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2－ヒドロキシベンズアルデヒドの細菌を用いる復帰突然変異試験  

ReverseMutationl七stof2－HydroxybenzaldehydeonBacteria  

ユートリエントブロスNo．2（0ⅩOid）を入れたL字型試験  

管に解凍した種菌を一定量接種し，37℃で10時間往復  

振とう培養したものを検定薗液とした．  

〔被験物質〕   

2－ヒドロキシベンズアルデヒド（CAS No．90－02－8）は，  

分子量122．12の淡黄色液体である．試験には，セイミ  

ケミカル㈱製［ロット番号：082316，純度95％以上（不  

純物：不明）］のものを，（社）日本化学工業協会から供  

与されたもの，使用時までガラス製容器に入れ，窒素ガ  

スで空気と置換密栓して室温で遮光保管し用いた．   

2－ヒドロキシベンズアルデヒドは，ジメチルスルホキ  

シド（DMSO）に溶解性がよいことから，DMSOに20～  

50mg／m上の範囲で溶解した後，同溶媒で公比約3ない  

し2で希釈し，速やかに試験に用いた．   

試験の開始に先立って，2－ヒドロキシベンズアルデヒ  

ドのDMSO溶液中での安定性試験および含量測定試験  

を実施した．安定性試験においては，低濃度（156  

〝g／mり溶液は本試験Ⅱで調製したものについて，また  

高濃度（40．Omg／mり溶液は染色体異常試験で調製した  

ものについて，室温遮光条件下で，安定性を調べた．そ  

の結果，調製4時間後における各濃度の平均含量は，そ  

れぞれ初期値（0時間）の平均値に対して，99．6および  

98．4％であった，また，本試験Ⅲで調製した被験物質調  

製液について含量測定試験を行った結果，調製後の濃度  

はそれぞれ低濃度は102％，高濃度は101％であった．  

〔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．  

AF2：2一（2一フリルト3一（5－ニトロー2－フリル）アク  

リルアミド  （上野製薬㈱）  

SA：アジ化ナトリウム  （和光純薬工業㈱）  

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㈱）   

AF2，2AAはDMSO（和光純薬工業㈱）に溶解したもの  

を一20℃で凍結保存し，用時解凍した．9AAはDMSO  

に，SAは純水に溶解し，速やかに試験に用いた．   

〔培地およびS9m政の組成〕  

1）トップアガー   

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．  
／  

要約  

OECD既存化学物質安全性調査事業の一環として，2－  

ヒドロキシベンズアルデヒドについて，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，陰性の結果  

を得た．   

検定菌として，5∂ノmoJ】e〟∂rypムfmurJu〃］TAlOO，  

TA1535，TA98，TA1537およびEschez・jchja coJIWP2  

uv〃1の5菌株を用い，S9mix無添加および添加の条件  

でプレート法により，用量設定試験を50、5000〃g／プ  

レートの用量で行ったところ，すべての検定菌において，  

S9miⅩ無添加試験およびS9miⅩ添加試験で抗菌性が認  

められた．したがって，本試験はS9mix無添加試験を  

31．3～1000I↓g／プレート（TAlOOは15．6～500JJg／プレー  

ト WP2りVr4は125、4000〃g，／プレート1くqmiv凍 ′】）、ノ▲▲▲▲■」Llりl＼  

加試験を62，5、2000J堵／プレート（TAlOOは15．6、500  

〃g／プレート，WP2uv〃1は125～4000JJg／プレート）の  

範囲で用量を設定し，試験を実施した．   

その結果，抗菌性は，S9mix無添加試験では，500  

FLg／プレート（TAlOOおよびTA1537），1000FLg／プレー  

ト（TA98およびTA1535）および4000FLg／プレート  

（WP2）で，S9mix涼加試験では，500pg／プレート  

（TAlOO），2000FLg／プレート（TA1535，TA98および  

TA1537）および4000FLg／プレート（WP2）で認められた．  

復帰変異コロニー一致は，2回の本試験とも，用いたすべ  

ての検定菌で，いずれの用量においても増加は認められ  

なかったことから，2－ヒドロキシベンズアルデヒドは，  

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〕  

S∂ノmoJコe貼りp山川ur山mTAlOO  

Sa血コOJ】e〟a亡γp山muJTUmTA1535  

Esc土肥n■c揖acoノJWP2uv〟1  

5∂ノmoJ】eノJ∂亡yp扉mur山mTA98  

S∂JmoJ】eノノaとyp山m日石umTA1537   

S．亡坪山murfuJ刀の4菌株1〉は1975年10月31日にアメリ  

カ合衆国，カリフオ）L／ニア大学のB．N．Ames博士から分  

与を受けた．   

且coJ∫WP2日vrA株2｝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．   

検定菌は一80℃以下で凍結保存したものを用い，二  
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復帰変異試験  

（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  

D－ビオナン  0．5mM  

＊：WP2uvJ勇用には，0．5mMしトリプトファン水溶  

〔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S9  

mix無添加あるいはS9mix添加条件において，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．  

液を用いた．  

2）合成培地   

培地は，日清製粉㈱製の最少寒天培地を用いた．なお，  

培地1ヱあたりの組成は下記のとおりである．  
結果および考察   

〔用量設定試験〕   

50一・、一・′5000J喀／プレートの範囲で公比を約3として，試  

験を実施したところ，S9mix無添加試験ではWP2uvTA  

5000帽／プレートで，TAlOOが500〝g／プレート以上で，  

その他は1500JJg／70レート以上で抗菌性が認められた．  

また，S9mix添加試験ではTAlOOが500FLg／70レート以  

上で，その他は1500J増／プレート以上の用量で抗菌性  

が認められた．  

〔本試験〕   

結果をそれぞれTablel，2に示した．2－ヒドロキシベ  

ンズアルデヒドの用量を，S9mix無添加試験は31．3～  

1000〃g／プレート（TAlOOは15．6、500〝g／プレート，  

WP2uv〟lは125～4000JJg／プレート），S9mix添加試  

験は62．5～2000FLg／プレート（TAlOOおよびWP2uvTA  

はS9mix涼加試験と同一用量）の範囲で公比を2として  

設定し試験を実施した．その結果，2回の試験のいずれ  

も，用いた5種類の検定菌のS9mix無添加試験および添  

加試験において，溶媒対照値の2倍以上となる変異コロ  

ニー数の増加は認められなかった．   

以上の結果に基づき，2－ヒドロキシベンズアルデヒド  

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．  

硫酸マグネシウム・7水和物  

クエン酸・1水和物  

リン離水素ニカリウム  

リン酸－アンモニウム  

水酸化ナトリウム  

グルコース  

パクトアガー（Diko）  

g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
g
 
 

2
 
2
 
0
 
2
 
6
 
0
 
 

0
 
 
 
1
 
9
 
6
 
2
 
 

1
 
0
 
 

15g   
径90mmのシャーレ1枚あたり30m′を流して固めて  

ある．  

3）S9mix   

lm上中下記の成分を含む  

S9＝  

塩化マグネシウム  

塩化カリウム  

グルコースー6－リン酸  

NADH  

NADPH   

0．1mエ  

8 ccmol 

33J▲mO1  

5J▲mO1  

4／JmO1  

4JJmOl  

ナトリウムーリン酸緩衝液（pH7．4）100岬nOl   

＊＊：7週齢のSprague－Dawiey系雄ラットをフユノパル  

ビタール（PB）および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を用いた．  

〔試験方法〕   

プレート法により，S9mix無添加試験およびS9mix  

添加試験を行った．   

小試験管中にトップアガー2mヱ，被験物質調製液0．1  

ml，リン酸緩衝液0．5ml（S9mix添加試験においてはS9  

mixO．5m∫），検定菌液0．1mほ混合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．各検定菌ごとの陽性対照物質の名称および用  

量は各Table中に示した．培養は37℃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．   

用いた平板は用量設定試験においては，溶媒および陽  

性対照群では3枚ずつ，各用量については1枚ずつとし  

た．また，本試験においては両対照群および各用量につ  

き，3枚ずつを用い，それぞれの平均値と標準偏差を求  

めた．用量設定試験は1臥 本試験は同一用量について  

2回実施し，結果の再現性の確認を行った．  
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2－ヒドロキシベンズアルデヒド  

Tablel．Mutagenicityof2－hydroxybenzaldehyde＊＊inreversemutationtest（Ⅰ）onbacteria  

With（＋）or  Numberofrevertants（numberofcolonies／plate，Mean±S．D．）  

without（－）  Base－pairsubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   TAlOO   TA1535   WP2uv∫A   TA98   TA1537  

0   115 127  83  11  9 13  21 23  26  21 18  22  8  7   7  
（108±22て）   （11± 2．0）   （23± 2．5）   （20± 2．1）   （7±0．6）  

15．6   97 81 93 ND   ND   ND   ND  
（90±8．3）  

31．3   84  83  79  17  8  21   ND   20  22  28  7  6  8  
（82± 2．6）   （15± 6．7）  （23± 4．2）   （7±1．0）  

62．5   82  79  80  8  7  27   ND   16  28  22  2 11  7  
（80±1．5）   （14±11．3）  （22± 6．0）   （7±4．5）  

S9mix  125   87  83  85  11 12 15  20 12 19  13 18 19  10  6  1  
（85± 2．0）   （13± 2．1）   （17± 4．4）   （17±3．2）   （6±4．5）  

ト）  250   58  38  55  18  8 12  22 19  26  22  23 18  8  7   7  
（50±10．8）   （13± 5．0）   （22± 3．5）   （21±2．6）   （7±0．6）  

500   40＊ 41＊ 51＊  19  3  7  14 18  24  19 18  20  5★  8＊  3＊  
（44±6．1）   （10±8，3）   （19± 5．0）   （19±1．0）   （5±2．5）  

