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【要約】

塩基性炭酸ニッケル(11) (以下、 NCBと略記)の、雌雄動物に対する反復投与による影響と

その回復性、親動物の生殖・発生および新生児の発育に及ぼす影響を検討するために、 o(溶媒

対照、 0.5出CMCNa水溶液)、 0.4、2および 10mg/kgの NCBを雌雄の Sprague-Dawley系ラット

(各 12匹/群)に反復経口投与した口投与 2週間目に 2週間を限度として交配させ、雄は交配

期間終了 2週間目に剖検した口雌は交配後、自然分娩させて母動物は噛育 5日に、出生児はH甫

育 4日に剖検した。また、 0および 10mg/kg投与群の各雄 5匹および雌のサテライト群 (0お

よび 10mg/kg) は42日間投与した後、 14日間休薬させて剖検した。その結果を以下に要約し

た口

1 .反復投与毒性および回復性

10 mg/kg投与群の雌の 1例においては、 40回投与後の妊娠 23日の朝、出産中の死亡が発見

され、剖検の結果、外陰部周囲の被毛の汚れ、牌臓ならびに胸腺の小型化が認められた。この

動物では組織検査の結果、肺に欝血および水腫がみられ、肺胞内に限局性の泡沫細胞の集族が

観察されたほか、牌臓では白牌髄領域の減少、胸腺では萎縮が認められた口病理組織所見はい

ずれも直接の死因とは考えられなかったものの、被験物質投与の影響を否定し得なかった口

詳細な症状観察では、投与期間末期の観察において、雄ではケージからの取り出し時や動物の

取り扱い時において、抵抗を示す動物が若干増加する傾向が認められたが被験物質の投与によ

る影響であると断定できなかった。

その他、機能検査結果、体重推移ならびに摂餌量の測定結果、血液学検査、血液生化学検査

および病理学検査の結果に、被験物質投与による影響は認められなかった。

2.生殖発生毒性

交配前の投与期間中、異常な性周期を示す動物は認められず、いずれの群においても全例の

交尾が成立し受胎した。また、妊娠動物の全例が生児を出産し、妊娠期聞は対照群と投与群と

の聞に有意差は認められなかった。分娩/晴育状態が不良であると判断された動物は認められな

かった。分娩翌日以降の噛育状態の異常は認められず、出産した全出生児が死亡した例もなか

った。

出生児の一般状態には異常が認められず、児の生存性にも、被験物質投与の影響は認められ



なかった。また、対照群と投与群との間で、晴育児体重に差は認められなかった。生存産児お

よび晴育 4日の剖検時の形態観察では、被験物質投与に起因したと考えられる異常は認められ

なかった。死亡児では、いずれの動物にも形態異常は観察されなかった。

3 .無作用量

以上の結果より、本試験条件下での NCBの無作用量は以下の通りと推定された口

反復投与毒性に関しては、 10mg/kg投与群の雌の 1例で死亡が認められ、剖検所見ならびに

病理組織検査の結果から、被験物質の影響を否定できないことから雌については 2mg/kg/day 

と推定される。雄については、詳細な症状観察でケージからの取り出し時や動物の取り扱い時

において、抵抗を示す動物が若干増加する傾向が認められたことから 2mg/kg/dayと推定され

る。

一方、雌雄の生殖発生毒性ならびに出生児に関しては、 10mg/kg投与群においても NCB投与

に起因した影響が認められなかったことから、 10mg/kg/day以上と判断された。

-2-



【試験目的】

塩基性炭酸ニッケノレ(1I)は、主としてメッキに用いられる化学物質である。今回、 OECD既存

化学物質安全性点検等に係る毒性調査の一環として、塩基性炭酸ニッケノレ(11)の安全性確認の

資料を得るために、ラットを用いる反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験を行い、親動物に対

する反復投与の影響およびその回復性、ならびに新生児の生存性、発育および形態を含む生殖

発生に及ぼす影響について検討したので報告する。

本試験は、 fOECD化学物質試験法ガイドライン/反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験法」

(1996年 3月 22日)に準拠し、「化学物質 GLPJ (平成 12年 3月 1日改正、環保安第 41号、生

衛発第 268号、平成 12・02・14基局第 1号)、「動物の愛護および管理に関する法律J(平成 11

年 12月 22日改正、法律第 221号)および「実験動物の飼養及び保管等に関する基準J(昭和

55年 3月 27日、平成 14年 5月 28日一部改正、総理府告示第 6号)を遵守して実施した。
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【方法】

1 .被験物質

被験物質として用いた塩基性炭酸ニッケル(11) (以下、 NCB と略記)の性状は以下の通りで

ある。

化学名

英名

塩基性炭酸ニッケノレ (ll)

Nickel (11) carbonate hydroxide tetrahydrate 

CAS No. 39430-27-8 

分子式 CH4Ni307・4HzO

量子分 376. 18 

物理化学的性質 性状 : うすい緑色の粉末

分解温度: 230
0C 

構造式 approx. NiCOs・2Ni(OH) z・4HzO

本試験には、 から購入した NCB (ロット番号 、含量 94.7同(Ni

含量の測定結果 44.3話より算出)、 AppendixAJを用いた。被験物質は受領後(被験物質受領日:

2003年 11月 21日)使用時まで、被験物質受領保管室において密閉して室温で保管した。また、

本試験の投与終了後に残余被験物質を被験物質購入先に送付し、購入先にて再度品質試験を実

施し、試験期間中、安定であったことを確認した (AppendixB)。

2.使用動物および飼育方法

8週齢の Sprague-Dawley(SD)系[Crj:CD(SD)IGS、SPFJ の雌雄ラットを、日本チヤールス・

リバー株式会社厚木飼育センターから購入し、飼育環境への馴化と検疫を兼ねて入荷日を含め

て 14日間予備飼育した口検疫・馴化期間中、毎日一般状態を観察し、入荷日および検疫終了日

に体重を測定した。また、雌全例の性周期を入荷翌日から毎日観察したほか、検疫期間中に雌

雄全例の詳細な症状観察を実施した。その結果、検疫・馴化期間中、雄の 1匹(入荷動物番号:

雄 32)で部分的な脱毛が、雌の 1匹(入荷動物番号:雌 34)で眼周囲の被毛の汚染が認められ、

検疫終了日の詳細な症状観察の結果、雄の 1例では流誕がみられたため(入荷動物番号:雄44)、

すべて本試験から除外した。さらに雌の 21匹(入荷動物番号:雌 4，5， 13， 15， 17， 23， 28， 

33， 34， 38， 41， 50， 52， 59， 63， 64， 74， 80， 82， 86， 87) は 4日周期以外の性周期を示し

たため、全て群分けの対象から除外した。群分けは以上の動物全てを除いたほか、検疫終了時

ー4回



(投与開始前日)の測定体重をもとに体重の上位および下位を除いた動物を体重別層化無作為

抽出法により群分けした。投与時の週齢は雌雄とも 10週齢であった。なお、群分けによって試

験系から除外された動物(雄 9匹、雌 35匹)のうち、雌 32匹は手技検討用に転用し、雄 9匹、

雌 3匹は微生物モニタリングに供した。

動物入荷日:2004年 4月 28日

入荷匹数:雄 57匹、雌 93匹

入荷時体重:雄 264.9'"'-'288. 8 g (平均 276.1 g)、雌 171.2~193. 0 g (平均 182.4 g) 

投与開始日:2004年 5月 12日

投与時体重:雄 356.7'"'-'416.9g (平均 384.4g)、雌 21l.1'"'-'250.3g (平均 231.8 g) 

個体識別は各動物の尾にフェルトベンで入荷動物番号を付し、検疫期間中は各飼育ケージに

試験計画番号および入荷動物番号を記入した動物カードを掛け、群分け後は群ごとに色の異な

る動物カードに試験計画番号、動物番号および入荷動物番号を記入した動物カードを掛けた。

なお、出生児の個体識別は行わなかった。

全飼育期間を通じ、動物を金属製金網床ケージ (220wX270 dX190 h mm) に 1匹ずつ(交

配時は 2匹/ケージ)収容し、許容温度 21.0'"'-'25. OOC、許容湿度 40.0'"'-'75.0出換気回数約 15

回/時間、照明 12時間 (7時'"'-'19時点灯)に制御された飼育室 (4号室)で、固型飼料 (CE-2、

日本クレア株式会社)および水道水(秦野市水道局給水)を自由に摂取させて飼育した。妊娠

18日(睦栓あるいは精子発見日=妊娠 0日)以降の母動物は、ラット用プラスチック製繁殖ケ

ージ (350wX400 dX180 h剛)に収容し、哨育 4日(晴育 0日二分娩日)まで、紙パルプ製チッ

プ(ベパークリーン、日本エスエルシー株式会社)を床敷として供給して飼育した。なお、飼

育期間中、飼育室の温湿度の実測値は、それぞれ 22.5'"'-'24. 5
0

C、48.0""'-'68.0出で、あった。また、

供給した飼料、水および床敷には試験に支障を来す可能性のある混入物は認められなかった。

3.投与検体の調製

まず、 0.5国CMCNa溶液に被験物質を均一に懸濁させ、無水物として 0.2(w/v)協の懸濁液を

調製した。試験に使用する四水和物としての調製濃度は、無水物の分子量が 304.11、四水和物

の分子量が 376.18であることをもとに、さらに含量 94.7怖から換算によって求め、換算比率

1. 306を乗じた。 0.2(w/v)話液は安定性試験の結果に基づき、冷蔵条件下に連続的に撹持して保

管し、調製後 8日以内に使用した。一方、 0.04および 0.008(w/v)略液は、投与直前に 0.2(w/v)出

液を媒体で段階希釈して調製した口投与量と被験物質濃度は以下の通りである。
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投与量 (mg/kg)

0.4 

2 

10 

濃度(無水物、 w/尚)

0.008 

0.04 

0.2 

濃度(四水和物、 w/v出)

0.01 

0.05 

0.26 

投与に先立ち、被験物質の 0.008および 0.2(w/v)覧液について、冷蔵条件下における 10日

間の安定性を確認した (AppendixC)。その結果、 0.2(w/v)出液については 10 日間の安定性

が認められたが、 0.008(w/v)出液においてはみられなかった。そのため本試験においては高用

量群の検体を冷蔵保管し、中ならびに低用量群の検体は投与当日、投与の直前に調製すること

とした。この結果に先立ち以下の検討を行い、保存する 0.2(w/v)覧液は捷枠し続けることとし

た。まず冷蔵条件下に静置した状態での 0.008および 0.2(w/v)弘被についての 10日間の安定

性を求めたが、検体中の被験物質含量は調製時に比較して変化がなかったものの、 0.008(w/v)覧

液、 0.2(w/v)出液とも均一性が認められなかったことから、冷蔵、静置した状態では安定性は

ないものと判断した。次に、 0.008および 0.2(w/v)%液について室温 3日間の安定性を求めた

が、冷蔵条件下に静置した場合と同様に保管後の均一性は確認できなかった。このため冷蔵条

件下に、連続的に検体を撹持した状態における安定性についての検討を行い、前述の結果を得

た。

一方、2004年 5月 12日に調製した各濃度の調製検体について、含量および均一性を測定し、

平均含量については調製指示濃度の 100'"'-'111出で規定範囲内にあったことを確認した

(Appendix E)。ただし、各濃度の 3回の測定値の均一性はそれぞれの平均測定濃度の 89.2'"'-'

112怖の範囲となり、均一性の基準としている 90.0'"'-'110協を逸脱していた。しかし、その差は

わずかであるとと、ならび、に含量の平均値は調製指示濃度に近似していることから、投与を反

復して実施する本試験においては、各群の各動物には、ほぼ均一の量の被験物質が曝露されて

おり、試験に与える影響は少ないものと判断した。

調製検体中の被験物質濃度の測定は、各調製検体を 1mLずつ採取し、105
0Cで 3時間乾燥後、

硝酸 0.2mLを加えた。室温で原則として一晩放置後、高圧分解るつぼを用いて、 900Cで 2時

間、ついで 145
0

Cで 3時間加熱分解した。放冷後、分解液に水を加えて 50mLとし、さらに薄

めた硝酸 (1→250) で適宜希釈して試料溶液(ニッケルとして約 0.5μg/mL) を調製した。

試料溶液のニッケル濃度を原子吸光光度法(標準添加法)により測定し、これらの測定値から

調製検体中の被験物質濃度を算出した。
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フ ン

波

プ

長

ニッケル中空陰極ランプ

232. 1 nm 

使 用 ガ ス:アセチレン(可燃性ガス)

空気(支燃性ガス)

4. 投与量の設定および投与方法

秦野研究所にて実施した本被験物質の反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合予備試験(試験

計画番号:R-03-004) においては、開始時の情報検索の結果、本被験物質の単回投与時の 50出

致死量が 840mg/kgであるとするデータが認められた。このことから、予備試験の投与量を、

単回投与時の 50出致死量の 10分の l量である 100mg/kgを中心に公比約 3で 300ならびに 30

mg/kgに設定し、妊娠母動物に対して妊娠中期以降、分娩直後まで反復投与した。その結果、

100 mg/kg以上の投与量では投与した全母動物の、 30mg/kgの投与量では 3例中 l例の母動物

の死亡が、いずれも分娩前後に認められ、本試験スケジューノレにおける最大耐量を凌駕する投

与量であると推定された。そこで、本試験における高用量を本予備試験における死亡発現量で

ある 30mg/kgの 3分の l量である 10mg/kgに設定し、中用量以下を公比 5で除して 2ならび

に 0.4mg/kgとした。なお、死亡例の剖検結果では、牌臓の著しい小型化ならびに腸管内の餌

の貯留の減少以外の所見は認められず、死亡原因に結びつくと考えられる所見は得られなかっ

た。

動物への投与は、雄では交配前 2週間から最長 2週間の交配期間を経て剖検前日に至るまで

の連続 42日間、雌は交配前 2週間、交尾までの交配期間、妊娠期間および晴育 4日まで、回復

試験用サテライト群の雌は連続 42日間、それぞれ毎日 l回、 11時"-'12時 5分にラット用胃管

を用いて強制的に経口投与した。

各群の投与物質、投与量、濃度、投与容量および動物番号は以下の通りである。

投与量 1) 濃度 投与容量 2) 動物番号

群 投与物質 無水物 四水和物 四水和物 雄 雌

(mg/kg) (mg/kg) (w/v見) (mL/kg) 

