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試験番号 SR19180

訂正溜発行番号 1

最終報告書訂正届

表 題:イソノナンのラットにおける反復投与毒性・生殖発生言語性併合試験

1 訂正日:2020年 12月 2213 

2 訂正内容および訂正漂白:

(1)訂正項目 3.1被験物質 (15頁)

訂正後記載:

名称 イソノナン

製品名

CAS番号 ・34464-40-9

官報公示裳理番号:(2)勾9

構造式 1)

(省略)

含有率(規格値)または不純物 2) : 95 -99.5%以上 (0.5%以下のノルマノレノナン

を含有する)

出O-CeH17-CH3

本製品には若干量の C8，CI0を含む(組成は不明) 安全デ

ータシートには CASNo. 68551-15-5 (A1k叩回， C8-IO-iso-)も

記載あり.

訂正前記載:

名称 :イソノナン

却金 : Is姐銀銭皇

年組曲封銀協呈1)

A1kane弓 C8-1O一日0_1)

製品名

CAS番号 づ一
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(省略)
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試験番号 SRI9180

訂正届発行番号 l

含有率(規絡イ直)u皇担記載}") : 95 -99.5%以上 (0.5%以下のノルマルノナンを含

有する)

u急願主動

(省絡)

訂正理由 被験物質情報の誤りを訂正し，より適切な記載とするため.

(2)言TJE項目白 8参考資料 (52頁)

訂正後記載

1) NITE-CHRIP，イソノナン，

website: htゆs://www.nite.go.jp/chemlchrip/chrip _ se紅 ch!cmplnfDsp?dpMdニ0&cid=C006悶

176-67 A&slIむNm=&sIScNm=&sIScC剖 m=&sIScRgNm二&bcPtn=5&shMd=

O&txNumSh=MzQω..rjQtNDAtOQ~&1仕向mTp=I&1仕切mMh=日&txNmSh=&ltNmTp=

&ltNmMh=l&奴NmSh1=&1削 mTp1 =&txNmSh2=&ltNmTp2=&txNmSh3=&ltNmTp3= 

&包M1Sh=&ltM岱1hニO&ltScDp=&ltPgCtSt=1 OO&rbDp=O&包ScSML=&txScSML2ニ&ltS

cTp= l&txUpScF1=null&hdUpScPh=&hdUpHash=&ぬScMh=1&txScNyMhニ.&txM1WtSt

=&txM1WtEd=&err吉

言TJE前記載.

1) 色虫乙取w_，_1姐曲話銀短且

笠妓昆短企慰足ゐ必che製品必lJ1Im.nih四 v/comnound/2me!hy!Qは姐E

訂正理由参考文献を適切なものとするためー

3 試験責任者の署名

試験施設

株式会社化合物安全性研究所

試験責任者
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信頼性保証書

表題 :イソノナンのラ 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 : SR19180 

本最終報告書の訂正は，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.

査察段階 査察日

最終報告書訂正届 (No.1) 2020年12月 22日

試験責任者

への報告日

2020年12月 22日

運営管理者

への報告日

2020年12月 22日

本最終報告書の訂正は，当該試験の実施において得られた生データに基づいて行われているこ

とを確認した.

株式会社化合物安全性研究所

QAU責任者
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試験責任者の署名

表 題。イソノナン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 SR19180 

~' 

株式会社化合物安全性研究所

試験責任者

2 
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陳述書

題.イソノナンのラットにおける反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験章受

試験番号:SR19180 
L

一rk
p
y

本試験は， GLP基準「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

日比 23年 3月 31日薬食発 0331第 B号・平成23'03・29製局第6号・環保企発第 110331010号淳

生労働省!哀薬食品局長・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)を遵守し

て実施した.

本試験に用いた試験方法は，試験法ガイドライン「新規化学物質等に係る試験の方法についてj

(平成 23年 3月 31日薬食発 0331第7号・平成 23・03・29製局第5号・環保全発第 110331009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)ならびに

「新規化学物質等に係る試験の方法についてjの一部改正について(平成 30年 3月 29日薬生発

0329第 13号・ 20180326製局第 1号・環保食発第 1803293号厚生労働省医薬・生活衛生局長・

経済産業省製造産業局長・環境省大臣官房環境保健部長連名通知)に準拠した

.)-{Jム0

株式会社化合物安全性研究所

3 

試験責任者
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信頼性保証書

表題 イソノナンのラットにおける反復投与謝生・生殖発生毒性併合試験

試験番号 SR19180 

~"= 

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

査察段階 査察日
試験責任者 運営管理者

への報告B への報告日

試験計爾書 2019年11月 5日 2019年11月 5日 2019年11月 5日

コンピュータプロ卜コーノレ 2019年11月 51'1 2019年11月 51'1 2019年11月 5日

動物受入・検疫・馴化 2019年11月 6日 2019年11月 13日 2019年11}守口日

被験物質の管理 2019年11月 19日 2019年llJJ191'1 2019年11月 19日

投与液の調製 2019年11月 19日 2019年11月 19日 2019年11月 19日

群分け 2019年11月 28日 2019年11月 28日 2019年11月 28日

投与 2019年11月初日 2019年11月初日 2019年11月 291'1 

一般状態観察 2019年11月 29日 2019年11月初日 2019年11月 29日

体重視Ij定 2019年11月 29日 2019年11月 29日 2019年11月 29日

摂餌量測定 2019年11月 29日 2019年11月 291'1 2019年11月 29日

性病j期検査 2019年11月 29日 2019年11月 29臼 2019年11月 29日

試験計画書変更書(No.1) 2019年12月 51'1 2019年12月 5日 2019年12月 5臼

詳細な状態観察 2019年12月 12日 2019年12月 12日 2019年12月 12日

生殖能検盗(交配)
2019年12月 12日

2019年12月 13日
2019年12月 16日 2019年12月 16臼

JJR検査
2019年12月初日

2019年12月 211'1 
2019年12月 23日 2019年12月 23日

機能検査 2019年12月 23日 2019年12月 23日 2019年12月 23日

採血 2019年12月 27日 2019年12月 271'1 2019年12月 27日

血液学的検査 2019年12月 27日 2019年12月 27日 2019年12月 27日

血液化学的検査 2019年12月 27日 2019年12月 27日 2019年12月 271'1 

剖検・器宮重量測定 2019年12月 27日 2019年12月 27日 2019年12月 271'1 

分娩および哨育状態観察 2020年 1月 5臼 2020年 l月 6日 2020年 l月 61'1 

新生児の一般状態観察 2020年 l月 5日 2020年 l月 6日 2020年 l月 61'1 

新生児の体重視l定 2020年 1月 5日 2020年 1月 6日 2020年 l月 6日

日南育児数の調整 2020年 l月 81'1 2020年 1月 8日 2020年 1月 8日

日工門生殖突起間距離 2020年 1月 8日 2020年 1月 81'1 2020年 1月 8日

被験物質のサンプリング 2020年 l月 14日 2020年 1月 151'1 2020年 1月 15日

時 4



SR19180 

王苦手察段階 査察日
試験責任者 運営管理者

への報告日 への報告日

2020年 l月 6S 

病理組織学的検査(標本作製)
2020年 1月 8日

2020年 l月 10日
2020年 l月 15日 2020年 l月 15日

2020年 l月 14臼

乳頭数 2020年 1月 17日 2020年 l月 17日 2020年 l月 17日

新生児の血清採取 2020年 l月 17S 2020年 1月 17日 2020年 l月 17S 

新生児の部l検 2020年 1月 17日 2020年 l月 17日 2020年 l月 17日

JIIl液化学的検査 2020年 l月 23日 2020年 1月 23日 2020年 1月 23日

病理組織学的検査(鏡検) 2020年 2月 4日 2020年 2月 4日 2020年 2月 4日

試験計画書変更書(No勾 2020年 2月 10日 2020年 2月 10日 2020年 2月 10日

コンピュータプロトコール 2020年 2月 10S 2020年 2月 10日 2020年 2月 10臼

試験計画書変更書(No.3) 2020年 2月 17日 2020年 2月 18S 2020年 2月 18臼

試験計画書変更書(No.4) 2020年 3月 2臼 2020年 3月 2日 2020年 3月 2日

コンピュータプロトコーノレ 2020年 3月 2日 2020年 3月 2日 2020年 3月 2日

2020年 3月 10臼

2020年 3月 11日

生データ 2020年 3月 12日 2020年 3月 16日 2020年 3月 16日

2020年 3月 13日

2020年 3月 16FcJ 

2020年 3月 10日

2020年 3月 11日

最終報告書;(草案) 図表 2020年 3月 12fJ 2020年 3月 16日 2020年 3月 16日

2020年 3月 13S 

2020年 3月 16日

2020年 3月 12S 

最終報告書(草案) 本文 2020年 3月 13S 2020年 3月 16日 2020年 3月 16日

2020年 3月 16日

生データ* 2020年 3月 16日 2020年 3月 16日 2020年 3月 16日

最終報告書 2020年 3月 27日 2020年 3月 27S 2020年 3月 27日|

* 改善内容の確認、

本試験は r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

3月 31日薬食発 0331第 8号・平成 23・03・29製局第6号・康保企発第 110331010号厚生労働

省医薬食品局長・経済康業省製造産業局長・環境省総合環境政策局長逮名通知)に従い実腕され

Tこ.

本試験は，試験計画書に従って実施され，また，本報告書には当該試験に使用した方法および

5 -
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手順が正確に記載されており ，試験成績には当該試験の実施過程において得られた生データが正

確に反映していることを確認した.

株式会社化合物安全性研究所

QAU責任者
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表題 

イソノナン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 

SR19180 

 

試験目的 

イソノナン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した．加えて，28 日間の反復投与終了後 14 日間の休薬

による毒性の回復性についても検討した． 

 

試験実施基準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 ：｢新規化学物質等に係る試験の方法について｣ (平成 23 年 3 月 31 日薬

食発 0331 第 7 号・平成 23･03･29 製局第 5 号・環保企発第 110331009

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) ならびに｢新規化学物質等に係る試験の方法

について｣の一部改正について (平成 30 年 3 月 29 日薬生発 0329 第 13

号・20180326 製局第 1 号・環保企発第 1803293 号 厚生労働省医薬・

生活衛生局長・経済産業省製造産業局長・環境省大臣官房環境保健部

長連名通知) 

 

動物愛護 

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 29 年 6 月 2 日 法律第 51 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，最終改正 平成 25 年 8 月 30 日 環

境省告示第 84 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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｢厚生労働省の所管する実施機関における動物実験等の実施に関する

基本指針について｣ (平成 18年 6月 1日 科発 0601001号，最終改正 平

成 27 年 2 月 20 日 科発 0220 第 1 号) 

動物実験倫理        ：本試験は，動物実験の必要性および苦痛の軽減等について試験施設の

動物実験倫理委員会により審議され，運営管理者の承認を得ており，

試験施設の動物実験倫理規定に準拠して実施した． 

 

試験委託者 

名称 ：厚生労働省 医薬・生活衛生局 

所在地 ：東京都千代田区霞が関 1-2-2 (〒100-8916) 

担当者 ：医薬品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 

被験物質の調製 ：

検疫・馴化 ：

投与・観察・測定 ：

臨床検査 ：
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病理検査 ：

 

試験日程 

試験開始日 ：2019 年 11 月  5 日 

動物受入 ：2019 年 11 月  6 日 

群分け ：2019 年 11 月 28 日 

投与開始 (実験開始) ：2019 年 11 月 29 日 

交配開始 ：2019 年 12 月 12 日 

雄動物およびサテライト群雌動物投与終了： 

2019 年 12 月 26 日 

雄動物およびサテライト群雌動物 (投与終了時剖検例) 剖検： 

2019 年 12 月 27 日 

母動物分娩開始 ：2020 年  1 月  4 日 

生後 4 日児数調整開始：2020 年  1 月  8 日 

サテライト群雄および雌動物 (回復終了時剖検例) 剖検： 

2020 年  1 月 10 日 

生後 13 日新生児剖検開始： 

2020 年  1 月 17 日 

母動物剖検開始 ：2020 年  1 月 18 日 (最終剖検 2020 年 1 月 30 日) 

実験終了日 ：2020 年  3 月  6 日 

試験終了日 ：2020 年  3 月 27 日 
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1 要約 

イソノナンの 0 (溶媒対照，トウモロコシ油)，60，250 および 1000 mg/kg を 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 28 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 13 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 (対照) および 1000 mg/kg について，雄動物は各 5 匹を選抜して 28 日間の投与

終了後 14 日間の回復性を検討し，雌動物は各 10 匹の非交配群を別に設け，5 匹は 28 日間の

投与終了時に剖検し，5 匹はさらに 14 日間の回復性についても検討した． 

1.1 反復投与毒性 

1000 mg/kg 群では，雌の主試験群および非交配群の各 1 例で呼吸緩徐および自発運動の低

下がみられ，いずれも衰弱が著しいことから安楽死させた．その他に，雌雄で外尿道口周囲被

毛汚染，雌で口周囲被毛汚染および流涎がみられた．雄では体重増加量の低値がみられた．雌

では投与開始後 7 日までの間に一部の動物で著しい体重および摂餌量の減少がみられ，群平均

でも主試験群の妊娠および哺育期間の体重，非交配群の投与期間を通した体重および投与 7 日

までの摂餌量に低値がみられた．一方，雄の投与 28 日および雌の妊娠 20 日の摂餌量には高値

がみられた．尿検査では，非交配群の雌で尿量の高値および尿 pH の低値がみられた．血液化

学的検査では，雄および非交配群の雌で総コレステロールの高値およびグルコースの低値，雄

で γ-GTP の高値がみられた．病理検査では，雄および雌の主試験群および非交配群で肝臓重量

の高値がみられ，病理組織学的検査で雌に小葉中心性肝細胞肥大がみられた．詳細な状態観察，

機能検査，血液学的検査，雄の血清中 T4 濃度および剖検では，雌雄ともに被験物質投与によ

る毒性変化はみられなかった． 

250 mg/kg 群では，雄では被験物質投与による毒性変化はみられなかった．雌では分娩後 14

日に剖検した動物では変化はみられなかったが，交尾不成立例で小葉中心性肝細胞肥大がみら

れた． 

60 mg/kg 群では，雌雄ともに被験物質投与による毒性変化はみられなかった． 

投与期間中にみられた変化には，回復性が認められた． 

その他に，以下の毒性学的意義のない変化または二次的変化がみられた． 

雄の 60 mg/kg 以上の用量群に，病理組織学的検査で近位尿細管上皮の好酸性小体の出現頻

度の増加がみられた．α2u-グロブリン抗体による免疫染色で陽性であったことから，この変化

は α2u-グロブリン腎症と判断され，ヒトへの外挿性のない変化と考えられた．雄の 60 mg/kg

以上の用量群で腎臓重量の高値，250 および 1000 mg/kg 群で腎臓の大型化，60 mg/kg 以上の用
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量群で限局性の尿細管好塩基性化または尿細管拡張がみられ，いずれも α2u-グロブリン腎症に

