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3. 要約

N-エチルアニリン o(対照群:ゴマ油)、 1、5及び 25mg/kg/dayを、 Sprague-Dawley

系 SPFラットの、雄には交配前 14日間に加え交配期間を通して剖検前日まで (42日

間)、 l唯には交配前 14日間に加え交配期間及び妊娠期間を通して授乳4日まで (41"，53

日間)強制経口投与し、反復投与毒性及び生殖発生毒性の概略について検討した。

3.1 反復投与毒性

一般状態、体重及び摂餌量には被験物質投与の影響は認められなかった。

病理学検査では、牌臓で大型化と重量の高値が 25mg/kg投与鮮の雌雄にみられ、褐

色色素沈着の増加が 5mg/kg以上の投与群の雌雄に、髄外造血の充進が 5mg/kg以上

の投与群の雄に、さらにうっ血が 25mg/kg投与群の雌雄に観察された。また、肝臓で

クッパー細胞の色素沈着が 25mg/kg投与群の雌雄、髄外造血の充進が 25mg/kg投与

群の雌に観察され、腎臓で重量の高値が 25mg/kg投与群の雌に認められた。

3.2 生殖発生毒性

性周期、交尾までに要した日数、交尾率、授精率、受胎率、出産率、妊娠期間、黄

体数、着床痕数、着床率、死産児率、出生児数及び出生率に被験物質投与の影響は認

められず、授乳期間中の哨育状態にも異常が認められないことから、 25mg/kg投与群

においても雌雄動物の交尾能、授精能及び受胎能、母動物の妊娠維持、分娩及び晴育

行動などの生殖機能への影響はないと判断した。

出生児では、出生時の外表観察、出生時及び生後 4日の雌雄体重並びに性比、生後

4日の生存率及び剖検所見に被験物質投与による影響は認められなかった。

これらの結果から、本試験条件下でN-ェチルアニリンを反復経口投与することによ

り、雌雄の 5mg/kg以上の牌臓に被験物質投与に起因する変化が惹起された。したが

って、本被験物質の雌雄動物における反復投与毒性に対する無影響量及び無毒性量は

雌雄で 1mg/kgと判断した。また、雌雄親動物と児動物における生殖発生毒性に対す

る無影響量及び無毒性量はいずれも 25mg/旬以上と判断した。

ハ
υ

'z
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4 緒言

厚生労働省医薬食品局審査管理課化学物質安全対策室の委託により、 N-:r.チ

ルア=リンのラットを用いた経口投与による簡易生殖毒性試験を実施したので、その

成績を報告する。

11 



R-1061 

5園 試験材料及び方法

5.1 被験物質及び媒体

5.1.1 被験物質

N-エチルアニリンは 以下の情報とともに購入した。また、

試験開始前に赤外吸収スペクトルの測定により特性が確認されている(試験番号:

A-2272、添付資料1)。

名称

英語名称

CAS番号

官報公示整理番号

構造式又は示性式

分子式

分子量

常温における性状

臭い

融点

沸点

蒸気圧

蒸気密度

溶解性

引火点

発火点

純度 (GC)

不純物

比重 (20/20)

屈折率 n20/D

入手量

保存方法

ンけツニ

間

隔

ア

組

引

ι
v
M
5
3
 

ノ

-

E

E

-

ヂ

Y

9

、

，

.
d
'
n
f
o
o
o
 

エ

日

L

H

M

m

u併

ω
L

附

l
〈
川
V

CgHllN 

121.18 

黄色透明液体

刺激臭

-63.50C 

2040C 

133Pa/38.50C 

4.2 

易溶;アセトン、ベンゼ、ン

不溶;水

910C 

4790C 

99.5% 

不明

0.9623 

1.5544 

1000 mL (500 mL ; 2本)

遮光、冷暗所(冷蔵庫内、許容値:1，....10oC、実測値:

3~60C) に保存した。

12 
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保存場所

取扱い上の注意

安定性

残量の処理

5.1.2 媒体

名称

製造者

規格

ロット番号

保存方法

保存場所

御殿場研究所被験物質保存室及び第 2研究棟 4階被験

物質調製室

作業場の換気を十分に行い、マスク、保護眼鏡、保護

手袋等の適切な保護具を着用し、直接の接触を防止し

た。取り扱い後は、手、顔等を良く洗い、うがいをし

た。

株式会社ボゾリサーチセンター御殿場研究所で投与期

間終了後に残余被験物質の赤外吸収スベクトルを確認

した結果、実験実施前に確認した参照スベクトルとほ

ぼ同様であり安定性(保存期間の温度実測値:3~80C) 

に問題はなかった(添付資料 2)。

被験物質 5gを保存試料として御殿場研究所被験物質

保存室に保存した。動物試験及び分析終了後の残量は

全て焼却処分した。

ゴマ油

丸石製薬株式会社

日本薬局方

0607 

室温

御殿場研究所第 2研究棟 4階被験物質調製室

なお、媒体については、 N-ェチノレアニリンのラットを用いる 28日間反復経口投与毒

性試験に使用されている。また、本試験に先立って実施した iHPLCを用いた N・エチ

ルアニリンの被験液中濃度測定法バリデーション及び安定性試験(媒体:ゴマ油)J 

(株式会社ボゾリサーチセンター試験番号 :A圃 2272)において、ゴ、マ泊中での被験物

質の安定性に良好な結果が得られていることから、ゴマ油を選択した。

5.2 投与液の調製及び保存方法

5.2.1 対照群投与液の採取

被験液調製当日の被験物質を取り扱う前に、対照群投与液として必要量の媒体を褐

色ガラス瓶に貼付したラベルを確認しながら分注し、投与に使用するまで被験液と同

様に保存した。

5.2.2 被験液の調製及び保存

濃度ごとに必要量の被験物質を秤取し、媒体を加え溶解させた後、規定量にメスア

ップして、 0.33、1.7及び 8.3mg/mL 液({氏、中及び高用量群投与液)をそれぞれ調製

13 
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した。調製は最大 7日分を一括して行い、調製した被験液は褐色ガラス瓶に入れて冷

所(冷蔵庫内、許容値:1"，，10oC、実測値:3....，90C) に保存し、安定性の確認された範

囲内で投与に使用した。残液はポリ瓶に回収又はペーパータオル等に吸着させて焼却

処分した。

5.2.3 被験液の安定性

本被験物質の 0.3及び 100mg/mL溶液(媒体:ゴマ油)は、褐色ガラス瓶に入れ冷

所(冷蔵庫内、許容値:1~10oC) で 7 日間、その後室温で 24 時間安定であることを

株式会社ボゾリサーチセンターで確認されている(株式会社ボゾリサーチセンター試

験番号 :A圃 2272、添付資料 3)。

5.2.4 被験液の濃度確認

雄の投与 1週と投与 6週の 2回、投与に用いる各濃度の被験液について、投与に使

用する前に株式会社ボゾリサーチセンター 御殿場研究所で HPLC法により濃度確認、

を実施した。その結果、各濃度液における表示値に対する被験物質の割合は

98.8----108.2%であり、いずれも許容範囲内(濃度:表示値に対する割合;100.0土10.0%)

で、あった(添付資料 4、5)。分析法の概略を以下に示す。

[測定対象標準物質]

被験物質の一部を標準物質として使用した。

名称 : N-エチルアニリン

ロット番号

純度

保存方法

VCNBD 

99.5% 

遮光、冷暗所[冷蔵庫内(許容値:1....，1 OOC、実測値:

2"，，80C) に保存した。]

御殿場研究所 被験物質保存室及び生化学部標準物質

保存場所

保存場所

[試薬]
試薬名 等級 メーカー

和光純薬工業株式会社

Thermo Fisher Scientific. Inc. 
エタノール

メタノール

精製水 ムテスシ一造一製一ルハ

用
一
用
一
ド

C
一C
一い

も
一
工
一
叶

?
-
7
:
1
 

日
一
回
一

M

ム一アスシ

器

切

機

四
用使

り

機器名及び型式 メ}カー

置装理処

c
一器一タ

正
一
出
一
一

回
一
検
一
デ

2695セバレーションモジュール

2487デュアル λUV/VIS検出器 1 Waters Corporation 

ミレニアム 32クロマトグラフィーマネジャー
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2) 天秤

メーカ-

Mettler-Toledo AG 

機器名及び型式

分析用上皿電子天秤 AE240 

3) その他の機器

機器名及び型式

Milli-Q水製造システム Milli-Q Advantage A 10 

ソニケータ T460 

メーカー

Millipore Corporation 

Elma Hans Schmidbauer GmbH & CoKG 

[試液の調製]

