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4. 要約

Nーエチノレ-Nークロトノイル-2ートルイジンの 28日間反復経口投与毒性試験

を6週齢の Sprague-Dawley系 SPFラット (Crl:CD(SD)、1群雌雄各 6又は 12匹〕を

用いて実施した。投与量はo(コーン油:対照群)、 12、60及び 300mg/kg/日とし、

胃ゾンデを用いて 1日l回強制経口投与した。また、対照群と 300mg/kg投与群の一

部の個体 (1群雌雄各 6匹)については投与期間終了後 2週間の回復期間を設け、毒

性変化の可逆性及を検討した。

投与期間及び回復期聞を通じて死亡動物はみられず、機能検査、握力、自発運動量

では被験物質投与の影響は認められなかった。

一般状態及び詳細な一般状態では、投与 2週以降に、投与直後ないし約 2時間後に

一過性の流挺が 300mg/kg投与群の雌雄に散見された。

体重及び摂餌量では、 300mg/kg投与群の雄の体重は投与 10日以降対照群をやや下

回って推移し、体重増加量も低値傾向を示した。一方、同群の雌では摂餌量の高値を

伴う体重の高値が投与 10日以降にみられ、体重増加量も高値を示した。

尿検査では、潜血陽性例、ピリルピン陽性例およびウロピリノーゲン陽性例の出現

例数の増加が 300mg/均投与群の雄でみられた。

血液学検査では、平均赤血球血色素濃度の低値及び網赤血球率の高値が 300mg/kg 

投与群の雌雄にみられた。また、赤血球数、ヘモグロビン量及びヘマトクリット値の

低値傾向も同群の雌雄にみられた。

血液化学検査では、総コレステロール及びリン脂質の高値が 60mg/kg投与群の雄と

300 mg/kg投与群の雌雄にみられた。また、 300mg/kg投与群では、 ALT及び y-GTP

の高値が雄にみられた。更に、総たん白質の高値が 300mg/kg投与群の雌雄に、アル

ブミンの高値が同群の雌に、 A/G比の低値が同群の雄にみられた。

器官重量では、肝臓の絶対重量の高値傾向及び相対重量の高値が 60mg/kg投与群の

雄に、絶対及び相対重量の高値が 300mg/kg投与群の雌雄に、腎臓の絶対重量の高値

傾向及び相対重量の高値が 300mg/kg投与群の雄に、絶対重量の高値及び相対重量の

高値傾向が 300mg/kg投与群の雌に、副腎の絶対及び相対重量の低値が 300mg/kg投

与群の雄にみられた。

剖検では、肝臓の大型化が 60mg/kg投与群の雄と 300mg/kg投与群の雌雄にみられ

た。

病理組織学検査では、肝臓の肝細胞肥大、胆管上皮細胞肥大及び小葉辺縁性肝細胞

空胞化の減弱が 300mg/kg投与群の雌雄に、牌臓の髄外造血及び大腿骨骨髄の骨髄細

胞数の増加が 300mg/kg投与群の雄にみられた。

回復期間では、 300mg/kg投与群の雄の体重の低値、病理組織学検査における肝臓

の小葉辺縁性肝細胞空胞化の減弱、雌の血液化学検査における総たん白質及びアルブ

ミンの高値を除き、投与期間中にみられた変化は消失文は軽減し、回復性が認められ
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た。

以上の結果、 Nーエチル-Nークロトノイル 2 トノレイジンの本試験条件下にお

ける無影響量は、 60mglkg以上の投与群の雄に血中総コレステロールの高値、肝臓重

量の高値などがみられ、また、 300mg/kg投与群の雌雄にこれらの変化に加えて流誕、

腎臓重量の高値、肝細胞及び胆管上皮細胞の肥大などがみられたことから、雄では

12 mg/kgl日、雌では 60mg/kgl日と判断した。

12 
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5. 緒言

厚生労働省医薬食品局審査管理課化学物質安全対策室の依頼により、 Nーエチル

-Nータロトノイルー 2 トルイジンをラットに 28日間反復経口投与し、その彫響を

明らかにするとともに、 2週間休薬し、障害の可逆性を検討する試験を実施したので

その成績を報告する。なお、本試験は株式会社ポゾリサーチセンター動物実験委員会

の承認を受けている。

13 
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6. 試験材料及び方法

6.1 被験物質及び溶媒

6.1.1 被験物質

本試験に使用した被験物質のロッ

ト番号、含量等は次の通りである。また、分析証明書を添付資料 1に示した。

名称(別名) : N-エチノレ N クロトノイル-2-トルイジン

英名(別名)

CAS番号

官報公示整理番号

分子式

構造式

分子量

常温における性状

含量 (HPLC)

屈折率

比重

強熱残分

Z型異性体含量

沸点

入手量

安定性

保存方法

保存場所

(クロタミトン)

N舗 Ethyl-N-cr叫 onoyl-2-toluidine(Crotamiton) 

483・63-6

9-214 

CI3H17NO 

~工〈
ケα

203.28 

無色~微黄色透明液体

99.23% 

1.541 

1.009 

0.07% 

8.1% 

153~1550C 

300 g (100 g ; 3本)

投与開始前と投与期間終了後に株式会社ボゾリサーチ

センター御殿場研究所で分析を行い、投与期間中の安

定性を確認した(添付資料 2)。

冷所(冷蔵庫内、実測値:3~60C) 、密閉(シリカゲ

ル入り容器内で保存)

ただし、 2010 年 2 月 19 日 ~2010 年 2 月初日は室温(実

測値:19~21 oC) で保存された。注)

