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／DevelopmentalTbxicityScreeningTbst  

Of2－EthylbutyricacidbyOralAdministrationinRats  

認められた．さらに，250mg／kg投与群では出産生児数  

が減少し，生児出産率および出生率が減少し，このため  

に，晴育4日における生存児数も減少した．哺育0日お  

よび4日における性比ならびに新生児の4日の生存率に  

は投与の影甘は認められず，出生児の体重にも投与の影  

弊は認められなかった．形態異常を示す出生児も認めら  

れなかった．   

以上の試験成縮から，本試験条件下における2－エチル  

酪酸の雑作用量は，反復投与毎性に関しては，雄では  

10mg／kg／dayであり，雌では50mg／kg／dayと推定され  

た．生殖発生毒性に関しては，雄では250mg／kg／dayで  

あり，雌では10mg／kg／dayと推定され，出生児では50  

mg／kg／dayであると推定された．  

要約  

2－エチル酪酸は，抗痘攣薬のパルプロ酸の類縁化学物  

質として知られている有機酸である．本物質の安全性評  

価の資料を得るために，2－エチル酪酸0（妹体対照，コー  

ン油），10，50および250mg／kgを10週齢のSprague－  

Dawley系雌雄ラット（各13匹／群）に，交配前2週間から  

2週間の交配期間を経て，雄は42日間，交尾した雌は妊  

娠期間を経て分娩後4日まで，交尾したが分娩しなかっ  

た雌は妊娠25日相当日まで，それぞれ連日投与して翌  

日剖検し，雌雄動物に対する反復投与毒性および生殖発  

生二毒性を検討した．また，出生児は晴育4日まで観察し  

て剖検し，出生児に対する影響も検討した．結果は以下  

のように要約される．  

1．反復投与毒性   

雌雄ともに被験物質投与に起因する，死亡および瀕死  

動物は認められなかった．   

雌雄ともに250mg／kg投与群において，投与後一過性  

の流誕が1例ずつに認められた他に，被験物質投与に起  

因した一般状態の異常は認められなかった．また，体重  

増加および摂餌常にも投与の影轡は認められなかった．   

雌雄ともに250mg／kg投与群において膵臓止址がやや  

増加したが，病理組織学検査では被験物質投与に起因す  

ると考えられる界常は認められなかった．その他の器官  

の産－；．：二および病理組織学検並所見にも被験物質投与の影  

響は認められなかった．   

血液学検査では，50mg／kg以上の投与群の雄におい  

て白血球数が軽度に減少し，250mg／kg投与群において  

血小板数が減少したが，雌では披験物質投与の影鞘は認  

められなかった．血液生化学検査成績については，雌雄  

ともに被験物質投与の影珊は認められなかった．   

2．生殖畢生毒性   

性周期に被放物質投与の影響は認められず，仝例が交  

尾した．また，受胎率にも投与の影響は認められなかっ  

た．   

被験物質各投与群の妊娠期間は村照群と同様であり，  

出産率にも被験物質投与の影響は認められなかった．ま  

た，妊娠黄体数，着床数，着床率，産児数および分娩率  

といった出生までの胚および胎児の生存性にも投与の影  

響は認められなかった．しかし，50mg／kg以上の投与  

群において，少数例に産児を英める行動や胎盤を処理す  

る行動の欠如，あるいは分娩の退廷といった分娩異常が  

1   

方法   

1．被験物質   

本試験に使用した2－エチル酪酸（ロット番号：01－  

91101，純度：99．2％，不純物として水分0．03％を含有す  

る無色透明の液体）は，チッソ株式㈱（熊本）から提供を  

受けたもので，入手後は室温保管した．被放物質の試験  

期間中の安定性は，残余被験物質を提供元で再分析する  

ことにより確認された．   

投与検体は，被験物質を秤二；芋二してコーン油（英名：corn  

oil，ナカライテスク㈱Lot，No．V9F1299）に溶解し，い  

ずれの用崖においても1回の投与液・；lはミ2mL／kg体爪に  

なるように含・ilほ訓製した．投与検体の安定性について  

は，冷蔵，遮光条件下における8日間の安定性を確認し  

ているので，1週間に1回以上の頻度で調製し，調製後7  

日以内に使用した．投与検体中に含まれる被験物質の含  

量は秦野研究所において確認した．   

2．使用動物および飼育方法   

試験には，日本チャールス・リバー㈱厚木飼育セン  

ター生産のSprague－Dawiey系（Crj：CD（SD）IGS，SPF）  

ラットを使用した．雌雄動物は7迎齢で納入し，入荷後  

6日間，検疫と馴化を兼ねて飼育し，その間毎日一般状  

態を観察して異常が認められなかった動物を，さらに2  

週間予備飼育した．この間，雄は一般状態を観察し，雌  

は一般状態を観察するとともに性周期を観察した．雌雄  

とも投与開始前日に体重を測定し，体東別同化無イ乍為抽  

出法により群分けした．雌動物については，入荷後7日  

から群分け日まで性周期を毎日組察し，規則的に発帖を  

回帰している動物を選択して群分けに朋いた・  
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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（7～19時点灯）にそ  

れぞれ制御された飼育室で，金属製金網床ケージに個別  

に収容し，固型飼粁（CE－2，日本クレア㈱）および飲料  

水（水道水，秦野市水道局給水）を自由に摂取させて飼育  

した．妊娠18日（膣栓あるいは精子発見日＝妊娠0日）以  

後の母動物は，ラット用プラスチック製繁殖ケージに収  

容し，哺育5日（晴育0日＝分娩日）まで紙パルプ製チッ  

プ（ALPHA－dri，加商㈱）を床敷として供給して飼育し  

た，  

3，投与崖の設定および投与方法   

本試験における投与；．！：は，本試験に先立ち実施した予  

備試験の結果に基づいて決定した．すなわち，本試験と  

同系統のラット各群雌雄各5匹に，2－エチル酪酸をコー  

ン油に溶解して，0，250，500あるいは1000mg／kgを2  

週間反祝経口投与し，その間，一般状態を社販‡して体重  

推移，摂餌苛，尿の性状を調べた後，最終投与後に絶食  

してその翌日に剖検し，器官重量を測定した．その結果，  

1000mg／kg投与により投与初期に自発運動が減少し，  

体重増加および摂餌！l：ザ抑制された．その後は流産が認  

められるようになり，呼吸異常を示した雄の1例は瀕死  

状態に至った．さらに，2週間の反復投与後には前胃粘  

膜の肥厚が認められ，雌雄の肝臓重量が増加し，雄の脾  

臓が腫大して雌の腎臓重量が増加した，これらの結果な  

らびに，本試験では投与期間がさらに延長し，雌には妊  

娠，分娩および哺育といった生理的負荷が加えられるこ  

とを考瓜すると，1000mg／kgは，耐量を超えるilであ  

ると推測された．一方，250mg／kgおよび500mg／kg投  

与群は，瀕死状態に至らなかったものの呼吸異常も認め  

られ，肝臓および－け臓重址の増加傾向が認められた．ま  

た，呼吸異常を認めなかった雄には牌臓重量の増加傾向  

が認められた．さらに，器官形成期の妊娠ラットに2－エ  

チル酪酸を150mg／kg反復投与すると，母動物の一部が  

呼吸異常を示して瀕死あるいは死に至ることが報告され  

ていることから1），本試験における高用量には，予備試  

験において2週間の生存が確認された250mg／kgを設定  

し，以下公比5で険して，中用量には50mg／kgを，低  

用㍑：：Lこは10mg／kgを設定することとした．   

4．観察および検査  

1）一般状態観察   

雌雄とも，仝例について毎日，投与前後に一般状態を  

観察し，症状が発現した場合は，速やかな回復が期待さ  

れない所見を除き，症状の発現している間，断続的に可  

能な限り観娯を継続した．死亡例については発見後体重  

を測定して剖検した．  

2）体重   

雌雄の全例について体重を測定した．測定は，雄では  

投与1（投与開始日），7，14，21，28，35，42日および  

解剖臼に行い，雌では．交尾を確認するまでは投与1，  

7，14，21日に，交尾確認後は，妊娠0，7，14，20日に，  
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分娩後は哺育0，4日および解剖日に行った．分娩しな  