1000  1＊  0＊  0＊  23  21 15  14＊ 11＊ 17＊  1＊ 1＊  7＊  

（0±0．6）   （20± 4．2）   （14± 3．0）   （3±3．5）  

2000  2 4 6  
（4±2．0）  

4000  0＊ 0＊ 0＊  

（0±0．0）  

0   1フ1 1AA lらち  7  1ワ  1∩  1n  l只   ワ1  37  41 32  12 14 15  
（141±16．3）   （10± 2．5）   （24± 6．0）   （37±4．5）   （14±1．5）  

15．6   103114121  ND   ND   ND   ND  
（113±9．1）  

31－3   81117111  ND   ND   ND   ND  
（103±19．3）  

S9mix  62、5   93  95 105  9 14 13   ND   26  35  22  7 16 12  
（98±6．4）   （12±2．6）  （28±6．7）   （12±4．5）  

（＋）  125   96  98  93  17 10  8  29  21 18  26  22  25  7  6 14  
（96±2．5）   （12±4．7）   （23± 5．7）   （24± 2．1）   （9±4．4）  

250   56  71 83  10 10   7  32  26  22  21 27  28  9 10 15  
（70±13．5）   （9±1．7）   （27± 5．0）   （25±3．8）   （11±3．2）  

5（氾   45＊ 57＊ 68＊  7  4   7  26 12 19  25 18  22  10  8  4  
（57±11，5）   （6±1．7）   （19± 7．0）   （22士 3．5）   （7±3．1）  

1000  4  1  3  20  23  29  20 14  23  5  8  7  
（3±1．5）   （24±4．6）   （19±4，6）   （7±1．5）  

20（X）  0＊  0＊ 1＊  15 12  6  0＊  0＊  0■  0♯  0＊  0＊  

（0± 0．6）   （11±4．6）   （0±0．0）   （0士0．0）  

4000  0＊ 0＊ 0＊  

（0±0．0）  ＼  

Positive  AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

control  0．01   0．5   0．01   0．1   80  

S9mix（一）   

colonies／plate   （512±69．3）   （250±21．7）   （110±10．1）   （777±28．4）  （1046土68．2）   

Positive  2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

control  2   10   0．5   2  

S9mix（＋）   

colonies／plate  （1730±245．5）   （224±10．1）  （1259±85．9）   （503±67．6）   （233士24．9）   

AF2：2－（2－Furyl）3←（5－nltrO－2－furYl）acrylamide，SAこSodiumazide，9AA：9－Aminoacridine，2AA：2－Aminoanthracene  

＊：Inhibitionwasobservedagainstgrowthofthebacteria．  

＋＋：Puritywasabove95％andimpurltyWaSunknown．  

ND：Notdone  
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復帰変異試験  

Table2．Mutagenicityof2－hydroxybenzaldehyde＊＊inreversemutationtest（ⅠⅠ）onbacteria  

With（＋わr  Numberofrevertants（numberofcolonies／plate，Mean±S．D．）  

without（－）  dose  Base－pairsubstitutiontype  Frameshifttype  

S9mix   TAlOO   TA1535   WP2日Ⅵ・A   TA98   TA1537  

0   102  98  89  16 13 12  23  22  21  27 19  27  5 11 10  
（96±6．7）   （14±2．1）   （22±1．0）   （24±4．6）   （9±3．2）  

15，6   82 74 82  ND   ND   ND   Nt）  
（79±4．6）  

31．3   88  92  99  10  8’10   ND   21 28  28  12  7 10  
（93±5．6）   （9±1．2）  （26±4．0）   （10±2．5）  

62．5   75  74  82  15 10 11   ND   31 30  35  4 11  8  
（77±4．4）   （12±2．6）  （32±2．6）   （8±3．5）  

S9mix  125   96  64  78  11 10 13  31 31 23  27  23  31  10  4  7  
（79士16．0）   （11±1．5）   （28±4．6）   （27±4．0）   （7±3．0）  

250   66  50  59  6  6  5  31 24  38  22  23 11  7  3  2  
（58±8．0）   （6±0．6）   （31±7．0）   （19±6．7）   （4±2．6）  

500   34＊ 50＊ 44＊  5  7  3  20 12  28  21 23  23  4 12  8  
（43±8．1）   （5± 2．0）   （20±8．0）   （22±1．2）   （8士4．0）  

1000  ＼3＊ 0＊ 2＊  23  21 25  11＊ 19＊ 17＊  6＊  5＊  7＊  

（2±1．5）   （23士2．0）   （16±4．2）   （6±1．0）  

2∝旧  8 9 8  
（8±0．6）  

4α）0  0＊ 0＊ 0＊  

（0±0．0）  

0   100 112 109  14 10  8  30  25  29  40  31 37  5 18 12  
（107±6．2）   （11士3．1）   （28±2．6）   （36±4．6）   （12±6．5）  

15．6   89120104  ND   ND   ND   ND  
（104士15．5）  

31．3   115116105  ND   ND   ND   ND  
（112±6．1）  

S9mix  62．5   103  76  96  10 10 11   ND   29  40  29  9  5 11  
（92±14．0）   （10±0．6）  （33士6．4）   （8土3．1）  

（＋）  125   94  98  88  7 19 13  37  29  37  28  38  24  7 13 11  
（93±5．0）   （13±6．0）   （34±4．6）   （30±7．2）   （10±3．1）  

250   63  49  72  20  7  3  47  42  34  28  23  27  11 13  8  
（61±11．6）   （10± 8．9）   （41士6．6）   （26士2．6）   （11±2．5）  

500   41＊ 49♯ 52■  8  5  5  33  24  31  27  29  20  7  7  3  
（47±5．7）   （6±1．7）   （29±4．7）   （25±4．7）   （6±2．3）  

1000  1＊  0＊ 1＊  27  29  21  30 19  20  8  8  4  
（1±0．6）   （26士4．2）   （23士6，1）   （7±乙3）  

2000  0＊  0■  0＊  17  8 14  17■ 13＊  9＊  0＊  0＊  0＊  

（0士0．0）   （13±4．6）   （13±4，0）   （0士0．0）  

4000  0＊ 0＊ 0＊  

（0±0．0）  

Positive  AF2   SA   AF2   AF2   9AA  

control  0．01   0．5   0．01   0．1   80  

S9mix（一）   

COlonies／plate   （571±31．2）   （275±8．5）   （146±6．0）   （753±16．5）  （1153±234．7）   

Positive  2AA   2AA   2AA   2AA   2AA  

control  2   10   0．5   2  

S9mix（＋）   

colonies／plate   （1469±27．3）   （301±9．3）  （1433±14．9）   （359±15．0）   （278±15．5）   

AF2：2－（2－Furyl）－3－（5－nitro－2－furyl）acrylamide，SA：Sodiumazide，9AA：9－Aminoacridine，2AA：2－Aminoanthracene  

★：Inhibitionwasobservedagainstgrowthofthebacteria．  

書＊：Puritywasabove95％andimpuritywasunknown．  

ND：Notdone  
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▼  

2－ヒドロキシペンスアルデヒドの  

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  

hl鵜I－OChromosomalAberrationTbstof  

2－HydroxybenzaldehydeonCulturedChineseHamsterCells  

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CHL／IU細胞を，解凍後継代10代以  

内で試験に用いた．  

2．培養液の調製   

培養には，牛胎児血清（FCS：Biocell）を10％涼加した  

イーグルMEM（日水製薬㈱）培養液を用いた，  

3．培養条件  

2×104個のCHL／IU細胞を，培養液5mlを入れたデ  

ィッシュ（径6cm，Coming）に播き，37℃のCO2インキ  

ユベーター（5％CO2）内で培養した．連続処理では，細  

胞播種3日目に被験物質を加え，24時間および48時間処  

理した．また，短時間処理では，細胞播種3日呂にS9  

mix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．  

4．被験物質   

2－ヒドロキシベンズアルデヒド（略号：HBA，CAS  

No．：90－02－8，ロット番号：082316，セイミケミカル㈱製  

造，佳日日本化学工業協会提供）は，無色、淡黄色透明液  

体で，水に対して1．4g／100mH20℃）で溶解し，アルコ  

ール∴エーテル等に可溶であゃ，融点－7℃，沸点196～  

197℃，蒸気圧1hPa（30℃），分子式C，H602，分子量  

122．12，純度95．0％以上（不純物は不明）の物質である．   

被験物質原体の安定性に関する情報は得られなかった  

が，溶媒中（DMSO）では，156FLg／m卜40．Omg／mLの濃  

度範囲で4時間安定であった．  

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（和光純薬工業㈱）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％）の借であった．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ばす影響を調べた．被  

要約  

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，2－ヒドロキシベンズアルデヒドの培養細胞に及ぼ  

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／IU）を用いて試験管内染色体異  

常試験を実施した．   

連続処理（4即寺間）においては，50％を明らかに越え  

る増殖抑制濃度，すなわち0．02mg／m上の濃度を最高処  

理濃度とした．また，短時間処理（6時間）のS9mix存在  

下および非存在下においては，50％を明らかに越える増  

殖抑制濃度，すなわち0．2mg／m～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，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／IU細胞を24時間処理した高濃度群（0．02mg／mL）  

では，観察した細胞の5．5％に染色体の構造異常が認め  

られた．また，いずれの処理群においても倍数性細胞の  

誘発作用は認められなかった．一方，48時間処理した  

いずれの処理群においても，染色体の構造異常は認めら  

れなかったが，高濃度群（0．02mg／血）においては倍数  

性細胞が誘発され，その頻度は18．12％であった．   

短時間処理では，S9mix非存在下で6時間処理した中  

濃度群（0．1mg／ml）および高濃度群（0．2mg／ml）では，  

観察した細胞のそれぞれ4．0％と25．1％に染色体の構造異  

常が認められた．また，低濃度群（0．05mg／m～）では，  

有意な倍数性細胞の．増加が認められたが疑陽性であっ  

た．   

いずれの処理群においても倍数性細胞の誘発作用は認  

められなかった．一方，S9mix存在下では，中濃度群  

（0．1mg／mりおよび高濃度群（0．2mg／mりにおいて，観  

察した細胞のそれぞれ5．0％と16．5％に染色体の構造異常  

が認められた．また，すべての処理群において倍数性細  

胞が誘発され，その頻度は1．63～6．25％であった．   

以上の結果より，2－ヒドロキシベンズアルデヒドは，  

染色体異常を誘発すると結論した．  

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  
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染色体異常試験  