御殿場研究所被験物質保存室及び第 2研究棟 4階被

験物質調製室

14 
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取扱い上の注意

返却

作業場の換気を十分に行い、マスク、保護眼鏡、保護

手袋等の適切な保護具を着用し、直接の接触を防いだ。

取り扱い後は、手、顔等を良く洗い、うがいをした。

被験物質 1gを保存試料として保存した。分析用に小

分けした被験物質の残量は廃棄した。また、被験物質

の残量は安定性を確認、後、全て廃棄した。

法) :購入元の製品情報では保存条件が室温であったため、受領日から翌日にかけて (2010年 2月

19日-2010年 2月 20日)室温条件下で保存したが、 2010年 2月 20日に MSDSを入手し確認

をしたところ、保存条件は冷所、乾燥条件下、密閉容器で保存で、あったため、 2010年 2月 20

日に保存条件を冷所(冷蔵庫内)、密閉(シリカゲノレ入り容器内で保存)に変更した。なお、

本試験に先立つて実施した HPLCを用いたNーエチノレ- Nークロトノイノレー 2ートノレイゾン

の被験液中濃度測定法バリデーション及び安定性試験(試験番号 :A・2190)1)において、被験

物質を室温(実測値:18-230C)で 18日間保存したときの安定性が確認されていることから、

本試験の保存条件による試験成績への影響はないと判断した。

6.1.2 溶媒

名称

ロット番号

製造者

コーン油

CDおH416

和光純薬工業株式会社

なお、溶媒については、本試験に先立つて実施したNーエチル-Nークロトノイル

ー2-トルイジンの被験液中安定性試験(試験番号 :A・2190)において、コーン油中

での被験物質の安定性に良好な結果が得られていることから、コーン油を選択した。

6.2 投与液の調製

6.2.1 被験液の調製

濃度ごとに必要量の被験物質を秤取し、コーン油で希釈し、 2.4、 12及び60mg/mL 

液を調製した。被験液は 8日に 1回以上の頻度で調製し、調製後 7日以内に使用した。

6.2.2 投与液の保存方法

投与液は 1日必要分ずつ褐色ガラス瓶に分注し、使用時まで冷所(冷蔵庫内、許容

範囲 1~100C ;実測値 5~90C) 、遮光下で保存した。

6.2.3 溶媒中での安定性

本被験物質の 0.1及び200mg/mL溶解液(溶媒:コーン油)は、褐色ガラス瓶に入

れ、冷所(冷蔵庫内、許容範囲:l~lOoC) で 8 日間、その後室温で 24 時間安定であ

ることが株式会社ボゾリサーチセンターで確認されている(試験番号 :A幽 2190)。

6.2.4 被験液の濃度確認

投与 1週と 4週の投与に用いる各濃度の被験液について、その濃度を株式会社ボゾ

リサーチセンターで HPLC法を用いて確認した。その結果、表示値に対する濃度の割
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合は 95.0~105.0% (許容範囲:表示値に対する割合;100.0土10.0%)であり、いずれも

許容範囲内で、あった(添付資料 3)。分析法の概略を次に示す。

1濃度当たりの採取本数及び採取量

1本 (10mLl本)

測定対象物質

測定対象標準物質

名称

ロット番号

保存方法

Nーエチル-Nークロトノイノレ-2-トノレイジン

保存場所

Nーエチル-Nークロトノイノレ-2-トノレイジン

2597326 

冷所(冷蔵庫内、実測値:4~70C) 、密閉(シリカゲ

ノレ入り容器内で保存)

ただし、 2010 年 2 月 19 日 ~2010 年 2 月 20 日は室温(実

測値:19~21 oC) で保存された。注)

御殿場研究所被験物質保存室及び生化学部標準物質

保存場所

HPLC測定条件

カラム L-column ODS (4.6 mmx150 mm、5μm、財団法人化

学物質評価研究機構)

カラム恒温槽設定温度

口口口
ふ
小
E動移日

量

出

回

流

検

400C 

精製水/メタノール/りん酸 (500/500/1、v/v/v)

1.5 mLlmin 

uv (測定波長 230nm) 

注入量 : 20μL 

オートサンプラ}設定温度

100C 

注入順序

注入順序 注入回数 注入内容

I 3 H-標準溶液(シスァム適合性用)

2 3 L-標準溶液(定量用)

3 測定実測試料 (2.4mg/mL) 

4 3 M-標準溶液(定量用)

5 測定実測試料 (12mg/mL) 

6 3 H-標準溶液(定量用)

7 測定実測試料 (60mg/mL) 

標準溶液及び測定実測試料の測定は、注入後 24時間以

内に実施した。なお、バリデーション試験で、オート

サンプラー内における 24時間保存後の安定性が確認

されている。

注) :購入元の製品情報では保存条件が室温であったため、受領自から翌日にかけて (2010年 2月

19 日 ~20 1O年 2 月 20 日)室温条件下で保存したが、 2010 年 2 月 20 日に MSDS を入手し確認
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をしたところ、保存条件は冷所、乾燥条件下、密閉容器で、保存で、あったため、 2010年 2月 20

Rに保存条件を冷所(冷蔵庫内)、密閉(シリカゲル入り容器内で保存)に変更した。なお、

本試験に先立つて実施した HPLCを用いたNーエチル-Nークロトノイfレ-2ートルイジン

の被験液中濃度測定法バリデーション及び安定性試験(試験番号 :A・2190)1)において、被験

物質を室温(実誤:rr値:18-230C)で 18日間保存したときの安定性が確認されていることから、

本試験の保存条件による試験成績への影響はないと判断した。

6.3 試験動物種及び系統の選択理由

毒性試験法ガイドラインによりラットを用いた試験が必要とされている。この試験

に使用された系統のラットは特性がよく知られ、背景資料が豊富であることから選択

した。

6.4 試験動物及び群分け

Sprague-Dawley系 SPFラット (Cr1:CD(SD)、日本チヤールス・リバー株式会社、厚

木飼育センター〕雌雄各 47匹注)を 5週齢で入手し、当所で 8日間検疫・思11化飼育し、

一般状態の観察 (1回/日)、体重測定 (3回)及び詳細な一般状態の観察 (1回)を行

い、体重増加量、一般状態及び詳細な一般状態に異常がみられず健康と思われる雌雄

各 36匹(主群として雌雄各 24匹、回復群として雌雄各 12匹)を選び、 6週齢で試験

に供した。投与開始日の体重範囲は、雄で 210~239 g、雄で 153~182 gであった。動

物は検疫・馴化期間中の体重増加量により選別後、群分け当日(投与開始の 2目前)