1 媒体 3) 。 。 。 5 MXOI00l '""012 FB01001'--""012 

2 NCB 0.4 0.49 0.010 5 MX02001 ---....012 FB02001 ---....012 

3 NCB 2 2.47 0.05 5 MX03001.--....012 FB03001 "'-'012 

4 NCB 10 12.4 0.26 5 MX04001'--""012 FB04001'--""012 

5 4) 媒体 3) 。 。 。 5 FB05001 "'-' 005 
6 4) NCB 10 12.4 0.26 5 FB06001 "'-'005 
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1) 無水物として用量を設定した。本試験に使用する四水和物としての投与

量は、無水物の分子量が 304.11、四水和物の分子量が 376.18であるこ

とをもとに換算によって求め、四水和物としての濃度はさらに含量

(94. 7弘)を考慮、して換算した。

2)雌雄とも最近時の体重をもとに個体別の投与液量を算出した。

3) 0.5判CMCNa水溶液

4) 回復試験動物として、雄は対照群および高用量群のうち動物番号の大き

い各 5 例 (MXOI008~MXOI012 、 MX04008~MX04012) 、雌はサテライト群

の全例を最終投与翌日(回復 1日)から 14日間休薬した。

5. 観察および検査

1) 一般状態の観察

全例について、飼育期間中および回復期間中は毎日 1回、投与期間中は投与前後の毎日 2回

観察した。

2) 詳細な症状観察

雄の詳細な症状観察は、検疫終了日(全入荷動物対象)、投与 7、14、21、28、35および 42

日に行い、さらに回復試験動物は回復 7および 14日に行った。雌の詳細な症状観察は、検疫終

丁目(全入荷動物対象)、投与 7、14、21、28、35および 42日に行い、観察日が分娩中で、あっ

た例は哨育 0日に、その他の分娩例は哨育 0日から 4日の聞に 1回観察し、さらに、サテライ

ト群は回復 7 および 14 日に行った。詳細な症状観察は 11 時~15 時の間にスコアリング法によ

り実施した。まずケージ越しでの観察(姿勢・体位、自発運動、発声、振戦、痘撃)を行った

後、ケージから取り出す際に外表を観察し(取り出し易さ、扱い易さ、心拍動、体温、被毛、

皮膚色、可視粘膜、流涙、眼球突出、瞳孔径、流誕)、作業台上での行動の正常性を観察(姿勢・

体位、探索行動、身づくろい、発声、挙尾反応、歩行、常同行動、奇妙な行動、振戦、痘輩、

立毛、眼裂) した。

3) 機能検査

雄では、投与 42日の詳細な症状観察に引き続き、各群の動物番号の若い 5例および回復観察

に供する対照群および高用量群の各 5例を、また、回復 14日の詳細な症状観察後に、全例につ
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いて機能検査を実施した口雌では、分娩例は晴育 4日に投与期聞が近接した各群の動物番号が

若い 5匹を検査した。サテライト群では、投与 42日および回復 14日のそれぞれ詳細な症状観

察に引き続き、全例の機能検査を実施した。機能検査はプライエノレ反応、瞳孔反射、視覚定位、

驚惇反応、後肢引込み反射、眼験(瞬間反射、正向反射の有無を観察した口

4) 体重測定
.1' 

雄およびサテライト群は全例について、投与 1(投与開始日)、 7、14、21、28、35および 42

日、回復 1、7および 14日、解剖日(最終投与翌日および回復 15日)に体重を測定した。交尾

が確認されるまでの雌は、投与 l、7、14および 21日、交尾確認後は妊娠o(交尾確認日)、 7、

14および 2013，分娩後は晴育 o(分娩日)および 4日ならびに解剖日に体重を測定した。

5) 摂餌量測定

雄および雌のサテライト群は全例について、投与 1""'-'2、7""'-'8、14，-....，15、29'""'30、35，-....，36およ

び 41，-....，42日、回復 6"-'7および 13""'-'14日に測定した。交尾が確認されるまでの雌は、投与 1，-....，

2、7"-'8および 14，-....，15日、交尾確認後の雌は妊娠 0，-....，1、7，-....，8、14"-'15および 20""'-'21日、分娩

後は日甫育 3""'-'4日にそれぞれ摂餌量を測定した。

6.) 性周期

サテライト群を除く雌全例について、群分け前日までの性周期観察に引き続いて、投与開始

以降、臆スメア標本を毎日作製し、各動物の同居後交尾が確認されるまで

性周期は発情期、発情前期およひび、発情休止期に分類したo これらの分類に基づき性周期の型を

4日あるいは 5日間隔で発情を回帰するものをそれぞれの周期に、それ以外を不正周期に分類

した。

7) 交配

交配は、サテライト群を除く雄雄全例を 2週間投与後(投与 15日)の 12週齢から、交尾を

確認するまで、 2週間を限度として岡群内の雌雄 1: 1で連日同居させることにより行った。交

尾の確認は、睦スメアの中の精子の存在あるいは睦栓を確認することにより行い、いずれかが

確認された日を妊娠 0日と起算して雄から分離し、個別に飼育した。

交配結果から、雌雄同居開始日から交尾確認、日までの日数およびその聞に回帰した発情期の
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回数、各群の交尾率((交尾動物数/交配動物数) X 100、出〕および子宮に着床痕が確認された

動物を妊娠動物として受胎率[(妊娠動物数/交尾動物数)X 100、引を算出した。

8) 分娩・日甫育状態の観察

各群とも交尾した雌は全例を自然分娩させて噛育させた。分娩の確認は、妊娠 21日から分娩

が確認されるまで毎日行い、午前 11時までに分娩が完了した例について、その日を哨育 0日と

した。分娩状態を直接観察できた例は異常の有無を断続的に観察し、直接観察できなかった例

は分娩前後の一般状態および産児の状態から異常の有無を判断した。

分娩した全例の妊娠期間(妊娠 0日から分娩日までの日数)を求め、各群の出産率((生児出

産雌数/妊娠動物数) X 100、引を算出した。また、晴育 1日から毎日、晴育状態を観察し、晴

育 5日の剖検時に観察した着床数および妊娠黄体数から着床率((着床数/妊娠黄体数)X 100、出〕

を算出した口

9) Fl出生児の観察

晴育 0日に生存児数および死亡児数を雌雄別に数えて性別および外表奇形の有無を観察し、

分娩率((産児数/着床痕数) X 100、出〕、生児出産率((出産生児数/着床痕数) X 100、出〕およ

び出生率((出産生児数/産児数) X 100、引を算出した。噛育 1'"'-'4日まで毎日、一般状態を観

察し、生児数と死亡児数を雌雄別に数え、新生児生存率((晴育 4日の生児数/晴育 0日の生児

数) X 100、引を算出した。生存児については、晴育 0および 4日に個別の体重を測定し、各

腹ごとに雌雄別の平均値を算出するとともに、晴育 0および 4日における性比〔雄生児数/総生

児数) X100、出〕を算出した。

10)剖検および採血

雄の投与終了時剖検例は投与 42日の翌日に、回復観察例は回復 15日に解剖した白また、雌

の分娩例は晴育 4日の翌日に、サテライト群は回復 15日に解剖した。全例いずれも解剖前 18

""""24時間絶食させた後、ペントパルピタールナトリウム麻酔下で放血致死あるいは採血後に放

血致死させて解剖し、血液学検査、血液生化学検査および病理学検査を実施した。なお、採血

は、腹部後大静脈から以下の手順で行い、雄の投与終了時剖検では各群の動物番号が若い 5例、

回復 15日における剖検では全例で採血を行い、また、雌の投与終了時剖検では、分娩例につい

て哨育 4日に投与期間が近接した各群の動物番号が若い 5例、サテライト群は全例で採血を行

った。
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①血液学検査用採血(抗凝固剤:クエン酸ナトリウム)

②血液学検査用採血(抗凝回剤:EDTA-2K) 

③血液生化学検査用採血(抗凝固剤:へパリン)

出生児のうち、死亡児は発見後すみやかに剖検し、 O.1Mリン酸緩衝 10見ホルマリン溶液に固

定して保存した。生存児は全例を晴育 4日にエーテノレ吸入により致死させ剖検した。

11)血液学検査

抗凝固剤としてクエン酸ナトリウムを用いて採取した血液から血媛を分離して、プロトロン

ピン時間および活性部分トロンポプラスチン時間を測定し、その他の項目は抗凝固剤として

EDTA-2Kを用いて採取した血液で測定した。なお、採血時に検査の補助として静脈血塗抹標本

(Wright-Giemsa染色)を作製したが、観察の必要がなかったため使用しなかった。また、網

状赤血球比率についても標本は作製したが、赤血球系の検査において被験物質の影響が示唆さ

れなかったことから、観察は実施しなかった。

項目 測定法 使用機器

赤血球数 (RBC) 電気抵抗法 血液自動分析装置

CELL-DYN3500 (~~ィナïj( ， 卜)

白血球数 (WBC) フローサイトメトリー・ 向上

レーザ一光散乱法/電気抵抗法

白血球分類 向上 同上

血色素量 (Hb) 吸光度法 岡上

平均赤血球容積 (MCV) 電気抵抗法 同上

血小板数 向上 同上

ヘマトクリット値 (Ht) 計算 (RBCXMCVXO.001)

平均赤血球血色素量計算 (HbX 1000/RBC) 

(MCH) 

平均赤血球血色素濃度計算 (HbX 100/Ht) 

(MCHC) 

7
0

ロトロンピン時間 (PT) 光散乱検出法 全自動血液凝固測定装置 CA-1000

(東亜医用電子)

活性部分トロンij¥"7
0 7Aチン時 向上 向上

間 (APTT)

12)血液生化学検査

前述の血液学検査のための採血に引き続き、抗凝固剤としてへパリンを用いて採取した血液

から血柴を分離して、以下の項目について検査した。
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項目

総蛋白濃度

測定法

ピウレフト法

7Jげやミン濃度 BCG法

総コレステロサ濃度 コレステロサオキシゲ ~i( .HDAOS法

r，レコース濃度 ヘキソキナ~i( . G-6-PDH法

尿素窒素濃度 ウレトi(.GIDH法

クレアチニン濃度 Jaffe法

アルカリ 7ォス77J~i( (ALP) 活性 GSCC法

アスハo 7:r"ン酸アミノトランスブェラ~t" IFCC法

(AST)活性

77ニンアミノトランスブェラ]γ(ALT) 同上

活性
γ-lJ" fvJ ~J)t トランスヘ。プチタキ ~i( 向上

(γ-GTP)活性

トリクリセライト守濃度

無機リン濃度

総t"9 )レピン濃度
カルシウム濃度

A/G比

ナトリウムイオン濃度

GPO.HDAOS (1"9t9~消去)法
壬り守デン酸直接法

酵素法

OCPC法

計算

イオン電極法

カリウムイオン濃度

塩素イオン濃度

向上

向上

Q
U
 

A
A
 

R
U

、J

刀
、
ス
-

r
t
hグ

置

付
装
汚

析

つ
分
か

動
、
1

自

サ

尚子

h

レ
い
ロ

生

s

器
一
式

h

機
一
方

P

用
一
心
制
上
上
上
上
上
上
上

使
一
遠
阻
同
同
同
同
同
同
同

向上

向上

向上

向上

向上

同上

全自動電解質分析装置 EA05

(エイアントやテイ~)

同上

同上

前頁の測定項目のうち、再測定を実施した測定値については appendix中に記載した白

13)病理学検査

(1)肉眼的観察

全例を剖検し、器官・組織の肉眼的観察を行った口雌雄ともに血液学検査および血液生化学

検査を実施した動物の脳、心臓、胸腺、肝臓、腎臓、牌臓、副腎、精巣および精巣上体の重量

(実重量)を測定し、比体重値(相対重量)を算出した。また、全例の脳、下垂体、脊髄、心

臓、気管、肺(気管支を含む)、肝臓、腎臓、胸腺、牌臓、副腎、甲状腺、胃、十二指腸、空腸、

回腸、盲腸、結腸、直腸、精巣、精巣上体、前立腺腹葉、凝固腺を含む精嚢、卵巣、子宮、陸、

勝脱、下顎リンパ節、腸間膜リンパ節、坐骨神経、大腿骨および骨髄、眼球、顎下腺および舌

下腺、骨格筋、病変部を採取し、保存した口肺は O.1Mリン酸緩衝 10覧ホルマリン溶液で注入固

定してから採取した。子宮は着床数を数え、分娩例の卵巣は実体顕微鏡下で妊娠黄体数を数え

た。採取した器官・組織のうち、精巣ならびに精巣上体はブアン液(長期保存は O.1Mリン酸緩

衝 10出ホルマリン溶液を使用)に固定し、その他は O.1Mリン酸緩衝 10目ホルマリン溶液に固定

した。
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(2)病理組織学検査

卵巣、精巣および精巣上体は全例について、肉眼的観察で変化がみられた病変部は該当動物

のみについて、とれ以外の器官・組織は、雄の投与終了時剖検および雌の分娩例では対照群と

高用量群のうち、血液学検査および血液生化学検査を実施した各 5例について病理組織学検査

を実施した。これらの器官・組織はパラフィン包埋して薄切し、へマトキシリン・エオジン染

色標本を作製し、光学顕微鏡を用いて検査した。なお、大腿骨は大腿骨髄の組織検査を目的に

採材したものであることから、試験計画通り、骨組織は病理組織学検査の対象から除外した。

6. データ解析法

機能検査結果、性周期の変化した動物の頻度、交尾率、受胎率ならびに出生児の形態異常の

出現頻度については Fisherの直接確率検定を行った(有意水準:5覧)。

被験物質投与群の病理組織学検査所見のうち、グレード分けしたデータは Mann-WhitneyのU

検定(有意水準:5見)により、陽性グレードの合計値は Fisherの直接確率の片側検定(有意水

準:5見)により対照群との聞で、有意差検定を行った白

その他のデータは、個体ごとに得られた値あるいは litterごとの平均値を 1標本とし、サテ

ライト群内あるいはその他の群内で比較した。その際、解析の対象が 2群の場合には、まず F

検定を行い、有意差が認められなければ Student' s-t検定を行った。 F検定において有意差が

認められた場合は、Aspin-Welch検定を行った。解析の対象が 3群以上の場合は、先ず、Bartlett

の方法により各群の分散の一様性について検定(有意水準 :5見)を行った。分散が一様で、ある

場合には、一元配置型の分散分析(有意水準:5出)を行い、群間に有意性が認められた場合は、

Dunnett法により多重比較を行った(有意水準:5見)。一方、いずれかの群で分散が 0となる場

合およひや分散が一様で、なかった場合には、 Kruskal-Wallisの順位検定(有意水準 :5括)を行い、

群聞に有意性が認められた場合には、 Dunnett型の検定法により多重比較を行った(有意水準:

