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1. 要約

既存化学物質の毒性学的性質を評価するため?シクロヘキセンの o(溶媒

のコーンオイルのみ投与)， 50， 150および 500Dlg/kg/day を雌雄の

Crj :CD(SD)IGS系ラットに交配前 14日間，交配期間，妊娠期間および晴

育 4日まで連続強制経口投与し，反復投与毒性に加えて生殖・発生に及ぼ

す影響を検討した.

その結果は次のように要約される.

1)反復投与毒性

被験物質投与の影響と考えられる死亡動物は認められなかった.

投与後の一般状態の変化として，雌雄の 150DlgJkg以上の投与群で流涯が，

雌雄の 5001ng/kg群および雌の 150Dlglkg群で流涙が認められた.

体重および摂餌量では，雌雄とも被験物質投与の影響は認められなかった，

臨床検査では被験物質投与の影響を示唆する変化として，雄の 150mg/kg 

以上の投与群および雌の全ての投与群で総胆汁酸の高値，雄の 500mg/kg 

群で中性脂肪の低値が認められた.しかし，いずれも機序については不明

であった.

病理学検査では，剖検所見および組織所見に被験物質投与の影響と考えら

れる変化は認められなかった.器官重量では雄の 500mg/kg群で腎臓の相

対重量が高値を示し，組織所見で対応する変化は認められなかったが，被

験物質投与の影響が疑われた.

2)生殖発生毒性

性周期，交尾能，受胎能に被験物質投与の影響は認められなかった.

また，分娩状態，妊娠期間にも被験物質投与の影響は認められなかった.

新生児の外表検査では?被験物質投与の影響と考えられる異常は認められ

ず，体重変化にも影響は認められなかった.

死亡児および晴育 4 日の剖検でも被験物質投与の影響と考えられる異常

所見は観察されなかった.

以上の結果から，本試験条件下ではシクロヘキセンの反復投与により雌雄

とも投与後に流挺および流涙が観察され血液生化学検査項目の一部で変

化が認められた.特に総胆汁酸の高値は，雄では ]50111g/kg群から，雌で

は 501ng/kg群から認められており，無影響量は雄では 50J11glkg/day，雌で

は確認できず 50lng/kg/day未満と判断された.

雌雄の生殖に及ぼす影響は 500lnglkg/dayでも認められず，無影響量は雌

-5 -
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I住とも 500111glkg/dayと判断された.

児動物の発生・発育に及ぼす影響は 500Jng/kg/dayでも認められず F 無影

響量は 500J11glkg/dayと判断された.

-6 -
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2. 緒言

シクロヘキセンはシクロヘキサノーJレ， L-リジンの原料，特殊溶剤?シク

ロヘキセンオキサイド等各種有機合成原料として使用されている.本化合

物の毒性については p 経口投与によるマウスの LDso値が2300111glkgと報

告されている.しかし，生殖毒性に関する報告はなく，今回， 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シクロ

ヘキセンの反復投与毒性および生殖・発生毒性について検討したのでその

結果を報告する.

ー7-
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3. 表題

シクロヘキセンのラットを用いる反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試

験

4. 試験目的

既存化学物質の毒性学的性質を評価する一環として，ラットを用いた反復

経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験を行い一般毒性学的影響に加えて

生殖・発生に及ぼす影響を検討した.
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13.試験材料および方法

13.1. 被験物質

シクロヘキセン (Cyc]ohexene，CAS No. 110-83-8， 製

造， Lot No. ，純度 98.6wt%，分子量 82.14) は無色透明の液

体であり，使用時まで被験物質保管庫に密閉容器で保管した.シクロヘキ

センを実測した結果を， Reference data 1に示した.被験物質はコーンオイ

ル(ナカライテスク株式会社世 LotNo. VOH7150) に溶解し，調製した.

被験物質のコーンオイル中での安定性は， 3および200lllglmLの濃度につ

いて室温(約 2S
0

C)保存下 24時間および冷蔵(約 4
0

C)保存下 7日間安

定であることが当センター代謝分析室において確認されている[試験番

号:4798 ( 115 -140 )]. 

投与液の濃度分析は，調製開始時に調製した全ての試験群の投与液につい

て行った.その結果，表示濃度に対し 101.4'"'~ 101.9 %の範囲であった

(Reference data 2). したがって，投与液にはほぼ所定量のシクロヘキセン

が含有されていることを確認した.

投与終了後に製造元に返却した被験物質について，製造元で再分析した結

果，純度は 99.6%でありヲ被験物質は投与期間中安定であったことが確認

された (Referencedata 3). 投与液は 7日に l回以上調製し，投与まで冷

暗所に保存した.

13.2. 使用動物および飼育条件

試験には，日本チヤ}ルス・リバー株式会社から購入した生後 8週齢の

CD(SD)IGS[SP町系雌雄ラットを使用した.購入した動物は 7日間検疫・

馴化飼育した後体重推移および一般状態に異常が認められなかったもの

を予備飼育に移行した.

動物は，温度 24+3
0

C(実測値:21. 8 ~ 25.4 oC ) ，湿度目+20% (実測値:

39---73%) ，換気回数 15回/時間，照度 150---300lux 照明時間 12時間

(午前 7時点灯 午後 7時消灯)に設定されたバリアシステムの 505号飼

育室 (W5.7XD 10.0XH 2.5111， 142.5 TI13) で飼育した.株式会社東京技研

サーピスの自動水洗式飼育機を使用し アルミ製前面・床ステンレス網目

飼育ケージ (W15.8 X D 23.8 X H 16.0 CI11，飼育ケ」ジ・スペース 6017C1113) 

に動物を 1匹ずつ収容し飼育した.但し，雄は交配期間中アルミ製前面・

床ステンレス網目飼育ケージ (W36.8XD25.0XH ]6.0 cnl，飼育ケ」ジ・

スペース 14720CJ113) に収容した.妊娠 18日以降の母動物は晴育 4日まで

アルミ製前面・床ステンレス網目飼育ケージ (¥V36.8 x D 25.0 X H 16.0 C111) 

唱
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に晴育トレーおよび日本チヤールス・リバー株式会社製の巣作り材料(サ

ンフレーク)を入れて飼育した.

飼育ケージは隔週 1回 給餌器は週 l回交換した，

飼料は，オリエンタル酵母工業株式会社製造の NMF国型飼料(放射線滅

菌飼料;Lot No. 000810) を使用し，飼育期間中自由に摂取させた.飲水

は，水道水を給水ノズルより自由に摂取させた.供給した飼料および水に

はReferencedata 4および5に示した如く試験に支障を来す可能性の考え

られる爽雑物の混在はなかった.

したがって，動物の馴化期間を含め F 飼育期間中，デ}タの信頼性に影響

を及ぼしたと思われる環境要因の変化はなかった.

13.3. 群分け・個体識別

群分けは雌雄ともに検疫・馴化期間終了後 8日間の予備飼育期間の後に

10週齢で行った.

群分け時の動物の体重は群分け対象外の動物を含めた平均体重の 20%以

内に収まっており，群分け終了時の体重は，雄で 341'""'-'406g，雌で 207-----

252 gの範囲であった.投与開始日の体重をもとに層別化し，無作為抽出

法により 1群当たり雌雄各 12匹を振り分けた.群分け後の動物の識別は

耳介に群番号および群内番号を入墨すると共にケージに動物標識番号

(Animal ID-No.) をつけた.

但し?群分け前までは仮動物番号により管理した.

余剰動物は炭酸ガスにより安楽死させた.

13.4. 投与量，群構成，投与期間および投与方法

本被験物質のラットを用いた急性経口毒性試験[試験番号 4798 ( 115-

140 )Jの結果を参考に， 2週間投与予備試験「シクロヘキセンのラット

を用いる反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験-2週間投与予備試験

[試験番号 4800( 115 -142 ) ] Jを0，30， 100， 300および 1000nlg/kg/day 

の用量で実施した.その結果， 1000 TIlg/kg/ da y投与では雌雄とも死亡例が

認められ，投与後症状として流涯，流涙，さらに体重増加抑制，摂餌量の

減少など明らかな毒性影響が確認された.しかし， 300 nl訓沼/day投与で

は投与後症状として流挺は認められたものの十分な毒性発現量ではな

かった.したがって，本試験では予備試験に比べ投与期間が延長されるこ

とを考慮し， 500 Jng/kg/dayを高用量とし，以下公比約 3で除し 150およ

び50Jng/kg/dayを設定した.

投与経路は， OECDガイドライン「反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験」

で指示されている投与経路に準じて強制経口投与とした.

ー12-
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投与容量は，体重 100g当たり 0.5n1Lとし，交配前および交配期間中の

雌雄では個体別に測定した最新体重に基づき算出した.また，妊娠期間お

よび晴育期間中の雌は，妊娠 0，7， 14， 20および晴育 0日に測定した個

体別体重に基づいて算出した.投与液は，胃ゾンデを用いて毎日 1回 (7

日/週)8:42.-.._ 12:00に強制経口投与した.対照群には溶媒であるコーン

オイルのみを投与した.

投与期間は，雄は交配前 14日間と交配期間 14日間および交配期間終了後

20日間の連続 48日間とした.雌は交配前 14日間と交配期間中(最長 14

日間)および交尾成立雌は妊娠期間を通じて分娩後の晴育 4 日まで (42

--53日間)とした.交尾不成立の雌は交配期間終了後 24日間の連続 52

日間とした.また，交尾成立後分娩しない雌は妊娠 25日の解剖前日まで

(40---43日間)とした.

13.5. 観察および検査

13.5.1.一般状態

雌雄とも，一般状態の観察は毎日 2回以上(剖検日は 1回)行い，異常お

よび死亡の有無を記録した.

13.5.2 体重

雄は投与 1(投与開始日)， 8， 15， 22， 29， 36， 43および49日(剖検日)

に測定し，投与 lから 43日までの体重増加量を算出した.

雌は投与 1(投与開始日)， 8および 15日に測定し，投与 1から 15日まで

の体重増加量を算出した.交尾不成立の雌はそれ以降の投与 22，29， 36， 

43， 50および53日に測定した.また，交尾成立後の雌は，妊娠 0，7， 14 

および20日に，分娩した雌は晴育 0，4および5日(剖検日)に測定し，

それぞれ妊娠0から 20日および晴育 0から 4日までの体重増加量を算出

した.測定は電子天秤 PG2002-S (メトラー・トレド社)を用いて行い，

記録した.死亡動物については発見時にも測定した.

13.5.3. 摂餌量

雄は投与 1(投与開始日)， 8， 15， 22， 29， 36， 43および48日(剖検前

日)に餌重量を測定し，測定日から次の測定日までの摂餌量を求め平均 1

日摂餌量を算出するとともに投与 1から 15日および投与 22から 48日ま

での累積摂餌量を算出した，

雌は投与 1(投与開始日)， 8および 15日に餌重量を測定し，測定日から

次の測定日までの摂餌量を求め平均 1日摂餌量を算出するとともに投与 l

-13 -
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から 15日までの累積摂餌量を算出した.

交尾の成立しなかった雌はそれ以降の投与 29，36， 43， 50および52日に

餌重量を測定し，測定日から次の測定日までの摂餌量を求め平均 1日摂餌

量を算出した.また，交尾が成立した雌は妊娠 0，7， 14および 20日に，

分娩した雌は晴育 0および4日に餌重量を測定し，測定日から次の測定日

までの摂餌量を求め平均 1日摂餌量を算出するとともに妊娠 0から 20日

まで、の累積摂餌量を算出した.

測定は電子天秤 PG2002-S(メトラー-トレド社)を用いて行い，記録し

た.

なお，交配期間中の同居動物は摂餌量を測定しなかった.

13.5.4.交配

交配は交配前 14日間の性周期観察を行った雌と同群内の雄を l対 1で最

長 2週間毎晩同居させ，翌朝，睦栓または睦垢中の精子確認をもって交尾

成立とし，その日を妊娠0日とした.