の体重に基づいて、各群の平均体重ができるだけ均等となるよう各群を構成した。個

体の割付けはコンビュータを用いたブロック配置法及び無作為抽出法の組合せ(ブロ

ック配置法で必要な群を構成し、試験群及び群内の個体番号を無作為に割当てた)に

より行った。また、余剰動物は投与開始日に試験から除外し、動物管理責任者に移管

した。

注) :試験計画書に従い、注文匹数は雌雄各 45匹であったが、実際には雌雄各 47匹が納入された。

6.5 飼育条件

動物は温度 22~270C (許容範囲:23 :1:3 0C) 、相対湿度 30~55%、(許容範囲 :50土20%) 、

換気回数 1 時間1O~15 回、照明 1 日 12 時間 (07:00~19:00) の動物飼育室 (904号室)

で、ブラケット式金属製網ケージ (W250xD 350xH 170 mm :リードエンジニアリン

グ株式会社)で個別飼育し、毎日 l回の飼育室内の清掃を実施した。掴形飼料 CRF-l

(放射線滅菌、オリエンタル酵母工業株式会社、ロット番号:091104、091203)及び

御殿場市営水道水を自動給水装置により自由に摂取させた。

6.6 飼料及び飲料水中の混入物質

飼料中の混入物質に関しては使用ロットについて EurofinsScientific Analyticsで分

析を行い、また、飲料水については東芝機械環境センター株式会社に水道法に準拠す

る水質検査を定期的に(年 4囲)依頼した。これらの分析成績書を入手し、試験成績
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に影響がないことを確認した後、写しを保存した。

6.7 動物の識別及びケージへの表示

動物は入荷時に小動物耳標を装着して個体識別した。入荷から群分け前までの間は

試験番号、性別及び耳標番号を明記したケージラベルをつけた。群分け後は、性別及

び投与量ごと(対照群、低、中及び高用量群の)1頂)に 4桁の番号をつけた。この場合、

1000の位は群、 100の位は性 (0番を雄、 l番を雌)、 10と1の位は個体番号とした。

各飼育ケージには、群分け前まで使用したケージラベルの裏に用量(群)ごとに色分

けしたラベルをつけ、試験番号、投与経路、投与量、性、動物番号、耳標番号及び剖

検予定日を明記した。ただし、詳細な一般状態の観察、機能検査及び握力測定中は、

観察者に対して投与の情報を制限するため、ケージラベノレを裏返して試験番号、性別

及び耳標番号のみを表示した。

6.8 投与経路、投与期問、投与回数及び回復期間とそれらの選択理由

毒性試験法ガイドラインに準じ、投与経路は経口投与を選択し、投与期間は 28日間

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

回復期間は障害の可逆性を検討するのに適当と考えられる 2週間 (14日間)とし、こ

の間投与を行わなかった。

6.9 投与方法

投与容量は 5mLlkg 体重とし、胃ゾンデを用いて強制経口投与した (08:30~11:25

の間)。対照群には溶媒(コーン油)を同様に投与した。個体ごとの投与液量(表示

単位:0.1 mL) は最新の体重を基準に算出した。

6.10 投与量及びその設定根拠並びに群構成

Nーエチル-Nークロトノイル-2ートノレイジンの o(コーン油)、 100、300及び

1000 mg/kg/dayを l群雌雄各 5匹のラットに 14日間反復経口投与した結果 2)、

1000 mg/kg投与群では、一般状態で自発運動の減少、よろめき歩行又は腹臥を呈した

後、投与 5から 8日に雄2/5例と雌 1/5例が死亡した。生存動物では、一般状態で自発

運動の減少文はよろめき歩行が散見され、体重、血液学検査、血液化学検査、器官重

量及び剖検において明らかな被験物質投与の影響がみられた。更に、 300mg/kg投与

群でも血液学検査、血液化学検査、器官重量及び剖検において被験物質投与によると

考えられる影響がみられた。以上のことから、本試験における投与量は、 300mg/kg 

を高用量とし、以下公比 5で除し、 60mg/kgを中用量に、 12mg/kgを低用量に設定し、

対照群を加え 4群構成とした。 l群当たりの動物を主群では雌雄各 6匹、回復群では

対照群及び高用量群で雌雄各 6匹とした。群構成を表1.に示す。
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表 1群構成

試験群
投与量 濃度 投与容量

'性
主 群 回復群

(mg/kg) (mg/mL) (mLlkg) 動物数 動物番号 動物数 動物番号

対照群 。 。 5 
雄 6 1001~1006 6 1007~1012 

雌 6 l101~1106 6 1107~1112 

低用量群 12 2.4 5 
雄 6 2001~2006 . ー

雌 6 2101~2106 

中用量群 60 12 5 
雄 6 3001~3006 同

雌 6 3101~3106 . 

