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陳述書

表 題‘イソトリデシノレ=ステアラートのラットにおける反復投与議後・生殖発生毒性

併合試験

試験番号 :SR09207

1.本試験l士、「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準についてJ(平成 23

年 3jj 31日薬食発 0331第8号・平成 23・03・29製局第6号・環係企発第 110331010号厚生労

働省医薬食品局長・経済度業省製造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)に従い、

試験方法は、 OECD試験法ガイドライン(OECDGuideline for Testing of Chemica1s; Combined 

Repeated Dose Toxicity Study with the Reproduction/Developmental Toxicity Screening 

Test (422)， 1996.03.22)にJ毒づいて実施したものであります。

2.本試験は、試験計爾望書に従って実施し、試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境

要因は認められませんでした。

株式会社化合物安全性研究所

試験資任者
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信頼性保証書

表題・イソトリデシル=ステアラートのラットにおける反復投与議性・生殖発生毒性併合試験

試験番号・ SR09207

本試験は，株式会社化合物安全性研究所 QAUによって，下記のとおり査察された.

護主 察 段 階 査 察 日
試験資任者 運営管理者

への報告日 へ の 報 告 白

試験昔十爾i害警 20日年 1月初日 2011年 l月初日 2011年 l月初日

試験言十閥著書変更望書 (No.1) 20日年 3月 2日 2011年 3月 2日 2011年 3月 2日

試験計断書事変更審 (No.2) 2011年 3月 14詞 2011年 3月 14日 2011年 3月 14日

試験言十断著書変更警 (No.3) 2011年 3月 23羽 2011年 3Jl 23日 2011年 3月 23日

試験官十蘭著書変更書 (No.4) 2011年 7月 11日 2011年 7月 11日 2011年 7月 11日

試験計i夜番変更苦手 (No.5) 2011年 10月 3日 20日年 10月 313 2011年 10月 3日

試験計閥番変更警 (No.6) 2012年 l月 17日 2012年 1月 17日 2012年 I月 17烈

被験物質の受入・表不・保存 2011年 l月初日 2011年 1月初日 2011年 1月 26日

投与液の調製
2011年 2月 3日 2011年 2月 3日 2011年 2月 3日

2011年 2月 18日 2011年 2月 18日 2011年 2月 18臼

動物受入・検疫・期11化 2011年 1月初日 2011年 l月初日 2011年 1月 26日

群分け 2011年 2月 7日 20日年 2月 7日 2011年 2月 713 

投与 2011年 2月 9日 2011年 2月 9日 2011年 2月 9日

一般状態観察 2011年 2月 9日 2011年 2月 9日 2011年 2月 9日

体重視UfE 2011年 2月 9日 2011年 2月 913 2011年 2月 9日

摂餌量減.IJ定 2011年 2月 9日 20日年 2月 913 2011年 2月 9臼

詳細な状態観察 2011年 2Jl 15日 2011年 2月初日 20日年 2月 15日

機能検査 2011年 3月 17日 2011年 3月 1713 2011年 3月 17日

尿検査
2011年 3月 20日

20日年 3月 22日 2011年 3月 22日
2011年 3月 21日

性周英語検査 20日年 2月 9日 2011年 2月 9日 20日年 2月 9日

生殖能検査(交匝己)
2011 fp 2月 22日

2011年 2月 23日 2011年 2月 23日
2011 fp 2月 2313 

分娩およびV荷育状態観察 2011年 3月 17日 2011年 3月 17日 2011年 3月 17日

剖検・務官室主量測定 20日年 3月 23日 20日年 3月 23日 2011年 3月 23日

血液学的検査 20日年 3月 23日 20日年 3月 23日 2011年 3月 2313 

20日年 3月 23日
2011年 3月 24日 20日年 3月 2413 

2011年 3月 24日
血液化学的検笈

2011年 7月 11日 2011年 7月 11日 2011年 7月 11日

2012年 2月 I日 2012年 2月 213 2012年 2月 2日

新生児の剖検 20日年 3月 22日 20日年 3月 22日 20日年 3月 2213 

2011年 3月 24日

病理綴織学的検査(標本作製) 20日年 3Jl 31日 2011年 4月 713 20日年 4月 7日

20日年 4月 7日

病理組織学的検査(鋭検) 20日年 5月 26日 2011年 5月初日 20日年 5月初日

qυ 



主ま 察 段 階 査 察 日
試験資任者 運営管理者

への 報 告 日 への報告白

2013年 2月 12S 

2013年 2月 13日

生データ 2013年 2月初日 2013年 2月 22日 2013年 2月 22日

2013年 2月 21日

2013年 2月 22日

20131f. 2月 12日

2013年 2月 13日

最終報告望書(草案) 関表 2013年 2月 20日 2013年 2月 22日 2013 fj三 2月 22日

2013年 2月 21日

2013年 2月 22S 

最終報告書芸(草案):図表* 2013年 3月 6日 2013年 3月 6日 2013年 3月 6日

2013年 2月 12日

20日年 2月 13日

最終報告望書(議案):本文 2013年 2月初日 2013年 2月 22S 2013年 2月 22日

2013年 2月 21S 

2013年 2fl 22日

最終報告著書(草案):本文* 2013年 3月 6日 2013年 3月 6日 2013年 3月 6S 

最終報告書 2014年 1月 9日 2014年 1月 9日 2014年 l月 9S 

*:改善内容の確認

1.本試験は r新規化学物質等に係る試験を実泌する試験施設に関する基準についてJ(平成 23

年 3月 31羽薬食発 0331第 B号・平成 23・03・29製局第 6号・療保全発第 110331010号厚生

労働省医薬食品局長・経済主主業省製造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)およびOECD

試験法ガイドライン (OECDGuideline for Testing of Chemicals: Combined Repeated Dose 

Toxicity Study with the Reproduction/ Developmental Toxicity Screening Test (422)， 

1996. 03. 22) に従い実施された

2.本試験は，試験計開審lこ従って実施され，また，本報告書:には当該試験に使用した方法および

手順が正確に記載されており，割;験成綴には当言葉試験の実施過稼において得られた生データが

正礁に反吹していることを磯認、した.

株式会社化合物安全性研究所

QAU資任者
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表題：イソトリデシル＝ステアラートのラットにおける反復投与毒性･生殖発生毒性 

併合試験 

 

試験番号：SR09207 

 

試験目的：この試験は、イソトリデシル＝ステアラートを雌雄ラットに反復経口投与してその毒

性ならびに性腺機能、交尾行動、受胎および分娩等の生殖に及ぼす毒性を検討するた

めに行われた。 

 

試験実施基準 (GLP) および試験法ガイドライン 

試験実施基準 (GLP):｢新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準について｣

(平成 23年 3月 31日薬食発 0331第 8号・平成 23･03･29製局第 6号・環

保企発第 110331010 号厚生労働省医薬食品局長・経済産業省製造産業局

長・環境省総合環境政策局長連名通知) 

試験法ガイドライン：OECD試験法ガイドライン(OECD Guideline for Testing of Chemicals;  

Combined Repeated Dose Toxicity Study with the Reproduction/  

Developmental Toxicity Screening Test (422)，1996.03.22) 

 

動物愛護 

本試験は試験施設の動物実験倫理委員会の承認を得、かつ、標準操作手順書 (動物実験倫理

規定) に準拠した。 

法規および基準等 ：｢動物の愛護及び管理に関する法律｣(昭和 48年 10月 1日 法律第 105号、

最終改正 平成 18年 6月 2 日 法律第 50号) 

｢実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準｣(平成 18 年 4

月 28日 環境省告示第 88 号) 

｢動物実験に関する指針｣(昭和 62年 5月 22日承認 社団法人 日本実験動

物学会) 
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試験委託者 

  名称       ：厚生労働省 医薬食品局  

所在地      ：東京都千代田区霞が関 1-2-2(〒100-8916) 

連絡先      ：審査管理課 化学物質安全対策室 

 

試験施設 

名称              ：株式会社 化合物安全性研究所 

所在地            ：札幌市清田区真栄 363番 24 (〒004-0839) 

運営管理者        ：

          

 

試験責任者 

  氏名              ：

  所属              ：株式会社 化合物安全性研究所  安全性研究部 

 

試験従事者およびその業務分担 

被験物質管理 ：

           

                      

動物管理 ：

検疫・馴化 ：

投与・観察・測定    ：

臨床検査 ：

  

病理検査 ：
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試験期間 

試験開始日 ：2011年  1 月 26日 

被験物質受入 ：2010年  4 月 26日 

動物受入 ：2011年 1 月 26日 

実験開始(投与開始)日 ：2011年  2 月  9日 

交配開始 ：2011年  2 月 22日 

新生児剖検開始 ：2011年  3 月 21日 

母動物剖検開始 ：2011年  3 月 23日 

雄動物および回復群雌動物投与終了：2011年  3 月 22日 

雄動物投与終了時剖検 ：2011年  3 月 23日 

回復群雌雄動物剖検 ：2011年  4 月  6日 

病理組織学的検査終了 ：2011年  6 月 22日  

ホルモン測定終了(実験終了) ：2012年  2 月  2日 

試験終了日 ：2014年 1 月 15日 
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要  約 

 

  イソトリデシル＝ステアラートを、0 (媒体: トウモロコシ油)、100、300および 1000 mg/kg/day

の用量で、1群雌雄各 12 匹の Crl:CD(SD) ラットに、雄に対しては交配前、交配期間および交配

後を含む計 42 日間、雌に対しては交配前、交配および妊娠期間、ならびに分娩後 5 日までの 42

～46日間経口投与し、雌雄動物への反復投与による影響、雌雄動物の生殖および新生児の発生に

及ぼす影響について検討した。また、0および 1000 mg/kg について、雄動物は各 5匹を選抜し、

雌動物は各 5 匹を別に設け、42 日間の投与終了後 14 日間の回復を行い、回復性についても併せ

て検討した。 

 

1．反復投与毒性 

一般状態観察、詳細な一般状態観察、機能検査、体重、摂餌量、尿検査、血液学的検査、ホル

モン測定、剖検において、雌雄とも 1000 mg/kg までの用量では被験物質の影響は認められなか

った。 

雄では、300 mg/kg/day 以上で腎臓に近位尿細管上皮の好酸性小体(2u-グロブリン抗体陽性)

の発現頻度の増加、1000 mg/kg で腎臓重量の増加が認められた。これらの変化は可逆性のあるも

のであった。 

雌では、1000 mg/kg/day でトリグリセライドおよびクレアチニンの高値および肝臓重量の高値

が認められた。 

以上のことから、本試験条件下におけるイソトリデシル＝ステアラートの雄に対する無影響量 

(NOEL) は 300 mg/kg/day 以上で雄の2u-グロブリン腎症の発生頻度に増加が認められたことか

ら 100 mg/kg/day、雌に対する無影響量 (NOEL) は、1000 mg/kg/dayで雌の肝臓重量、トリグリ

セライドおよびクレアチニンに高値が認められたことから、300 mg/kg/dayと考えられた。また、

雄で認められた2u-グロブリンはラット特有の蛋白であり、ヒトでは存在しないことから、雄に

対する無毒性量(NOAEL)は 1000 mg/kg/day、雌では肝臓重量、トリグリセライドおよびクレアチ

ニンの高値が認められたことから無毒性量(NOAEL)は 300 mg/kg/dayと考えられた。 

 

2．生殖発生毒性 

主試験群の生殖能検査および新生児の検査では、1000 mg/kg群まで、いずれの項目にも被験物

質投与に関連する変化はみられなかった。 

以上のことから、本試験条件下における イソトリデシル＝ステアラートの反復投与による親

動物の生殖に対する無影響量および無毒性量 (NOEL および NOAEL) および新生児の発生に対する

無影響量および無毒性量 (NOELおよび NOAEL) はいずれも 1000 mg/kg/dayと考えられた。 
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緒  言 

 

イソトリデシル＝ステアラートを、0 (媒体: トウモロコシ油)、100、300および 1000 mg/kg/day

の用量で、1群雌雄各 12 匹の Crl:CD(SD) ラットに、雄に対しては交配前、交配期間および交配

後を含む計 42 日間、雌に対しては交配前、交配および妊娠期間、ならびに分娩後 5 日までの期

間経口投与し、雌雄動物への反復投与による影響、雌雄動物の生殖および新生児の発生に及ぼす

影響について検討した。また、0 および 1000 mg/kg について、雄動物は各 5 匹を選抜し、雌動

物は各 5 匹を別に設け、42 日間の投与終了後 14 日間の回復を行い、回復性についても併せて検

討した。 

 

材料および方法 

 

1. 被験物質 

名称 ：イソトリデシル＝ステアラート 

英名 ：Isotridecyl stearate  

別名 ：オクタデカン酸イソトリデシル 1) 

 ステアリン酸イソトリデシルエステル 2) 

 Octadecanoic acid isotridecyl ester 1) 

CAS No. ：31565-37-4 

化審法官報公示整理番号：2-2489 

分子式 ：C31H62O2 

構造式 3) ： 

 

 

 

分子量 ：466.835 1)、466.82278 4) 

物理化学的性質 2)  ：外観 ；液体(30℃)、淡黄色透明 

           臭い ；特有臭気 

 沸点 ；データなし  

 融点 ；データなし 

 引火点；240℃ 

 蒸気圧；データなし 

 爆発限界；データなし 
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 蒸気密度；データなし 

 比重 ；約 0.86 

 溶解度；水溶解性のデータなし。低級アルコールに難溶、エーテル等 

 の溶剤類に可溶。試験施設において、トウモロコシ油を用いて調製確認 

 を行った。 

 n-オクタノール／水分配係数；データなし 

 発火点；データなし 

  自然発火温度；データなし 

  分解温度；データなし 

ロット番号 ：00119 

純度 ：71％ (ステアリン酸とイソトリデカノールのエステル化物)。現状を純 

度 100%（ステアリン酸とイソトリデカノールのエステル化物 71％＋パ 

ルミチン酸とイソトリデカノールのエステル化物 29％）として試験に 

使用した。(Appendix 1-1) 

使用原料の成分比率：1) 脂肪酸原料成分(パルミチン酸 30％、ステアリン酸 69％、その他 

脂肪酸 1％) 

2) アルコール原料成分[イソトリデカノール(異性体混合物)99％以上] 

製造者 ：

入手量 ：750 g×2  (関連試験と共に一括受入) 

安定性 ：通常の取扱いにおいては、光、熱、衝撃に対して化学的に安定 2)。試験 

操作の終了後、使用した被験物質に関する分析成績を入手し、被験物質   

の試験期間中の安定性を確認した(Appendix 1-2)。 

保存条件 2) ：直射日光の当たらない通気のよい場所で容器を密閉し保存する。火気、   

熱源より遠ざける。 

保存場所 ：株式会社 化合物安全性研究所の被験物質保存室(実測範囲: 21～25℃) 

保存期間 ：2010年 4月 26日(入手)～2011年 3月 23日(最終回調製) 

取り扱い上の注意 2) ：保護手袋、保護眼鏡、保護面、保護衣を着用し、飛沫等が皮膚に付着 

したり、粉塵、ガスを吸入しないようにする。 

サンプリング ：被験物質サンプルとして、約 5 gを採取し、試験施設の資料保存室に保 

存した。 

残余被験物質の処置：関連試験を含め、すべての試験操作終了後、製造者に返却する。 
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2．媒体 