性周期観察は交尾成立日まで行い，発情期から次の発情期までの聞の日数

を性周期日数として平均性周期を算出した.また性周期観察期間中の異

常性周期 (4または 5日以外の性周期)発現率[(異常性周期を示す雌動

物数/観察雌動物数) x 100J を算出した.

交配結果から各群について交尾率[(交尾成立動物数/同居動物数)x 100J 
を算出した.

13.5.5. 自然分娩時および出生児の観察

13.5.5.1. 母体の観察

妊娠動物は全て自然分娩させた.

自然分娩時に分娩状態の観察を行った.分娩の確認を妊娠 20から 25日の

午前 9~10 時の間に行い，この時間帯に分娩が完了していることを確認し

た動物および分娩を開始した動物は分娩完了まで待ち，その日を晴育 0

日とした.午前 10時を過ぎて分娩を開始した場合は翌日を晴育 0日とし

た.また，妊娠期間 (n南育 0日の年月日から妊娠 0自の年月日を減じた日

数)，受胎率[(受胎動物数/交尾成立動物数) x 100J，出産率[(生児出

産雌数/妊娠雌数) X 100]，着床率[(着床痕数/妊娠黄体数) X 100J， 

分娩率[(総出産児数/着床痕数) XI00]，出生率[(出産生児数/総出産

児数)X 100Jを算出した.妊娠 25日の午前 9時までに分娩のみられない

動物は病理解剖し， Sa1ewski法を応用して子宮を検査した.着床痕の認め

られない場合，妊娠不成立と判定した.日南育 5日に母動物は病理解剖し，
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黄体数および着床痕数を調べ肉眼的に異常の有無を調べた.

13.5.5.2. 出生児 (Fl)の観察

出産後，出産児数(生存児+死亡児)を調べ9 出生児の性別を判定し，性

比(雄/雌)を算出した.また，外表異常の有無を調べた.また，出生児

の体重は，晴育 0および 4 日に雌雄個体別に電子天秤 PG2002-S (メト

ラー・トレド社)を用いて測定し， 1腹の雌雄別平均体重を算出した.

出生児は晴育 4日に全例をエーテル麻酔下で放血安楽死させ，器官・組織

の肉眼的観察を行った.また，死産児および晴育期間中の死亡児はブアン

氏液に画定し，器官・組織の肉眼的観察を実施した.また，出生児の 4

日生存率[(晴育 4日生児数/出産生児数) x 100J を算出した.

13.5.6. 臨床検査

血液学検査および血液生化学検査は雄および自然分娩した雌の剖検時

(雄:投与 49日 雌:晴育 5日)に各群の全例について実施した.採血す

るに当たり，絶食のために前日の午後 5時に餌箱を取り除いた.

動物をエーテルで麻酔後開腹し，腹部大動脈から採血した.

13.5.6.l. 血液学検査

抗凝固剤 (EDTA-2K)入り採血管インセパックーE(積水化学工業株式会社)

に新鮮血を採取し，総合血液学検査装置 ADVIA120(バイエル社)を用い

て白血球数 (WBC:フローサイトメトリー法)，赤血球数 (RBC:暗視野

板法)，ヘモグロピン量 (HGB:シアンメトヘモグロピン法)，ヘマトク

リット値 (HCT: RBC， MCVより算出)，平均赤血球容積 (MCV:暗視

野板法)，平均赤血球血色素量 (MCH: HGB， RBCより算出)，平均赤血

球色素濃度 (MCHC: HGB， HCTより算出)，血小板数 (PLT:暗視野板

法)，白血球百分率(フローサイトメトリー法)および網赤血球率

(Reticulocyte : RNA染色法)を測定した.

白血球百分率は前述の機器で測定したが，別途血液塗抹標本を作製し，メ

イ・グリュンワルド・ギムザ染色して保管した.

13.5.6.2. 血液凝固能検査

抗凝国剤 (3.13%クエン酸ナトリウム水溶液)入り採血管ベノジェクト E

(テルモ株式会社)に血液を採取した後， 3000 r.p.JTI.で 13分間遠心分離し

て得た血援を検査に用いた.血液凝固測定装置 KC-40(アメルング社)を

用いてプロトロンピン時間 (PT:Quick一段法)および活性化部分トロン

ポプラスチン時間 (APTT:クロット法)を測定した.
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13.5.6.3. 血液生化学検査

インセパック δQ(積水化学工業株式会社)に血液を採取した後， 3000 r.p.ll1. 

で7分間遠心分離して得た血清を検査に用いた.多項目生化学自動分析装

置目立 7170 (株式会社日立製作所)を用いて総蛋白(工 protein: Biuret 

法)，アルブミン (Albunul1: BCG法)， AJG (計算値)，血糖 (Glucose: 

HK-G陣 6-PDH法):1 中性脂肪 (Triglyc巴ride: GK-GPO遊離グリセロール消

去法)，総コレステロール(T.cholesterol :コレステロールオキシダーゼ-

HDAOS法)，尿素窒素 (BUN:ウレアーゼ・ GLDH法)，クレアチニン

(Creatinin巴:酵素法)，総ピリルピン (T.bilirubin :パナジン酸酸化法)， 

アスパラギン酸アミノトランスフエラーゼ (AST:酵素-uv法)，アラニ

ンアミノトランスフエラーゼ (ALT:酵素・uv法)，アルカリホスファター

ゼ (ALP: p-ニトロフェニルリン酸基質法)，カルシウム (Calcium: MXB 

法)，無機リン(1.phosphorus : PNP-XDH法)および総胆汁酸 (T.bile acid : 

酵素サイクリング法)を，電解質測定装置 EA06R(株式会社エイアンド

ティー)を用いてナトリウム (SodiuDl:イオン選択電極法人カリウム

(PotassiUDl :イオン選択電極法)および塩素 (Chloride:イオン選択電極

法)を測定した.

13.5.6.4. 尿検査

投与期間終了週に，各群それぞれ 51sU(動物番号 1001~ 1005， 1101.-.._ 1104， 

1106， 1201-----1205， 1301----1305) の雄動物について検査を行った.

給餌・給水の条件下で採尿ケージを用いて 3時間尿(午前 10時から午後

1時まで)および 24時間尿(午前 10時から翌日午前 10時まで)を採取

した.

3時間尿を用いて pH，潜血，糖および蛋白を検査した.検査には N-マル

ティスティックス SG(バイエル・三共株式会社)を用い，判定は尿分析

装置 CLINITEK500(バイエル社)で、行った.

24時間尿を用いて尿量(計量)および色調(目視)を検査した後，尿を

室温， 1500 r.p.l11.で 5分間遠心し，上清および残涯に分離した.上清を用

いて Auto&stat01'11-6030 (株式会社アークレイファクトリー)で尿浸透圧

(氷点降下法)を測定した.

13.5.7. 病理学検査

13.5.7.1. 剖検および器官重量

解剖では動物の外観F 口腔，鼻孔および頭蓋腔，骨格，脳および脊髄の外

観と切断面，胸腔，腹腔および骨盤腔とその内臓頚部の組織および器官
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を検査した.生殖器官については 特に注意を払い検査した.

全ての肉眼的異常について 部位大きさ 硬さなどを記録した.

器官重量は，器官重量測定用自動天秤 PE360(メトラー-トレド社)を用

いて測定し，その数値を記録した.

①死亡動物

死亡動物(動物番号 1105) は発見後直ちに解剖した.

皮膚 F 乳腺，リンパ節(腸間膜リンパ節，下顎リンパ節)，胸骨，大腿骨，

骨髄(胸骨，大腿骨)，胸腺，気管，肺および気管支，心臓F 甲状腺，上

皮小体?舌，食道，胃および十二指腸，小腸(バイエル板を含む)，大腸

(バイエル板を含む)，肝臓，陣臓，牌臓，腎臓F 副腎，勝1光，精嚢，前立

腺，眼球，ハーダー腺，脳(大脳，小脳，橋を含む)，下垂体，脊髄(頚

部，胸部，腰部)，坐骨神経(筋肉近位端を含む)を 10v01%中性緩衝ホ

ルマリン液に 精巣および精巣上体をプアン氏液に固定した.

②雄動物

48日間投与後 午後 5時から絶食させ 翌日エーテル麻酔下で採血安楽

死させ，器官・組織の肉眼的観察を行った後，脳，胸腺，肝臓，腎臓，牌

臓，副腎，精巣および精巣上体重量を測定し器官重量-体重比を得られた

体重および器官重量から算出した.また，全動物について皮膚，乳腺，リ

ンパ節(腸間膜リンパ節，下顎リンパ節)，胸骨，大腿骨，骨髄(胸骨，

大腿骨)，胸腺，気管，肺および気管支，心臓，甲状腺，上皮小体，舌，

食道，胃および十二指腸，小腸(パイエル板を含む)，大腸(パイエル板

を含む)，肝臓， ~草臓，牌臓，腎臓，副腎，腸脱，精嚢，前立腺，眼球，

ハーダー腺，脳(大脳，小脳，橋を含む)，下垂体，脊髄(頚部，胸部，

腰部)，坐骨神経(筋肉近位端を含む)を 10vol%中性緩衝ホルマリン液

に，精巣および精巣上体をブアン氏液に固定した.

①自然分娩した雌

晴育 4日の投与後午後 5時から絶食させ，翌日エーテル麻酔下で採血安

楽死させ，器官-組織の肉眼的観察を行った後，脳F 胸腺，肝臓，腎臓，

牌臓，副腎および卵巣重量を測定し器官重量-体重比を得られた体重およ

び器官重量から算出した.また，全動物について皮膚，乳腺，リンパ節(腸

間膜リンパ節，下顎リンパ節)，胸骨，大腿骨 F 骨髄(胸骨，大腿骨)，胸

腺，気管，肺および気管支，心臓，甲状腺，上皮小体，舌3 食道，胃およ

び十二指腸，小腸(バイエル板を含む)，大腸(バイエル板を含む)，肝臓，

梓臓，牌臓，腎臓， ~U腎，腸脱，卵巣，子宮， ~室，眼球F ハーダー腺，脳

(大脳，小脳，橋を含む)，下垂体，脊髄(頚部，胸部，腰部)，坐骨神経

(筋肉近位端を含む)を 10vo1%中性媛衝ホルマリン液に固定した.なお，
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52日間投与の翌日 F エーテル麻酔下で、放血安楽死させ，器官・組織の肉

眼的観察を行った後，③に示した全ての固定器官を同様に固定した.

⑤自然分娩の認められない雌(動物番号 2004，2107， 2205， 2209， 2307， 

2312) 

妊娠 25日に，エーテル麻酔下で放血安楽死させ，器官・組織の肉眼的観

察を行った後F ①に示した全ての固定器官を同様に固定した.着床痕が認

められない動物は妊娠不成立と判定した.

⑥全児死亡の認められた雌(動物番号 2012)

生存児全ての死亡または喰殺が確認された日にエーテル麻酔下で放血安

楽死させ，器官・組織の肉眼的観察を行った後，③に示した全ての固定器

官を同様に固定した.なお F 剖検時に黄体数および着床痕数を調べた.

13.5.7.2. 病理組織学検査

下記に該当する動物について病理組織学検査を実施した.

組織は常法に従って株式会社組織科学研究所でパラフイン切片を作製し，

ヘマトキシリン・エオジン染色した.鏡検は安評センターで実施し，病変

の種類，程度について記録した.

①死亡動物(動物番号 1105)および全児死亡動物(動物番号 2012)

全固定器官.

②妊娠を成立させた雄

対照群と高用量群の各 5例(動物香号 1001'"'-'1003， 1005， 1006， 1301 '"'-' 

1305)の全固定器官およびそれ以外の異常病変部組織(精巣上体:動物香

号 1008，1011， 1102， 1112， 1308，肝臓:動物番号 1212，皮膚:動物番

号 1203，1310). 