高用量群 300 60 5 
雄 6 4001~4006 6 4007~4012 

雌 6 4101~4106 6 4107-4112 

6.11 観察及び検査の方法

それぞれ記載された時期に観察及び検査を実施した。試験日の起算に関しては下記

の通りとした。

投与 1日 (Day1 of administration) 

投与 I週 (Week1 of administration) 

回復 1日 (Day1 of recovery) 

回復 l週 (Week1 of recoveη) 

6.11.1 一般状態の観察

:投与開始日

:投与 1から投与 7日

:回復開始日(投与期間終了の翌日)

:回復 1から回復 7日

全個体について投与期間中は毎日 4回、投与前と投与直後、投与約 30分後及び約 2

時間後(ただし、詳細な一般状態の観察、機能検査、握力及び自発運動量測定を実施

する時は投与前と投与直後の 2回)、回復期間中は毎日 l回、体外表、栄養状態、姿

勢、行動及び排世物などの一般状態を観察した。

6.11.2 詳細な一般状態の観察、機能検査、握力及び自発運動量の測定

詳細な一般状態の観察は、全個体について、投与開始前に l回、投与期間中及び回

復期間中は毎週 1回実施した。また、機能検査、握力及び自発運動量の測定は、投与

4週(雄を投与 24日、雌を投与 25日)及び回復 2週(回復 11日)に行った。詳細な

一般状態の観察及ひ、機能検査については実測値あるいはスコア化した評点法を用いた。

また、観察、検査及び測定は、動物をランダムに配置し、観察者に対して投与の情報

を制限(ブラインド化)した状態で行った。ただし、自発運動量の測定はブラインド

化しないで行った。

6.11.2.1 詳細な一般状態の観察

1) ケージ内観察

姿勢、患肇、異常行動

2) 手に持つての観察

ケージからの取り出し易さ、被毛・皮膚の状態、眼・鼻の分泌物、眼球突出、眼険

19 



B-6607 

閉鎖状態、可視粘膜、自律神経機能(流涙、流誕、立毛、撞孔径、異常呼吸)、ハン

ドリングに対する反応、ハンドリング時の発声

3) オ}プンフィーノレド内観察

覚醒状態、痘筆、異常行動、常同行動、歩行、姿勢、身繕い、立ち上がり回数、排

世物(排糞数、排尿量)

6.11.2.2 機能検査

聴覚反応、接近反応、接触反応、痛覚反応、瞳孔反射、空中正向反射、着地開脚幅

6.11.2.3 握力測定

CPUゲージMODEL-RX・5(アイコーエンジニアリング株式会社)を用いて前肢及

び後肢の握力を測定した。

6.11.2.4 自発運動量の測定

実験動物用自発運動センサーNS-ASOl (株式会社ニューロサイエンス)を用いて自

発運動量を測定した。測定は 1 時間とし、 10 分間隔及び 0~60 分の測定値を集計した。

6.11.3 体重測定

全個体について、投与期間中は投与 l、4、7、10、14、17、21、24及び 28日の投

与前に、回復期間中は回復 1 、 4、 7 、 10 及び 14 日に測定した。測定は 08:03~10:23の

聞に行った。剖検日には相対器官重量算出のため、前日から約 16時間絶食させた後の

体重を測定した (07:40~08:11) 。

6.11.4 摂餌量測定

全個体について、投与期間中は投与し 7、14、21及び28日の投与前に、回復期間

中は回復 7 及び 14 日に測定した。測定は 08:54~10:25 の聞に行った。なお、投与開始

日の測定は前日からの 1日量を、投与 7日は 6日間の累積摂取量を、その後は 7日ご

とに 7日間の累積摂取量を測定し、 1匹 1日量を算出した。回復 l週は回復 1日から 7

日までの 6日間の累積摂取量を、その後は 7日間の累積摂取量を測定し、 l匹 1日量

を算出した。

6.什 .5 摂水量測定

尿検査時(投与 22~23 日及び回復 8~9 日)に、尿検査対象動物について、前日から

1 日あたりの摂水量を、給水瓶を用いて測定した。測定は 08:46~9:15 の聞に行った。
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6.11.6 原検査

投与 4 週(投与 22~23 日)及び回復 2 週(回復 8~9 日)に行った。

投与 4週は検査当日の投与後に主群及び回復群の全個体を、回復 2週は回復群の全

個体をそれぞれ採尿器をセットしたケージに収容し、絶食・自由摂水下で 4時間尿を、

次いで自由摂食・自由摂水下でその後の 20時間尿を採取し、表 2.に記載した項目及

び方法により検査した。

なお、投与 4避の尿検査において、 300mg/kg投与群の雄でピリルピン陽性が 3例

に、ウロピリノーゲン陽性、潜血陽性が各 7例に認められた。投与液による陽性反応

への干渉を確認するため、溶媒及び 300mg/kg投与群液 (60mg/mL液)を用いて偽陽

性反応の検査を実施した。結果は、溶媒、 300mg/kg投与群液ともに陰性であり、投

与液による陽性反応に対する干渉は認められなかった。

表2.尿検査の項目、測定法及び使用機器など

1) 4時間尿についての検査

検査項目 測定方法
pH オーションスティックス・7EA試験紙 a) (アークレイ株式会社)

たん白質 オーションスティックス・7EA試験紙 a) (アークレイ株式会社)

ケトン体 オーションスティックスー7EA試験紙 a) (アークレイ株式会社)

グルコース オーションスティックス・7EA試験紙 a) (アークレイ株式会社)

潜血 オーションスティックス・7EA試験紙 a) (アークレイ株式会社)

ピリノレピン オーションスティックス・7EA試験紙 a) (アークレイ株式会社)

ウロどリノーゲン オーションスティックス・7EA試験紙吟(アークレイ株式会社)

色調 肉眼観察

沈澄 鏡検法
尿量 (4時間量)注} 目盛付スピッツ管を用いた容量測定(単位:mL) 

2} 20時間尿についての検査

検査項目 測定方法

尿量 (20時間量)注) メスシリンダーを用いた容量測定(単位:mL) 