名称 ：トウモロコシ油  

ロット番号 ：VOH3633、VOT4896 

製造者 ：ナカライテスク株式会社 

保存条件 ：室温  

取り扱い上の注意 ：特になし 

 

3．投与液の調製および化学分析 

調製方法 ：被験物質を精量し、所定の濃度となるように媒体を添加後、スターラ 

ーを用いて溶解させた。 

調製頻度 ：8日間に 1回以上。 

保存条件 ：遮光気密容器に入れた。 

保存場所 ：株式会社 化合物安全性研究所の被験物質保存室(実測範囲: 22～24℃) 

保存期間 ：2011年 2月 3日(初回調製)～2011年 4月 1日(最終回投与) 

使用期限 ：調製液の安定性の保証されている期間内に使用した。 

調製上の注意 ：被験物質はクリーンベンチ内で取扱い、調製の際にはゴム手袋および 

マスクを着用し、吸い込んだり、眼、皮膚および衣類に触れないよう

にした。 

残余調製液の処置 ：残余の投与液は、焼却処分するために産業廃棄物として回収した。 

投与液の安定性 ：0.1および 200 mg/mLの調製液について調製後室温保存で 10日間安定 

であることが確認された(Appendix 2)。 

調製液の濃度確認 ：被験物質の全濃度に関する投与液中における濃度を、雄の初回調製時

および雌の最終回調製時の計2回確認した。投与液は試験施設で調製後、

(株)日曹分析センターに送付した。分析は(株) 日曹分析センターで実施

し、各濃度液は設定濃度に調製されていることを確認した(Appendix 3)。 

濃度分析方法      ：Appendix 3に示す(試験計画書番号 10-198)。 

 

4. 試験方法 

(1) 試験系 

種・系統     ：ラット、Crl:CD(SD)  

微生物統御    ：SPF 

生産業者      ：日本チャールス・リバー株式会社 厚木飼育センター 

微生物モニタリング：動物生産業者よりデータを入手した。 

動物選定理由   ：ラットはこの種の試験で通常用いられている動物種であり、繁殖成績が
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安定していることと当研究所における背景対照データが利用できること

から、この系統を選定した。 

発注動物数    ：雄 52匹、雌 62匹 

受入動物数    ：雄 54匹、雌 64匹 

発注動物週齢   ：雌雄各 8週齢 

出荷体重基準    ：雄は 240～330 g、雌は 160～230 g 

受入時体重範囲  ：雄は 251～288 g、雌は 177～219 g 

投与開始時週齢  ：雌雄各 10週齢 

群数       ：雌雄各 6群(主試験群 雌雄各 4群、回復群 雌雄各 2 群) 

各群動物数    ：主試験群 雌雄各 12匹、回復群 雌雄各 5匹 

 

(2) 検疫および馴化 

検疫方法     ：一般状態を 1日 1回観察し、体重を受入時(馴化 1日)および馴化期間終

了日(投与開始 2日前)を含め約 1週に 1回の頻度となるように計 3回測

定した。検疫および馴化期間中、いずれの動物にも異常はみられなかっ

た。 

性周期検査        ：雌動物について、性周期検査を膣垢スメア塗抹法により群分け日までの

10日間に行った。検査の結果、性周期の異常は認められなかった。 

期間       ：雌雄とも、馴化 1日(受入日)から馴化 13日までの 12 日間。 

 

(3) 群分け 

検疫および馴化期間中に実施した一般状態観察および体重測定ならびに雌の性周期検査の結

果を参考にして、動物の使用の適否を決定した。群分けは、投与開始 2日前の体重に基づいて

層化無作為抽出法により、各群の平均体重が均一になるように行った。雌雄別に各個体の体重

が平均体重の±20％を超えないことを確認した。なお、選抜から外れた動物は群分け日に試験

から除外して、標準操作手順書に従って取扱った。選択された動物について、投与開始前日に

一般状態に異常がないことを確認した。 

 

(4) 動物およびケージの識別 

動物       ：群分け前は油性フェルトペンで尾部に印を付け、個体識別を行った。 

群分け後は耳介に動物番号を入れ墨し、個体識別を行った。 

新生児については、個体の識別は行わなかった。 

飼育ケージ    ：群分け前は性別毎に色分けしたラベルに試験番号および受入時の動物番

号を明記し、各ケージの前面に標示した。 
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群分け後は性別毎に色分けしたラベルに試験番号、試験群および群分け

後の動物番号を明記し、各ケージの前面に標示した。 

 

(5) 動物飼育 

1) 飼育環境 

飼育室番号    ：302号室 

温度・湿度    ：22±3℃，50±20％ (実測範囲 20～23℃、43～53％) 

換気回数     ：10～15回／時間 

照明時間     ：人工照明 12時間 (8：00～20：00) 

2) 飼育器材および飼育方法 

ケージの種類   ：ブラケット式金属製金網床ケージ (260W×380D×180H，mm) 

ただし、交尾成立雌動物については妊娠 17日から哺育 4日まで同ケ

ージの金網床を小型受皿に代えて実験動物用床敷 (ホワイトフレー

ク、日本チャールス･リバー株式会社) を使用した。 

1ケージあたりの収容動物数： 

検疫および馴化期間中は 2匹、群分け後は 1匹、交配期間中は雌雄

各 1匹、分娩後は 1腹を収容した。 

ケージおよび給餌器の交換： 

群分け時、その後は 2 週に 1 回の頻度で交換した。ただし、交尾成

立雌動物については妊娠 0日および 14日に実施した。 

受皿交換     ：週 2回実施した。 

自動給水装置の水抜き：週 1回実施した。 

給水器の交換      ：尿検査時にのみ用いた。 

小型受皿の交換  ：妊娠 20日に実施した。 

室内の清掃および清拭消毒： 

1 日 1 回実施した。清拭消毒に際しては、塩素系消毒薬およびヨウ

素系消毒薬を 1週間単位で交互に使用した。 

3) 飼料 

種類・名称    ：固型飼料、CRF-1 

ロット番号    ：101005、101207、110106 

製造業者     ：オリエンタル酵母工業株式会社 

給餌方法     ：金属製給餌器を用いて自由に摂取させた。 

ただし、剖検前日の夕刻からは全例を絶食させた。 

汚染物質および微生物検査： 
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試験に悪影響を及ぼす恐れのある汚染物質の分析あるいは微生物検

査を、使用した各ロットの飼料について実施した。汚染物質の分析

は Eurofins Analytics 社 (分析報告書：AR-10-JP-001107-01、

AR-10-JP-001322-01、AR-11-JP-000301-02) が、微生物検査は飼料

製造業者 (分析試験報告書：No. 10G03-153、10G03-186、11G03-004) 

がそれぞれ行った。分析データを飼料製造業者からロット毎に入手

した。分析項目と許容値は株式会社 化合物安全性研究所の標準操作

手順書に準拠した。分析の結果、いずれの項目にも規定された許容

値を超える値は認められなかった。 

4) 飲料水 

種類       ：札幌市水道水 

給水方法     ：自動給水装置を用いて自由に摂取させた。ただし、尿検査時は給水

器を用いた。 

汚染物質検査   ：試験に悪影響を及ぼす恐れのある汚染物質の分析を、2011年 1月 4

日、2011年 4月 1日および 2011年 7月 1日に、当該飼育室と同系

統配管の最末端 (301 号室) から試料を採取して実施した (水質検

査結果表：No. A224281、A230001、A231007)。分析は日本衛生株式

会社において行い、分析データを入手した。分析項目と許容値は株

式会社 化合物安全性研究所の標準操作手順書に準拠した。分析の結

果、いずれの項目にも規定された許容値を超える値は認められなか

った。 

 

(6) 被験物質の投与 

1) 投与量の設定 

投与量      ：0 (媒体のみ)、100、300および 1000 mg/kg/day とした。 

設定理由     ：先に実施した予備試験 (ＳＲ０９２０７Ｐ) (投与量 0、8、40、200

および 1000 mg/kg/day、雌雄各 3匹/群、2週間反復経口投与) の結

果 5)、1000 mg/kg/day の雄でアルカリホスファターゼ(ALP)の高値

傾向、雌で平均赤血球ヘモグロビン(MCH)の有意な低値が認められた。

一般状態、体重、摂餌量、剖検所見、器官重量、性周期において、

1000 mg/kg/dayの用量までイソトリデシル＝ステアラートの影響は

認められなかった。以上のことから、本試験では 1000 mg/kg/day

を最高用量とし、以下公比約 3で除して 300および 100 mg/kg/day

をそれぞれ中用量および低用量に設定した。 
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試験群の構成      ：試験群の構成と各群の動物番号は以下の通りとした。 

 投与量 濃度 投与容量     動物数(動物番号)      

試験群 (mg/kg) (mg/mL) (mL/kg) 雄 雌 

＜主試験群＞     

対照群  0  0  5 12 (101～112) 12 (151～162) 

低用量群  100  20  5 12 (201～212) 12 (251～262) 

中用量群  300  60  5 12 (301～312) 12 (351～362) 

高用量群  1000  200  5 12 (401～412) 12 (451～462) 

＜回復群＞     

対照群   0  0  5 5 (101～112)*  5 (163～167) 

高用量群  1000  200  5 5 (401～412)*  5 (463～467) 

        対照群の動物には、被験物質投与群と同様の方法で媒体のみを投与した。 

        *：主試験群から交配期間終了後に選抜した。投与 28日の体重に基づいて、各群の平均

値に近似するようにそれぞれ 5匹(動物番号 103、107、109、110、111、401、403、407、

409、410)ずつ選抜した。 

 

2) 投与 

投与方法および投与経路：ディスポーザブル胃ゾンデおよびディスポーザブルシリンジを

用いて強制的に胃内に経口投与した。 

投与回数     ：1日 1回、連日投与した。 

投与時刻     ：9：00～11：58 (分娩中の 1 例については分娩終了後 13 時 23 分に

投与した。) 

投与期間          ：雄；交配 14日前より 42日間 

雌；交配前 14日間および交尾成立までの交配期間、さらに交尾成立

例は妊娠期間および分娩後 5日 (哺育 0日を分娩後 0日として

起算) までの期間 

交尾不成立例は交配期間終了後 23日までの 51日間、不妊例は

妊娠 25日までの 52日間 

回復群については 42日間 

回復期間          ：投与期間終了後 14日間 

投与液量     ：各個体の投与液量は投与日に最も近い測定日の体重に基づいて算出

した。 

投与方法、投与経路、投与回数および投与期間の選定理由： 

試験法ガイドラインを参考にした。 
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 (7) 観察、測定および検査項目 

Ⅰ．反復投与毒性 

投与開始日を投与 1 日と起算し、さらに、主試験群の雌は交尾成立日を妊娠 0 日、分娩終

了日を哺育 0日、回復群の雌雄は投与 42日の翌日を回復 1日と起算した。 

  1) 一般状態観察 

例数       ：全例 

期間       ：投与 1日から剖検日まで。 

頻度       ：投与期間中は投与前および投与後の 1日 2回、回復期間中は午前お

よび午後の 1日 2回、剖検日は午前中に 1回観察した。 

観察方法     ：個々の動物の生死、外観、行動等について観察した。異常が認めら

れる場合は、その症状ならびに症状の持続期間を記録した。 

2）詳細な一般状態観察 

例数       ：全例 

時期       ：投与開始前ならびに投与 7、14、21、28、35および 42日。 

          回復群の動物については、回復 7および 14日。 

観察方法     ：あらかじめ定めたスコアリング基準を用いてスコア化した観察結果

を記録した。 

観察項目およびその方法： 

①体位・姿勢、呼吸状態、振戦・痙攣、常同行動 (回転・旋回)、異

常行動 (自咬) をケージ外から観察した。 

②取り出し易さ、取扱い易さ、筋収縮性、立毛、被毛の状態、皮膚、

眼・眼球および粘膜の外観、瞳孔径、流涙、流涎、その他分泌物

の有無について、ケージから取り出す時に観察した。 

③歩行、運動協調性、環境刺激に対する反応、探索行動、排泄状態 (排

尿・排糞)、常同行動 (身づくろい・くびふり)、異常行動 (後ず

さり・異常発声)、攻撃性について、オープンフィールド内で観察

した。 

3）機能検査 

例数       ：各群 5例 (主試験群雄は各群の体重の平均値に近似するように、主

試験群雌は分娩日の早い動物順に選抜した) 

時期       ：投与 6週および回復 2 週。 

          主試験群の雌は哺育 4 日。 

観察／測定方法   ：あらかじめ定めたスコアリング基準を用いてスコア化した観察結果

あるいは測定機器による測定値を記録した。 
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観察項目およびその方法： 

①刺激に対する感覚運動反応：検査台上で以下を観察した。 

視覚刺激、触覚刺激、聴覚刺激、痛覚刺激、固有受容器刺激、空

中正向反射 

②握力：CPUゲージ (アイコーエンジニアリング株式会社) を用い

て前肢および後肢について各 3回測定し、1 g 単位で記録した。 

③自発運動量：自発運動量測定装置 (スーパーメックスおよび

CompACT、室町機械株式会社) を用いて測定した。上記に引続き、

10分間隔で 1時間測定した。 

4）体重測定 

例数       ：全例 

測定日      ：投与 1、3、5、7、10、14、21、28、35および 42 日の投与前、回復

7および 14日ならびに剖検日。 

主試験群の雌は投与 1、3、5、7、10、14日の投与前、妊娠 0、1、3、

5、7、10、14、17および 20日の投与前、哺育 0、1および 4日の投

与前ならびに分娩後 6 日の剖検日。なお、交尾不成立例は投与 21、

28、35、42、49日の投与前および 51日の翌日の剖検日。 

測定方法     ：電子式上皿天秤 (GX-2000、株式会社エー・アンド・デイ) を用い

て測定し、1 g単位で記録した。 

体重増加量および体重増加率： 

以下の式により算出した。 

<雄および回復群の雌> 

投与期間； 

体重増加量(g)＝ 投与 42日体重(g)－投与 1 日体重(g)  

体重増加率(％)＝ 
 体重増加量(g) 

×100 
投与 1日体重(g) 

回復期間； 

体重増加量(g)＝ 回復 14日体重(g)－投与 42 日体重(g)  

体重増加率(％)＝ 
 体重増加量(g) 

×100 
投与 42日体重(g) 

<主試験群の雌> 

妊娠前投与期間； 

体重増加量(g)＝ 投与 14日体重(g)－投与 1 日体重(g)  

体重増加率(％)＝ 
 体重増加量(g) 

×100 
投与 1日体重(g) 
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妊娠期間； 

体重増加量(g)＝ 妊娠 20日体重(g)－妊娠 0 日体重(g)  

体重増加率(％)＝ 
 体重増加量(g) 

×100 
妊娠 0日体重(g) 

哺育期間； 

体重増加量(g)＝ 哺育 4日体重(g)－哺育 0 日体重(g)  

体重増加率(％)＝ 
 体重増加量(g) 

×100 
哺育 0日体重(g) 

 