③自然分娩した雌

対照群と高用量群の各 5例(動物番号 2001'--""'2003，2005， 2006， 2301----

2305) の全固定器官およびそれ以外の異常病変部組織(胸腺:動物番号

2106， 2310，腎臓:動物番号 2106，肝臓:動物番号 2102，2110，皮膚:

動物番号 2106，2210). 

④交尾の成立しなかった雌雄(動物番号 1108，2108) 

臆，子宮，卵巣，精巣，精巣上体，精嚢，前立腺および異常病変部組織(腎

臓:動物番号 2108). 

①妊娠を成立させなかった雄(動物番号 1004，1107， 1205， 1209， 1307， 

13]2)および妊娠不成立の雌(動物番号 2004，2107， 2205， 2209， 2307， 

-18 -



Exp. No. 4801 ( 115 -143 ) 

2312) 

睦7 子宮，卵巣F 精巣，精巣上体，精嚢および前立腺.

なお，精巣については PAS'ヘマトキシリン染色およびヘマトキシリン・

エオジン染色した後，ヘマトキシリン・エオジン染色標本で一般的病変を

検査し， PAS・ヘマトキシリン染色標本で精子形成サイクル(刊または四)

を検査した 1)

13.6. 統計解析

体重F 体重増加量，摂餌量，累積摂餌量3 平均性周期F 黄体数，着床痕数，

妊娠期間，出産児数F 死産児数，性比，着床率F 出生率，分娩率，外表異

常発現率重出生児の 4日生存率，血液学検査値，血液生化学検査値，尿検

査値(尿量および浸透圧)，器官重量および器官重量-体重比については

自動判別方式川こ従い，最初に B31i1ettの等分散検定を実施した.等分散

の場合は Dunnettの多重比較検定 3)で対照群と各投与群聞の有意差を検定

した. Bartlettの等分散検定で不等分散の場合は Steelの検定 4)で対照群と

各投与群聞の有意差を検定した.

出産率世交尾率および受胎率についてはX2検定を用いた.

異常性周期発現率，剖検所見および病理組織所見の発生率については

Fisherの直接確率検定法で検定した.

有意水準は Bartlettの等分散検定については 5%，その他の検定は 5およ

び 1%の両側検定で実施した.

但し，供試動物数が 1群につき 2例以下の場合，有意差検定は行わなかっ

た.

なお， p甫育期間中の出生児に関する成績は 1母体当たりの平均を 1標本と

して集計した.
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14.試験結果

14.1. 反復投与毒性

14.1.1.死亡および一般状態 (Table1-1----1-4， Appendix 1・1~ 1-4) 

死亡例が50nlg/kg群の雄で投与 33日に 1例(動物番号 1105)認められた.

しかしこの動物は飼育ケージに誤って挟まれて死亡した事故死であり，

被験物質投与と関連しないものであった.

一般状態の観察で，雄では f 被験物質投与の影響と考えられる症状として

流涯が 150および500mg/kg群でそれぞれ 3および 12例(全例)，流i戻が

5001Ug/kg群で 2例に認められた.その他，鼻分泌物が 50および 150mg/kg 

群でそれぞれ2および 1例，軟便が対照群， 50および5001ng/kg群でそれ

ぞれ 1，2および l例，脱毛が50，150および500nlダkg群でそれぞれ 1，

1および4例，痴皮が 150および500lllg/kg群で各 1例，外傷が 500lllg/kg 

群で 1例に観察された. 150 nl凶屯群で観察された流涯の多くは投与直後

から投与後 5分程度までの一過性の変化であった.一方， 500 mglkg群で

の流涯は投与後 30から 60分まで継続していた.

雌では交配前，交配，妊娠および晴育期間を通じて流涯が 150および500

mg/kg群で 2および 12例(全例)，流涙が 150およぴ500lllg/kg群で各 1

例に観察された.その他，鼻分泌物，眼分泌物が 500mglkg群でそれぞれ

l例，脱毛が50，150および 500lllg/kg群でそれぞれ2例，抗皮が50，150 

および500mg/kg群でそれぞれ 1，1および2例に観察された.流涯は 150

lng/kg群では投与直後から投与後5分程度までの一過性の変化であった.

一方， 500 111g/kg群では投与後 6時間まで継続する動物も数例認められた.

14.1.2. 体重 (Pigure1---2， Table 2-1----2-2， Appendix 2-1-----2・2)

雌雄とも対照群と被験物質投与群との聞に有意な変化は認められなかっ

た.

14.1.3. 摂餌量 (Pigure3 r--"-4， Table 3-1 ---..-3-2， Appendix 3-1 ----3-2) 

雄では対照群によt:べ500nlg/kg群で投与 43から 48日の平均 1日摂餌量が

有意な高値を示したが，僅かな変化であり被験物質投与の影響とは判断し

なかった.また，投与 lから 15日および22から 48日間の累積摂餌量に

は，いずれの被験物質投与群にも差は認められなかった.

雌では対照群と被験物質投与群との間で有意な差は認められなかった.
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14.1.4.臨床検査

14.1.4.1. 血i液夜学検査 (付Ta油ble巴4ι-1----4骨-2，5-1へ----5-2， Ap叩3礼苧p巴ndi拭x4-1 ----4ι-2， 5-1 ----5子-2幻) 

雄では，対照群に比べ 500111glkg群で網赤血球率が有意な高値を示した.

雌では， 5001ng/kg群で大型非染色細胞比率が有意な高値を示したが，軽

微な変化であった.

血液凝固能検査において F 雄では対照群に比べ 500111g/kg群で活性化部分

トロンポプラスチン時間が有意な短縮を示した.雌では 500111g/kg群でプ

ロトロンピン時聞が有意な延長を示したが，軽微な変化であった.

14.1.4.2. 血液生化学検査 (Tableι1'"'"'6-2， Appendix 6-1----6-2) 

雄では，対照群に比べ 150および 500111glkg群で NG比および総胆汁酸が

有意な高値または高値傾向， 500mg/kg群で中性脂肪が低値傾向を示した.

さらに， 500 nlg/kg群で総ピリルピン量が有意な高値を示したが，軽微な

変化であった.

雌では 2 全ての被験物質投与群で総胆汁酸が有意な高値または高値傾向を

示した.また， 500111g/kg群で ALTが有意な低値を示した.

14.1.4.3. 尿検査 (Table7， Appendix 7) 

尿色観察で，対照群， 50， 150および 500111g/kg群でそれぞれ 3，2， 1お

よび0例に黄褐色尿が認められ，用量に関連して黄褐色尿例が減少した.

他の検査項目には，対照群と被験物質投与群との聞に有意な差は認められ

なかった，

14.1.5. 病理学検査

14.1.5.1. 器官重量 (Table8-1 ..___ 8-2， Appendix 8-1 ----8-2) 

雄では対照群に比べ500mg/kg群で、腎臓の相対重量が有意な高値を示した.

雌ではいずれの測定器官にも対照群と被験物質投与群との聞に有意な差

は認められなかった.

14.1.5.2. 剖検所見 (Table9-1----9-5， Appendix 9・1----9-2) 

雄の 50111glkg群で認められた死亡動物(動物番号 1105) の剖検では，肝

臓の癒痕および脳の赤色斑点が観察された.

計画解剖した雄では，小腸の憩室が対照群および 500111凶沼群で各 I例，

横隔膜結節が 150n1g/kg群で l例，精巣および精巣上体の萎縮が対照群，

50および 500mg/kg群で各 l例，精巣上体の結節が対照群， 50および 500

111g/kg群で 2，2および 1例，脱毛が 150および 500111g/kg群で各 I例に
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観察された.

計画解剖した雌では胸腺の萎縮?肝臓の白色斑点および黄色斑点F 腎臓の

淡色化および皮膚の姉皮が 50111g/kg群で各 l例，胸腺の赤色化が 500

lng/kg群で l例，脱毛が 150および 5001ng/kg群で各 l例に観察された.

50 J11g/kg群の雌で 1例(動物番号 2108) に認められた交尾不成立動物の

解剖では，腎臓の腎孟拡張および尿管の内腔拡張が観察された.

対照群， 50， 150および500111g/kg群でそれぞれしし 2および2例(動

物番号 2004，2107， 2205， 2209， 2307， 2312) に認められた妊娠不成立

雌の剖検では 子宮の嚢胞が対照群で I例に観察された.

14.1.5.3. 組織所見 (Table10・1~10-97 Appendix 10-}-----10・3)

50 mg/kg群の死亡動物(動物番号 1105) では，肺の動脈中膜肥厚，肝臓

の出血，腎臓の尿細管好塩基化および硝子円柱，甲状腺のリンパ球浸潤，

副腎の空胞変性脳および脊髄の出血が観察された.

妊娠を成立させた雄で、は，対照群と比較して被験物質投与群に多く発生し

た所見は認められなかった.所見としては心臓の細胞浸潤 F 肝臓の脂肪化

および刀、肉芽腫，腎臓の尿細管好塩基化および硝子滴前立腺のリンパ球

浸潤が対照群および500111g/kg群で多数例に観察された.その他，認めら

れた所見は単発性あるいは散発性の発現であった.また肉眼所見の異常

病変に相当して肝横隔膜結節および精巣上体の精子肉芽腫が観察された.

対照群および500111g/kg群の妊娠を成立させた雄各5例の精巣について精

子形成サイクルのステージ四曲四における精細管の精上皮細胞数を測定し

た結果，いずれの細胞数も対照群と同程度であった.なお，交尾の成立し

なかった雄(動物番号 1108)，妊娠を成立させなかった雄の 3例(動物番

号 1205，1209， 1307) における精上皮細胞数は妊娠を成立させた雄の精

上皮細胞数と差がみられなかった.妊娠を成立させなかった雄の他の 3

例(動物番号 1004，1107， 1 312) は組織学的に精細管が萎縮しており?

精子形成サイクルの測定は不可能で、あった.

自然分娩した雌では，対照群と比較して被験物質投与群に多く発生した所

見は認められなかった.所見としては牌臓の髄外造血，肝臓の脂肪化およ

び小肉芽腫，乳腺の増生重子宮の分娩後病変が対照群および500nlg/kg群

で多数例に観察された.その他，認められた所見は単発性あるいは散発性

の発現であった.また，肉眼所見の異常病変に相当して胸腺の出血，萎縮

(中等度)，肝臓の小肉芽腫および髄外造血，腎臓の尿細管好塩基化，硝子

円柱，管内細胞残屑 F 近位尿細管の変性，空胞変性および管上皮壊死，皮

膚の潰壌が観察さ・れた.
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50111g/kg群で交尾の成立しなかった雌雄 I組では，雄に前立腺のリンパ球

浸潤，雌に腎臓の尿細管好塩基化および腎軍拡張(中等度)および子宮の

内腔拡張が観察された.

妊娠を成立させなかヮた雄では，精巣の精細管の萎縮(中等度)および問

細胞増生が対照群， 50および5001ng/kg群で各 1例，精巣の多核巨細胞出

現が 50および500nlglkg群で各 1例，精巣上体の精子減少が対照群， 50 

および500lng/kg群で各 1例観察された.

妊娠不成立の雌では，子宮の腺腔拡張が観察された.

全児死亡の認められた対照群の雌では F 牌臓の色素沈着および髄外造血，

胸腺の嚢胞?肺のマクロファージ集族，肝臓のリンパ球浸潤，小肉芽腫お

よび髄外造血，腎臓の尿細管好塩基化およびリンパ球浸潤ハーダー腺の

小肉芽腫が観察された.

14ム 生殖発生毒性

14.2.1.交尾および受胎能 (Table11， App巴ndix 11-1 -----11-2 ) 

交尾は 50nlg/kg群の 1組を除き全て成立(交尾率 100%) し， 50 mglkg 

群の交尾率は 91.7%であった.受胎は対照群， 50， 150および 500TIlg/kg 

群 で し し 2および2例が成立せず，受胎率はそれぞれ 9l.7，90.9， 83.3 

および 83.3%であヮた.