関連する変化と考えられた．さらに，雄の 1000 mg/kg 群で尿量の高値，クロールの低値がみ

られ，α2u-グロブリン腎症との関連が示唆された． 

雄の 250 mg/kg 群で肝臓の相対重量に高値がみられたが，病理組織学的検査および血液化学

的検査には関連項目の変化はみられなかった． 

雌の 1000 mg/kg 群で副腎重量に高値がみられ，ストレスに対する反応と考えられた．また，

雌の 1000 mg/kg 群における衰弱例または著しい体重減少がみられた動物に，剖検で胸腺およ

び脾臓の小型，病理組織学的検査で胸腺の皮質の萎縮，白脾髄の萎縮，小葉周辺性肝細胞空胞

化，腎臓の尿細管拡張，尿細管上皮の空胞化，大腿骨骨髄の造血の減少または下顎リンパ節の

傍皮質領域のリンパ球脱落がみられ，全身状態の悪化による変化と考えられた． 

以上のように，本試験条件下におけるイソノナンの反復投与毒性に関する無毒性量 

(NOAEL) は，1000 mg/kg で雌雄に外尿道口周囲被毛汚染，雌に呼吸緩徐，自発運動の低下，

口周囲被毛汚染および流涎，雌雄に体重/体重増加量/摂餌量の低値および摂餌量の高値，総コ

レステロールの高値，グルコースの低値および肝臓重量の高値，雄に γ-GTP の高値，雌に尿

量の高値，尿 pH の低値および小葉中心性肝細胞肥大がみられたことから，雌雄ともに 250 

mg/kg/day と判断した．ただし，250 mg/kg の交尾不成立例で小葉中心性肝細胞肥大がみられた

ことから，哺育期間中ではない雌では 60 mg/kg/day と考えられた． 

1.2 生殖発生毒性 

親動物の生殖能検査では，1000 mg/kg 群まで性周期，交尾能，受胎能，分娩および出生児の

いずれにも，被験物質投与の影響はみられなかった． 

新生児の発生については，1000 mg/kg 群で雌雄の体重に低値がみられたが，一般状態および

生存率には被験物質投与の影響はみられなかった．性比，外表異常児出現率，剖検，肛門生殖

突起間距離，乳頭数，血清 T4 濃度には，被験物質の影響はみられなかった． 

以上のように，本試験条件下におけるイソノナンの親動物の生殖に対する無毒性量 

(NOAEL) は，1000 mg/kg まで被験物質投与の影響は認められなかったことから 1000 

mg/kg/day，次世代の発生･発育に対する無毒性量 (NOAEL) は，1000 mg/kg で雌雄の新生児の

体重の低値がみられたことから 250 mg/kg/day と判断した． 
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2 緒言 

イソノナンの 0 (溶媒対照，トウモロコシ油)，60，250 および 1000 mg/kg を 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 28 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 13 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 (対照) および 1000 mg/kg について，雄動物は各 5 匹を選抜して 28 日間の投与

終了後 14 日間の回復性を検討し，雌動物は各 10 匹の非交配群を別に設け，5 匹は 28 日間の

投与終了時に剖検し，5 匹はさらに 14 日間の回復性についても検討した． 

 

3 材料および方法 

3.1 被験物質 

名称 ：イソノナン 

別名 ：Isononane  

2-Methyloctane1) 

Alkanes, C8-10-iso-1) 

製品名 ：

CAS 番号  ：68551-15-5 

34464-40-9 

官報公示整理番号 ：(2)-9 

構造式 1) ： 

  

化学式 2) ：C9H20 

分子量 2) ：128.3 

物理化学的性質 2) ：外観；無色透明液体 

 化学的安定性；通常の取扱い条件では安定 

融点・凝固点；-65°C 以下 

沸点；135°C 

比重；0.728 (20/20°C) 

水への溶解度；0.01 g/100 g 以下 (20°C) 

ロット番号 ：
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含有率 (規格値)2)  ：95 ~ 99.5%以上 (0.5%以下のノルマルノナンを含有する) 

製造業者 ：名称；

所在地；

試験施設受領日 ：2019 年 8 月 28 日 

被験物質管理責任者からの移管量： 

1000.83 g  

使用量 ：876.0053 g 

安定性 ：試験操作終了後，株式会社日曹分析センターにて安定性分析を実施し

た．その結果，投与期間中被験物質は安定であったことが確認された 

(Annex 2)． 

保存条件 ：室温 (実測範囲 20.9 ~ 22.8°C)，気密 

保存場所および保存期間：被験物質保存室；2019 年 8 月 28 日 (試験施設受領) ~ 2020 年 1 月

22 日 (最終調製) 

取扱上の注意 ：ゴム手袋，マスクおよび保護メガネを着用した．被験物質を分取する

場合は，ガラス製の器具を用いてガラス容器に分取した． 

サンプリング ：約 5 g (実測値 5.0002 g) を採取し，試験施設の資料保存室に保存した． 

3.2 対照物質 (媒体) 

名称 ：トウモロコシ油 

製造業者 ：ナカライテスク株式会社 

選定理由 ：被験物質が水に難溶であるため，ならびに油に溶解するため． 

ロット番号 ：V9K5988 

保存条件 ：室温 (実測範囲 20.9 ~ 22.8°C) で保存した．ただし，開封後の残余は

保存しなかった． 

対照群の投与用として分注後は，被験物質調製液と同様に保存した． 

保存場所および保存期間：被験物質保存室；2019 年 8 月 26 日 (試験施設受領) ~ 2020 年 1 月

22 日 (最終調製) 

被験物質管理責任者からの移管量： 

500 g × 46 本 

使用量 ：500 g × 28 本 

取扱上の注意 ：特になし． 

3.3 投与液の調製および化学分析 
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調製方法 ：投与量毎に被験物質を正確に秤量し，トウモロコシ油 (媒体) に所定

の濃度になるように溶解させた． 

調製頻度 ：調製液は 5 ~ 9 日の間隔で 10 回調製し，10 日以内に使用した． 

保存場所および保存期間：被験物質保存室；2019 年 11 月 19 日 (初回調製) ~ 2020 年 1 月 29

日 (最終投与) 

保存条件 ：ガラス製の遮光気密容器に入れ，室温 (実測範囲 21.7 ~ 22.8°C) で保

存した． 

調製上の注意 ：ゴム手袋，マスクおよび保護メガネを着用した．調製および分取の際

は，ガラス製の器具を使用した． 

残余投与液の処置 ：焼却処分するために産業廃棄物として回収した． 

投与液の安定性の確認：2 および 200 mg/mL の濃度の調製液について，室温保存 10 日間 (調

製日を 0 日として起算) の安定性を確認した．調製および安定性の分

析は株式会社日曹分析センターが実施し，分析結果を入手した．分析

の結果，室温保存 10 日間の安定性が確認された (Annex 2)． 

投与液の濃度確認 ：被験物質の全濃度に関する投与液中の濃度を，初回および雄の最終回

投与に使用する調製液について確認した．投与液の濃度分析は株式会

社日曹分析センターが実施し，分析結果を入手した．分析の結果，い

ずれの濃度も適切であることが確認された (Annex 2)． 

3.4 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 

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

が安定していることと試験施設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． 

受入動物数 ：雄 50 匹，雌 72 匹 

受入動物週齢 ：雌雄とも 9 週齢 

出荷体重基準 ：雄 270 ~ 360 g，雌 180 ~ 240 g 

受入時体重範囲 ：雄 291 ~ 332 g，雌 196 ~ 224 g 

投与開始時週齢 ：雌雄とも 12 週齢 
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群数 ：雄 6 群，雌 8 群 (主試験群 雌雄各 4 群，サテライト群 雄 2 群，雌 非

交配群 4 群) 

各群動物数 ：主試験群 雌雄各 12 匹，サテライト群 雌雄各 5 匹 

3.5 検疫および馴化 

期間 ：検疫期間は受入日 (検疫 1 日) から検疫 6 日までの期間． 

馴化期間は検疫期間を含めた群分け日までの期間． 

方法 ：一般状態を 1 日 1 回観察し，体重を受入時，検疫 6 日および群分け日

に測定した．馴化期間中の一般状態では，雌雄各 1 例 (受入時動物番

号 1015 および 5022) で外傷がみられた．体重には，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 14 日間実施した．検査の結果，1 例 (受入時動物番号 5038) に性周

期異常がみられた以外に，異常は認められなかった． 

3.6 群分け 

馴化期間中に実施した一般状態観察，体重測定および雌の性周期検査の結果から,一般状態

または性周期検査で異常がみられた雄 1 例，雌 2 例を除く動物を群分けに使用した．コンピュ

ータシステム (MiTOX，三井 E & S システム技研株式会社) を使用して，雄 48 匹，雌 68 匹を

選抜し，群分け日 (投与開始前日) の体重に基づいて層化無作為抽出法により群間で平均体重

が均一になるように各群に割当てた．ただし，雌については主試験群，サテライト群それぞれ

の平均体重が均一になるようにした．選抜した動物の体重範囲は，雄で 386 ~ 477 g，雌で 247 

~ 300 g であり，平均体重 (雄 438.7 g，雌 273.0 g) の ± 20%以内であった．群分けから外れた

動物は，投与開始日に試験から除外し，試験施設の標準操作手順書に従って取り扱った． 

3.7 動物およびケージの識別 

動物 ：群分け前は受入時に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．ただし，

新生児については個体識別を行わなかった． 

飼育ケージ ：群分け前は試験 No.，識別 No.，性別，ケージ No.および種 / 系統を印

字したラベルを各ケージの前面に標示した． 
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群分け後は試験 No.，動物 No.，性別，被験物質名，用量 (経路) およ

び種 / 系統を印字したラベルを各ケージの前面に標示した．交尾成立

雌動物は上記と同様の項目を記載した新たなラベルに交換し，交尾成

立日ならびに交尾成立日毎のグループ名を明記して表示した．分娩終

了した雌は群分け後のラベルに交換して哺育 0 日の日付ならびに哺育

0 日毎のグループ名を明記した． 

3.8 動物飼育 

3.8.1 飼育環境 

飼育室番号 ：301 号室 

温度・湿度 ：22 ± 3°C (実測範囲 20 ~ 23°C)，50 ± 20% (実測範囲 42 ~ 54%) 

換気回数 ：10 ~ 15 回/時間 

照明時間 ：人工照明 12 時間 (8:00 ~ 20:00) 

3.8.2 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 13 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，ロット番号 190625) 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 匹ずつ，群分け後は 1 匹，交配期間

中は雌雄各 1 匹，分娩後は 1 腹とした． 

ケージ内動物数の選択理由： 

摂餌量の例数を確保するため，および雄では闘争による傷害を避ける

ため，群分け後は単独飼育とした． 

ケージ交換 ：馴化 13 日および群分け時に実施し，その後は以下の頻度で実施した． 

雄およびサテライト群雌：投与 14 日および回復 1 日 

主試験群雌：交尾成立後は妊娠 0 日および 14 日ならびに哺育 7 日，交

尾不成立例は投与 28 日，以後 2 週間に 1 回．  

受皿交換 ：週 2 回実施した． 

小型受皿の交換 ：妊娠 20 日および哺育 7 日に実施した． 

給餌器交換 ：ケージ交換時に実施した． 

自動給水装置の水抜き：週 1 回実施した． 

給水器 ：雄およびサテライト群の雌は尿検査時にのみ使用した．主試験群の雌
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に使用した給水器については，2 日に 1 回交換した． 

室内の清掃 ：1 日 1 回実施した． 

室内の消毒 ：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する清

拭消毒を 1 日 1 回実施した． 

3.8.3 飼料 

種類・名称 ：固型飼料，CRF-1 

ロット番号 ：190409，190607，190705 

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． 

汚染物質等の確認 ：試験に悪影響を及ぼす恐れのある汚染物質等の有無を使用した各ロッ

トの飼料について分析した．分析はユーロフィン・フードアンドプロ

ダクト・テスティング株式会社 (分析報告書：Nos. AR-19-JP-001431-01- 

JA，AR-19-JP-002019-04-JA，AR-19-JP-002227-01-JA) および飼料製造

業者 (分析試験報告書：Nos. 19G03-006，19G03-027，19G03-040) が行

い，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

許容値は試験施設の標準操作手順書に準拠した．分析の結果，いずれ

の項目にも許容値を超える値は認められなかった． 

3.8.4 飲料水 

種類 ：札幌市水道水 

給水方法 ：自動給水装置あるいは給水器を用いて自由に摂取させた．  

汚染物質等の確認 ：試験に悪影響を及ぼす恐れのある汚染物質等について，2019 年 7 月 1

日および 2020年 1 月 6日に当該飼育室の配管の最末端から試料を採取

して確認した．分析は日本衛生株式会社 (水質検査結果表：Nos. 

A191367，A195309) が行い，分析データを入手した．分析項目と許容

値は試験施設の標準操作手順書に準拠した．分析の結果，いずれの項

目にも許容値を超える値は認められなかった． 

3.9 被験物質の投与 

3.9.1 投与量の設定 

投与量 ：0 (対照)，60，250 および 1000 mg/kg/day 
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設定理由 ：先に実施した予備試験 (SR19179)3) において，被験物質を 0，10，30，

100，300 および 1000 mg/kg/day の用量で 1 群雌雄各 3 匹の Crl:CD(SD) 

ラットに 14 日間反復経口投与した結果，1000 mg/kg 群で投与開始直後

に雌雄の摂餌量に有意な低値または低値傾向がみられ，雌雄の肝臓，

腎臓および雄の前立腺の絶対または相対重量に有意な高値がみられた．

300 mg/kg 群でも，雄の肝臓の相対重量に有意な高値がみられた．一

般状態，体重，血液学的検査，血液化学的検査および剖検では，雌雄

ともにいずれの群にも毒性変化はみられなかった．以上のことから，

本試験では，限度用量である 1000 mg/kg/day を高用量とし，以下公比

約 4 として 250 および 60 mg/kg/day をそれぞれ中用量および低用量に

設定した． 

3.9.2 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 識別 

＜主試験群＞      

対照  0  0  5.0 12 (10101~10112) 12 (50151~50162) 白 

低用量  60  12  5.0 12 (10201~10212) 12 (50251~50262) 緑 

中用量  250  50  5.0 12 (10301~10312) 12 (50351~50362) 青 

高用量  1000  200  5.0 12 (10401~10412) 12 (50451~50462) 赤 

＜サテライト群＞      

対照(投与終了時剖検例)  0  0  5.0  5 (50551~50555)b 白 

(回復終了時剖検例)  0  0  5.0 
5 (10101, 10105, 

10108, 10109， 

10112)a 

5 (50556~50560)b 白 

高用量(投与終了時剖検例)  1000  200  5.0  5 (50651~50655)b 赤 

(回復終了時剖検例)  1000  200  5.0 
5 (10401, 10405, 

10407, 10409, 

10412)a 

5 (50656~50660)b 赤 

対照群には，他の群と同様の方法で対照物質 (媒体) のみを投与した． 

a：主試験群から投与 21 日の体重に基づいて，各群の体重の平均値に近似するように，各群

から 5 匹ずつ選抜した．ただし，交配中の雄動物は選抜から除いた． 

b：非交配群 

3.9.3 投与 

投与経路 ：経口投与 
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投与方法 ：ディスポーザブル胃ゾンデおよびガラスシリンジを用いて強制的に胃

内に投与した． 

投与回数 ：1 日 1 回，連日投与した． 

投与時刻 ：8：58 ~ 12：03 

上記投与時刻に分娩中の母動物には，分娩終了後に投与した (最終投

与時刻 13：49)．ただし，動物番号 50158 には妊娠 22 日の分娩中に投

与した (6 項参照)． 

投与期間 ：雄；交配 14 日前より 28 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 13 日 (哺育 0 日を分娩後 0 日として起算) ま