5）摂餌量測定 

例数       ：全例 

測定日      ：雌雄とも剖検日および交配期間を除き、体重測定と同じ日に実施し

た。ただし、主試験群の雌については、妊娠 20日は残量、哺育 0日

は給与量のみを測定した。 

測定方法     ：電子式上皿天秤 (GX-2000、株式会社エー・アンド・デイ) を用い

て測定し、1 g単位で記録した。投与開始前日に適当量を測定後ケ

ージ毎に給与し、その後は測定日に残量および給与量を測定した。

ただし、最終回の測定は残量のみとした。 

以下の式により、摂餌量 (g/rat/day) を算出した。 

摂餌量(g/rat/day)＝ 
給与量(g/rat)－残量(g/rat) 

   測定日間の日数(day) 

 

6）尿検査 

例数       ：雄は機能検査と同一の各群 5 例について、雌は回復群全例(各群 5

例) 

時期       ：投与 6週および回復 2 週 

採尿方法     ：ラット用代謝ケージ (KN-646、B-1型、株式会社夏目製作所) を用

いて採尿し、投与直後から約 3時間の蓄尿で①～⑧を、また約 21

時間の蓄尿で⑨および⑩を実施した。採取した尿は検査終了後廃棄

した。 

検査項目および検査方法： 

① 尿 pH 試験紙法 

② 蛋白(Protein) 試験紙法 

③ 尿糖 (Glucose) 試験紙法 

④ 尿ケトン体(Ketone body) 試験紙法 

⑤ ウロビリノーゲン(Urobilinogen) 試験紙法 

⑥ ビリルビン(Bilirubin) 試験紙法 
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⑦ 潜血 (Occult blood) 試験紙法 

⑧ 色調(Color) 肉眼観察 

⑨ 尿量(Urine Volume) 容量測定 

⑩ 比重(Specific gravity) 屈折計法 

①～⑦ マルティスティックス、シーメンスヘルスケア･ダイアグノスティクス 

⑩ 尿比重屈折計ユリコン-S、アタゴ 

7）血液学的検査 

例数          ：各群 5例 (主試験群の雄は機能検査に用いた動物以外から動物番号

の若い順に選抜した。主試験群の雌は機能検査と同一例、回復群は全

例。) 

時期          ：剖検時(主試験群の雄は投与 42日の翌日、主試験群の妊娠雌は分娩

後 6日、回復群の雄および雌は回復 14日の翌日) に採血した。なお、

交尾不成立雌および不妊雌については採血しなかった。 

採血方法     ：16～22時間の絶食下でラットをペントバルビタールナトリウム溶液 

(ソムノペンチル、共立製薬株式会社) の腹腔内注射により麻酔し、

腹部大動脈より採血した。検査項目のうち、①～⑩については EDTA･

2K (ベノジェクトⅡ真空採血管、テルモ株式会社) で処理した血液

約 1 mLを用い、⑪および⑫については 3.8％クエン酸ナトリウムで

処理した血液約 2 mL を、3500回転/分で 10分間の遠心分離して得

られた血漿を用いた。得られた血液および血漿は検査終了後廃棄し

た。なお、白血球塗抹標本 (May-Grünwald-Giemsa 染色) を作製し、

保存した。白血球の分布異常はみられなかったため、白血球塗抹標

本の鏡検は行わなかった。 

検査項目および検査方法： 

①赤血球数(RBC) 電気抵抗検出法 

②ヘマトクリット値(HCT) 電気抵抗検出法 

③ヘモグロビン濃度(HGB) SLSヘモグロビン法 

④平均赤血球容積(MCV) RBC，HCT値より算出 

⑤平均赤血球血色素量(MCH) RBC，HGB値より算出 

⑥平均赤血球血色素濃度(MCHC) HCT，HGB値より算出 

⑦血小板数(Platelet) 電気抵抗検出法 

⑧白血球数(WBC) フローサイトメトリー法 

⑨網赤血球数(Reticulocyte) フローサイトメトリー法 

⑩白血球分画 フローサイトメトリー法 

(Differential count of WBC) 

⑪プロトロンビン時間(PT) トロンボプラスチン法 

⑫活性化部分トロンボプラスチン時間(APTT) エラジン酸法 

①～⑩ 自動血球分析装置 XT-2000 iV、シスメックス 

⑪⑫ 血液凝固自動測定装置 KC4デルタ、トリニティ･バイオテック 
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8）血液化学的検査 

例数          ：血液学的検査と同一の各群 5例 

時期          ：剖検時に採血した。 

採血方法     ：16～22時間の絶食下でラットをペントバルビタールナトリウム溶液 

(ソムノペンチル、共立製薬株式会社) の腹腔内注射により麻酔し、

腹部大動脈より採血した。検査項目のうち、(1)および(5)について

は、血液 1 mLあたりヘパリンナトリウム (ヘパリンナトリウム注

N｢味の素｣、1000単位/mL、味の素株式会社) 約 20単位で処理後、

3500回転/分で10分間の遠心分離で得られた血漿を用いて検査した。

他の項目については分離剤入り試験管 (セパクリーン A、栄研器材

株式会社) に血液を採取し、3500回転/分で 10分間の遠心分離で得

られた血清を用いて検査した。また、得られた血清の一部は(20)～

(22)測定用としてポリプロピレン製チューブ4本に約150μLずつ分

注し、測定に供するまで超低温フリーザー (－80℃設定) に保存し

た。これらのうち 1本は (20) 測定用として三菱化学メディエンス

株式会社に送付し、測定結果を入手した。得られた血漿および血清

は検査終了後-20℃以下で凍結保存し、試験終了日に廃棄した。 

検査項目および検査方法： 

(1)AST JSCC 法 

(2)ALT JSCC 法 

(3)アルカリホスファターゼ(ALP) JSCC 法 

(4)γ-GTP L-γ-グルタミル-3-カルボキシ-4-ニトロアニリド

基質法 

(5)グルコース(Glucose) ヘキソキナーゼ法 

(6)総コレステロール(T-Cho) 酵素法 

(7)トリグリセライド(TG) 遊離グリセロール消去法 

(8)総ビリルビン(T-Bil) アゾビリルビン法 

(9)尿素窒素(UN) ウレアーゼ･GLDH法 

(10)クレアチニン(Crea) Jaffé 法 

(11)ナトリウム(Na) イオン選択電極(ISE)法 

(12)カリウム(K) イオン選択電極(ISE)法 

(13)クロール(Cl) イオン選択電極(ISE)法 

(14)カルシウム(Ca) OCPC 法 

(15)無機リン（IP） Fiske-Subba Row法 

(16)総蛋白(TP) ビウレット法 

(17)蛋白分画(Protein fraction) セルロースアセテート膜電気泳動法 

(18)A/G比(A/G ratio) 蛋白分画より算出 

(19)アルブミン(Albumin) 総蛋白と蛋白分画より算出 

(20)甲状腺刺激ホルモン(TSH) RIA法(三菱化学メディエンス株式会社で測定) 

(21)T3 ELISA 法 

(22)T4 ELISA 法 
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(1) ～(16) 自動分析装置 7080形、日立ハイテクノロジーズ 

(17)～(19) 自動電気泳動装置 AES320、三島オリンパス 

(21)(22) ウェルリーダーSK601、株式会社 サイニクス 

 

9）剖検 

例数       ：全例 

時期         ：主試験群の雄(投与終了時剖検例)は投与 42日の翌日、主試験群の

雌は分娩後6日、回復群の雄および雌は回復14日の翌日に剖検した。

主試験群の交尾不成立例は投与 51 日の翌日、不妊例は妊娠 26日(投

与 52日の翌日)に剖検した。 

検査方法     ：体外表を観察し、ペントバルビタールナトリウム溶液 (ソムノペン

チル、共立製薬株式会社) の腹腔内注射による麻酔下で採血後、放

血により安楽死させ、全身の器官・組織を肉眼的に観察した。検査

終了後、以下の器官・組織を 10％中性緩衝ホルマリンに固定・保存

した。なお、眼球およびハーダー腺はデビッドソン液で固定・保存

し、精巣および精巣上体はブアン液で固定、70％エタノールに保存

した。肺については固定液を注入後浸漬固定した。左右のある器官

については原則として左右とも固定・保存した。 

器官・組織名   ：脳 (大脳、小脳および脳橋)、脊髄、下垂体、胸腺、甲状腺 (上皮

小体を含む)、副腎、脾臓、心臓、食道、胃、肝臓、膵臓、十二指腸、

空腸、回腸 (パイエル板を含む)、盲腸、結腸、直腸、気管、肺、腎

臓、膀胱、精巣、精巣上体、前立腺、精嚢 (凝固腺含む)、卵巣、子

宮 (角部および頸部)、眼球およびハーダー腺、乳腺 (雌のみ、右腹

部)、大腿骨 (骨髄を含む、右)、腸間膜リンパ節、顎下リンパ節、

坐骨神経および肉眼的異常部位 (正常組織との境界部含む)。 

10）器官重量測定 

例数           ：各群 5例(雄は血液学的検査、雌は機能検査とそれぞれ同一動物) 

時期           ：剖検時 

測定方法     ：電子式上皿天秤 (ER-180A、株式会社エー・アンド・デイ) を用い

て以下の器官について重量を測定した。左右のある器官については、

左右併せて測定した。 

検査器官     ：脳、下垂体、甲状腺 (上皮小体含む)、心臓、肝臓、腎臓、脾臓、

副腎、胸腺、精巣、精巣上体、卵巣 

相対重量の算出  ：以下の式から相対重量を算出した。 
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相対重量(％)＝ 
絶対重量(g) 

×100 
剖検日体重(g) 

 

11）病理組織学的検査 

例数       ：剖検時に固定・保存した全例の全器官・組織について標本作製を実

施し、対照群および高用量群の 5例について鏡検した。また、雄の

精巣の精子形成について精査した。腎臓は全群全例について鏡検し

た。また、剖検で異常がみられた部位の検査を実施した：100 mg/kg

群；精巣および精巣上体小型化(動物番号 202、206)、精巣上体尾部

黄白色腫瘤 (動物番号 210)、300 mg/kg群；ハーダー腺出血、精巣

および精巣上体小型化(動物番号 311)、前肢第 3 指欠損(動物番号

355)、腺胃粘膜黒色斑(動物番号 356)、1000 mg/kg群；胃境界縁白

色腫瘤(動物番号 464)、肺前葉黄緑色斑(動物番号 452)。 

検査方法     ：パラフィン包埋後薄切し、ヘマトキシリン・エオジン染色標本を作

製して鏡検した。腎臓でみられた好酸性小体は、代表例(動物番号 105、 

111、207、302、402)についてα2u-グロブリン染色を実施した。 

 

Ⅱ. 生殖発生毒性 

1）性周期検査 

例数              ：雌の全例 

期間              ：投与開始日から主試験群は交尾成立まで、回復群および交尾不成立

例は剖検日までの連日｡ 

方法              ：ギムザ染色による膣垢塗抹標本を作製し、光学顕微鏡下で性周期段

階を観察した。 

判定              ：性周期の各段階 (発情前期、発情期、発情後期および発情休止期) を

4日から 6日の間隔で繰返すものを正常と判定し、発情期間隔を算

出した。発情休止期が 7日以上継続してみられる例は連続非発情と

し異常と判定した。 

2）生殖能検査 

例数              ：主試験群の雌雄の全例 

時期、方法        ：投与 14日を交配開始日、交配開始日の翌日を交配 1日とし、交配開

始日の夕刻から、同試験群内の雌雄 1対を交尾が確認されるまで 14

日間を限度として連続同居させた。 

交配組み合せ      ：無作為組み合せ 

交尾成立の判断基準：膣内膣栓、あるいは膣垢スメア標本中の精子が認められた場合を交尾
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成立と判断した。交尾成立日を妊娠 0日とした。 

次式から群毎に交尾率を算出した。 

交尾率(Copulation index、％)＝ 
交尾した雄/雌の数 

×100 
同居させた雄/雌の数 

 

受胎能            ：妊娠の確認を分娩の有無および剖検時に子宮内の着床痕の有無によ

り行った。 

次式から群毎に受胎率を算出した。 

 

受胎率(Fertility index、％)＝ 
受胎動物数 

×100 
交尾した雄/雌の数 

 

3）分娩および哺育状態観察 

例数              ：受胎した雌の全例 

分娩観察          ：交尾が確認された雌動物は全例自然分娩させた。 

分娩状態を妊娠 21日から 25日まで、毎日少なくとも 3回 (9：00、

13：00および 17：00) 観察した。 

分娩終了の確認    ：9：00に母動物が児を巣の中に集めて腹の下に抱え込んでいるのが観察

された場合に分娩終了とし、その日を哺育 0日 (生後 0日) とした。1

匹以上の生存児を出産したものを正常出産とした。 

次式から群毎に出産率を算出した。 

出産率(Gestation index、％)＝ 
生児出産雌数 

×100 
妊娠雌数 

 

出産児の観察      ：生後 0日に正常に出産した腹毎に生存児数と死亡児数とを計数し、そ

れらの合計を出産児数とした。 

次式から腹毎に出生率を算出した。 

出生率(Live birth index、％)＝ 
出産時生存児数 

×100 
出産児数 

 

出産児の性比の算出：生後 0および 4日に個々の児動物の性を肛門と生殖突起の間の長さ

で判定した。死亡児も含めた生後 0日の全出産児、死亡例を含めな

い生後 0日の生存児ならびに生後 4日の生存児を対象として腹毎に

以下を算出した。 

生後 0日の全出産児の性比(Sex ratio)＝ 
雄出産児数 

 
雄出産児数＋雌出産児数 

 

生後 0日の生存児の性比(Sex ratio) ＝ 
雄生存児数 

 
雄生存児数＋雌生存児数 
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生後 4日の生存児の性比(Sex ratio) ＝ 
雄生存児数 

 
雄生存児数＋雌生存児数 

 

妊娠期間の算出    ：妊娠 0日から哺育 0日までの期間の日数を計数した。 

分娩率の算出      ：剖検時に各雌の子宮内の着床痕を肉眼的に計数した。 

次式から腹毎に分娩率を算出した。  

分娩率(Delivery index、％)＝ 
出産児数 

×100 
着床数 

 

着床率の算出      ：剖検時に各雌の卵巣の黄体数を計数した。 

次式から腹毎に着床率を算出した。 

着床率(Implantation index、％)＝ 
着床数 

×100 
黄体数 

 

哺育 4日の哺育率の算出：次式から群毎に算出した。  

哺育率(Nursing index、％)＝ 
哺育 4日に生存児を持つ雌数 

×100 
生児出産雌数 

 

4）新生児の一般状態観察および生存率 

例数              ：全例 

頻度              ：1回／日 

期間              ：生後 0日から生後 4日 (剖検日) までとした｡ 

観察方法          ：生存または死亡を確認し、一般状態および外表について観察した。 

なお、死亡例は発見後速やかに剖検し、Whole body を 10％中性緩衝

ホルマリン液で固定･保存した｡ 

生後 4日の新生児生存率の算出：次式により 1腹単位で算出した。 

新生児生存率 (Viability index、％)＝ 
生後 4日の生存児数 

×100 
出産時生存児数 

 

5）新生児の体重測定 

例数･時期          ：生存児全例について、生後 0、1および 4日に実施した。 

測定方法           ：電子式上皿天秤 (GX-2000、株式会社エー・アンド・デイ) を用い

て雌雄別に腹毎に測定し、0.1 gまで記録した。 

雌雄毎に腹当たりの平均体重を求めた。 

6）新生児の剖検 

時期･例数          ：生後 4日に全例について実施した。 

検査方法           ：体外表 (口腔内を含む) を観察し、二酸化炭素吸入法により安楽死

させ、全身の器官･組織を肉眼的に観察した。異常例については、

Whole bodyを 10％中性緩衝ホルマリン液に固定・保存した。 
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5. 統計学的方法 