性周期観察では，平均性周期に対照群と被験物質投与群との聞に有意な差

は認められなかった.異常性周期を示す動物が 150およぴ5001ng/kg群で

1および2例認められたが，異常性周期発現率に差は認められなかった.

14.2.2. 分娩および晴育 (Table12， Appendix 12) 

分娩状態に異常は観察されなかった.各群の妊娠期間，黄体数，着床痕数，

出産児数および出産生児数はほぼ同様な値を示し，出産率着床率，出生

率，性比および生後4日生存率に対照群と被験物質投与群との聞に有意な

差は認められなかった.

14.2.3. 新生児の形態，体重および剖検所見 (Table13， 14， 15-}'--"" 15-2， Appendix 

13， 14， 15-1--15-2) 

新生児の外表検査では， 500 nlg/kg群で鎖紅および無尾が同一の個体に認

められた，

日南育 0および4日の体重では 3雌雄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.

哨育期間中の死亡児の剖検では，腎孟拡張が ]501l1glkg群の雄で l例に認
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められた (Table，Appendixには示していない). 

晴育 4日の剖検では F 胸腺頚部残留が雌雄の 150および雄の 500J11g/kg群

でそれぞれ 1例，肝臓の白色斑点が雄の 500および雌の 50111g/kg群で各 l

例，腎臓の腎孟拡張が雄の 50，150および 500l11g/kg群でそれぞれ 4，3 

および l例，雌の対照群， 50， 150および 500n1g/kg群でそれぞれ 4，4， 

2および 1例，尿管拡張が雄の 50，150および500mg/kg群でそれぞれ 4，

3および 1例，雌の対照群， 50， 150および500111g/kg群でそれぞれ 1，3， 

5および4例，尾の痴皮が雌雄の 150111 g/k g群でそれぞ、れ 3例，尾の壊症

が対照群の雌で l例，無尾，鎖日工および肝臓の白色化が500n1g/kg群の雌

で1例および皮膚の痢皮が500mglkg群の雄で l例に観察された (Appendix

には示していなし~). 
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15.考察および結論

15.1. 反復投与毒性

被験物質投与の影響と考えられる死亡動物は認められなかった.投与後の

一般状態の変化として 7 流挺が雄の 150lng/kg群で 3例， 500 111glkg群で

12例全例F 雌では 150lllglkg群で 2例， 500 D1g/kg群で 12例全例に観察

された.さらに，少数例の発現ではあるが流涙が雄の 500mg/kg群で 2例，

雌の 150および500s1glkg群で各 1例に観察された.どちらの所見も 2週

間投与予備試験でも雌雄の 300Dlg1kg以上の群で認められており，被験物

質投与の影響と判断した.その他，観察された所見は自然発生性の変化と

考えられ，被験物質投与の影響ではないと判断した.

体重および摂餌量では雌雄とも被験物質投与の影響は認められなかった.

臨床検査では血液学検査において，雄の 500mg/kg群で網赤血球率の高値

が認められたが僅かな変化であり，他の赤血球項目に変化が認められな

かったため，毒性学的には意義のない変化であったと考えた.雌では被験

物質投与の影響は認められなかった.

血液凝固能検査では，雄の 500D1glkg群で活性化部分トロンポプラスチン

時間の短縮が認められたが?同項目の短縮は毒性学的に意味のない変化と

考えた.雌では被験物質投与の影響は認められなかった.

血液生化学検査において，雄の 150および500111g!kg群，雌の全ての被験

物質投与群で認められた総胆汁酸の高値，雄の 500nlg/kg群で認められた

中性脂肪の低値については被験物質投与の影響と考えられたが，機序につ

いては不明であった.その他，雄の 150および500rng/kg群で AlG比の高

値が認められたが僅かな変化であり，総蛋白およびアルブミン量には変化

が認められなかったことから毒性学的には意義のない変化と判断した.ま

た，雌の 500Dlg1kg群で ALTの低値が認められたが，この項目の低値は

毒性学的に意味のない変化と考えた.

雄の尿検査では用量に関連して黄褐色尿例が減少したが，異常を示唆す

る尿色ではないことから被験物質投与の影響とは考えなかった.

病理学検査では，事故により死亡した 50D1glkg群の雄動物に剖検で観察

された肝臓の癒痕と脳の赤色斑点は，組織学的には肝臓の出血，脳および

脊髄の出血に相当した.蛙娠を成立させた雄および自然分娩した雌におい

て，剖検および組織所見とも被験物質の影響と考えられる所見は観察され

なかった.認められた所見はいずれも対照群と 500n1g/kg群で同程度の発

生数であるか，少数または単発性の発生であることから自然発生性と考え

た.対照群および500111g/kg群の精巣について実施した精子形成サイクル
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における精細管の精上皮細胞数を測定したところ，被験物質投与の影響は

認められなかった.また，腎臓の相対重量の増加が雄の 500111g/kg群にお

いて認められ?組織所見で対応する変化は認められなかったが，被験物質

投与の影響が疑われた.

以上のことからシクロヘキセンの反復投与により投与後症状として流誕

および流涙が雌雄の 150mg/kg以上の投与群で観察された.また，血液生

化学検査で雄の 1.50mglkg以上，雌の 50nlg/kg以上の投与群で総胆汁酸

が高値，雄の 500mglkg群で中性脂肪が低値を示した.

したがって，本試験条件下におけるシクロヘキセンの反復投与による無影

響量は雄では 50rng/kg/day，雌では確認できず 50111g/kg/day未満と判断さ

れた.

15ム 生殖発生毒性

性周期，交尾能および受胎能に被験物質投与の影響は認められなかった.

異常性周期が 150および5001ng/kg群で， 1および2例に認められたが，

150 111g1kg群の 1例および500nlglkg群の 1例については発情休止期が 10

日程続いており偽妊娠と考えられた.また， 500 nlg/kg群の残りの l例に

ついては投与開始前から 6日の周期が観察されていた.したがヲて，これ

ら異常性周期に被験物質投与との関連性はないものと判断した.501ng/kg 

群で交尾の成立しなかった雌雄についての病理学検査では F特異的な変化

は認められず その原因は明らかにできなかった.

分娩時観察では交尾成立動物のうち(対照群を含め)83.3 ~91.7 %が正常

に分娩し，妊娠期間にも被験物質投与の影響は認められなかった.妊娠不

成立の動物において，雄では肉眼所見において精巣および精巣上体の萎縮

が観察された.そのうち対照群， 50および500111g!kg群の数例では組織学

的に精巣の精細管萎縮と間細胞増生および精巣上体の精子減少が観察さ

れ，これらの動物では妊娠不成立の原因に精巣の精細管萎縮が関与してい

ると考えられた.その他の雄と雌においては，妊娠不成立の原因は剖検お

よび組織所見から明らかにできなかった.しかし不妊動物は対照群でも

認めれられており，被験物質投与とは関連のない現象と考えた.

また，対照群で晴育期間中に全児死亡が 1例に認められたが，剖検および

組織所見から，その原因は不明であった.

その他，妊娠黄体数，着床痕数，出産児数，出産生児数，性比， P甫育 4

日生児数，出産率 F 着床率，出生率，生後 4日生存率，雌雄の日甫育 0およ

び4日の平均体重に被験物質投与の影響は認められなかヮた.
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新生児の外表検査では， 500 l11g/kg群で鎖旺および無尾を伴った児が観察

されたが， 1例のみの発現であることから被験物質投与の影響とは考えな

かった.

死亡児および噛育 4日の剖検では，被験物質投与によると考えられる異常

所見は観察されなかった.

以上のことから，シクロヘキセンの生殖能および次世代児に対する影響は

ともに 500mglkg/day投与によっても認められず F 無影響量は 500

111g/kg/dayと判断された.
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Tab r e 1-1 cr inical observations in male rats Exp. No. 4801 (115-143) 

Signs Do(se l ev) e l 
Days of experiment 

Total 
mg/kg 1-7 8-14 15-21 22-28 29-35 36-42 43四 49 ( 1-49) 

number per group 。 12 12 12 12 12 12 12 

155500 0 0 1112 2 2 1112 2 2 1112 2 2 112 2 1112 2 2 
11 11 

112 2 112 2 12 

normal 。 12 11 12 12 12 12 12 1 1 

155500 0 0 19 5 1 19 4 1 110 1 12 9 110 1 110 1 19 1 7 
8 。 。 。 。 。 。

dead 。 。 。 。 。 。 。 。 。
515050 0 0 0 0 0 

。 。
0 0 0 。。

。 。
。。 。。 。。 。。 。。

loss of hair 。 。 。 。 。 。 。 。 。
50 。 1 a) 。 。 。 。 1 b) 

-4 150 
3 500 3 3 2 4 

Cコ trauma 。 。 。 。 。 。 。 。 。
-ー_)，

155050 0 0 0 0 0 
。。

0 0 0 
。。 。。 。。 。。 。。。 。 。 。

crust 。 。 。 。 。 。 。 。 。
515500 0 0 0 0 0 

。
0 0 0 

。。 。。 。 。。 。。。 。 。
lacrimation 。 。 。 。 。 。 。 。 。

515500 0 0 
。。

0 0 0 0 0 0 
。。 。。 。。 。。 。。。 。 。 2 

nasal discharge 。 。 。 。 。 。 。 。 。
515050 0 0 。。 0 2 。。 。 。。 0 0 。。 2 

。 。 。 。 。 。 。
aj No of animals with clinical signln grm 
b) Total no. of animals with clinical slgn 1M group 
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Table 1-1 -continued Glinlcal observations In male rats Exp. No. 4801 (115-143) 

Signs Do(se l ev) e l 
Days of experiment 

mg/kg 1-7 8-14 15-21 22-28 29回 35 36-42 43-49 (To1-ta 49l ) 

5a! ivat i on 

515500 0 0 0 0 0 6 0 O O B 10 0 2 2 10 0 2 2 10 0 2 2 10 0 2 2 10 0 2 3 

。。

13 2 

1005e stoo! 

515500 0 0 0 
0 2 O 0 0 0 0 0 0 0 0 

。

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



--t 

Eコ
1-，，1 

Table 1-2 CI inical observations in female rats 
(Before and during mating period) 

Signs Do(se l ev) e| 
Days of experiment 

mg/kg 1・ 7 8圃 14 15-21 22-28 29-35 

number per group 

5155日00 0 日 11112 2 2 2 11112 2 2 2 11112 2 2 2 
。。

0 0 0 

normal 

515500 0 0 0 
112 9 5 1 111B 2 2 1 1113 2 1 1 

。。
O B O 

。

loss of hair 

515500 0 0 0 
。。

。
。la) 。。

0 0 0 0 。

crust 

515050 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 。。目。

lacrimation 

515500 0 0 0 

。。 。 。 。
0 0 0 0 

。
0 0 0 0 0 0 。。

discharge 01 eye 

515050 0 0 0 

。。 。。
0 0 0 0 

。。 。。
。 。。 。 。

。 。

nasa! discharge 

515050 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

sal ivat ion 

515050 0 0 0 

。。 。。 。。
0 0 0 

。
0 0 

5 10 
。
9 。

aj Ho of animals with clinical sign in group 
b) Total no. 01 animals with clinical sign in group 

Exp. No. 4801 (115-143) 

36-42 43-49 50-53 
To1ta 3 1 
( 1-53) 

。 。 。

。。 。 。。。

0 0 0 0 0 0 
。。 112 1 

0 7 。

0 0 0 0 0 0 0 0 0 
。

。 。 。 2 

。o。目 0 0 0 0 

。 。

0 0 0 
。

。

。。 。。 。 。。。
。。 。。 。。

0 0 0 0 0 0 0 0 。。

。。 。
。 。

。。目。 0 0 0 0 0 0 0 0 
。o。

。 。 。 。
。

0 0 0 
。 。

。。 。。 2 
12 



Table 1-3 CI i山 al山 ervationsin?aler山 Exp. No. 4801 (115同 '43)