5拡)。
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【結果】

1.反復投与毒性および回復性試験

1. 一般状態 (Table1.........2、Appendix1'"'-'2) 

10 mg/kg投与群の雌の 1例(動物番号:FB04004)においては、 40回投与後の妊娠 23日の朝、

出産中の死亡が発見されたが、前日には一般状態の異常は観察されなかった白この動物以外の

死亡ならびに瀕死の動物はいずれの群でも認められず、一般状態の異常は投与期間中、回復期

間中とも雌雄いずれの動物においても認められなかった。

2. 詳細な症状観察 (Table3.........4、Appendix3........4) 

投与期間末期の観察において、雄ではケージからの取り出し時や動物の取り扱い時において、

抵抗を示す動物が若干増加する傾向が認められた口雄の他の項目、雌の各項目においては投与

期間、回復期間中ともにいずれの群においても特記すべき変化は認められず、神経毒性を示唆

する所見は観察されなかった。

3.機能検査 (Table5'"'-'6、Appendix5.........6) 

投与期間終了時および回復期間終了時ともに、いずれの群においても異常は認められなかっ

た。

4. 体重 (Fig.1---2、Table7---12、Appendix7---12) 

2 mg/kg投与群の雄では投与第 14---21日の体重増加量が、雌の 10mg/kg投与のサテライト

群では投与第 7---14日の体重増加量が、それぞれ有意に増加したが、体重増加量の累積値や実

体重には変化がなく、一過性の変化でそれぞれ翌週以降には変化が認められないことから、い

ずれも偶発的な有意差と判断した。一方、雌の 10mg/kg投与のサテライト群では回復第 7---14

日の体重増加量が有意に低下したが、体重増加量の累積値や実体重には変化がないことから被

験物質投与による影響ではないと判断した。

以上の他には体重の変化は認められなかった。

5. 摂餌量 (Fig.3---4、Table13""""14、Appendix13""""14) 

10 mg/kg投与群の雄の摂餌量は、投与 29""""30日に、雌の 0.4ならびに 2.0mg/kg摂餌量で

は投与 14.........15日に、いずれも対照群に比較して有意な増加を示したが、一過性で翌週には有意
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差はみられず、体重にも該当する時期に意味のある変化が認められなかったことから、被験物

質投与による影響とは考えられなかった。

回復期間中には、雌雄いずれの投与群の摂餌量においても対照群との聞に有意差は認められ

なかった白

6. 血液学検査 (Table15，-....， 16、Appendix15，-....， 16) 

投与期間終了時、回復期間終了時のいずれも、雌雄とも血液学検査の各検査項目に、いずれ

の投与群においても対照群との聞に有意差は認められなかった。

7. 血液生化学検査 (Table17，-....，18、Appendix17---18) 

投与期間終了時の検査では、雌雄とも血液生化学検査の各検査項目に、いずれの投与群にお

いても対照群との聞に有意差は認められなかった。

回復期間終了時の検査では、 10mg/kg投与群の雄でアスパラギン酸アミノトランスフエラー

ゼ活性ならびにアラニンアミノトランスブエラーゼ活性に有意差がみられたが、いずれも活性

の低下であり、他の血液生化学検査項目に変化はなかった。雌においてはいずれの投与群にお

いても対照群との聞に有意差は認められなかった。

8. 病理学検査

1)器官重量 (Table19，-....，20、Appendix19'-""'20) 

投与期間終了時および回復期間終了時における、雌雄各投与群の器官絶対重量および相対重

量に、対照群と比較して有意差はなかった口

2)剖検所見

(1)死亡動物

10 mg/kg投与群の雌の 1例の死亡例では、剖検の結果、外陰部周囲の被毛に汚れが観察され

た他、牌臓ならびに胸腺の小型化が認められた。

(2)投与期間終了時 (Table21，-....，22、Appendix21---22) 

0.4 mg/kg投与群の雌の l例では下腹部皮下に腫癌がみられた。雄では剖検所見に異常は認

められなかった。
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(3)回復試験期間終了時の雄ならびにサテライト群の雌 (Table23..........24、Appendix23""""'24) 

雌雄とも剖検所見に異常は認められなかった。

3)病理組織学所見

(1)死亡動物

死亡動物では肝臓に水腫がみられ、肺胞内に限局性の泡沫細胞の集族が観察されたほか、牌

臓では白牌髄領域の減少、胸腺では萎縮が認められた。この動物ではこの所見の他に、門脈周

囲性の肝細胞の脂肪化ならびに牌臓における髄外造血および褐色色素の沈着が観察された。

(2) 投与期間終了時の雄 (Table25、Appendix25) 

精巣では、 0.4mg/kg投与群の 5例、 10ならびに 2mg/kg投与群および対照群の各 1例に限

局性の精細管萎縮が認められ、このうち対照群の 1例、 0.4mg/kg投与群の 2例、 2mg/kg投

与群の l例ならびに 10mg/kg投与群の 1例の精巣上体では管腔内に細胞残屑が観察されたが、

発現頻度には有意差が認められなかった。

肝臓では 10mg/kg投与群および対照群の検査対象動物の全例に門脈周囲性の肝細胞の脂肪

化および小肉芽腫がみられたが、両群聞に程度および頻度の差は認められなかった。

腎臓では 10mg/kg投与群および対照群の皮質で好塩基性尿細管あるいは鉱質沈着がみられ

たが、いずれの所見も両群聞に程度および頻度の有意な差は認められなかった。その他、対照

群の 1例の皮質の近位尿細管に好酸性小体が観察された。

牌臓では、 10mg/kg投与群および対照群の検査対象動物の全例に髄外造血および褐色色素の

沈着がみられたが、両群間に程度および頻度の差は認められなかった。

前立腺では、 10mg/kg投与群および対照群の検査対象動物のほとんどの例で、間質や上皮に

好中球およびリンパ球の浸潤がみられたが、両群聞に程度および頻度の有意な差は認められな

かった。

肺では、 10mg/kg投与群および対照群の肺胞に限局性の泡沫細胞の集族あるいは動脈壁に鉱

質沈着がみられたが、いずれの所見も両群聞に程度および頻度の差は認められなかった口

勝脱では、対照群の l例の粘膜固有層にリンパ球の浸潤が観察された。

他の病理組織学検査実施器官に、異常所見は認められなかった。

(3) 投与期間終了時の雌 (Table26、Appendix26) 

卵巣では、異常所見は認められなかった口

肝臓では、 10mg/kg投与群および対照群の検査対象動物の全例に門脈周囲性の肝細胞の脂肪
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化、ほとんどの例に小肉芽腫がみられたが、いずれの所見も両群間に程度および頻度の差は認

められなかった口その他、両群の各 1例でごく軽度な髄外造血が観察されたが、発現頻度に差

は認められなかった。

腎臓では、 10mg/kg投与群および対照群の各 3例の皮質で好塩基性尿細管がみられたが、両

群聞に程度の差はみられなかった。また、対照群の 1例の皮質に近位尿細管上皮の空胞化が観

察された。

牌臓では、 10mg/kg投与群および対照群の検査対象動物の全例に髄外造血および褐色色素の

沈着がみられたが、両群聞に所見の程度の差は認められなかった。

肺では、 10mg/kg投与群および対照群の肺胞に限局性の泡沫細胞の集族がみられたが、両群

聞に程度および頻度の差は認められなかった。

剖検時、腫癌が観察された例の下腹部皮下には、類円形の核を有し、淡明な細胞質を持つ大

型の細胞と円形~楕円形でクロマチンに富む核を有し細胞質に乏しい小型の細胞が腺管構造を

呈して増殖していた。これらの細胞増殖部位では、細胞分裂像および多層化した腺管構造部も

多くみられ、線維性結合組織も豊富であることから、悪性の乳腺腫療と診断された。しかし、

この所見は 1例のみに認められた変化であり、用量相関性も認められないことから、偶発所見

と判断した。

(4) 回復試験期間終了時の雌雄 (Table27'""'-'28、Appendix27'""'-'28) 

雄の精巣には、 10mg/kg投与群で 1例、対照群で 2例の限局性の精細管萎縮が認められ、こ

のうち両群の各 1例の精巣上体には、管腔内に細胞残屑が観察されたが、いずれの所見も発現

頻度に有意差は認められなかった。

雌の卵巣には、異常はみられなかった。

I1.生殖発生毒性

1. 性周期および交配成績 (Table29'""'-'30、Appendix29'""'-'30) 

交配前の投与期間中、異常な性周期を示す動物は認められず、いずれの投与群においても投

与による性周期への影響は認められなかったと判断した。

いずれの群においても全例の交尾が成立し、受胎した白また、 0.4mg/kg投与群の 1例を除

き、いずれも交尾は初回の発情期に行われた。
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2. 分娩および哨育所見 (Table31、Appendix31) 

妊娠動物の全例が生児を出産し、妊娠期聞は対照群と投与群との聞に有意差は認められなか

った。分娩/日甫育状態が不良であると判断された動物は認められなかった。分娩翌日以降のH甫育

状態の異常は認められず、出産した全出生児が死亡した腹もなかった。

3. 黄体数および着床数 (Table31、Appendix31) 

黄体数および着床数ともに、対照群と投与群との聞に有意差は認められなかった。

4. 出生児所見

1)一般状態および生存性 (Table31、Appendix31) 

出生児の一般状態には異常が認められず、司児の生存性にも、被験物質投与の影響は認められ

なかった。

2) 体重 (Table32、Appendix32) 

対照群と投与群との間で、晴育児体重に差は認められなかった。

3)形態観察所見 (Table33) 

生存産児および晴育4日の剖検時の形態観察では、2mg/kg投与群の 1例(母動物番号FB03004)

の雄生存産児 1例が楼小であったが、同腹の他の生存産児には形態異常は認められず、内臓を

観察した結果、異常はみられなかったことから、被験物質投与の影響ではないと判断した。死

亡児では、いずれの動物にも形態異常は観察されなかった。
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【考察】

1 .反復投与毒性および回復性

10 mg/kg投与群の雌の l例では、出産中の死亡が発見され、剖検の結果、外陰部周囲の被毛

に汚れが観察された他、牌臓ならびに胸腺の小型化が認められた。この動物では組織検査の結

果、肺に欝血および水腫がみられ、肺胞内に限局性の泡沫細胞の集族が観察されたほか、牌臓

では白牌髄領域の減少、胸腺では萎縮が認められた。本試験の投与量設定のための予備試験に

おいては、妊娠中期以降の母動物に NCBの 300、100ならびに 30mg/kgを反復投与した結果、

300ならびに 100mg/kg投与群においてはおのおの 3例全例の、 10mg/kg投与群においては 3

例中 1例の動物で、妊娠 20日から出産翌日にかけて死亡が認められ、死亡例では全例で牌臓の

小型化が観察された。また、その程度は用量相関的に増強した。 30mg/kg投与群の生存例の 1

例においても牌臓の小型化がみられ、さらに、 100mg/kg投与群では腸内容物の減少がみられ

た。本試験の 10mg/kg投与群の死亡例においても、胸腺の小型化とならんで、牌臓の小型化が

認められ、剖検所見が予備試験での死亡例と同様であることから、死亡の原因は被験物質投与

による可能性が高い口この死亡例では組織学検査の結果、白牌髄領域の減少が認められたが、

牌臓の小型化が死因に直接結びつく可能性はないと考えられた。また、門脈周囲性の肝細胞の

脂肪化ならびに牌臓における髄外造血および、褐色色素の沈着が観察されたが、他の投与期間終

了時屠殺例にも認められる所見であり、被験物質投与による変化とは考えられなかった。

一方、生存例においては投与期間終了時剖検、回復期間終了時剖検のいずれにおいても、雌

雄ともいずれの器官の絶対重量、相対重量とも対照群との聞に有意差を認めず、被験物質投与

によると考えられる剖検時の肉眼的異常もみられなかった。また、病理組織学的検査の結果、

雌雄ともいずれの器官にも被験物質投与によると考えられる異常は認められなかった。その他、

投与期間終了時および回復期間終了時ともに、いずれの群においても機能検査の結果に異常は

みられず、体重の推移ならびに摂餌量の測定結果には被験物質投与によると考えられる変化は

認められなかった。また、投与期間終了時、回復期間終了時のいずれも、雌雄とも血液学検査

の各検査項目に、いずれの投与群においても対照群と比較して有意差は認められず、血液生化

学検査の結果にも、被験物質投与によると考えられる異常はみられなかった。ニッケノレは経口

投与で呼吸器、循環器、消化器、血液系、筋骨格系、肝臓、腎臓、皮膚および体重に影響があ

るとされ、また、ヒトがニッケルに曝露されると、中枢神経系および肺組織への直接的な毒性

に基づく肺への副作用が最も多く発生するとされている九本試験においては牌臓以外に標的
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と考えられる器官はなく、死亡原因に直接結ひ、つく可能性のある標的器官は特定できなかった。