HPLC移動相[精製水/メタノール (35:65、v/v) ] 

試薬 : 精製水

メタノーノレ

調製方法

使用期限

精製水 350mLとメタノール 650mLを混合した。

調製後 30日以内(本試液は調製日翌日までに使用し

た。)

[標準原液の調製]

以下に示すように、標準原液を用時調製した。

調製試料 | 採取試料 | 採取量 (g)

標準原液 I N-ェチルアニリン I 0.0202又は 0.0201

溶媒:エタノール

定容量 (mL)I調製濃度 (μg/mL)

100 I 202又は 201

[標準溶液の調製]

以下に示すように、標準溶液を用時調製した。

調製試料 | 採取試料 |採取量 (mL) I 定容量 (mL)

希釈標準原液| 標準原液 I 2.5 I 50 

標準溶液 | 希釈標準原液 I 2 I 20 

溶媒:エタノール

L
 

m
 

oo= 

町
一
川
市

濃製調

[測定実測試料の調製]

0.33、1.7及び 8.3mg/mL被験液をそれぞれ n=lで採取し、以下の表に示すように測

定実測試料を用時調製した。なお、 l次希釈では、定容する前に超音波処理し溶解後、

定容とした。

被験液 1次希釈 2次希釈 3次希釈 希釈率

(mg/mL) 採取量 定容量 採取量 定容量 採取量 定容量

(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) 

0.33 100 1.5 5 
三三〉〉〈〈くごこ 二:::::><く 1000/3 

1.7 100 2 30 三〉くご 1500 
8.3 100 2 30 2 10 7500 

溶媒:エタノール

15 
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件条{
疋
ム

測

ラ
民
ヵ

D
A
 

H
 Mightysil RP-18 GP 150 x 4.6 mm、5μm(関東化学株

式会社)

カラム恒温槽設定温度

400C 

HPLC移動相 : 精製水/メタノール (35:65、v/v)

流量 : 1.0 mL/min 

検出 : UV (測定波長 254nm) 

オートサンプラー設定温度

注入量

測定時間

注入JI慎序

100C 

10μL 

11 min 

注入順序 注入回数 注入内容

3 標準溶液(システム適合性)

2 3 標準溶液(定量用)

3 測定実測試料 (0.33mg/mL) 

4 測定実浪IJ試料(1.7mg/mL) 

5 測定実測試料 (8.3mg/mL) 

標準溶液及び測定実測試料の測定は、測定開始後 24時間以内に実施した。な

お、バリデーション試験で、オートサンプラー内 24時間の保存安定性が確認

されている。

[測定システム適合性]

測定開始時に標準溶液をHPLCへ3回連続注入してN柵エチルアニリンの保持時間及

びピーク街積の再現性を線認した。

評価基準 : 保持時間及びピーク面積の相対標準偏差が 5%以下。

その結果、 N-エチルアニリンの保持時間の相対標準偏差は 0.0%、ピーク面積の相対

標準偏差は 0.6%以下と、いずれも基準の 5%以下を満たしていた。このことから本測

定はシステムの妥当性が保証された中で実施された。

[被験液中 N-エチルアニリン濃度の算出]

標準溶液を HPLCへ3回注入して N・エチルアニリンのピーク面積の平均値 (Qs)を

求めた。次に測定実測試料を HPLCへ 1回注入して N-エチルアニリンのピーク面積

(Qt) を求め、以下の式により被験液中の N幽エチルアニリン濃度を算出した。また、

表示伎に対する割合(%)を算出した。

被験液中 N-ェチルアニリン濃度 (mg/mL)ニ ___Q!_ xAxFx 
Os .. A 1000 
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Qt :測定実測試料中の N・エチルアニリンのピーク面積

Qs:標準溶液の N-エチルアニリンの平均ピーク面積

A:標準溶液中の N圃エチルアニリン濃度 (μg/mL)

F :希釈率

5.3 試験動物種及び系統の選択理由

毒性試験法ガイドラインによりげっ歯類を用いた試験が必要とされていることから

ラットを選択した。また、この試験に使用された系統のラットは一般毒性試験、生殖

発生毒性試験に広く用いられ、かっ、その特性がよく知られており、背景資料が豊富

であることから選択した。

5.4 試験動物

Sprague-Dawley系 SPFラット (Crl:CD(SD)、日本チヤールス・リバー株式会社、厚

木飼育センター〕の雌雄 62匹をそれぞれ 8週齢で入手注)し、入荷日を馴化 113と起

算して、 3 日間の検疫期間を含む 20 日間の馬~"化飼育を行った。その問、一般状態の観

察 (1回/日)、体重測定(馴化 1、3、10、17及び 20日の 5回)及び臆垢検査(馴化

4から 1713の 14日間)を実施した。その結果、一般状態及び性周期に異常がなく、

体重増加が良好な雌雄 48匹を選択し、 10週齢で投与に使用した。なお、性周期につ

いては、 1室垢像を発情前期、発情期、発情後期及び発情休止期に分類し、それらの周

期が 4~5 日ごとに繰り返されない場合を性周期異常とした。動物は検疫・期"化期間中

の体重増加量(検疫初回の体重~群分け持の体重)により選別後、群分け当日(投与

開始の前日)の体宣言により層別化し、各群の平均体重ができるだけ均等となるよう各

群に割付けた。個体の割付けはコンビュータを用いたブロック配置法及び無作為抽出

法の組み合わせ(ブロック配置法で必要な群を構成し、試験群及び群内の個体番号を

無作為に割当てた)で

394 g) 、 t雌惟でで、 2幻34←~280 g (平均体E重室:25日4g)でで、あつた。群分けから除外された動物の

うち、雄 14匹は投与開始後に試験から除外し、有効利用を自的として動物管理責任者

に移管した。残りの雌 14匹は無処置動物として継続飼育したが、交配に用いなかった

ため、交配終了後に試験から除外し、有効利用を目的として動物管理責任者に移管し

た。

注) :試験計画書に従い、動物発注数は雄雄各 60匹であったが、実際には雌雄各 62匹が納入され

た。

5.5 飼育条件

動物は、温度 23:l:30C(実測値:21~290C 、 260C からの逸脱は 9 回みられたが、いず

れも 30以内に復帰した。最高値は 290C)、相対湿度 50土20%(実測値:40~70%) 、

換気回数 10~15 回/時間、照明 12 時間/日 (07:00--19:00) の動物飼育室(飼育室番号:

808号室)でブラケット式金属製網ケージ (W254xD350xH170mm :リードエンジニ
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アリング株式会社)に個別に、交配中は雌雄各 1症の計 2匹を収容した。なお、妊娠

17日から授乳 4日までは、床敷(ホワイトフレーク:日本チヤールス・リバー株式会

社)を入れたプラスチック製エコンケージ (W340xD400xH185mm :日本クレア株式

会社)に l腹単位で収容した。鈎料は NMF田形(放射線滅菌、オリエンタノレ酵母工

業株式会社、ロット番号:100518、100611、100713)をステンレス製給餌器により自

由に摂取させた。飲料水は水道水(御殿場市営水道水:自動給水装置使用)を自由に

摂取させた。ただし、プラスチック製エコンケージに収容している聞は給水瓶を使用

した。飼料及び床敷中の混入物質等に関しては、供試飼料は EurofinsScientific 

Analyticeで実施した分析結果をそれぞれ入手し、床敷については、 EurofinsScientific 

Analyticeで定期的(年6回)に実施した分析結果を入手した。飲料水については、水

道法に準拠した水質の分析を芝浦セムテック株式会社(旧社名:東芝機械環境センタ

ー株式会社)に定期的(年 4回)に依頼し、結果を入手した。これらのデータは試験

成績に影響を与える可能性のないことを確認、し、分析報告書の写しを保存した。

5.6 動物の識別

動物の個体識別は入荷時に小動物用耳標をつけて行った。群分け後は、性別及び投

与量ごと(対照群、低、中及び高用量の頗)に 4桁の番号をつけた。なお、 1000の位

は群、 100の位は性 (0番を雄、 1番を雌)、 10と1の位は個体番号とした。飼育ケー

ジに投与量(群)ごとに色分けしたケージラベルを付け、試験番号、投与経路、投与

量、性、動物番号、耳標番号、剖検予定日(雄)、交尾成立日(雌雄)及び分娩日(雌)