Gestation period 

Dolse l ev) ei 
Days of gestation 

Sign5 
mg!kg 。

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

number per group 

515500 0 0 0 
11110 0 0 1 11110 0 0 1 11110 0 0 1 11110 0 0 1 11110 0 0 1 11110 0 0 1 11110 0 0 1 11110 0 0 1 1111日0 0 1 

110 1 

11110 0 0 1 

110 1 

11110 0 0 1 

110 0 
10 

10 

normal 
1550 0 0 

1110 0 1 1110 0 1 1 110 9 2 1 
110 9 1 110 9 1 

11 
110 9 1 110 1 110 9 1 

1 1 1 1 
110 1 

11 

0 9 

0 9 

0 9 0 8 
9 0 9 2 

500 2 2 2 3 

105s of hair 

515500 0 0 0 
0 0 0 2 

。
0 0 2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 

。
0 0 2 0 0 2 

。。 。
0 0 2 

。
0 0 2 

。
0 2 0 2 

2 2 

crust 
50 0 0 0 0 。日目。 0 0 0 0 0 0 0 0 

。。
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

。。
0 0 0 

。。
0 0 0 

。。
-{ 

150 0 
。 。 。

500 
。 。 。 。 。 。

Cコ
..t'-- discharge 01 eye 。

。目。。 0 0 0 0 

。。 。 。 。 。 。 。 。 。 。 。

515050 0 0 0 0 0 0 0 0 
。。

0 0 0 

。 。 。。 。 。
0 0 0 。。 。。 。 。 。

。 。 。
sal ivation 

515500 0 0 0 

。 。。 。
0 0 0 8 0 0 0 9 0 0 0 8 10 0 0 0 

。。
0 0 0 7 0 0 0 9 

。 。
。

0 0 8 0 0 9 0 0 8 
0 9 O B 0 9 



Table 1田 3申 continued CI inical observations in female rats 
Gestation period 

Exp. No. 4801 (115四 143)

Signs Do(se lev) e l 
Days of gestation 

Total 
mg!kg 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 ( 日目 23) 

number per group 
50 0 1110 0 1 110 1 

11110 0 0 1 11110 0 0 1 11110 0 0 1 11110 0 0 1 11110 0 0 1 11110 0 1 0 11110 0 0 1 11110 0 0 1 6 2 3 5 150 110 0 500 10 

normal 

510550 0 0 8 
110 9 8 1 110 9 1 110 9 1 110 9 1 

11 11 
110 9 1 19 9 3 1 19 9 3 1 11 9 9 4 

6 11 

10 0 9 
2 9 8 0 0 9 3 5 G 

loss of hair 。 。 。 。 。 。 。。 。。 。 。 。 。
0 2 

515050 0 0 0 2 
。 。 。 。 。

。。

crust 
50 0 

。 。。 。。
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

。 。。 。。。 。。
--1 150 。 。 。 。

500 。 。
亡コ

discharge of eye 

515500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 日目。。 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
。o。 。。 。。 。。 。

u吋 。。。 。 。
。 。 。 。

sal ivation 。 。 。 。 。 。 。
0 0 0 8 

。。 。。 。。 。 。

515500 0 0 0 0 9 
。

0 0 9 0 0 9 0 0 8 0 0 8 
。 。

0 7 0 6 0 6 。5 。。 。
10 



Table 1・4 C l in ica l o{bservations i n ife) tna l e rats Exp. No. 4801 (115-143) 
Lactatlon period 

Signs Do(se l ev) e l 
Days 01 lactation 

Total 
mg/kg o 1 2 3 4 5 ( O~- 5) 

number per group 

515500 0 0 0 111100011111000111110001111100001111000011110 0 0 0 

normal 

515500 0 0 0 
1993119 91110890108921089110 9 9 9 10 0 8 9 

all pups died 。。

515 500 0 
000000000001000000000 0 0 0 0 0 0 

1055 of hair 

515500 0 0 0 011101110111011101110 0 1 1 0 1 1 1 
~ 

亡コ

0000010010  0 。1 
亡ト crust 

515050 0 0 0 

。

0000000 01 00  。。

sal ivat ion 

515500 0 0 0 000700080009000700080 0 0 0 10 0 0 0 



Table 2-1 Body weight change of male rats Exp. No. 4801 (115-143) 

Unit :日

Dose level (mg/kg) 。 50 150 500 

No. of animals 12 12 12 12 

Mean土 S.O. ( N) Mean :t S. D. ( N) Mean :f: S. D. ( N) Mean :t s. D. ( N) 

Days of experiment 372 :t 20 (12) 372士 20 (12) 373 :t 20 (12) 373土 19 ( 12) 

8 400 :t 29 (12) 400土 24 (12) 394 :t 20 (12) 394 :t 22 (12) 

15 424士 35 (12) 425 :t 25 (12) 416 :t 24 (12) 415士 22 (12) 

22 447士 38 (12) 449 :t 28 (12) 437士 27 (12) 431士 25 (12) 

29 475 :t 42 (12) 476 :t 30 (12) 459土 34 (12) 454 :t 26 (12) 

36 494 :t 48 (12) 498土 35 (11) 478 :t 37 (12) 474土 29 (12) 

43 513 :t 52 (12) 517 :t 38 (11) 498 :t 37 (12) 492士 33 (12) 

49 494士 51 (12) 500 :t 38 (11 ) 481 :t 37 (12) 469 ::t 31 (12) 
.-.....t 

Gain 1-43 141 :t 34 (12) 144 :t 20 (11) 125 :t 28 (12) 119 :t 22 ( 12) 
亡コ Significant difference from control group; 宇: p孟 0.05 村: p孟 0.01
ー.J



Table 2-2 Body weight change of female rats Exp. No. 4801 (115司 143)

Unit : 9 

Oose level (mg/kg) 。 50 150 500 

Before mating period 

No. 01 animals 12 12 12 12 

Mean :t S.O. ( N) Mean :t S.O. ( N) Mean士 s.O. ( N) Mean士 S.O. ( N) 

Oays of before mating 229士 12 (12) 228士 11 (12) 229土 12 ( 12) 228 :t 12 (12) 

8 238土 10 (12) 232土 11 (12) 239 :t 13 (12) 232 :t 12 { 12} 

15 251 :t 12 (12) 245 :t 13 (12) 250 :f: 13 (12) 244 ::!: 13 (12) 

Gain 1-15 23 ::!: 7 ( 12) 17 :t B ( 12) 20 :t 9 (12) 16 :t 6 (12) 
-・・・・・・・・・・・・・・・・・司'-'開副'咽・・・h・・・・・・・・・司-噌--.園町・咽胆・・・・唱._--・司晶・E・・・..・・・『・・F・・・・・・・・・・司・司-----圃-.陶--唱---唱・・ー-'同・F司・岡'咽・・.. 量削・・』・・・白冒・・・・・・・・・・・・・-----唱------唱・・・・・・・・圃圃・・・・・"・・・咽開・..・p・--・・・ー---圃凹・・司---_... 町.-.町・・・・・・・・・・・・・ー・・・・・・・時・-唱曲咽圃-_.・・E・・・・・・・・・・・・・・・・a・・・・・-------・・・・・司..司・_咽・・.-・・4・・・・E唱・・・・・・ー・・・・ -ー・・ーー・・・・・・・・--圃・・・・・・・・ー咽・・F司・・・・町-_.・・.，・・・・・・・唱・・F・‘ー・・・・・・園町陣・四・・咽・圃恒助『・・・・・圃・

Gestation period 

No. of dams 11 10 10 10 

Mean :t s. O. ( N) Mean :t s. O. ( N) Mean 士 S.D. ( N) Mean士 S.D. ( N) 

-4 Days of gestation 。255 ::!: 11 (11) 253 :t 10 (10) 254 ::!: 15 (10) 249 :!: 18 (10) 

Cコ 7 286 :t 16 (11) 280士 16 (10) 282 :t 16 (10) 277士 19 (10) 
ぴコ

14 318 ::t 18 (11 ) 312 :!:: 16 (10) 316 :t 17 (10) 310 :t 19 (10) 

20 391 :t 22 (11) 386 :!:: 19 (10) 390 :t 19 (10) 381 ::!: 21 (10) 

Gain 0-20 136 :t 20 ( 11) 133 :!: 11 (10) 135 ::t 11 (10) 132土 14 (10) 
-司・・四P咽・・・・・・..・・F・・ー・ー・・・・・ーー・・ト司E司・・晶圃h・司田町E司・・・・・圃.，圃凹・・・・・・・・・・・圃・・唱・・ーー・・・咽.-圃恒国'司・咽.-曙曙 4・・P司圃・陛・・・・・・・.. ・・・・・・・ 4・・ーー・・ーー・圃・ ・ー・F ・・・・・・・・唱・・・h ・・圃・唱田町------司・・・個個圃事咽戸司..司開..岡・胴・・・岨・・・・・・M・・幽・・‘・a・ 4・・ー・・・・・・圃田園・・・咽田町..圃・唱・-----喝・圃._-司-司明'司.-咽F ・・・・ 4・_.・・・・・・・噌圃・ー----岡.--唱---司・回'ー-咽---司唱a圃._.・岨・・・・・司圃・ーー・圃』晶・・・・・同町・・・・田町周・ 4・M・・・・・・・・・司司.噌・・司・・・曙--司'‘'司圃・・・・..・・園酔---骨司・・・・圃掴~----喝F・・司-・・司. -占._-聞・・ー圃・ー.. ・咽-咽-・・・・・・司開

Lactation period 

時O. of dams 11 10 10 iu 

Mean :t S.O. ( N) Mean :f: S. 0 . ( N) Mean :!: S. D . ( N) Mean 土 s.O. ( N) 

Days of lactation 。294 :t 28 (11) 290 :t 16 (10) 294 :t 23 (10) 297 :t 19 (10) 

4 314士 21 (10) 314士 37 (10) 318士 22 (10) 320 ::!: 19 (10) 

5 289 :t 18 (10) 285 :t 27 (10) 293土 23 (10) 287 :t 19 (10) 

Gain 0-4 27 :!: 15 (10) 24土 32 (10) 23 :t 18 (10) 23 :t 8 (10) 

Significant dlfference from control group; 牢:p孟 0.05 **: p逼 0.01



Table 3-1 Food consumption of male rats Exp. No. 4801 (115-143) 

Unit : g/day 

Dose level {mg/kg} 。 50 150 500 

No. of animals 12 12 12 12 

Mean 土 S.O. ( N) Mean土 S.O. ( N) Mean :t s. O. ( N) Mean :t s. D. ( N) 

Days of experiment 1-8 24 :t 4 ( 12) 24 :t 2 (12) 23 :t 2 ( 12) 24 :f: 3 (12) 

8司 15 22 :t 4 ( 12) 24 :t 2 (12) 23土 2 (12) 23 :f: 3 (12) 

22-29 22 :t 3 (12) 24土 2 (11) 23土 2 ( 12) 23土 2 (11) 

29-36 23 :t 4 (12) 24 :t 2 (11) 23 :t 2 ( 12) 24 :t 3 ( 12) 

36-43 22 :t 3 (12) 23土 3 (11) 23 :t 2 (12) 25土 3 (12) 

21 :t 3 
Cumulative cons 

(12) 22 :f: 2 ( 11) 22 :t 2 (12) 25 :!: 3**(12) 

5 323 :f: 51 ( 12) 337 :t 31 (12) 323 :t 21 (12) 327 :t 35 (12) 

22-48 577 :f: 90 (12) 601 :t 57 (10) 596 :t 49 (12) 614士 62 (11) _，. 
Significant difference from control group; 牢: p孟 0.05 件: p壬 0.01

亡コ
、G



Table 3-2 Food consumption of female rats Exp. No. 4801 (115-143) 

Unit : g!day 
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。 50 150 500 

12 12 12 12 

↓1
A

D

 