一方、詳細な症状観察の結果、雄では投与期間末期の観察においてケージからの取り出し時

や動物の取り扱い時において、抵抗を示す動物が若干増加する傾向が認められた。これらの所

見は雌では認められない変化であり、通常の一般状態に異常がみられないことから偶発的な差

である可能性も考えられるが、動物の一般状態の悪化に伴いヒトとの接触を忌避する行動であ

る可能性が示唆されること、雌においては妊娠している等、動物の状態の変化に伴い、感覚や

行動が通常の状態とは異なり異常が検出されなかった可能性が推定される事から、被験物質の

投与による影響である可能性を否定できなかった。

血液生化学検査において、回復期間終了時に 10mg/kg投与群の雄でアスパラギン酸アミノト

ランスブエラーゼ活性ならびにアラニンアミノトランスブエラーゼ活性に有意差がみられたが、

いずれも活性の低下であり、他の血液生化学検査項目に変化はなく、肝臓や腎臓の病理学検査

所見にも著明な変化は認められないことから、偶発的な有意差と判断したロ

2. 生殖発生毒性

いずれの投与群においても投与による性周期への影響は認められず、交配の結果、全例の交

尾が成立し受胎した。また、妊娠動物の全例が生児を出産し、妊娠期間には対照群と投与群と

の間で有意差を認めなかった。分娩/晴育状態ならびに分娩翌日以降の晴育の状態に異常は認め

られなかった口また、病理組織学検査の結果、投与終了時、回復試験期間終了時とも、雄の精

巣ならびに雌の卵巣に、被験物質投与によると考えられる異常は認められなかった。

出生した児の一般状態には異常が認められず、児の生存性ならびに体重推移にも、被験物質

投与の影響はみられなかった。生存児および死亡児の形態観察結果に、被験物質投与の影響は

認められなかった。

以上の結果、雌雄の生殖発生毒性ならびに出生児に関しては、本試験においては NCB投与に

起因した毒性学的影響は認められないものと判断した。

投与経路は異なるが、 Bensonらによれば硫酸ニッケルをニッケル量として1.6 mg/m3の割合

で 1日6時間、 12日間にわたってラットに吸入曝露させた時、精巣の精上皮細胞に変性が認め

られるとする報告があり 2)、同様の変化は二硫化三ニッケルをニッケル量として1.8 mg/m3、吸

入で曝露させた時にも生じるとも報告されている 3)。また、 3世代繁殖試験じおいて、新生児

死亡率の増加が認められたとする報告もあるべしかし、本試験においては雌雄とも生殖発生

毒性学的影響は観察されなかった。
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3. 無作用量

以上の結果より、反復投与毒性に関し雄では、 10mg/kg投与群の 1例で死亡が認められ、剖

検所見ならびに病理組織検査の結果から被験物質の影響を否定できない一方で、、 2mg/kg以下

の投与群ではなんらの毒性学的変化がみられないことから、本試験条件下での NCBの雌の無作

用量は 2mg/kg/dayと推定される。一方、雄については、詳細な症状観察で 10mg/kg投与群に

おいてケージからの取り出し時や動物の取り扱い時において、抵抗性を示す動物が若干増加す

る傾向が認められ、 2mg/kg以下の投与群ではなんらの毒性学的変化がみられないことから、

本試験条件下での雄の無作用量も 2mg/kg/dayと推定される。塩化ニッケノレをニッケル量とし

て 35mg/旬、 92日聞にわたり強制経口投与されたラットにおいては死亡が認められ、硫酸ニッ

ケルの 50mg/kgを混餌投与された雌ラットでは体重低下がみられ、いずれも NOAELは 5mg 

Ni/kg/dayであるとされている九日RCはニッケル化合物の健康影響評価を化学的分類に従い、

グループ化して記載しているが、最終的な安全性の観点において、ニッケルの化学形態が多様

であり、生体内の代謝によってニッケノレ化合物の化学形態が移行する可能性があることから、

全てのニッケル化合物を一つのグループとして扱っている 5)。本試験で、の塩基性炭酸ニッケル

のNOAELを塩化ニッケルの成績と比較すると、本試験における無作用量は塩基性炭酸ニッケル

として 2mg/kgであることから、ニッケノレ量に換算すると約1.2 mg/kgとなり、本試験の投与

群を考えるとき、既報の結果と大きな隔たりは認められなかった。

一方、雌雄の生殖発生毒性ならびに出生児に対する毒性に関しては、 10mg/kg投与群におい

ても NCB投与に起因した影響が認められなかったことから、 10mg/kg/day以上と判断された。
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Table 1 

Combined repe剖 doseand reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Clinical signs of males 

Initial number Number of animals with clinical signs 

Clinical sings Dose (mglkg) of Days of treatment Days of recovery 
b Total 

animals 1-7 8・14 15-21 22-28 29・35 36-42 1-7 8・15

oa 12 。 。 。 。 。 。 。 。 。
Abnonnality 0.4 12 。 。 。 。 。 。 。

2 12 。 。 。 。 。 。 。
10 12 。 。 。 。 。 。 。 。 。

a vehicle con廿01，0.5%CMC Na solution (5 mL/kg) 

b the recovery test was performed in 5 animals for each of the 0 and 10 mglkg groups 



Table 2-1 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Clinical signs of females， dams 

Clinical sings Dose (mglkg) 

Initial number 

of 

animals 

Number of animals with clinical signs 

Days of treatment 

ト7 8・14 15-21 22-28 29-35 36A2 43-50 

。 。 。 。 。 。 。
。 。 。 。 。 。 。
。 。 。 。 。 。 。
。 。 。 。 。 。
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NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 



Table 2四2

Combined repe剖 doseand reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Clinical signs of females， satellite groups 

Initial number Number of animals with clinical signs 

Clinical sings Dose (mglkg) of Days of treatment Days of recove立
b Total 

animals 1・7 8圃 14 15-21 22-28 29・35 36・42 1-7 8・15

。a
5 。 。 。 。 。 。 。 。 。

Abnormality 

10 5 。 。 。 。 。 。 。 。 。
NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle con仕01，0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

b the recovery test was performed in 5 animals for each ofthe 0 and 10 mglkg groups 



Table 3・1

Combined repe剖 doseand reproductive/developmental toxici句，screening test ofNCB by oral administration in rats 

Detai1ed clinical observations of males 

Initial number 

Findings Dose (mglkg) of Days of treatment b 

Pre-treatment 
Days ofrecovery 

animals 7 14 21 28 35 42 7 14 

[Pos旬開 inhome-cage] 。a 12 3 c 。 。 。 。 2 。 。 。
Rearing 0.4 12 3 。 。 2 。 。 。

2 12 。 。 。 。
10 12 2 。 。 。 。 。 3 

[Home喧 cageactivi貯] 。 12 。c 3 6 。 。 。 5 3 。
Asleep 0.4 12 6 3 2 。 3 8 

2 12 。 8 2 。 。 。 10 

10 12 。 6 3 。 。 。 9 4 。
[Ease of removing r国 fromcage] 日 12 18 d 2 4 4 。 。 2 。 2 

Very easy (score 0) 0.4 12 8 6 。 2 。 4 2 

Vocalization without resist叩 ce(score 2) 2、 12 16 。 。 6 。 4 。
Rat tlinched (score 4) 10 12 22 4 4 6 。 6 6 2 4 

[Reactivity加 beinghandled] 。 12 26 d 2 2 2 。 2 2 。 。
No resistance， rat was easy to handle (score 0) 0.4 12 20 6 。 2 。 4 2 

Vocalization without resistance (score 2) 2 12 20 2 。 2 。 。 。
Slight resistance to being handled (score 4) 10 12 24 4 2 6 2 2 6 2 4 

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mLlkg) 

b the recoveη， test was performed in 5 animals for each of the 0 and 10 mglkg groups 

C Values represent number ofanimals with the findings. 

d Values represent total score of each groups. 



Table 3-2 

Combined repeat dose叩 dreproductive/developmental toxici旬screeningtest ofNCB by oral administration in ra臼

Detai!ed clinical observations of males 

Initial number 

Findings Dose (mglkg) of Days of treatment Days ofrecovery 
b 

Pre-treatment 
animals 7 14 21 28 35 42 7 14 

[Exploration] o a 12 48 c 48 48 48 48 48 48 20 20 

Normal (score 4) 0.4 12 48 48 48 48 48 48 48 

2 12 48 48 48 48 48 48 48 

10 12 48 48 48 48 48 48 48 20 20 

[Grooming] 。 12 。c 。 。 。 。 。 。 。 。
Normal (score 0) 0.4 12 。 。 。 。 。 。 。

2 12 。 。 。 。 。 。 。
10 12 。 。 。 。 。 。 。 。 。

[Vocalization] 。 12 。c 。 。 。 。 。 。 。 。
Normal (score 0) 0.4 12 。 。 。 。 。 。 。

2 12 。 。 。 。 。 。 。
10 12 。 。 。 。 4 。 。 。 。

[Straub tail] 。 12 o c 。 。 。 。 。 。 。 。
Normal (score 0) 0.4 12 。 。 。 。 4 。 。
Slight (score 4) 2 12 。 。 。 。 。 。 。

10 12 。 4 4 4 。 。 8 4 。
NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mLlkg) 

b the recove町 testwas performed in 5 animals for each of the 0 and 10 mg/kg groups 

c Values represent total score of each groups. 



Table 4・1

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

DetaHed clinical observations offemales， dams 

Initial number 

Findings Dose (mg/kg) of Days of treatment 
Pre~treatment The lactation period 

animals 7 14 21 28 35 

[Pos加rein home-cage] 。a 12 。b 。
Rearing 0.4 12 2 。 。 。 。

Z 12 2 。 。
10 12 3 3 2 。 。

[Home-cage activity] 。 12 o b 。 。 3 4 。
Asleep 0.4 12 。 。 。 3 4 6 。

2 12 。 。 。 3 6 6 。
10 12 。 。 。 2 5 。

[Ease of removing r副合omcage] 。 12 2C 。 。 。 。 。 。
Very easy (score 0) 0.4 12 4 。 2 。 。 。 。
Vocalization without resistance (score 2) 2 12 6 。 。 。 。 。 。
R剖t1inched(score 4) 10 12 2 2 2 。 。 。 。

[Reactivi匂，to being handled] 。 12 2 c 。 。 。 。 。 2 

No resistance， r国 waseasy to hand1e (score 0) 0.4 12 6 。 。 。 。 。 2 
Vocalization without resistance (score 2) 

2 12 10 。 2 。 。 。 。
Slight resistance to being handled (score 4) 

Resistance to being handled (score 6) 10 12 4 。 。 。 。 。 。
NCB:nickel (11) carbonate hydroxide tetr油ydrate

a vehicIe control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

b Values represent number of animals with the findings. 

C Values represent total score of each groups. 



Table 4-2 

Combined repe副 doseand reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in ra包

Detai1ed c1inical observations of females， satellite groups 

Initial number 

Findings Dose (mglkg) of Days of treatment Days of recovery 
Pre-treatment 

animals 7 14 21 28 35 42 7 14 

[Pos加rein hotne-cage] 。a 5 1 b 。 3 3 。
Re町 ing

10 5 。 。 。 。 。

[Home-cage activi守] 。 5 o b 。 。 2 。 。 。
Asleep 

10 5 。 。 2 。 。 。

[Ease of removing rat from cage] 。 5 。c 。 2 。 。 。 。 。 。
Very easy (score 0) 

Vocalization without resist叩 ce(score 2) 

Rat f1inched (score 4) 10 5 2 2 2 4 。 。 。 。 。

[Reactivi句，to being handled] 。 5 。c 。 。 。 。 。 。 。 。
No resistance， rat was easy to handle (score 0) 
VocaIization without resistance (score 2) 
Slight resistance to being handled (score 4) 

Resistance to being handled (score 6) 10 5 2 2 2 4 。 2 。 。 。
NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

b Values represent number of animals wIth the findings. 

C Values represent total score of each groups. 



Table 4-3 

Combined repeat dose and reproductive/developmentaI toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Detailed clinical observations of females， dむns

Initial number 

Findings Dose (mg/kg) of Days of treatment 
Pre-treatment The lactation period 

animals 7 14 21 28 35 

[Exploration] o a 12 48 b 48 48 48 48 48 48 

Normal (score 4) 0.4 12 48 48 48 48 48 48 48 

2 12 48 48 48 48 48 48 48 

10 12 48 48 48 48 48 48 44 

[Straub tail] 。 12 o b 。 。 。 。 。 。
Normal (score 0) 0.4 12 。 。 。 。 。 。 。

2 12 。 。 。 。 。 。 。
10 12 。 。 。 。 。 。 。

[Stereo旬py] 。 12 o c 。 。 。 。 。 。
Rearing 0.4 12 。 。 。 。 。 。 。

2 12 。 。 。 。 。 。 。
10 12 。 。 。 。 。 。 。

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

b Values represent total score of each groups. 

C Values represent number of animals with the findings. 



Table 4w4 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Detailed c1inical observations of females， sateIlite groups 

lnitial number 

Findings Dose (mglkg) of Days of treatment Days of recovery 
Pre・仕'eatment

animals 7 14 21 28 35 42 7 14 

[Exploration] o a 5 20 b 20 20 20 20 20 20 20 20 

Normal (score 4) 

10 5 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

[Straub tail] 。 5 o b 。 。 。 。 。 。 。 。
Normal (score 0) 

10 5 。 。 。 。 。 。 。 。 。

[Stereotypy] 。 5 。c 。 。 。 。 。 。 。 。
Rearing 

10 5 。 。 。 。 。 。 。 。 。
NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

b Values represent total score of each groups. 

C Values represent number of animals with the findings. 