験物質のCHL／IU細胞に対する増殖抑制作用は，単層培  

姜細胞密度計（MoTlOCellaterTM，オリンパス光学工業  

㈱）を用いて各群の増殖度を計測し，被験物質処理群の  

溶媒対照群に対する細胞増殖の比をもって指標とした．   

その結果，連続処理における50％の増殖抑制濃度を明  

らかに越える濃度（約60％の増殖抑制濃度）を，60％増  

殖抑制濃度をはさむ2濃度より算出したところ，0．02  

mg／mエであった．短時間処理のS9mix存在下および非  

存在下における50％の増殖抑制濃度を明らかに越える濃  

度は，ともに0．2mg／mヱであった（Fig．1）．  

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800個の分裂中期細胞を分析した．  

10．記録と判定   

無処理対照，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．   

染色体異常を有する細胞の出現頻度について，林2）の  

方法を参考にして，溶媒の背景データと被験物質処理群  

間でフィッシャーの直接確率法3】（多重性を考慮して  

fami1ywiseの有意水準を5％とした）により，有意差検  

定を実施した．また，フィッシャーの直接確率法で有意  

差が認められた場合には，用量依存性に関してコクラ  

ン・アーミテツジの傾向性検定4｝（p＜0．05）を行った．原  

則として以上2回の検定でともに有意差が認められた場  

合を陽性とした．傾向性検定で有意差が認められない場  

合には疑陽性とした．観察細胞数が，構造異常について  

は100個未満，倍数性細胞については400個未満の場合  

を細胞毒性のため判定不能とした．  

mロ庶d－ Ireaiedfor48h「wjthoutS9mix  

ヰ treat告dfor6hrw往hS9mix  
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結果および考察  

連続処理による染色体分析の結果をTabielに示した．  

2－ヒドロキシベンズアルデヒドを加えて24時間処理し  

た高濃度群（0．02mg／mりでは，観察した細胞の5．5％  

（gapを含む）に染色体の構造異常が認めらゎた．また，  

いずれの処理群においても倍数性細胞の誘発作用は認め  

られなかった．一方，48時間処理したいずれの処理群  

でも染色体の構造異常は認められなかったが，高濃度群  

（0．02mg／m£）において，倍数性細胞の誘発作用が認め  

られ，その頻度は18．12％であった．   

短時間処理による染色体分析の結果をTable2に示し  

た．、2－ヒドロキシベンズアルデヒドを加えてS9mix非  

存在下で6時間処理した中濃度群（0．1mg／mりおよび高  

濃度群（0．2mg／mりでは，観察した細胞のそれぞれ4．0％  

と25．1％に染色体の構造異常が認められ，傾向性検定の  

結果，濃度依存性が認められた．また，低濃度群（0．05  

mg／mエ＝ニおいて，有意な倍数性細胞の増加が認められ，  

その頻度は対照群が0．13％であるのに対して0．88％であ  

ったが，その他の処理群においては増加が認められず，  

傾向性検定の結果，濃度依存性は認められなかったためご  

疑陽性と判定した．一方，S9mix存在下では，中濃度  

群（0．1mg／mi）および高濃度群（0．2mg／ml）では，観察  

した細胞のそれぞれ5，0％と16．5％に染色体の構造異常が  

誘発され，傾向性検定の結果，濃度依存性が認められた．  

また，すべての処理群において倍数性細胞が誘発され，  

その頻度は1．63、6．25％で，傾向性検定の結果，濃度依  

存性が認められた．   

従って，2－ヒドロキシベンズアルデヒドは，上記の試  

験条件下で，試験管内のCHL／IU細胞に染色体異常を誘  

発すると結論した．  

Concentration（mg／mt）   

Fig．1GrowthinhibitionofCHL／IUcellstreatedwith2L  
hydroxybenzaldehyde  

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，連続処理では，0．02mg／m‘，  

短時間処理のS9mix存在下および非存在下では，0．2  

mg／m～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㈱）およびシクロ  

ホスファミド（CPA，SigmaChemicalCo．）は，注射用水  

（㈱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  

0．1I▲g／mヱ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％ギムザ溶液  

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1I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  
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r  

2一ヒドロキシベンズアルデヒド  

Tablel ChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）continuouslytreatedwith2－hydroxybenzaldehyde  
（HBA）＊＊withoutS9miⅩ  

ConcenL Timeof NoゝOf  No．ofstruCturalaberrations  No．ofcells  

Others3） withaberrations  Group tration exposure cells  

（mg／ml） （h） analysed gap ctb cte csb csemu12）total  

Polyploid41Trendtest～l  

TAG（％）TA（％） （％）  SA NA  

5（2．5） 5（2．5）  

1（0．5）1（0．5）  

1（0．5） 0（0．0）  

1（0．5）1（0．5）  

11＊（5．5） 8（4．0）  

85（42．5）82（41．0）  

ControI  

SoIventl）  

HBA  

HBA  

HBA  

MC  

SoIveiltl）  

HBA  

HBA  

HBA  

MC  

200  
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2∝）  

200  

200  

2（旧  

5
 
1
 
1
 
1
 
3
 
5
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
3
 
 

1
 
 

0
 
0
 
0
 
（
U
 
O
 
O
 
 

O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
1
 
 

1
 
0
 
0
 
（
U
 
O
 
2
 
 

1
 
1
 
0
 
1
 
2
 
3
 
 

9
 
 

3
 
0
 
∩
＞
 
0
 
8
 
5
 
 

3
 
 

0
 
0
 
1
 
0
 
3
 
4
 
 

2
 
0
 
1
 
（
U
 
O
 
2
 
 T

 
 
 
 
 
 
 
N
 
 

＋
 
 

．
1
3
ぷ
．
1
3
3
8
創
 
価
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

飢
 
2
4
 
2
4
 
飢
 
2
4
 
 

5
 
 
∽
 
0
 
0
 
0
0
 
 
 

0
0
 
0
1
 
0
2
 
0
0
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 1（0．5）1（0．5） 0．13  

1（0．5）1（0．5） 0．13  

2（1．0） 2（1．0） 0．25  NT ＋  

4（2．0） 4（2．0）18．12＊  

81（40．5）77（38．5） 0．50  

1
 
1
 
 Z
 
5
 
崩
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
 

0
 
0
 
n
V
 
O
 
O
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
 
 

（
U
 
O
 
1
 
0
 
2
 
 

1
 
0
 
0
 
0
 
7
 
 

0
 
0
 
0
 
1
 
1
 
 0
0
 
 

0
 
1
 
1
 
3
 
0
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3
 
 

0
 
0
 
0
 
1
 
6
 
 

0
0
 
0
0
 
0
0
 
0
0
 
0
0
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
 

娼
 
4
8
 
4
8
 
4
8
 
亜
 
 

脚
 
．
 

Abbreviations：gap：chromatidgapandchromosomegap，Ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，  
cse：chromosomeexchange（dicentricandringetc．），mul：multipleaberrations，TAG：totalno．ofcellswithaberrations，TA：totaLno．ofcells  

withaberrationsexceptgap，SA：struCturalaberration，NA：numericalaberratiorl，MC：hitomycinC，NT：nottested．1）Dimethulsulfoxide  
wasusedassoIvent．2）MorethantenaberrationsinaceuwerescoredaslO．3）Others，SuChasattenuationandprematurechromosome  
COndensation，WereeXCludedfromtheno．ofstruCturalaberrations．4）Eighthundredcellswereanalysedineach、group．5）CochraTl・  
Armitage’strendtestwasdoneatp＜0．05．■：SignificantlydifferentfromhistoricalsoIventcontroLdatawithrespecttoTAGandpolyploidat  
p＜0．05byFisher’sexacttestusingaBonferronicorrectionformultiplecomparisohs．＊＊：Puritywasmorethan95％．  

Table．2 ChromosomeanalysisofChinesehamstercells（CHL／IU）treatedwith2－hydroxybenzaldehyde（HBA）＊＊  
withandwithoutS9mix  

Concen－ S9 Timeof No．of 脚  

Group tration mix exposure cells  

（mg／mL）   （h） analysed gap ctb cte csb csemul2）total  

No．ofcelk  

Others3．側Polyploid4）Tr雌  

TAG（％）TA（％） （％） SA NA  

1（0．5）．0（0．0）  

1（0．5）1（0．5）  

2（1．0）1（0．5）  

8＊（4．0） 8■（4．0）  

45■（25．1）42（刀．5）  

3（1．5） 3（1．5）  

0（0．0） 0（0．0）  

0（0．0） 0（0．0）  

10＊（5．0）10（5．0）  
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Abbreviations：gap：chromatidgapandchromosomegap，Ctb：chromatidbreak，Cte：chromatidexchange，CSb：chromosomebreak，CSe：  

chromosomeexchange（dicentricandringetc．），mul：multipleaberrations，TAG二totalno．ofcelLswithaberrations，TA：totalno．ofcellswith  

aberrationsexceptgap，SA：structuralaberratibn，NA：numericalaberration，CPA：cyclophosphamide．1）Dimethylsulfoxidewasusedas  
soIvent．2）Morethant占naberrationsinace11werescoredaslO．3）Others，SuChasattenuationandprematurechromosomecondensation，  

wereexcludedfromtheno．ofstructuralaberrations．4）Eighthundredcellswereanalysedineachgroup．5）Cochran・ArInitage’strend  

testwasdoneatp＜0．05．6）FourhuTldredandfifty－eigthtce11swereanalysed．＊二SignificantlydifferentfromhistoricalsoIventcontroldata  

withrespecttoTAGandpolyploidatp＜0．05byFisherlsexacttestusingaBonferronicorrectionformultiplecompatisons．＊＊：Puritywas  

morethan95％．  
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2－ヒドロキシベンズアルデヒドのラットを用いる  