かった例は，妊娠26日相当日の剖検日に測定した．こ  

れらのうち，投与21日の雌については，交尾が確認さ  

れていない動物についてのみ測定したので評価の対象か  

ら除外した．  

3）摂餌量   

雌雄の仝例について投与1～2，7～8および14～15日  

に摂餌量を測定した．これらの他に，雄では投与14～  

15，29～30，35～36および41～42日に，雌では妊娠0  

～1，7～8，14～15および20～21日ならびに分娩後の  

晴育3～4日にも測定した．  

4）性周期   

雌の仝例について群分け目までの観察に引き続き，交  

尾確認日まで性周期を観察した．膣スメア標本の細胞像  

から性周期を判定し，発情期の回帰間隔を基に性周期の  

タイプを，4日周期，4および5日周期ならびに不正性周  

期に分類し，投与開始後性周期が変化した動物の頻度を  

群毎に算出した．また，群ごとに平均発情回帰日数（個  

体毎の発情期から次回発情期までの日数の平均）を求め  

／∴  

5）交配   

雌雄ともに2週間投与後（投与15日）の12週齢から交  

尾を確認するまで，2週間を限度として同群内の雌雄  

1：1で連日同居させた．交配期間中は，毎朝，腫スメア  

中の精子，あるいは陛栓の有無を確認した．これらのう  

ちのいずれかが確認された雌動物は，その日を妊娠0日  

と起算して雄から分離し，個別に飼育した．交配結果か  

ら，各群について交尾率〔（交尾動物数／交配動物数）×  

100，％〕を求め，剖検時に子宮に着床痕の確認された  

雌動物を受胎動物として受胎率〔（受胎動物数／交尾動物  

数）×100，％〕を算出した．また，同居開始日から交尾  

確認日までの日数およびその間に回帰した発情期の回数  

も求めた．  

6）分娩・哺育観察   

各群とも，交尾した雌は，仝例を自然分娩させて哺育  

させた．分娩の確認は，妊娠21日から分娩が確認され  

るまで，妊娠25日を限度として毎日行い，11時までに  

分娩が完了した例についてその日を哺育0日とした．分  

娩状態を直接観察できた例については，異常の有無を断  

続的に観察し，直接観察ができなかった例については，  

分娩前後の一般状態および産児の状態から異常の有無を  

判断した．妊娠25日相当日までに分娩が確認されない  

動物は翌日剖検し，子宮に着床痕の認められなかった例  

を不妊と判定した．   

分娩を確認した全例について妊娠期間（妊娠0日～分  

娩日の日数）を算定し，出産率〔（生児出産雌数／受胎動  

物数）×100，％〕を各群について求めた．また，哺育1  

日から毎日，晴育状態を観察し，哺育5日の剖検におい  

て数えられた着床数および妊娠黄体敷から着床率〔（着  
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2－エチル酪酸  