Table 5 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB in rats 

Functional findings of males and females at the end of dosing period 

Compound NCB 

Dose (mg/kg) oa 0.4 2 10 

Male 

Number ofanimals 10 5 5 10 

Pupillary reflex 100 100 100 100 

Eyelid r巴flex 100 100 100 100 

Visual pJacing 100 100 100 100 

Withdrawal reflex 100 100 100 100 

Prayer's reaction 100 100 100 100 

Startle reaction 100 100 100 100 

Righting reflex 100 100 100 100 

Fema[e. dam 

Number of animals 5 5 5 5 

Pupi1lary reflex 100 100 100 100 

Eyelid reflex 100 100 100 100 

Visual placing 100 100 100 100 

Withdrawal reflex 100 100 100 100 

Prayer's reaction 100 100 100 100 

Startle reaction 100 100 100 100 

Righting reflex 100 100 100 100 

Female satellite g坦且旦

Number of animals 5 

Pupillary reflex 100 100 

Eyelid reflex 100 100 

Visual placing 100 100 

Withdrawal re自ex 100 100 

Prayer's reaction 100 100 

Startle reaction 100 100 

Righting reflex 100 100 

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

Values represent % of animals showing normal responses. 
a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mLlkg) 



Table 6 

Cornbined repeat dose and reproductive/developrnental toxicity screening test ofNCB血悶ts

Punctiona1日ndingsof rna1es四 dferna1田 atthe end of recovery period 

Cornpound 

Dose (rng!kg) 

Male 

Nurnber of anirna1s 

Pupillary reflex 

Eyelid reflex 

Visual placing 

Withdrawal reflex 

Prayer's reaction 

Startle reaction 

Righting refIex 

Fernale. sa匂l1itegrOUP 

Nurnber of anirnals 

Pupillary ref1ex 

Eyelid reflex 

Visual placing 

Wi血drawa1refIex 

Prayer's reaction 

Startle reaction 

Righting ref1ex 

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

a 
O 

5 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

5 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Values represent % of animals showing norma1 responses. 
a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

NCB 

10 

5 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

5 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 



Table 7 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Body weight of males (g) 

Compound NCB 

Dose (mglkg) 03 0.4 2 10 

D笠Sof仕ea加lent

1 (initial body weight) 385.3土 16.6 (12) 385.4ム土 16.3 (12) 383.5 土 13.0 (12) 383.3土 16.8 (12) 

7 409.1 土 19.9 (12) 410.8 土 23.5 (12) 402.5 土 19.5 (12) 400.4士 19.9 (12) 

14 429.7 土 21.9 (12) 436.0 士 27.9 (12) 425.2 士 23.8 (12) 422.4 土 24.0 (12) 

21 446.9 士 22.0 (12) 457.5士 32.2 (12) 449.1土 26.2 (12) 443.8 土 23.0 (12) 

28 467.7 土 25.4 (12) 478.0 土 34.7 (12) 472.8 土 27.2 (12) 467.3 :l: 25.9 (12) 

35 489.2 土 24.4 (12) 502.5 土 38.3 (12) 496.9 土 29.6 (12) 491.8 土 27.5 (12) 

42 513.4士 24.9 (12) 522.4土 38.4 (12) 518.6 土 34.5 (12) 510.6 土 31.8 (12) 

DavS ofrecoverv 

514.5 土 36.0 (5) 495.9 士 26.8 (5) 

7 531.9 土 38.6 (5) 515.5 土 28.5 (5) 

14 544.4土 36.7 (5) 527.0 土 28.0 (5) 

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide te仕ahydrate
Values represent mean土S.D.(N) 
3 vehicle controI， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 



Table 8-1 

Combined repe剖 doseand reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Body weight of females， dams (g) 

Compound NCB 

Dose (mglkg) oa 0.4 2 10 

D位 Sof甘ea白lent

1 (initial body weight) 232.5 土 7.1 (12) 233.4土 10.1 (12) 230.6 土 7.2 (12) 231.9 士 10.3 (12) 

7 241.8 土 6.1 (12) 244.4土 12.5 (12) 244.5 土 10.7 (12) 246.5 二七 10.7 (12) 

14 255.0 土 9.1 (12) 254.3土 15.0 (12) 256.9 :l:: 12.6 (12) 257.2土 12.2 (12) 

DavS ofp，regnancy 

。 266.3 土 11.0 (12) 261.2 土 14.1 (12) 264.9 土 13.1 (12) 261.6 土 11.0 (12) 

7 304.5 土 15.0 (12) 300.8 土 15.9 (12) 306.0 土 18.0 (12) 303.5 士 14.0 (12) 

14 342.4士 17.4 (12) 335.7 士 19.4 (12) 342.7 土 22.2 (12) 340.3士 17.9 (12) 

20 425.5 土 19ユ (12) 407.6 土 33.8 (12) 419.8 士 32.9 (12) 417.3土 22.5 (12) 

D盟主 oflactation 

。 308.5 土 24.7 (12) 305.9 土 25.1 (12) 306.5 土 27.1 (12) 286.5 士 16.4 (11) 

4 339.2士 17.5 (12) 332.1 土 17.9 (12) 333.0 土 22.1 (12) 326.9 士 14.1 (11) 

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide te甘ahydrate
Values represent mean土S.D.(N) 
a vehicIe control， 0.5% CMC Na solution (5 mLlkg) 



Table 8-2 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in r瓜S

Body weight of females， satellite groups (g) 

Compound NCB 

Dose (mglkg) oa 10 

D笠sof甘ea加lent

1 (initial body weight) 232.1 土 4.4 (5) 228.6 土 10.9 

7 245.5土 7.8 (5) 241.3 :l:: 9.8 

14 250.2土 7.6 (5) 252.1 土 9.8 

21 266.4士 10.7 (5) 260.8 土 16.1 

28 275.3土 14.1 (5) 270.5 土 19.4 

35 284.3士 15.1 (5) 279.6 土 19.9 

42 289.8 土 17.1 (5) 290.3士 22.8 

Davs ofrecovery 

291.9 土 20.1 (5) 288.6 土 20.6

7 300.8 土 20.7 (5) 300.4土 28.6

14 312.4士 20.0 。) 304.9 土 28.8

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Values represent mean:l::S.D. (N) 
a vehicle con廿01，0.5%CMC Na solution (5 mL/kg) 

(5) 

(5) 

(5) 

(5) 

(5) 

(5) 

(5) 

(5) 

(5) 

(5) 



Table 9 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral adminis仕ationin rats 

Body weight gain of males (g) 

Compound 

Dose (mg/kg) oa 

D笠Sof treatment 

1・7 23.8 士

7 -14 20.6 土

14 -21 17.3 土

21 -28 20.7 土

28・35 21.5 土

35 -42 24.2 ::1: 

DayS ofrecoverv 

1・7 17.3土

7・14 12.5 土

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Values represent mean::l::S.D. (N) 
a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mLlkg) 
キsignificantlydifferent企omcontrol， p<0.05 

5.4 

6.1 

5.7 

6.9 

4.9 

5.7 

8.6 

3.1 

NCB 

0.4 2 

(12) 25.4 ::1: 10.9 (12) 19.0 土

(12) 25.2土 7.1 (12) 22.7 土

(12) 21.5 土 6.6 (12) 23.9 土

(12) 20.5 士 7.2 (12) 23.7 土

(12) 24.5 土 5.9 (12) 24.2土

(12) 19.9 土 4.0 (12) 21.7 土

(5) 

(5) 

10 

9.2 (12) 17.1 士 6.3 (12) 

6.4 (12) 22.0 土 7.0 (12) 

4.8牢 (12) 21.5 士 4.2 (12) 

5.1 (12) 23.5土 6.2 (12) 

5.7 (12) 24.5士 6.9 (12) 

7.5 (12) 18.7 士 6.4 (12) 

19.6 土 3.6 (5) 

11.5 士 3.9 (5) 



Table 10・1

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Body weight gain of females， dams (g) 

Compound 

Dose (mglkg) oa 

D控Sof仕ea位lent

1 -7 9.3土

7 -14 13.2士

Days ofpre田lancV

0-7 38.2 土

7 -14 37.9 土

14 -20 83.1 土

Days of lactation 

0・4 30.8 士

NCB:nickel (11) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Values represent mean土S.D.(N) 
a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

7.2 

7.1 

7.8 

5.1 

4.8 

24.0 

NCB 

0.4 2 

(12) 10.9 士 6.1 (12) 13.8 士

(12) 9.9 土 4.2 (12) 12.5 土

(12) 39.6 士 7.1 (12) 41.1土

(12) 34.9 土 6.0 (12) 36.7 土

(12) 72.0 士 17.1 (12) 77.1土

(12) 26.2 土 14.8 (12) 26.4土

10 

7.2 (12) 14.5 土 7.5 (12) 

5.3 (12) 10.7 士 7.0 (12) 

8.9 (12) 42.0 土 10.6 (12) 

7.6 (12) 36.8 士 6.0 (12) 

15.1 (12) 77.0 士 7.5 (12) 

13.3 (12) 40.4土 13.9 (11) 



Table 10-2 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral adminis仕ationin rats 

Body weight gain of females， satellite groups (g) 

Compound NCB 

Dose (mglkg) oa 10 

D邑空 of甘eament

1 -7 13.4土 6.7 (5) 12.7 士

7 -14 4.8 土 1.9 (5) 10.8 土

14 -21 16.2土 5.7 (5) 8.7 士

21 -28 8.9 土 5.1 (5) 9.8 土

28 -35 9.0 土 2.9 (5) 9.1 士

35 -42 5.5 土 4.1 (5) 10.7 土

DayS ofrecovery 

1 -7 8.9 土 8.1 (5) 11.8 土

7 -14 11.7 土 4.5 (5) 4.5 士

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide te甘ahydrate
Values represent mean土S.D.(N) 
a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 
* significantly different企omcon甘01，pく0.05

5.9 (5) 

3.9キ (5) 

9.0 (5) 

7.1 (5) 

5.1 (5) 

5.2 (5) 

9.0 (5) 

2.7* (5) 



Table.ll 

Combined repe剖 doseand reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral adminis甘ationin rats 

Cumulative body weight gain of males (g) 

Compound NCB 

Dose (mglkg) oa 0.4 2 10 

D控室 of treatment 

1・7 23.8 士 5.4 (12) 25.4士 10.9 (12) 19.0 士 9.2 (12) 17.1 土 6.3 (12) 

1・14 44.4士 9.2 (12) 50.6 土 14.7 (12) 41.7 土 13.9 (12) 39.1 土 10.8 (12) 

1・21 61.6 士 10.5 (12) 72.1土 19.4 (12) 65.6 土 16.0 (12) 60.6 士 11.2 (12) 

1 -28 82.4土 15.3 (12) 92.6 土 22.5 (12) 89.3土 17.1 (12) 84.0 土 15.6 (12) 

1 -35 103.9 士 15.9 (12) 117.0 士 26.2 (12) 113.5土 18.8 (12) 108.6 士 19.8 (12) 

1 -42 128.1 土 16.1 (12) 136.9 士 27.0 (12) 135.1 土 24.2 (12) 127.3 土 23.6 (12) 

Days ofrecoverv 

1 -7 17.3土 8.6 (5) 19.6 土 3.6 (5) 

1 -14 29.8 士 8.7 (5) 31.1土 6.6 (5) 

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Values represent mean土S.D.(N) 
a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 



Table 12-1 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral adminis仕atIonin rats 

Cumulative body weight gain of females， dams (g) 

Compound 

Dose (mglkg) oa 

D盟主 of仕ea加lent

1 -7 9.3土

1幽 14 22.5 士

Days of pregnancy 

0-7 38.2 士

0・14 76.1 土

o -20 159.2土

D位sof lactation 

0-4 30.8 土

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide te仕ahydrate
Values represent mean土S.D.(N) 
a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

7.2 (12) 

6.5 (12) 

7.8 (12) 

10.0 (12) 

11.0 (12) 

24.0 (12) 

NCB 

0.4 2 

10.9 士 6.1 (12) 13.8 土

20.9 土 7.0 (12) 26.3 士

39.6 士 7.1 (12) 41.1土

74.4士 11.5 (12) 77.8 土

146.4土 27.1 (12) 155.0 士

26.2 土 14.8 (12) 26.4土

10 

7.2 (12) 14.5 士 7.5 (12) 

9.8 (12) 25.3 土 7.7 (12) 

8.9 (12) 42.0 土 10.6 (12) 

14.7 (12) 78.7 士 13.3 (12) 

24.7 (12) 155.7 士 18.6 (12) 

13.3 (12) 40.4土 13.9 (11) 



Table 12-2 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Cumulative body weight gain of females， satellite groups (g) 

Compound 

Dose (mglkg) 

D白空 oftreatment 

1 -7 

1 -14 

1 -21 

1 -28 

1 -35 

1 -42 

Days ofrecovew 

1・7

1 -14 

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Values represent mean:f:S.D. (N) 

oa 

13.4士

18.2 土

34.4士

43.3 土

52.2 士

57.7 士

8.9 土

20.6 土

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

NCB 

10 

6.7 (5) 12.7 土

6.6 (5) 23.5土

7.7 (5) 32.2 土

11.3 (5) 42.0 土

12.6 (5) 51.0 士

15.3 (5) 61.7 土

8.1 (5) 11.8 土

6.6 (5) 16.3 士

5.9 (5) 

5.9 (5) 

11.5 (5) 

17.6 (5) 

16.4 (5) 

17.4 (5) 

9.0 (5) 

9.0 (5) 



Table 13 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral adminis廿ationin rats 

Food consumption ofmales (g1day) 

Compo山ld

Dose (mg!kg) oa 

D控sof甘'ea加lent

1 -2 28.6 土

7-8 26.1 土

14 -15 27.5土

29・30 27.7 士

35 -36 29.6 土

41 -42 31.8 士

Davs ofrecovery 

6国 7 29.0 士

13・14 29.2 土

NCB :nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Values represent mean土S.D.(N) 
a vehicle con甘01，0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 
* significantly di百erentfrom con仕01，Pく0.05

2.6 

2.9 

3.4 

2.6 

2.6 

2.2 

3.1 

1.9 

NCB 

0.4 2 

(12) 29.0 土 3.7 (12) 28.8 土

(12) 28.7 士 3.1 (12) 27.4土

(12) 28.6 士 3.2 (12) 27.2 :1:: 

(12) 30.1 土 3.7 (12) 29.6 土

(12) 29.6 土 1.9 (12) 30.7 土

(12) 31.7 土 2.5 (12) 31.8 土

(5) 

(5) 

10 

3.1 (12) 28.5 士 2.0 (12) 

1.9 (12) 28.1 士 3.1 (12) 

2.1 (12) 28.1 土 2.9 (12) 

1.9 (12) 30.6 士 1.9* (12) 

3.4 (12) 31.4 土 2.9 (12) 

3.5 (12) 31.8 士 3.9 (12) 

29.3土 2.7 (5) 

27.9 土 1.1 (5) 



Table 14-1 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral adminis廿ationin rats 

Food cons田nptionoffemales， dams (g/day) 

Compound NCB 

Dose (mg!kg) oa 0.4 2 10 

D位sof甘ea加lent

1 -2 19.1 土 2.2 (12) 17.1土 4.0 (12) 20.5 土 2.5 (12) 20五士 3.0 (12) 

7・8 20.8 土 1.6 (12) 19.5 土 3.1 (12) 20.6 士 2.6 (12) 18.6 土 1.8 (12) 

14 -15 18.4土 2.5 (12) 20.9 土 2.3* (12) 21.0 土 2.5* (12) 20.5土 2.3 (12) 

Davs ofpreEnancy 

o -1 21.5 土 4.7 (12) 20.8 土 2.7 (12) 23.2 士 3.5 (12) 21.9 土 3.0 (12) 

7 -8 27.3土 4.1 (12) 26.9 土 3.5 (12) 28.8 土 4.2 (12) 27.9 土 3.6 (12) 

14 -15 30.1 土 3.8 (12) 26.5 土 3.5 (12) 28.9 土 3.8 (12) 28.1 土 2.9 (12) 

20 -21 20.0 土 4.3 (12) 22.2 土 3.5 (12) 20.2 土 6.7 (12) 16.1 土 4.9 (12) 