での期間，妊娠 25 日まで分娩が認められない交尾成立例は妊娠 25 日

までの期間，交尾不成立例は交配期間終了後 23 日までの期間 

サテライト群については 28 日間 

回復 (休薬) 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ならびに回復期間の選定理由： 

試験法ガイドラインに準拠した． 

3.10 観察，測定および検査項目 

投与開始日を投与 1 日 (Day 1)，投与 28 日の翌日を回復 1 日 (Recovery Day 1) と起算し，

雄動物およびサテライト群の剖検日は投与 28 日の翌日 (Day 29) および回復 14 日の翌日 

(Recovery Day 15) とした．雌動物の交配後は，交尾成立日を妊娠 0 日，分娩終了日を哺育 0

日，剖検日を分娩後 14 日 (Day 14 after delivery) と規定した． 

3.10.1 反復投与毒性 

3.10.1.1 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 1 回観察した [動物番号 50458 の妊娠 19

日の投与前を除く (6 項参照)]． 

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
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る場合は，その症状ならびに症状の発現および消失について記録した．

衰弱の著しい動物はイソフルラン (動物用イソフルラン，マイラン製

薬株式会社) 麻酔下で腹部大動脈を切断して安楽死させ，剖検した． 

3.10.1.2 詳細な状態観察 

例数 ：全例 

時期 ：投与開始前ならびに投与 7，14，21 および 28 日 

主試験群の雌については，上記に加えて投与 35，42 および 49 日 

回復期間中は，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) をケージの外から観察した． 

[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 (匂嗅ぎ・

立上り)，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． 

3.10.1.3 機能検査 

例数 ：各群の投与 21 日の体重の平均値に近似するように選抜した雄の各群 

5 例 (対照群および高用量群はサテライト群に選抜した動物) および

サテライト群 (回復終了時剖検例) の雌ならびに主試験群の雌の分娩

日の早いものから順に選抜した各群 5 例． 

時期 ：主試験群の雄およびサテライト群の雌は，投与 4 週 (投与 25 日) に実

施した．投与 4 週の検査の結果，高用量群の雄で自発運動量に有意差

がみられたことから，雄については回復 2 週 (回復 11 日) の検査を実

施した． 

主試験群の雌は哺育 13 日に実施した． 

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
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るいは測定機器による測定値を記録した． 

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，上記に引き続き，10 分

間隔で 1 時間測定した． 

3.10.1.4 体重測定 

例数 ：全例 

測定日 ：雄およびサテライト群の雌は，投与 1，4，7，14，21 および 28 日の投

与前，回復 1，7 および 14 日ならびに剖検日． 

主試験群の雌は，投与 1，4，7，14 日の投与前，妊娠 0，7，14 および

20 日の投与前，哺育 0，4，7 および 13 日の投与前ならびに分娩後 14

日の剖検日．ただし，妊娠 25 日まで分娩が認められなかった交尾成立

例は妊娠 26 日 (剖検日)，交尾不成立例については，投与 21，28，35，

42，49 日の投与前および剖検日 (投与 51 日の翌日) にも測定した． 

衰弱による安楽死例については，安楽死実施日の体重を記録した． 

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

測定した． 

体重増加量 ：以下の式により算出した． 

<雄およびサテライト群の雌> 

投与期間； 

 体重増加量 (g) = 投与 28 日体重 (g)－投与 1 日体重 (g)  

回復期間； 

 体重増加量 (g) = 回復 14 日体重 (g)－回復 1 日体重 (g)  

<主試験群の雌> 

交配前投与期間； 

 体重増加量 (g)＝投与 14 日体重 (g)－投与 1 日体重 (g)  

妊娠期間； 
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 体重増加量 (g)＝妊娠 20 日体重 (g)－妊娠 0 日体重 (g)  

哺育期間； 

 体重増加量 (g)＝哺育 13 日体重 (g)－哺育 0 日体重 (g) 

3.10.1.5 摂餌量測定 

例数 ：全例 

測定日 ：雌雄とも交配中の週および剖検日を除き，体重測定と同じ日に実施し

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

測定した． 

投与 1 日または回復 1 日に適当量を測定後ケージ毎に給餌し，その後

は測定日に残餌量および／または給餌量を測定した． 

次式より，摂餌量 (g/day) を算出した．ただし，哺育期間中の雌につ

いては，1 腹あたりの摂取量として表わした． 

摂餌量 (g/day) ＝ [給餌量 (g)－残餌量 (g) ] / 測定日間の日数 (day) 

3.10.1.6 尿検査 

例数 ：雄は機能検査と同一の各群 5 例について，雌はサテライト群の回復終

了時剖検例 

時期 ：投与 4 週 (投与 22 ~ 23 日) および回復 2 週 (回復 11 ~ 12 日)． 

採尿方法 ：非絶食下で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] ~ [9] を，ま

た約 21 時間の蓄尿で [10]，[11] を実施した．[9] については，遠心分

離 (約 400 × g，5 分，4°C) して，沈査を検査した．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] pH 試験紙法 

[2] 蛋白 (Protein) 試験紙法 

[3] 糖 (Glucose) 試験紙法 

[4] 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 

[7] 潜血反応 (Occult blood) 試験紙法 

[8] 色調 ( Color ) 肉眼観察 

[9] 尿沈渣 ( Urinary sediments ) Sternheimer 染色法 
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[10] 尿量 (Urine Volume) 容量測定 

[11] 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株式会社 

[9] 顕微鏡 BH-2，オリンパス株式会社 

[11] 尿比重屈折計ユリコン-S，株式会社アタゴ 

3.10.1.7 血液学的検査 

例数 ：主試験群は各群 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)，サ

テライト群は各群 4 または 5 例 (安楽死例を除く全例) 

時期 ：剖検時 [主試験群の雄およびサテライト群の雌 (投与終了時剖検例) は

投与 28 日の翌日，主試験群の雌は分娩後 14 日，サテライト群の雄お

よび雌 (回復終了時剖検例) は回復 14 日の翌日] に採血した． 

検査方法 ：夕刻からの一晩の絶食下 (16 ~ 19 時間) でラットをイソフルラン麻酔

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]，[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 1 mL (3.8%クエン酸ナトリウム溶液 0.1 mL+血液 0.9 

mL) を遠心分離 (約 2000 × g，10 分，4°C) し，得られた血漿を用いた．

主試験群の雌の血漿は，採取後凍結保存 (−80°C 設定) し，測定時に融

解して用いた．得られた血液および血漿は検査終了後廃棄した．全例

の白血球分画が得られたため，白血球塗抹標本は作製しなかった． 

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] 平均赤血球ヘモグロビン量 (MCH) RBC，HGB値より算出 

[6] 平均赤血球ヘモグロビン濃度 (MCHC) HCT，HGB値より算出 

[7] 血小板数 (Platelet) 電気抵抗検出法 

[8] 網赤血球数 (Reticulocyte) フローサイトメトリー法 

[9] 白血球数 (WBC) フローサイトメトリー法 

[10] 白血球分画 (Differential count of WBC) フローサイトメトリー法 

 1  好中球 (Neutrophil, 102/μL)  

 2  好酸球 (Eosinophil, 102/μL)  

 3  好塩基球 (Basophil, 102/μL)  

 4  単球 (Monocyte, 102/μL)  
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 5  リンパ球 (Lymphocyte, 102/μL)  

[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，シスメックス株式会社 

[11]，[12] 全自動血液凝固測定装置 CA-620，シスメックス株式会社 

3.10.1.8 血液化学的検査 

例数 ：血液学的検査と同一の各群 4 または 5 例．ただし，T4 濃度測定用試料

の採取は安楽死例を除く全例について実施し，主試験群の雄のみ測定

を実施した． 

時期 ：剖検時に採血した． 

検査方法 ：夕刻からの一晩の絶食下 (16 ~ 20 時間) でラットをイソフルラン麻酔

し，腹部大動脈より採血した．検査項目のうち [1]，[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｢AY｣，

1000 単位/mL，エイワイファーマ株式会社) 約 20 単位で処理後，遠

心分離 (約 2000 × g，10 分，4°C) して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，栄研化

学株式会社) に血液を採取し，遠心分離 (約 2000 × g，10 分，4°C) し

て得られた血清を用いて検査した．主試験群の雌およびサテライト群

の回復終了時剖検例の雌雄の血清および血漿は，採取後凍結保存 

(−80°C 設定) し，測定時に融解して用いた．また，得られた血清の一

部をホルモン測定用として，ポリプロピレン製チューブ 4 本に約 150 

μL ずつ分注して凍結保存 (−80°C 設定) し，主試験群の雄について測

定時に融解して [21] の項目に用いた．主試験群の雄および生後 13

日の新生児の測定の結果，被験物質投与に関連する変化は認められな

かったことから，主試験群の雌およびサテライト群の雌雄の動物の

T4 濃度測定は行わなかった．検査終了後，ホルモン測定用血清は

−60°C 以下で，その他の血漿および血清は−20°C 以下で凍結保存し，

試験終了日までに廃棄した． 

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 
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[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] トリグリセリド (TG) 遊離グリセロール消去法 

[8] 総ビリルビン (T-Bil) 酵素法 

[9] 総胆汁酸 (TBA) 酵素サイクリング法 

[10] 尿素窒素 (UN) ウレアーゼ･LED 法 

[11] クレアチニン (Crea) 酵素法 

[12] ナトリウム (Na) イオン選択電極 (ISE) 法 

[13] カリウム (K) イオン選択電極 (ISE) 法 

[14] クロール (Cl) イオン選択電極 (ISE) 法 

[15] カルシウム (Ca) OCPC 法 

[16] 無機リン (IP) Fiske-Subba Row 法 

[17] 総蛋白 (TP) ビウレット法 

[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] 蛋白分画 (Protein fraction) アガロースゲル電気泳動法 

 1  アルブミン (Albumin, %)  

 2  α1-グロブリン (α1-G, %)  

 3  α2-グロブリン (α2-G, %)  

 4  β-グロブリン (β-G, %)  

 5  γ-グロブリン (γ-G, %)  

[21] 甲状腺ホルモン (T4) ELISA 法 (測定回数：n=2) 

[1] ~ [17] 自動分析装置 7180 形，株式会社日立ハイテクノロジーズ 

[18]，[20] 全自動電気泳動分析装置エパライザ 2 ジュニア，株式会社ヘレナ研究所 

[21] マイクロプレートリーダ SH-1200，コロナ電気株式会社 

3.10.1.9 病理検査 

3.10.1.9.1 剖検 

例数 ：全例 

時期 ：主試験群の雄およびサテライト群の雌 (投与終了時剖検例) は投与 28

日の翌日，主試験群の雌は分娩後 14日，サテライト群の雄および雌 (回

復終了時剖検例) は回復 14 日の翌日に剖検した．ただし，衰弱例は安

楽死させた日に，交尾不成立例は交配期間終了後 24 日 (投与 51 日の

翌日) に，妊娠 25 日まで分娩が認められない交尾成立例は妊娠 26 日

に，異常出産例は発見後速やかに剖検した． 

検査方法 ：体外表を観察し，イソフルラン麻酔下で，腹部大動脈より採血後，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．主試験

群の雌では，着床数を数えた．以下の器官・組織を 10%中性緩衝ホル
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マリン液に固定・保存した．肺については，気管から固定液を注入後

固定した．ただし，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．左右のある器官については，左右とも固定・保存した． 

性周期の確認 ：雌の全例について剖検日の剖検前に膣垢を採取し，ギムザ染色を施し

て，光学顕微鏡下で観察して性周期段階を確認した．このデータは器

官重量または病理組織学的評価の補助とした． 

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，

副腎，脾臓，心臓，食道，胃，肝臓，膵臓，顎下腺，十二指腸，空腸，

回腸 (パイエル板を含む)，盲腸，結腸，直腸，気管，肺および気管支，

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)，膣，眼球およびハーダー腺，乳腺 (右腹部)，大

腿骨 (骨髄を含む，右)，腸間膜リンパ節，下顎リンパ節，骨格筋 (大

腿二頭筋，右) および坐骨神経 (右)． 

3.10.1.9.2 器官重量測定 

例数 ：安楽死例を除く全例 

時期 ：剖検時 

測定方法 ：電子式上皿天秤 (GR-200，株式会社 エー・アンド・デイ) を用いて，

以下の器官の重量を測定した．左右のある器官は左右合せて測定した．

ただし，甲状腺，下垂体および精嚢は固定後に測定した． 

器官・組織名 ：脳，心臓，肝臓，腎臓，精巣，精巣上体，精嚢 (凝固腺含む)；以上 (g) 

下垂体，甲状腺 (上皮小体含む)，脾臓，胸腺，副腎，前立腺，卵巣，

子宮；以上 (mg) 

相対重量の算出 ：絶対重量と剖検日に測定した体重から相対重量を算出した． 

相対重量 (g/100 g または mg/100 g)  

   ＝[絶対重量 (g または mg) / 剖検日体重 (g)] × 100 

3.10.1.9.3 病理組織学的検査 

例数 ：主試験群の雌雄およびサテライト群の雌 (投与終了時剖検例) は，剖検

時に固定･保存した対照群および高用量群の全器官･組織について標本

作製を実施し，全例について鏡検した．鏡検の結果，高用量群の雄の

腎臓および雌の肝臓に被験物質投与に関連すると考えられる変化が認
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められたことから，低用量および中用量および回復終了時剖検例の雄

の腎臓および雌の肝臓について検査を実施した．また，安楽死例 (動

物番号 50158，50354，50461 および 50652)，不妊例 (動物番号 50360) お

よび交尾不成立例 (動物番号 10104，10305，50154 および 50355) の全

器官･組織についても鏡検した． 

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．雄の腎臓では，近位尿細管上皮の好酸性小体を同定す

るべく，代表例 [1000 mg/kg 群の 1 例 (動物番号 10402)] について α2u-

グロブリン抗体を用いた免疫染色標本を作製して鏡検した． 

3.10.2 生殖発生毒性 

3.10.2.1 性周期検査 

例数 ：主試験群の雌の全例 

期間 ：投与開始日から交尾成立まで． 

交尾不成立例については交配 14 日まで 

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間期) を 4

日から 6 日の間隔で繰り返すものを正常とした．発情期が 4 日以上ま

たは発情後期および発情間期が 7 日以上継続してみられるものをそれ

ぞれ連続発情または連続非発情とし，異常と判定した． 

算出 ：投与 1 日から投与 14 日までの 14 日間について発情期間隔，発情回数

および性周期異常の動物数を算出した． 

3.10.2.2 生殖能検査 

例数 ：主試験群の雌雄の全例 

交配組み合せ ：同一群の雌雄を，雌の動物番号末尾 2 桁が雄の動物番号末尾 2 桁に 50

を足したものとなるよう組み合わせた． 

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，交配に組み合せた雌雄を，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． 

交尾成立の確認方法 ：膣内または受皿上に落下した膣栓，あるいは膣垢スメア標本中の精子

確認により判定した．いずれかが認められた日を妊娠 0 日とした．同
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居開始から交尾成立までの所要日数を計数した．  