を明記した。

5.7 投与経路、投与期間及び投与回数とそれらの選択理由

投与経路は、 OECDGuideline for Testing of Chemicals 421に準じ、経口投与を選択

した。投与期間は雄で 42日間(交配前 14日間、交配期間を通して部検前日まで)、

交配群の雌で 41~53 日間(交配前 14 日間、交配期間及び妊娠期間を通して授乳 4 日ま

で)とした。ただし、不妊であった動物(動物番号:1105及び 4107)については 40

又は 43日とした。また、全児死亡母動物(動物番号:2110)については 39日間とし

た。投与回数は反復投与試験で一般的に行われている 1回/日 (7回/週)とした。

5.8 投与方法

投与方法は、げっ歯類の経口投与に際して一般的な強制経口投与とした。投与容量

は3mL/kg 体重とし、フレキシブル胃ゾンデを用いて投与液を 1 日 l 回、 08:31~12:18

の間に強制経口投与した。ただし、投与持に分娩中であった動物は分娩終了を待って、

14:41，...，15:56の間に投与した。対照群には媒体(ゴマ油)のみを同様に投与した。個体

ごとの投与液量(表示単位:0.1 mL、小数第二位を四捨五入)は、最近侍の体重を基

準に算出した。
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5.9 投与量及び群構成

投与量 1、5及び 25mg/kgの 3用量とし、媒体を投与する対照群を加え 4群構成と

した。 1群当たりの動物数は各群でj唯雄各 12匹とした。群構成を表 11-1.に示した。

表 11-1.群構成表

試験群
投与量 被験液濃度 投与容量

'性 動物数 動物番号
(mg/kg) (mg/mL) (mLlkg) 

雄 12 1001~1012 
対照群 。 。 3 

雌 12 1101~1 1l 2 

雄 12 2001~2012 
低用量群 0.33 3 

雌 12 2101~2112 

雄 12 3001~3012 
中用量群 5 1.7 3 

雌 12 3101~3112 

雄 12 4001~4012 
高用量群 25 8.3 3 

雌 12 4101~4112 

5.10 投与量の設定根拠

投与量は、先に実施した fN-エチノレアニリンのラットを用いる 28日間反復経口投与

毒性試験、財団法人畜産生物科学安全研究所、投与量:1、5、25、及び 125mg/kgJ 

の結果を参考に設定した 1)。一般状態、体重及び摂餌量では 125mg/kg投与群の雌雄

でチアノーゼ、眼球及び尿の褐色化、皮膚蒼白などの症状がみられ、体重増加の抑制

及び摂餌量の減少が雄に認められた。血液学及び血液化学検査では 5mg/旬以上の投

与群でいずれも有意なメトヘモグ、ロビン含有率の増加、ハインツ小体保有赤血球の出

現を伴う溶血性貧血の所見並びにプロトピン時間の短縮、 25mg/kg以上の投与群でカ

リウムの増加、 125mg/kg投与群の雄あるいは雌雄で総ピリルピン及びアノレブミンの

増加、血小板及びナトリウムの減少が認められた。病理学検査では 5mg/kg投与群の

雌及び 25mg/kg以上の投与群の峰雄で牌臓重量の増加が認められ、組織学的にはヘモ

ジデリン沈着及び赤芽球系髄外造血巣の増加、うっ血、減胞縁帯リンパ球の減少が認

められた。また、ヘモジデリン沈着は肝臓及び腎臓にも認、められ、赤芽球系造血充進

所見が骨髄及び肝臓に認められた。以上のように Nーエチルアニリンのラットへの投与

によりメトヘモグロピン血症及びそれに伴う溶血性貧血が発現した。無影響量は雌雄

ともに 1mg/kg/dayと推定された。したがって、簡易生殖毒性試験における投与最は

明らかな被験物質投与の影響が予想される 25mgl匂を高用量とし、以下公比 5で除し

て5及び lmg/kgをそれぞれ中及び低用量に設定する。

5.11 観察及び検査の方法

試験日の起算は、投与開始日を投与 1日、投与 1日から 7日を投与 1週、交尾成立

日を妊娠 0目、分娩終了日を授乳 0目、出産日(出生日)を補育 0日(生後 0日)と

し、以下に示す項目について、それぞれ記載の時期に観察及び検査を実施した。
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5.11.1 一般状態の観察

全個体について、馴化期間中は毎日 1回、投与期間中は毎日 3回(投与前、投与直

後及び投与約 2時間後)、それぞれ体外表、栄養状態、姿勢、行動及び排池物などの

一般状態における異常の有無を観察した。なお、妊娠期間中の動物を手に持つての定

期的な観察は、妊娠 0、7、14及び20日に行った。

5.11.2 体重測定

馴化期間中は全個体について、期11化 1、3、10、17及び 20日に体重を測定した。雄

は投与 1、4、8、11、15、18、22、25、29、32、36、39、42日及び剖検日に、雌は投

与 1、4、8、11、15日(未交尾動物は交配期間中の投与 18、22及び 25日)、妊娠 0、

4、7、11、14、17及び 20日、授乳 0及び4日並びに剖検日に体重を測定した。なお、

午後の分娩観察時に分娩の終了が確認された個体の授乳0日の体重測定(13:58，..， 16:49) 

を除き、 08:36-11:18の間に体重測定を行った。剖検日の体重は前日から約 16時間絶

食させた後、相対器官重量算出に備えて 07:55-08:42の間に測定した。

5.11.3 摂餌量測定

全個体について、雄は投与 1、4、8、11、15、32、36、39及び42日に、 j雄は投与 l、

4、8、11及び 15日、妊娠 1、4、7、11、14、17及び 20日並びに授乳 2及び4日に残

餌量を測定し、前日の給餌量との差から 1匹当たりの 1日摂餌量を算出した。給餌量

及び残飯量の測定は 08:22~11 :34の間に行った。

5.11.4 睦垢検査

馴化期間中は全個体について、目室垢を採取し鏡検した。投与期間中は全個体につい

て、投与開始翌日から交尾が認められるまで毎日(午前中)膝垢を採取し、鏡検した。

燈垢像は発情前期、発情期、発情後期及び発情休止期に分類し、廟"化期間中は性周期

異常の有無を、交配前投与期間中は発情期像発現回数及び発情期から次の発情期まで

の日数(性周期)を調べ、交配期間中は臆垢内の精子の有無を調べた。

5.什 .5 交配方法

交配前投与期間終了後、同じ投与群の交配群の雌雄を 1:1で終夜間居させ、翌朝、

陸栓形成あるいは態垢中に精子を確認したものを交尾成立とみなした。交配開始日を

0日と起算して交尾までに要した日数を調べた。同一雌雄による同居期間は最長 13日

間であった。

5.11.6 分娩及び日南青観察

1) 母動物の観察

交尾の確認された雌動物は全例自然分娩させ、分娩状態の異常の有無を観察した。

分娩終了の確認(授乳 0日の測定及び観察)は、妊娠 21日から 25日までの午前と午
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後の 1日2回(妊娠 25日は午前 10時までに 1回)行った。妊娠期聞は 0.5日単位で