反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験   

CombinedRepeatDoseandReproductive／DevelopmentalTbxicityScreeningTbst  

Of2－HydroxybenzaldehydebyOralAdministrationinRats  

雌では，40mg／kg群の1母体が妊娠22日の分娩途中で，  

また，160mg／kg群の1母体が妊娠22日に死亡した以外  

に死亡例はなく，一般状態の変化は観察されなかった．  

器官重量では160mg／kg群において肝隈重量が高値を，  

卵巣重量が低値を示した．しかし，体重，摂餌量および  

剖検所見には被験物質投与の影響は認められなかった．  

病理組織学検査の結果，40mg／kg以上の被験物質投与  

群において肝細胞内のグリコーゲン量の軽微な増加が観  

察された．  

2．生殖発生毒性   

親動物に関して，雌の性周期および発情回数，雌雄の  

交尾および受胎，雌動物の妊娠期間および分娩に及ぼす  

被験物質投与の影響は認められなかった．哺育の異常は，  

40mg／kg以下の被験物質投与群には認められなかった．  

160mg／kg群では哺育4日までに全児死亡の母動物が2  

例認められた．生児出産雌数，出産率，一黄体数，着床痕  

数および着床率には被験物質投与の影響は認められなか  

った．   

新生児では・，噂育0日の生存児数，死産児数，性比，  

分娩率および出生率には被験物質投与の影響は認められ  

ず，新生児および死産児に被験物質投与に起因すると考  

えられる外表異常は認められなかった．噛育期間中の児  

の死亡は，16Pmg／kg群において多い傾向が見られ，同  

群の哺育4日の新生児生存率は低い傾向にあった．また，  

哺育0日および4日の体重は160mg／kg群においてわず  

かに低値を示す傾向にあうた．  

以上の成績から，本試験条件下における一般毒性学的  

な無影響量は雌雄ともに10mg／kg／dayであると考えら  

れた．また，生殖発生毒性的な無影響量は，雄に関して  

は160mg／kg／day，雌に関しては40mg／kg／day，新生  

児に関しては40mg／kg／dayであると考えられた．  

要約  

2－ヒドロキシベンズアルデヒドはバラ科シモツケソウ  

類の花，タバコの葉等に含まれ，トマト，グレープ，シ  

ナモン，コーヒー，お茶等の匂いの成分としても存在す  

る化学物質11であり，構造的にはサリチル酸に非常に類  

似している2？．また，本化学物質は石鹸，洗剤，香水等  

ド0．005～0．2％の濃度で含有されている11．本化学物質  

の毒性データでは，ラットのLD50値は経口投与で520  

mg／kg，皮下投与で900mg／kg，経皮投与で600mg／kg，  

腹腔内投与で231mg／kgであること，ラットに13日間  

反復混餌投与した場合，2％投与群では肝細胞の好塩基  

小体の著しい減少，肺腺房細胞からのチモーゲン顆粒の  

枯渇，1％投与群では肝および腎のマイクロボディーの  

数および大きさの増加，肝細胞の詣月方満等の変化が起こ  

ること，さらに，乳頭睦または癌を誘発しないことが報  

告されている1）．本化学物質はラット，マウスに100  

mg／kgを単回皮下投与することによって低カルシウム  

血症が起こること，妊娠11日のラットに400mg／kgを  

単回皮下投与することによりサリチル酸あるいはアスピリ  

ンの場合と同様に胎生期死亡の増加，口唇裂および多指  

等の外表奇形の出現が増加することが報告されている2）．  

このサリチル酸類における胎児毒性の主たる要因の一つ  

は低カルシウム血症であることも報告されている2，．サ  

リチル酸類の生殖発生毒性については多くの動物種で報  

告され，ヒトにおいてもプロスタグランジン生合成の抑  

制により遷延分娩，子宮からの出血等について報告され  

ているト6）．本試験はOECDによる既存化学物質の安全  

性点検に係わる毒性調査事業の一環として2一ヒドロキシ  

ベンズテルデヒドを雌雄ラットに1日1回，雄には交配2  

週間前中ら交配期間を通して剖検前日までの49日間，  

雌には交配2週間前から交配期間，妊娠期間を通して哺  

育3日までの41、46日間経口投与し，反復投与による  

一般毒性学的な影響を検索するとともに，雌雄動物の性  

腺粍能，交尾行動，受胎および分娩などの生殖発生に及  

ぼす影響について検索した．  

1．反復投与毒性   

雄では，死亡例はなく，一般状棄，体重，摂餌量，血  

液学検査値，血液生化学検査値，剖検所見および器官重  

量に被験物質投与の影響は認められなかった．病理組織  

学検査の結果，40mg／kg以上の被験物質投与群におい  

て肝臓の少葉周辺性脂肪化の程度およびその出現頻度が  

対照群に比べて減少した．  

方法   

1．被験物質   

2－・ヒドロキシベンズアルデヒド［CASNo．90－02－8，  

セイミケミカル㈱，LotNo．082316，純度99．3％，分子  

量・122．12，比重1．167，融点－7℃，沸点196～197℃］は，  

無色～淡黄色透明油状液体であり，窒素置換し，密閉・  

室温・暗所条件下で保存した，なお，動物試験終了後に  

残余の被験物質を分析した結果，純度は99．3％であり，  

被験物質は安定であったことが確認された。  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験   

雄の投与期間は，交配前14日間およびその後35日間の  

計49［＝乳 雌の投与期間は，交配前14E】間，交配期間，  

妊娠期間および哺育3日までの41、46日間とした．  

5．投与量の設定   

2－ヒドロキシベンズアルデヒドの0，50，100，200お  

よび400mg／kgを8週齢のSpragueLDawley（Crj：CD）系  

ラット雌雄各5匹に1日1回，14日間にわたって反復経  

口投与し，雌雄ラットに及ぼす影響について検討した．   

その結果，400mg／kg群では雄の全例，雌の5例中4  

例が，200mg／kg群では雄の5例中1例，雌の5例中2例  

が投与7日までに死亡した．しかし，100mg／kg以下の  

投与群では一般状態，体重，摂餌量，血液学検査値，血  

液生化学検査値等に明らかな披験物質投与の影響は認め  

られなかった．したがって，最高用量は，死亡例の認め  

られた200mg／kgと被験物質投与の影響が認められなか  

った100mg／kgのほほ中間量に相当する160mg／kg／day  

とし，以下，公比4で減じて高用量を40mg／kg／day，  

中用量を10mg／kg／day，低用量を2．5mg／kg／dayに設  

定した．  

6．反復投与毒性に関する観察，測定および検査  

1）一般状態   

一般状態の観察は，雌雄とも試験期間を通じて毎日行  

った．  

2）体立   

錐の体重は，投与1日，4日，8日，11日，15日，22  

日，29日，36日，43日および50日に測定した．雌の体  

重は，投与1日，4日，8日，11日および15日，交配期  

間中は週1回，妊娠期間中は妊娠0日，7日，14日およ  

び21日，哺育期間中は哺育0日および4日に測定した．  

3）摂餌量   

摂餌量は，雄では投与開始日および剖検日を除く体重  

測定と同じ日に，雌では交配前は投与開始日を除く体重  

測定と同じ日，妊娠期間中は妊娠1日，7日，14日およ  

び21日，哺育期間中は哺育1日および4日に前日からの  

残量を測定し，給餌量との差から1日摂取量を算出した．  

なお，交配期間中の摂餌量は測定しなかった．  

4）雄の血液学検査   

雄の仝動物について，剖検日の前日より約16時間絶  

食させ，エーテル麻酔下で腹大動脈より採取した血液の  

一部に抗凝固軋 EDTA－2K処理した血液を用いて赤血  

球数（電気抵抗変化検出法），ヘモグロビン量（シアンメ  

トヘモグロビン法），ヘマトクリット値（平均赤血球容  

積×赤血球数／103），血小板数（電気抵抗変化検出法），  

白血球数（電気抵抗変化検出法）をコールター全自動8  

項目血球アナライザーT890［㈱日科機】を用いて測定  

した．また，採取した血液の一部を3．8％クエン酸ナト  

リウム処理した血祭を用いてプロトロンビン時間（クロ  

ット法），活性化部分トロンポプラステン時間（クロッ  

被験物質は，オリーブ油（丸石製菓㈱）に溶解し0．05，  

0．2，0．8および3．2％（w／v）濃度に調製した．なお，調製  

は1週間に2回の頻度で行った．調製後の被験液は，、1日  

分ずつ褐色ガラス瓶に分注し，窒素置換した上で室温・  

暗所保存した．本被験物質の0．05～3．2％（w／v）液は，  

窒素置換・室温・暗所保存条件下で8日間安定であるこ  

とが確認されている．   

披験液の濃度確認は雌雄の投与開始前および雄の投与  

最終週の2回，各濃度液につい実施した．その結果，い  

ずれの被験液も設定濃度の96．9、104．0％の範囲であり，  

ほほ設定濃度の2－ヒドロキシベンズアルデヒドが含有さ  

れていたことを確認した．  

2．使用動物および飼育条件   

試験には，雌雄とも日本チャールス・リバ→㈱より7  

週齢で購入したSprague－Dawley（Crj：CD）系SPFラット  

を使用した．動物は，購入後7日間検疫・馴化飼育した  

後，一般状態に異常がな〈，体重増加が良好な動物を8  

週齢で群分けして試験に使用した．群分け時の体重範囲  

は雄で294～319g，雌で195、223gであった．   

動物は，温度22，5±3．5℃，相対湿度50±20％，換気  

回数1時間10、15回，照明1日12時間（午前7時、午後7  

時）の飼育室で飼育した．動物は，交配期間および妊娠  

17日から哺育4日までの期間を除き，金属製網ケージ  

【リードエンジニアリング㈱または理工電機㈱］に個別  

に収容し，飼育した，妊娠．17日以降の母動物は，哺育4  

日まで床敷として木製チップ［ホワイトフレーク，日本  

チャールス・リバー㈱］を入れたプラスチック製エコン  

ケージ［日本クレア㈱］に飼育した．   

飼料は，オリエンタル酵母工業㈱のNMF固型飼料を  

使用し，飼料および飲料水は，飼育期間中自由に摂取さ  

せた．  

3．群分け   

群分けは，投与開始日に行った．動物は，雌雄とも群  

分け当日の体重，検疫・馴化期間中の増体重あるいは性  

周期の観察結果などにより選択した後，当日の体重で層  

別化し，コンピュータを用いたブロック配置法により各  

群に振り分けた．1群の動物数は，雌雄各12匹とした．   

4．投与量，群構成，投与期間および投与方法   

2－ヒドロキシベンズアルデヒドの投与量は，先に実施  

した予備試験の結果を参考にして2．5，10，40および  

160mg／kgとした．   

投与経路は，OECDガイドラインに準じて強制経口投  

与とした．投与容量は，体重100g当たり0．5mエとし，  

個体毎の投与液量は，雄は各測定日の体重を，雌は交配  

前および交配期間中については各測定日の体重，妊娠期  

間中については妊娠0日，7日，14Elおよび21日の体重，  

授乳期間中については哺育0日の体重を基準に算出し  

た，   

投与は，金属製胃ゾンデを用いて1日1回強制経口投  

与した．対照群にはオリーブ油のみを同様に投与した．  
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2－ヒドロキシベンズアルデヒド  