次式から群毎に交尾率を算出した． 

雄の交尾率 (%) ＝ (交尾成立雄数 / 同居させた雄数) × 100 

雌の交尾率 (%) ＝ (交尾成立雌数 / 同居させた雌数) × 100 

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．動物番号 50360 については，剖検時に子宮内の着床痕が確認

されなかったため不妊と判断した． 

次式から群毎に受胎率を算出した． 

雄の受胎率 (%) ＝ (雌を妊娠させた雄数 / 交尾成立雄数) × 100 

雌の受胎率 (%) ＝ (妊娠雌数 / 交尾成立雌数) × 100 

3.10.2.3 分娩および哺育状態観察 

例数 ：交尾成立した雌の全例 

分娩観察 ：交尾が確認された雌動物の全例について，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．妊娠動物は全例自然分娩させた． 

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．

ただし，動物番号 50354 はこの時点で生存児がみられなかったが，前

日の分娩観察の際に分娩が終了しているのが確認されていることから，

生後 0 日とした． 

出産率 ：1 匹以上の生存児を出産したものを正常出産とした．出生児が全て死

亡している場合 (死産) は異常出産とした．生存児を出産したもので

あっても，難産などの分娩異常がみられる場合や分娩終了の確認がで

きない場合には異常出産とした．次式から群毎に出産率を算出した． 

出産率 (%) ＝ (正常出産雌数 / 妊娠雌数) × 100 

妊娠期間の算出 ：妊娠 0 日から哺育 0 日までの期間を日数で表わした． 

出産児の観察 ：生後 0 日のすべての出産児について生死を確認し，外表を観察した．

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．次式から腹毎に分娩率および生存児の外表異常児出現率を算出し

た． 

分娩率 (%) ＝ (生後 0 日の出産児数 /着床数) × 100 

外表異常児出現率 (%) = (外表異常児数 / 出産生児数) × 100 
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外表異常児を持つ腹の頻度 = 外表異常児を持つ腹数 / 出産動物数 

出産児の性比の算出 ：生後 0 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．群毎に以下を算出した． 

出産児の性比 (%) ＝ (雄出産児数 /出産児数) × 100 

生存出産児の性比 (%) ＝ (雄生存出産児数 / 生存出産児数) × 100 

3.10.2.4 哺育児数の調整 

例数 ：全腹 

時期 ：生後 4 日 

調整方法 ：各腹の哺育児数が 8 匹となるように雌雄別に無作為に選抜した．選抜

する哺育児の数は原則として雌雄同数としたが，1 腹の雄または雌の

哺育児数が 4 匹未満の場合は総数が 8 匹となるよう (例えば雄 3 匹，

雌 5 匹) に調整した．1 腹の哺育児数が 8 匹以下の場合は，そのまま哺

育させた．選抜されなかった哺育児は，採血する動物は断頭で，その

他の動物はペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与により安楽死

させた． 

3.10.2.5 新生児の一般状態観察 

例数 ：全例 

頻度 ：1 回／日 

期間 ：生後 0 日から生後 13 日 (剖検日) まで 

観察方法 ：生存または死亡の確認，一般状態を観察した． 

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． 

なお，分娩中に安楽死させた腹 (動物番号 50158) の出産生存児および

生存胎児は，ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与により安楽

死させた (6 項参照)． 

新生児生存率の算出 ：生後 0，4 および 13 日の新生児生存率を次式から腹毎に算出した． 

生後 0 日生存率 (%) ＝ (生後 0 日生存児数 / 出産児数) × 100 

生後 4 日生存率 (%) 

   ＝ (生後 4 日生存児数 / 生後 0 日生存児数) × 100 

生後 13 日生存率 (%) 

   ＝ (生後 13 日生存児数 / 生後 4 日に選抜した児数) × 100 



SR19180 

 

- 33 - 

3.10.2.6 新生児の体重測定 

例数 ：生存児全例 

時期 ：生後 0，4，7 および 13 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) を用いて個

体別に測定し，0.1 g まで記録した．雌雄別に腹あたりの平均体重を求

めた． 

3.10.2.7 新生児の肛門生殖突起間距離 

例数 ：生存児全例 

時期 ：生後 4 日 

測定方法 ：個体別に肛門と生殖突起の間の長さを計測して記録した．雌雄別に腹

あたりの平均肛門生殖突起間距離を求めた．加えて，個々の平均肛門

生殖突起間距離を体重の立方根で除した値を求め，雌雄別に腹あたり

の平均を求めた． 

3.10.2.8 新生児の乳頭数 

例数 ：雄生存児全例 

時期 ：生後 13 日 

計数方法 ：個々の新生児の乳頭数を計数した．腹あたりの平均乳頭数を求めた． 

3.10.2.9 新生児の血清 T4 濃度測定 

例数 ：各腹の生存児 2 例 

時期 ：生後 4 日 (選抜されなかった哺育児) および生後 13 日 

血清採取 ：腹毎に生存児を断頭により安楽死させ，遠沈管に血液を採取してプー

ルし，遠心分離 (約 2000 × g，10 分，4°C) して血清を得た．ただし，

採血の対象となる生存児が 1 匹の場合は 1 匹から血清を採取し，採血

の対象となる生存児がいない場合は血清の採取は行わなかった．採取

した血清は，ポリプロピレン製チューブ 2 本に約 50 μL ずつ (生後 4

日) または4本に約100 μLずつ (生後13日) 分注して凍結保存 (−80°C

設定) し，測定時に融解して用いた．検査終了後の血清は，凍結保存 

(−80°C 設定) し，試験終了日までに廃棄した． 

測定方法 ：ELISA 法で，生後 13 日の新生児の血清について T4 濃度を測定した 

(n=2)．主試験群の雄および生後 13 日の新生児の測定の結果，被験物

質投与に関連する変化は認められなかったことから，生後 4 日の新生
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児の T4 濃度測定は行わなかった． 

3.10.2.10 新生児の剖検 

時期 ：生後 13 日 

例数 ：全例 

検査方法 ：体外表 (口腔内を含む) を観察し，採血する動物は断頭で，その他の

動物についてはペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与により安

楽死させ，全身の器官･組織を肉眼的に観察した．原則として各腹雌雄

1 例について，甲状腺を 10%中性緩衝ホルマリンに固定・保存した．

ただし，動物番号 50362 (生存児 雄 7，雌 1) では，雌の甲状腺は保存

しなかった． 

3.11 統計学的方法 

コンピュータシステム (MiTOX) を用いて実施した． 

主試験群における握力 (3 回の平均)，自発運動量，体重，体重増加量，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，発情回数，交尾所

要日数および着床数，出産児数，出産時の生存児数および死亡児数，分娩率，妊娠期間および

新生児の雌雄別体重，肛門生殖突起間距離，乳頭数，外表異常児出現率の成績について群平均

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 (p > 0.05) の

場合は一元配置分散分析法で解析し，不等分散 (p < 0.05) 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 (p < 0.1) は Dunnett の検定法を

用いて対照群と比較した．Kruskal-Wallis 法の解析の結果，有意差がみられた場合 (p < 0.1) は

Steel の検定法を用いて対照群と比較した．ただし，新生児の生存率は別途統計解析システム 

(三研システム株式会社) あるいは SAS システム (Version 9.3，SAS Institute Japan 株式会社) を

用いて上記と同様の検定を実施した．なお，新生児の雌雄別体重，外表異常児出現率，生存率，

肛門生殖突起間距離および乳頭数については，1 腹を標本単位として処理した． 

主試験群における詳細な状態観察，刺激に対する感覚運動反応，尿量を除く尿検査の成績に

ついて，Kruskal-Wallis の検定法で解析し，有意差がみられた場合 (p < 0.1) は Steel の検定法

を用いて対照群と比較した． 

性周期の異常の発現率，交尾率，受胎率，出産率，生後 0 日の出産児および生存児の性比お

よび外表異常児を持つ腹の頻度ならびに病理組織学的検査 (主試験群およびサテライト群) 

については， Fisher の正確確率検定法を用いた． 

サテライト群における握力 (3 回の平均)，自発運動量，体重，体重増加量，摂餌量，尿量，
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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の成績について，群平均およ

び標準偏差を算出し，F 検定により等分散性を解析した．等分散 (p > 0.05) の場合は Student

の t 検定，不等分散 (p < 0.05) の場合は Welch の検定を用いて対照群と比較した． 

サテライト群における詳細な状態観察，刺激に対する感覚運動反応，尿量を除く尿検査の成

績について，Wilcoxon の順位和検定を用いて対照群と比較した． 

主試験群の雌で不妊が確認された動物については，妊娠期間の体重，体重増加量および摂餌

量，器官重量および病理組織学的検査のデータを統計検定から除外した．交尾が成立しなかっ

た雌については，器官重量および病理組織学的検査のデータを統計検定から除外した．試験途

中に安楽死させた動物については，病理組織学的検査のデータを統計検定から除外した． 

対照群との比較検定については，5%未満を有意とした． 

3.12 コンピュータシステムの利用 

以下に示すデータの収集には MiTOX を使用した． 

オンラインデータ  ；親動物の一般状態，詳細な状態観察，機能検査 (刺激に対する感覚

運動反応，握力．ただし，主試験群の雌を除く)，体重，摂餌量 (雌

のサテライト群の投与 14 日の給餌量を除く)，血液学的検査 (PT，

APTT を除く)，血液化学的検査 (T4 濃度を除く)，器官重量，病理

組織学的検査，新生児の体重，乳頭数 

オフラインデータ  ；機能検査 (自発運動量)，機能検査 (主試験群の雌の刺激に対する感

覚運動反応および握力)，摂餌量 (雌のサテライト群の投与 14 日の

給餌量)，尿検査，血液学的検査 (PT，APTT)，血液化学的検査 (T4

濃度)，性周期検査，生殖能検査，着床数，生存児数，死亡児数，

親動物の剖検，新生児の一般状態，肛門生殖突起間距離，外表異常

および性別 

コンピュータプロトコールには，データ収集の項目，日程等を登録した．なお，オンライン

により生データを収集する際，不測の事態が発生した場合は，オフラインで作業を実施した． 

 

4 成績 

4.1 反復投与毒性 

4.1.1 一般状態 

一般状態の成績を Table 1-1 ~ 1-9，Appendix 1-1 ~ 1-32 に示す． 

[投与期間] 
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(1) 雄：主試験群 

1000 mg/kg群では，投与 15および 16日に 1例で外尿道口周囲被毛汚染がみられた．対照群，

60 および 250 mg/kg 群では，いずれの動物にも異常は認められなかった． 

(2) 雌：主試験群 

1000 mg/kg 群では，交配前期間の投与 4 から 10 日，15 および 16 日の間に，3 例で外尿道口

周囲被毛汚染，1 例で口周囲被毛汚染がみられた．また，哺育 3 日に 1 例 (動物番号 50461) で

呼吸緩徐および自発運動の低下がみられ，この動物は衰弱が著しいことから安楽死させた．そ

の他に，哺育 3 日以降に 1 例で投与後に流涎がみられた． 

250 mg/kg 群では，1 例 (動物番号 50354) で哺育 0 日に外尿道口/肛門周囲被毛汚染がみられ

た．この動物には異常出産 (死産) がみられたことから，前述の変化は分娩の異常による全身

状態の悪化に関連するものと考えられた．1000 mg/kg 群には分娩の異常はみられないことから，

この変化は偶発的なものと考えられた．この動物は，哺育 0 日に異常出産のため安楽死させた．

同群のその他の動物には異常はみられなかった． 

60 mg/kg 群では，異常はみられなかった． 

なお，対照群の 1 例 (動物番号 50158) で妊娠 23 日の分娩中に呼吸促拍および自発運動の低

下がみられた．この動物は難産と判断して安楽死させた (娩出物：生存児 9 匹，子宮内：着床

14，生存胎児 1，死亡胎児 3，胎盤 11)．  

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，1 例 (動物番号 50652) で投与 6 日から外尿道口周囲被毛汚染がみられ

た．投与 7 日にはさらに呼吸緩徐および自発運動の低下がみられ，衰弱が著しいことから安楽

死させた．対照群の動物には異常はみられなかった． 

[回復期間] 

(1) 雄：サテライト群 

対照群および 1000 mg/kg 群のいずれの動物にも異常はみられなかった． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

対照群および 1000 mg/kg 群のいずれの動物にも異常はみられなかった． 

4.1.2 詳細な状態観察 

詳細な状態観察の成績を，Table 2-1 ~ 2-6，Appendix 2-1 ~ 2-70 (ケージの外から)，Table 3-1 ~ 

3-6，Appendix 3-1 ~ 3-70 (ケージから取り出す時) および Table 4-1 ~ 4-6，Appendix 4-1 ~ 4-70 (オ

ープンフィールド内) にそれぞれ示す． 

[投与期間] 

(1) 雄：主試験群 
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60 mg/kg 群で，投与開始前の排尿に対照群と比較して有意な低値がみられたが，投与開始前

であることから，偶発的な変化と考えられた．250 および 1000 mg/kg 群では，いずれの項目に

も有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：主試験群 

いずれの項目にも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) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，投与 7 日の排尿に対照群と比較して有意な低値がみられたが，一過性の

変化であり，主試験群ではみられないことから，偶発的な変化と考えられた． 

[回復期間] 

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群では，いずれの項目にも対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，いずれの項目にも対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

4.1.3 機能検査 

刺激に対する感覚運動反応の成績を Table 5-1 ~ 5-4，Appendix 5-1 ~ 5-12，握力の成績を Table 

6-1 ~ 6-4，Appendix 6-1 ~ 6-12，自発運動量の成績を Table 7-1 ~ 7-4，Appendix 7-1 ~ 7-12 に示

す． 

[投与期間] 

(1) 雄：主試験群 (投与 4 週) 

1000 mg/kg群では，自発運動量の 10-20分の間に対照群と比較して有意な高値がみられたが，

一過性の変化であること，0-60 分には有意な差は認められなかったことから偶発的な変動と考

えられた．同群のその他の項目には有意な差はみられなかった．60 および 250 mg/kg 群では，

いずれの項目にも有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：主試験群 (哺育 13 日) 

250 mg/kg 群で，自発運動量の 30-40 分の間に対照群と比較して有意な低値がみられたが，

用量依存性がみられないことから被験物質投与との関連はないと考えられた．同群のその他の

項目には変化は認められなかった．60 および 1000 mg/kg 群では，いずれの項目にも有意な差

はみられなかった．  

(3) 雌：サテライト群 (非交配群，投与 4 週) 

1000 mg/kg 群では，いずれの項目にも対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

[回復期間] 

(1) 雄：サテライト群 (回復 2 週) 
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1000 mg/kg 群では，いずれの項目にも対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

4.1.4 体重 

体重を Figure 1-1 ~ 1-3，Table 8-1 ~ 8-7，Appendix 8-1 ~ 8-22 に示す． 

[投与期間] 

(1) 雄：主試験群 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較して体重に有意な差はみられなかったが，投与期間の体重

増加量に有意な低値がみられた．60 および 250 mg/kg 群では，体重，体重増加量のいずれにも

有意な差はみられなかった．  

(2) 雌：主試験群 

1000 mg/kg 群では，交配前期間の平均体重に対照群と比較して有意な差はみられなかったが，

一部の動物では投与 4 または 7 日に，一過性ではあるが著しい体重減少がみられた (投与開始

日からの体重減少量：動物番号 50452 最大-36 g，動物番号 50457 最大-21 g，動物番号 50462

最大-68 g)．妊娠期間および哺育期間の体重は低値で推移し，妊娠 0 から 14 日および哺育 0 日

には有意な差がみられた．いずれの期間においても，体重増加量には有意な差はみられなかっ

た． 60 および 250 mg/kg 群では，体重，体重増加量のいずれにも有意な差はみられなかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，安楽死させた 1 例 (動物番号 50652) で，投与開始から安楽死実施日 (投