表示し、 1日単位で算出した。分娩が 17時までに終了していた場合、その日を授乳 0

日とした。分娩が終了した母動物は胎盤及び羊膜の処理の有無を観察後、授乳 4日ま

で出生児を日甫育させ、児集め、営巣及び授乳を指標として晴育状態を観察した。分娩

した母動物は授乳 5日に病理学検査に供した。なお、妊娠 25日の午前 10時までに分

娩が終了しなかった対照群 1例(動物番号 1105)、5mg/kg投与群の 1例(動物番号

3110)及び 25mg/kg投与群の 1例(動物番号 4107) は、エーテル麻酔下で、腹大動脈

切断により放血致死させ、病理学検査に供した。妊娠の有無を確認、した。その結果、

5 mg/kg投与群の l例(動物番号 3110) は子宮内に大きい胎児を 1匹確認されたが、

他の動物は着床が認められなかったため不妊とし、妊娠期間中のデータを統計解析よ

り除外した。

2) 出生児の観察

出生日(生後 0日)に出生児数及び死産児数を数えた。出生児は外表異常の有無を

観察技)し、性別を判定して体重を測定した後、母動物に晴育させた。外表異常児はエ

ーテル深麻酔により安楽死させた後、リン酸緩衝 10vol%ホルマリン液に固定し、保

存した。出生児の生死の観察を生後 4日まで毎日 l回行った。なお、死産児及び死亡

児は廃棄した。

生後 4日に体重を測定した後、全例をエーテル麻酔下で、開腹し、腹大動脈切断によ

り放血致死させ剖検を行い、体外表、胸部、腹部を含む器官・組織の異常の有無を調

べた。なお、出生児の体重は個体別に測定し、各腹単位で雌雄別に平均値を算出した。

注) :頭部の陥没や裂、顔面の鼻吻や上下顎、口唇のゆがみや裂、眼険や耳介の大きさ、形状、左

右のバランス、胸鯛部のゆがみや大きさ、内部臓器の突出、尾部の長さ、形状、数、欠損、

四肢部の長さ、形状、指の数、欠損及び左右のバランスに注意して観察し、正常と異なる場

合を異常とした。

5.11.7 病理学検査

1) 剖検及び器官重量測定

最終投与翌日に全ての生存動物について、エーテル麻酔下で、腹大動脈切断により放

血致死させ、それぞれ体外表、頭部、胸部、腹部を含む全身の器官・組織の肉眼によ

る詳細な病理解剖を行い、結果を記録した。なお、母動物については剖検特に黄体数

及び着床痕数を数えた。次いで、肝臓、腎臓、牌臓、精巣及び精巣上体の重量を測定

した。器官重量(絶対重量)と剖検時の体重から体重 100g当たりの相対重量を算出

した。なお、精巣、精巣上体及び腎臓については友右別々に測定し、その合計値で評

価した。妊娠 25日未分娩動物及び授乳期間中に全補育児が死亡した母動物については

放血致死させた後、剖検した。なお、これら母動物から得られたデータについては、

統計解析に含めなかった。

2) 病理組織学検査

全ての個体について、以下に示す全検査対象器宮/組織をリン酸緩衝 10vol%ホルマ

リン液で固定し、保存した。異常部位の肺には固定時にリン酸緩衝 10vol%ホルマリ
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ン液を注入した。精巣及び精巣上体はブアン液で固定した後、リン酸緩衝 10vol%ホ

ルマリン液に置換し保存した。次いで、パラフィン包埋した後、切片とし(個体識別

部(耳標を装着した耳介)は固定・保存のみとした)、ヘマトキシリン・エオジン (H• 

E)染色を行った。鏡検は、対照群及び高用量群並びに妊娠 25日未分娩及び授乳期間

中に全日甫育児が死亡した母動物の全個体の全検査対象器官/組織並びに全動物の肉眼

的異常部伎について行った。両側性の器官については両側を摘出し、腎臓、精巣、卵

巣、精巣上体及び精嚢は両側、子宮は両角部を鏡検した。その結果、高用量群で被験

物質投与による変化が疑われた肝臓及び牌臓について、中及び低用量群を含め全例に

ついて鏡検した。なお、精巣については H.E染色標本で被験物質投与の影響が認めら

れなかったため、 PAS染色標本による観察は行わなかった。また、腎臓所見で「好酸

性小体jは観察されなかったため α2u圃グロプリンの免疫組織化学的染色による観察は

行なわなかった。

肝臓、腎臓、牌臓、精巣、精巣上体、前立腺、精嚢、卵巣、子宮、陸、肉眼的異

常部位、個体識別部(耳標を装着した耳介)

5.12 統計解析

5.12.1 パラメータの算出

以下の式により交尾率、授精率、受胎率及び出産率は群ごとに、妊娠期間、着床率、

死産児率、外表異常率、出生率、生後 4日生存率、生後 O及び 4日の出生児の性比は

母動物ごとに算出した。なお、出生児の体重は母動物ごと雌雄55IJに平均値を求めた。

交尾率(%)= (交尾動物数/同居動物数)xl00 

授精率(%)= (雌を妊娠させた雄の数/交尾した雄の数) xl00 

受胎率(%)= (妊娠した雌の数/交尾した雌の数) xl00 

e 妊娠期間(日)=妊娠 0日から分娩した日までの日数

出産率(%)=(出生児出産雌数/妊娠雌数) xl00 

着床率(%)ニ(着床痕数/黄体数) xl00 

死産児率(%)= (死産児数/出生児数及び死産児数) xl00 

外表異常率(%)= (外表異常児数/出生児数)xl00 

出生率(%)= (出生児数/着床痕数)xl00 

生後 4日生存率(%)= (生後 4日の生存児数/出生児数) xl00 

生後 0日の性比=雄出生児数/出生児数

生後 4日の性比=生後 4日の雄生存児数/生後 4Sの生存児数

5.12.2 検定

データは対照群と各用量群との差について統計学的有意性の検定を行った。

体重、体重増加量(雄:投与 1，---42日、雌:投与 1---15日、妊娠 0-20日及び授乳 0---4

日、出生児:生後 0~4 日)、摂餌量、発情期像発現回数、性周期(発情周期)、交尾
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までに要した日数、妊娠期潤、黄体数、着床痕数、生存児数、性比(生後 0及び4日)

及び器官重量(含、剖検特体重)は、群ごとに平均値及び標準偏差を求め、次に示す

模式図の方法に従って検定した 2)、3)、4)。

各群の平均値土標準偏差

mean rank test 

p<O.05.0.01 

両側検定

着床率、死産児率、外表異常率、出生率及び生後 4日生存率については、群ごとに

平均値及び標準偏差を求め、 Dunnett型 meanrank testにより平均順位の差の検定(有

意水準 0.05及び 0.01、両側)を行った 4)。

交尾率、授精率、受胎率、出産率は、各群の交尾動物数、 j唯を妊娠させた雄動物数、

妊娠雌動物数、生存児出産雄動物数より算出し、 Yeatesの連続修正によるど検定を行

った(有意水準 0.05及び 0.01、両側)。ただし、期待度数が 5以下のセルがみられる

場合には Fisherの直接確率計算法により検定を行った(有意水準 0.05及び 0.01、両側)
4) 。
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6. 試験結果

6.1 一般状態 (Table1ぺ-1-4、Appendix1ぺ-1-16)

雄では、いずれの動物にも投与期間を通じて異常はみられなかった。

雌では、鼠径部の皮下結節が 25mg/kg投与群の 1例(動物番号 4111)で授乳期間

中にみられたが、 1例のみの発現であることから、偶発性変化と判断した。

6.2 体重 (Fig.1、2、Table2-1-2-4、Appendix2-1-ユ16)

雄では、対照群と各被験物質投与群との間に有意差は認められなかった。

雌では、 5及び 25mg/kg投与群で対照群との聞に有意差は認められなかった。その

他、 1mg/kg投与群で交配前投与期間中の体重増加量に有意な低値が認められたが、

用量との関連がないことから、偶発的変化と判断した。

6.3 摂飼量 (Fig.3、4、Table3-1-3・4、Appendix3・1-3・16)

雌雄ともに、被験物質投与によると考えられる影響は認められなかった。

なお、有意な高値が 5mg/kg投与群の雄で投与 32日、雌で、投与 4日、 25mg/kg投与

群の雄で投与 39日、雌で妊娠 11日に認められたが、軽度な一過性の高値であり、偶

発性と判断した。

6.4 器官重量 (Table4-1、4-2、Appendix4-1-4・12)

雄では、 25mg/kg投与群で牌臓の絶対及び相対重量に有意な高値が認められた0

5 mg/kg以下の投与群では対照群との間に有意差は認められなかった。

授乳 4日の母動物では、 25mg/kg投与群で牌臓及び腎臓の絶対及び相対重量に有意

な高値が認められた。 5mg/kg以下の投与群では対照鮮との聞に有意楚は認められな

かった。

6.5 剖検所見 (Tableらい5-4、Appendix5-1-5-96) 

6.5.1 雌雄の生存動物(投与期間終了時)

25 mg/kg投与群では牌臓の大型化が雌雄各 10例にみられた0

5 mg/kg以下の投与群では、異常はみられなかった。

6.5.2 雌の未分娩動物

未分娩動物は対照群、 5及び 25mg/kg投与群で各 1例みられた。

対照群の l例(動物番号 1105)は不妊で、あったが、いずれの器宮・組織にも異常は

なかった。なお、交配相手の雄(動物番号 1005)に右精巣上体尾部に結節がみられた。

5 mg/kg投与群の l例(動物番号 3110)は子宮内に大きい胎児を 1匹確認されたが、

いずれの器官・組織にも異常はなかった。

25 mg/kg投与群の 1例(動物番号 4107) は不妊であり、牌臓の大型化がみられた。
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なお、交配相手の雄(動物番号 4007) にも牌臓の大型化がみられた。