床数／妊娠黄体数）×100，％〕を算出した．   

出生児は，晴育0日に，雌雄別に産児数（生存児＋死亡  

児）を調べ，分娩率〔（産児数／着床痕数）×100，％〕，生  

児出産率〔（出産生児数／着床痕数）×100，％〕および出  

生率〔（出産生児数／産児数）×100，％〕を算出した．生  

存児については外表奇形の有無を観察した．翌日（哺育  

1日）から哺育4日まで毎日一般状態を観察し，生児数と  

死亡児数を雌雄別に数えて新生児の4日の生存率〔（晴  

育4日の生児数／噂育0日の生児数）×100，％〕を算出し  

た．生存児については，哺育0および4日に個別の体重  

を測定し，各腹ごとに雌雄別の平均値を算出するととも  

に哺育0および4日における性比〔（哺育0あるいは4日  

雄生児数／晴育0あるいは4日雌生児数）×100〕を算出し  

た．  

7）剖検  

（1）雄   

投与42日に絶食を開始し，その18～24時間後にべン  

トパルビタールナトリウム麻酔下で腹部後大静脈から抗  

凝固剤としてクエン酸ナトリウムを用いて血液を採取  

し，プロトロンビン時間および活性部分トロンポプラス  

テン時間測定に用いた．次いで，腹部後大静脈から抗凝  

固剤としてEDTA－3Kを用いて採血し，その他の血液学  

検査に用いた．さらに，腹部後大静脈から抗凝固剤とし  

てヘパリンを用いて採血し，血液生化学検査に用いた．  

動物は，採血終了後に放血致死させ解剖し，器官・組織  

の肉眼観察を行った．また，全例について，脳，下垂体，  

脊髄，上部気道を含む上顎，甲状腺，心臓，肺，気管，  

気管支，肝臓，腎臓，胸腺，牌臓，副腎，胃，十二指腸，  

空腸，回腸，盲腸，結腸，直腸，勝胱，下顎リンパ節，  

腸間膜リンパ節，坐骨神経，大腿骨髄，精巣，精巣上体，  

前立腺腹柴，凝固腺を含む精嚢，病変部を採取し，脳，  

心臓，胸腺，肝臓，腎臓，牌臓，副腎，精巣および精巣  

上体の重量を測定して相対重量を算出した．採取した器  

官および組織のうち，精巣ならびに精巣上体はプアン液  

（長期保存は0．1Mリン酸緩衝10％ホルマリン溶液を使  

用）に固定し，その他は0．1Mリン酸緩衝10％ホルマリ  

ン溶液に固定して保存した．肺は，摘出前に0．1Mリン  

酸緩衝10％ホルマリン溶液を注入してから固定・保存  

した．  

（2）雌   

死亡例は発見後直ちに剖検した．交尾したが分娩しな  

かった例については妊娠25日相当日に，また，分娩し  

た例は哺育4日に絶食を開始し，いずれも絶食開始18～  

24時間後にべントパルビタールナトリウム麻酔下で放  

と同様に採血後，放血致死させ解剖し，器官・組織の肉  

眼観察を行った．また，仝例について脳，下垂体，脊髄，  

上部気道を含む上顎，甲状腺，心臓，肺，気管，気管支，  

肝臓，腎臓，胸腺，牌臓，副腎，胃，十二指腸，空腸，  

回腸，盲腸，結腸，直腸，膀胱，下顎リンパ節，腸間膜  

リンパ節，坐骨神経，大腿骨髄，卵巣，子宮，膣および  

病変部を採取し，月乱心臓，胸腺，肝臓，腎臓，牌腋お  

よび副腎の重量を測定して相対重量を算出した．子宮に  

ついては着床数を数え，分娩した雌の卵巣については実  

体顕微鏡下で妊娠黄体数を数えた後，いずれも0．1Mリ  

ン酸緩衝10％ホルマリン溶液に固定して保存した．肺  

は雄と同様に0．1Mリン酸緩衝10％ホルマリン溶液をよ  

る注入固定を行った．  

（3）出生児   

死亡児は発見後速やかに剖検し，0．1Mリン酸緩衝10  

％ホルマリン溶液に固定して保存した．生存児は全例を  

晴育4日にエーテル吸入により致死させ剖検し，異常の  

認められた器官を0．1Mリン酸緩衝10％ホルマリン溶液  

に固定し保存した．  

8）血液学検査   

プロトロンビン時間および活性部分トロンポプラステ  

ン時間は全自動血液凝固測定装置CA－1000（東亜医用電  

子）を用いて光散乱法によって測定した．また，血液自  

動分析装置CELL－DYN3500SL（ダイナポット）を用いて  

赤血球数（RBC），平均赤血球容積（MCV）ならびに血小  

板数を電気抵抗法で，白血球数および白血球分類をフ  

ローサイトメトリー・レーザー光散乱法で測定し，血色  

素量を吸光度法により測定した．さらに，RBC，MCV  

あるいは血色素量からヘマトクリット値，平均赤血球血  

色素濃度（MCHC）あるいは平均赤血球血色素量（MCH）  

を算出した．  

9）血液生化学検査   

遠心方式生化学自動分析装置COBAS－FARA（ロシュ）  

を用い，緻蛋白濃度はビウレット法で，アルブミン濃度  

はBCG法で，尿素窒素濃度（BUN）は，ウレアーゼ  

Ge．DH法で，クレアチニン濃度はJaff伝法で，ブドウ糖  

濃度はグルコキナーゼG6PDH法で，総コレステロール  

濃度はCOD・DAOS法で，トリグリセライド泌度は  

GPO・DAOS法で，アルカ7）フォスファクーゼ活性  

（ALP）はGSCC法で，GFrおよびGOT活性はIFCC法で，  

γGTP活性はγグルタミルー3－カルポキシヰニトロアニリ  

ド基質法で，給ビリルビン濃度はJendrassik／Grof法で，  

無機リン濃度はモリブデン酸直接法で，カルシウム濃度  

はOCPC法で測定し，A／G比は算出した．また，全自動  

電解質分析装置EAO5（A＆T）を用い，イオン電極法に  

よって，ナトリウム，カリウムおよび塩素の各濃度を測  

定した．  

10）病理組織学検査   

雄から得られた固定保存器官のうち，精巣および精巣  

上体は全例について，その他は対照群5例および250  

mg／kg投与群6例について常法に従ってパラフィン切片  

とし，ヘマトキシリンーエオジン染色を行って病理組織  

標本を作製し，病理組織学検査を実施した．   

雌では採取した器官および組織のうち，卵巣は全例に  

ついて，その他は不妊例を除く対照群7例および250  

mg／kg投与群5例について雄と同様に病理組織枠本を作  

製し，病理組織学検査を実施した．   

病変部については雌雄ともに脱毛を除き病理組織学検   
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5）血液学検査所見（Table2）   