与 7 日) まで著しい体重減少がみられた (投与開始日からの体重減少量：-65 g)．群平均では，

体重増加量には対照群と比較して有意な差はみられなかったが，体重では投与期間を通して有

意な低値がみられた．  

[回復期間] 

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群では，回復 1 日以降の体重に対照群と比較して有意な低値がみられた．しかし，

回復期間中の体重増加量には有意差はないものの，対照群に対する比率は 138 %であり，回復

傾向にあると考えられた． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，体重および体重増加量に対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

4.1.5 摂餌量 

摂餌量を Figure 2-1 ~ 2-3，Table 9-1 ~ 9-7，Appendix 9-1 ~ 9-22 に示す． 

[投与期間] 

(1) 雄：主試験群 
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1000 mg/kg 群では，投与 28 日に対照群と比較して有意な高値がみられた．60 および 250 

mg/kg 群では，有意な差はみられなかった．  

(2) 雌：主試験群 

1000 mg/kg 群では，一部の動物 (動物番号 50452，50457 および 50462) で，投与 4 または 7

日に一過性ではあるが著しい摂餌量の低値がみられ，群平均でも投与 4 および 7 日に対照群と

比較して有意な低値がみられた．一方，同群の妊娠 20日では，有意な高値がみられた．250 mg/kg

群では，投与 7 日に有意な低値がみられたが，体重の低値を伴わないことから毒性学的意義は

ないと考えられた．60 mg/kg 群では，有意な差はみられなかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，安楽死させた 1 例 (動物番号 50652) で投与 7 日まで著しい低値がみら

れ，群平均でも投与 4 および 7 日に対照群と比較して有意な低値がみられた． 

[回復期間] 

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群では，投与 28 日に引き続き回復 7 日に対照群と比較して有意な高値がみられ

たが，回復 14 日には有意な差はなく，回復傾向にあると考えられた． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

4.1.6 尿検査 

尿検査の成績を Table 10-1 ~ 10-22，Appendix 10-1 ~ 10-40 に示す． 

[投与 4 週] 

(1) 雄：主試験群 

1000 mg/kg 群では，尿量に対照群と比較して有意な高値がみられた．60 および 250 mg/kg

群では，いずれの項目にも有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較して pH に有意な低値，尿量に有意な高値がみられた．  

[回復 2 週]  

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群では，いずれの項目にも対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，いずれの項目にも対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

4.1.7 血液学的検査 
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血液学的検査の成績を Table 11-1 ~ 11-5，Appendix 11-1 ~ 11-14 に示す． 

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較して血小板数に有意な高値，プロトロンビン時間に有意な

延長がみられた．このうち血小板数の高値については，血液学的検査で炎症または造血の亢進

を示唆する変化がないこと，骨髄の病理組織学的検査でも異常がみられないこと，個々の値は

試験施設の背景データ (平均値±2SD, 110.30±24.72 × 104/μL，例数 40)4) の範囲内であることか

ら，毒性学的意義はないと考えられた．プロトロンビン時間の変化については，僅かな変化で

出血傾向を示唆する所見もみられないこと，血液化学的検査で肝機能の低下を示唆する変化が

なく，病理組織学的検査でも肝臓に被験物質投与に関連する変化がみられないこと，個々の値

は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 19.42±8.04 sec，例数 40)4) の範囲内であることから，

毒性学的意義はないと考えられた．60 および 250 mg/kg 群では，いずれの項目にも有意な差は

みられなかった． 

(2) 雌：主試験群 

いずれの項目にも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) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較してプロトロンビン時間に有意な短縮がみられたが，臨床

的意義の乏しい変化であり，個々の値は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 15.42±1.76 sec，

例数 29)4) の範囲内であることから，毒性学的意義はないと考えられた．  

[回復期間終了時] 

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群では，いずれの項目にも対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較してリンパ球に有意な高値がみられたが，投与期間終了時

にはみられない変化であり，個々の値は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 40.88±27.30 × 

102/μL，例数 55)4) の範囲内であることから，被験物質投与との関連はないと考えられた． 

4.1.8 血液化学的検査 

血液化学的検査の成績を Table 12-1 ~ 12-7，Appendix 12-1 ~ 12-14 に示す． 

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較して γ-GTP および総コレステロールに有意な高値，グル

コースおよびクロールに有意な低値がみられた．同群では総蛋白の有意な高値がみられたが，
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アルブミン量，A/G 比および蛋白分画に変化がみられないことから，毒性学的意義はないと考

えられた．また，60 mg/kg 以上の用量群で，ALP に有意な低値がみられたが，臨床的意義の

乏しい変化であること，個々の値は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 393.0±217.4 IU/L，例

数 40)4) の範囲内であることから，毒性学的意義はないと考えられた． 

(2) 雌：主試験群 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較して β-グロブリン分画に有意な高値がみられたが，他の分

画に有意差がなく，総蛋白，アルブミン量および A/G 比にも変化がみられないことから，毒

性学的意義はないと考えられた．60 および 250 mg/kg 群では，いずれの項目にも有意な差はみ

られなかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較してグルコースに有意な低値，総コレステロールに有意な

高値がみられた．その他に，ALP，γ-GTP およびクレアチニンに有意な低値がみられたが，γ-GTP

およびクレアチニンについては個々の値は試験施設の背景データ (γ-GTP 平均値±2SD, 

0.61±0.54 IU/L，クレアチニン 平均値±2SD, 0.336±0.080 mg/dL，例数 30)4) の範囲内であるこ

と，いずれも臨床的意義の乏しい変化であることから，毒性学的意義はないと考えられた．ま

た，総蛋白に有意な高値，アルブミン分画に有意な低値がみられたが，他の分画やアルブミン

量および A/G 比に変化がみられないこと，血液学的検査および病理組織学的検査において炎

症を示唆する変化がみられないこと，総蛋白の個々の値は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 

5.96±0.74 g/dL，例数 30)4) の範囲内またはその近傍であることから，被験物質投与との関連は

ないと考えられた．無機リンに有意な高値がみられたが，カルシウムまたは尿素窒素やクレア

チンの高値がみられないこと，腎臓の病理組織学的検査で被験物質投与に関連する変化がみら

れないこと，個々の値は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 6.07±2.46 mg/dL，例数 30)4) の

範囲内であることから，毒性学的意義はないと考えられた． 

[回復期間終了時] 

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群では，投与終了時に引き続き γ-GTP に対照群と比較して有意な高値がみられ

たが，対照群に対する比率は投与終了時が 204%であったのに対し回復終了時は 159%であり，

回復傾向にあると考えられた． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，投与終了時に引き続き，対照群と比較してグルコースに有意な低値がみ

られたが，対照群に対する比率は投与終了時が 79 %であったのに対して回復終了時は 92 %で

あった．個々の値は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 144.4±40.0 mg/dL，例数 55)4) の範囲
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内であり，回復傾向にあると考えられた．その他に，ALP および γ-GTP に有意な低値がみら

れたが，臨床的意義の乏しい変化であり，個々の値は試験施設の背景データ (ALP 平均値±2SD, 

170.0±86.2 IU/L，γ-GTP 平均値±2SD, 0.89±0.76 IU/L，例数 55)4) の範囲内であることから，毒

性学的意義はないと考えられた．また，A/G 比に有意な低値，α1-グロブリン分画に有意な高

値がみられたが，投与終了時にはみられない変化であること，他の分画，アルブミン量および

総蛋白に有意差がみられないことから，被験物質投与との関連はないと考えられた． 

4.1.9 血清 T4 濃度 

血清 T4 濃度を Table 13，Appendix 13-1 ~ 13-4 に示す． 

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

いずれの被験物質投与群においても，対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

4.1.10 病理検査 

4.1.10.1 剖検 

剖検所見を Table 14-1 ~ 14-9，Appendix 14-1 ~ 14-15 に示す． 

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

250 および 1000 mg/kg 群の各 1 例で，両側性の腎臓の大型がみられた．その他に，1000 mg/kg

群の 1 例で一側性の精巣および精巣上体の小型がみられ，病理組織学的検査では精巣にセルト

リ精細管 (重度)，精巣上体に精子減少 (重度) および管腔内細胞残屑 (軽度) がみられたが，

試験施設の背景データ 5) にみられる所見であり，1 例のみの出現であることから被験物質投与

との関連はないと考えられた．対照群および 60 mg/kg 群では，いずれの動物にも異常はみら

れなかった． 

(2) 雌：主試験群 

分娩後 14 日に剖検した動物では，1000 mg/kg の用量まで，いずれの動物にも異常はみられ

なかった．  

試験途中で安楽死させた動物では，以下の所見がみられた． 

哺育 3 日に衰弱が著しいため安楽死させた 1000 mg/kg 群の 1 例 (動物番号 50461) では，胸

腺および脾臓の小型がみられた．その他に，被験物質投与に関連のない変化として，哺育 0 日

に死産のため安楽死させた 1 例 (動物番号 50354) では，胸腺の小型がみられた．妊娠 23 日に

難産のため安楽死させた対照群の 1 例 (動物番号 50158) では，子宮内に胎盤および胎児が認

められた他には，異常はみられなかった． 



SR19180 

 

- 43 - 

対照群および 250 mg/kg 群の交尾不成立例および 250 mg/kg 群の不妊例では，異常はみられ

なかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

投与終了時に剖検した動物では，対照群および 1000 mg/kg群ともに異常所見はみられなかっ

た．投与 7 日に衰弱が著しいため安楽死させた 1 例 (動物番号 50652) では，脾臓および胸腺

の小型がみられた． 

[回復期間終了時]  

(1) 雄：サテライト群 

対照群および 1000 mg/kg 群ともに，いずれの動物にも異常所見はみられなかった． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

対照群および 1000 mg/kg 群ともに，いずれの動物にも異常所見はみられなかった． 

4.1.10.2 器官重量 

器官重量を Table 15-1 ~ 15-7，Appendix 15-1 ~ 15-20 に示す． 

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

対照群と比較して，60 mg/kg 以上の用量群では腎臓の絶対および相対重量，250 mg/kg 以上

の用量群では肝臓の相対重量に有意な高値または高値傾向がみられた．1000 mg/kg 群ではさら

に，肝臓の絶対重量にも有意な高値がみられた． 

(2) 雌：主試験群 

1000 mg/kg 群では，肝臓および副腎の絶対および相対重量に対照群と比較して有意な高値が

みられた．その他に，同群では腎臓および脳の相対重量に有意な高値，心臓および子宮の絶対

重量に有意な低値がみられたが，病理組織学的検査で被験物質投与に関連する変化がみられな

いことから，剖検時の体重の有意な低値に関連する変化と考えられた．60 mg/kg 群では，副腎

の相対重量に有意な高値がみられたが，用量依存性がみられないことから，被験物質投与との

関連はないと考えられた．250 mg/kg 群では，いずれの器官の重量にも有意な差はみられなかっ

た． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，肝臓の絶対および相対重量に対照群と比較して有意な高値がみられた．

その他に，腎臓の絶対および相対重量に有意な高値がみられたが，血液化学的検査で腎機能の

異常を示唆する変化がなく，腎臓の病理組織学的検査でも被験物質投与に関連する変化がみら

れないこと，個々の値は試験施設の背景データ (絶対重量 平均値±2SD, 1.868±0.348 g，相対重

量 平均値±2SD, 0.687±0.112 g/100gBW，例数 30)4) の範囲内またはその近傍であることから，
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毒性学的意義はないと考えられた．同群では，剖検時の体重に有意な低値がみられた． 

[回復期間終了時] 

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群では，投与終了時に引き続き肝臓の相対重量に対照群と比較して有意な高値が

みられたが，対照群に対する比率は投与終了時が 141%であったのに対し回復終了時は 115%

であり，回復傾向にあると考えられた．その他に，脾臓の絶対および相対重量に有意な高値が

みられたが，投与終了時には脾臓重量および脾臓の病理組織学的検査に被験物質投与に関連す

る変化がなく，血球の減少もみられないこと，個々の値は試験施設の背景データ (絶対重量 平

均値±2SD, 787.3±247.8 mg，相対重量 平均値±2SD, 143.145±44.196 mg/100gBW，例数 65)4) の

範囲内またはその近傍であることから，毒性学的意義はないと考えられた．また，精嚢の絶対

重量に有意な低値がみられたが，投与終了時にはみられない変化であり，相対重量に変化がみ

られないことから，体重の有意な低値に関連する変化と考えられた． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，いずれの器官重量にも対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

4.1.10.3 病理組織学的検査 

病理組織学的所見を Table 16-1 ~ 16-37，Appendix 16-1 ~ 16-34 に示す． 

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

全試験群を検査した腎臓では，60，250 および 1000 mg/kg 群で近位尿細管上皮の好酸性小体

がそれぞれ 12 (軽微 8，軽度 4)，12 (軽微 3，軽度 8，中等度 1) および 7 (軽度 4，中等度 3) 例，

限局性の尿細管好塩基性化が 7 (軽微 5，軽度 2)，9 (軽微 6，軽度 3)，3 (軽微 1，軽度 2) 例に

みられ，250 および 1000 mg/kg 群ではさらに尿細管の拡張がそれぞれ 1 (軽微) および 1 (軽度)

例にみられた．近位尿細管上皮の好酸性小体について α2u-グロブリン抗体による免疫染色を

行った結果，陽性であったことから，前述の所見はいずれも α2u-グロブリン腎症に関連するも

のと考えられた．60 mg/kg 以上の用量群の近位尿細管上皮の好酸性小体ならびに 60 および 250 

mg/kg 群の限局性の尿細管好塩基性化の発生頻度には，対照群と比較して有意な高値がみられ

た．その他に，60 および 250 mg/kg 群で硝子円柱 (軽微) がそれぞれ 1 および 2 例にみられた

が，試験施設の背景データ 5) にみられる所見であり，出現頻度が低いこと，1000 mg/kg 群に

はみられないことから，被験物質投与との関連はないと考えられた． 

対照群，1000 mg/kg 群の全例および交尾が成立しなかった 250 mg/kg 群の 1 例について検査

を行ったその他の器官・組織では，種々の変化が散見されたが，いずれも対照群または試験施

設の背景データ 5) にみられる所見であること，1000 mg/kg で発現頻度の有意な増加がみられ
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ないことから，被験物質投与と関連のない変化と考えられた．交尾不成立例には，交尾不成立