D盟 Sof lactation 

3岨 4 44.1 士 11.1 (12) 43.9 土 4.4 (12) 43.9 土 3.8 (12) 46.9 土 3.7 (11) 

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Values represent mean::l::S.D. (N) 
a vehic1e con仕01，0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 
* significantly di旺erent企omcontrol， pく0.05



Table 14・2

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral adrhinistration in rats 

Food cons田nptionoffemales， satellite groups (g/day) 

Compound 

Dose (mglkg) 

Days oftrea加lent

1 -2 

7-8 

14 -15 

29・30

35 -36 

41 -42 

Days ofrecovery 

6-7 

13 -14 

NCB:nickeI (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Values represent mean土S.D.(N) 

oa 

17.0 士

20.6 土

21.0 土

17.3士

22.4士

19.4士

22.1 土

22.1 士

a vehicle con甘01，0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

NCB 

10 

2.9 (5) 18.4土

1.1 (5) 17.9 土

2.6 (5) 19.9 土

1.7 (5) 19.4士

2.0 (5) 18.9 士

2.3 (5) 21.4 士

3.7 (5) 21.8 士

1.6 (5) 20.1 士

2.7 (5) 

4.1 (5) 

2.9 (5) 

3.2 (5) 

4.2 (5) 

1.9 (5) 

3.9 (5) 

4.5 (5) 



Table 15 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Hematological findings ofmales and females at the end of dosing period 
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10 a 
O 2 

Number of animals 5 

M単皇

阻 C(XI04jμL) 

Hemoglobin (g/dL) 

Hematocrit (%) 

MCV (fL) 

MCH(pg) 

MCHC (g/dL) 

WBC (x100/μL) 

Differentalleukocyte count (%) 

T、~eutrophil

Eosinophil 

BasophiJ 

Monocyte 

Lymphocyte 

Platelet (x 1 04/μL) 

PT (sec) 

APTT (s民)

Female. dam 

Number ofanimals 

RBC(x104jμL) 

Hemoglobin (g/dL) 

Hematocrit (%) 

MCV (fL) 

MCH (pg) 

MCHC (g/dL) 

WBC (x100/μL) 

Differental1eukocyte count (%) 

Neutrophil 

Eosinophil 

Basophil 

Monocyte 

Lymphocyte 

Platelet (x 1 0
4
/μL) 

PT (sec) 

APTT (sec) 

5 

800 土 45

14.4土 0.2

43.7 土 0.8

54.7 土 2.5

18.1 土 0.8

33.0 土 0.4

72.3 土 16.9

18 土 7

nv

『
J
B

士

士

土

勺

'
u
n
u

『ザ

75 土 6

104.1土 15.7

16.7 土1.3

22.1 土1.9

5 

666 土 60

13.2 士 0.8

39.5 土 2.9

59.4土 2.5

19.9 土 0.9

33.5 土 0.5

78.3土 5.1

19 士 6

1 土 0

0 土 0

8 土 3

73 土 7

113.1 士 6.8

12.8 土 0.5

19.8 土1.1

5 

784 :l:: 29 

14.4 士 0.4

43.7 士1.0

55.8 士 13

18.4 土 0.4

33β 士 0.3

60.6 士 14.8

25 土 10

2 士 0

0 土 O

6 :l:: 3 

67 土 12

99.8 士 16.4

19.1 土1.5

22.1土 0.6

5 

693 土 30

13.5 士 0.4

40.1 士1.3

57.9 土 0.9

19.5 土 0.5

33.7 士 0.3

73.6 土 14.3

25 士 2

1 土

O 土 O

8 士

66 土 3

110.7 土 6.7

12.2 土 0.3

17.9 士1.1

5 

835 土 44

15.0 土 0.5

45.3 :l:: 1.4 

54.3 土 2.0

17.9 士 0.7

33.0 土 0.1

63.8 士 28.2

19 土 5

2 土 O

O 土 O

5 土 2

74 土 7

97.6 士 9.7

16.2 土 2.2

21.6土1.3

5 

664 土 38

13.1 士 0.7

39.2 土 2.5

59.0 土 2.2

19.7 土 0.5

33.3土 0.5

76.5土 14.2

25 土 5

2 土

O 土 O

9 土 3

64 土 8

116.4士 17.8

12.5土 0.3

18.7 土1.6

789 士 24

14.1 士 0.6

42.7 士1.7

54.1 士1.2

17.9 土 0.3

33.1 土 0.5

63.5 土 12.4

15 士 5

2 土

O 土 0

6 士

77 士 5

96.4士 8.5

15.8 土 2.2

21.7 土1 .8

5 

667 土 28

12.8 士 0.6

38.1 土1.7

57.2 土 0.4

19.3土 0.1

33.7 士 0.4

84.2 土 31.4

28 土 6

1土 O

O 士 O

8 土 3

63 :l:: 9 

114.9 士 8.5

12.7 土 0.3

18.4土1.1

NCB:nickeJ (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Values represent mean土S.D
a vehicle contro1， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 



Table 16 

Combined repeat dose叩 dreproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by ora1 administration in ra臼

Hematological findings ofmales and females at the end ofrecovery period 

Compound NCB 

Dose (mglkg) oa 10 

Male 

Number of animals 5 5 

阻 C(XI0
4
/μL) 833 土 35 827 土 45 

Hemoglobin (gldL) 14.6 土 0.2 14.7 土 0.4 

Hematocrit (%) 43.9 土 1.1 44.3 士 1.1 

MCV(fL) 52.7 土 2.2 53.6 土 1.9 

MCH (pg) 17.6 土 0.8 17.9 土 0.6 

MCHC (gldL) 33.4土 0.5 33.3 ::1:: 0.1 

WBC (xl00/μL) 95.3 土 29.0 78.5 土 12.8

Differentalleukocyte count (%) 

Neutrophil 14 土 6 15 ::1:: 4 

Eosinophil 1 ::1:: 。 2 土

Basophil O 土 。 O 土 。

Monocyte 6 土 6 土

Lymphocyte 79 土 7 78 土 5 

Platelet (xl0
4
/μL) 102.8 土 14.2 97.8 ::1:: 11.7 

PT (sec) 25.5 ::1:: 3.1 20.5 土 4.2 

APTT (sec) 25.7 土 1.0 25.2 土 1.4 

Female. satel1ite Foup 

Numberof加 imals 5 5 

RBC(xl04/μL) 792 士 32 781 土 22 

Hemoglobin (gldL) 14.5 土 0.6 14.4 土 0.6 

Hematocrit (%) 43.7 土 2.1 43.8 土 2.1 

MCV(fL) 55.2 土 2.2 56.1 土 2.6 

MCH (pg) 18.4 ::1:: 0.6 18.5 土 0.7 

MCHC(巴IdL) 33.3土 0.3 33.0 土 0.6 

WBC (xl001μL) 39.3 土 6.9 50.3 土 9.9 

Differental1eukocyte count (%) 

Neutrophil 12 土 3 13 土 4 

Eosinophil 1 土 2 土 。

Basophil 。土 。 O 土 。

Monocyte 5 土 2 4 土

Lymphocyte 82 土 2 82 土 4 

Platelet (x10
4
;μL) 97.5 土 12.7 91.6 土 5.3 

PT (sec) 12.7 土 0.7 13.5 土 0.9 

APTT(sec) 20.4土 1.6 21.0 土 1.7 

阻 d由edifference between the values in two measurements was not more th阻 10%ofthe lower value. The白rstmeasured value was employed as 

Values represent mean土S.D.
a vehicle contro1， 0.5% CMC Na solution (5 mLlkg) 



Table 17 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Biochemical findings of males and females at the end of dosing period 

Compound 

Dose (mglkg) 

単車

Number of animals 

Total protein (gldL) 

Albumin (g/dL) 

A/G 

Blood .urea nitrogen (mg/dL) 

Cr.eatinine (mgldL) 

Glucose (mgldL) 

Total cholesterol (mg/dL) 

Triglyceride (mg/dL) 

ALP(U札)

ALT(U止)

AST(Uι) 

y-GTP (U/L) 

Total bilirubin (mgldL) 

Inorganic phosphorus (mgldL) 

Calcium (mg/dL) 

Na (mEq/dL) 

K(mEq/dL) 

CI (mEq/dL) 

Female. dam 

Number ofanimals 

Total protein (g/dL) 

Albumin (gldL) 

AJG 

Blood urea nitrogen (mg!dL) 

Creatinine (mg/dL) 

Glucose (mg/dL) 

Total cholesterol (mg/dL) 

Triglyceride (mgldL) 

ALP(Uι) 

ALT(Uι) 

AST(Uι) 

γ-GTP(U止)

Total bilirubin (mgldL) 

. Inorganic phosphorus (mgldL) 

Calcium (mgldL) 

Na(mEq/dL) 

K(mEq/dL) 

CI (mEq/dL) 

a 
o 

5 

5.8 土 0.2

3.7 土 0.1

1.78 土 0.14

20 土 2

0.7 士 0.1

161 土 17

49 土 9

27 土 15

191 土 25

36 土 21

79 土 32

2 土 l

0.06 ::1:: 0.02 

7.0 ::1:: 0.4 

9.1土 0.2

143.5 土1.1

4.45 土 0.19

106.3土1.5

5 

5.9 土 0.1

3.8 土 0.1

1.77 土 0.18

20 土 5

0.6 土 0.1

134 土 7

54 土 9

30 土 6

76 土 19

33 土 6

64 土 5

3 土 1

0.05 土 0.02

7.3土 0.6

9.5 土 0.3

141.5土1.6

3.91 土 0.16

108.2 士 1.3

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

Values represent mean土S.D.
n vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mLlkg) 

NCB 

0.4 

5 

5.7 土 0.2

3.7 土 0.2

1.78 土 0.22

19 土 3

0.6 ::1:: 0.0 

163 土 4

43 土 14

23 土 11

176 ::1:: 13 

29 土 3

67 土 7

l土 1

0.06 士 0.05

6.9 土 0.5

9.1 士 0.2

142.9 ::1:: 0.4 

4.66 土 0.29

107.0 土1.5

5 

6.0 土 0.2

3.9 土 0.3

1.89 士 0.28

17 土 2

0.6 土 0.1

)32 士 4

57 士 8

28 土 11

76 士 8

39 土 5

74 土 12

2 土 O

0.05 土 0.02

6.4::1:: 0.4 

9.2 土 0.4

141.1土1.0

4.17 土 0.34

109.0 土1.1

2 

5 

5.7 土 0.2

3.5 士 0.2

1.65 土 0.26

19 土 1

0.7 土 0.1

170 土 14

37 土 11

20 土 5

194 土 39

39 士 14

79 土 21

2 土 l

0.04 土 0.01

6.4士 0.6

9.1 土 0.2

142.6 土 0.7

4.42 土 0.23

106.0 土 2.1

5 

5.7 土 0.3

3.8 ::1:: 0.3 

2.02 土 0.28

16 土 3

0.6 土 0.1

i4i 土 10

59 土 13

28 土 12

78 土 21

34 士 6

64 士 4

2 ::1:: 1 

0.06 士 0.01

6.8 士 0.7

9.1 土 0.3

141.1土 0.5

4.08 士 0.12

109.1 土 0.8

10 

5 

5.9 土 0.2

3.6 士 0.2

1.54 ::1:: 0.18 

17 土

0.6 土 0.1

162 ::1:: 6 

43 土 7

29 ::1:: 10 

166 士 21

32 土 8

69 土 10

2 土 2

0.03 土 0.01

6.4土 0.9

9.0 土 0.2

143.8 土 0.8

4.16 土 0.24

107.8 士1.0

5 

5.8 土 0.3

3.8 土 0.2

1.90 士 0.24

18 土 3

0.6 土 0.0

133 土 16

52 士 9

32 土 12

81 土 9

36 土 3

72 土 11

2 土 l

0.04 土 0.01

7.1 土 0.5

9.3 土 0.3

141.2 士1.1

3.95 土 0.28

108.5 土 2.0



Table 18 

Combined repeat dose and reproductive/deve1opmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Biochemical findings ofmales and females at the end ofrecovery period 

Compound 

Dose(m副〈目

出量豆

Number of animals 

Total protein (g1dL) 

A1bumin (g!dL) 

AlG 

Blood u問 anitrogen (mg/dL) 

Creatinine (mgldL) 

Glucose (mgldL) 

Total cholesterol (mg!dL) 

Triglyceride (mg!dL) 

ALP (U/L) 

ALT(UIL) 

AST(Uι) 

γ-GTP (UIL) 

Total bilirubin (mg/dL) 

Inorg高nicphosphorus (mg!dL) 

Calcium (mg!dL) 

Na(mEq/dL) 

K (mEq/dL) 

C1 (mEq/dL) 

Female. satellite arouo 

Number ofanimaJs 

Tota1 protein (gldL) 

Albumin (gldL) 

AlG 

Blood urea nitrogen (mg!dL) 

Creatinine (mg/dL) 

Glucose (mgJdL) 

Tota1 cholesterol (mg/dL) 

Triglyceride (mgldL) 

ALP(UIL) 

ALT(UIL) 

AST(U止)

γ-GTP (U札)

Total bilirubin (mg!dL) 

Inorganic phosphorus (mg/dL) 

Calcium (mgldL) 

Na (mEq/dL) 

K(mEq/dL) 

CJ (mEq/dL) 

NCB:nickel (11) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Va1ues represent mean士S.D.
a vehic1e control， 0.5% CMC Na solution (5 mLlkg) 
* significantly different from control， p<O.05 

a 
O 

5 

5.9 :1: 0.2 

3.7 土 0.1

1.68 土 0.13

17 土 1

0.7 土 0.1

179 土 22

44 土 7

38 土 18

162 土 30

37 土 7

72 土 5

I土

0.07 士 0.02

6.8 土 0.9

9.2 土 0.4

143.3 土 1.0 

4.34 土 0.35

106.0 士 1.1 

5 

6.4士 0.4

4.3 土 0.4

2.01 土 0.35

22 土 3

0.8 土 0.1

129 士 11

66 土 6

17 士 6

94 土 21

26 土 3

66 土 B

l土

0.09 土 0.03

5.2 士 2.5

9.2 :1: 0.3 

143.3土 0.2

5.14 :1: 2.31 

107.1 土 2.1

NCB 

10 

5 

5.9 土 0.1

3.7 士 0.1

1.69 土 0.14

17 土 2

0.6 土 0.0

168 土 10

49 士 13

32 土 9

166 土 31

27 土 3*

59 土 8*

1土 1

0.05 士 0.01

6.2 土 0.4

9.2 土 0.1

143.3土 0.4

4.30士 0.09

106.4士 0.9

5 

6.2士 0.5

4.2 土 0.3

2.08 土 0.23

22 土 4

0.8 土 0.1

144 土 22

68 土 16

26 土 18

78 土 13

29 土 7

68 土 9

1:1: 1 

0.09 :1: 0.03 

4.6土1.0

9.2 士 0.3

143.2 土 0.5

4.07士 0.30

106.8 土1.2



Table 19 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening臼stofNCB by oral administration in rats 