浸透圧 氷点降下法 b) (単位:mOsm/kg) 

使用測定機器

a) : AUTIONTM MINI AM・4290(アークレイ株式会社)

b) .自動浸透圧測定装置 オートアンドスタット OM・6030(アークレイ株式会社)

注) : 4時間の尿量と 20時間の尿量を合計して 24時閣の尿量 (mLl24h) を算出した。
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6.11.7 血液学検査

投与期間及び回復期間終了の翌日の計画剖検時に、前 E から一夜 (16~20 時間)絶

食させた全個体について、エーテノレ麻酔下で開腹し、腹大動脈から EDTA・2K加採血

瓶 (SB-41:シスメックス株式会社)に血液(約 1mL) を採取した。得られた血液に

ついて表 3.1)に記載した項目及び方法により検査した。更に、血液(約 0.9mL)を

3.8%クエン酸ナトリウム溶液加試験管(血液 9容に対し 1容の割合)に採取し、遠心

分離 (3，000rpm、約 1，600xg、10分間)により得られた血紫について表 3.2) に記載

した項目及び方法により検査した。なお、鏡検による確認に備え、全例について

May-Grunwald-Giemsa染色法による血液塗抹標本を作製したが、鏡検による確認は不

要と判断し、鏡検は実施しなかった。

表 3.血液学検査の項目、測定法及び使用機器など
1) EDTA・2K加血液についての検査

検査項ヨ 測定方法
1競赤血球数 (RBC) 2角度レーザーフローサイトメトリー法 a)

ヘモグロビン量 (HGB) シアンメトヘモグロピン変法 a) gfdL 

へマトクリット値 (HCT) 赤血球数及び平均赤血球容積から算出 a) % 

平均赤血球容積 (MCV) 2角度レーザーフローサイトメトリー法 a) fL 
平均赤血球lIIl色素量 (MCH) 赤血球数及びヘモグロビン量から算出 a) pg 

平均赤血球血色素濃度 (MCHC) ヘモグロビン量及びヘマトクリット値から算出 a) gfdL 

網赤血球率 (Reticul.) RNA染色によるレーザーフローサイトメトリー法 a) % 

血小板数 (PLT) 2角度レーザーフローサイトメトリー法 a) 104/μL 

白血球数 (WBC) 2角度レーザーフローサイトメトジー法 a) 102/I!L 
白血球百分率制 ペノレオキシダーゼ染色によるフローサイトメトリー法 %ー

+2角度レーザーフローサイトメトリー法 a) 102/μL 

2) クエン酸ナトリウム加血液から分離した血駿についての検査

検査項目 測定方法 主主
プロトロンビン時間 (PT) クロット法 b) s 

活性化部分トロンボ

プラスチン時間 (APTT) クロット法的 s 

フィブリノーゲン量 (FIB) トロンボプラスチン法 b) mg/dL 

使用測定機器

a) .総合血液学検査装置アドヴィア 120(Siemens Healthcare Diagnostics Inc.， IlIinois， USA ) 

む).血液凝固自動分析装置 ACLElite Pro (Instrumentation Laboratory， MA， USA) 

注) : リンパ球 (LYMP)、好中球 (NEUT)、好酸球 (EOS)、好塩基球 (BASO)、単球 (MONO)

及び大型非染色球 (LUC)。また、白血球百分率と白血球数から各分画の実数を算出した。
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6.11.8 血液化学検査

血液学検査用試料と同時に採取した血液(約 4mL)を凝固促進剤入り試験管(ベノ

ジェクト II・オートセップ:テルモ株式会社)に取り、遠心分離(3，000rpm、約 1，670xg、

10分間)し、得られた血清について、表 4.1)に記載した項目及び方法により検査し

た。また、へパリン加試験管(血液 lmL当たり約 20単位のへパリン)に採取した車

液(約 2mL) を遠心分離 (3，000rpm、約 1，600xg、10分間)し、得られた車紫につ

いて表 4.2)に記載した項目及び方法により検査した。

表4.血液化学検査の項目、測定法及び使用機器など

1)分離した血清についての検査

検査項目 測定方法 主主
ALP Bessey-Lowry 法 a} IU/L 

総コレステロール (T-CHO) CEH-COD-POD法 a} mg/dL 

トリグリセライド (TG) LPL-GK-GPO-POD ~去 a} mg/dL 

リン脂質 (PL) PLD幽ChOD-POD~去 a} mg/dL 

総ピリノレピン (T-BIL) どりルピンオキシダーゼ法 a} mg/dL 

グノレコ}ス (GLU) グルコースデヒドロゲナーゼ、法 a) mg/dL 

尿素窒素 (BUN) Urease-LEDH法 a} mg!dL 
クレアチニン (CRNN) Creatininase-creatinase-sarcosine oxidase-POD ~去 a} mg!dL 
ナトリウム (Na) イオン選択電極法 a} mmol/L 

カリウム (K) イオン選択電極法 a} mmol/L 

塩素 (cl) イオン選択電極法 a) mmol/L 

カルシウム (Ca) OCPC法吟 mg/dL 

無機リン (P) モリブデン駿法 a} mg/dL 

総たん自費 (TP) Biuret ~去 a} g/dL 

アノレブミン (ALB) BCG法吟 g/dL 

AlG 1:1ニ (AlG) 総たん白鷺及びアルブミンから算出

2)へパリン加血液から分離した血援についての検査

検査項目 測定方法 皇箆
AST UV-rate法 a} IU/L 

ALT UV-rate法的 IU/L 

LDH UV-rate法 a) IU/L 

y-GTP L-y-グ、ノレタミノレ・3・カルボキシ・4・ニトロアニリド法 a} IU/L 

使用測定機器

a) .臨床化学自動分析装置 TBA・120FR形(東芝メデイカルシステムズ株式会社)