6.5.3 授乳期間中に全児が死亡した母動物

1 mg/kg投与群の 1例(動物番号 2110)はいずれの器官・組織にも異常はなかった。

その他、 Table及びAppendixに示す所見がみられたが、いずれもその発現状況から

偶発性変化と判断した。

6.6 病理組織学検査 (Table6ぺ-6-4、Appendix5ぺ-5圃 96)

被験物質投与の影響と考えられる変化が肝臓及び牌臓にみられた。

6.6.1 雌雄の生存動物(投与期間終了時)

肝 臓 : 軽微なクッパー細胞の色素沈着が 25mg/kg投与群の

雄 9例と雌 4例、軽微又は軽度な髄外造血が 25mg/kg 

投与群の雌 8例にみられた。

牌 臓 : 軽微又は軽度な褐色色素沈着の増加が 5mg/kg投与群

の雄で 7例と雌 2例及び 25mg/kg投与群の雄 12例と

i雄3例、軽微又は軽度な髄外造血が対照群、 1、5及び

25 mg/kg投与群の雄でそれぞれ 5、5、11及び 12例み

6.6.2 雌の未分娩動物

られ、5mg/kg以上の投与群の雄で発現頻度が増加し、

かっ所見の程度が上昇した。軽微又は軽度なうっ血が

25 mg/kg投与群の雄 12例と雌 11例にみられた。

未分娩動物は対照群、 5及び 25mg/kg投与群で各 1例(動物番号 1105:不妊、動物

番号 3110:子宮内に大きい胎児を 1匹確認、動物番号4107:不妊)みられた。

対照群の 1例は、いずれの器官・組織にも異常はなかった。 5mg/kg投与群の 1例

で牌臓の軽度な褐色色素沈着の増加、 25mg/kg投与群の 1例で牌臓に軽度な髄外造血

の充進、褐色色素沈着の増加及びうっ血並びに肝臓に軽微なクッパー細胞の色素沈着

の増加がみられた。

6.6.3 授乳期間中に全児が死亡した母動物

1 mg/kg投与群の 1例(動物番号 2110)はいずれの器官・組織にも異常はなかった。

その他、 Table及びAppendixに示す所見がみられたが、いずれもその発現状況及び

病理組織学的性状から偶発性変化と判断した。

6.7 性周期 (γable7、Appendix6ぺ-6-4)

対照群及び被験物質投与群では、性周期異常の動物はみられなかった。従って、発

情期像発現回数及び平均性周期日数には対照群と各投与群との問に有意差は認められ

なかった。
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6.8 交配成績 (Tabfe8、Appendix7-1-下4)

ほとんどの組合せが交配開始後 5日までに交尾(ただし、対照群の 1組が交配開始

後 13日、 5mg/kg投与群の 1組が交配開始後 8日に交尾)し、交尾率は 100%であっ

た。

交尾は認められたが雌不妊動物が対照、群で 1例(動物番号 1105)及び 25mg/kg投

与群で 1例(動物番号 4107)みられたが、受胎率及び授精率には対照群と各被験物質

投与群との聞に有意差は認められなかった。

6.9 分娩成績 (γabfe9、Appendix8-1-8・4)

ほとんどの妊娠動物は妊娠 21----22日に正常に分娩し、妊娠期間及び出産率には対照

群と各被験物質投与群との間に有意差は認められなかった。また、出産児の生死数に

異常はなく、黄体数、着床痕数、生存出生児数、着床率、死産児率及び出生率には対

照群と各投与群との聞に有意差は認められなかった。

なお、未分娩動物が 5mg/kg投与群で 1例(動物番号 3110、黄体数及び着床数は各

1 11問、子宮内に大きい胎児(約 8cm) を1匹確認)みられた。また、全児死産の母動

物が 1mg/kg投与群で l例(動物番号 2110) みられた。この母動物は妊娠 24日の午

前中に死産児数 18匹を分娩した。剖検の結果、黄体数 (21)及び着床数 (19) であ

り、特異的異常がないことから、娩出に時間を要したことが全児死産の一因と考えら

れた。しかし、これら動物の発現状況に用量との関連がないことから、偶発的変化と

判断した。

6.10 出生児の性比及び外表観察 (Table旬、 Appendix与ト9-4)

生後時及び 4日の性比には対照群と各被験物質投与群との聞に有意差は認められな

かった。外表異常を有する出生児は対照群で無尾が 1例みられた。

6.11 出生児の生存率 (Table11、Appendix10固い10-4)

授乳期間中の死亡児は対照群、 1、5及び25mg/kg投与群でそれぞれ 1、5、5及び2

例であり、生後 4日生存率には対照群と各被験物質投与群との聞に有意差は認められ

なかった。

6.12 出生児の体重 (Table也、 Appendix11・1-11-4)

出生時及び生後 4 日の雌雄体重並びに生後 0~4 日の聞の体重増加量には対照群と各

被験物質投与群との聞に有意差は認められなかった。

6.13 出生児の授乳4日音IJ検所見 (Table旬、 Appendix12・1-12-4)

いずれの投与群の出生児にも異常はみられなかった。
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7. 考察

N-エチノレアニリンの o(対照群:ゴマ油)、 1、5及び25mg/kgを、 Sprague-Dawley

系 SPFラットの、雄には交配前 14日間に加え交配期聞を通して剖検前日まで (42日

間)、雌には交配前 14日間に加え交配期間及び妊娠期間を通して授乳4日まで (41-53

日間)強制経口投与し、反復投与毒性及び生殖発生毒性を検討した。

7.1 反復投与毒性

一般状態、体重及び摂餌量には被験物質投与の影響は認められなかった。

病理学検査では、肉眼的に 25mg/kg投与群の雌雄で牌臓の大型化がみられ、重量的

に25mg/kg投与群の雌雄で牌臓重量の高値、組織学的に 5mg/kg以上の投与群の雌雄

で牌臓における褐色色素沈着の増加、 5mg/kg投与群の雄で牌臓の髄外造血の充進、

25 mg/kg投与群のj唯雄で牌臓のうっ血、肝臓のクッパー細胞の色素沈着、同群の雌で

髄外造血が観察された。また、 25mg/kg投与群の雌で腎臓重量の高値が認められた。

同様な変化は 28日間反復経口投与毒性試験 1)においても認められており、 N-エチルア

ニリンのラットへの投与によりメトヘモグロビン血症及びそれに伴う溶血性貧血によ

り発現したものと考えられた。

7.2 生殖発生毒性

性周期、交尾までに要した日数、交尾率、授精率及び受胎率には被験物質投与の影

響は認、められなかった。更に、出産率、妊娠期罰、黄体数、着床痕数、着床率、死産

児率、出生児数及び出生率に被験物質投与の影響は認められず、授乳期間中の哨育状

態にも異常が認められないことから、 25mg/kg投与群においても雌雄動物の交尾能、

授精能及び受胎能、母動物の妊娠維持、分娩及び哨育行動などの生殖機能への影響は

ないと判断した。

出生児では、出生時の外表観察、出生時及び生後 4日の雌雄体重並びに性比、生後

4日の生存率及び剖検所見に被験物質投与による影響は認められなかった。

これらの結果から、本試験条件下で N-エチルアニリンを反復経口投与することによ

り、雌雄の 5mg/kg以上の牌臓に被験物質投与に起因する変化が惹起された。したが

って、本被験物質の雌雄動物における反復投与毒性に対する無影響量及び無毒性量は

雌雄で 1mg/kgと判断した。また、雌雄親動物と児動物における生殖発生毒性に対す

る無影響量及び無毒性量はいずれも 25mg/kg以上と判断した。
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Table 1-1 

Dose 
mg/kg 

。

1 

5 

25 

A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-EthYlaniline 

Clinica1 signs in male rats 

Day of administration 
Signs 

1-7 8“14 15-21 22-28 29-35 36四 42 43a) 

No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 
No. of animals with abnormal findings 。 。 。 。 。 。 。
No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 
No. of animals with abnormal findings 。 。 。 。 。 。 。
No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 
No. of animals with abnormal findings 。 。 。 。 。 。 。
No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 
No. of animals with abnormal findings 。 。 。 。 。 。 。

a): Day of necropsy 

R-I061 
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Table 1-2 A reproduct l ion/developmentaltox1city screening test in rats treated ora11y 
with N苧 Ethy1aniline

Clinica1 signs in female rats during the pre-mating period 

Day of administration 
Dose Signs 
mg/kg 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

。 No. of anima1s 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No. of animals with abnormal findings 。。。。。。。。。。。。。。。