握力、自発運動量、体重、体重増加量および増加率、摂餌量、尿量、血液学的検査、血液化

学的検査、器官の絶対重量および相対重量、発情期間隔、黄体数、着床数および着床率、出産

児数、出産時の生存児数および死亡児数、分娩率、出生率、性比、妊娠期間、生後 4日の生存

児数および新生児生存率の成績について平均値および標準偏差を算出し、Bartlett の検定法を

行い、等分散性を解析した。等分散の場合は一元配置分散分析法で解析し、不等分散の場合は

Kruskal-Wallis の検定法で解析した。一元配置分散分析の結果、有意差がみられた場合は

Dunnettの検定法を用いて対照群との比較を行った。Kruskal-Wallis法の解析の結果、有意差

がみられた場合は Mann-Whitneyの U-検定法を用い対照群との比較を行った。新生児の出生率、

性比、新生児生存率および雌雄別体重については、1腹を標本単位として処理した。 

詳細な一般状態観察および機能検査の観察項目、尿検査の定性的項目、尿比重ならびに病理

組織学的検査のうち 2 段階以上のグレードが認められた所見については、群毎の傾向を

Kruskal-Wallisの検定法で解析し、有意差がみられた場合は Mann-Whitney の U-検定法を用い

て対照群との比較を行った。 

正常性周期の雌の出現率、交尾率、受胎率、出産率、哺育 4日の哺育率、ならびに病理組織

学的検査のうち 1段階のグレードが認められた所見については、多試料カイ二乗検定を行い、

その結果有意差が認められた場合には 2試料カイ二乗検定で対照群との比較を行った。ただし、

2試料カイ二乗検定に不適合の場合には Fisherの直接確率検定法を用いた。 

対照群との比較検定については、有意水準は 5％とした。統計学的方法に関する表示方法を

INDIVIDUAL DATAの前に示す。 
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成  績 

 

Ⅰ．反復投与毒性 

1．一般状態 

一般状態の成績を Table 1および 2、INDIVIDUAL DATA 1-1-1～1-3-2に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与期間中、対照群を含むいずれの群の動物にも異常はみられなかった。 

回復期間中、対照群および 1000 mg/kg群の動物には異常は認められなかった。 

(2) 主試験群雌 

投与期間中(交配前、妊娠期間、哺育期間を通じて)、いずれの群の動物にも被験物質投与に

起因した異常は認められなかった。なお、300 mg/kg 群の 1 例で妊娠 6 日からケージ内での事

故による前肢第 3指の欠損、その周囲の腫張が認められた。 

(3) 回復群雌 

投与期間中および回復期間中を通じて、対照群および 1000 mg/kg 群のいずれの動物にも異

常は認められなかった。 

 

2．詳細な一般状態観察 

詳細な一般状態観察の成績を Table 3-1～3-3および 4-1-1～4-2-3、INDIVIDUAL DATA 2-1-1

～2-18-6、スコアリングの基準を INDIVIDUAL DATA 2-1-1の前に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与期間中の観察において、いずれの項目にも各被験物質投与群と対照群の間に有意な差は

認められなかった。 

回復期間中の観察において、いずれの項目にも 1000 mg/kg 群と対照群の間に有意な差は認

められなかった。 

(2) 主試験群雌 

投与期間中の観察において、いずれの項目にも各被験物質投与群と対照群の間に有意な差は

認められなかった。 

(3) 回復群雌 

1000 mg/kg群の投与期間および回復期間中の観察では、いずれの項目にも対照群との間に有

意な差はみられなかった。 
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3．機能検査 

機能検査の成績を Table 5および 6、INDIVIDUAL DATA 3-1-1～3-10-2、スコアリングの基準

を INDIVIDUAL DATA 2-1-1の前に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与 6週の検査では、いずれの項目にも各被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられ

なかった。 

回復 2 週の検査では、いずれの項目にも 1000 mg/kg 群と対照群との間に有意な差はみられ

なかった。 

(2) 主試験群雌 

哺育 4日の検査では、いずれの項目にも各被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられ

なかった。 

(3) 回復群雌 

投与 6週の検査では、いずれの項目にも 1000 mg/kg 群と対照群の間に有意な差はみられなか

った。 

回復 2週の検査で、1000 mg/kg群における前肢の握力に対照群と比較して有意な高値が認め

られた。しかし、投与期間中および回復 2 週の雄ならびに主試験群の雌において、握力の増強

の傾向は認められていないことから、被験物質投与に起因した変化ではないと考えられた。 

 

4．体重推移 

体重推移を Figure 1～3、Table 7～11、INDIVIDUAL DATA 4-1-1～4-5-2 に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与期間中および回復期間中の体重、体重増加量および体重増加率において、各被験物質投

与群と対照群の間に有意な差は認められなかった。 

(2) 主試験群雌 

投与期間中(交配前、妊娠期間、哺育期間を通じて)の体重、体重増加量および体重増加率に

おいて、各被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった。 

(3) 回復群雌 

投与期間中および回復期間中の体重、体重増加量および体重増加率において、1000 mg/kg群

と対照群の間に有意な差はみられなかった。 

 

5．摂餌量 

摂餌量を Figure 4～6、Table 12～16、INDIVIDUAL DATA 5-1-1～5-5-2 に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与期間中の摂餌量において、被験物質投与に起因する変動は認められなかった。なお、1000 
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mg/kg 群の投与 21～28 日および 28～35 日の摂餌量に対照群と比較して有意な高値が認められ

たが、この群の平均体重は投与 1日から対照群より若干高く投与期間中はそのままの推移を示

していることから、摂餌量増加は身体に応じた変動であり、被験物質投与に起因する変化では

ないと考えられた。 

回復期間中の摂餌量には 1000 mg/kg群と対照群の間に有意な差はみられなかった。 

(2) 主試験群雌 

交配前、妊娠期間中および哺育期間中の摂餌量において、被物質投与に起因した変動はいず

れの被験物質投与群にも認められなかった。なお、哺育期間中、100 mg/kg 群で哺育 1～4日の

摂餌量に対照群との間に有意な高値が認められたが、用量依存性のない偶発的変動であった。 

(3) 回復群雌 

投与期間および回復期間中の摂餌量には、1000 mg/kg 群と対照群の間に有意な差はみられな

かった。 

 

6．尿検査 

尿検査の成績を Table 17～20、INDIVIDUAL DATA 6-1-1～6-4-2に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与 6週の検査では、いずれの項目にも各被験物質投与群と対照群の間で有意な差はみられ

なかった。 

回復 2 週の検査では、いずれの項目にも 1000 mg/kg 群と対照群の間に有意な差はみられな

かった。 

(2) 回復群雌 

投与 6 週および回復 2 週の検査では、いずれの項目にも 1000 mg/kg 群と対照群の間に有意

な差はみられなかった。 

 

7．血液学的検査 

血液学的検査の成績を Table 21～24、INDIVIDUAL DATA 7-1-1～7-4-4に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与期間終了時の検査では、いずれの検査項目においても各被験物質投与群と対照群の間で

有意な差は認められなかった。 

回復期間終了時の検査では、1000 mg/kg群で被験物質投与に起因する変動は認められなかっ

た。なお、1000 mg/kg 群で好酸球数に対照群と比較して有意な高値が認められたが、投与期間

終了時にはいずれの検査項目にも高値傾向は認められなかったことから、被験物質投与の影響

ではないと考えられた。 
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(2) 主試験群雌 

投与期間終了時(分娩後 6日)の検査では、いずれの検査項目においても各被験物質投与群と

対照群の間で有意な差は認められなかった。 

(3) 回復群雌 

回復期間終了時の検査では、1000 mg/kg群で被験物質投与に起因する変動は認められなかっ

た。なお、1000 mg/kg 群で単球数および好酸球数に対照群と比較して有意な高値が認められた

が、投与期間終了時にはいずれの検査項目にも高値傾向は認められなかったことから、被験物

質投与の影響ではないと考えられた。その他の項目では 1000 mg/kg 群と対照群の間に有意な

差はみられなかった。 

 

8．血液化学的検査 

血液化学的検査の成績を Table 25～28、INDIVIDUAL DATA 8-1-1～8-4-4 に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与期間終了時の検査では、いずれの検査項目においても各被験物質投与群と対照群の間で

有意な差は認められなかった。 

回復期間終了時の検査では、1000 mg/kg 群でα2 グロブリンに対照群と比較して有意な低値

が認められたが、投与期間終了時の検査では対照群との間に差はなく、回復時の対照群の値が

わずかに高かったことによる偶発変動と考えられた。 

(2) 主試験群雌 

投与期間終了時(分娩後 6日)の検査では、1000 mg/kg 群でトリグリセライドおよびクレアチ

ニンに対照群と比較して有意な高値が認められた。なお、300 mg/kg 群で尿素窒素に対照群と

比較して有意な高値が認められたが、用量依存性のない偶発的変動であった。その他の検査項

目には各被験物質投与群と対照群の間で有意な差はみられなかった。 

(3) 回復群雌 

回復期間終了時の検査では、対照群と比較して 1000 mg/kg群でβグロブリンの有意な高値、

尿素窒素の有意な低値が認められたが、投与終了時に 1000 mg/kg 群で同傾向の変動は認めら

れていないことから、被験物質投与に起因した変動ではないと考えられた。 

 

9．ホルモン測定 

ホルモン測定の成績を Table 29～32、INDIVIDUAL DATA 9-1-1～9-4-2に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与期間終了時の検査では、T3、T4および TSH に被験物質投与に関連した変動は認められな

かった。なお、100 mg/kg 群の T4に対照群と比較して有意な高値が認められたが、用量依存性

はなく、偶発的な変動であった。 
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回復期間終了時の検査では、T3、T4 および TSH に 1000 mg/kg 群と対照群との間に有意な差

は認められなかった。 

(2) 主試験群雌 

投与期間終了時(分娩後 6日)の検査では、T3、T4および TSHに各被験物質投与群と対照群と

の間に有意な差はみられなかった。 

(3) 回復群雌 

回復期間終了時の検査では、T3、T4および TSH に 1000 mg/kg群と対照群との間に有意な差

は認められなかった。 

10．剖検所見 

剖検所見を Table 33～35、INDIVIDUAL DATA 10-1-1～10-4-2に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与期間終了時の剖検では、被験物質投与に関連した所見はいずれの群にも認められなかっ

た。なお、100 mg/kg群の 2例および 300 mg/kg 群の 1例で精巣および精巣上体の小型化、100 

mg/kg 群の他の 1 例に精巣上体尾部に黄白色腫瘤、300 mg/kg 群の 1 例にハーダー腺出血が認

められた。しかし、いずれの変化も用量関連性のないことから、被験物質投与に関連したもの

ではないと考えられた。 

(2) 主試験群雌 

投与期間終了時(分娩後 6日)の剖検では、被験物質投与に関連した所見はいずれの群にも認

められなかった。なお、300 mg/kg群の 1例で腺胃粘膜に黒色斑、1000 mg/kg 群の 1例で肺前

葉に黄緑色斑が認められたが、いずれも少数例であり、用量依存的な発生ではないことから、

被験物質投与に起因したものではないと考えられた。 

(3) 回復群雌 

回復期間終了時の剖検では、1000 mg/kg群の 1例で胃境界縁白色腫瘤が認められたが、1例

のみの変化であり、投与期間終了時の雌雄ともにみられていない変化であることから、被験物

質投与との関連性はないと考えられた。 

 

11．器官重量 

器官の絶対重量および相対重量の成績を Table 36～39、INDIVIDUAL DATA 11-1-1～11-4-4

に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与期間終了時に、1000 mg/kg群で腎臓の絶対重量に対照群と比較して有意な高値が認めら

れた。なお、100 mg/kg 群で心臓および甲状腺の絶対重量に対照群と比較して有意な高値が認

められたが用量関連性のない偶発変動であった。 

回復期間終了時では、1000 mg/kg群で腎臓の絶対重量に対照群と比較して有意な高値が認め
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られた。 

(2) 主試験群雌 

投与期間終了時では、1000 mg/kg群で肝臓の絶対重量および相対重量に対照群と比較して有

意な高値が認められた。なお、100 mg/kg 群で心臓の絶対重量、副腎の絶対重量および相対重

量に対照群と比較して有意な高値が認められたが用量関連性のない偶発変動であった。 

(3) 回復群雌 

回復期間終了時では、1000 mg/kg群の胸腺の相対重量に対照群と比較して有意な低値が認め

られた。 

 

12．病理組織学的検査 

病理組織学的検査の成績を Table 40～43、INDIVIDUAL DATA 12-1-1～12-4-2に示す。 

(1) 主試験群雄 

投与期間終了時、全例の検査を実施した腎臓では、近位尿細管上皮の軽度な好酸性小体(α

2u-グロブリン染色を実施したすべての動物が陽性を示した)が対照群で 7例中 2例、100 mg/kg

群で 12例中 1例、300 mg/kg 群で 12例中 8例、1000 mg/kg群で 7例全例にみられ、300 mg/kg

以上の群でその発生頻度に対照群と比較して増加傾向が認められた。軽度な硝子円柱が 300お

よび 1000 mg/kg 群の各 1 例、尿細管上皮の軽度な再生が 100 および 300 mg/kg 群の各 1 例で

認められた。 

なお、1000 mg/kg 群で肝臓に小肉芽腫、心臓の限局性心筋変性、前立腺の炎症性細胞浸潤、

下垂体前葉囊胞、眼球網膜委縮が軽度で認められたが、対照群にも散見された変化であり、被

験物質投与との関連性はないものと考えられた。その他、対照群で下垂体中間葉に軽度囊胞が

認められた。剖検で異常がみられた 100 mg/kg 群の 3 例、300 mg/kg 群の 1 例の精巣および精

巣上体の検査では、軽度～重度の精細管委縮、軽度～中等度の精巣上体精子数減少、軽度の管

腔内細胞残屑、中等度の精子肉芽腫、軽度の精巣間質の水腫が認められた。また、300 mg/kg

群のハーダー腺の検査では軽度な炎症性細胞浸潤が認められた。これらの変化は 1000 mg/kg

群で認められず、用量関連性のないことから、被験物質投与によるものではないと考えられた。 

回復期間終了時、腎臓では 1000 mg/kg 群の 1 例に軽度な硝子円柱が認められ、近位尿細管

上皮に好酸性小体、尿細管上皮に軽度な再生が対照群にのみ認められた。なお、1000 mg/kg群

で肺動脈鉱質沈着、肝臓に小肉芽腫、前立腺に炎症性細胞浸潤が少数例認められたが、対照群

でも散見される変化であり、被験物質投与との関連性はないものと考えられた。対照群のみ肺

胞内マクロファージ集簇、下垂体中間葉に軽度囊胞が認められた。 

(2) 主試験群雌 

全例の検査を実施した腎臓では、尿細管上皮に軽度な再生が対照群で 11例中 1例、1000 mg/kg

群で 11例中 2例、軽度な硝子円柱が 1000 mg/kg群の 1例、腎盂粘膜に軽度な炎症性細胞浸潤
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が 100 および 1000 mg/kg 群で各 1 例、皮質に軽度な鉱質沈着が 100 mg/kg 群の 1 例に認めら