6.11.9 病理学検査

6.11.9.1 剖検

全ての動物について、採血後腹大動脈切断により放血致死させ、体外表・頭部・胸

部・腹部を含む全身の器官・組織の肉眼による詳細な病理解剖を行い、結果を記録し

た。

6.11.9.2 器官重量測定

全ての動物について、次に示す器官の重量(絶対重量)を測定するとともに、絶対

重量と剖検時の体重から体重 100g当たりの相対重量を算出した。

なお、*印を付した両側性の器官については左右別々に測定し、その合計値で評価
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した。

脳、副腎申、胸腺、牌臓、心臓、肝臓、腎臓申、精巣*、精巣上体申、卵巣*、子宮

6.11.9.3 病理組織学検査

全ての個体について次に示す器官・組織を採取し、リン酸緩衝 10vol%ホルマリン液

で固定し、保存した。ただし、肺はリン酸緩衝 10vol%ホルマリン液を注入後、眼球及

び視神経はリン酸緩衝液で調製した 3vol%グ、ノレタルアノレデ、ヒド・2.5vol%ホルマリン液

で画定後、精巣及び精巣上体はプアン液で圏定した後、それぞれ、ジン酸緩衝 10vol%

ホルマリン液で保存し、パラフイン包埋した。その後、切片としてヘマトキシリン・

エオジン染色標本を作製し、主群の対照群及び高用量群(肉張的異常部位については

全例)について鏡検した。本で示した両側性器官については両側を摘出したが、鏡検

は左側のみ行った。なお、被験物質投与の影響が疑われた雌雄の肝臓、雄の大腿骨(骨

髄を含む)及び牌臓については低及び中用量群並びに回復群の全個体を鏡検した。ま

た、上皮小体の欠落が回復群の対照群の雄 1例(動物番号:1007) に認められたが、

主群の高用量群において被験物質投与の変化が認められず、回復群は検査対象外であ

ったため、試験成績に影響はなかった。

大脳、小脳、脊髄(胸部)、坐骨神経*、眼球*、下垂体、甲状腺*、上皮小体*、副

腎*、胸腺、牌臓、顎下リンパ節、腸間膜リンパ節、心臓、気管、肺(気管支を含む)、

胃、十二指腸、空腸、田腸(パイエノレ板を含む)、盲腸、結腸、直腸、肝臓、腎臓*、

跨統、精巣*、精巣上体*、前立腺、卵巣*、子宮、胸骨(骨髄を含む)、大腿骨(骨

髄を含む)*及び大腿部骨格筋*

他に、視神経* (視神経は眼球と分離せず、ヘマトキシリン・エオジン染色標本作

製まで実施した。)、ハーダー腺*、胸大動脈、舌、食道、顎下腺半、舌下腺*、蒋臓、

握、精嚢、乳腺(鼠径部) *、皮膚(鼠径部)*、個体識別部位(耳介)及び喉頭を摘

出して保存した。

6.12 統計解析

オープンフィールド内観察の定量的項目、機能検査における定量的項目、握力測定、

自発運動量の測定、体重、体重増加量、摂餌量、摂水量、尿検査の定量的項目、血液

学検査、血液化学検査及び器官重量データについて、対照群と各投与群との関で統計

解析を行った。先ず、 Bartlett検定により分散性の検定を行った(有意水準:両fJlJJ1 %)。

分散が等しい場合は Dunnett法を用いて、非等分散の場合は Dunnett型の meanrank test 

を用いて、対照群と各投与群との間で、検定を行った(有意水準:両側 5及び 1%)。

なお、田復群については、 F検定により各群の分散の均一性の検定(有意水準:片側

5%)を行った。その結果、等分散性が認められた場合には対照群と被験物質投与群と

の平均値の差について Studentのt検定(有意水準:両側 5及び 1%) を、等分散性が

認められなかった場合には Aspin-Welchのt検定(有意水準:両側 5及び 1%)を行つ
ため -7)。
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7. 試験結果

7.1 一般状態

成績を Table1 ・ 1~1 ・3 及び Appendix 1 ~ 10に示した。

1) 投与期間

300 mg/kg投与群では、雄で投与 19日以降に流誕が散見された。一方、雌では流涯

が投与 20日に 1例にみられた。流誕は投与直後又は投与約 30分後にみられ、投与約

2時間後にはいずれの動物でも消失した。

12及び 60mglkg投与群では、雌雄いずれの動物にも異常はみられなかった。

2) 回復期間

i誰雄いずれの動物にも異常はみられなかった。

7.2 詳細な一般状態、機能検査、握力及び自発運動量

7.2.1 詳細な一般状態

成績を Table2-1~2-18 及び Appendix 11~70 に示した。

1) 投与期間

成績の総括を表 5-1に示した。

表 5・1.詳細な一般状態の総括(投与期間)

4性 雄 雌

投与量 。12 60 300 。 12 60 300 
(mg/kg) 

観察項巨 ステージ 動物数 12 6 6 12 12 6 6 12 

手に持つての観察
流誕

軽度文は中等度 投与 1週 。。。。 。。。。
投与 2週 。。。。 。。。
投与 3適 。。。4 。。。 2 

投与4週 。。。3 。。。 3 

表中の数値は出現例数を示す。

手に持つての観察において、軽度又は中等度の流誕が 300mg/kg投与群の雄では投

与 3 及び 4週にそれぞれ 4及び 3 例に、雌では投与 2、 3 及び 4 週に 1~3 例にみられた。

投与 1週の観察では、雌雄ともにいずれの検査項目でも異常はみられなかった。

2) 回復期間

投与期間中に観察された流誕は、回復期間中の観察では雌雄ともに認められなかっ

た。他の観察項自でも、 i雄雄ともに異常はみられなかった。

7.2.2 機能検査

成績を Table2・19、2-20及びAppendix71~76 に示した。

1) 投与4週

雌雄ともに、いずれの検査項目でも異常はみられなかった。
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2) 回復2週