ト法），フィプリノーゲン量（トロンポプラステン法）を  

血液凝固測定装置ACLlOO（InstrumentationLaboratory）  

を用いて’測定した．検査結果から，平均赤血球容積  

（MCV），平均赤血球血色素量（MCH），平均赤血球血色  

素濃度（MCHC）を算出した．   

白血球百分率はMay－Giemsa染色塗抹標本，網赤血球  

率はBrecher法による超生体染色標本の鏡検により算出  

した．  

5）雄の血液生化学検査   

雄の全動物について，血液学検査のための採血と同時  

に腹大動脈から採取して得られた血液を遠心分離（3000  

rpm，10分間）し，得られたヘパリン加血祭を用いて  

GOT，GPT，LDH（UV－rate法）を，また，血清を用いて  

AIP（Bessey－Lowry法），総コレステロール（CEHLCODr  

POD法），トリグリ′セライド（GK－GPO－POD法），リン  

脂質（PLD－ChoD－POD法），絵ビリルビン（アゾビリルビ  

ン法），血糖（Hexokinase－G6PD法），尿素窒素（Urease－  

GLDH法），クレアチニン（Jaff6法），ナトt）ウム（イオ  

ン選択電極法），カリウム（イオン選択電極法），塩素  

（イオン選択電極法），カルシウム（OCPC法），無機リン  

（モリブデン酸法），絵蛋白質（Biuret法）を全自動分析  

装置（Monarch：InstrumentationLaboratory）を用いて測  

定した．また，全自動電気泳動装置CLINISCAN2（株式  

会社ヘレナ研究所）を用いて蛋白質分画（セルロースア  

セテート膜による電気泳動法）を測定し，蛋白質分画比  

率からA／G比を算出した．  

6）病理検査   

雄は，全動物を最終投与の翌日に，雌は全生存動物に  

ついそ哺育4日にエーテル麻酔下で放血敦死させて剖検  

し，一心臓，胸腺，肝臓，腎臓，脾臓，精巣および精巣上  

体あるいは卵巣の重量を測定した．これらの器官に加え  

て，脳，下垂体，甲状腺（上皮小体を含む），肺（気管支  

を含む），副腎，子宮，隆および剖検で異常が認められ  

た器官を採取し，リン酸緩衝10％ホルマリン硬（精巣お  

よび精巣上体はプアン液）に固定した．なお，妊娠期間  

中に死亡した40および160mg／kg群の母動物各1例，新  

生児が全て死亡した160mg／kg群の母動物2例について  

も同様に処置した．   

雌雄とも対照群および160mg／kg群の脳，心臓，肝臓，  

腎臓，副腎，脾臓，精巣および精巣上体あるいは卵巣に  

ついて常法に従ってへマトキシリン・エオジン染色を行  

い鏡検した．その結果，雌雄の肝臓に被験物質投与の影  

響が疑われたため，2．5，10および40mg／kg群について  

も検査を行った．さらに，雄では肝臓の小葉周辺帯肝細  

胞の細胞質内に微細、′ト型の空胞が観察されたため，そ  

の性状を詳細に検討するため対照群，40および160  

mg／kg群の各3例についてオイ）L／レッド0染色を実施し  

た．また，雌の160mg／kg群の肝臓においてヘマトキシ  

リン・エオジン染色標本で肝臓の細胞質が腫大淡明化し  

明るくぬけて観察されたことから，その性状を詳細に検  

討するため160mg／kg群の2例についてPAS反応および  

唾液消化後PAS反応を実施した．なお，40および160  

mg／kg群の雌では剖検時に異常が観察された胸腺，肺，  

皮下結節についても鏡検した．  

7．生殖発生毒性に関する観察，測定および検査  

り 性周期観察および交配   

交配前14日間の性周期の観察を行った雌を同一群内  

の雄のケージに入れ1対1の組み合わせで終夜同居させ  

た．同居期間は最長14日間として，交尾が確認される  

までとした．なお，交尾の確認は毎朝，腫栓形成ある  

いは胚垢中の精子の有無により行い，これらが確認され  

た日を妊娠0日とした．交配結果から，各群について交  

尾率［（交尾確認動物数／交配動物数）×100］，受胎率  

［（受胎動物数／交尾確認動物数）×100〕および交尾まで  

の同居日数を求めた．性周期観察は，投与開始日から交  

尾が確認されるまで毎日行い，発情期像発現回数および  

発情期から次の発情期までの日数を性周期とし，平均性  

周期を算出しカ．  

2）分娩および哺育状態   

交尾が確認された雌については仝例を自然分娩させ，  

分娩状態を観察した．午前10時の時点で分娩が終了し  

ていた動物を当該日分娩とし，その日を哺育0日とした．  

午前10時を過ぎて分娩した場合は翌日を哺育0日とし  

た．交尾確認後25日を経ても分娩が確認されなかった  

例については剖検し，妊娠の成否を確認した．   

分娩終了が確認された母動物については出生児を哺育  

させ，晴育4日まで毎日，哺育状態の観察を行った．こ  

れらの結果から，妊娠期間［哺育0日（分娩確認日）－妊  

娠0日］，出産率［（生児出産雌数／受胎動物数）×100］，  

着床率〔（着床痕数／黄体数）×100］，分娩率【（総出産  

児数／着床痕致）×100］を算出した．  

臥 新生児の観察，測定および模査  

1）新生児の観察  

J  哺育0日に生存児数，死産児数を数え，性別および外  

表異常の有無を検査した．生存児は全例を母動物に哺育  

させ，死亡の有無の観察を毎日1回行った．また，死亡  

児は死後変化の著しいものを除いてリン酸緩衝10％ホル  

マリン液に固定し，保存した．これらの結果から，性比  

【雄／雌］，出生率［（哺育0日の生存児数／総出産児数）×  

100］，新生児生存率［（哺育4日の生存児数／晴育0日の  

生児数）×100〕を算出した．   

2）体重   

体重は，哺育0日および4日に測定し，1腹毎に雌雄の  

平均値を算出した．  

3）剖検   

全例の新生児を哺育4日にエーテル麻酔下で放血致死  

させ，剖検した．  
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5）剖検所見   

計画解剖動物では，対照群および被験物質投与群の雌  

雄いずれの例においても異常所見は認められなかった．  

雌の死亡例の剖検では40mg／kg群の例において胸腺の  

萎縮，肝臓の一部退色および副腎の肥大が，160mg／kg  

群の例では左側頸部に皮下結節，胸腺に暗赤色点散在お  

よび肺の暗赤色変化が観察された．また，仝児死亡のた  

め剖検した160mg／kg群の例では外部所見として乳頭の  

未発達が観察された，  

6）病理組織学検査（Table5．6）   

雌雄とも被験物質投与に起因すると考えられる変化は  

肝臓で観察された．すなわち，雄では小葉周辺性脂肪化  

の程度および出現頻度は，2．5および10mg／kg群では対  

照群と同様であったのに反して，40mg／kg群では減少  

傾向，160mg／kg群では減少を示した．なお，小葉周辺  

帯肝細胞の細胞質内に空胞が認められたため対照群，40  

および160mg／kg群の代表例についてオイルレッド0染  

色を実施し検索した結果，肝細胞細胞質内の空砲化はそ  

の程度に応じてオイルレッド0染色陽性を示したため，  

これらは脂肪であると判断した．雌では40および160  

mg／kg群において肝細胞内に蓄積しているグリコーゲ  

ン景の軽微な増加が認められ，その頻度は40mg／kg群  

では2例，160mg／kg群では7例であった．また，40お  

よび160mg／kg群の肝臓においてヘマトキシリン・エオ  

ジン染色標本で肝臓の細胞質が腫大淡明化し明るくぬけ  

て観察されたことから，その性状を詳細に検討するため  

160rng／kg群の代表例についてPAS反応および唾液消化  

後PAS反応を実施した結果，PAS反応陽性，唾液消化  

後PAS反応陰性であった．   

その他，被験物質投与に関連した変化は雌雄ともに認  

められなかった．   

死亡例および全児死亡のため安楽死させた雌の所見と  

して，40mg／kg群の死亡例では肝臓に中等度の小葉中  

心性壊死，副腎に軽度な束状帯肥大および胸腺に軽度な  

萎縮が，160mg／kg群の死亡例では心臓に中等度の心筋  

変性，腎臓に軽度な尿細管上皮細胞壊死，胸腺に軽微な  

出血および肺に軽微なうっ血，乳癌が認められた．また，  

160mg／kg群の安楽死させた2例においては肝臓に軽度  

なグリコーゲン量の増加が認められた．  

2．生殖発生毒性  

1）生殖機能（Table7）   

被験物質投与群における発情期から次の発情期までの  

日数（性周期）は対照詳とほぼ同様で有意な差は認めら  

れなかった．交尾は対照群および被験物質投与群のいず  

れにおいても同居開始後5日以内に成立し，各群の交尾  

率は100％であった．また，交尾までに要した平均日数  

には対照群と被験物質投与群との間に有意な差は認めら  

れなかった．非妊娠動物は対照群および被験物質投与群  

のいずれにも認められず，各群の受胎率は100％であっ  

た．  

9．統計解析   

体重，摂餌量，発情期像発現回数，性周期，同居日数，  

妊娠期間，血液学および血液生化学検査値，器官重量，  

黄体数，着床痕数，出生児数，着床率，性比，分娩率，  

出生率および新生児生存率については，まずBartlett法  

により各群の分散の均一性の検定を行い，分散が均一の  

場合は一元配置分散分析を行い，分散が有意で各群の例  

数が等しいときにはDunnett法，各群の例数が異なると  

きにはSchef托法の多重比較検定で対照群と各被験物質  

投与群の有意差を検定した．分散が均一でない場合は，  

KruskaトWauisの順位検定を行い，有意であれば対照群  

と各被験物質投与群との平均順位の差について，各群の  

例数が等しいときはDunnett型，各群の例数が異なると  