れた。 

なお、1000 mg/kg群で肝臓に軽度小肉芽腫、肺に肺胞内マクロファージ集簇および肉芽腫性

炎が認められたが、これらの変化は対照群でも認められていることから、被験物質投与との関

連性はないものと考えられた。肉眼的に変化の認められた 300 mg/kg群の 1例の腺胃に軽度な

びらんが認められた。 

(3) 回復群雌 

回復期間終了時の検査において、被験物質投与による変化は認められなかった。なお、1000 

mg/kg 群で肝臓の小肉芽腫、胃境界縁に扁平上皮囊胞が認められたが、対照群にもみられる変

化あるいは 1例のみの変化であり、被験物質投与との関連性はないものと考えられた。その他

対照群に肺の骨化生が認められた。 

 

Ⅱ．生殖発生毒性 

(1)生殖能検査 

生殖能検査の成績を Table 44 および 45、INDIVIDUAL DATA 13-1-1～13-2-2 および 14-1～

14-4に示す。 

正常性周期を示す雌の出現率、発情期間隔、交尾率、受胎率、出産率、妊娠期間および哺育

4日の哺育率には、被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった。 

(2)妊娠、分娩、哺育状態および新生児生存率 

妊娠、分娩、哺育状態および新生児生存率の成績を Table 46、INDIVIDUAL DATA 15-1～15-4

に示す。 

黄体数、着床数、着床率、分娩率、出産児および生存児の性比、出産時の生存児数および死

亡児数、出生率、生後 4日の生存児数および新生児生存率には、被験物質投与群と対照群の間

に有意な差はみられなかった。 

(3)新生児の一般状態 

新生児の一般状態の成績を Table 47、INDIVIDUAL DATA 16-1～16-4に示す。 

100、300 および 1000 mg/kg 群において、生後 0 日から生後 4 日までの期間の死亡児が、雄ま

たは雌に少数例にみられた。また、300 mg/kg 群において、授乳の証拠としてのミルクバンドの

みられない児が、生後 1～2 日に雌 1 例に認められた。これらの新生児死亡は少数例であり、用

量関連性はないことから被験物質投与の影響ではないと考えられた。 

(4)新生児の体重推移 

新生児の体重推移を Figure 7、Table 48、INDIVIDUAL DATA 17-1～17-4 に示す。 

いずれの被験物質投与群も対照群と比較して有意差は認められなかった。 

(5)新生児の剖検 
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新生児の剖検の成績を Table 49、INDIVIDUAL DATA 18および 19-1～19-4に示す。 

死亡児の剖検では、異常はみられなかった。生後 4日の生存児の剖検では、被験物質投与に

起因した変化は認められなかった。なお、1000 mg/kg 群の雄 1例に肝臓中葉に黄白色斑、対照

群の雄 1例に肝臓に多巣性の黄緑色斑が認められた。 

 

考  察 

 

 1．反復投与毒性 

腎臓において、1000 mg/kg 群の雄に重量増加が認められ、病理組織学的検査では、近位尿細管

上皮の好酸性小体(α2u-グロブリン抗体陽性)が対照群を含めすべての群で認められ、300 mg/kg

以上の群でその発生頻度が用量依存的に増加し、硝子円柱も認められた。このような変化はα2u-

グロブリン腎症として知られており、特に雄ラットに特徴的に認められる変化である 6)。300 mg/kg

以上の群で認められた発生頻度の増加は、被験物質投与に起因したものと考えられた。回復期間

終了時では硝子円柱が 1 例に認められたのみであり、回復性のある変化と考えられた。なお、雌

の少数例でみられた硝子円柱、雌雄ラットで散見された尿細管上皮の再生、腎盂粘膜の炎症性細

胞浸潤、皮質の鉱質沈着は、発生頻度も低く、対照群でも観察され、当施設の背景データでも認

められた変化であり、自然発生的な変化と考えられた。 

雌の投与期間終了時(分娩後 6日)に、1000 mg/kg 群でトリグリセライドの高値が認められ、肝

臓重量の増加が認められた。この変化は被験物質の原料が脂肪酸であることから、大量の被験物

質投与により、加水分解によってトリグリセライドの成分である脂肪酸が生じたことにより、そ

の代謝に影響を与えたものと考えられた。しかし、肝臓の病理組織学的検査では脂肪蓄積に関連

した変化はみられず、毒性学的には軽微な変化と考えられた。また、1000 mg/kg群のクレアチニ

ンに高値が認められたが、腎臓に被験物質投与に関連した器質的変化は認められなかったことか

ら、毒性学的には軽微なものと考えられた。 

一般状態、詳細な一般状態観察、機能検査、体重、摂餌量、尿検査、血液学的検査、剖検およ

び甲状腺ホルモン測定において、雌雄とも被験物質投与に関連すると考えられる変化は認められ

なかった。 

 

以上のことから、本試験条件下におけるイソトリデシル＝ステアラートの雄に対する無影響量 

(NOEL) は 300 mg/kg/day 以上で雄の2u-グロブリン腎症の発生頻度に増加が認められたことか

ら 100 mg/kg/day、雌に対する無影響量 (NOEL) は、1000 mg/kg/dayで雌の肝臓重量、トリグリ

セライドおよびクレアチニンに高値が認められたことから、300 mg/kg/dayと考えられた。また、

雄で認められた2u-グロブリンはラット特有の蛋白であり、ヒトでは存在しないことから、雄に
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対する無毒性量(NOAEL)は 1000 mg/kg/day、雌では、肝臓重量およびトリグリセライドの高値が

認められたことから無毒性量(NOAEL)は 300 mg/kg/day と考えられた。 

2．生殖発生毒性 

生殖能検査では、1000 mg/kg 群まで、性周期には異常はなく、発情期間隔、交尾率、受胎率、

黄体数、着床数、着床率、出産率、妊娠期間、哺育率、分娩率、出産児数、性比、生存児数およ

び死亡児数、出生率、生後 4日の生存児数および新生児生存率には、被験物質投与に関連する変

化は認められなかった。 

新生児の体重、一般状態および剖検では、1000 mg/kg 群まで、被験物質投与に関連する変化は

みられなかった。 

以上のことから、本試験条件下における イソトリデシル＝ステアラートの反復投与による親

動物の生殖に対する無影響量および無毒性量 (NOEL および NOAEL) および新生児の発生に対する

無影響量および無毒性量 (NOELおよび NOAEL) はいずれも 1000 mg/kg/dayと考えられた。 
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試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因 

最終被験物質投与液の調製時に使用した媒体のロット番号が試験計画書に規定されていたロッ

ト番号と異なっていた。媒体は市販薬であることから、被験物質投与による毒性評価に影響はな

いと考えられた。また、生殖能検査において、14日間の交配期間中交尾が確認されなかった対照

群の雌 1 例(動物番号 162)について、試験計画書では既に交尾が確認された同群の雄とさらに交

配させることになっていたが、その後の交配は行わなかった。生殖機能を評価できる例数は確保

できたことから、試験評価に影響を及ぼすものではないと判断された。 
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資料の保存

以下の試験関係資料を試験終了後 10年間、株式会社化合物安全性研究所の資料保存主主に保存

する。その後の保存については試験委託者との協議により決定する。

①試験計画望書および試験計商著書変更番

②生データその他の記録文芸書

③最終報告書

④標本綾垢塗抹標本

血液塗抹様本

闘定器官・組織

病理組織標本(パラフィン匂壊ブロックおよび光顕標本)

⑤被験物質サンフツレ

試験責任者の記名なつ印
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原本は S Roq J-oS-に保

γAKEMOT仁::>01し &FAγc仁::>. ，しTD
MINATOMACHI2-5. GAMAGORI-C打Y

AICHI PREF. JAPAN 
TEL. (0533)68巴2112
FAX. (0533)68-7218 

2010年9月 29臼

竹本泊脂株式会社

第二事業本部

被験物質(CAS詩0.31565寸7-4)の件

拝啓、時下ますますご清栄のこととお喜び申しよげます。

ご要望賜りました被験物質(CASNO.31565サト4)の成分比率につきまして、ご報告申し

ょげます。御斎収、ご試験の穏3ましくお願い申し上げます。

敬具

~è 

1 .被験物質(CASNo. 31565-37-4) (LOT 00119)の成分比率

? 成分 i 脱出%

パルチミン酸とイソトリデカノールのエステル化物 1 29 

ステアリン酸とイソトリデカノールのヱステル化物 1 7 1 

※ 2-3頁GCチャート参照ください。

2. 分析方法 :GC/MS分析

測定機器

・GC: Agi lent 6890、.Column: OB-1 (100唱Oimethylpolysiloxane) 
検出器

• MS : Automass II (JEOL) 

測定条件

1000c → WC/min→ 3000C (10min hold) 

参考データ (使用原料の成分比率)

1 )脂肪酸原料成分

成分

パルチミン酸

ステアリン酸

その他脂肪酸

2) アルコール原料成分

成分

イソトリデカノール(異性体混合物)
*代表値

以上
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S RoCj>c t'に保存原本iJ:

L'由仁〉丁メー、KEれ110.仁::>OIL&Fメ口ー ζエ0.，
MINATOMACHI2-5. GAMAGORI-C打Y

AICHI PREF. JAPAN 
TEL. (0533)68-2112 
同 X.(0533)6ふ7218

-添付資料 1

GCチャート・

露協諸島郡部?!iFEIZW/管制議j59

TIC=22Z47070 
f

ー
ー
ー
」
脚

100 % 

21:担。

1
 

3
 1

 

20::21 ~ 

20
1
:124 

50 % 

10:00 

パルチミン重量とイソトリデカノールのエステル化物

ステアリン酸とイソトリヂカノールのエスチル化物
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成本は 8Rv'(ムonこ保存

γAKEMOγo  O I L  & FAT  C O剛， LTD  

-添付資料2

MINATOMACHI2-5. GAMAGORトCITY
AICHI PREF. JAPAN 
TEL. (0533)68-2112 
FAX. (0533)6ふ7218

GC:各ピークのAREA%ヂ-:)1

s Soan 昨T Ar.， Ar.. % Intensity rnt % 

1 2717 00:19:36 14676116 0.62 2029638 0.87¥ 
z 2728 00: 19 :41 3649793 日.15 670652 0.29 
3 2738 00:19:45 6657321 0.28 804492 0.34 
4 2760 00:19:53 19792210 0.83 Z自26952 0.86 
5 2768 00:19:56 24454822 1.03 3541341) 1.51 
6 2778 。0:20:00 59404480 2.5旧 5801770 2.48 
7 2792 00:20:06 24254840 1.0.呈 3442537 1.47 
E 2800 日0:20:09 36528892 1.54 6663693 2.84 
B 2807 00:20:1l 547a4700 2.30 5945403 2.54 
10 2832 ∞:20:21 117316440 4.94 12238032 5.22 /伽~7市長 k11 2840 00:20:24 45693652 1.92 8497488 3.63 
12 2847 00:2U:27 26190348 1.10 3550241 1.51 イプト't'f'判イレ
13 2861 00:20:32 76277416 3.21 lOB558B5 4.63 c) 'J..7--T IV 
14 2877 00:20:39 39769760 1.67 3185842 1.36 

み1ょ，:，15 2888 ∞:20:45 37896136 1.60 4685391 2.00 
16 2901 00:20:48 15901702 0.67 2530189 1.08 
17 2915 00:20:53 12586776 0.53 1746326 0.75 
18 2929 00:20:59 10948579 0.46 1608693 0.69 
19 2941 00:21 :04 32547518 1.37 4161721 1.78 
20 2951 00:21:07 16537333 0.70 1642529 0.70 
21 2965 00:21:13 20634260 自.87 2174779 0.93 
22 2992 00:21:23 49691040 2.09 3563453 1.52 
幻 3006 00:21:29 69930776 2.94 自001121 2.56 
24 3024 00:21:36 172318144 7.25 10795340 4.61 
25 3037 。0:21:41 54366432 2.29 6714134 2.86 
26 3048 00:21 :45 124261536 5.23 11942928 6.10 
27 3061 00:21:60 167060384 6.61 14085626 6.01 
28 3091 00:22:02 315465664 13.28 21586344 9.21 
鈎 3106 ∞:22:08 188241888 7.92 15794237 6.74 

圃司 晶司号 沿

30 3131 00:22:17 211843232 8.92 19127004 8.16 
31 3141 00:22:21 29924538 1.26 5684374 2.43 

J.1f‘ト敵 ι32 3150 00:22:26 79039168 3.33 7615342 3.25 
33 3166 00:22:31 94966176 4.00 9279175 3.96 

イず十什"やHν34 3180 00:22:36 60537120 2.13 5374761 2.29 
今J.1-flν 35 3199 00:22:44 28046678 1.18 3290498 1.40 

36 3214 00:22:50 31112104 1.31 3394041 1.45 7..7(0 37 3227 OQ:22:55 5600699 0.24 675951 0.29 
38 3236 。0:22:68 4488432 0.19 681357 0.26 
39 3251 自0:23:04 9566874 0.40 852942 0.36 
40 3274 00:23:13 2778883 0.12 225113 。;シ
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Tメ当、KEれ1I0T (コO I L& F.メ日ー〈エ0.，L TD  
MINATOMACHI2-5. GAMAGORI-GITY 

AICHI PREF. JAPAN 
T臣L.(0533)68-2112 
FAX. (0533)68.同7218

2011年 9月初 日

竹本消綴株式会社

第二事業本部

被E書物質(CASNo. 31565-3ト4)の事後分析の件

持啓、時下ますますご清栄のこととお喜び申しょげます。

ご要望賜りました被験物質(CASNo.31565-37-4)の事後分析結果につきまして、ご報告

申しよげます。御査収、ご試験の稜宜しくお綴い申し上げます。

敬異

昔日

1 .被験物質(CASNo.31565-37-4) (LOT 00119)の成分役軍事

: 成分 I AREA% 
パルチミン酸とイソトリデカノ…ルのエステル化物 I 26 

スチアリン酸とイソトリデカノールのこにスチル化物 I 74 

※2-3賞GCチャート参照ください。

2 分析方法 ωGC/MS分析

測定機器

• GC : Ag i I ent 6890、.Column: D8-1 (100唱Di methy I po I ys i loxane) 

検出器

-臨S: Automass 11 (JEOL) 

測定条件

1000
C → 100

C/間In→ 3000

C (10min hold) 

※尚、前回(2010.9)測定時からカラムを更新しています。

参考デ-?z (使用原料の成分比率)

1 )脂肪酸原料成分

成分

パルチミン酸

ステアリン酸

その他脂紡酸

2) アルコール原料成分

成分

イソトリデカノール(奥性体混合物)
*代表値
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TAKE三MOTC>C>Iし &F A T  C C>.， 

薗添付資料 1

GCチャートー

MINATOMACHI2回 5.GAMAGORI-CITY 
AICHI PREF. JAPAN 
TEL. (日533)68-2112
FAX. (0533)68-7218 

Oisp!即時.02C:YLUCY￥lω20-7.SPA 09/2Q!l.IJ'[;斜地1
S1it("n : JMS-AMSUN200/300 User :日本電子(株)
SITOE 

LTD  

以上

100 % 一一一一一一一一~ 一一一一一一一一一一一Tー ~一 一一一戸時一一一
TlG='i75645Z 

50 % 

U，.町民吋F煽情~一時......... 