雌雄ともに、いずれの検査項目でも異常はみられなかった。

7.2.3 握力

成績を Table2-21、2-22及びAppendix77~82 に示した。

1) 投与4週

雌雄ともに、いずれの被験物質投与群でも異常はみられなかった。

2) 回復 2週

雌雄ともに、 300mg/kg投与群で異常はみられなかった。

7.2.4 自発運動量

成績を Fig.1~4 、 Table 2-23、2・24及びAppendix83~88 に示した。

1) 投与4週

雌雄ともに、いずれの被験物質投与群でも異常はみられなかった。

2) 回復 2週

300 mg/kg 投与群の雄で測定開始後1O~20 分の測定値に有意な低値が、雌で測定開

始後 30~40 分の測定値に有意な高値がみられたが、 j唯雄で異なる方向の一過性の変化

であり、また、 0~60 分の合計値では異常はみられなかったことから偶発性の変化と判

断した。

7.3 体重

成績を Fig.5、Table3-1、3・2及びAppendix89~94 に示した。

1) 投与期間

300 mg/kg投与群の雄では、投与 10日以降対照群をやや下回って推移し、体重増加

量も低値で、あった。一方、 i唯では投与 10日以降対照群を上回って推移し、投与 10、

14、24及び28日には統計学的な有意差もみられ、体重増加量も有意な高値を示した。

12及び 60mg/kg投与群では、雄雄ともに対照群とほぼ同様に推移し、明らかな差

はみられなかった。

2) 回復期間

300 mg/kg投与群の雄では、体重の増加傾向はみられたものの、回復期間を通じて

対照群を有意に下回って推移し、体重増加量でも有意な低値がみられた。一方、雌で

は体重及び体重増加量に統計学的な有意差はみられなかったが、回復期間を通じて対

照群をやや上回って推移した。

7.4 畏餌量

成績を Figム Table4同 l、4-2及びAppendix95~ 100に示した。

1) 投与期間

300 mg/kg投与群の雌では投与 7日以降、対照群と比べて有意な高値がみられた。
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一方、雄では対照群との間に明らかな差はみられなかった。

12及び 60mg/kg投与群では、雄雄ともに対照群との聞に明らかな差はみられなか

った。

2) 回復期間

300 mg/kg投与群の雄では回復期間を通じて対照群を下回り、回復 7日には統計学

的な有意差もみられた。一方、雌では回復期間を通じて対照群と比べて有意な高{直が

みられた。

7.5 尿検査(摂水量含む)

成績を Table5-1-5-8及びAppendix101-118に示した。

1) 投与4週

成績の総括を表 6・1に示す。

表 6・1.尿検査の総括(投与4週)

性 雄

投与量 (mg/kg) 0 12 

動物数 12 6 

潜血

300 

12 

60 

6 
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表中の数値は出現例数を示す。

ロ
0
0
0
0

12 
0 

300 mg/kg投与群の雄で讃血陽性例、

例の出現例数の増加がみられた。

他に、潜車強陽性例が 300mg/kg投与群の雌 l例にみられたが、 l例のみの変化で

あり、その出現状況から偶発性の変化と考えられた。

12及び60mg/kg投与群の雌雄並びに 300mg/kg投与群の雌では、いずれの検査項目

でも異常はみられなかった。

2) 匝復 2週

300 mg/kg投与群の雌雄ともに、いずれの検査項目でも異常はみられなかった。

ピリルピン陽性例及びワロビリノーゲン陽性

7.6 血液学検査

成績を Table6・1-6-6及びAppendix119-136に示した。
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投与期間終了時

成績の総括を表 7・1に示す。

表 7・1.血液学検査の総括(投与期間終了時)

'性 雄 雌

投与量 (mg/kg) 12 60 300 12 60 300 
動物数 6 6 6 6 6 6 

赤血球数 N N -1% N N -1% 
ヘモグロビン量 N N 5% N N -4% 
ヘマトクリット値 N N -2，}も N N -1% 

平均赤血球血色素濃度 N N -4%** N N -3%** 

網赤血球率 N N +39%キ N N +35%* 
プロトロンピン時間 N N N N N -7%材

フィブリノーゲン量 N N +29%料 N N N 

単球 実数 N N +69%料 N N N 

比率 N N N N N N 

表中の数値は対照群平均に対する増減率(+:増加、一:減少)

N:著変なし

キ:pく0.05，料:p<O.OI (対照群との聞に有意差あり)

赤血球系項目では、平均赤血球血色素濃度の有意な低値及び網赤血球率の有意な高

値が 300mg/kg投与群の雌雄にみられ、同群では赤血球数、ヘモグロビン量及びヘマ

トクリット値の低値傾向もみられた。

他に、フィブリノーゲン量の有意な高値が 300mg/kg投与群の雄に、プロトロンピ

ン時間の有意な短縮が 300mg/kg投与群の雌にみられたが、低値又は延長ではないこ

とから特記すべき変化で、はなかった。また、単球数の有意な高値が 300mg/kg投与群

の雄にみられたが、当社背景値内の変動で、あったことから生理学的変動の範囲内の変

化と考えられた。

12及び 60mg/kg投与群では、いずれの検査項目でも対照群との間に差はみられな

かった。
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2) 回復期間終了時

成績の総括を表 7-2に示す。

表7・2.血液学検査の総括(回復期間終了時)