1 No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No. of animals with abnorma1 findings 。。。。。。。。。。。。。。。

5 No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No. of anima1s with abnormal findings 。。。。。。。。。。。。。。。

25 No. of anirna1s 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No. of animals with abnormal findings 。。。。。。。。。。。。。。。
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Table 1-3 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Clinical signs in dams during the gestation period 

Administration 
Dose Signs 
mg/kg 。1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25a) 

。 No. of dams 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 1 。
No. of dams with abnormal findings 。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。

1 No. of dams 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 4 1 。
No. of dams with abnormal findings 。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。

5 No. of dams 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 2 1 1 l 
No. of dams with abnormal findings 。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。

25 No. of dams 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 1 。
No. of dams with abnormal findings 。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。

a): Gestation day 
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Table 1-4 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Clinical signs in dams during the lactation period 

Administration 
Dose Signs 
mg/kg 。 1 2 3 4 5a) 

。 No. of dams 11 11 11 11 11 11 
No. of dams with abnormal findings 。 。 。 。 。 。

1 No. of dams 12 11b) 11 11 11 11 
No. of dams with abnormal findings 。 。 。 。 。 。

5 No. of dams 11 11 11 11 11 11 
No. of dams with abnormal findings 。 。 。 。 。 。

25 No. of dams 11 11 11 11 11 11 
No. of dams with abnormal findings 1 1 1 1 l 1 

Mass 1 1 1 1 l 1 

a): Lactation day 
b): One dam was necropsied on lactation day 0 because all pups were stillborn. 
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Table 2-1 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Body weight of male rats 

Pre-mating period Mating period Post四 matingperiod 
Dose Gain 
mg/kg 1 4 8 11 15 18 22 25 29 32 36 39 42a) 1-42 

No. 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 。 Mean 395 405 420 428 443 447 462 468 485 491 502 509 516 121 
S.D. 19 22 23 24 27 25 29 31 33 33 35 38 39 20 

No. 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
1 Mean 395 406 418 429 442 447 461 470 483 491 504 511 519 124 

S.D. 18 18 19 22 24 22 24 26 26 28 30 30 31 18 

No. 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
5 Mean 393 406 418 430 441 451 461 468 479 488 500 507 517 124 

S.D. 17 21 20 23 22 23 21 21 22 24 24 24 27 14 

No. 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
25 Mean 394 405 419 429 444 449 461 468 481 489 499 506 515 121 

S.D. 17 19 18 19 19 20 20 21 21 24 26 26 26 18 

Unit: g 
No.: No. of animals 
a): Day of administration 
No significant difference in any treated groups from control group 



Table 2-2 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Body weight of female rats during the pre-mating period 

Oay of administration 
Oose Gain 
mg/kg 1 4 8 11 15 1-15 

No. 12 12 12 12 12 12 。 問ean 253 258 266 271 277 24 
5.0. 9 10 14 17 16 13 

No. 12 12 12 12 12 12 
1 Mean 254 258 261 264 268 14曇

S.D. 12 15 17 16 19 9D 

No. 12 12 12 12 12 12 
5 Mean 254 258 266 268 275 21 

S.D. 11 11 13 10 12 6 

No. 12 12 12 12 12 12 
25 Mean 256 255 261 267 272 16 

S.O. 10 9 10 10 11 6 

Unit: g 
No.: No. of animals 
*: pく0.05 (Significant difference from control group) 
0: Ounnett's test 

R-1061 



Table 2-3 

Dose 
mg/kg 

No. 。 Mean 
s.o. 

No. 
1 Mean 

s.o. 

NO. 
5 Mean 

s.o. 

No. 
25 Mean 

s.o. 

Unit: g 
No.: No. of dams 
a): Gestation day 

。

11 
282 
16 

12 
276 
18 

12 
280 
14 

11 
279 
11 

A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylani1ine 

Body weight of dams during the gestation period 

Administration 
Gain 

4 7 11 14 17 20a) 0-20 

11 11 11 11 11 11 11 
302 312 331 345 375 420 138 
12 13 13 16 19 22 18 

12 12 12 12 12 12 12 
296 307 329 346 382 431 154 
19 20 20 22 22 24 15 

12 12 12 12 12 12 12 
303 315 334 350 378 422 142 
14 16 17 16 22 29 25 

11 11 11 11 11 11 11 
299 308 330 345 380 429 150 

9 10 11 11 12 15 13 

No significant difference in any treated groups from control group 
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Table 2-4 

Dose 
mg/kg 

No. 。 Mean 
S.D. 

No. 
1 Mean 

S.D. 

No. 
5 Mean 

S.D. 

No. 
25 Mean 

S.D. 

Unit: g 
No.: No. of dams 
a): Lactation day 

A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Body weight of dams during the lactation period 

Administration 
Gain 。 4a) 0-4 

11 11 11 
327 342 15 
25 17 27 

l1b) 11 11 
334 346 12 
23 19 14 

11C) 11 11 
333 354 21 
30 23 20 

11 11 11 
332 344 12 
20 21 9 

b): One dam was necropsied on lactation day 0 because all pups were stillborn. 
c): One dam was not delivered. 
No significant difference in any treated groups from control group 
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Table 3-1 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 

Dose 
mg/kg 

No. 。 Mean 
S.D. 

No. 
1 Mean 

S.D. 

No. 
5 Mean 

S.D. 

No. 
25 Mean 

S.D. 

Uni t: g/l-at/day 
No.: No. of animals 

1 

12 
28 
3 

12 
27 
3 

12 
27 
3 

12 
27 
2 

a): Day of administration 

with N-Ethylaniline 

Food consumption of male rats 

Pre-mating period 

4 8 11 15 

12 12 12 12 
27 25 25 24 
4 3 3 2 

12 12 12 12 
28 24 25 24 
3 3 3 2 

12 12 12 12 
27 25 27 23 
2 3 2 2 

12 12 12 12 
29 26 26 25 
3 3 3 2 

骨: pく0.05; 毎併: p<O.01 (Significant difference from control group) 
D: Dunnett's test 

Post-mating period 

32 36 39 42a) 

12 12 12 12 
26 27 26 26 
2 2 3 3 

12 12 12 12 
26 29 26 26 
2 2 3 2 

12 12 12 12 
29* 28 27 28 
3D 4 3 3 

12 12 12 12 
28 30 29骨骨 28 
3 3 2D 2 
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Table 3-2 

Dose 
mg/kg 

No. 。 Mean 
S.D. 

No. 
1 Mean 

S.D. 

No. 
5 Mean 

S.D. 

No. 
25 Mean 

S.D. 

Unit: g/rat/day 
No.: No. of animals 

1 

12 
19 
2 

12 
20 
2 

12 
20 
3 

12 
21 
2 

A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Food consumption of female rats during the pre-mating period 

Day of administration 

4 8 11 15 

12 12 12 12 
19 20 20 19 
3 3 4 3 

12 12 12 12 
21 19 18 17 
2 3 3 4 

12 12 12 12 
22・ 20 20 19 
3D 4 2 2 

12 12 12 12 
20 18 21 20 
3 2 3 3 

袋: p<0.05 (Significant difference from control group) 
D: Dunnett's test 
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Table 3-3 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Food consumption of dams during the gestation period 

Administration 
Dose 
mg/kg l 4 7 11 14 17 20a) 

No. 11 11 11 11 11 11 11 。 Mean 20 23 23 24 25 27 22 
8.D. 2 2 3 2 3 3 2 

No. 12 12 12 12 12 12 12 
1 Mean 19 23 23 26 27 30 25 

8.D. 3 3 3 3 3 4 2 

No. 12 12 12 12 12 12 12 
5 Mean 20 25 25 27 28 29 24 

8.D. 3 3 4 3 5 4 3 

No. 11 11 11 11 11 11 11 
25 Mean 20 24 26 28骨 28 30 24 

8.D. 1 3 3 3D 2 3 4 
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Table 3-4 

Dose 
mg/kg 

No. 。 Mean 
S.D. 

No. 
1 Mean 

S.D. 

No. 
5 Mean 

S.D. 

No. 
25 Mean 

S.D. 