10:00 

!パルチミン駿とイソトリヂカノールのエスチル化物

スチアリン酸とイソトリデカノールのこEスチル化物
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TT、K E三れ110丁 o O I L  & F.メ入T 仁〉仁::>. ， しTD

Bj添付資料2

MINATOMACHI2-5. GAMAGORトC打Y
AICHI PREF. JAPAN 
TEL. (日533)68-2112
FAX. (日533)68司7218

GC:各ピークのAR隠 A %デ-51

事 Scan RT Area Area % Jntensity Int % 

2314 00:16:52 14842766 1.61 1504344 1.61 ' 
2 2330 00:16・59 6141005 0.66 775971 0.83 
3 2336 。0:17:01 3679489 0.40 670540 0.72 
4 2343 。0:17:04 2681080 0.29 5悶667 自.59
5 2360 00:17:10 16998870 1.84 1475900 1.58 
日 2366 00:17:12 13634807 1.48 1551430 1.67 
7 2383 00:17:19 24217334 2.62 2330836 2.50 
8 2393 00: 17:23 20226312 2.19 2308日39 2.48 

8 2403 目。:17:27 27540678 2.98 2650058 2.84 
10 2415 00: 17:31 5790758 0.63 1190143 1.28 
11 2433 00:17:38 41776848 4.52 3450898 3.70 
12 2438 00:17:40 10251428 1.lI 24加915 2.60 
13 244'( 00:17:44 8283021 0.90 1225311 1.32 
14 2458 00:17:48 20740858 2.25 2836874 3.05 
15 2467 00・17・51 8547101 0.93 949869 1.02 
16 2481 00:17:57 7528532 0.81 1211869 1.30 
17 24自O。0:18:目。 3473741 0.38 628851 0.68 
18 2500 00:18:自4 2084115 0.23 301426 0.32 
19 2526 00:18:14 46796836 5.07 2831470 3.04 
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GLP適合陳述書

試験番号・ NCAS 10・197

試験名: 投与i夜中のイソトリデシノレ=ステアラートの安定性試験

この試験は、以下の GLP規則に従って実施した。

「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準についてJ(平成 15年 11月 21日

薬食発第 1121003号、平成 15・11・17製局第 3号、環保全発第 031121004号)、最終改lE平成

20年 7月 4日

この試験はここに述べられた方法により行われ、この最終報告著書は試験実施により得られた生データ

をlE確に反映したものである。

試験資任者. /よ/ /o /.2o/.。

株式会社日曹分析センター小岡原事業所
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信頼性保証書

試験主番号 NCAS10但 197

試験名 e 投与j夜中のイソトリデシノレココステアラートの安定性試験

上記試験の信頼性保証の量主張又は査察を適用 GLPおよび{言頼性保証部門 (QAU)の sop，こ

基づいて実施した。監主査又は査察の結果は、以下の日付で試験資任者および遜営管理者に報告

しTこ。

日付 (月/日

監査又は査察項目
監査又は査察日

報告日

試験資任者 i露営管理者

試験計豊百欝 11111/2010 11/11/2010 11111/2010 

実験操作

.IRスベクトルの測定 11118/2010 11118/2010 11/18/2010 

-安定性機苦官、用模擬投与液

(保存安定性確認、試料)の調製
11/19/2010 11/19/2010 11119/2010 

-試料前処理 11/29，30/2010 11/30/2010 11/30/2010 

-標準溶液の誠製 11129，30/2010 11/30/2010 11/30/2010 

• LC瓜![S瓜![S測定 11129，30/2010 11/30/2010 11130/2010 

-ブランク溶液の調製 11/29，30/2010 11130/2010 11/30/2010 

生データ 12/3-6/2010 12/6/2010 12/6/2010 

報告書草案 12/3-6/2010 12/6/2010 12/6/2010 

最終報告著書 12/16/2010 12/16/2010 12/16/2010 

QAUは、この試験が試験計断書およびsop，こ従って行われ、報告された方法や手段が実際に

使われたものであり、結果は記録されたデータを疋礁に反映していることを確認した。

QAU'i壁任者 乙D(O年('-一月(6日

(株)羽欝分析センター
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試験番号 NCAS10-197 

試験;iS: 投与液中のイソトリデシノレ口ステアラートの安定性試験

報告書芸番号 NCAS 10-197 

試験委託者 株式会社化合物安全性研究所

試験施設:

試験資任者.

試験従事者.

〒004-0839 北海道札幌市消E日l玄蒸栄 363養地 24

TEL 011・885-5031、 FAX 011・885司 5313

株式会社臼複分析センター小限原事業所

千250-0216 神奈川県小閃原市菊田 345

TEL 0465-42-8201、 FAX 0465-42-3586 
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実験開始日 2010年 11月 18日

実験終了日 2010年 11Jl 29日

試験終了日 2010年 12Jl 16日

適用ガイドライン.なし
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関連する試験 NCAS10-196NG r投与液中のイソトジデシルココステアラート分析法検討および

分I'!T法バリデーションj

NCAS 10-198 r投与液中のイソトリデ、ンル=ステアラートの濃度確認試験j

試資料保管' 本試験に関する全ての文著書は、当試験施設の資料霊互に試験終了後 10年間保管する。そ

の後の保管場所については、試験委託者と協議して決定する。 f察当主物質は、イソトリデ

シノレ=ステアラートに関する一連の試験が終了した後、試験施設で廃棄する。

SOPおよひ被験計蘭警からの逸脱.

SOPおよひ試験計園芸書からの逸脱はなかった。

試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと恩われる環境要因。

試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因はなかった。
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概要

株式会社化合物安全性研究所の委託により、投与液中のイソトリデシノレ=ステアラートの安定性試験

を行った。

安定伎確認用模擬投与液調製前に測定した標準物質の赤外線吸収スベクトノレは、試験委書記者より提供

されたイソトリデシル口ステアラートの赤外線吸収スペクトルと一致し、同一位が確認された。

安定性試験として試験施設で 0.1mg/mLおよび 200mg/mLの模擬投与液在調製し、室1鼠で 10日間

保存した後、模擬投与液中のイソトリデシノレ=ステアラート濃度を確認した。調整2夜後の模擬投与液中

のイソトリデシノレ=ステアラート濃度と比較し残存率を算出したところ、 0.1mg/mL模擬投与液で

99.8%、200mg/mL模擬投与液で98.9%となり、安定性の基準値である残存率 100.0:1:10.0%を満たし

た。従って、投与液中のイソトジデシノレココステアラートは誠製後家淑で 101'1間安定であることが磯認

された。なお、保存期間中の温度は 17.6~25.10Cであった。

緒言

株式会社化合物安全性研究所の委託により、測定対象物質であるイソトリデシルコロステアラートの同

‘性試験、投与液中のイソトリデシル=ステアラートの安定性試験を実焔した。その内容について以下

に報告する。

実験材料および方法

1. 測定対象物質

化合物名・

化学名-

CAS No.: 

分子式・

分子量:

構造式:

イソトリデ、ンル=ステアラート

Isotridecy 1 steara te 

31565.37.4 

C31H6202 

466.82 

nu /

7

 

F
 

n
b
 r

 
。。 。

2 標準物質

化合物名 イソトジデシノレz ステアラート

化学名 isotridecyl stearate 

ロット番号 00119

NCAS検索番号・ STD匂 1179

入手先.

入手日 2010年 6月 30日
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入手最.

純度:

保存条件:

外観

19.24 g 

100%として取り扱った。

褐色瓶に入れ、室温保存

淡黄色透明液体

その他情報は、 1項参照。

3_ 試薬および機器

トウモロコシ油.

酢駿エチル，

アセトニトリル.

ぎ酸.

投与液媒体、ナカライテスク(株)

試薬特級、和光純薬工業(株)

HPLC用、和光純薬工業(株)

試薬特級、平日光市屯薬工業(株)

Page 7 of 18 

0.1%ぎ、酸アセトニトジノレ溶液: アセトニトリル 1Lあたり、ぎ目安 1mLを溶解した。

混合溶媒A

混合溶媒B

間:駿エチノレゃアセトニトジノレ=30 + 70 (vlv) 

トウモロコシ油 1mLに混合溶媒Aを加え 1Lとした。

酢酸エチル+アセトニトリル口 30+ 70 (vlv) (0.1%トウモロコシ油会有)

天秤 XP205、メトラー・トレド(株)

スターラー MAGNETICSTIRRER IS-34N、(株)池田理化

フーリエ変換赤外分光光皮計(FT-IR): Spectrum One、PerkinElmer

液体クロマトグラフ質量分析計(LCIMSIMS): API4000、AppliedBiosystems 

?イクロピペット・ 100伺 1000μL、eppendorf

4 実験方法

4.1. イソトヲデシノレ口ステアラートの同一位および安定性の磁言語、

4.1.1 問一性

安定性確認用模擬投与液調製前に FT-IRを用いて、標準物質の赤外線吸収スベクトル(IRス

ペクトノレ)をと測定し、試験委託者より提供された IRスベクトルとの比較により同一性を確認し

fこ。

<IRスペクトル測定条件>

測定法 液膜法

測定波数:

積算回数・

分解能:

4.1.2 安定性

4000~400 cm.j 

20 

4 cm.j 

様準物質の安定伎は、 lllJ途実絡する濃度線認試験(試験番号 NCAS10-198)内で磁認する。
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4.2 投与液中イソトジデシルロステアラートの安定性線認

4.2.1 安定性確認用模擬投与液の調製方法

標準物察を以下のように秤取し、トウモロコシ油で溶解させた後、定容した。安定性確認用

模擬投与液の調製は、初日と 10日間経過後の 2時点で実施した。初日に調製した安定性確認用

模擬投与液(保存安定性被認試津洋)は、室温で 10日間保存した後、前処理を実施した。保存安定

性確認試料調製日から 10日間経過後に調製した安定性確認用模擬投与液(調製夜後試料)は、調

製渡後に前処理を実施した。

調製区分

保存安定性

確認試料

言電車~ilま後

試料

4.2.2 LC瓜1[8瓜1[8条件

くLC条件>

カラム・

移動相

流速:

カラム温度。

注入量:

くM8条件>

Ion 80urce : 

8can Type : 

Polarity : 

Monitoring mノ主・

標準物質 トウモロコシ油 安定性確認用

秤取量 定2幸運; 模擬投与液調製濃度

(皿g) (mL) (mg/mL) 

10.01 100 0.1001 

2000.03 10 200.0 

10.00 100 0.1000 

2000.01 10 200.0 

CAPCELL PAK N廷2UG80、4.6mm i.d.x 250 mm、(株)資金堂

0.1%ぎ、西空アセトニトリノレ溶液

1 mL/min 

400C 

10μL 

Heated Nebulizer (atmospheric pressure chemical ionization ;APCI) 

MRM (Multiple Reaction Monitoring) 

Positive 

Q1Mass (amu) I Q3 Mass (amu) 

467.4 I 183.3 
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4.2.3 標準j容液の調製

様準物質 100.00mgを 100mLのメスフラスコに秤量し、混合溶媒Bに溶解させた後、定容

して 1000J1g/mL 標準溶液を調製した(標準溶液No.88'0)。この溶液会混合溶媒Bで以下に示

したように希釈することにより、各様準溶液を調製した。標準溶液中には、 0.1%のトウモロコ

シ油が含有する。様準j容液は用B寺に調製した。

標準溶液No. 使用襟準溶液No.
採取裳 司書製最 司書製濃度

(mL) (mL) (udmL) 

88-1 88-0 1 100 10.00 

88-2 88-1 10 50 2.000 

88伺 3 88-1 5 50 1.000 

88-4 88-1 2.5 50 0.5000 

88-5 88-3 5 50 0.1000 

88-6 88但4 5 50 0.05000 

4.2.4 検量線用標準溶液の分析と悶帰式の算出

4.2.3>買で調裂した標準溶液No.88-2~88-6 を4.2.2項記載の条件の LO瓜il8瓜il8 で測定した。

得られたクロマトグラムより、イソトリデシノレ=ステアラートのピーク面積を縦軸に、

濃度(J1g/mL)を機軸にとり、 LO瓜!l8瓜!l8のデータ処理ソフト Analyst1.4を用いて最小 2乗法

によりを司帰式および相関係数を求めた。さらに、検量線の各点について逆回帰伎を算出し、設

定値に対する真度(%)を算出した。なお、検量線は、重み付け(l!x)を行った。

検長線の判定慕準は、相関係数が 0.990以上、真皮が最低濃度の標準i容液でごと20%以内、そ

れ以外の標準読ま液でご!:15%以内とした。

4.2.5 機滋使用部i点検

模擬投与i夜濃度測定の前に、 4.2.3項で調製した最高濃度の検量線用標準溶液(88-2)を4.2.2項

記載の条件のLO瓜!l8瓜il8で3回測定し、イソトリデシル=ステアラートのピーク街積を求めた。

ピーク在日責値の変動係数が 10%以内の場合、異常なしと判断して測定を開始した。

4.2.6 ブランク溶液の調製および定量妨害の確認

トウモロコシ油を 1mL採り、混合溶媒Aで 100mLに定容した。この溶液を 1mL採り、

混合溶媒Aで10mLに定容してブランク溶液とした(希釈倍率:1000倍、試料 ID:1129Blank)。

このブランク溶液を4.2.2項記載の条件の LO瓜il8瓜!l8で測定し、クロマトグラムのイソトジデ

シル=ステアラートの検出時間付近に、定量を妨害するようなどークがないことを確認し

たら=1)。
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4.2.7 試料前処理および濃度測定

4.2.1項で調製した安定性J僻器用模擬投与液を以下に従って前処理を行い、試料溶液とした。

試料溶液の調製は、 2i牽で実施した。また、投与液を分取する際には、スターラーを用いて適

度な速度で撹狩しながら投与液を分取した。試料溶液中には、最終濃度として 0.1%のトウモロ

コシ油が含有する。各試料溶液 IDは、表 3参H望日

0.1 mg/mL滋擬投与液

0.1 mg/mL模擬投与被を 1mL採り、混合溶媒Aで 100mLに定容した。この溶液を 1mL

採り、混合溶媒Aで 10mLに定年草して試料液液とした(希釈倍率・ 1000f音)。

強立旦誕盟L想遊金主滋

200 mg/mL模擬投与液を 1mL採り、混合溶媒 Aで 100mL ，こ定容した。この溶液を

1 mL採り、混合溶媒Aで 10mLに定容した。さらに、この溶液を 1mL採り、混合溶媒B

で200mLに定容して試料溶液とした(希釈倍率 200000倍)。

上記で調製した試料溶液を4.2.2項記載の条件の LC瓜ilS瓜ilSで測定した。得られたクロマト

グラムよりイソトリデシル=ステアラートのぜーク節穣を求め、予め作成した検査も線の回帰式

に代入して検出濃度(p.g/mL)を算出した。この検出濃度より、下式を用いて模擬投与液中イソ

トリデシル=ステアラート濃度を算出した。

模擬投与液中イソトリデシノレ=ステアラート濃度(mg/mL)
検出淡皮(J1gl皿 L)x希釈倍率

1000 

4.2.8 解析および評価方法

各模擬投与液の濃度(n=2)の変動係数が 15%以内であれば試料前処理および濃度測定に問題

はなく、かつ調製夜後試料の濃度の主要度が設定濃度に対して土 15%以内であれば設定濃度に調

製されたと判断し、得られた結果は有効とした。

測定で得られた濃度から下式より、測定対象物質の残存率(%)を算出し、 100土10%以内であ

れば安定であると判断した。

残存率(%)
保存安定性磯認i試料の平均濃度

調製lil:後試料の平均濃度

4.3 計算および数値の取り扱い

調製直後試料調製時の穣添物質秤数億
x x 100 

保存安定性礁認試料調製時の標準物質秤量直

i会最線の作成および試料溶液の検出濃度までの計算は、 LC瓜ilS瓜1[8のデータ処環ソフト

Analyst 1.4で行い、それ以降の計算は MicrosoftOffice Excel 2003 (SP3)て、行った。

個々の定重量伎は有効数字 4桁とし、平均伎は有効数字 3桁とした。標準偏差は平均値の最小桁

数とし、変動係数および主要度はノト数第1{立まで求めた。検責主線の傾きおよび切片は、有効数字 4

桁とし、相関係数は小数第 5位までとした。
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結果、考察および結論