Mean :t 5.0. (N) Mean土 5.0. (N) Mean土 S. D. (N) Mean 士 S.O. (N) 

Days of be10re mating 1-8 16土 2 (12) 16士 1 (12) 16:t 2 (12) 16:t 1 (12) 

8-15 15ぎ 2 (12) 16:t 1 (12) 16土 2 (12) 16:t 1 (12) 
Cumulative consumption _ (g} ，":i5 219土 22 (12) 219:t 13 (12) 225:t 27 (12) 225:t 16 (12) 

Gesta~ion period 
No. 01 dams 11 10 10 10 

Mean土 S.O. (N) Mean:t 5.0. (N) Mean:!: S.D. (N) Mean:t 5.0. (N) 

Days 01 gestation 0-7 19土 2 (11) 19::!: 2 (10) 19土 2 (1 0) 20:t 1 ( 1 0) 

7 -14 21:t 2 (11 ) 20:t 2 ( 1 0) 21:t 3 (1 0) 22 ::!: 1 ( 1 0) 

14-:20 22:::t 2 (11) 21:t 2 (10) 22土 3 (10) 23土 2 (10) 
Cumulative consumption ~(g} 

0":2a 414:!: 37 (11) 397士 35 (10) 413士 42 (10) 427:t 25 (10) 

Lacta~ion period 
No. 01 dams 10 10 10 10 

Days of lactation 

Mean士 S.D. (N) 

0-4 26士 5 (10) 

Mean 土 S.O. (N) 

27:!: 1 0 ( 1 0) 

Mean 土 S.D. (N) 

29:t 7 (10) 

Mean土 S.O. (N) 

30土 4 (10) 

Significant difference 1rom control group; 牢:p孟 0.05 **: p孟 0.01



(115-143) Exp. No. 4801 Hematology of male rats Table 4-1 

500 150 50 。(mg!kg) 005e level 

( N) 

(12) 

(12) 

( 12) 

( 12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

12 

Mean :t S .0. 

9.9 :t 2.4 

8.82土 0.27

15.9 :t 0.6 

47.6士 1.9

54.0 :t 1.8 

18.0 :t 0.6 

33.3 :t 0.4 

( N) 

( 12) 

(12) 

( 12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

12 

tAean :t s. O. 

7.9 ::t 2.4 

8.66土 0.29

15.6 :t 0.4 

46.3土1.0

53.5土1.4

18.0土 0.6

33.6 :t 0.4 

‘‘盲
E
，，‘‘，
a

，，‘‘，
a
，，、‘，
E
，，‘‘，
a
，，、‘冒
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11 

Mean土 S.O.

8.6土 2.3

8.71 :t 0.35 

15.6士 0.5

46.2 ::t 1.7 

53.1 士1.1

17.9士 0.5

33.7 :t 0.6 

( N) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

12 No. of animals 

Mean :!: S. O. 

8.7士 3.3WBC (Xl03 /mm31 

8 . 76 :!: O. 40 RBC (xlo6/mmJ~ 

HGB(g/dL) 

HGT(唱)

15.7 :t 0.5 

46ι ::t 1.9 

53.4士1.5

18.0 :t 0.6 

33.6 :t 0.6 

MCV (μが)

MCH(pg) 

MCHG(唱)

PL T ~Xl0) /胴3) 1101 土 871109士 811263 :t 112 1196 :!:: 143 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

( 12) 

(12) 

(12) 

18 :t 6 

79土 7

2:!:1 

:f: 0 

0土 O

1 :t 0 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

16 :t 5 

81 :t 5 

2 :!: 1 

2 :!: 1 

o :!: 0 

o :!: 0 

(11) 

(11) 

(11) 

(11 ) 

(11) 

(11) 

(11) 

14 :t 5 

82土 6

2士 1

1 :t 1 

0土 O

0士 O

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

(12) 

leukocyte Differential 
counts (%) ↓1

」

」

17土 5NEUT 

79 :f: 6 LYMPH 

2 :t 1 MONO 

1 :!: 1 EOSN 

o :!: 0 BASO 

o :!: 0 LUC 

LUC : Large unstalned cel Is 

2.5土 0.4牢

BASO : Basoph i 1 

2.4 :!: 0.3 

EO~N_:_~osinoph 
p亘 0.01

2.3土 0.3

f.40NO : Monocvte 
牢: p語 0.05 料

2.1 :t 0.3 

~çUT_~_Neutrop~ll LyMPH : Lymp~ocyte 
Signlflcant dlfference from conlrhl g~oup; 

Reticulocyte(%) 



(115-143) Exp. No. 4801 Hematology 01 female rats Table 4-2 

500 150 50 。(mg!kg) Dose level 

( N) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

10 

Mean :!: S. 0 . 

8.4 :!: 1.9 

7.05 :!: 0.36 

13.8土 0.4

41.1 :!: 0.9 

58.4:!: 2.5 

19.5土 0.8

33.5 :!: 0.5 

( N) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

10 

Mean :i: S. 0 . 

10.7 :!: 3.2 

6.85土 0.32

12.9 :t 0.8 

:t 2.1 39.1 

57.1 :t 1.8 

18.8 :t 0.6 

33.0 :t 0.6 

( N) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

10 

Mean士 S.O.

12.4 :t 4.4 

6.54 :t 0.78 

12.7士1.4

38.1 :t 4.6 

58.2土1.9

19.5 :t 0.5 

33.5 :t 0.7 

( N) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

10 No. of animals 

Mean土 S.O.

10.7土 2.3WBC(Xl01!胴 J)

6.69 :!: 0.41 RBC(XI06/mm3
} 

HGB (g/dL) 

HCT(唱)

12.9土 0.9

39. 1 :!: 2. 1 

58.5 :!: 2.4 MCV(μ肘)

MCH(pg) 

MCHC(百)

19.3土 0.9

32.9 :t 0.5 

1336 :t 142 1497 :t 232 1581 士 5841423 :t 234 PLT (xl0J /冊目3)

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

31 士 5

65 :t 5 

2:f::1 

1土 0

0土 O

1土 0*

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

34士 11

63土 9

2土 1

1土 1

0土 O

o ::!:: 1 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

35 :t 10 

62 :t 10 

2土 1

1 :f: 0 

日土白

0士 O

(10) 

(10) 

(10) 

(10) 

(1 o) 

(10) 

(10) 

leukocyte Oifferenlial 
counts(百)↓1

J

N

 

36 :t 10 NEUT 

62 :t 11 LYMPH 

2士 1MONO 

1 ::!: 1 EOSN 

。:!:u BASu 

o :1: 0 LUC 

LUC : Large unstained cel Is 

6.9:tl.4 

BASO : Basoph i 1 

7.0:t 1.3 

EO~N_:_~osinoph 
p孟 0.01

9.5 :f: 4.4 

MONO : Monocvte 
牟: p孟 0.05 料

7.9:1:1.6 

~~UT_~_Neutrop~ll LyMPH : Lymp~ocyte 
Significant dlfference from contrbl g~oup; 

Ret i cu I ocyte (日)
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Table 5-1 Exp. No. 4801 (115-143) Coagulation of male rats 

Dose level (mg/kg) 。 50 150 500 

No. of animals 12 11 12 12 

Mean :t 8. O. ( N) Mean土 8.0. ( N) Mean 土 8.0. ( N) Mean土 5.0. ( N) 

PT(sec.) 15.8 :t 1.3 (12) 15.5土 2.0 (11) 15.8 :t 1.3 (12) 15.0 :t 0.8 (12) 

APTr (sec.) 22.0 :!: 2.1 (12) 20.4 :!: 1.2 (11 ) 20.6土 2.0 (12) 19.4 :t 1.9*牢 (12)

Signlficant difference fro聞 controlgroup; 章: p孟 0.05 件:p孟 0.01
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Table 5-2 Goagulation of female rats 

。 50 150 

10 10 10 

Mean 土 S.D. (制) Mean ::t 5. O. ( N) Mean 士 5.0. ( N) 

14.5土 0.5 (10) 15.2 ::t 0.6 (10) 15. 1土 0.6 (10) 

14.9士 2.6 (10) 15.0土 2.4 (10) 14.7土1.9 (10) 

Dose level {mg/kg} 

No. of animals 

PT(sec.) 

APTT (sec.) 

Exp. No. 4801 (115-143) 

500 

10 

Mean ::t s. D. (N) 

15.4 ::t 0.6料 (10)

15.0 :t 1.2 (10) 

Significant difference from control group; 牢: p亘 0.05 **: p孟 0.01



Table 6-1 Blood chemistry of male rats Exp. No. 4801 (115-143) 

Dose I eve I (mg/kg) 。 50 150 500 

No. of animals 12 11 12 12 

Mean :t 5. D. ( N) Mean :t S. D. ( N) Mean :t 5.D. ( N) Mean 士 S.O. ( N) 

T. prote i n (g/dL) 6.11 :t 0.36 (12) 5.97 :t 0.21 (11) 5.99 :t 0.30 (12) 6.01 ::!:: 0.28 (12) 

A I bum i n {g/dL} 3.62 :t 0.26 (12) 3.58土 0.16 ( 11) 3.67 :t 0.08 (12) 3.68 ::!:: 0.21 (12) 

1 .46士 0.10 (12) 1.50士 0.14 (11) 1 .60 :t 0.17宇 (12) 1 .59 :t 0.11 ('2) 

Glucose(mg/dL) 148 :t 16 (12) 151 :!: 19 (11) 148 :!:: 15 (12) 137土 16 ( 12) 

Triglyceride(mg/dL) 39.2土 22.4 (12) 36.8士 18.8 (11) 27.7 ::!:: 16.7 (12) 22.5土 7.7 ( 12) 

T.cholesterol (mg/dL) 52土 9 ( 12) 57 :t 9 (11 ) 55土 16 (12) 52士 9 (12) 

BUN (mg/dL) 13.5 ::t 1.4 ( 12) 14.0 :t 1.5 (11) 14.6 :t 1.6 (12) 13.0士1.8 (12) 

Greatinine(mg/dL) 0.28 :!:: 0.04 (12) 0.28 :!:: 0.03 (11) 0.28 :t 0.04 (12) 0.25 ::!:: 0.03 (12) 
~ 

T.bi I irubin(mg/dL) 0.03 :t 0.01 (12) 0.04土 0.01 ( 11) 0.05 :t 0.01 (12) 0.05 :t 0.01牢 ( 12) 
司....l・

AST (U/L) v・T 65 :t 12 (12) 73 :t 26 (11) 67 :t 7 (12) 78土 27 (i 2) 

AL T (UjL) 30 :t 6 (12) 31 土 8 (11) 30 :t 8 ( 12) 38 :t 22 (12) 

ALP (U/L) 394 :!:: 66 (12) 380 ::!:: 105 (11) 436 ::!:: 118 (12) 421 :t 98 (12) 

Calcium(mg/dL) 1 0 . 04 :!: O. 36 (12) 9.94 ::!:: 0.39 (11 ) 9.87 :!: 0.34 (12) 9.99土 0.28 (12) 

l.phosphorus(mg/dL) 6.66 :!:: 0.71 (12) 6.81 ::!:: 0.83 ( 11) 6.57 :t 0.67 (12) 7.15 ::!:: 0.80 ( 12) 

Sod i um (mmo 1 /L) 144.6 :!:: 1.2 (12) 144.0 ::!:: 0.9 (11 ) 144.1 土 0.9 (12) 143.8 :t 0.8 (12) 

Potassium(mmol/L) 4.17土 0.23 (12) 4.36士 0.27 (11) ι24 :t 0.23 (12) 4.32 :t 0.20 ( 12) 

Chloride(mmol/L) 108.0土1.4 (12) 108.3 :t 2.2 (11) 108.6 :t 2.2 ( 12) 107.8 :t 1.9 ( 12) 

Total Bi le Acid(ぃmoI /L) 18.8土 15.0 ( 12) 20.8 :t 16.6 (11) 39.9 :t 21.0牢 (12) 32.6土 25.5 (12) 