の原因と考えられる異常はみられなかった． 

 (2) 雌：主試験群 

分娩後 14 日に剖検を実施した動物では，以下の変化がみられた． 

全試験群を検査した肝臓では，1000 mg/kg 群で小葉中心性肝細胞肥大 (軽微) が 9 例にみら

れ，出現頻度に対照群と比較して有意な高値が認められた．  

対照群および 1000 mg/kg 群について検査を行ったその他の器官・組織では，1000 mg/kg 群

の，投与開始から投与 7 日までの間に著しい体重減少がみられた 1 例 (動物番号 50462) で，

白脾髄の萎縮 (軽度) がみられた．その他には種々の変化が散見されたが，いずれも対照群ま

たは試験施設の背景データ 5) にみられる所見であり，発現頻度の有意な増加もみられないこと

から，被験物質投与と関連のない変化と考えられた． 

試験途中で安楽死させた動物では，以下の変化がみられた． 

衰弱のため安楽死させた 1000 mg/kg 群の 1 例 (動物番号 50461) では，小葉中心性肝細胞肥

大 (軽度) がみられた．その他に，小葉周辺性肝細胞空胞化 (軽微)，腎臓の尿細管上皮の空胞

化 (軽度)，大腿骨骨髄の造血の減少 (軽微) がみられ，さらに胸腺および脾臓の肉眼所見に対

応する変化として，胸腺の皮質の萎縮 (重度) および白脾髄の萎縮 (軽微) がみられた．  

死産のため安楽死させた 250 mg/kg 群の 1 例 (動物番号 50354) では，幽門胃および十二指

腸の潰瘍 (軽度)，びまん性肝細胞空胞化 (軽度)，腎臓の尿細管上皮の空胞化 (軽微) がみられ

たほか，胸腺の肉眼所見に対応する変化として皮質の萎縮 (中等度) がみられた．これらは偶

発的な分娩の異常によるストレスと全身状態の悪化を示す変化と考えられた．その他に，下顎

リンパ節のリンパ洞への顆粒球の浸潤 (軽微) がみられたが，1000 mg/kg 群にはみられない変

化であり，被験物質投与との関連はないと考えられた． 

難産のため安楽死させた対照群の 1 例 (動物番号 50158) では，副腎の皮質細胞の壊死 (重

度)，肝臓の限局性壊死 (軽度)，腎臓の皮質尿細管の壊死 (重度) および子宮の潰瘍 (中等度) 

がみられた．これらは全身状態の悪化および子宮内の胎児のうっ滞に起因する変化と考えられ

た． 

交尾が成立しなかった対照群および 250 mg/kg 群の各 1 例および不妊が確認された 250 

mg/kg 群の 1 例では，交尾不成立の 250 mg/kg 群の 1 例で小葉中心性肝細胞肥大 (軽微) がみ

られた．その他の変化はいずれも試験施設の背景データ 5) にみられる所見であり，被験物質投

与と関連のない変化と考えられた．また，交尾不成立または不妊の原因と考えられる異常はみ

られなかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 
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1000 mg/kg 群の投与 28 日の翌日に剖検を実施した動物では，小葉中心性肝細胞肥大 (軽微) 

が 4 例にみられ，出現頻度に対照群と比較して有意な高値が認められた．その他の器官・組

織では，異常はみられなかった． 

試験途中で衰弱のため安楽死させた 1000 mg/kg 群の 1 例 (動物番号 50652) では，小葉中心

性肝細胞肥大 (軽微) がみられた．その他には，腎臓の尿細管拡張 (軽度)，尿細管上皮の空胞

化 (軽微)，大腿骨骨髄の造血の減少 (軽微)，下顎リンパ節の傍皮質領域のリンパ球脱落 (軽

度) がみられ，さらに胸腺および脾臓の肉眼所見に対応する変化として胸腺の皮質の萎縮 (中

等度)，白脾髄の萎縮 (中等度) がみられた．  

 [回復期間終了時] 

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群の腎臓では，尿細管の修復を示す限局性の尿細管好塩基性化が 4 (軽微 2，軽度

2) 例にみられ，発生頻度は対照群と比較して有意な高値であったが，好酸性小体は認められ

ず，回復傾向にあると考えられた． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群の肝臓では，いずれの動物にも異常はみられなかった． 

4.2 生殖発生毒性 

4.2.1 性周期検査 

性周期検査の成績を Table 17，Appendix 17-1 ~ 17-8 に示す． 

交配前 14 日間の性周期観察において，性周期の異常の発現率，発情期間隔および発情回数

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． 

4.2.2 生殖能検査 

生殖能検査の成績を Table 18-1 および 18-2，Appendix 18-1 ~ 18-8 に示す． 

交配では，対照群および 250 mg/kg 群の各 1 組 (動物番号 10104 および 50154，10305 および

50355) で交尾が成立せず，交尾が成立した雌動物では 250 mg/kg群の 1例 (動物番号 50360) が

不妊であった．しかし，1000 mg/kg では全例で交尾が成立し，妊娠が確認されていること，交

尾率，受胎率および交尾所要日数には，いずれの群にも被験物質投与群と対照群の間に有意な

差はみられないことから，これらの変化と被験物質投与との関連はないと考えられた． 

4.2.3 分娩観察 

分娩観察の成績を Table 19-1 および 19-2，Appendix 19-1 ~ 19-8 に示す． 

250 mg/kg 群の 1 例 (動物番号 50354) で，生後 0 日の出生児の検査時に生存児が認められな
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かった (死産)．1000 mg/kg 群では分娩の異常や死産児の増加はみられないことから，この変

化と被験物質投与と関連性はないと考えられた．その他に，対照群の 1 例 (動物番号 50158) に

難産がみられた． 

妊娠期間，出産率，着床数，分娩率，出産児数，出産時の生存児数および死亡児数，ならび

に性比には，いずれの被験物質投与群においても対照群と比較して有意な差はみられなかった．

また，いずれの出産生児にも外表異常は認められなかった． 

4.2.4 新生児の一般状態および生存率 

新生児の一般状態および生存率の成績を Table 20-1，20-2 および 21，Appendix 20-1 ~ 20-16

および 21-1 ~ 21-4 に示す． 

生後 0 日から 13 日の一般状態では，1000 mg/kg 群の 1 腹 (母動物番号 50461) で，生後 1 お

よび 2 日に外表から胃内の乳汁が確認できない新生児がみられ (生後 1 日；4/14 例，生後 2 日；

11/11 例)，生後 3 日までに全ての新生児が死亡した．この腹の母動物では哺育 0 日から児集め

がみられず，哺育 3 日に衰弱が著しいことから安楽死させた．対照群，60 および 250 mg/kg

群では，いずれの新生児にも一般状態に異常は認められなかった． 

新生児の生存率には，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．  

4.2.5 新生児の体重 

新生児の体重を Figure 3，Table 22，Appendix 22-1 ~ 22-4 に示す． 

1000 mg/kg 群では，生後 0 日には変化はみられなかったが，生後 4 日以降は低値で推移し，

生後 7 および 13 日には雌雄に対照群と比較して有意な差がみられた．60 および 250 mg/kg 群

では，雌雄ともに有意な差はみられなかった． 

4.2.6 新生児の肛門生殖突起間距離 

新生児の肛門生殖突起間距離を Table 23，Appendix 23-1 ~ 23-4 に示す． 

生後 4 日の肛門生殖突起間距離および体重の立方根で除した値には，雌雄ともに被験物質投

与群と対照群の間に有意な差はみられなかった． 

4.2.7 新生児の乳頭数 

新生児の乳頭数を Table 24，Appendix 24-1 ~ 24-4 に示す． 

乳頭は，生後 13 日の雄新生児のいずれにも観察されなかった． 

4.2.8 新生児の血清 T4 濃度 

生後 13 日の新生児の血清 T4 濃度を Table 25，Appendix 25-1 ~ 25-4 に示す． 

生後 13 日の血清 T4 濃度には，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． 
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4.2.9 新生児の剖検 

新生児の剖検所見を Table 26，Appendix 26-1 ~ 26-4 に示す． 

生後 13 日の生存児および生後 0-4 日の間に発見された死亡児の剖検では，いずれの動物に

も異常はみられなかった． 

 

5 考察 

5.1 反復投与毒性 

一般状態では，1000 mg/kg 群の非交配群および主試験群の雌各 1 例で，それぞれ投与 7 日

および哺育 3 日に呼吸緩徐および自発運動の低下がみられ，これら 2 例の動物は衰弱が著しい

ことから安楽死させた．その他に，同群の雌雄で外尿道口周囲被毛汚染，雌で口周囲被毛汚染

および流涎がみられた．これらは被験物質投与の影響と考えられた． 

体重および摂餌量では，1000 mg/kg 群で雄の投与期間の体重増加量に低値がみられた．同

群の雌では，投与開始後 7 日までの間に一部の動物で著しい体重および摂餌量の減少がみられ，

主試験群では妊娠および哺育期間の体重，非交配群では投与期間を通した体重および投与 7 日

までの摂餌量の群平均に低値がみられた．これらは被験物質投与の影響と考えられた．一方，

同群の雄の投与 28 日および雌の妊娠 20 日の摂餌量には高値がみられ，被験物質投与に関連し

た摂餌効率の低下が示唆された． 

尿検査では，1000 mg/kg 群の雄で尿量の高値，同群の非交配群の雌で尿量の高値および尿

pH の低値がみられ，被験物質投与の影響と考えられた．雌の非交配群の変化については，腎

臓の病理組織学的検査で被験物質投与に関連する変化がみられないこと，血液化学的検査でカ

リウム，クレアチニン，尿素窒素等にアシドーシスや腎機能の異常を示唆する変化がみられな

いことから，影響は僅かと考えられた． 

血液化学的検査では，1000 mg/kg 群の雄および非交配群の雌で，総コレステロールの高値

およびグルコースの低値，雄で γ-GTP の高値がみられ，被験物質投与の影響と考えられた．  

病理検査では，雄で 1000 mg/kg 群の肝臓の絶対および相対重量に高値がみられ，被験物質

投与の影響と考えられた．250 mg/kg 群でも相対重量にのみ有意な高値がみられたが，病理組

織学的検査および血液化学的検査で関連する変化がみられないことから，毒性学的意義はない

と考えられた．また，雄で 60 mg/kg 以上の用量群に腎臓重量の高値がみられ，250 および 1000 

mg/kg 群の各 1 例に腎臓の大型化がみられた．これらの群の腎臓の病理組織学的検査では，α2u-

グロブリン腎症に関連する変化 [近位尿細管上皮の好酸性小体 (α2u-グロブリン抗体による免

疫染色陽性)，限局性の尿細管好塩基性化および尿細管拡張] がみられており，腎臓重量およ

び腎臓の肉眼所見はこれに関連する変化と考えられた．1000 mg/kg 群の雄における尿量の高値，
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クロールの低値についても，腎臓の変化に関連する可能性が考えられた．α2u-グロブリン腎症

は雄ラットに特有な変化であり，ヒトには外挿できないとされていることから 6)，これらの変

化には毒性学的意義はないと考えられた． 

雌の病理検査では，1000 mg/kg 群の主試験群および非交配群で肝臓重量の高値がみられ，病

理組織学的検査では小葉中心性肝細胞肥大がみられた．小葉中心性肝細胞肥大は 250 mg/kg 群

の交尾不成立例にもみられた．これらは被験物質投与の影響と考えられた．250 mg/kg 群の分

娩後 14 日剖検例では同様の変化はみられず，生理条件の違いによるものと考えられた．その

他に，1000 mg/kg 群の主試験群の副腎重量に高値がみられたが，副腎の病理組織学的検査で被

験物質投与に関連する変化がみられないこと，同群では体重の低値等の全身状態への影響がみ

られていることから，ストレスに対する生理的な反応の可能性が考えられた． 

1000 mg/kg 群で衰弱のため安楽死させた動物では，胸腺および脾臓の小型がみられ，病理組

織学的検査では対応する所見として胸腺の皮質の萎縮および白脾髄の萎縮がみられた．加えて，

これらの安楽死例では小葉周辺性肝細胞空胞化，腎臓の尿細管拡張，尿細管上皮の空胞化，大

腿骨骨髄の造血の減少または下顎リンパ節の傍皮質領域のリンパ球脱落がみられた．白脾髄の

萎縮は，分娩後 14 日に剖検した動物のうち，投与期間中に著しい体重減少がみられた 1 例に

も認められた．上記の変化はいずれも衰弱例または著しい体重減少がみられた動物以外にはみ

られない変化であり，全身状態の悪化による二次的な変化と考えられた． 

詳細な状態観察，機能検査，血液学的検査および雄の血清中 T4 濃度では，雌雄ともに 1000 

mg/kg の用量まで被験物質投与の影響はみられなかった． 

投与期間中にみられた変化には，回復終了時までにいずれも回復または回復傾向がみられた． 

以上のことから，本試験条件下におけるイソノナンの反復投与毒性に関する無毒性量 

(NOAEL) は，1000 mg/kg で雌雄に外尿道口周囲被毛汚染，雌に呼吸緩徐，自発運動の低下，

口周囲被毛汚染および流涎，雌雄に体重/体重増加量/摂餌量の低値および摂餌量の高値，総コ

レステロールの高値，グルコースの低値および肝臓重量の高値，雄に γ-GTP の高値，雌に尿

量の高値，尿 pH の低値および小葉中心性肝細胞肥大がみられたことから，雌雄ともに 250 

mg/kg/day と判断した．ただし，250 mg/kg の交尾不成立例で小葉中心性肝細胞肥大がみられた

ことから，哺育期間中ではない雌では 60 mg/kg/day と考えられた． 

5.2 生殖発生毒性 

生殖能検査では，1000 mg/kg 群まで性周期の異常の発現率，発情期間隔および発情回数，交

尾率，受胎率，交尾所要日数，着床数，分娩率，妊娠期間，出産率，出産児数，ならびに出産

時の生存児数および死亡児数には，被験物質投与に関連する変化はみられなかった． 
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新生児については，1000 mg/kg 群で雌雄に体重の低値がみられ，被験物質投与の影響と考え

られた．同群では 1 腹で母動物に児集めがみられず，生後 3 日までに出産児が全て死亡した．

この腹の母動物は，全身状態が悪化したため，哺育 3 日に安楽死させた．他の腹では哺育行動

に異常がみられないこと，児動物の生存率には有意な差がみられないことから，この変化は被

験物質投与による母動物の哺育行動や児動物への直接の影響ではなく，母動物の全身状態の悪

化による二次的な変化と考えられた．新生児の一般状態では，哺育行動に異常のみられた 1 腹

で新生児の胃に乳汁が認められなかった他には，いずれの新生児にも異常はみられなかった．

性比，外表異常児出現率および剖検では，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．また，新生児の肛門生殖突起間距離，乳頭数，血清 T4 濃度には，内分泌の

異常を示唆する変化はみられなかった． 

以上のように，本試験条件下におけるイソノナンの親動物の生殖に対する無毒性量 

(NOAEL) は，1000 mg/kg まで被験物質投与の影響は認められなかったことから 1000 

mg/kg/day，次世代の発生･発育に対する無毒性量 (NOAEL) は，1000 mg/kg で雌雄の新生児の

体重の低値がみられたことから 250 mg/kg/day と判断した． 

 