雄では赤血球系の各測定値には対照群と被験物質投与  

群との間で有意差は認められなかった．白血球系につい  

ては，50mg／kg以上の投与群において白血球数が対照  

群と比較して有意（p＜0．05）に減少した．また，白血球  

百分比については対照群との間に有意差は認められな  

かったが，リンパ球以外の白血球比率はむしろ対照群よ  

り高い値を示していた．凝固系については，250mg／kg  

投与群において血小板数が有意（p＜0．01）に減少してい  

たが，血液凝固時間には対照群と被放物質投与群との間  

で有意差は認められなかった．   

雌ではいずれの検査項目についても対照群と被験物質  

投与群との間で有点差は認められなかった．  

6）血液生化学検査所見（Table3）   

雄ではいずれの検査項目についても対照群と被験物門  

投与群との間で有意差は認められなかった．   

雌では，50mg／kg以上の投与群においてγGTP活性  

が対照群と比較して軽度ながら有意（p＜0．05，p＜0．01）  

に上昇した．また，対照群と比較すると，50mg／kg投  

与群において総ビリルビン濃度の有意（p＜0．01）な減少  

およびカルシウム濃度の有意（p＜0．01）な増加が認めら  

れたが，その他の投与群については対照群との間に有意  

差は認められなかった．上記以外の項目については，対  

照群と被験物質投与群との間で有意差は認められなかっ  

た．  

7）剖検所見   

雄では，50mg／kgおよび250mg／kg投与群の各2例に  

肝臓および腎臓の腫大が認められ，そのうちの250  

mg／kg投与群の1例には右側腎臓の皮質に淡色域が認め  

られた．これらの他に250mg／kg投与群では胸腺の腫大  

が1例に，小型化が2例に観察された．生殖器の変化と  

しては，対照群および250mg／kg投与群の2および1例  

の精巣上体に黄色あるいは乳白色の結節が片側性に観察  

された．   

雌では，妊娠26日相当日に剖検した不妊例2例につい  

ては，対照群の1例に所見は認められなかったが，50  

mg／kg投与群の1例の胸腺に小型化が認められた．哺育  

5日の定期解剖では胸腺の小型化が対照群を含む各投与  

群に1例ずつ認められた．また，対照群の2例および10  

mg／kg投与群の1例の腺胃粘膜に赤色点が認められ，10  

mg／kg投与群の別の1例において前胃粘膜の肥厚が観察  

された．50mg／kg投与群では1例の左側子宮角に赤色域  

が観察された．この他，対照群では1例に左側子宮角の  

限局性拡張が認められ，一一般状態の観察において右腋寓  

皮下に結節の認められた例にはその部位に腫痛が認めら  

れた．  

8）病理組織学検査所見（Table4）   

雄では精巣，精巣上体，肝臓，腎臓，脾臓，肺および  

気管，心臓，および甲状腺に所見が認められたが，いず  

れも被験物質投与に起因した変化ではなかった．  

査を行った．  

5．統計解析   

性周期の変化した動物の頻度，交尾率，受胎率ならび  

に出生児の形態異常の出現頻度についてはFisherの直  

接確率検定を行った．病理組織学検査所見では，グレー  

ド分けをしたデータはMannrWhitneyのU検定により，  

陽性グレードの合計値はFisherの直接確率片側検定に  

より対照群と2－エチル酪酸各投与群との間の有意差検定  

を行った．その他のデータは，個体ごとに得られた値あ  

るいは1itterごとの平均値を1標本として先ずBartlett法  

により各群の分散の一棟性について検定を行った．分散  

が一様である場合には一元配置型の分散分析を行い，群  

問に有意性が認められる場合はDunnett法により多重比  

較を行った．一方，いずれかの群で分散が0となる場合  

および分散が一様でない場合には，Kruskal，Wallisの順  

位検定を行い，群間に有意性が認められる場合には，  

Dunnett型の検定法により多l托比較を行った．有：・コこ水準  

はいずれも5％とした．  

結果   

1．反復投与毒性  

1）死亡および一般状態   

雄動物に死亡はなかった．雄では250mg／kg投与群の  

1例に投与後一過性の流誕が認められた他に，披験物質  

投与に起因すると考えられる異常は観察されなかった．   

雌では対照群の1例が投与38日の分娩中に死亡した．  

死亡するまで異常は全く観察されなかったが，病理組純  

学検査において肺および腎臓糸球体の毛細血管内にフィ  

プリン血栓が認められたことから，フィプリン血栓に関  

連した原因により死亡したものと推測される．この他に  

死亡および瀕死例はなかった．雌の一般状態については，  

250mg／kg投与群の1例に投与後一過性の流潅が認めら  

れた他に被験物質投与に起因すると考えられる異常は観  

察されなかった．   

2）体重（Figs．1，2）   

雌雄ともにいずれの時期の体重も対照群と被験物質投  

与群との間に有意差は認められず，体重増加に被験物質  

投与の影響は認められなかった．   

3）摂餌迄（Figs．3，4）   

雌雄ともにいずれの時期の摂餌量も対照群と被験物質  

投与群との間に有意差は認められず，被験物質投与の影  

響は認められなかった．  

4）器官壷屋（Tablel）   

雌雄ともに250mg／kg投与群において腎臓重量が増加  

し，雄では相対量阜■蔓▲のみが，また，雌では重量および相  

対量邑のいずれもが対照群と比較して有意に増加した．  

その他の器官については雌雄ともに対照群と披放物質投  

与群との間で有意差は認められなかった．  
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2－エチル酪酸   