Significant difference from control group; キ: p孟 0.05 村: p孟 0.01



Table 6-2 Blood chemistry of female rats Exp. No. 4801 (115-143) 

Dose level (mg/kg) 。 50 150 500 

No. of animals 10 10 10 10 

Mean 土 S.O. ( N) Mean :t s. D. ( N) Mean :t s. D. ( N) Mean :t s. D. ( N) 

T.protein(g/dL) 5.85 :t 0.26 (10) 5.79士 0.35 (10) 5.78 :t 0.17 (10) 5.75 :!:: 0.24 (10) 

A I bum i n (g/dL) 3.55 :t 0.15 (10) 3.56土 0.19 (10) 3.53土 0.11 (10) 3.58 :t 0.15 (10) 

A/G 1 .57土 0.19 (10) 1.62土 0.18 (10) 1.58土 0.13 (10) 1 .66 :t 0.14 (10) 

Glucose(mg/dL) 141 土 16 (10) 131 :t 25 (10) 141 :t 16 (10) 136土 17 (10) 

Triglyceride(mg/dL) 45.4 :t 24.9 (10) 66.6 :t 85.8 (10) 37.8土 9.0 (10) 39.4 :t 13.9 (10) 

T.cholesterol (mg/dL) 59 :t 16 (10) 60 :!: 13 (10) 58土 9 (10) 55 :t 6 (10) 

BUN (mg/dL) 16.2士 2.8 (10) 25.5士 24.5 (10) 15.7士 2.5 (10) 19.6土 2.8 (10) 

Greatinine(mg/dL) 0.31 :t 0.04 (10) 0.42土 0.32 (10) 0.29土 0.03 (10) 0.31 :t 0.06 (10) 

-f 
T.bi I irubin(mg/dL) 0.04士 0.01 (10) 0.05 :t 0.02 (10) 0.05 :t 0.02 (10) 0.06土 0.01 (10) 

ー...10

AST (U/L) 103 :t 29 (10) 92 :t 22 (10) 90土 15 (10) 81 :t 15 (10) 。、
ALT (U/L) 61 :t 17 (10) 56 :t 18 (10) 51 :t 9 (10) 45土 10本 (10) 

ALP(U/L) 398士 172 (10) 361 土 115 (10) 310土 122 (10) 274 :t 105 (10) 

Ga I c i um (mg/dL) 10.21 土 0.28 (10) 10.08 :!:: 0.37 (10) 10.08 :!:: 0.35 (10) 1 O. 06 :t O. 24 (10) 

l.phosphorus(mg!dL) 7.36 :t 0.61 (10) 7.36 :t 1.05 (10) 7.03 :t 0.32 (10) 7.32土 0.57 (10) 

Sod i um (mmo I/L) 142.4士1.6 (10) 141 .0士 2.0 (10) 142今 2土 206 (10) 142司 3:t1.1 (10) 

Potassium(mmol/L) 4.50 :t 0.32 (10) 4.51 :t 0.25 (10) 4.56 :t 0.41 (10) 4.48 :t 0.37 (10) 

Ghloride(mmol/L) 107.5 :t 2.4 (10) 107.8士1.6 (10) 107.4士 2.2 (10) 107.4土1.9 (10) 

Total Bile Acid(μmo I /L) 19.3 :t 8.6 (10) 49.2土 28.8* (10) 31. 2土 19.7 (10) 82.2 :t 81.1* (10) 

Significant difference from control group; 牢: p豆 0.05 材: p亘 0.01
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Tab I e 7 Exp. No. 4801 (115-143) Urinalysis of male rats 

Do(se l ev) e l NO.of Vol吋 mL) Golor pH 0ccu l t b /l ood 1 
mg/kg anima[s Mean :t 5.0. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 5 5.5 6 6.5 7 7.5 B 8.5孟9 ー + ー + 2+ 3+ 。 5 18.7:t 4.6 2 3 4 3 

50 5 18.5 :t 7.6 3 2 5 2 2 

150 5 18.2 :t 8.3 4 5 4 

500 5 18.3土 6.7 5 4 3 
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Table 7 -continued Urinalysis of male rats Exp. No. 4801 (115-143) 

自o(sel ev) el NO.of Gluco0se(g0/dL25 ) Protein (mg3/0 dL) OS1110t i c apnrez 戸 s lJ r~ (mOsm/kg) 
mg/kg anlmals .1 -0.25 0.5 孟1.0 ー+/ー 100 孟300 Mean :t s.o. 
。 5 5 2 3 1432 :t 420 

50 5 4 2 2 1466 ::t: 606 

150 5 5 4 1694 :t 626 

500 5 5 2 2 1756 :t 417 



(115-143) Exp. No. 4801 Absolute and relative organ weight 01 male rats Tab I e 8-1 

500 150 50 。(mg/kg) Dose level 

12 12 11 12 No. of anlmal examined 

Mean土 S.D.Mean :t s. O. Mean :t S.D. Mean 士 S.O.

31 469土37 481 :t 38 500士51 494士

0.09 
0姐 037

2.20土
0.470土

0.08 
0.026 

2.24土
0.466土

0.08 
0.037 

2.26 :t 
0.455 :t 

0.08 
0.046 

2.25 :t 
0.460 :t 

89 
17.533 

287土
60.728 :t 

60 
11 .517 

329 ::t 
68.422士

85 
15.556 

331 :t 
66.042 :t 

マJ
n
H
J
V

E
U
哩・・

円
『
一
曹--E' 

-BE--

303 :t 
61 .146 :t 

1. 34 
0.170 

13.23士
2.815 :t 

2.23 
0.263 

13.72 :t 
2.837 :t 

1.97 
0.196 

13.93 ::t 
2.777 :t 

2.59 
0.262 

14.00士
2.817 :t 

0.13 
0.023 

0.77 :t 
0.163 :t 

0.13 
0.023 

0.73 :t 
0.152 :!: 

0.12 
0.024 

0.73土
0.146土

0.07 
0.018 

0.77土
0.158土

0.34 
0.053本

3.31 :t 
0.705 :t 

0.27 
0.059 

3.20土
0.667 :t 

0.27 
0.031 

3.09土
0.619 :!: 

0.33 
0.057 

3.21 :t 
0.652 :t 

7 
i .795 

53土
11.365土

8 
1.545 

59士
12.190土

10 
1.801 

55士
10.925土

10 
2.565 

59土
12. 135土

0.62 
0.144 

3.19 :!: 
0.683 :t 

0.36 
0.075 

3.28士
0.683士

0.68 
0.147 

3.15土
0.633 :t 

0.72 
0.151 

3.10 :t 
0.628 :t 

Body weight (g) 

Brain 

Thymus 

Liver 

Spleen 

Kidneys 

↓I
J
屯

Adrenals 

Testes 

214 
50.877 

1187土
254.433土

94 
19.329 

1218 :t 
253.778 :t 

付: p孟 0.01

189 
46.304 

1205 :t 
242.973士

キ: p孟 0.05

244 
53.559 
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(115-143) Exp. No. 4801 Absolute and relative organ weight of female rats Table 8-2 

500 150 50 。(mg/kg) Dose level 

10 10 10 10 No. of dams examined 

Mean土 S.O.Mean :t s. O. Uean土 5.0.Mean :t 5.0. 

19 287 :t 23 293 :t 27 285 :t 18 289 :t 

0.08 
0.051 

2.06 :t 
0.722土

0.07 
0.045 

2.05 :t 
0.701 :!: 

0.09 
0.089 

2.08士
0.735土

0.08 
0.061 

2.03 :t 
0.706壬

49 
17.445 

188 :t 
65.652 :t 

-- 88 
26.673 

210土
70.360土

78 
23.920 

183土
62.495土

81 
27.374 

187 :t 
63.994 :t 

0.61 
0.158 

10.13 :t 
3.539 :t 

1.07 
0.156 

10.46 :t 
3.563 :t 

0.75 
0.218 

10.12 :!: 
3.560 :t 

1.27 
0.269 

10.07 :!: 
3.474 :t 

0.12 
0.046 

0.60士
0.210 :!: 

0.10 
0.024 

0.64 :t 
0.218土

0.14 
0.049 

0.68 :t 
0.239 :t 

0.09 
0.030 

0.59 :t 
0.205土

0.20 
0.064 

2.02 :!: 
0.706 :t 

0.21 
0.046 

1.99 ::!:: 
0.678 :t 

0.27 
0.174 

1.97 :t 。.703主
0.09 

Q，039 
1.91 :t 

0.664主

8 
2.344 

74 :t 
25.664 :!: 