Unit: g/rat/day 
No.: No. of dams 
a): Lactation day 

A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-EthYlaniline 

Food consumption of dams during the lactation period 

Administration 

2 4a) 

11 11 
24 42 
7 6 

11b) 11 
26 45 
7 4 

llc) 11 
26 44 
5 7 

工1 11 
25 44 
8 4 

b): One dam was necropsied on lactation day 0 because all pups were stillborn. 
c): One dam was not delivered. 
No significant difference in any treated groups from control group 
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Table 4-1 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Organ weight of male rats 

Body Liver 
Dose weight 
mg/kg g g(g/100g BW) 

No. 12 12 。 Mean 518 17.81 
S.D. 38 1. 75 

No. 12 12 
Absolute 1 Mean 524 17.23 

S.D. 32 1. 97 

NO. 12 12 
5 Mean 520 17.66 

S.D. 28 1.64 

No. 12 12 
25 Mean 518 17.73 

S.D. 28 1. 52 

No. 12 。 Mean 3.44 
S.D. 0.22 

No. 12 
Relative 1 Mean 3.28 

S.D. 0.24 

No. 12 
5 Mean 3.39 

S.D. 0.18 

No. 12 
25 Mean 3.42 

S.D. 0.23 

毎 毎: p<O.Ol (Significant difference from control group) 
D: Dunnett's test 

Spleen Kidneys Testes 
(R+L) (RφL) 

g(g/100g BW) g(g/100g BW) g(g/100g BW) 

12 12 12 
0.78 3.29 3.28 
0.16 0.34 0.28 

12 12 12 
0.77 3.22 3.19 
0.13 0.23 0.37 

12 12 12 
0.85 3.32 3.42 
0.13 0.30 0.24 

12 12 12 
1.46・ 併 3.42 3.24 
0.22D 0.25 0.14 

12 12 12 
0.15 0.64 0.64 
0.02 0.06 0.06 

12 12 12 
0.15 0.62 0.61 
0.02 0.05 0.07 

12 12 12 
0.16 0.64 0.66 
0.02 0.04 0.05 

12 12 12 
0.28傍 併 0.66 0.63 
0.03D 0.04 0.04 

R-1061 

Epididymides 
(R+L) 

mg(mg/100g BW) 

12 
1268 

99 

12 
1218 
120 

12 
1263 

76 

12 
1270 

77 

12 
246 
23 

12 
233 
24 

12 
244 
19 

12 
246 
15 



Table 4-2 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-EthYlaniline 

Organ weight of female rats 

Body Liver Spleen 
Dose weight 
mg/kg g g(g/100g BW) g(g/100g BW) 

No. 11 11 。 Mean 348 15.29 
S.D. 13 2.03 

No. 11 11 
Abso1ute l Mean 351 15.51 

S.D. 21 1.97 

No. 11 11 
5 Mean 358 15.27 

S.D. 17 1.92 

No. 11 11 
25 Mean 343 14.64 

S.D. 18 1. 85 

No. 11 。 Mean 4.39 
S.D. 0.50 

No. 11 
Re1ative l Mean 4.42 

S.D. 0.53 

No. 11 
5 Mean 4.25 

S.D. 0.42 

No. 11 
25 Mean 4.28 

S.D. 0.50 

*: p<0.05: 骨骨: p<O.Ol (Significant difference from contro1 group) 
D: Dunnett's test 
DT: Dunnett-type rank test 

11 
0.77 
0.14 

11 
0.83 
0.10 

11 
0.83 
0.14 

11 
1. 51骨骨

0.24D 

11 
0.22 
0.04 

11 
0.24 
0.03 

11 
0.23 
0.03 

11 
0.44僑併

0.07DT 

Kidneys 
(R4・L)

g(g/100g BW) 

11 
2.09 
0.16 

11 
2.25 
0.21 

11 
2.27 
0.18 

11 
2.31* 
0.23D 

11 
0.60 
0.03 

11 
0.64 
0.04 

11 
0.63 
0.05 

11 
0.67奏 傍

0.07D 
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Table 5-1 

Organs 

Findings 

Ep ididdy11m1 is 
NOdule 

Liver 

A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally with N-Ethylaniline 

Gross pathological findings (End of administration period : D42) 

Dose (INnugm/b kSegx ): : 
M M M M 。 1 

12 5 
25 

er: 12 12 12 

1 。 。 。
Hepatodiaphragmatic nodule 1 。 。 。

Spleen 
Large 。 。 。 10 

M : Male 
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Table 5由 2

Organs 

Findings 

Liver 

A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally with N-Ethylaniline 

Gross patho1ogical findings (End of administration period : L4) 

Dose(mugm/kb Segx }: : 
F F F F 。 1 5 25 

Number: 11 11 11 11 

LunHFgo e(pbartonoddchaiuark ps h) ragmat ic nod111e 
。 。 1 。

cus，dark red 。 。 。 1 
Skin 

Nodule 。 。 。 1 
splL een 

arge 。 。 。 10 

F : Female 
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Table 5-3 

Organs 

Findings 

Spleen 
Large 

F : Female 

A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally with N-Ethylaniline 

Gross pathological findings (Undelivered) 

mNugm/k b Sex : 
F F F 

Dose(mg/kg) : 。 5 25 
er: 1 1 1 

。 。 1 

R-I061 
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Table 5-4 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally with N-Ethylaniline 

Gross pathological findings (All littermates died) 
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A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally with N-Ethylaniline 

Histopathological findings (End of administration period : D42) 

Table 6-1 
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Epididymis 
Number examined 
Not remarkable 
Cell infiltration.interstitial 

minimal 
Granuloma.spermatic 

mild 
Kidney 

Number examined 
Not remarkable 
Regeneration.tubular 

minimal 
Urinary cast.hyaline 

minimal 
Cell infiltration.interstitial 

minimal 
Liver 

Number examined 
Not remarkable 
Hepatodiaphragmatic nodule 

minimal 
Microgranuloma 

minimal 
Pigmentation，Kupffer cell 

minimal 
Cell infiltration.Glisson's sheath 

minimal 
Prostate 

Number examined 
Not remarkable 
Cell infiltration.interstitial 

minimal 
mild 

Seminal vesicle 
Number examined 
Not remarkable 

Spleen 
Number examined 
Not remarkable 
Brown pigment.increased 

minimal 
mild 

Hematopoiesis.extramedullary 
minimal 
mild 

Congestion 
mild 

Testis 
Number examined 
Not remarkable 

12 
12 

M : Male 

。。。。12 
12 
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A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally with N-Ethylaniline 

Histopathological findings (End of administration period : L4) 

Table 6-2 
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Kidney 
Number examined 
Not remarkable 
Dilatation，tubular.cystic 

minimal 
Regeneration，tubular 

minimal 
Urinary cast.hyaline 

minimal 
Mineralization 

minimal 
Liver 

Number examined 
Not remarkable 
Hepatodiaphragmatic nodule 

mild 
Hematopoiesis，extramedullary 

minimal 
mild 

Microgranuloma 
minimal 

Pigmentation，Kupffer cell 
minimal 

Lung(bronchus) 
Number examined 
Hemorrhage.focal 

minimal 
Mammary gland 

Number examined 
ADENOCARCINOMA 

present 
Ovary 

Number examined 
Not remarkable 

Spleen 
Nurnber exarnined 
Brown pigment.increased 

rninimal 
rnild 

Hernatopoiesis.extramedullary 
minimal 
rnild 
rnoderate 

Congestion 
rninirnal 
rnild 

Uterus 
Number examined 
Not rernarkable 

Vagina 
Number examined 
Not rernarkable 

11 
11 

F : Female 

0 
0 

。。11 
11 
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A reproduction/developmental toxicity screening test in rat_s treated orally with N-Ethylaniline. _. 

Histopathological findings (Undeliv.ered) 

Table 6喧 3
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Sex: 
Dose(mg/kg) : 

Number: 

Organs 

Findings 

Kidney 
Nu皿berexamined 
Not remarkabl.e 
Regeneration.tubular 

tnild 
Liver 

Number examined 
Not remarkable 
Pigmentation.Kupffer cell 

皿inimal
Ovary 

Number examined 
Not remarkable 

Spleen 
Number examined 
Not remarkable 
Brown pigment.increased 

mild 
Hematopoiesis.extramedullary 

mild 
Congestion 

mild 
Uterus 

Number examined 
Not remarkable 

Vagina 
Number examined 
Not remarkab'le 

1 
1 

F : Female 

1 
1 

1 
1 



Table 6・4
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A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated oral1y with N-Ethylaniline 

Histopathological findings (All littermates died) 

Organs 

Findlngs 

Kidney 
Number examined 
Not remarkable 

Liver 
Ntnnber examined 
N.ot remarkable 

Ovary • 
Numtler examined 
Not remarkable 

Spleen 
Number examined 
Not remarkable 

Uterus 
Number examined 
Not remarkable 

Vagina 
Number examined 
Not remarkable 

Sex: 
Dose (mg/kg) : 

Number: 

P
I
胃
ム
噌
ム

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

 
F : Female 



Table 7 

Dose No. of 
mg/kg anima1s 

。 12 

1 12 

5 12 

25 12 

A reproduction/deve1opmenta1 toxicity screening test in rats treated oral1y 
with N-Ethylani1ine 

Estrous cycle in fema1e rats during the pre-mating period 

Count of estrus Mean duration 
of cyc1es 。 1 2 3 4 Mean+S.D. Mean+S.D. 