雌でも子宮，肝臓，腎臓，牌臓，肺および気管，胸腺，  

膀朕，甲状腺に所見が認められたが，いずれも被験物質  

投与に起因した変化ではなかった．また，対照群の1例  

において右腋萬皮下に腫痛が認められた例には，肢裔部  

の乳腺にリンパ球およびマクロファージの浸潤が認めら  

れ，乳管内には細胞残屑が認められた．   

2．生殖発生毒性  

1）性同期所見（Table5）   

投与開始後に性周期の変化した動物の頻度および平均  

発情回帰日数には，対照群と被験物質投与群との間で有  

意差は認められなかった．  

2）交配成績（Table5）   

仝例が交尾し，対照群および50mg／kg投与群の各1  

例を除き受胎した．また，同居開始から交尾までに要し  

た日数およびその間に回帰した発情期の回数にも対照群  

と被験物質投与群との間で有意差は認められなかった．  

3）分娩および哺育所見   

対照群において分娩を直接観察した6例中1例は，妊  

娠22日の分娩中に死亡したが，分娩状態に異常は認め  

られなかった．しかし，娩出された産児の中にに皮下出  

血が認められたことから，これら2例の娩出時には分娩  

困難があったものと推測された．被験物質投与群では，  

10mg／kg投与群の9例，50mg／kg投与群の5例，および  

250mg／kg投与群の9例の分娩を直接観察した．これら  

のうち，∽mg／kg投与群の2例には産児を集める行動が  

認められず，出生児が多数死亡した例が認められた．ま  

た，妊娠22日に分娩を開始したが，分娩が遷延して4時  

間が経過しても3匹しか分娩せず，翌日に死亡児1匹を  

含む18匹の分娩が確認された例も認められた．250  

mg／kg投与群の1例には妊娠23日の分娩時に胎盤処理お  

よび産児を集める行動が認められず出生児の多数が死亡  

した例が認められ，この例の分娩状態は不良であったと  

判断された．しかし，10mg／kg投与群の動物に分娩状  

態の異常は観察されず，妊娠期間および出産率について  

は対照群と被験物質投与群の間で有意差は認められな  

かった（Table6）．   

晴育状態の異常はいずれの投与群の動物にも認められ  

なかった．  

4）黄体数および着床数（Tab暮e6）   

対照群と被験物質投与群の間に有意差は認められず，  

排卵および着床には被験物質投与の影響は認められな  

かった．  

5）出生児所見（Table6）   

いずれの投与群の動物も行動を含む一般状態に異常は  

認められなかった．   

出生児の生存性を対照群と比較すると，250mg／kg投  

与群において出産生児数，生児出産率および出生率が有  

意（p＜0．05，p＜0．01）に低下した．産児数および分娩率  

もやや低下したが，有意差は認められなかった．哺育0  

日における性比については対照群と被験物質投与群との  

間で有意差は認められなかった．哺育期間中はいずれの  

投与群においても死亡児が増加することはなく，新生児  

の4日の生存率は対照群と被験物質投与群との間で有意  

差は認められなかった．しかし，250mg／kg投与群では  

哺育0日において低下していた生児数がそのまま維持さ  

れたため，対照群と比較すると，晴育4日における生児  

数に有意差（p＜0．05）が認められた．哺育4日における性  

比については対照群と被験物質投与群との間で有意差は  

認められなかった．   

体重については雌雄ともにいずれの時期も対照群と被  

験物質投与群との間で有意差は認められなかった．   

生存産児の形態観察（表には示さず）では，分娩途中で  

母動物が死亡した村照群の1腹の雌産児2例に，胸部お  

よび両前肢皮下に血液の貯留，皮膚の乾燥，ならびに左  

側後肢末端の皮下血腫および尾の小血腫あるいは物部お  

よび雨後肢の皮下血腫が認められたが，内臓に異常は観  

察されなかった．死亡児の形態に異常は観察されなかっ  

た．哺育4日における剖検では50mg／kg投与群の1腹の  

雌2例に曲尾が観察された他に，いずれの投与群にも異  

常は観察されなかった．  

考察   

1．反復投与毒性   

雌雄ともに250mg／kg投与群において流産が観察され  

たが，各1例に投与後一過性に認められた軽微な変化で  

あった．   

予備試験では1000mg／kgの反復投与を受けた嫌が呼  

吸異常を示して抑死状態に至ったが，本試験では瀕死あ  

るいは死亡動物は認められなかった．Narotskyら1）は，  

器官形成期にあたる妊娠時期に2－エチル酪酸を150ある  

いは250mg／kg経口投与すると母動物が誤礁により呼吸  

異常を示して死亡することを報告し，これは被験物質の  

消化管に対する刺激作用によるものであると推定してい  

る．予備試験において瀕死状態に至った動物に誤礁は認  

められなかったが，呼吸異常の成因を知るために本試験  

では病理組織学検査に上部気道を加えた．また，予備試  

験のそれより最高用量を減らし，胃管の外壁に被験物質  

が全く付着しないように投与したところ，死亡および瀕  

死のみならず呼吸異常も観察されなかった．病理学検査  

においても上部気道から肺に至るまで呼吸器に異常は観  

察されなかったため，予備試験でみられた呼吸異常の成  

因を知ることはできなかった．   

体重増加および摂餌量には被験物質投与の影響は認め  

られなかった．   

雌雄ともに，250mg／kg投与群において腎臓重量ある  

いはその相対重量が増加した．高用量群に認められた変  

化であり，予備試験においても腎臓重・吊二の増加が雌雄に  

認められていたことから被験物質投与による影響である  

と考えられる．しかし，血液生化学検査ではけ構能を示  

す各指標に被験物質投与の影響は認められず，病理組織  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

mg／kg投与群の生児出産率および出生率は村照群との  

間に有意差は認められなかったが，やや低い値を示して  

いたことから50mg／kg投与も分娩に影響を及ぼす可能  

性があるものと推測される．10mg／kg投与群では分娩  

および出生児の生存性のいずれにも投与の影昔は認めら  

れなかった．出生児の性比および発育ならびに分娩翌日  

以降の生存性についてはいずれの投与群においても被験  

物質投与の影判は認められなかった．   

2一エチル酪酸は，催音形物質であるバルブロ酸と類似  

した化学構造を有する化学物門である．本試験では50  

mg／kg投与群の同腹の2例に曲昆が認められた．曲尾は  

本系統のラットでしばしば観禦される奇形であり，用二吊二  

とは無関係に1腹のみに純冥■ミされたことから，本例は自  

然発生によるものと判断された，従って，250mg／kgま  

での投与：．：：の2－エチル酪酸に催奇形性はないものと判断  

された．  

3．無作用塵   

以上の試験成績から，本試蚊条件下における2一エチル  

酪酸の無作用量は，雄に対する反復投与毒性に関しては，  

白血球数が軽度に減少したことから10mg／kg／dayと推  

定された．雌に対する反復投与毒性に関しては，投与後  

一過性の流潅が認められ，腎臓重量およびその相対重量  

が増加したことから50mg／kg／dayと推定された．生殖  

発生毒性に関しては雄では250mg／kg／dayと推定され  

た．雌では50mg／kg／day以上の投与群の少数例に分娩  

異常が認められたことから10mg／kg／dayであると推定  

された．出生児では，250mg／kg／day投与群において出  

生日における生存性が低下したことから50mg／kg／day  

であると推定された．  

学検査においても異常は観察されなかったことからその  

成因は不明である．その他の器官の重量には雌雄ともに  

被験物質投与の影響は認められなかった．   

血液学検査では，50mg／kg以上の投与群の雄におい  

て白血球数が軽度に減少し，250mg／kg投与群では血小  

板数も減少した．いずれも軽微な変化であるが，用、量に  

依存して変動していることから被験物質投与に起因した  

変化であると考えられる．白血球数の減少については，  

リンパ球以外の白血球比率はむしろ対照群より1l一石い値を  

示していたことから，リンパ球放の減少に由来するもの  

と推測される．雌動物の血液学検査には投与の影珊は認  

められなかった．   

雌の血液生化学検宜において50mgパ唱以上の投与群  

のγGTP活性がやや上昇した．しかしその程度はごく軽  

微であり，50mg／kgおよび250mg／kg仰洋間で被放物  

質の用；l；二に関辿した変化が認められなかった．また，そ  

の他の肝機能を衣す指f捌こ投与の旧刊は．；．已められず，肝  

臓重≠やよび肝臓の病理組織学検査においても投与に起  

因する異常は観察されなかったことから，50mg／kg以  

上の投与群において認められたγGTP活性の僅かな上昇  

は偶発的変化であると判断された．その他の変化はいず  

れも被験物質の投与量とは無関係に認められた変化であ  

ることから被験物質投与による影響ではないものと考え  

られる．雄の血液生化学検査成績には投与の影響は認め  

られなかった．   

病理学検査ではいずれの器官にも被験物質投与の影響  

は認められなかった．  

2．生殖発生毒性   

雌動物について観察した性周期には被験物門投与の影  

響は認められなかった．また，交配成約にも被験物質投  

与の影判は認められなかったことから，250mg／kgまで  

の2－エチル酪酸は親動物の生殖能力に影骨を及ぼさない  

ものと考えられる．   

対照群の1例が分娩中にフィプリン血栓に関連した原  

因により死亡した．分娩状態の異常は50mg／kg以上の  

投与群にも少数例ずつ認められたが，いずれも分娩翌日  

以降の哺育状態には異常が認められなかったことから，  

対照群の死亡例とは異なる原因により分娩状態に異常を  

きたしたものと推測される．   

250mg／kg投与群において出産生児数が減少した，考  

床数には投与の影響は認められず，産児数は軽度な減少  

に留まっていたことから，出生時の死亡が増加したこと  

によるものと考えられる．250mg／kg投与では，1例で  

はあるが，分娩状態の異常が認められ，その例では生児  

出産率および出生率も著しい低値（いずれも38．5％）を示  

した，その他の動物の分娩状態に異常は認められなかっ  

たが，250mg／kg投与では生児出産率および出生率が有  

息に低下していたことから，250nlg／kgの2－エチル酪酸  

投与一は分娩に揖骨を及ぼし，稚児の生存件を低下させる  

ものと・ワ■えられる．50nlg／kg技一テ肝においても2例に分  

．他の里常が紳？三‡され7∴ 2例のうち1例は姓児山荘宰お  

よび出生キがやや 低かった（いずれも6とミ．80ム）．また，50  
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2一エチル酪酸  

TablelOrganweightsofratsincombinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtestof  
2－ethylbutyricacidbyoraladministration  