l イソトワデシノレ口ステアラートの同一性試験

試験委託者より提供されたイソトリデシル=ステアラートの IRスベクトノレを慰 11こ、安定性用

模擬投与jl夜調製書官に測定した襟準物質の IRスペクトノレを図 2に示す。阿者の吸収波数はほぼ一致

しており、同一性が確認された。

2. 投与液中のイソトリデシルロコステアラートの安定性試験

機器使用前点検結果を表 Hこ示す。最高濃度の検最線用標準溶液(88-2)を3回測定して求めたピ

ーク涜穣の変動係数は1.1%であったことより、異常なしと判断し濃度額u定を実施した。

検査ま線用標準溶液の測定結果を表 2に、検量線を閲 3fこ示す。また、標準溶液の代表的な

LC瓜([8瓜18クロマトグラムを図 4および図 5fこ示す。

検長線の相関係数は 0.99996 となり、主要I!f.はー1.1~L9%の範劉内であった。従って、検議線の

判定基準を満たした。

ブランク溶液の LC瓜([8瓜([8クロマトグラムを図 6に示す。イソトリデシノレヱステアラートの検

出時間付近に定量を妨害するピークがないことを確認、した。

安定性確認用模擬投与液の濃度測定給果を表 3に、代表的な LC瓜([8瓜!l8クロマトグラムを

図 7~図 10に示す。各模擬投与液の 2 連測定において、変動係数は 0~L1%の総関内で、あったこ

とより、試料前処理および濃度測定に問題はないと判断した。また、調製直後試~ヰの濃度の設定濃

度に対する主要度は、 0.1mg/mL模擬投与液で、 0.3%および-0.9%、200mg/mL模擬投与i夜で-8.5%

および 7.3%で、あったことより、設定濃度に調製されたと判断した。以上より、濃度測定結果は有

効と判断した。

0.1 mg/mL模擬投与液における 2述調u定の平均淡度は、調製直後試料で0.0997mg/mL(秤最値

10.00 mg)、保存安定性確認、試料で 0.0996mg/mL(秤議依 10.01mg)であった。残存率は 99.8%と

な号、安定性の半IJ定基準(残存率が 100.0:t10.0%)を満たした。従って、 0.1mg/mL模擬投与液中の

イソトリデシノレ=ステアラートは、 E主温で 10夜間安定であることが確認された。同様に、

200 mg/mL模擬投与♂液における 2漆測定の平均濃度は、調童話直後試料で 184mg/mL(秤量値

2000.01 mg)、保存安定後確認試料で 182mg/mL (秤最優 2000.03mglであった。残存率は 98.9%

となり、安定性の判定基準(残存率が 100.0:t10.0%)を満たした。従って、 200mg/mL模擬投与i夜

中のイソトリデシノレ=ステアラートl士、護室温で 10日間安定であることが確認された。

なお、保存期間中の滋度は 17.6~25.1 'cで、あった。



Appendix 2 SR09207

-　630　-

報告書番号 NCAS10・197

表 1 機器使用前点検結果

測定日 2010年 11月 29日測定

イソトリデシノレ=ステアラートピーク面積鍍

試料 ID
個別 平均 標準偏差

1129precheck.1 282391 

1129precheck.2 287130 286077 3289 

1129precheck.S 288711 

表 2 j会最線用標準溶液の測定結果

測定日:2010年 11月 29日現ti定

標準溶液淡度 イYト1デシルェステ77斗 i控回帰{車
擦準溶液 No

(μg/mL) ピーク面積 (問/凹L)

88.6 0.05000 7312 0.04992 

88.5 0.1000 14724 0.09890 

88.4 0.5000 76884 0.5097 

88.3 1.000 150277 0.9948 

88.2 2.000 301879 1.997 

標準物質秤毅{寵' 100.00 mg 

検量線回帰式 y = 1.513 X 105 X 241.2 (重み付け:1/0 

相関係数・ 0.99996 

Page 12 of 18 

変動係数
(%) 

1.1 

事主夜

(%) 

-0.2 

-1.1 

1.9 

-0.5 

-0.2 
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安定性線認用模擬投与液の濃度澱定表 3

2010年 11月 29担測定

模擬投与液
定差値 実度

試料 ID 調製区分 調製濃度 希釈倍率
イmデン見ロステ77-ト 検出濃度 秤量{寵 残存率

ピーク面積 ()tgl皿 L) 個別 平均直 標準備差 変動係数 {留別 (皿g) (%) 
(mg/mL) 

(皿g/mL) (田g/mL) (血g/mL) (%) (%) 

1129-0_1mg/mL巴1 14930 0_1003 0.1003 0.3 ~ 0.1000 1000 0.0997 0.0008 0.8 10.00 

~ 1129'0.1血 g/mL-2 14754 0.09910 0.09910 0.9 
務童話箆後試料

1129令200mg/mL-1 138311 0.9157 183.1 -8.5 ~ 
200.0 200000 184 2 1.1 2000.01 

~ 1129'200mg/mL-2 139974 0.9267 185.3 7.3 

1119'0.1mg/mL-1 14713 0.09883 0.09883 ~ 
0.1001 1000 0.0996 0.0010 1.0 10.01 99.8 

1119-0.1mg/mL-2 保存安定性 14931 0.1003 0.1003 ~ 確認試料

~ 1119-200mg/mL'1 (室温 10日間保存) 137088 0.9076 181.5 
200.0 200000 182 。 0.0 

レィプ
2000.03 98.9 

1119'200mgl皿 L-2 137459 0.9101 182.0 

測定器
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最終報告書

誌強盗

投与液中のイソトリデシノレ=ステアラートの濃度確認言鵡食

是主--
室験後工旦

2011年 5YJ26日

誌懸趨設

株式会社臼欝分析センター伽鰍;NCAS)小田原事業所

千250"0216 神奈川lやト岡原市高間 345

盆整委話11l'

株式会社化倒め安全性研師斤

千004"0839ね毎道和幌司ii青悶区真栄363番24

盆畿議長

NCAS 10回 198
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GLP適合陳述書

獣験番号: NCAS 10-198 

誤黄金名: 投与液中のイソトリデシノレ口ステアラートの濃度穣5蕊刻験

この訴事責は、以下のG日規ll.1Hこ従って鋤包した。

「新規化判陶望号等に係る試験を翻位する綜樹搬に関する基準についてJ(平成15年11月21日 菜食発第

1121003号、平成15・11・17製局第3号、潔保企発第031121004号)、最終改正平成20年7月41'1

この被験はここに元sべられた対去により行われ この最終報告書出試験期卸こより得られた主主データを正確に

反狭したものである。

獣験資任者. よりf 辱 正 主 主ι一豆

株式会社日夜分析センター小間原事業所



Appendix 3 SR09207

-　639　-

報告書書番号 NCA810-198 Page 30f23 

信頼性保証書

試験番号 NCA810-198

試験名. 投与i夜中のイソトリデシルロステアラートの濃度確認試験

と記試験の信頼性保証の監査又は査察'.l::適用 GLPおよび信頼性保証部門 (QAU)の 80Pに

基づいて実施した。監査又は査察の結果は、以下の日付で試験糞任者および運営管理者に報告

した。

日付(月/日/年)

監査又は査察項目
厳重量又は査察日

報告日

試験資任者 運営管理者

試験計i襲警 1/12/2011 1112/2011 1112/2011 

試験計画話番変更届 1 5/26/2011 5/26/2011 5/26/2011 

実験操作

-投与液の受領 2/4，7/2011 21712011 21712011 

-標準溶液の調製 2/4， 7/2011 21712011 21712011 

-試料溶液の苦言製 2/4，7/2011 21712011 2/7/2011 

. LC瓜18瓜1[8測定 2/4，7/2011 21712011 21712011 

'IRスペクトル測定 4/18/2011 4/18/2011 4/18/2011 

生データおよび関連試験資料 5/9/2011 5/9/2011 5/9/2011 

報告書書草案 5/7-9/2011 5/9/2011 5/9/2011 

最終報告書芸 5/26/2011 5/26/2011 5/26/2011 

QAUは、この試験が試験言十頭議および80Pに従って行われ、報告された方法や手段が実際に

使われたものであり、結果は記録されたデータを正磯に反映していることを磯認した。

QAU資任者 乙。((年 S-R2:b日

(株)日替分析センター
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報告審番号 NCAS10-198 

間験番号.

割高員名

報告審君主号・

訳語食封在者・

試験施設・

訳書責主翼任者.

誠意貴f調子者.

試験清報

NCAS 10-198 

投与液中のイソトリデ、シノレzステアラートの濃度磯言語、討議貴

NCAS 10-198 

株式部土化合物安全|会研領新

守004-0839 ;Jti毎遂牝幌市消閑区真栄363番地24

τ'EL 01l-885・5031、 FAX01l-885-5313 

株式会社日号車分析センター小間原事鶏所

守250-0216 神奈川県小関原一市高岡 345

τ'EL 0465吋42-8201、 FAX0465-42-3586 

試験開始日: 2O11年1月 1Hl

潟験開始日 2011年2月4日

興験終了日 2011年4月 18日

試験終了日・ 2011年5月26S 

適用ガイドライン:なし

Page 4 of23 

関連する欄貴 NCAS10-196NG r投与液中のイソトリデ¥ンノ同ステアラート分析法検討および分析法

ノ〈リデーションj

NCAS 10-197 r投与液中のイソトリデシル=ステアラートの安定性試験j

試資料保管: 本鈎着実に関する全ての文書は、当試樹搬の資料箆に試験終了後 10年間保管する。そ¢後の保

管場所については、獄験委託者と協議して決定する。標準物質は、イソトリデシノレ=ステアラ

ートに関するづ墓の試験が終了した後、該験欝害者に返却する。

SOPおよび香織計調書からの逸税.

SOPおよび試験計阪警からの逸脱はなかっt4，

割教刷費削誤質性に影響を及ぼしたと恩われる環境衷お・

間験蹴演のイ計測主に影響を及ぼしたと思われる環境要因はなかった。
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概要

株式会社化合物安全協冴究所の委託により、投与被中のイソトリデシノレ1 ステアラートの濃度硲ぷ試験をき寝泊

した。濃度測定は液体クロマトグラフ質最分析計愛用いて行い、結果は以下の通りとなった。

投牟語調製日
投制夜受領自

投与液'4¥
設定濃度 測定波皮 変音型ι殺生 真夜

倣披j測定日) (m酔心 (mg/m.L) (%) (%) 

イソトリデシノレ田ステアラート

20mg/mL輔搬
20 20.9 1.9 4.5 

2011年2月3日 2011年2月4日
イソトリデシノレ=ステアラート

60mめnL務総夜
60 63.6 1.3 6.0 

イソトリテ、シルロステアブート

200mg/mL調製液
200 208 1.0 4.0 

イソトリデシノレココユテアラート

20mg/J臨L繍草山夜
20 21.5 0.5 7.5 

2011年3月23日 2011年3月24日
イソトリデシル=スァアブート

63.8 60 1.1 6.3 
60mg/mL翻蜘

イソトリデシノレ1 ステアラ}ト

200mg/:出L鰍撤
200 210 0.5 5.0 

規定した判定基準「各投与被について、 2i醐 .IJ定の変動係数;が 15%以内であり、かっ測定濃度の設定濃度に

尭jする真皮が:t15%以内jを満たしたことより、投与千夜は設定濃度に調製されたと判断した。

また、試験訴時が期証した毒性誤験(封措討議櫨号 SR0920のにおける投与ー終了日以降に、実験に用いた標

準物質の赤外線吸収スペクトノレな測定し、問一性確認時の標準物号室の赤外線吸収スベクトノレ(試験番号

NCAS 10-197 r投与液中のイソトリデシノレ口ステアラートの安定性試験J)と比較した。その結果、両者の

支な吸収糊設は繋数値て~致したことより、献験器時が知歯した制試験(詣諸訳験番号 SRo9207)期間中の

標準物質は安定で、あったと事l辞去した。

緒言

株式会社化合物安全性研究所¢委託により、測定対象物質であるイソトリデシル=ステアラートの投与液中の

濃度磁認品輸およて牒準物質の安定性試験を実総したその内容について以下に報告する。
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L 測定対象物質

化合物名

化学名-

CASNo. : 

分子式:

分子重量・

構造式.

2. 標準物質

化合物名.

化学名.

ロット番号:

NCAS検索番号・

入手先・

入手日目

入手最・

純度:

保存条件.

外観:

その他情報は、 1項参照。

3. 投与液

実験材料および方法

イソトリデシル=ステアラート

Iscむidecylste田 a句

31565.37.4 

C31沼田02

466.82 

/0 
lso-CJ2r 。

イソトリデシル=ステアラート

isotridecyl坑earate

00119 

STD.l179 

2010年6月初日

19.24g 

100%として取り扱った。

掲色紙に入れ、室温保存

淡黄色透明液体

Page 8of23 

投与J夜は、イソトリデシノレ口ステアラートをトウモロコ吋由で糊卒した溶液である。 2011年2月3日およ

び2011fj三日 23日に試験封舗が知庖した議性試験(委託者猷験番号SR09207)で調製した 20、60および

200mg!mLの投与i夜をそれぞれ翌日に受領した。受領した投与主主は即日分析した。
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4. 黙渓およて臓器

トウモロコ吋鴎・

面撤エチル

アセトニトヲル.