きはScheff6型の検定を行った．交尾率，受胎率，出産  

率についてはガ検定を行った．なお，新生児に関するデ  

ータは1腹の平均を1標本とした．また，有意水準は5  

および1％とした．  

結果   

1．反復投与轟性  

1）死亡動物およぴ一般1犬態   

40mg／kg群の1例が妊娠22日の分娩途中で，また，  

160mg／kg群の1例が妊娠22日に死亡した．その他，雌  

雄とも死亡例は認められず，一般状態の変化は，いずれ  

の例においても観察されなかった．   

2）体重および摂餌崖（Fig．1～4）   

各被験物質投与群の体重および摂餌量は，雌雄とも対  

照群とほぼ同様の推移を示し，被験物質投与による影響  

は認められなかった．  

3）址の血液および血液生化学検査（Tab（el．2）   

40mg／kg以下の被験物質投与群では血液および血液  

生化学検査のいずれの検査項目においても対照群との間  

に有意な差は認められなかった．160mg／kg群では血液  

検査値において平均赤血球容積の高値，平均赤血球血色  

素濃度の低値，プロトロンビン時間の延長が，また，血  

液生化学検査では塩素の低値，A／G比およびアルブミン  

比率の高値，γ－グロブリン比率の低値に対照群との間に  

有意な差が認められた．しかし，これらのいくつかの項  

目はいずれも生理的変動の範囲内の値であり，血液凝固  

系の異常，総蛋白質の上昇，血液濃縮を疑わせる他の関  

連項目に変化が認められない単一項目における変化であ  

ったことから，被験物質投与の影響とは考えられなかっ  

た．  

4）器官重量（Table3．4）   

雄では絶対重量および相対重量ともに対照群と被験物  

質投与群との間に有意な差は認められなかった．雌では  

160mg／kg群において絶対重量および相対重量ともに肝  

臓が有意な高値を，右側卵巣が有意な低値を示した．  
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2－ヒドロキシベンズアルデヒド  

Td）lel Hematologicalexaminationinmaleratstreatedorallywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombinedrepeat  
doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No．ofanimals  

RBC（×10†／mm3）  

Hb（g／dJ）  

Ht（％）  

MCV（〆）  

MCH（pg）  

MCHC（％）  

Reticulocyte（‰）  

Platelet（×104／mm3）  

PT（sec．）  

Am（sec．）  

Fibrinogen（mg／dl）  

WBC（×102／mm3）  

Differential1eucocytecounts（％）  

Lymphocytes  

Stab  

Segmented  

Eosinophils  

Basophils  

Monocytes  

Others  

12  

838 f 31 

16．3 ±0．5   

12  12  12  12  

849±31  832士29  851±45  朗：4±32  

16．1±0．3  16．2±0．4  16．1±0．4  16．5±0．3  

47±2  47±1  46土2  47±2  48±1  

55．6±1．5  

19．4±0．6  

34．9±0．4   

21f555 

1ほ．2±11．8  

12．4 ±0．9  

19．2±1．2   

241±27  

100±17  

88．0±4．3   

0．0±0．1  

10．8士4．1   

0．6±0．5   

0．0±0，0   

0．7 ±0．4   

0．0±0．0  

弘9±1．2  55．8±0．9  55．0±1．6  57．1±1－3書  

19．0±0．6  19，5±0．4  19．0±0．7  19．5±0．5  

34．7±0．7  34．9±0．6  34．5±0．5  34．2±0．4＊＊   

22±4  22±4  20±4  25土4  

113．5±10．7  117．8±10．7  

12．5±1．2  12．4±0．6  

18．7±1．0  18，8±0．9   

262±27  247 f 19 

109±29  111 f 31 

117．0±11．1  108．2±8．4  

12．5±0．7  14．3±1．7＊＊  

19．5±2．0  20．4±1．6   

250±16  245土21  

106±35  112±24  

88．5±4．4  86．8士8．3   

0．0±0．0  0．0±0．0  

10．8±3．8  12．4±7．8   

0．3±0．3  0，5±0．7   

0＿0±0．0  0．0±0．0   

0．5±0．8  0．3土0．4   

0．0±0，0  0．0±0．0  

85．2士 5．8  87．5±4，5  

0．0±0．1  

14．0士5．4  

0．3±0．5  

0．0±0．0  

0．5±0．7  

0．0±0．0  

0．0土0．0  

11．6±4．4  

0．3±0．3  

0，0±0．0  

0．5±0，4  

0．0士0．0  

ValuesareexpressedasMean±S，D．  

Significantlydifferentfrornthecontrolgroup；＊：P＜0．05．＊＊：P＜0．01  

Table2 Bloodchemicalexaminationinmaleratstreatedora11ywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombinedrepeat  
doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No－Ofanimals  

GOT（IU／ヱ）  

GFT（lU／り  

LDIi（IU／り  

ALP（IU／エ）  

Totalchol．（mg／dl）  

TG（mg／dい  

PL（mg／山）  

Totalbilirubin（mg／dI）  

Glucose（mg／dl）  

BUN（mg／dl）  

Creatinine（mg／dl）  

Na（mEq／i）  

K（mEq／り  

Cl（mEq／L）  

Ca（mg／山）  

P（叩g／dl）  

TP（g／dり  

AノGratio  

Albumin（％）  

Gldbulin（％）  

12   

60土7   

42±8   

41 f 23 

209 t_ 48 

56±8   

97土37  

105±13  

0．13±0．02  

114士8  

15±2  

0．65±0．06  

141±1  

4．5±0，1  

113士1  

9．3土0．2  

7．1±0，6  

6．4 ±0．2  

0．93±0．06  

48．0±1．6  

12  12  12  12  

56±7  53±9  59士9  59±10   

38 s_ 3 

42±25  

219±36   

糾土7   

91±40  

104土12  

0．13士0．03  

119 f 9 

15±2   

39土5   

38土12  

202±57   

58±11   

87±31  

105土13  

0．13±0．03  

114±9  

14±2   

42±4  Jは±4   

34士13  38土13  

214±51  230±40   

51土9  49土9   

89士34  96±43   

99±14  1（泊±14  

0．14±0．03  0．14±0．03  

115±12  105±11  

14±2  14 f 3 

0月6±0．03  0．65土0．（裕  0．64±0．03  0．68±0．07  

142±1  141±1  

4．5士0．2  4．6士0．2  

114±1  113 f 1 

9．2±0．2  9．1±0．3  

7．2±0．7  7．0±0．6  

6．3±0．3  6．4±0．2  

0，94 ±0．05  0．96±0．10  

48．3士1．4  48．9±2．6  

141±1  141士1  

4．6一士0．3  4．5±0，2  

113土1  112±1＊  

9．2 ±0．3  9．3士0．2  

7．4±0．8  7．3土0．6  

6．3±0．3  6．1土0．3  

0．99±0．07  1．08±0．11■＊  

49．7±1．8  51．9±2．5■＊  

21．9±3．1  22．1士2．7  

4．6±1，6  4．4±1．4  

18．0±1．7  16．8±0．9  

5．7±0．5  4．8±1．4■  

5
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22．4±1．9  

4．7士1．8  

17．8±1，4  

6．3±1．0  

α
 
¢
 
β
 
γ
 
 ValuesareexpressedasMean±S．D．  

SigTlificantlydifferentfromthecontrolgroup；■：P＜0．05．＊■：P＜0．01．  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

Table3 Absoluteandrelativeorganweightsinmaleratstreatedorallywith2－hydroxybenzaldehydeinthe  
combinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No．ofanimals  