Dose（mg／kg）  0  10  50  250  

Male   

Numberofanimals  13  13  

509．8±52．2  

2．02±0．08  

0．40±0．04  

1．38±0．21  

0．27±0．02  

270．4±78．9  

52．7±12．8  

13．80±2．41  

2．69±0．23  

3．13±0．37  

0．61±0．03  

0．83±0．13  

0．16±0．02  

53．5±10．9  

10．5±1．6  

3．26±0．27  

0．64±0．07  

1．24±0．13  

0．24±0．03  

13  

492．1士52．0  

2．01±0．08  

0．41±0．05  

1．35士0．13  

0．28±0．02  

290．1±129．6  

58．1士21．9  

13．64±2．58  

2．76±0．30  

3．09士0．26  

0．63±0．06  

0．83土0．14  

0．17±0．03  

58．6土9．2  

12．0±2．1  

3．36±0．32  

0．69士0．11  

1．25士0．10  

0．26士0．04  

13  

501．7士45．2  

1．99±0．10  

0．40±0．04  

1．36±0．10  

0．27±0．02  

259．6土98．2  

51．5±18．5  

13．89±2．05  

2．76士0．20  

3．36±0．29  

0．67±0．05＊  

0．77±0．09  

0．15±0．02  

54．0±6．3  

10．8±1．3  

3．08±0、24  

0．62±0．07  

1．18±0．11  

0．24±0．03  

Finalbodyweight（g）  502．1±47．6  

（g）  2．02±0．07  
（g％）  0．41土0．肌   

（g）  1．36±0．13  

（g％）  0．27±0．02   

（mg）  270．5±75．2  
（mg％）  53．3±11．4  

（g）   13．75土2．19  
（g％）  2．73±0，21  

（g）  3．05士0．42  

（g％）  0．61土0．00   

（g）  0、82±0、15  

（g％）  0．16±0．02  

Brain  

Hearヒ  

Tbymus  

Liver  

Kidneys  

Spleen  

Adrenalglands （mg）  57．1±6．1  

（mg％）  11．5±1．5  

（g）  3．25±0．33  
（g％）  0．65±0．07   

（g）  1．21±0．10  
（g％）  0．別±0．02  

Testes  

Epididymides  

Fem由e   

Numberofanimals  11  13  

309．5±29．4  

1．91±0．05  

0．62±0．06  

0．90士0．06  

0．29±0．01  

172．7±70．8  

55．2±19．9  

9．85±0．66  

3．19±0．22  

1．94±0．16  

0．63±0，04  

0．67±0．08  

0．22士0．03  

72．5±10．4  

23．6±3．8  

12  

306．6±17．3  

1．91士0．08  

0．62±0．03  

0．92±0．09  

0．30士0．02  

197．4±78．6  

64．3±24．5  

10．19±0．78  

3，32±0．12  

2．01±0．21  

0．65±0．05  

0．69±0．07  

0．22士0．02  

67．9±10．3  

22．2±3．4  

13  

306．1±20．4  

1．92士0．（裕  

0．63±0．04  

0．93±0．08  

0．30±0．02  

185．4±81．2  

60．2±26．0  

10．25±0．94  

3．35士0．24  

2．12±0．24蠣  

0．70±0．08＊  

0．68±0．13  

0．22±0．04  

67．7±7．9  

22．2±2．6  

Finalbodyweight（g）  307．8±27．0  

（g）  1．89±0．10  

（g％）  0．62±0．05  

（g）  0．93士0．00  

（g％）  0．30±0．01   

（mg）  169．7±59．3  

（mg％）  洪．£±17，7  

（g）  10．24±1．29  

（g％）  3．32±0．22  

（g）  1．89士0．16  

（g％）  0．62±0．03   

（g）  0．71士0．09  
（g％）  0．お±0．03  

Brain  

Heart  

ThymuS  

Liver  

Kidneys  

Spleen  

Adrenalglands （mg）  69．3士8．4  

（mg％）  22．5±1．8  

Valuesrepresentmean±S．D．  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Td）1e2Hematologicalexaminationofratsincomi）inedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicity  
screeningtestof2－ethylbutyricacidbyoraladminlStration  

Dose（mg／kg）  0  10  50  250  

Male   

Number of animals 

RBC（×10ソ〟L）   

Hemoglobin（g／dL）   

He】natOCrit（％）   

MCV（m）   

MCH（pg）   

MCHC（g／dL）   

Platelet（×104／FLL）   

PT（sec）   

APTT（sec）   

WBC（×100／mm3）   

Differential1eukocytecounts（％）   

Neutrophil（％）  

Eosinophil（％）   

Basophil（％）  

Monoc勇e（％）   

Lymphocyte（％）  

13  

828±31  

15，0±0．6  

44．5±1．6  

53．7±1．4  

18．1±0，5  

33．8±0．4  

93．8±7．4＊＊  

15．9±2．6  

21．5±1．9  

64．7±16．0＊  

13   

825±42   

15．0±0．5  

44．2±1．6  

53．6±1．2  

18．3±0．5  

34．0±0．4  

103．8±13．2  

14．7±1．3  

21．1±2．4  

75．1±23．5  

13   

850±60  

15．1±0．9  

44．5±2．9  

52．4±1．8  

17．8±0．6  

34．0±0．4  

103．6±10．2  

15．9±3．0  

21．9±2．3  

65，0±20．1＊  

13   

850±48  

15．2±0．7  

44，6±1．9  

52．5±1．4  

17．9±0．5  

34．1±0．3  

111．4±20．3  

16．2±3．4  

22．1±2．6  

87．8±20．2  

5
 
1
 
0
 
2
 
7
 
 

±
 
±
 
±
 
士
 
±
 
 

6
 
2
 
0
 
4
 
8
 
 

1
 
 

7
 
 

3
 
1
 
0
 
2
 
5
 
 

士
 
±
 
±
 
±
 
±
 
 

4
 
2
 
0
 
4
 
9
 
 

7
 
 

5
 
1
 
0
 
1
 
6
 
 

±
 
±
 
±
 
±
 
±
 
 

5
 
2
 
0
 
4
 
9
 
 

1
 
 

7
 
 

4
 
1
 
0
 
2
 
4
 
 

±
 
±
 
±
 
士
 
±
 
 

3
 
1
 
0
 
3
 
2
 
 

0
0
 
 

Female   

Numberofanimals   

RBC（×10＜／FLL）   

Hemoglobin（g／dL）   

Hematocrit（％）   

MCV（m）   

MCH（pg）   

MCHC（g／dL）   

Platelet（×104／fJL）   

PT（sec）   

m（sec）   

WBC（×1（氾／mmり   

Differential1eukocytecounts（％）   

Neutrophil（％）  

Eosinophil（％）   

Basophil（％）  

Monocyte（％）   

Lymphocyte（％）  

12   

650 f 46 

12．7±0．7  

37．4±2．2  

57．6±1．8  

19．5±0．7  

33．9±0．4  

110．2±15．0  

12．9±0．5  

16．9±0．8  

96．4±25．8  

13   

657 t 40 

12．9士0．6  

38．1±1．9  

58，1±3．1  

19．7±1．0  

34．0±0．3  

102．8±10．8  

13，2±0．6  

16．7土0．8  

90．0士18．8  

13   

633±48  

12．5±0．7  

36．9±2．1  

58．4±2．0  

19．8±0．7  

33．9±0．3  

119．1±11．5  

13．2±0．7  

16．6士1．0  

91．2±22．8  

24±9   

1±0  

0±0  

5±3   

70±10  

11   

646 f 32 

12．7±0．7  

37．5±2．2  

58．1±1．5  

19．7±0．6  

33．9±0．5  

111．7±15．9  

13．2±0．7  

17．7±2．4  

97．4±24．5  

6
 
0
 
0
 
3
 
⊂
J
 
 

士
 
±
 
±
 
士
 
士
 
 

O
 
1
 
0
 
6
 
3
 
 

7
 
 

2
 
 

5
 
1
 
0
 
2
 
6
 
 

±
 
±
 
±
 
±
 
±
 
 

l
 
1
 
0
 
5
 
2
 
2
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7
 
 

5
 
0
 
0
 
5
 
9
 
 

±
 
士
 
±
 
±
 
±
 
 

9
 
1
 
0
 
8
 
2
 
 

1
 
 

7
 
 

Valuesrepresentmean士S．D．  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
＊＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  
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「  

2－エチル酪酸  

Table3Bloodchemicalexaminationofratsincombinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicity  
SCreeningtestof2－ethylbutyricacidbyoraladministration  