6 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 

動物番号 50458 について，妊娠 19 日の投与前の一般状態観察を実施する前に投与を行った

ことから，投与前の一般状態が欠測となった．前日の投与後および当日の投与後に異常がみら

れなかったことから，このことによる試験の信頼性に対する影響はないと考えられた． 

試験計画書には分娩中の動物は分娩終了後に投与を行うことが規定されているが，動物番号

50158 について分娩終了前に投与を行った．投与後の一般状態観察で異常はみられなかったこ

とから，このことによる試験の信頼性に及ぼす影響はないと考えられた．この動物はその後，

分娩遷延による難産のため安楽死させた．その際，娩出した生存児および子宮内の生存胎児の

取り扱いについての規定がなかったが，生後 4 および 13 日の採血を実施しない新生児と同様

の方法で安楽死処分した．この動物は対照群であり，難産および安楽死は偶発的な事態である

ことから，このことによる試験の信頼性に及ぼす影響はないと考えられた． 

コンピュータシステムのデータの確認の際，動物番号 50153 の生後 4 日の哺育児 1 例の体重

および動物番号 50357 の哺育 4 日の体重が手入力と表示されていた．確定時の誤操作と考えら

れたが，データは取得できていることから，このことによる試験の信頼性に対する影響はない

と考えられた． 

試験計画書では，生後 13 日の新生児について各腹 2 例を採血に用い，原則的に各腹雌雄 1

例の甲状腺を保存すると規定されているが，動物番号 50362 の生後 13 日の生存児 (雄 7 匹，
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雌 1 匹) では，雌雄各 1 例を採血に使用し，雌の新生児の甲状腺を保存しなかった．雄の新生

児の甲状腺は保存されていること，同群の他の腹から雌の新生児 8 例の標本が得られているこ

とから，このことによる試験の信頼性に対する影響はないと考えられた． 

動物番号 50461 を哺育 3 日に瀕死のため安楽死させた際，コンピュータシステムに児動物の

一般状態を入力する前に搬出登録を行ったことにより，生後 3 日の一般状態を入力できなく

なった．哺育児の一般状態はオフラインデータであり，帳票の編集により生後 3 日のデータを

反映させたことから，このことによる試験の信頼性に対する影響はないと考えられた． 

回復 2 週の尿検査で 21 時間尿を回収した際，動物番号 50560 を収容している代謝ケージ下

の床に水がこぼれていた．この動物の尿量は著しく高い値であり，動物が給水器に振動を与え

る等の原因でこぼれた水が採尿容器に混入した可能性が考えられた．この動物の 21 時間尿は

適切なサンプルではないと判断し，尿量および比重のデータは集計から除外した．対照群の雌

ではこれらのデータ数が 4 となったが，統計検定が可能であることから，このことによる試験

の信頼性に対する影響はないと考えられた． 

試験計画書には交尾不成立例の病理組織学的検査は規定されていなかったが，交尾不成立例

の動物番号 50355 について，剖検時に保存した器官・組織の標本作製を実施した．試験計画書

の記載漏れであり，交尾不成立例の評価を追加する旨の試験計画書変更書を発行して必要な検

査を実施したことから，このことによる試験の信頼性に対する影響はないと考えられた． 

その他に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． 

 

7 資料の保存 

7.1 資料の種類 

以下を株式会社化合物安全性研究所の資料保存室に保存する． 

1．試験計画書および試験計画書変更書 

2．生データその他の記録文書 

3．最終報告書 

4．標本 

5．被験物質サンプル 

7.2 保存期間 

試験終了後 10 年間保存し，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． 
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製品検査報告書

t蜘イ色在物凶樹党可 御中

ロ 、フ ト番号

検査結果

分 析 項 目 規格 分析{度
外観 異物のない無色透明の液体 合格
色中目 . (APHA) 10以下 5 
比重 (20/20

0C) O. 705~0. 745 O. 726 
水分 (出) 0.01以下 0.01以下
蒸留試験 (OC) 

初留点 131以上 131. 5 
乾 点 141以下 136.0 

蒸発残分 (g/lOOml) 0.005以下 0.005以下

判定結果 合格

備考一
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報告書番号 NCAS19-257 

最終報告書

芭墨金

調劉夜中のイソノナンの安定性言撤およひ濃度確認試験

主 呈

塾塾経工E
2020年3月5日

芭監撞詮

株式会社日曹分析センター 小田原事業所

〒250-0216 神奈川県小田原市高田345

草壁歪誼

株式会社化合物安全性研済新安全問冴鯨 日

干ω4心839~11腿柏幌市消田区真栄363番地24

TRUE con l [' r 

Page 1 of21 

輩墜重量

NCAS 19-257 
3/5ft0八'-=-tf.. 
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報告書番号 NCAS19-257 Page 2 of21 

GLP適合陳述書

試験番号: NCAS 19-257 

詐轍名・ 調製液中のイソノナンの安定性試験および濃度確認試験

この試験は、以下のGLPに従って実施した。

「新規化学防質等に係る試験を実施する獣験施設に関する基準についてJ(平成 23年 3月31日薬食発ω31

第8号、平成23・03・29製局第6号、環係企発第110331010号)

この試験はここに述べられた対去により行われ、この最終報告書おま誤験動卸こより得られた生データを正篠に

反映したものである。

試験責任者・
;2020 

株式謝土日曹分析センター小田原事業所
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報告書番号NCAS19-257 Page 3 of21 

信頼性保証書

試験番号 NCAS 19-257 

試験名・ 調製液中のイソノナンの安定性試験および濃度確認試験

上記試験の信頼性保証の監査または査察を適用 GLPおよび信頼性保証部門 (QAU)の SOPに

基づいて実施した。監査または査察の結果は、以下の日付で試験責任者および運営管理者に報

告した。

日付(月/日/年)

監査または査察項目 監査または 報告日

査察日 試験責任者 運営管理者

試験計酒寄 10/18/2019 10118/2019 10/18/2019 

試験計画書変更届 1 2/1212020 2/12/2020 2112/2020 

実験操作

-赤外吸収スベクトノレ測定 11/1/2019 11/112019 11/1/2019 

-標準溶液の調製 11/5/2019 11/5/2019 11/5/2019 

-模擬調製液の調製 1115/2019 11/512019 1115/2019 

-被験溶液の調製 11/5/2019 111512019 1115/2019 

-GC測定 1115/2019 11/512019 11/5/2019 

生データおよび関連試験資料 2/18-3/2/2020 3/2/2020 3/2/2020 

報告書草案 2118-3/2/2020 3/2/2020 312/2020 

最終報告書 3/5/2020 3/5/2020 3/5/2020 

QAUは、この試験が試験計画書および SOP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確に反映していることを確認した。

QAU責任者 之0之01=.3 0 .5
年月旦

(株)日曹分析センター
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報告書番号 NCAS19-257 

試験'情報

詐場安番号・ NCAS 19田257

試験名・ 調劉夜中のイソノナンの安定性試験および濃度確認試験

報告書番号 NCAS19-257 

訴験義諸: 株式会社化合物安全性研究所安全性研嬬日

〒∞4心839羽海道和規市清田区真栄3ω番地24

試験施設: 株式会社臼曹分析センター小田原事業所

千250-0216 神奈川県p小田原市高田 345

試験責任者

試政従事者

1EL 0465-42司8201

詐轍開始日・ 2019年 10月18日

実験僚始日 2019年 11月1日

実験終了日 2ω0年2月3日

誌験終了日 2020年3月5日

適用ガイドライン.なし

FAX 0465-42-3586 

Page 4 of21 

関連する誌験:試験番号 SR19180;イソノナン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 NCAS19必 刑G;調製液中のイソノナンの分析法検討および分析法篠認試験

試資料保管 本争犠に関する全ての文書は、当訳語表説E設の資料室に該当通知後 10年照保管する。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。測定対象物質(保管用サンプノレ)は該当通知後

10年間または品質低下を起こさない期間のいずれカ短し湖潤保管する。

SOPおよひ浄験計画書からの逸脱・

50 mglmL調製液中のイソノナン濃度調u定における希釈操憎寺に、試験計画書に規定された50倍

希釈操作ではなく、 200mg/mL調製液と同じ2∞倍希釈操作を実施し丸この結果、希釈後濃度

1∞Omg/Lが250mg/Lになったが、検量線(濃度範囲 30~2α)() mg/Llの範囲内であり、イソノ

ナン濃度測定における分析化学上の問題は生じなかった。試験に対する影響はない。

誤験成績の{言頼性に影響を及ぼしたと恩2オLる環境嬰図:

本訴験において、誤験成績の{議領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努新からの委託により、調製液中のイソノナンの安定性試験および濃度確認試験

を実施した。

2019年 11月1日にFf-IR(ATR法)を用いて測定対象物質の取スベクトルを測定し、委託者より提供された取

スベクトルと比較した。両者のIRスベクトルは一致しており、測定対象物質の問斗生を確認した。

調劉夜中のイソノナンの安定性を確認するため、 2mgln甘しおよびおOmglmL模擬調劉夜を2019年 11月5日に

試験施設で調製し、ガスクロマトグ、ラフ(GC)を用いて調製ur後の測定対象物質濃度を確認し九これら模擬調製

液を酌E条件下で室温10日間保存した。 2019年 11月 15日にGCをmいて保存後の測定対象物質濃度を確認し

た。調製直後および保存後の模擬調製液中の測定対象物質濃度を比較して、残存率を算出した結果、 2mglmL模

擬調製液の残存率は88.9'?-も、 2ωmglmL模擬調製夜の残存率は89.8%であり、判定基準(1∞号も土15%以内)を満た

した。

以上の結果、調製液中のイソノナンは調製後、遮光条件下で室温保存 10日間後まで安定であることを確認し

T亡。

試験器時が実施する毒控訴験(詣諸訳験番号SR19180)における初回および最終回投与に用いた調製液を、

試験費時より 2019年 11月21日および2019年 12月19日に受領し、それら調製液中の測定対象物質の濃度確

認訴験を、 GCを用いて行った。調惨事夜中の測定対象物質濃度の平均低およひ粕対標準偏差は設定濃度土15%以内

および15%以内であり、判定基準を満たした(下表参照)。

以上の結果、調製液中のイソノナンが設定濃度に調製されていることを確認した。

訴験器措が実施する毒絡会轍(費時試験番号SR1918ω における最終投与日以降の2位。年2月3日に、測

定対象物質のRスベクトルを測定し、 2019年 11月1日に測定したRスベクトルと比較した。両者のRスベク

トルは一致しており、実験期間中のiJllJ定対象物質が安定であったことを確認した。

Nominal D出口曲。d∞n田n包滋on Criteria 
R田eivedd蹴 con田:ntration M出】 RSD* 

h4(meaEn jncioLn) c. RSD* 
(mglmL) (mglmL) (%) ぐ%)

12 11.79 2.76 12士1.8 話15

Novemb<汀21，2019 50 49.78 2.72 50，"7.5 豆15

200 209.9 1.44 2ω土30 三三15

12 11.92 1.14 12土1.8 三二15

December 19， 2019 50 51.84 3.31 50土7.5 三三15

2∞ 208.6 0.40 200，"30 三五15

* re1ative御凶器吐de材ations
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緒言

株式会社化合物安全性研究新からの委託により、調製液中のイソノナンの安定性試験・濃度確認およびイ

ソノナンの問一性確認-安定性確認を実施した。

実験材料および方法

1. 視l民調象物質

名称. イソノナン

英名 lsononane 

製品名:

ロット番号

入手先: 株式会社化合物安全性研錦庁

入手日 2019年8月30日

入手量 20.01g 

NCAS検索番号 Sτひ 1650

保存条{牛: 室浪、気密情色ガラス瓶中に密封、室温，保管)

外観・ 無色透明液体

2 詐犠およ悦翻苦

トウモロコ討由: 試薬侭時;ent)、ナカライテスク株式会社

アセトン. 特級、富士フィルム和光斜繭株)

ヌヨ平: 沼 205、メトラートレド(楠

室温保箸庫 SH-170F1NC、コクヨ

超音波洗浄器 MCD-3、アズワン(掬

サーモレコーダー R1Rδ2、(株)ティアンドデイ

マイクロピペット 1∞OflL、 Eppend01fAG

フーリエ変換赤外分光光度計 :S戸泊四伽s、P町愉lElmer(株〉

ガスクロマトグラフ (GC)・AgiJent7890 G仏 AgiJentTechnok羽田

カラム・ TC吋624、60mxO.25 mm i.d、膜厚1.40問、製造NO.G0804N06、GLScienc田Inc.

3 調製液

毒性試験施設で調製した 12、50および 2∞mglmLの調製液を2019年 11月21日および2019年 12月 19日

に受領した。受領した試料ま昼間分析した。残余献料は試験器ぢ音の了解析等て廃棄した。

4 実験操作

4.1. 測定対象物質の同ー性

FT-IR (A1R法)を用いて担u定対象物質のIRスベクトルを測定し、委託者提供のIRスベクトルとの比較によ

り間一性を確認した。

2019年 11月1日に、次の条{牛でIRスベクトルを測定した。 iJl.i院は室温で実施した。



SR19180
Annex 2

-  749 -

報告書番号 NCAS19-257 

<Fr同R 測定条件>

測定法.

測定波数・

分解能.

積算回数:

A1Ri:去

ω∞~4∞ cm~l 

4cnfl 

1回

4.2 測定対象物質の安定性

Page 8 of21 

試験罫時が実施した毒性試験(費時試験番号SR19180)における最終投与日以降に、Fr-1R(A1R法)を

用いて測定対象物質のRスペクトルを測定し、 4.1項にて測定したスベクトルと此絞した。スペクトルが一致し

た場合、実験期間中の測定対象物質は安定であったと判断した。

2020年2月3Sに、 4.1項に託織の条件で限スベクトルを測定した。測定は室温で実施した。

4.3. GC条件

注入口温度:

注入方法.

注入量

キャリアガス・

総衷度:

カラム

オ」ブン混度・

検出器.

検出若髄度:

4.4. 標準溶液の調製

2∞。c
スプリット(スプリット比 10:1)

2件

ヘリウム

33cm秒

TC-624、60mx0.25 mm i.d、勝罪事1却戸n

殺澱温度500C、昇4昆5か→2∞。C (lOoC刷 n)、最終温度加。C

FID 

2300C 

iJlU定対象物質の約 100mgをIOmL容メスフラスコに秤量し、アセトンを加えて糊草および定容し、標準原液

No.ST10∞0を調製した。この液を次表に従いアセトンで希釈して標準溶液No.SS30~SS2∞0 を調製した。標準

原液No目およて螺準溶液No.には誘傑月日(mmdのを付して識別した。濃度の有努接聞は4桁とした。

S出1伽r吐8011凶on So山田801ution Dilution volwne Nominal concen甘ation

No. No Vol山ne(mL) (mL) (mgIL) 

SS30(mmdの SSI00 (mmdd) 3 10 30 

SS100 (mmdd) SS10∞(mmdd) 2 20 100 

SS2∞(mmdd) SS10∞(mmdd) 2 10 200 

SSIO∞(mmdd) ST1∞OO(mmdの 2 20 10∞ 

SS20∞(mmdd) ST1∞OO(mmdの 2 10 20∞ 

4.5. 検量線

標準溶液を4.3項に示すGC剣牛で分析し、得られたクロマトグラム上のt時淀対象物質のピーク面積を得た。

得られたピーク面積を縦軸に、測定対象物質濃度(mgIL)を横軸としてグラフを作成するとともに、回帰直線の傾

き、 y切片及悦:日関係数(r)を算出した。計算にはMicrosoftOffice Elo田 1201 0 (SP2 MSO)を用い丸
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4.6. 調製液中のイソノナンの濃度測定

3項の調製液を以下のように希釈して被験溶液を調製した。別に、トウモロコシ油 1mLにアセトンを加えて

20mLとして対照溶液としたい.=1)0調製液およびトウモロコシ油にアセトンを加えて定容した後、均一にするた

めに超音波洗浄器を用いた。

12m監注調製主主

12mglmL調製液1mLにアセトンを加えて20mLとして被験溶液とした。(n=2， 20倍希釈)

50m血L調製主主

50 mglmL調製液1mLにアセトンを加えて20mLとした。この液1mLにアセトンを加えて 10mLとして被

験溶液とした。(r司、 Z∞倍希釈〕

2畑Om凶nL昔話製液

200mglmL調製液1mLにアセトンを加えて20mLとした。こじた液 1mLにアセトンを加えて IOmLとして被

験溶液としたo (rrヨ、 Zω倍希釈)

被験溶液および対照溶液を4.3項に示すGC条件で分析し、得られたクロマトグラム上の測定対象物質のピー

ク面積を得た。予め作成した検量線より、被験溶液中の浪u定対象物質濃度を算出し丸濃度の有努激字は4桁と

しfら次式を用いて調艶夜中の澱定対象物質濃度をと求めた。また、調製液中の沸淀対象物質濃度の平均値及ひ判

対標準偏差を求めた。判定基準l士、平均値が設定濃度土15%以内およひ守層対標準偏差が 15%以内とした。

R匝潟ivedd滋e
Dosing solution 

Nominal悶也(mglmL)

12 
Nov阻 lb町 21，

2019 50 

200 

12 
D民間lb町 19，

2019 50 

200 

調草野夜中の測定対象物質濃度

(mglmL) 

4.7 調製液中のイソノナンの安定性確認

No. 