Absolute and relative organ weight of males and females at the end of dosing period 

Compound NCB 

Dose (mglkg) oa 0.4 2 10 

Male 

Number of animals 5 5 5 5 

Terminal body weight (g) 480.7 土 21.6 495.6 土 38.9 468.4土 30.9 494.0 土 35.8 

Brain (g) 2.01 土 0.07 2.06 土 0.02 1.97 土 0.01 2.00 土 0.11 
(g%) 0.42 土 0.03 0.42 土 0.04 0.42 土 0.03 0.41 :1:: 0.04 

Thymus (mg) 318.1 土 101.2 244.3土 56.1 308.9 土 102.8 334.3 土 91.8 
(mg%) 65.6 土 18.1 49.2 土 10.4 65.3 土 19.0 66.9 土 14.2 

Heart (g) 1.37 土 0.08 1.44 土 0.08 1.38 土 0.06 1.44 土 0.10 
(g%) 0.29 土 0.02 0.29 土 0.02 0.29 土 0.02 0.29 土 0.01 

Liver (g) 13.72 土 1.16 14.89 土 2.14 13.27 士 1.52 14.36 土 1.34 
(g%) 2.85 :1:: 0.12 2.99 土 0.23 2.83 土 0.16 2.90 土 0.08 

Kidneys (g) 3.58 土 0.32 3.44 土 0.19 3.55 土 0.39 3.46 土 0.10 

(g%) 0.75 土 0.06 0.69 土 0.03 0.76 土 0.04 0.70 土 0.05 

Spleen (g) 0.74 土 0.15 0.87 土 0.18 0.96 土 0.26 0.80 士 0.11 

(g%) 0.15 土 0.03 0.17 土 0.04 0.20 士 0.04 0.l6 土 0.02 

Adrenal glands (mg) 59.7 土 5.2 66.0 土 10.9 56.4土 7.3 59.6 土 7.6 

(mg%) 12.4 土 1.4 13.5 土 3.2 12.0 土 1.6 12.1 土 2.0 

Testes (g) 3.28 土 0.19 3.39 土 0.20 3.28 土 0.25 3.15 土 0.18 

(g%) 0.68 土 0.03 0.69 土 0.03 0.70 士 0.08 0.64 土 0.07 

Epididymides (g) 1.20 土 0.09 1.26 土 0.08 1.25 土 0.07 1.25 土 0.09 

(g%) 0.25 土 0.02 0.26 土 0.03 0.27 土 0.02 0.25 土 0.03 

Female， dam 

Number of animals 5 5 5 5 

Terminal body weight (g) 291.3 土 12.9 301.1 土 17.7 294.8 土 17.1 291.1土 7.6 

Brain (g) 1.91 土 0.10 1.90 土 0.03 1.84 土 0.04 1.87 土 0.05 

(g%) 0.66 土 0.04 0.63 土 0.03 0.63 土 0.03 0.64 土 0.03 

Thymus (mg) 191.0 士 53.8 237.6 土 91.3 227.4土 95.5 137.0 土 21.5 

(mg%) 65.1 土 16.1 78.6 土 30.1 76.6 土 29.7 47.1 土 7.6 

Heart (ρ 1.02 土 0.17 0.95 土 0.07 0.99 土 0.12 0.92 土 0.12 

(g%) 0.35 土 0.05 0.31士 0.01 0.34 土 0.04 0.32 土 0.04 

Liver (g) 9.61 土 0.12 9.96 土 0.59 10.18 土 1.13 9.91 士 1.12 

(g%) 3.30 土 0.14 3.31 土 0.15 3.45 土 0.28 3.40 土 0.32 

Kidneys (g) 2.02 土 0.05 2.00 士 0.18 2.19 :1:: 0.17 2.06 :1:: 0.17 

(g%) 0.69 土 0.02 0.66 :1:: 0.05 0.74 土 0.05 0.71 土 0.06 

Spleen (g) 0.82 土 0.20 0.70 土 0.09 0.73 土 0.04 0.75 土 0.10 

(g%) 0.28 土 0.06 0.23 土 0.03 0.25 土 0.02 0.26 土 0.03 

Adrenal glands (rng) 78.4土 9.0 77.6 土 11.6 82.8 土 7.2 70.7 :1:: 8.4 

(m~も) 27.0 土 3.3 25.7 土 2.7 28.1 土 1.6 24.3 土 2.7 

NCB:nickel (Il) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Values represent mean土S.D.
a vehicle control， 0.5 o/oCMC Na solution (5 mL/kg) 



Table 20 

Combined repe叫 doseand reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Absolute and relative organ weight ofmales and females剖 theend of recovery period 

Compound NCB 

Dose (mg/kg) oa 8 

Male 

Number of animals 5 5 

Terminal body weight (g) 510.1 土 29.4 494.5 土 28.0 

Brain (g) 2.02 士 0.04 2.02 ::1: 0.04 
(g%) 0.40 土 0.02 0.41 土 0.02 

Thymus (mg) 269.6 士 54.9 259.5 土 62.8 
(mg%) 52.8 土 10.2 52.6 土 13.2 

Heart (g) 1.43 士 0.07 1.35 土 0.09 

(g%) 0.28 土 0.02 0.27 土 0.02 

Liver (g) 13.82 土 0.93 12.92 土 0.84 

(g%) 2.71 土 0.05 2.61 土 0.11 

Kidneys (g) 3.29 土 0.10 3.42 士 0.33 

(g%) 0.65 土 0.04 0.69 土 0.04 

Spleen (g) 0.79 土 0.13 0.76 土 0.06 
(g%) 0.15 土 0.02 0.15 土 0.00 

Adrenal glands (mg) 53.4土 7.1 57.4土 13.3 

(mg%) 10.5 士 1.5 11.5 土 2.2 

Testes (g) 3.29 土 0.19 3.48 土 0.24 

(g%) 0.65 土 0.06 0.71 士 0.08 

Epididymides (g) 1.22 土 0.09 1.31 土 0.05 

(g%) 0.24 土 0.02 0.26 土 0.02 

Female， satellite group 

Number of animals 5 5 

Terminal body weight (g) 288.1土 17.5 282.3 土 26.2 

Brain (g) 1.91 土 0.10 1.85 土 0.06 

(g%) 0.66 土 0.03 0.66 土 0.05 

Thymus (mg) 373.9 土 61.3 301.8 土 35.8 

(m計も) 130.2 土 22.6 107.2 土 11.6 

Heart (g) 0.89 土 0.01 0.89 土 0.07 

(g%) 0.31 土 0.02 0.32 土 0.04 

Liver (g) 7.86 土 0.83 7.47 士 0.55 

(g%) 2.73 土 0.26 2.65 土 0.20 

Kidneys (g) 1.95 土 0.20 1.96 土 0.07 

(g%) 0.68 土 0.06 0.70 土 0.05 

Spleen (g) 0.53 土 0.03 0.56 土 0.08 

(g%) 0.18 土 0.02 0.20 土 0.03 

Adrenal glands (mg) 73.4士 14.3 67.7 土 5.6 

(mg%) 25.7 土 5.5 24.1 土 3.0 

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 
Values represent mean土S.D.
a vehicle control， 0.5 %CMC Na solution (5 mLlkg) 



Table 21 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxici句rscreening test ofNCB by otal administration in rats 

Macroscopic fmdings of males at the end of the dosing period 

Dose (mg/kg) 

Grade 

oa 0.4 2 10 

+ + + + 

貯
の
副

伊

m

n

u

n

 

川
内

M

[7] 

7 。 [ 12] 

12 。 [ 12] 

12 

[7 ] 。 7 。
NCB: nickel(II)carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na soIution (5 mLlkg) 

-， Negative; +， Positive 

[]， Number ofanimals examined 



Table 22 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Macroscopic fmdings of島malesat the end of the dosing period 

Dose (mglkg) 

Grade 

oa 0.4 2 10 

+ + + 十

(Subcutis) 

Mass， perineal 

[ 12] 

12 。 [ 12] [ 12 ] 

12 。
h
u

旬
E
・4

唱
.

.

 ，J
唱
E
E・合

唱・・A

4
E
E
A
 

r--aL 。
NCB: nickel(II)carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

、Negative;+， Positive 

日，Number of animals examined 

b One dead female was observed soiled fur around the vulva and small thymus and spleen. 



Table 23 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxici句'screeningtest ofNCB by oral administration in rats 

Macroscopic fmdings of males at the end of the recovery period 

Dose (mglkg) 

Grade 

(All organs) 

Abnormality 

[5 ] 

5 

NCB: nickel(II)carbonate hydroxide tetrahydrate 

0
3 

3 vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

ち Negative;+， Positive 

[]， Number ofanImals examined 

十

。

10 

+ 

[ 5 ] 

5 。



Table 24 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Summary of macroscopicaI fmdings in females at the end of the recovery period 

Dose (mg!kg) 

Grade 

(AIl organs) 

Abnonnaliザ

[5 ] 

5 

NCB: nickel(II)carbonate hydroxide te甘ahydrate

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

-， Negative; +， Positive 

[ ]， Number of animals examined 

oa 
+ 

[5 ] 。

10 

十

5 。



Table 25 
Combined repeat dose and reproductive/developmental toxici旬screeningtest ofNCB by oral administratioi1 in rats 

Histopathological findings of males at the end ofthe dosing period 

DGroasde e (mSIKE) 
oa 0.4 2 10 

. 土 + +ート +++ Pos. . 土 +十++t+ Pos. ー 土 + ++ +++ Pos. . 土 + ++ +++ Pos. 

(Testis) [ 7] [ 12] [ 12] [7 ] 
Atrophy， seminiferous tubule， focal 6 。。。 7 4 。 。 5 11 。。。 6 。。。

(Epididymis) [ 7] [ 12] [ 12] [7] 
Cell debris， lumen 6 。。。 10 。。 2 11 。。。 6 。。。

(Liver) [5] [0] [0] [5 ] 
Fa向Tchange， hep叫ocyte，peripo巾 l 。3 2 。。 5 。2 3 。。 5 
Microgranuloma 。5 。。。 5 。4 。。 5 

(Kidney) [ 5 ] [0] [0] [5 ] 
Eosinophilic body， 
proximal tubule， cortex 4 。。。 5 。。。。。

Basophilic tubule， cortex 3 。。 2 3 2 。。。 2 
Mineralization 3 。。 4 3 2 。。。 2 

(Spleen) [5] [0] [0] [5 ] 
Hematopoiesis， extramedullary 。 3 。 5 。。2 3 。 5 
Deposit. pigment， brown 。。 4 。 5 。。 4 。 5 

(Lung & Bronchus) [ 5 ] [0] [0] [5 ] 
Accumulation， foam ceU， 
focal， alveolus 2 3 。。。 3 3 2 。。。 2 

Mineralization， arterial wall， lung 4 。。。 4 。。。
(Prostate) [ 5 ] [0] [0] [5] 
Cellular in五ltration，lymphocyte & 
neutrophil， epithelium/interstitium 。2 2 。 5 2 。 4 

(Urinary bladder) [5] [0] [0] [ 5 ] 
Cellular infiltration， lymphocyte， 
lamina propria 4 む 。。 5 。。。。。

(Brain) [ 5 ] [ 0] [0] [ 5 ] 
No remarkable change 

(SpinaI cord) [5 ] [0] [0] [ 5 ] 
No remarkable change 

(Pituitary gland) [5 ] [0 ] [ 0] [5 ] 
No remarkable change 

(Trachea) [5 ] [0] [0 ] [ 5 ] 
No remarkable change 

(Thyroid gland) [ 5 ] [0] [0] [ 5] 
No remarkable change 

(Thymus) [ 5 ] [0 ] [0] [5 J 
No remarkable change 

NCB: nickel(II)carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

ー，Negative;土， Very slight; +， Slight; ++， Moderate; +++， Severe; Pos.， Total ofpositive grade 

[]， Number ofanImals examined 



Table 25 (Continued) 
Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration in rats 

Histopathological findings of males at the end ofthe dosing period 

Dose (mglkg) oa 
Grade ー 土 十+++t+ Pos. . 土

(Heart) [5] [0] 
No remarkable change 

(Submandibular gland & Sublingual gland) [ 5 ] [0] 
No remarkable change 

(Mandibular lymph node) [ 5 ] [0 ] 
No remarkable change 

(Stomach) [5] [0] 
No remarkable change 

(Duodenum) [5] [0 ] 
No remarkable change 

(J吋unum) [5] [0 ] 
No remarkable change 

(Ileum) [5] [0] 
No remarkable change 

(Cecum) [5 ] [0] 
No remarkable change 

(Colon) [ 5 ] [0] 
No remarkable change 

(Recturn) [ 5 ] [0 ] 

No errenetmmeraa1rrc kkalaybbmlle e pcch hhn田mo野dgee ) (Mes [5] [0 ] 
No rernarkable change 

(Adrenal gland) [ 5 ] [0 ] 
No rernarkable change 

(Sciatic nerve) [ 5 ] [0 ] 
No rernarkable change 

(Eye ball) [ 5 ] [0] 
No rernarkable change 

(Serninal vesicle & Coagulating gland) [ 5 ] [0 ] 
No rernarkable change 

(Skeletal rnuscle) [5] [0 ] 
No remarkable change 

(Bone marrow ofFemur) [ 5 ] [0] 
No remarkable change 

NCB: nickel(II)carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

-， Negative;土， Vety slight; +， S1ight; ++， Moderate; +++， Severe; Pos.， Total ofpositive grade 

[ ]， Number of animals examined 

0.4 
+ ++ +t+ 

2 10 
Pos. . 土 + ++ +++ Pos. -土 + +十十++ Pos. 