Dose（mg／kg）  0  10  50  250  

Male   

Number of animals 

Totalprotein（g／dL）   

Albumin（g／dL）   

A／G   

BUN（mg／dL）   

Creatinine（mg／dL）   

Glucose（mg／dL）   

Totalcholesterol（mg／dL）   

Triglyceride（mg／dL）   

ALP（U／L）   

GPT（U／L）   

GOT（U／L）   

γGTP（U／L）   

Totalbilirubin（mg／dL）  

Inorganicphosphate（mg／dL）   

Ca（mg／dL）   

Na（mEq／L）   

K（mEq／L）   

Cl（mEq／L）  

13   

5．5±0．3   

3．2±0．2  

1．36±0．13   

16±3   

0．7±0．1  

152±21   

44±7   

47±18  

193士42   

30±3   

67±10  

0±0  

0．08±0．02   

5．7±0．7   

8．9±0，2  

145，5±1．3  

4．（泊±0．35  

109．0±1．8  

13   

5．4±0．2   

3．0±0．2  

1．26士0．11   

17±3   

0．7±0．1  

144±24   

44±7   

41士13   

214±39   

32±4   

66±6  

0±1  

0．09±0．02   

5．8±0．8   

8．8±0．3  

145．5±1．1  

3．91±0．31  

109．4±1，5  

13   

5．4士0．3   

3．0±0．2  

1．28±0．15   

17±3   

0．7士0．1  

140±15   

40±10   

35±14   

233±53   

31±5   

69±10  

0±0  

0．09±0．02   

5．8±0．8   

8．8士0．3  

146．3土1，2  

3．96±0．25  

110．0士0．8  

13   

5．4±0．3   

3．1±0．2  

1．34±0．09   

16±2   

0．7±0．1  

148±17   

41±9   

39±18   

225±44   

39士29   

79±35  

0士1  

0．09±0．02   

6．1±0．7   

8．9±0．2  

145．4±1．5  

4．10士0．22  

108．3±1．7  

Female   

Numberofanimals   

Totalprotein（g／dL）   

Albumin（g／dL）   

A／G   

BUN（mg／dL）   

Creatinine（mg／dL）   

Glucose（mg／dL）   

Totaicholesterol（mg／dL）   

Triglyceride（mg／dL）   

ALP（U／L）   

GFr（U／L）   

GOT（U／L）   

γGTP（U／L）   

Totalbilirubin（mg／dL）  

Inorganicphosphate（mg／dL）   

Ca（mg／dL）   

Na（mEq／L）   

K（mEq／L）   

Cl（mEq／L）  

11   

5、4±0．4   

3．1±0．2  

1．34±0．12   

17士3   

0．7±0．1  

124±12   

49±11   

63±20  

103±25   

40±6   

62士7  

0±0  

0．11士0．02   

6．8±0．7   

9．0士0．5  

143．2±1．0  

4．31土0．55  

107．6±1．7  

13   

5，4±0．2   

3．1±0．1  

1，33±0．12   

15士3   

0．7±0．1  

128±9   

48±14   

64土22  

129±51   

40土5   

65土10  

0±0  

0．09±0．02   

6．3±0．5   

9．2士0．3  

143，7±1，0  

3．98±0．27  

108．4±1．2  

12   

5．7±0．4   

3．3±0．3  

1．38土0．13   

17±3   

0．8±0．1  

135±13   

49土11   

76±28  

128±53   

38±7   

59士8   

1±0＊  

0．07±0．03＊＊   

6．6±0．9   

9．7±0．2日  

142．9±1．0  

4．04±0．29  

107．5±1．4  

13   

5．4±0．4   

3．2士0．2  

1．46±0．18   

18±3   

0．6±0．1  

136士15   

47±10   

53 f 18 

138士57   

41±9   

64±13   

1士1＊＊  

0．10±0．03   

6．6±1．0   

9．4±0．5  

143．4±1、0  

3，95±0．25  

107．9±1．6  

Ⅴaluesrepresentmean士S．D．  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
＊＊二SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併ふ試験  

Table4 Histopathologicalfindingsofratsincombinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicity  
SCreeningtestof2－ethylbutyricacidbyoraladministration  

Organ［Numberofanirnalsexamined】 Sex：  

Findings，gradeandnumberofanimals Dose（mg／kg）  

Female・  

10  50  250  

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

1
3
1
3
0
0
0
 
1
3
1
3
0
0
0
 
1
3
0
0
0
0
 
1
3
0
0
 
0
 
 

0
 
 

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

0
 
 

1
3
1
2
0
1
1
 
1
3
1
2
0
1
1
 
1
1
2
0
0
2
 
1
1
2
2
 
6
2
1
1
2
4
 
0
 
 

［0】   ［0］   ［0］  TestlS   
Atrophy，Seminiferoustubule  

［0］  ［0］   ［0］  Epididymis   
Celldebris，1umen  

d
 
 

】
±
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O
t
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▼
±
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O
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i
孟
 
 

二：⊥
Ot 
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
JTし
  

Spermaticgranuloma   

Cellularinfiltration，lymphocyte，   
interstitium  

Prostate：ventrallobe   
Celユularinf揖ration，   

1ymphocyte＆plasmacell，   
interstitiurn／epithelium  

7
 
6
 
1
 
1
 
 

l
 
1
 
0
 
0
 
 
 
0
 
1
 
1
 
 
 
0
 
 

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

Uterus   
Dilatation，CyStic，   

1umen，focal  

Cellularinfiltration，maCrOphage，  
withbrownplgment，  
muscularlayer   

Liver   
Fattychange，periportal  

1H  

total  

＋ト  

total  

5
 
0
 
4
 
1
 
0
 
5
 
 

2
 
0
 
0
 
1
 
1
 
2
 
 
 
1
 
ユ
 
O
 
1
 
 
 
2
 
0
 
0
 
 

7
 
0
 
5
 
2
 
0
 
7
 
 
 
5
 
0
 
2
 
2
 
 
 
7
 
0
 
0
 
 

7
 
1
 
6
 
0
 
0
6
 
 
 
7
0
0
 
0
 
 
 
7
 
0
 
0
 
 

■
±
＋
≠
0
－
a
 
‥
±
＋
0
－
a
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⊥
し
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
t
 
 
 

Microgranuloma  

Hematopoiesis，eXtramedullary  
±  

total  

2
 
2
 
0
 
0
 
 
 
1
 
0
 
1
 
0
 
1
 
 

7
 
7
 
0
0
 
 
 
7
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

5
 
5
 
0
 
0
 
 

7
 
6
 
1
 
1
 
 
 
5
 
2
 
0
 
0
 
2
 
 

Kidney   
Ectopictissue，epjdjdymisLlikeduct，  
cortex，rightside  

Eosinophilicbody  

■
≠
0
－
a
 
 

±
＋
♯
0
－
a
 
 

r：Negative，士：Verysユight，＋：Slight，≠：Moderate，十什：Severe，tOtaユ：Totalofpositivegrade  
［］：Numberofanimalsexamined  
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TAble4（continued）  

Organ［Numberofanimalsexamined〕sex：  

Findings，gradeandnumberofanimals Dose（mg／kg）  10  50  

Kidney   
Basophilictubule，COrteX  

2
0
2
 
0
2
 
 

い
4
2
1
3
 
 

い
3
4
0
4
 
 

【0］   ［0】  

5
3
2
0
2
 
5
0
0
 
5
0
0
 
5
0
0
 
3
1
1
2
 
持
0
0
5
5
 
5
5
 
5
2
1
1
2
 
凹
5
0
0
 
持
4
1
0
1
 
持
4
1
1
 
持
5
0
0
 
5
0
0
・
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
］
 
「
し
 
 

±   

＋  

total  

＋  

total  

士  
total  

±  

total  

±   

＋  

total  

：±   

＋   

≠  
total  

士  
total  

Cast，hyalin，medul1a  

Cast，hyalin，COrteX  

Cyst，   
COrtico－medullary）umCtion  

Mineralization  
4
1
0
1
 
匝
1
4
0
5
 
5
5
 
5
4
1
0
1
 
5
4
1
1
 
5
5
0
0
0
 
5
5
0
0
 
5
5
0
0
 
5
0
0
 
0
 
 

7
0
0
0
 
匝
1
5
0
6
 
6
6
 
6
4
2
0
2
 
6
5
1
1
 
匝
8
0
0
0
 
6
6
0
0
 
6
6
0
0
 
5
1
1
 
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
r
し
 
 