12 
3.730 

83土
28.493 ::t 

11 
3.924 

77 :!: 
27.285 :t 

14 
5.475 

78士
27.189 :t 

~~~) 

(g) Body weight 

Brain 

Thymus 

Liver 

Spleen 

Kidneys 

↓l
M
C
 

Adrenals 

10 
3.495 

99土
34.688 :t 

9 
3.939 

105土
36.061 土

12 
4.599 

95 :!: 
33.550土

11 
3.119 

104 :t 
36.099 :t 

Ovar i es 

牢牢: p 孟 0.01 牢: p孟 0.05nv 
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Table 9-1 Summary of gross findings ( dead ) 

Sex: Male 

pose l eve I ( mg/kg ~ 
No. of anirnals necroDsied 
Organ_一一 Fi nd'j ngs 

。。 50 150 
0 

500 
0 

DIGEST1VE SYSTEM 
I i ver scarred 

NERVOUS SYSTEM 
brain red patch/zone 

Exp. No. 4801 (115-143) 
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Table 9-2 Summary of gross findings ( sacrificed.not copulation and non-pregnancy ) 

Sex: Male 

Dose leve! ( mg/kg ~ 
NQ. of animals n~~r~p'sied 
Organ_一一一一一 Findlngs 

0 
12 

50 
11 

150 
12 

Exp. No. 4801 (115-143) 

500 
12 

OIGESTIVE SYSTEM 
small intestine 

diverticulum 
I iver hepatodiaphragmatic nodule 

REPRODUCTIVE SYSTEM 
testis atroph!c 
epididymis at~ophic 

nodule 

INTEGUMENTARY SYSTEM 
hair thin 

Significant difference from control group; キ: P孟 0.05

。 。。 。
。

。。
2 2 。

。 。

** : P孟 0.01



Table 9-3 Summary of gross findings ( sacrificed ) Exp. No. 4801 (115-143) 

Sex: Female 

pose level ( mg/kg ) 。 50 150 5010 0 No. 01 animals necropsied 10 10 10 
Organ Findlngs 

HEMATOPOIETIC SYSTEM 
thymus atrqphic 。 。 。

reddish 。 。 。
DIGESTIVE SYSTEM 
I iver white阿吋70ne 0 0 。。 。。

yel low. patch/zone 

URINARY SYSTE制
kidney pale 。 。 。
INTEGUMENTARY SYSTEM 
skin scab 。 。 。
hair thin 。 。
Significant dif1erence from control group; キ: P孟 0.05 村:P孟 0.01
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Summary of gross findings ( not copulation ) 

。。

Exp. No. 4801 (115-143) 

50 150 
0 

500 
0 

URJNARY SYSTEM 
kldney di lated pelvis 

REPRODUCTIVE SYSTEM 
uterus di lated lumen 
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Table 9-5 Summary of gross findings ( non-pregnancy ) 

Sex: Female 

Dose leve! ( mg/kg } 
No. 01 animals necroosied 
Organ_一一一一一 Fi nd-i ngs 

。 500 
2 

REPRODUGTIVE SYSTEM 
uterus cyst 

50 150 
2 

Exp. No. 4801 (115斗 43)

。 。。



4
d
l
N
b
 

Table 10-1 Summary of histological findings ( dead ) 
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0 
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(115-143) Exp. No. 4801 ( sacrificed ) Summary of histological findings Table 10-2 
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(115-143) Exp. No. 4801 Summary of histological findings ( sacrificed ) Table 10-2 -contlnued 
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(115-143) Exp. No. 4801 ( sacr i f i ced ) Summary of hlstological findings Table 10-3-1 
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(115-143) Exp. No. 4801 Summary of histological findings ( sacrificed ) Table 10-3-2 

Sex: Female 
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Tab I e 1(ト3-2-continued Summary of histological findings ( sacrificed ) Exp. No. 4801 (115-143) 

Sex: Female 
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1510 0 5010 0 N0.0f an i ma!S i n a l y e i n study 
N0.0f an ima l s necropn s i d 

10  2 3  10  6 2 Ng. of animals e~~mi~ed histologically 
T T Organ Findings T 3 

REPRODUGTIVE SYSTEM 
( 5) ( 0) ( 0) ( 5) mammary gland 

hyperplasla - 5 0 0 -・・ ー・ー ・・甲 唱- ー ー ー 5 0 0
uterus ( 5) ( 0) ( 0) ( 5) 

post del ivery leslon 目 400 - 4 。。
ENDOGR1NE SYSTEM 

( 5) ( 0) ( 0) ( 5) thyrold gland 
ultimobranchial remnant ー 。。 ー 。。

INTEGUMENTARY SYSTEM 
( 5) (1) (1) ( 5) skin 

ulcer - 000  ー 。。 - 0 0 0 - 0 0 。
T:tumor lEF :s l igI ht2:moderate 3:marked 

-f =-brign:mal gmI t 
(): NO.-of animals examined microscopical Iy at this slte. ー: Not appl icable. 
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Table 10-4 Summary of histological findings ( not copulation ) Exp. No. 4801 (115-143) 
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(115-143) Exp. No. 4801 Summary of histological findings ( not copulation ) Table 10-5-1 

Sex: Female 
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(115-143) Exp. No. 4801 Summary of histological findings ( not copulation ) Table 10-5-2 

Sex: Female 
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Table 10世 6-1 Summary of histologlcal findings ( non-pregnancy ) 
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( 115-143) Exp. No. 4801 Summary of histological findings ( non-pregnancy ) Table 10-6-2 

Sex: Male 
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Table 10-7 Summary of histological findings ( non-pregnancy ) 
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Table 10-8 Summary 01 histologlcal findings ( all pups died ) Exp. No. 4801 (115-143) 
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(115-143) 4801 No. Exp. Gel I type and number per Sertol i cel I in seminiferous tubules of rats 計四ー咽

stage of spermatogenesis during dosing period 

Table 10司 9

500 。(mg/kg) Dose level 

5 5 of animals examined histologically No. 

S. D. 

0.02 
O. 23 
0.31 
0.47 

+ 

+一+一土+一

Mean 

0.20 
2.27 
3.59 
8. 25 

S. D. 

0.02 
0.24 
0.29 
O. 75 

→-

±+一+一+一

Mean 

0.18 
2.13 
3.49 
8.39 

Spermatogonia type A 
Preleptotene spermatocyte 
Pachytene spermatocyte 

Round spermatid 
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〔
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Table 11 Gopulation and fertil ity results in rats Exp. No. 4801 (115-143) 

Dose I eve I (mg!kg) 。 50 150 500 

First 

No. of pairs mated 12 12 12 12 

No. of pairs copulated 12 11 12 12 

No. of pregnant females 11 10 10 10 

Gopulation index (也)1) 100.0 91.7 100.0 100.0 

Fertility index (百) 2) 91. 7 90.9 83.3 83.3 

Est roufs cytcle | 
No.of animals examined 12 12 12 12 

Me師 Tstms明主
4.1:t 0.1 4.2土 0.4(11) days. -Mean+S. D) 4.1土 0.3 4.1:t 0.3 

lrregular cycle a) 何)3) o (O. 0) o (0.0) 1 (8.3) 2 (16.7) 

↓I
k
r
 ー-l・

1) (No. o~ anirnals wlt~ s~cc~ssful copulat!on / no. of anlmals ma~ed~ x，100 
?) (No. of pr~gn~nt an!mal~-'-~o! of ~nl~als wl~h~~u6cei~f~r.copulat)0~) ~.100 
3) _(No. ()f ~u:t imars -haying_lrregl:liar estrous-cyçlerno~-of aninla'ls examined) x 100 
~) _No. 9f anlmals having-irregular _estrou~ cycle 
y~lu!~. in pa~!~!heses ate expfe~se~ no. of ah!ma!s 9b~eryed 
Significanl dlfference from control group; 章:P孟 0.05 件: P孟 0.01



Table 12 Findings of del ivery in dams(FO) Exp. No. 4801 (115量 143)

Dose I eve I (mg!kg) 。 50 150 500 

No. 01 dams observed 11 10 10 10 

No. of dams delivered live pups 
11 10 10 10 

Durat l on of t geestaz tlon 22.5 :t 0.5 22.2 :f: 0.4 22.3士 0.5 22.5 :t 0.5 
Mean :tS.D.) 

No. of to中corE士la ra lftea 211 (19.2:t 2.6) 174(17.4:f: 3.3) 184(18.4土 3.2) 201(20.1土 3.8)
Mean :tS. D. 

No. 01 t吋，_impl.alJ t~ 151 (13.7:t 3.0) 144(14.4:t 1.6) 143(14.3:t 1.5) 143(14.3土1.6) 
制eanr 1: S . D . ) 

144(13.1:t 3.5) 135(13.5土1.6) 1 39 ( 1 3 . 9::t 1. 4) No. of to叩2upzbm 128(12.8::!: 1.5) 
Mean' ::tS. D.) 

141 (12.8:!: 3.5) 134(13.4:!: 1.6) 1 35 (1 3 . 5:!: 2. 1) No. 01 t吋11ivzrlsborn 125 (12.5:!: 2.2) 
Mean :!: S . b . ) 

Male 62( 5.6:!: 1.9) 72( 7.2:1: 2.0) 67( 6.7土 2.6) 51 ( 5.1:!: 1.9) 

Female 79( 7.2土 2.3) 62 ( 6. 2::t 1. 9) 68( 6.S:!: 2.3) 74( 7.4:t 2.4) 

Sex ratio (Mean土S.0.) 0.80土 0.23 1.32土 0.68 1.14:t 0.60 o . 81:!: O. 56 
司 4

No・ 01出 Til ivzrls on陶 4
ean :ts.b.) 

時駒・p、、 Male 61 ( 5.5:t 2.2) 69 ( 6. 9:t 2. 1) 67( 6.7:t 2.6) 50( 5.0士 2.1)
t"'¥..可

Female 75( 6.8士 2.8) 62 ( 6. 2:t 1. 9) 67( 6.7:!: 2.4) 72 ( 7. 2:!: 2. 0) 

N嗣o.of t臼o吋1(d削 f±i tb 3 叩
3( 0.3土 0.6) 1 ( O. 1土 0.3) 1(0.1:f:0.3) 3( 0.3:!: 0.9) 

MSEm -:f:s'. D. ) 
O( 0.0土 0.0)a) O{ 0.0:t 0.0) a) 3( 0.3:t 0.9) a) O( 0.0土 0.0)a) N0.of tota m n  alis? 

Mean ::tS. D. 

Gestation index (冒)1}±.D s 
89949130必..031+至±.0 962...7 3 1 

主
Blmo1lantat i onIndeIxM{也 M1e±a『nSp1B3).}} 」2) 7997..03104..6 7 72.9:t 13. 1 
?ivery index1ean 90.0:t 10.3 
live birth index (%.Mean:tS.D. 96.9:t 9.7 97.0::t 9.5 
vi ~b 1 i i ty" i ridëx~ oo，

vday-4l%: M聞 iD)5) 

Male 9808..96±±3209.ι2aa) ) 100.0土+ 
Female 1 00 .O:t 0 .0 a 98.3 5.3 a 98.3:t 5.3 a 

1No-of femalles wIi th l ive pc upr sfnl 0.0f j 1px0 re1EgqO ant females)x100 
245 N0.of f imp p anb ts n0.0fol pp 。olra p) tea No. of pups born I no. _of imtlants) x 10 

N0.of?ive pupsim/0・ fp~ps_þo~n) x 1QO 
N0.0f!'i ve pups on datyn 4aftl er b p irthr /n0.of l ive pups born)x100 

a) Bartlett's test' can not-be calculate 
Significant difference from control group; キ: P 語 0.05 牢牢: P 孟 0.01 
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Table 13 External observations on I lve pups(Fl) from rats Exp. No. 4801 (115-143) 

Dose I eve I (mg/kg) 。 50 150 500 

No. of litters 11 10 10 10 

No. of live pups examined 141 134 135 125 

N0.0fl|i ve pupis w i t{ h 。 。 。
0.8:!: external ano~al ies l%.Mean士5.D.) 2.4 

;11;a??isI1ijd??ce of external 

anal atresia o ( 0.0) o ( 0.0) o ( 0.0) 0.8) 

acaudate o ( 0.0) o ( 0.0) o ( 0.0) 0.8) 

1)(No ， of l i ve pueps w i th externa|anoma l i es/n0.o孟f0l iv0e 5puHps exa孟mi0ne0d)1 x100 
Significant difference from control group; ヰ:p ~ U.Uo ~~: p 
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Table 14 Body weight change 01 pups(Fl) from rats Exp. No. 4801 (115-143) 

Unlt : 9 

500 

10 

( N) Mean :t s. D. ( N) 

(10) 6.6土 0.5 (10) 

(10) 10.2土 0.9 (10) 

(10) 6.2 :t 0.5 (10) 

(10) 9.8 :t 1.0 (10) 

Dose level (mg/kg) 。 50 150 

No. of litters 11 10 10 

Mean :f: s. D. ( N) Mean :t s. D. ( N) Uean土 5.0.
Male 

Oays after birth 。6.5 :t 0.4 (11) 6.6 :t 0.6 (10) 6.5 :t 0.5 

4 9.8土 1.0 (10) 9.6 :t 1.8 (10) 9.4 :!: 1.2 

Female 

Oays after birth 。6.2 :t 0.5 (11 ) 6.2 :t 0.7 (10) 6.1土 0.7

4 9.3 :t 1.0 (10) 9.1 :t 1.7 (10) 9.0士 1.5 

Significant difference from control group; 章: p孟 0.05 **: p孟 0.01



Table 15田 1 Summary of gross findings of pups(Fl) from rats(sacrificed) Exp. No. 4801 (115-143) 

Sex: Male 

Dose level(mgfkg) d 
60 1 560 9 150 500 

NQ. of pUpS necrQ~s~~ 67 50 
Organ Flndings 

HEMATOPOIETIG SYSTEM 
thymus thymic remnant In the neck 。 。
DIGESTIVE SYSTEM 
I iver white patch/zone 。 。 。
URINARY SYSTEM 
kidney di !ated pelvis 。 4 3 

ureter d i i ated i umen 。 4 3 

INTEGUMENTARY SYSTEM 
tai I scab 。 。 3 。
skin scab 。 。 。
Significant difference from control group; 宇: p孟 0.05 **: p孟 0.01
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Table 15-2 Summary of gross flndings of pups(Fl) from rats(sacrificed) Exp. No. 4801 (115-143) 

Sex: Female 

Dose level (m州 i
70 5 560 2 150 5070 2 

N0.of pups nem?sle 67 
Organ Flndings 

Hh EMATOPOl ZTI C SYSTEM 
thymus thymic remnant in the neck 。 。 。
DIGESTIVE SYSTEM 
J iver white patch!zone 。 。 。

white 。 。 。
anus imperforate anus 。 。 。
URINARY SYSTEM 

4 2 kidney di lated pelvis 4 

ureter di lated I umen 3 5 4 

l NTZl GUMENTARY SYSTEM h 
tai I sca 。 。 3 。

----1 gangrenous 。 。 。
...... absence ta i I 。 。 。
o、

Significant difference from control group; 事: p孟 0.05 料:p孟 0.01
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