Bodyweight（g）  
Absoluteorganweight  
Thymus（mg）  

Hea正（g）  

Liver（g）  

Spleen（mg）  
Kidney  

Right（g）  

Le氏（g）  

Testis  

Right（g）  

k氏（g）  

Epididymis  
Right（mg）  

Left（mg）  

Relativeorganweight  
Thymus（mg％）  
Heart（g％）  

Liver（g％）  

Spleen（mg％）  

Kidney  

払ght（g％）  

Left（g％）  

Testis  
Right（g％）  

Le氏（g％）  

Epididymis  
Right（mg％）  

Left（mg％）  

12   

505±35  

353±103  

1，44±0．11  

14．13±1．4月   

792 ±94  

12   

503±26  

334 ± 77  

1，43±0．09  

14．12±1．64   

799±72  

12   

502 ±33  

333 ±115  

1．49±0．16  

14．12±1．49   

769 ± 58  

12   

498±23  

369 f 99 

1．43±0，1Z  

13．38±1．03   

793±124  

12   

511±11  

352±52  

1．46±0．09  

13．77±0．72   

762±82  

1．58±0．13  

1．61±0．11  

1．67±0．13  

1．67±0．11  

645 -t 50 

627±56  

69±12  

0．29 ±0．02  

2．70±0．15  

149±19  

0．31±0．03  

0．31±0．03  

0．33±0．03  

0．33 ±0．02  

126 ±12  

123±12  

1．56 ±0．14  1．57±0．14  

1．55±0．13  1．54±0．15  

1．73 ±0．14  1．71±0．12  

1．70±0．14  1．70±0．11  

1．56±0．09  1．61±0．16  

1．洪±0．10  1．63±0．17  

1．73±0．12  1．72±0．12  

1．73±0．13  1．80±0．37  

658±60  

661±63  

67 ± 23  

0．30±0．02  

2．81±0．18  

154±12  

654 ± 57  

649±55  

70±21  

0．28 ±0．02  

2．79±0．14  

157 ±18  

659 ±49  

672± 52  

66±15  

0．29 ± 0．02  

2．80±0，22  

159±19  

682±59  

659±62  

74 1- 21 

0．29±0．02  

2．69±0．16  

159±24  

0．31±0．03  0．31±0．02  

0．31±0．02  0．31±0．03  

0．35±0．04  0．34 ±0．03  

0．34 ±0．04  0，34±0．03  

132±14  130 f 18 

132±14  129±15  

0．31±0．01  0．32±0．02  

0．31±0．01  0．33 ±0．03  

0．34±0．03  0．35±0．03  

0．35±0．03  0．36±0．07  

131±11  137±12  

134±10  133±13  

ⅤaluesareexpressedasMean±S．D．  

Table4 Absoluteandrelativeorganweightsinfemaleratstreatedorallywith2rhydroxybenzaldehydeinthe  
combinedrepeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscreerlingtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No．ofanimals  

Bodyweight（g）  
Absoluteorganweight  

ThymuS（mg）  
Heart（g）  

Liver（g）  

Spleen（mg）  
Kidney  

Right（g）  

k氏（g）  

Ovary  
Right（mg）  

k仕（mg）  

Relative organ weight 

Thymus（mg％）  

Heart（g％）  

Liver（g％）  

Spleen（mg％）  

粘dney  

Right（g％）  

Le氏（g％）  

0vary  
Right（mg％）  

k氏（mg％）  

12   

340±15  

241±67  

1．07±0．15  

13．28土0．99   

710±75  

12   

334 ±13  

192士60  

1．（氾±0．10  

13．21±0．75   

677±107  

12   

封3±20  

282±79  

1．03±0．08  

12．97±1．26   

659土83  

10   

340±17  

240 f 49 

0．98土0．05  

13．58±1．15   

648±70  

9   

346±9  

188土49  

1．（泊±0．10  

15．36±1．02書＊   

752±77  

1，03 ±0．07  1．09±0．12  

1．04 ±0．07  1．07±0．10   

1．03±0．08  1．00±0．06  1．01±0．05  

1．03±0．08  1．∝l±0．肪  1．09±0．27   

63 ±9   

55 ±6  

71 f 20 

0．31±0．05  

3．91±0－31  

209 ±18   

62±9   

55± 5  

58±17  

0，30±0．03  

3．96±0．22  

203±31  

三池±7   

沃）±5  

71±13  

0．29±0．02  

4．∝）±0．31  

191±19   

57 ±11   

54±6  

82 f 23 

0．30±0．伽  

3．79±0．33  

193±26  

47±7日   

47±7  

54±15  

0．29±0．03  

4．43士0．30■◆  

217士20  

0．31±0－03  0．33±0，03  

0．31±0．02  0．32±0．03  

19士3  19±3  

16 ± 2  16 ± 2  

0．30±0．03  0．30±0．02  0．29±0．02  

0，：氾±0．鵬  0．30±0．02  0．32±0．08  

17±3  16±2  14±2◆■  

16±2  15±1  14±2   

ValuesareexpressedasMean±S．D．   
Significantlydifferentfromthecontrolgroup：◆■：P＜0．01  
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2・ヒドロキシベンズアルデヒド  

Table5 Histopathologicalfindingsofmaleratstreatedorallywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombinedrep。at  

doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Organs  Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No・Ofanimals  12  12  12  12  12  

－findings  Grade  o12TE O12TE O12TE O12TE O12TE  

Cer二ebrum  

Cerebellum  

Heart  

－myOCarditis／focal  

Liver  

－1ipiddroplet／cytoplasmic  

Adrenal  

Spleen  

12  12  

12  12  

10 2  12  

0  12  12  

0  12  12  

0   8 4  12  

12   6 6  

0  12  12  

0  12  12  

0  12  12  

0  12  12  

0  12  12  

8 412  7 512  8 4 12 1 11 

12  12  

12  12  

Kidney  

－basophilicchage／tubularepitheliurn／focal 11 112  

Testis  

－atrOPhy／tubular／focal／bilateral  11 1 12 

Epididymis  12  12  

0：Noremarkablechanges l：Slight 2：Mild TE：TotalExamine  

Table6 Histopathologicalfindingsofdamstreatedorallywith2vhydroxybenzaldehydeinthecombinedrepeatdose  
andreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Organs  Dose（mg／kg／day）  

No．ofanimals  

－findings  Grade  E
 
 

e
T
 
 

。
加
1
2
1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0
 
 

2．5  10  40  40  160  160  

Alive Alive juive DeadorSacrificed Alive DeadorSacrificed  

E
 
 

2
T
 
 

1
 
 

O
 
 

E
 
 

2
T
 
 

1
 
 

O
 
 
 

10  2  9  3  

01TE O 2 3TE oITE O  12 3 P TE  

Cerebrum  

Cerebe11um  

Heart  

Jegeneration／myocardial  

Liver  

－neCrOSis／centrilobular  

qdeposit／glycogen  

Adrenal  

－hypertrophy／zonafosiculata  

Spleen  

12  12  （）  

12  12  0  

12  12  0  

12 － 12  1212  

12 12 1212  

12 12  0  

0  9  9 3  

0  9  9 3  

0  9  9 2  

3．  

3  

1  3  

3  

2  3  

3  

3  

1  3  

3  

1  

0  0  

1212 10 10 1 12  9  9 3  

1212  8 210  2  2  2 7 91  

0  0  1 1  9  9 3  

－hematopoiesis／extrameduuary／increased  8 412  0  0  0  0  6 3 9 3  

0  9  9 2  

0  9  9 3  

Kidney  

－neCrOSis／tubularepithelium  12 12  

0vaIγ  12 12  

0thergrosslesion  

－Tymus：atrophy  O  

：hemorrhage  O  

－Lung：congestion  o  

－Subcutaneousnodule：adenocarcinoma／  

0
 
0
 
0
 
 

l
 
1
 
0
 
 

1
 
 

1
 
 

0
 
0
 
0
 
 

01  

0  1  1  

0  1  1  

0  1 1 mammary gland O  O  0  0  

0：Noremarkablechanges l：Slight 2：Mild 3：Moderate P：Present）JTE：TotalExamine  

a）：dpresent’lisusedwhengradingofseveritywasnotdone，SuChascaseintheneoplasticlesion  
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反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験  

rable7 Summaryofreproductiveperformanceinratstreatedorallywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombined  
repeatdoseandreproductive／developmentaltoxicityscree鵬ngtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2・5  10  40  160  

3
 
 

0
 
 

±
 
1
2
 
1
2
 
1
2
 
0
0
 
0
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
 
 
1
 
 

2
 
 
4
 
 

Estruscycle（days，Mean±S．D．）  

No．ofpairsmated  

No．ofpairscopulated  

No．ofpregnantfemales  

Copulationindex（％）a，  

Fertilityindex（％）bI  

．
4
 
 

0
 
 

土
 
1
2
 
1
2
 
1
2
 
0
0
 
0
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
 
 
1
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‥
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彿
 
0
0
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0
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1
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〇
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±
 
1
2
 
1
2
 
1
2
 
抑
 
0
0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
 
 
1
 
 

4
 
4
 
 

a）：（No．ofpairswithsuccessfulcopulation／No．ofpairsmated）×100  
b）：（No．ofpregrlantanimals／No．ofpairswithsuccessfuIcopulation）×100  