ぎ酸・

投与被媒体、ナカライテスク(毛幼

猷薬特級、手口光純潔工業側ミ)

HPLCJ'号、和光純潔工業(紛

誤築特級、和う糊薬工業(榊

0.1%き殴アセトニトリノ]/~鶴夜' アセトニトリル1Lあたり、ぎ酸 1mL念溶解し九

混合糊菜A: 問事後エチノレ+アセトニトリノレ =30+70(v，ル)

混合溶媒B・ トウモロコ川出 1mLに混合溶媒Aを加え 1Lとし九

Page 9 of23 

画撤エチ/レ+アセトニトリル=30 + 70 (v/v) (0.1%トウモロコ叶樹含有)

天秤 }α205、メトラー・トレド(槻

スターラー MAGNETICSτ'IRRERIS恒 N、(掬池田耳主化

フーリエ変換赤外づっ明光度針。T-IR): Spectrum One、PerkinElmer

液体クロマトグラフ笈艶漸計(LC瓜tISIMS): API4∞0、AppliedBiosys飴ms

マイクロピペット: 100-1000pL、 eppendorf

5回 実験方法

5.1. イソトリデ、シノ]/=ステアラートの同一性・安定性誤験

5. 1.1河~↑生

関験番号NCAS10-197 r投与液中のイソトリデシル=ステアラートの安定性試験j において、

標準物質がイソトリデシノレ=ステアラートであることを確認した。

5.1.2 安定性

苦肉験灘t者が実施した毒性猷語辞、(封筒嗣験番号SR09207)の投与終了間て、ある 2011年 3月26日以降

の2011年4月 18日に、 FT-IRを用いて標準均質¢赤外線吸収スベクトル佃スベクトノゆを測定し、同

一性線認E寺の綴準物質のR スペクトノぱ槻幡努NCAS10・197で得られた IRスベクトノゆと比較した。

スベクトルが一致した場合、試験封暗7J湖面した務性献請負(訴時制移設番号SR09207)期間中の標獲物質

は安定であったと宇Ij折した。

く郎スベクト凡側定剤牛>

測定法 i夜膜法

浪日定波数.

積算回数:

分解能:

4000~400 cm-' 

20 

4ι，m'l 
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5.2 投剖夜中イソトリデシノレコステアラートの濃度線認試験

5.2.1 LCI.MS瓜il8条件

くLC剣牛>

カラム

移動相.

流速:

カラム潟度・

注入重量.

くM8条件>

Ion8o山田.

8can司ゃe:

Polarity : 

Monitoring n均.

5.2.2 襟戦滋夜の調製

CAPCELL PAK NH2 UG80、4‘6mm i.d.x 250 mm、(株)資生蛍

0.1%ぎ酸アセトエトリル溶液

1mIJmin 

40
0

C 

10μL 

Heated Nebulizer (atm田'phericpress問。chemi曲 lio凶zation; APcI) 

E四M 悦lutipleR朗 .ctionMonitoring) 

Positive 

Q1Ma酪 (amU) I Q3胸部(amU)

467.4 183.3 

標準物質 100.00mgを 100mLのメスフラスコに秤重量し、混合溶媒 Bに溶解させた後、定容して

1000jlg/mL標準溶伎を調製した(標準溶液No.88-ol。この溶液を混合溶媒Bで以下に示したように希釈

することにより、各標準溶液を調製した。標準溶液中には、 0.1%のトウモロコ計自が含まれる。これらは

用時調製とし、標準徹夜Noの頭に「調製した月日Jをと付して区別した。様準溶夜No.fネ表 2および表 5

参民

標準溶液No. 使用標準持活液No.
採取最 調製最 槻練度

(mυ 加υ (j1g/mL) 

88-1 88司O 1 100 10.00 

88-2 88-1 10 50 2.000 

88令3 88-1 5 50 1.000 

88-4 88-1 2.5 50 0.5000 

88-5 88-3 5 50 0.1000 

88-6 88悶4 5 50 0.05000 
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5.2.3 検量線用標準控訴J夜の分析と回帰王立の算出

5.2.2項で調製した標準翻夜No.8臼~88.6 を5.2.1輔識の条件の LCIM8!MSで測定した。得られた

クロマトグラムより、イソトリデシノレコヱステアラートのピーク面積を絡辞由に、濃度(pg.加υを機軸にとり、

LCIM8!MSのデータ処理ソフトAnalyst1.4を用いて最小2策法によりlE続試およひ判関係、数を求めた。

をらに、検量線の各点について逆限帰値を算出し、設定値に対する爽度(%)を算出した。なお、検最線は、

E重み付け(ν坊を行った。

検量線の*IJ定基準は、中日開ft数が0.990以上、真皮が最低濃度の標準溶液で土20%以内、それ以外の標

準議叡夜でごt15%以内とし1こ。

5.2.4 機器使用前点検

投与被の濃度測定の官官に、 5.2.2項で調製した最高濃度の検量線用標準翻夜(88.2)を5.2.1項記載の条件の

LC!MS1M8で 3問測定し、イソトリデシノレコステアラートのピーク商積を求めた。ピーク弱積継の変動

仔教が 10%以内の場合、異常なしと判断して測定を開始した。

5.2.5 ブランク溶液の調製および定量妨害の確認

トウモロコシ治を 1mL採り、混合溶媒Aで 100mLに定容した。この溶j夜を 1mL採り、混令j溺itA

で 10mLに定容してブランク樹夜とした(者轍倍率:1000倍)。このブランク樹夜を5.2.1項記載の条件の

LC瓜1[8瓜1[8で測定し、クロマトグラムのイソトリデシノレ=ステアラートの検出時間付近に、定重量を妨害

するようなピークがないことを磯認した白1=1)0

以上の操作は、分析日鋼製日)ごとに行った。制斗IDはBlankとし、 「調製した月引を付して区別

した。

5.2.6 濃度測定

3項で!受領した投与液を以下に従って希釈し、剛司溶液とした。制ヰ溶液の調製は、 2速で期包した。

また、投与J夜を分取する1擦には、スターラーを用いて適度制進度で撹衿しながら投与液を分取した。総|ヰ

溶液中には、最終濃度として0.1%のトウモロコシ油が含まれる。各制斗溶液IDI立、表 3およひ湊 6参照w

2Ome:lmL投与被

20mglmL投与被を 1mL採り、混合溶媒Aで 100mLに定容した。この溶液を 1mL採り、混合溶

媒AでlOmLに定容した。さらに、この溶液を 1mL採り、混合溶媒Bで20mLに主主容して尚司溶液

とした(希釈倍率・ 20000倒。

6Ome:lmL投与被

60mglmL投与液を 1mL採り、混合溶媒Aで 100mLに定容した。この翻夜を 1mL採り、混合溶

媒Aで 10mLIこ定容し1おさらに、この溶液を 1mL採り、湯合溶媒Bで 100mLに定3草して誠司溶

液とした係釈倍率:100000倍。
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20OmdmL投与J夜

200m約nL投与夜を 1mL採り、海合溶媒Aで100mL~こ定容したこ !T;溺夜を 1 mL採り、溌合溶

媒Aで10mLに定容した。さらに、この溶液を 1mL採り、混合溶媒Bで200mLに定3草して開司溶

液とした(希釈俗率:200000干説。

上記で調製した影町ヰ溶液を5ユ1項言茂吉の条件の LO瓜![8!MSで測定した。得られたクロマトグラムよ

りイソトリデシノレ=ステアラートのピーク街積を求め、予め作戒した検量線の回帰式に代入して検出濃

度(p併凶Jを算出した。この検出濃度より、下式合用いて投与液中イソトリデシノレ=ステアラート濃度を

算出し、その平瑚夜、変動係数(%)および平均値の設定値に肘一る真度(%)を求めた。 2連測定の鶴瓶

数が 15%以内であり、かっ真皮がごと15%以内であれば設定濃度に誠製されたと判断し、得られた結果は

有効とした。各投与4夜じた平均濃度を最終的な投与ヰ夜濃度とした。

各投初夜中イソトヲデシノレ出ステアラート濃度(mgfmυ = 

5.3 計算およひ激伎の取り扱い

検出燃皮:(jl約nL)x希釈倍率

1000 

検量線の作成およ時制樹夜の検出濃度までの言明は、LC!MS!MSのデータ処恐ソフトAnalyst1.4で行

い、それ以降の計算はMicrosoftOffice E"田 12003(SP3)で行った。

個々の定量f@:は有効数字4桁とし、平均値は有効数字3桁とした。標準備主主は平均値の最ノJ'桁数とし、変

制系数およひ事実Eおむi激賞寄li立まで求めた。検最線の傾きおよび切片は、有効数字4材?とし、相関係数は小

数第5位までとした。
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結果、考察および結論

L イソトリデシル=ステアラートの安定伯誠験

安定性確認時じた標準物質の IRスベクトノレを隠 1に、間一性確認時の標準物質の IRスベクトノレ(被験番号

NCAS 10'197で得られたIRスベクトノレ)を図 2に示す。両者の主な吸収波数は後数値で}致した。従って、

実験湖問中の祷灘WmWfま安定であったと判断した。

2 投一例夜中のイソトジデシノレコロステアラートの濃度確認獄君主

2.L 2011 '1王2月4日受領投与液の濃度測定結果

機樹吏用前点検結果を表 1に示す。最高濃度の検量線用標準提訴夜ω20488分を3回測定して求めたピーク

面積¢変革版物土L8%であったことより、異常なしと判断し、濃度測定安期極しtCo

検量急線用標準溶液の若手j定結果を表 21こ、検整線を図 3に示す。また、標準溶液の代表的なLCIM8瓜1{8ク

ロマトグラムを図 5および図 6に示す。 1食盤線の相関係数は 0.99989 となり、主主度は-2.0~2.0%(I)~総囲内

であった。従って、検最線の*IJ定基準を満たした。

ブランク蹴夜のLCIM81M8クロマトグラムを図 9に示す。イソトリデシル口ステアラートの検出時間付

近に定震を妨害芸するピークがないことを確認した。

投与;夜の濃度測定結果を表 3に、代表的な LC!MS1M8 クロマトグラムを図 11~図 13に示す。各投射夜

の 2i割、IJ定において、変動係数は LO~L9%の範閣内であったことより、齢↓前処環およE糟度調IJ定に問題

はないと判断した。また、定最優平均疫の設定濃度に対する真度は、 20mglrnL投与被てや4.5%、60mg/rnL

投与被で6.0%，200 mg/rnL投与液で4.0%で、あった。従って、いす'nの投与液も設定濃度に調製されたと

半断した。

以上より、 2011年2月4日受領投制支の濃度測定結果は有効と判断した。

2.2. 2011年3月24日受領投与f夜の濃度調l陀結果

機器使用前点検結果を表 4に示す。最高濃度の検量線用標準溶液(032488'2)を3[E]測定して求めたピー

ク面積の変動係数はL6%であったことより、異常なしと判断し、語却期IJ定を築総した。

検量線J羽標準溶液の調l淀結果を表 5に、検長線を図 4に示す。また、標準協夜0;代表的なLC!MS瓜1{8ク

ロマトグラムを関 7およひ図 81こ示す。検最線の相潟好救は 0.99988 となり、 E喜劇まー2.5~3.0%の綴邸内

であった。従って、検量線、の判定基調障を満たした。

ブランク樹夜のLCIM8!MSクロマトグラムを図 10に示す。イソトリデシノレ=ステアラートの検出時間

付近に定裁を妨害するピークがないこと密機認し1':..0

投与液の濃度測怠結果を表 61こ、代表的な LCIM81M8 クロマトグラムを図 14~図 16に示す。各投与

液の2述調j定において、変動係数は 0.5~1.1%の範閣内であったことより、数料前処漣およひ濃度測定に問

題はないと'i'UI析したまた、定量ま{直平均値の設定濃度に対する主要度は、20mg/rnL投与I夜で7.5%、60mg.依iL

投与液で6.3%、200mg/rnL投与液で'5.0%で、あった。従って、い判1の投与f夜も設定濃邸調製されたと

判断した。

以よより、 2011年3月24日受領投与液の滅度測定結果は有効と判断し丸
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表 1 機器使用前点検結果(2011年2月4日受領投与制

測定日・ 2011年2月4日

イソトFデシノレ担スァアラートピーク面積直

総持m 変動係数
偲~Ij 平均 標準偏差

(%) 

0204p田check1 110807 

0204p間.check-2 113古18 111363 2035 1.8 

0204p田check-3 109664 

表 2 検議線用標準援活夜の測定結果(2011年2月4日受領投与制

測定日:2011年2月4日

標準諸問夜濃度 ィYf9f1}"".ステ7i斗 逆悶情刊直 3電度
標準提出疲No

(f1g/mυ ヒ。}ク面積 (トtg/mI占

(%) 

020488-6 0_05000 3227 0_04899 -2_0 

020必8-5 0.1000 6912 0_1020 2_0 

020488-4 0_5000 34115 0.4936 -1.3 

020488・3 1.000 70671 1.020 2_0 

020488-2 2.000 137752 1.985 0_7 

標絢均質秤量i藍 100.00mg 

検量線沼南式。 y~6.947X1()4 x - 176.2(1重み付け:11:が

相関係数 0.99989 

表 3 投与被の濃度測定結果包D11年2月4日受領投与椀

測定日:2011年2月4日

投与引密 イ1トザン}""
定量討宜

検出濃度 喜重度
制斗D 設定濃度 制糊宅事 ステ7う→

(fig/mL) 個別 平均車 標準係室長 変動併ミ数 t扮
(mgfmL) ピーク街穣 (mg/mL) (田富加1) (mgl回υ 似)

0204-20mg/血L-1 73472 1.060 21.20 
20 20000 20.9 0.4 1.9 4.5 

0204-20田glmL-2 71480 1.032 20.64 

0204'60 mg/mL-1 43618 0.6304 63.04 
60 100000 63.6 0.8 1.3 6.0 

0204-60阻 g加L-2 44487 0.6422 64.22 

0204-200 mgfmL-1 71606 1.033 206.6 
200 200000 208 2 1.0 4.0 

0204'200m仰1L-Z 72778 1.050 210.0 
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表 4 機器使用前点検結果(2011年 3月24臼受領投与欄

測定日:2011年3月24詩

イソトリデシノレ出ステアラートピーク商積値

総料D 変動係数
個別 平均 標準備室長

似)

0324pr配 heck国1 173013 

0324p問 check-2 169518 172447 26自1 1.6 

0324p田 check匂3 174809 

表 5 j会;陸線用襟準溶液の測定結果(2011年3月24日受領投与局

測定日 2011年3月24日

標準語幹夜濃度 イ1fYf，，/I=;¥T77→ 逆回附直 苦言語主
様4錦繍世No

(~g/mυ ピーク濁積 い.g/mL)
(%) 

032488-6 0.05000 4084 0.05149 3.0 

032488-5 0.1000 8248 0.09801 -2.0 

032488-4 0.5000 43091 0.4874 2.5 

032488-3 1.000 90512 1.017 1.7 

032488-2 2.000 178040 1.996 -0.2 
」…ー

標準物質秤建計直 100.00mg

検議線回帰式 y=8.948X1()4x - 523.3(l重み付け 1}X) 

相関係数 0.99988 

表 6 投与被の濃度測定車古果(2011年 3fl 24日受領投与認の

調u;:吉田:2011年3月24日

投与夜 ィmfi/I=
定置封寵

検出濃度 真度
料司m 設定濃度 希釈倍率 ステ7ラート

(μg/mL) 個別 平均値 標準偏重量 変即J傍数 (%) 
(mg/mL) ピーク面積 (mg加1) 加g/mL) (mg/mL) (%) 

0324-20mg/mL・1 95482 1.073 21.46 
20 20000 21.5 0.1 0.5 7.5 

0324-20 mg/mL-2 95806 1.077 21.54 

0324-60mg/mL-1 56093 0.6328 63.28 
60 100000 63.8 0.7 1.1 6.3 

0324-60 mg/mL-2 56968 0.6425 64.25 

0324'200 mg/mL-1 93064 1.046 209.2 
200 200000 210 1 0.5 5.0 

0324-200m脚 L-2 93563 1.052 210.4 
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