P1-1 

P2-1 

円胆1

PI-2 

P2-2 

P3-2 

Dilution T岡田lぽion(m叫)

急乙ぬr Nominal∞nc.(mgIL) No目

20 ω。 P1-1・I，PI-I-2

2ω 250 P2-1-1，P2-1・2

2∞ 10∞ P3-1-1， P3-1-2 

20 6∞ P1ω2-1，PI-2・2

200 250 P2-2-1， P2-2-2 

2∞ 1000 P3-2-1，P3陶2-2

被験掛夜中の測定対象物質濃度(町骨lL)x希釈倍率

1∞o 

測定対象物質の42.43mgおよび1∞0.5mgを20mLおよび5mL容メスフラスコに秤量し、トウモロコシ油を

加えて糊揮および定容し、 2mgl:札楳際競製液NO.DS1および2ωmglmL模凝調製液No.DS2を調製した。模

擬調製液を次のように希釈して被験提訴夜を調製した。iJlJに、トウモロコ計出 1mLにアセトンを加えて20mLと

して対照溶液No.CS1を調製した{n=l)o

なお、模擬調製液およびトウモロコ討由 1mLを分取後にアセトンを加えて定容した際に、均一にするために

超音波洗浄器を用いた。
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2mefmL模擬調製夜

2m沙nL模擬調製液1mLにアセトンをと加えて20mLとして被験溶液とした。(1F'2、20倍希釈)

2OOm凶nL模凝調製液

2日0lI¥酔1L模凝繍製液ImLにアセトンを加えて20mLとした。この液 1mLにアセトンを加えて IOmLとし

て被験翻夜とした。 。町二号、 2ω倍希釈)

被験瀦夜およひ苅照溶液を4.3項に示すGC条件で分析し、得られたクロマトグラム上の測定対象物質のピー

ク面積を得た。予め作成した検量線より、被験溶液中の誼1陀対象物質濃度を算出した。濃度の有~必安字は4桁と

した。次式を用いて言問製直後の模3疑調製液中の測定対象物質濃度を求めた。

模擬調製液中の損tl定対象物質濃度

(m&，mL) 

被験溶液中の調淀対象物質濃度。1!lfL)x希釈倍率

lωo 

2m&'mLおよび2ωm&'mL模擬調製液を遮光条件下で室温10日間保存した。保存後の模擬調製液中の測定対

象物質濃度を上記と同様に算出し、次式を用いて残存率を求めた。判定基準は残存率制批15%以内とした

残存率併)
保存後の測定対象物質平均濃度

調製産後の測量封象物質平均濃度

結果および考察

x 100 

調製液中のイソノナンの安定性試験・濃度確認およびイソノナンの向一性確認・安定性確認を戴面した

結果を以下に示す。

測定対象物質の悶斗全

2019年 11月1日に測定した測定対象物質の IRスベクトルを Fig.1に示す。委託者提供の IRスベクト

ルを Fig.2に示す。両者のスベクトルは一致しており、同一位を確認した。

測定対象物質の安tE'性

試験藷芯替が実施する毒性誤量生 C顎諸試験番号SR19180)における最終投与日以降である 2020年2月3日に

淵j定した測定対象物質の IRスペクトルを Fiι3に示す。 2019年 11月1日に測定した IRスベクトル (Fi岳

1) と比較した結果、両者のRスベクトルは一致しており、実験期間中の測定対象物質が安定であったことを

滋菰した。

調製液中のイソノナンの安定性確認

標準溶液の測定結果を Table1 fこ示す。模擬調製液中の測定対象物質の濃度測定結果を Table2に示す。

検量線の一例を Fig.4に示す。アセトンのクロマトグラム例を Fig.5に示す。標準溶液のクロマトグラ

ム例を Fig.6~Fig. 10に示す。対照溶液のクロマトグラム伊jをFig.11に示す。被験溶液のクロマトグラ

ム例を Fig.12~Fig. 15に示す。

模擬澗劉夜を酌t条件下で室温(20.6~23.4 "C) 10日間保存した結果、 2m酔1L模擬調製液¢残存率は88.9"10、
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2∞mglmL模擬調製液の樹字率は89.8%であり、判定基準(1∞0/"，"15%以内)を満たした。

以上の結果、調製液中のイソノナンは調製後、遮光条件下で室温保存10日間まで安定であることを確認した。

調製液中のイソノナンの濃度調.IJ定

調製液中の測定対象物質の濃度測定結果を Table3 に示す。被験溶液のクロマトグラム例を Fig・ 16~

Fig・18に示す。

調軍事夜中の測定対象物質濃度の平J瑚直およひ籾対標準偏差は設定濃度土15%以内および 15%以内であり、判定

基準を満たした。

以上の結果~調製夜中のイソノナンが設定濃度に調製されていることを確認した。

結論

本試験において、 FT-.浪 (A1R法)を用いてイソノナンの同一性および安定性を確認した。また、 GCを用

いて調製液中のイソノナンが設定濃度に調製されていること、および安定性(遮光条件下における室温

保存10日間安定)を確認、した。
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Table 1 Results ofthe s随1d剖廿solほions

Expe出nent
S凶 dardsolution Concentration Regt四Slon叫 llllion

No. {t11gIIJ 
P国kar悶

C明記Mionc田伍cient

8830 {I 105) 30.78 147.28 
88100 (I105) 102.6 406.35 

Regt国 sioneq田昌on:

88200 (1105) 205.2 807.50 
y=3.8792x+ 1.0114 

S包bility 8810∞(1105) 1026 3895.37 
Correlation coe伍cient:0.9999 

of血.eisononane 8820∞ (1 1O~ 2052 8∞2.19 
(出品戸eddaぬ:November 5，2019) 

。Drl白斑1m剖on 8830 (1115) 30.84 145.21 
in 111e dosing solution 88100 (1115) 102.8 473.41 

Regr田sionequation: 

882∞(1115) 205.6 892.02 
y = 4.3584 x + 14.542 

8810∞(1115) 10号8 4515.29 
Correlation c田伍cient:1.0∞o 

8820∞(1115) 2056 8966.64 
刷物Z怠dctate: November 15， 201め

8830(1121) 30.9ヲ 151.21 
88100 (1121) 103.3 434.76 

Regression equa垣凹

88200 (1121) 206.6 834目78
y = 3.8380 x + 46.490 

DeI民m古狐ion 881α旧日(1121) 1033 4063.00 
Co田 lation∞e盟ci四1・1.∞∞

of111e isononane 882αlO(1121) 20“ 7950.83 
(叩滋Iyzeddate: Nov，捌.ber21，2019)

concentt笈bon 8830 {I2191 30.42 127.35 
m也edosing solution 88100 (I219) 101.4 406.01 

Re酔 ssione司出品加.

88200 (1219) 202.8 771.98 
y=3.7159x+ 19.628 

8810∞(I219) 1014 3782.09 
Co町"'ation四郎d叩tt:l∞∞

882悦治(I219) 2028 7558.04 
(四al戸怠ddate:D田ember19，2019) 

Table2 R田叫也ofthes凶迎。rof世1e粧品article(isononane)∞n田n出説0田恒也edosing田lutio田

T田t田，Iution
町甲車窓d

Dill草ion
Det副ed Det聞凶nedωnc. R田id田l

No 
S加国ge ∞nc. 

factor 
P田kar国 conc (111g1mL) 悶1e

(mglmL) (m時) Individ田1 MeaIl 加)
D81-1 

Befo田*
427.09 109.8 2.197 

2.157 
D81之 411.51 105.8 2.116 
D81-3 

2.122 20 
437.74 97.10 1.942 

88.9 

D81-4 
Afteげ

427.30 94.70 1.894 
1.918 

D82・1
Before* 

3749.10 966.2 193.2 
196.4 

D82-2 3873.28 998.2 199.6 
D82-3 

2∞.1 2∞ 
3880.77 887.1 177.4 

89.8 

D82-4 
Afte宮本

3839.72 877.7 175.5 
176.5 

」

キBe品開:NOVI削加5，2019，A伽 :Nov聞 事 町15，2019

R田id田 1凶e(%)=
Isononane叩⑪悶御前ionaft町 storage
Isononanec佃 C田trationbeぬ出血回ge

x 1∞ 

Table 3 R!田口1包of世官de回minationof血e臨 t置ticle(isonon阻 e)COOl悶世滋io:田in111edosin呂田lutions

Receiv吋
Tαst Norr企llll

D並岨on
De旧南d Det師団ned∞nc. αi加担

出血
田lu回n C四1C

晶c加r
p"，止誼怠a 。onc， h也明白正d M田n RSD M出 1 RSD 

No (mg'mL) (ml?lL) (m&'mL) (mg'mL) 。も) {tllj;I_mL) (%) 

PI-I-I 2264.90 578.0 11.56 
話1512 20 

2353.28 601.0 12.02 
11.79 2.76 12土1.8

PI-I-2 
Novem1:x芳 P2-1-1 1020.05 253.7 50.73 

三五15
21，2019 P2-1-2 

50 2∞ 
983目34 244.1 48.82 

49.78 2.72 50土7.5

P3-1-1 4115.39 1060 212.0 
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date: 2019/11/01 
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dale: 2020日2/03
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100 

=============ロロ--口================口----百=::::==:=::口==;:::========出口目白----

くれsult> 

Name Time(min) Aera(pA*s) Height Area(目)

(:j 

j600  

300 

200ル

Fi岳5 Typi四Ichromぽogramof aceto田.

出口Z注目--口----目--山口=============出口==============口============口=::::===

<Resul t> 

輔副ne Time(min) Aera(pAキs) Height Area(目)

10.401 147.28 13.413 100.00 

Fig. 6 Typical chromato伊 mof世田尚油吋田，lutions(No. SS30(1105)) 
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============================================================================= 

<Resul t> 

時間e Time(min) Aera(pA*s) Height Area(%) 

10.402 406.35 42.480 1日0.00

Fig.7 乃pl回lchrom陶酔mofthe蜘 nぬrdsolutions (No. SS 1∞(1105)) 

5ample自ame: 55200 ( {町 一一一 一 一 -

9回1

;醐J
7即 4

l叫
5∞i 

4∞j 

j2∞i 
1問oぺ、 ;¥i

I 0.1=，，;品ニニエコ一 ι出t戸:干川ににに口一.-一よご山ニ，~.'.."".".二干戸子

し一一一v 苧F一一…一一一一一J当L詰F 

================================================:丘公===========================

<Resu I t> 

Name Time(min) Aera(pA*s) Height Area(%) 

10.403 801.50 86.048 100.00 

Fig. 8 Typical chromato伊 mof也e品加おrdsolutions (No. SS200(1105)). 
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============ロヨ:;:::;::::::::::::::::::::::::::::::::=出口出口-------出-----出目白山口出---巴出===========

くれ刊行>

Name Time(聞in) Aera(pA*s) Heigh! Area(X) 

10.403 3895.37 429.244 100.00 

Fig. 9 Typi回lchrom蜘伊mofthe駒油rd回>lutions(No. SSI∞0(II05)} 

SamDle柑ame: 5S2000(1105) 
?子前一一 一一一一n一一一一一…一言一 一 一一一一[

一 13

i7∞ 
600吋

i 5凹; i

lt叩"

し竺こ二七三γ 二一 蛸

=================ェ=========認====思====================================コ=======

<Resul t> 
Name Time(min) Aera(pA*s) Heigh! Area(%) 

10.405 8002.19 882.820 100.00 

Fig.IO乃picalchromato.伊 mofthe羽油rd印刷ons(No.SS2側 (II05)}
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CSl 

3田 1

==========ヱ=====================================================三============

<Resul t> 

Name Time(min) Aera(pA*s) Height Area(%) 

Fi岳11 Typica1 chrom2陶酔mofthe∞ntrol田，lutions(No. CS 1). 

========================包:====================================================

<Result> 

Name Time(min) Aera(担A*s) Height Area(%) 

10.402 427.09 44.668 100.00 

Fig. 12 Typica1 chromatogram of出etest solutions (No. DS 1“1) 



SR19180
Annex 2

-  760 -

Page 19 of21 報告書番号 NCAS19-257 

================ヨヨ===========================================================

<罰esult>

Name Time(min) Aera(pA*s) Height Area(%) 

10.399 437.74 45.600 100.00 

Fig. 13 Typical chromato.伊 mof世田岡田Mions(No.DSI-3).

DSH 

円
白
寸
。
口
-r

500 

4佃

3∞ 

===============================ロ=============================================

<Resul t> 

Name Time(min) Aera(pA*S) Height Area(%) 

10.403 3749.10 410.404 100.00 

Fig.14 乃picalchromatogram of血e記stsοlぽio問。，0.DS2・1) 
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DS2-3 

========================================================ヨ====================

<Resul t> 

Name Time(min) Aera(pA*s) Height Area(%) 

10.403 3880.77 425. 143 100.00 

Fig. 15 Typical c加 m蜘伊mof血.et岡田lutions(No. DS2-3). 

g m 1l  

6曲 I

|300; 

============================================================================= 

<Resul t> 

Name Time(min) Aera(pA*s) Height Area(事)

1 D. 403 2264.90 248.921 100.00 

Fig.16 Typi四Ichromato伊 mof甘lete引 olutions(No. P1-1-1). 
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Samp I e Name: P2-1寸
戸了一 一一一一

jm!|  l 

i問。 I

5∞j ii  

i 山 !

=======================================================箆=====================

<Resul t> 

Name Time (刷n) Ae ra (pA匂) Height Area(%) 

10.402 1020.05 108.918 100.00 

Fig.17 Typi回 lchrom蜘 g醐 of低価t印刷ons(No. P2-1-1) 

Sample Name: P3-1-1 

================盟国目出==;;::耳目======:::;;;;;======口==================回目出出----

<Resu I t> 

出ame Time (岡in) Aera (pMs) Height Area(%) 

10.4自3 4115.3宮 447.722 100.00 

Fig.18 Typ悶 lchrom抵O伊 mof偽et田tsolutio出。，o.P3-1-1).
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