では血液凝固因子の1つであるカルシウムの低下は認め  

られなかった．これらのことから，この変化が被験物質  

投与による影響とは考えられない．病理組織学検査にお  

いて被験物質投与に起因すると考えられる変化は肝臓で  

認められた．すなわち，対照群において観察される′ト葉  

周辺性脂肪化の程度およぴその出現頻度が40mg／kg以  

上の被験物質投与群で減少した．しかし，その機序は明  

らかではなかった．   

雌では，40mg／kg群の1母体が妊娠22日の分娩途中  

で，160mg／kg群の1母体が妊娠22日に死亡した．死亡  

例の病理組織学検査において，死亡に直接関連すると考  

えられる共通した所見は両者には認められなかった．そ  

の他，一般状態，体重，摂餌量および剖検所見に被験物  

質投与の影響は認められなかった．器官重量では160  

mg／kg群において肝臓の高値，卵巣の低値が認められ  

たが，40mg／kg以下の被験物質投与群には対照群との  

間に有意な差は認められなかった．病理組織学検査にお  

いて被験物質投与に起因すると考えられる変化は放と同  

様に肝臓で認められたが，その変化は雄と異なっていた．  

すなわち，肝細胞内にグリコーゲン最の軽微な増加が  

40mg／kg群の少数例，160mg／kg群の多数例に観察さ  

れた．なお，40および160mg／kg群の肝臓においてヘマ  

トキシリン・エオジン染色標本で肝細胞の細胞質が隆大  

淡明化し明るくぬけていたため，その性状をPAS反応  

および唾液消化後PAS反応で検索したところ，細胞内  

に分布するグリコーゲンを反映するものと考えられた．   

以上のことから，2－ヒドロキシベンズアルデヒドの反  

復投与により，160mg／kg群において雌の肝臓重量が高  

値を，卵巣重量が低値を示し，病理組織学検査では雌雄  

に相違はあるものの40mg／kg以上の投与群において肝  

臓に変化が認められた．したがって，本試験条件下にお  

ける2－ヒドロキシベンズアルデヒドの一般毒性学的な  

無影響量は，雌雄ともに10mg／kg／dayであると判断さ  

れる．  

2．生殖発生毒性   

雌の低層期，雌雄の交尾および受胎および雌の妊娠期  

間ならびに分娩に及ぼす被験物質投与の影響は認められ  

なかった．噂育状況では，160mg／kg群において乳頭の  

未発達に起因すると考えられる全新生児の死亡例が2例  

認められた．しかし，乳頭の未発達と被験物質投与の影  

2）分娩および哺育状態（Table8）   

40mg／kg群の1例が妊娠22日の分娩途中で死亡した  

以外に分娩の異常は対照群および被験物質投与群のいず  

れにも観察されなかった．しかL，160mg／kg群では分  

娩途中の死亡例は認められないことから，40mg／kg群  

における死亡が分娩異常に起因したものであるとは考え  

られない．また，40mg／kg群の1例では妊娠25日にお  

いても分娩が翠察されなかったため，剖検したところ着  

床痕が観察された．妊娠期臥 黄体数，着床痕数，着床  

率，出産率および分娩率には対照群と被験物質投与群と  

の間に有意な差は認められなかった．   

哺育状況では，160mg／kg群において乳頭の未発達例  

が2例に観察され，全ての新生児が哺育2日あるいは3  

日に死亡した，その他には哺育状況の異常は認められな  

かった．性比，出生率および新生児生存率には対照群と  

被験物質投与群との間に有意な差は認められなかった．  

なお，哺育期間中の児の死亡は，160mg／kg群において  

多い傾向がみられたため，同群の哺育4日の平均生存児  

数が少なく，新生児生存率も低い傾向にあった．  

3）新生児の形態，体重および剖検所見（Table9）   

生存児および死産児致の外表検査では，短躯および痕  

跡尾が対照群の死産児に1例，痕跡尾が160mg／kg群の  

生存児に1例観察されたのみであった．哺育0日および  

4日の体重は，160mg／kg群において対照群に比べてわ  

ずかに低値を示す傾向にあったが，有意な差は認められ  

なかった．40mg／kg以下の投与群における体重は対照  

群とほほ同等の値であった．哺育4日の剖検では，いず  

れの例においても異常は認められなかった．  

考察   

1．反復投与毒性   

雄では，死亡例はなく，一般状態，体重，摂餌量，血  

液学検査値，血液生化学検査値，剖検所見および器官重  

量には被験物質投与の影響は認められなかった．なお，  

血液学検査において160mg／kg群にプロトロンビン時間  

の延長が認められたが，血液凝固系に関連する他の項目  

に変化が認められない単一項目における変化であった＿  

また，本披験物質はラットおよびマウスにおいて低カル  

シウム血症を起こすことが報告2，されているが，本試験  

162  

－185－   



2・ヒドロキシベンズアルデヒド  

Table8 Deliveryandlitterdatainfemaleratstreatedorallywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombinedrepeat  
doseandreproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  160  

No．ofpregnantfemales  

No．offemaleswithlivepups  

Gestationindex（％）a）  

12  12  

10  11  

83．8  91．7  

Gestationlength（days，Mean±S．、D．）22．3±0．5  22．3±0．5  22．5±0．7  22．5±0．5  22．8±0．4  

No．ofcorporalutea（Mean±S．D．）248（20．7±4．7） 257（21．4±3．5） 226（18．8±3．6）198（19．8±2．4） 214（19．5±2．3）  

No．ofimplantations（Mean±S．D．）  

lmplantationindex（％）b）  

No．ofsti11born（Mean±S．D．）  

No．ofliveborn（Mean±S．D．）  

Livebirthindex（％）cJ  

Deliveryindex（％）d）  

No．ofmaleplユpS（Mean±S．D．）  

No．offemalepups（Mean±S．D．）  

Sexratioe）  

No．ofpups  

DayOoflactation（Mean±S．D．）  

207（17．3±3．1）．223（18．6±2．6）184（15．3±4．8）172（17．2±1．7）185（16．8士2．0）  

83．5  86．8  81．4  86．9  8a4   

2（0．2±0．4）  4（0．3±0．7）  0（0，0±0．0）  2（0．2±0．6）  7（0．6±0．9）  

183（15．3±4．0） 208（17．3±2．2）165（13．畠±4．3）152（15，2±2．5）152（13．8±3．1）  

98．9  98．1  100  98．7  95．6  

89．4  95．1  89，7  89．5  85．9  

97（8．1±3．2）105（8．8±2．4） 幻（6．9±3．1） 78（7．8±2．7） 82（7．5±2．2）  

86（7．2±3．1）103（8．6±2．0） 82（6．8±2．2） 74（7．4±2、5） 70（6．4±2．0）  

1．13  1．02  1．肌  1．05  1．17  

183（15．3±4．0） 20鋸17．3±2．2）165（13．8±4．3）152（15．2±2．5）151（13．7±3．3）  

Day40flactation（Mean±S．D．）179（14．9±3．8） 203（16．9±1．7）163（13．6±4．3）151（15．1士2．5）125（11．4±6．1）  

Viabilityindex（％）f）  97．8  97．6  98．8  99．3  82．8  

a）二（No．offemaleswithlivepup／No．ofpregnantfemales）×100  
b）：（No．ofimplantations／No．ofcorporalutea）×1（氾  
c）：（No．oflivepupsondayO／No．ofpupsborn）×100  
d）：（No．ofpupsborn／No．ofimplantations）×1CO  

e）：（No．ofmales／No．offemales）  
i）：（No．oflivepupsonday4／No．oflivepupsondayO）×100  

Table9 Bodyweightofpupsfromdamstreatedoral1ywith2－hydroxybenzaldehydeinthecombinedrepeatdoseand  
reproductive／developmentaltoxicityscreeningtest  

Dose（mg／kg／day）  0  2．5  10  40  1餌  

DayOoflactation  

Male  

Female  

Day40flactation  

Male  

FeInale  

6．7±0．6  6．4±0．4  

6．2±0．5  6．0±0，4  

10．5±1．8  10．0±1．1  

10．0土1．5  9．3±1．0  

7．0±0．6  6．9±0．5  6．0±0．5  

6．8士0．6  6．5±0．7  5．7±0二5  

11．2±1．3  10．9±1．2  9．7±1．4  

11．2士1．8  10．5±1．5  9．0±1．7  

ValuesareexpressedasMean±S．D．  

響との関係については明らかではなかった．40mg／kg  

以下の被験物質投与群には哺育の異常は認められなかっ  

た．新生児出産雌数，出産率，黄体数，着床痕敬および  

着床率には被験物質投与の影響は認められなかった．   

新生児に関して，生存児数，死産児数，性比，分娩率  

および出生率には披験物質投与の影響は認められなかっ  

た．また，新生児および死産児に被験物質投与に起因す  

る外表異常は認められなかった．哺育期間中の児の死亡  

は，対照群との間に有意な差は認められないものの160  

mg／kg群において多い傾向がみられ，新生児生存率が  

低い傾向にあった．また，哺育0日および4日の体重は  

160mgノkg群においてわずかに低値を示す傾向にあっ  

た．サリチル酸あるいはアスピリンの150mg／kgを妊娠  

8日、14日までの7日間にわたって経口投与した試験  

では新生児の発育遅延，柾乱撃の低下が報告“されてい  

る．したがって，本被験物質160mg／kgの投与により新  

生児の生存および発育に及ぼす影響が示唆された．しか  

し，40mg／kg以下の投与群においては新生児の生存お  

よび発育に及ぼす被験物質投与の影響は認められなかっ  

た．新生児の哺育4日の剖検では，いずれの例において  

も異常は認められなかった．   

以上のことから，生殖発生毒性的には性周期，交尾お  

よび受胎，妊娠期間および分娩に及ばす被験物質投与の  

影響はいずれの投与群においても認められなかった．し  

かし，160mg／kg群では全新生児が死亡した母動物が2  

例認められ，また，新生児の生存・発育に及ぼす影響が  

示唆された．したがって，本試験条件下における生殖発  

生毒性的な無影響量は，雄に関しては160mg／kg／day，  
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雌に関しては40mg／kg佃ay，新生児に関しては40  連絡先  

mg／kg／dayであると判断される．  試験費住着：梅村睦夫  

試験担当者：杉沢健一，石倉寿一，石井孝広，  

田村一利，茂呂光夫，勝亦倶慶  
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