4
3
0
3
 
7
0
1
6
7
 
7
7
 
け
ー
2
5
0
5
 
け
ー
7
0
0
 
ほ
ー
8
0
0
0
 
7
7
0
0
 
7
6
1
1
 
7
0
0
 
1
1
1
 
 

0
 
 

0
 
 

0
 
 

0
 
 

0
 
 

1
1
0
1
 
0
 
 

Spleen   
Hematopoiesis，eXtramedullary   

Deposit，pigment，brown  

Lung牟Bronchus   
Accumulation，foamce11  

Heart   
Degeneration／fibrosis，  
myocardium  

ThymuS   
Atrophy  

：±  

total   

n
■
1
0
0
0
 
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
「
L
 
 

1
0
0
 
1
 
1
 
 
 
0
 
 

Urinarybladder   
Cellularinfiltration，   
1ymphocyte，laminapropria  

Thyroidgland   
Cellularinfiltration，plasmace11＆   
1ymphocyte，interstitium  

Ectopic thymus 

±  

total   

±  

total  

±  

total  

±  

total  

＋  

total  

Subcutaneoustissueofaxilla   
Cellularinfiltration，1ymphocyte＆  
macrophage，mammarygland  

Celldebris，lactiferousduct，  
mammaIYgland  

－：Negative，±：VeIYSLight，＋：Slight，♯：Moderate，¶＋：Severe，tOtal：Totalofpositivegrade  
［1：Numberofanimalsexamirled  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table5Estrouscycleandr甲rOductiveperformanceofrats中COmbinedrepeatdoseandreproductive／  
developmentaltoxicltySCreeningtestof2LethylbutyrlCaCidbyoraladministration  

Dose（mg／kg）  0  10  50  250  

Estrouscycle   

Numberoffemalesexamined  13  13  13  13  

Prertreatmentperiod   

Numberoffemalesshowing4－daycycle  13  13  13  

Treatmentperiod   

Numberofanimalsshowlng：  

4－daycycle  

4Land5－daycycle   

Irregularcycle  

Meanlengthofestrouscycleindays  

Mean±S．D．  

Numberofvaginalestrusduringmatingperiod   

Mean±S．D．  

4．0±0．0  4．0±0．0  4．0±0．0  4．0±0．1  

1・0±0．0  1．0±0．0  1．0±0．0  1．0±0．0  

Reproductiveperformance   

Numberofpairsexamined（A）  

Numberofpairscopulated（B）   

Copulationindex［（B／A）×100，％］  

NumberoffertilepalrS（C）   

Fertilityindex［（C／B）×100，％］  

Pairing days until copulation 

Mean±S．D．  

13  

13  

100．0  

12  

92．3  

13  

13  

100．0  

13  

100．0  

13  

13  

100．0  

12  

92．3  

13  

13  

100．0  

13  

100．0  

2．6±1．7  2．0±1．1  2．8±1．2  2．3±1．3  

88  
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2－エチル酪酸  

Td31e6Developmentofpupsincombinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtestof  

2－ethylbutyricacidbyoraladministration  

Dose（mg／kg）  0  10  50  250  

Numberofpregnantfemales  12  

Numberofpregnantfemaleswithlivenewborns ll  

12  

12  

100．0 

（13）  22．4±0．5  

（13） 16．2±2．4  

（13） 15．2士2．5  

（13）  93．7±6．7  

13  

13  

100．0  

（12）  22，6±0．5  （13）  

（12） 15．8士1．8  （13）   

（12） 15．1±1．6  （13）   

（12） 95．8±4．4  （13）  

Gestationindex  

Gestation length In days 

Number of corpora lutea 

Numberofimplantations  

Implantationindex  

DayOoflactation   

Number of newborns 

Deliveryindex   

Numberoflivenewborns   

Birthindex   

Livebirthindex  

SexratioondayO  

Day40flactation   

Numberoflivepups   

Viabilityindex  

Sexratioonday4   

91．7  100．0  

22．5±0．5  （11）  22．3±0．5  

16．1±1．4  （12） 16．0±1．9  

15．2±1．9  （12） 15．4±1．5  

94A±9．2  （12）  96．4±4．6  

（11） 14．5±1，8  

（11）  94．4±5．3  

（11） 14．4±1．6  

（11）  93．5±4．7  

（11）  99．1±2．3  

（11）  0．95±0．56  

（13） 14．3士3．2  

（13）  93．1±9．8  

（13） 13．4±3．1  

（13）  87．9士11．2  

（13）  94．8士10．1  

（13） 1．27±0．55  

14．4±2．2  

95．0±6，2  

14．4±2．2  

95．0±6．2  

1（氾．0±0，0  

1．49±1．08  

3
 
3
 
3
 
3
 
3
 
1
 
 
1
 
 
1
 
 
1
 
1
 
 

♯
＊
 
 

8
 

0
 2
・
9
・
7
1
6
 

±
 
±
 
士
 
±
 
±
 
 

5
 
3
 
5
 
0
 
4
 
3
 
9
 
1
 
6
 
6
 
1
 
0
0
 
1
 
7
 
史
U
 
 

2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
1
 
 
1
 
 
1
 
 
1
 
 
1
 
 

（12） 1．18±1．05  

（11） 14．3±1．7  

（11）  99．5±2．0  

（11）  0．舗±0．56  

（13） 13．4±3．1  

（13） 100．0±0．0  

（13） 1．27士0．55  

14．1±2．0  

98．3±4．0  

1．45±1．07  

（12） 11．5士3．0＊ （13）  

（12）  99．4±2．1 （13）   

（12） 1．18±1．05 （13）  

Bodyweightsofpups（g）   

DayO  

Male  

Female   

Day4  

Male  

Female 

（11）   6．8土0．4  

（11）  6．5±0．4  

（11） 10．6±0．9  

（11） 10．2±0．9  

（13）   6．8士1．0  

（13）   6．4±0．8  

（13） 11．4±2．5  

（13） 10．9±1．9  

6．8±0．7  

6．4±0．6  

10．6±1．2  

10．1±1．2  

（12）   7．0±0．9  （13）  

（12）   6．6±0．8  （13）   

（12） 11．8±2，0  （13）  

（12） 11．2士2．1 （13）  

Ⅴaluesrepresentmean土S．D．  

Parenthesisindicatesthenumberoflittersevaluated．  
＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．05  
＊＊：SignificantdifferencefromOmg／kg，P＜0．01  
Gestationindex＝（numberofpregnantfemaleswithlivenewborns／numberofpregnantfemales）×100，％  
lmplantationindex＝（numberofimplantations／numberofcorporalutea）×100，％  

Deliveryindex＝（nu皿berofnewborns／numberofimplantations）×100，％  

Birthindex＝（numberoflivenewborns／numberofimplantations）×100，％  

Livebirthindex＝（numberoflivenewborns／numberofnewbornS）×100，％  

SexratioondayO＝n豆mberofmalelivenewborns／numberoffemalelivenewborns  

Viabilityindex＝（numberoflivepupsonday40flactation／numberoflivenewborns）×100，％  
Sexratioonday4＝numberofmalelivepupsonday40flactation／numberoffemalelivepupsonday40flactation  
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