[0] [5 ] 

[0] [ 5 ] 

[0] [ 5 ] 

[0 ] [ 5 ] 

[0] [5] 

[0] [ 5] 

[0] [5 ] 

[0] [ 5 ] 

[0] [ 5 ] 

[0] [ 5 ] 

[0] [5] 

[ 0] [5 ] 

[0 ] [ 5 ] 

[0] [ 5 ] 

[0] [5] 

ー[0] [ 5 ] 

[0] [ 5 ] 



Table 26 
Combined repe剖 doseand reproductive/developmental toxiciザscreeningtest ofNCB by oral administration in rats 

Histopathological findings of females at the end ofthe dosing period 

Dose (mglkg) oa 
Grade . 土 + ++ +++ Pos. -土

(Ova叩) [ 12] [ 12] 
No remarkable change 

(Liver) [ 5 ] [0 ] 
Fa句Ichange， hepatocyte， periportal 。5 。。。 5 
Microgranuloma 4 。。。 4 

Hematopoiesis， extramedullary 4 。。。
(Kidney) [5] [0] 
Basophilic tubule， cortex 2 3 。。。 3 
Vacuolation， 
proximaI tubular epitheIium， cortex 4 。。。

(Spleen) [5 ] [ 0] 
Hematopoiesis， extramedulJary 。。2 3 。 5 

Deposit， pigment， brown 。。 4 。 5 
(Lung & Bronchus) [5] [ 0] 
Accumulation， foam cell， 
focal， alveohis 2 3 。。。 3 

(Brain) [5] [0 ] 
No remarkable change 

(Spinal cord) [ 5 ] [0 ] 
No remarkable change 

(Pituita庁 gIand) [ 5 ] [0 ] 
No remarkable change 

(Trachea) [5] [0] 
No remarkable change 

(Thyroid gland) [5 ] [0 ] 
No remarkable change 

(Thymus) [5] [0] 
No remarkable change 

(Hea此) [5 ] [ 0 ] 
No remarkable change 

(Submandibular gland & Sublingual gland) [ 5 J [0] 
No remarkable change 

(Mandibular lymph node) [ 5] [ 0 ] 
No remarkable ch叩 ge

NCB: nickel(II)carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na soIution (5 mLlkg) 

・， Negative;士， Very slight; +， Slight; ++， Moderate; +++， Severe; Pos.， Total ofpositive grade 

[ ]， Number of animaIs examined 

0.4 
+ ++ +++ 

2 10 
Pos. . 土 + ++ +++ Pos. ー 士 + ++ +十+ Pos. 

[ 12] [ 11 ] 

[0] [5 ] 。5 。。。 5 。4 。。 5 

4 。。。
[0] [5] 

2 2 。。 3 

5 。。。白 。
[0] [ 5 ] 。。2 3 。 5 。。。5 。 5 

[0 ] [5 ] 

3 2 。。。 2 

[0] [5] 

[0 ] [ 5 ] 

[0] [5] 

[0] [ 5] ず

[0 ] [5 ] 

[0] [ 5 ] 

[0] [ 5 ] 

[0] [5] 

[0] [ 5] 



Table 26 (Continued) 
Combined repeat dose and reproductive/developmental toxici句'screeningtest ofNCB by oral administration in rats 

HistopathologicaI findings of females at the end of the dosing period 

Dose (mg/kg) oa 
Grade ~ 土 + ++ +++ Pos. . 士

(Stomach) [ 5 ] [0] 
No remarkable change 

(Duodenum) [5] [0 ] 
No remarkable change 

(J司unum) [ 5 ] [0 ] 
No remarkable change 

(Ileum) [5 ] [0] 
No remarkable change 

(Cecum) [5] [0] 
No remarkable change 

(Colon) [ 5 ] [0] 
No remarkable change 

(Rectum) [5] [0] 
No remarkable change 

(Mesenteric lymph node) [5 ] [0] 
No remarkable change 

(Adrenal gland) [ 5 ] [0] 
No remarkable change 

(Sciatic nerve) [5] [ 0] 
No remarkable change 

(Eye ball) [ 5 ] [0] 
No remarkable change 

(Urinary bladder) [ 5 ] [0] 
No remarkable change 

(Uterus) [5 ] [0] 
No remarkable change 

(Vagina) [5] [0] 
No remarkable change 

(Skeletal muscle) [5] [0] 
No remarkable change 

(Bonema汀OWofFemur) [5 ] [OJ 
No remarkable change 

(Mammaη， gland) [0] [ 1 ] 
Adenocarcinoma tumor= 1 

NCB: nickel(II)carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control. 0.5% CMC Na solution (5 mLlkg) 

、Negative;土，Very slight; +， SJight; ++， Moderate; +++， Severe; Pos.， Total ofpositive grade 

[ ]， Number of animals examined 

0.4 
+ ++ +++ 

2 10 

Pos. . 土 +十++++ Pos. ー 土 + ++ +++ Pos. 

[0 ] [5] 

[0] [ 5 ] 

[0] [ 5 ] 

[0 ] [5] 

[0] [5] 

[0] [ 5 ] 

[OJ [ 5 ] 

[0] [5] 

[0] [ 5 ] 

[0 ] [5J 

[0] [5J 

[0] [ 5 ] 

[0] [5] 

[ 0] [ 5 J 

[OJ [ 5 J 

[0] [ 5 ] 

[0] [ 0] 



Table 27 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administration il1 rats 

Histopathological findings of males at the end of the recoveI)' period 

Dose (Group) oa 

Grade 土 + ++ +++ Pos. 

(Testis) [ 5 ] [ 5 ] 

Atrophy， seminiferous tubule， focal 3 。。 2 

(Epididymis) [ 5 ] [ 5 ] 

Cell debris， lumen 4 。 。。
NCB: nickel(Il)carbonate hydroxide tetrahydrate 

avehi比cIecont仕r叶， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

ー， Negative;士，Very slight; +， SIight; ++， Moderate; +++， Severe; Pos.， Total ofpositive grade 
[ ]， Number of animals examined 

10 

土 + +++十+

4 。。。
4 。。。

Pos. 



Table 28 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxiciザ screenIngtest ofNCB by oral administration in rats 

Histopathological findings of females at the end of the recovery period 
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土 Pos. 

10 

土 +++十十十 Pos. 

(Ovary) 

No remarkable change 

[ 5 ] [5 ] 

NCB: nickel(IT)carbonate hydroxide tetrahydrate 

avehicle controJ， 0.5% CMC Na soIution (5 mL/kg) 

ー， Negative;土，Very slight; +， Slight; ++， Moderate; ++内 Severe;Pos.， TotaI of positive grade 

[ ]， Number of animals examined 



Table 29 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oraI administration in rats 

Es甘uscycle of dams 

Compound NCB 

Dose (mglkg) oa 0.4 2 10 

Number of dams exarnined 12 12 12 12 

Pre-treatment p国od

Number of animals showing type of cycIe 

4・daycycle 12 12 12 12: 

Treatment p旦iod

Number of animals showing each砂peofcycle 

4-day cycle 12 11 10 12 

4 and 5-day cycle 。 2 。
Frequency of animals ofwhich守peof estrus cycle 

was changed a武erthe廿eatment o I 12 / 12 2 I 12 o I 12 

Mean times of vaginal es加 sduring meating period; mean:tS.D. (N) 1.0士 0.0 (12) 1.1土 0.3 (12) 1.0 土 0.0・(12) 1.0士 0.0 (12) 

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide te甘ahydrate

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 



Table 30 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test of_NCB by oral administration in rats 

Reproductive performance of animals 

Compound 

Dose (mglkg) oa 0.4 

Number of pairs examined 12 12 

N umber of pairs copulated 12 12 

Copulation index 100.0 100.0 

Number of pregnant females 12 12 

Fertili句rindex 100.0 100.0 

Pairing days until copulation; mean土S.D. 3.2 土 0.9 2.4士1.7

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide te甘ahydrate

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

Copulation index = (number of pairs copulated I number of pairs exam恒ed)x 100， % 

Fertility index = (number ofpregnant females I number ofpairs copulated) X 100， % 

NCB 

2 

12 

12 

100.0 

12 

100.0 

2.6土1.0

10 

12 

12 

100.0 

12 

100.0 

2.2土1.1



Table 31 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administation in rats 

Development of pups up to day 4 of lactation 

Compound NCB 

Dose (mg/kg) oa 0.4 2 10 

Number of pregnant females 12 12 12 12 

Number of pregnant females 

with live newboms 12 12 12 11 

Gestation index 100.0 100.0 100.0 91.7 

Gestation length in days 22.3 土 0.5 (12) 22.4土 0.5 (12) 22.3 土 0.5 (12) 22.7 土 0.5 (11) 

Number of corpora lutea 16.1 土 2.4 (12) 16.4 ::1:: 1.8 (12) 16.5 ::1:: 1.4 (12) 16.2 土 1.9 (11) 

Number of implantations 15.3 土 2.4 (12) 15.3 土 2.3 (12) 15.3 土1.6 (12) 15.8 土 2.0 (11) 

Implantation index 95.4土 5.4 (12) 93.2土 6.6 (12) 92.9 土 5.0 (12) 97.8 土 3.1 (11) 

Day 0 of lactation (at birth) 

Number of newboms 14.2土 2.1 (12) 14.0土1.9 (12) 14.3 土1.5 (12) 14.5 土 2.3 (11) 

Delivery index 92.6 土 4.9 (12) 91.7土 6.0 (12) 93.1 土 6.4 (12) 91.4土 8.0 (11) 

Number of live newboms 13.8 土 2.5 (12) 13.8士 2.0 (12) 13.5 土1.9 (12) 13.7 土 3.1 (11) 

Males 6.7 ::1:: 2.2 (12) 6.7土 2.4 (12) 7.1 土 2.5 (12) 7.5 土 2.4 (11) 

Females 7.1 I 2.1 (12) 7.2土 2.1 (12) 6.4土 2.5 (12) 6.2土 2.6 (11) 

Birth index 89.2士 6.9 (12) 90.4土 5.7 (12) 88.7士13.3 (12) 87.3土 16.6 (11) 

Live bi凶hindex 96.5土 6.6 (12) 98.7士 4.4 (12) 95.3 土 12.5 (12) 95.1 土 14.0 (11) 

Sex ratio 011 day 0 48.9土 13.0 (12) 47.9土 15.0 (12) 52.4土 17.3 (12) 55.3 土 14.4 (11) 

Day 4 of lactation 

Number of live pups 13.7 土 2.5 (12) 13.8土 2.1 (12) 13.3土 2.3 (12) 13.5 士 2.8 (11) 

Males 6.7 土 2.2 (12) 6.6土 2.4 (12) 7.0 土 2.6 (12) 7.5土 2.3 (11) 

Females 7.0土 2.0 (12) 7.2土 2.1 (12) 6.3 土 2.6 (12) 6.0土 2.5 (11) 

Viability index 99.4土 2.0 (12) 99.4土 2.0 (12) 98.2士 6.4 (12) 98.3土 3.8 (11) 

Sex ratio on day 4 49.1 土 12.9 (12) 47.6士14.9 (12) 52.3土 17.4 (12) 55.8 士 14.3 (11) 

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

Values問 presentmean土S.D.(N) 
a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

Gestation index "" (number ofpregnant免maleswIth live newborns / number ofpregnant females) x 100， % 

Implantation index = (number of implantations / number of corpora lutea) x 100， % 

Delivery index = (number of newboms / number of implantations) x 100， % 

Birth index = (number oflive newboms / number ofimplant副ons)x 100， % 

Live birth index = (number of live newboms / number of newboms) x 100， % 

Sex ratio on day 0 = (number ofmale live newboms / number oflive newborns) x 100， % 

Viability index = (number oflive pups on day 4 of1actation / number of1ive newboms) x 100， % 

Sex ratio on day 4 = (number of male live pups on day 4 of lactation / number of live pups on day 4 of lactation) x 100， % 



Table 32 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test ofNCB by oral administation in rats 

Mean body weight of pups up to day 4 of lactation 

Compound NCB 

Dose (mglkg) oa 0.4 2 10 

Day o of lactation 

Number of live newboms 

Male 6.7土 2.2 (12) 6.7土 2.4 (12) 7.1 土 2.5 (12) 7.5 士 2.4 (11) 

Female 7.1 土 2.1 (12) 7.2土 2.1 (12) 6.4土 2.5 (12) 6.2士 2.6 (11) 

Mean body weight (g) 

Male 6.9 士 0.7 (12) 6.8土 0.5 (12) 6.7土 0.6 (12) 6.9土 0.7 (11) 

Female 6.4士 0.6 (12) 6.5土 0.5 (12) 6.4土 0.5 (12) 6.6 土 0.7 (11) 

Day4 of lactation 

Number of live newboms 

Male 6.7 土 2.2 (12) 6.6 土 2.4 (12) 7.0土 2.6 (12) 7.5士 2.3 (11) 

Female 7.0士 2.0 (12) 7.2士 2.1 (12) 6.3士 2.6 (12) 6.0 土 2.5 (11) 

Mean body weight (g) 

加fale 11.2士1.7 (12) 10.9土1.3 (12) 11.1土 0.9 (12) 11.3士 1.5 (Il) 

Female 10.3 土1.1 (12) 10.6士1.2 (12) 10.7 士 0.8 (12) 10.8 土 1.4 (11) 

NCB:nickel (11) carbonate hydroxide te甘ahydrate

Values represent mean::l:S.D. (N) 

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL!kg) 



Table"33 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxici句rscreening test ofNCB by otal administration in r剖s

Morphological findings of pups 

Compound 

Groups (mglkg) 

NCB 

oa 0.4 2 10 

Dead pups 

Number of dead pups b 6 3 11 10 

Number of missing pups 

Number of dead pups examined c
 

、‘，J
噌

E

・4

f

，.‘、，、J 2 10 (3) 10 (2) 

No. of dead pups with extemal changes 。 。 。 。
No. of dead pups with visceral changes 。 。 。 。

Live pups 

Number of newboms examined (Day 0 of lactation; at bi此h) 165 166 162 151 

No. of newboms with external changes 。 。 。
Types and number 

Dwarf 。 。 。

Number ofnewboms examined (Day 4 oflactation; at necropsy) 164 165 160 148 

No. ofpups with external changes 。 。 。 。
No. of pups with visceral changes 。 。 。 。

NCB:nickel (II) carbonate hydroxide tetrahydrate 

a vehicle control， 0.5% CMC Na solution (5 mL/kg) 

b inc1uding missing pups 

C parenthesis indicates number of dead pups with rotten intemal organ 
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