。 。 。 7 5 3.4+0.5 4.2+0.3 

。 。 。 7 5 3.4+0.5 4.2+0.3 

。 。 。 7 5 3.4+0.5 4.1+0.3 

。 。 。 9 3 3.3+0.5 4.1+0.2 

No significaロtdifference in any treated groups from control group 

R-1061 



Tab1e 8 A reproduction/deve1opmenta1 toxicity screening test 1n rats treated ora11y 
with N-Ethy1ani1ine 

Mating and fertility of animals 

Ma1e 

Days until Copu1ation Insemination Days until 
Dose No. of copu1ation index index No. of copu1ation 
mg/kg ma1es Mean+S.D. (%) a) (%) b) fema1es Mean+S.D. 

。 12 2.9+3.3 12/12(100.0) 11/12( 91.7) 12 

1 12 2.3+1.2 12/12(100.0) 12/12(100.0) 12 

5 12 2.4+2.1 12/12(100.0) 12/12(100.0) 12 

25 12 2.1+1.4 12/12(100.0) 11/12( 91.7) 12 

a): (No. of copu1ated animals / No. of mated anima1s) X 100 
b): (No. of ma1es wh1ch impregnated females / No. of copu1ated males) X 100 
c): (No. of pregnant fema1es / No. of copu1ated fema1es) X 100 
No significant difference 1n any treated groups from contro1 group 

2.9+3.3 

2.3+1.2 

2.4+2.1 

2.1+1.4 

Fema1e 

Copu1ation 
index 
(%) a) 

12/12(100.0) 

12/12(100.0) 

12/12(100.0) 

12/12(100.0) 

R-1061 

Fertility 
index 
(%) c) 

11/12( 91. 7) 

12/12(100.0) 

12/12(100.0) 

11/12( 91.7) 



Tab1e 9 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated ora11y 
with N-Ethy1ani1ine 

De1ivery data on dams 

No. of No. of 
No. of females Delivery Gestation No. of implan- Implan- No. of 

Dose pregnant with index length corpora tation tation stillborns 
mg/kg fema1es liveborns % a) in days lutea sites index % b) (%)c) 

Tota1 11 11 100.0 171 169 2 。 Mean 21.9 15.5 15.4 98.9 1. 7) 
S.O. 0.3 2.2 2.2 2.5 4.0) 

Total 12e) 11 91. 7 194 189 20 
1 Mean 22.1 16.2 15.8 97.7 9.5) 

S.O. 0.7 2.2 1.7 3.5 ( 28.6) 

Total 12f) 11 91. 7 171 165 1 
5 Mean 21. 7 15.5 15.0 96.3 0.5) 

S.O. 0.5 1.3 1.7 4.6 1. 8) 

Total 11 11 100.0 177 172 3 
25 Mean 21. 7 16.1 15.6 97.4 1. 9) 

S.O. 0.5 工.5 1.2 3.8 4.4) 

a): (No. of fema1es which de1ivered liveborns / No. of pregnant fema1es) X 100 
b): (No. of implantation sites / No. of corpora lutea) X 100 
c): (No. of stillborns / No. of liveborns and stil1borns) X 100 
d): (No. of liveborns / No. of implantation sites) X 100 
e): All pups in one dam were stillborn. 
f): One dam was not delivered. 
No significant difference in any treated groups from control group 

R-I061 

No. of Live birth 
liveborns index 

% d) 

155 
14.1 91.0 
2.8 9.3 

159 
13.3 85.4 
4.6 27.6 

155 
14.1 93.9 
1.7 3.7 

162 
14.7 94.0 
1.8 7.1 



Table 10 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Sex ratio and external examination of pups 

Liveborns Sex ratio of Day 4 
liveborns 

Dose No. of No. of No. of at birth No. of No. of 
皿g/kg dams males females a) 

Total 68 87 。 11 Mean 6.2 7.9 0.43 
S.D. 2.4 2.3 0.13 

Total 77 82 
1 11 Mean 7.0 7.5 0.49 

S.D. 1.4 2.0 0.09 

Total 84 71 
5 11 Mean 7.6 6.5 0.54 

S.D. 2.4 1.8 0.12 

Total 85 77 
25 11 Mean 7.7 7.0 0.52 

S.D. 2.1 1.9 0.12 

a): NO. of liveborn males / No. of liveborns 
b): No. of live males on day 4 / No. of live pups on day 4 
c): No. of liveborns with external abnormalities 

males females 

68 85 
6.2 7.7 
2.4 2.3 

74 80 
6.7 7.3 
1.3 2.1 

82 68 
7.5 6.2 
2.4 1.6 

83 77 
7.5 7.0 
2.0 1.9 

d): (No. of liveborns with external abnormalities / No. of liveborns) X 100 
e): Acaudia 
No significant difference in any treated groups from control group 

Sex ratio of External c) 
live pups abnor-

on bda) y 4 malities 
(%)d) 

1e) 
0.44 0.6) 
0.13 2.0) 

。
0.49 0.0) 
0.09 0.0) 

。
0.54 0.0) 
0.12 0.0) 

。
0.52 0.0) 
0.12 0.0) 

R-1061 



Table 11 

R-1061 

A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Viability index of pups 

Dose 
mg/kg 

Viabili ty 
No. No. of live pups index on 
of postnatal 
dams Day 0 Day 4 day 4 % a) 

tよ
胃
止

、ムa
n
-

t
a
D
 

o
e
-

T
M
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nu 
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n
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T
M
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司
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司'-τムームa
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t
a
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o
e
-

T
M
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5
 

ー唱ム
司
ム

a
n
・

t
a
D
 

o
e
-

T
M
S
 

Fb 
ワ
h

154b) 153 
14.0 13.9 99.4 
2.8 2.8 2.0 

159 154 
14.5 14.0 97.0 
2.1 1.9 3.5 

155 150 
14.1 13.6 96.6 
1.1 1.9 3.9 

162 160 
14.7 14.5 98.9 
1.8 1.6 2.4 

a): (No. of live pUPS on day 4 / No. of liveborns on day 0) X 100 
b): One pup with external abnormalities was excluded. 
No significant difference in any treated groups from control group 



Table 12 

Dose 
mg/kg 

No. 。 Mean 
S.D. 

No. 
1 Mean 

S.D. 

No. 
5 問ean

S.D. 

No. 
25 Mean 

S.D. 

Unit: g 

No.: No. of dams 
a): Postnatal day 

。

11 
6.5 
0.5 

11 
6.8 
0.4 

11 
6.4 
0.5 

11 
6.4 
0.4 

A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Body weight of pups 

Male Female 

4a) Gain 。 4a) Gain 

11 11 11 11 11 
9.9 3.4 6.1 9.4 3.3 
1.2 0.9 0.4 1.0 0.8 

11 11 11 11 11 
10.0 3.2 6.3 9.3 3.0 
0.6 0.4 0.5 0.6 0.4 

11 11 11 11 11 
9.7 3.3 5.9 9.1 3.2 
1.2 0.9 0.4 1.4 1.1 

11 11 11 11 11 
9.5 3.1 6.0 8.9 2.9 
1.1 0.8 0.4 1.1 0.8 

No significant difference in any treated groups from control group 

R目 1061



Table 13 A reproduction/developmental toxicity screening test in rats treated orally 
with N-Ethylaniline 

Gross pathological findings in pups on postnatal day 4 

Dose (mg/kg) 。 l 5 25 

Male 
No. of pups examined 68 74 82 83 

No. of pups with abnormal findings 。 。 。 。

Female 
No. of pups examined 85 80 68 77 

No. of pups with abnormal findings 。 。 。 。

R-1061 


	表紙
	目次
	要約
	諸言
	試験材料及び方法
	試験結果
	考察及び結論
	参考文献
	図
	表

		2024-03-08T16:27:40+0900
	National Institute of Health Sciences