性 雄 雌

投与量 (mglkg) 300 300 
動物数 6 6 

赤血球数 N -4%* 
ヘモグロビン量 一6%料 -4%材

ヘマトクリット値 一4%料 -1% 
平均赤血球容積 5%ホ N 
平均赤血球血色素量 一7%料 N 
平均赤血球血色素濃度 -2%料 -3%材

網赤血球率 N N 
プロトロンピン時間 十28%材 N 
ブイブリノーゲン量 +18%料 +21%材

好酸球 実数 -36%キ +60%* 
比率 N N 

表中の数値は対無群平均に対する増減率(+:増加、一:減少)

N:著変なし

*:pく0.05，料:pく0.01(対照群との間に有意差あり)

ヘモグロピン量及び平均赤血球血色素濃度の有意な低値が 300mg/kg投与群の雌雄

に、ヘマトクリット値、平均赤血球容積及び平均赤血球色素量の有意な低値が

300 mg/kg投与群の雄に、赤血球数の有意な低値が 300mg/kg投与群の雌にみられた。

他に、プロトロンピン時間の有意な延長が 300mg/kg投与群の雄にみられたが、投

与期間終了時には認められない変化であった。フィブリノーゲン量の有意な高値が

300 mg/均投与群の峰雄にみられたが、生理的変動の範盟内の変化であり、低値では

ないことから特記すべき変化ではなかった。好酸球数の有意な減少が 300mg/kg投与

群の雄に、有意な増加が 300mg/kg投与群の雌にみられたが、投与期間終了時には認

められない変化であり、白血球に占める割合の少ない分画における僅かな変動である

ことから毒性学的意義は低いと考えられた。

7.7 血液化学検査

成績を Table7-1~7・4 及び Appendix 137~148 に示した。
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1) 投与期間終了時

成績の総括を表ふIに示す。

表8・1.血液化学検査の総括(投与期間終了時)

'性

投与量 (mglkg)

動物数

12 

6 

雄

60 

6 
300 

6 

12 

6 

ALT N N +62%材 N
y-GTP N N +200%材 N
総コレステロール N +46%** +54%料 N 
リン脂質 N +36%料 +52%料 N 

グ/レコース N N N +24%料

塩素 N N N N 
カ/レシウム N +4%** +5%料 N 

総たん白質 N N +8%材 N 

アノレブミン N N +3% N 

A/G比 N N -10%** N 

表中の数値は対照群平均に対する増減率(+:増加、 :減少)

N:著変なし

本:pく0.05，紳:pく0.01 (対照群との間に有意差あり)

雌

60 300 

6 6 

N N 
N N 
N 十56%紳

N +45%紳

N N 

N -3%* 

N +6%料

N +13%料

N +12%* 

N -3% 

醇素系では、 ALT活性及びy-GTP活性の有意な高値が 300mg/kg投与群の雄にみら

れた。

脂質系では、総コレステロール及びリン脂質の有意な高値が 60mg/kg投与群の雄と

300 mg/kg投与群の雌雄にみられた。

たん白質系では、総たん自質の有意な高値が 300mg/kg投与群の雌雄に、アルブミ

ンの有意な高値が 300mg/kg投与群の雌に、 A/G比の有意な低値が 300mg!kg投与群

の雄にみられた。

他に、カルシウムの有意な高値が 60mg/kg投与群の雄と 300mg/kg投与群の唯雄に、

塩素の有意な低値が 300mg/kg投与群の雌にみられたが、いずれも当社背景値内の変

動であったことから生理学的変動の範囲内の変化と考えられた。また、グ、ルコースの

有意な高値が 12mg/kg投与群のj雄にみられたが、用量に関連した変化ではなく、偶発

性の変化と考えられた。

12 mg/kg投与群の雄雄及び 60mg/kg投与群の雌では、いずれの検査項目でも被験物

質投与に起国すると考えられる変化はみられなかった。
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2) 回復期間終了時

成績の総括を表 8-2に示す。

表 8~2. 血液化学検査の総括(回復期間終了時)

'性

投与量 (mg!kg)
動物数

雄

300 

6 

雄

300 

6 
AST N -14%料

ALT +32%* N 
ALP N -31%* 
トリグリセライド -50%キ +170%* 

カルシウム -3%** +4%* 

総たん自質 N +14%料

アルブミン N +14%材

表中の数穫は対照群平均に対する増減率(+:増加、ー:減少)

N:著変なし

*: pく0.05，料:pく0.01 (対照群との間に有意差あり)

ALT活性の有意な高値が 300mg/kg投与群の雄に、総たん白質及びアルブミンの有

意な高値が 300mg/kg投与群の雌にみられた。

投与期間終了時検査で変化の認められた y-GTP、総コレステローノレ、リン脂質及び

塩素は、回復期間終了時検査では明らかな変化は認、められなかった。

他に、 AST活性及び ALP活性の有意な低値が 300mg/kg投与群の雌にみられたが、

高値ではないことから、毒性学的に意義のない変化と考えられた。また、カルシウム

の有意な低値が 300mg/kg投与群の雄に、有意な高値が 300mg/kg投与群の雌にみら

れたが、いずれも当社背景値内の変動であったことから生理学的変動の範囲内の変化

と考えられた。更に、 トリグリセライドの有意な低値が 300mg/kg投与群の雄に、有

意な高値が 300mg/kg投与群の雄にみられたが、投与期間終了時検査では認められな

い変化であった。

7.8 器官重量

成績を Table8・ 1~8・8 及び Appendix 149~ 172に示した。
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1) 投与期間終了時

成績の総括を表 9・1に示す。

表 9圃 1.器官重量の総括(投与期間終了時)

'性 雄 雌

投与量 (mg/kg) 12 60 300 12 60 300 

動物数 6 6 6 6 6 6 

部検時体重 +5% +5% +1% -1% +5% +7% 

肝臓

絶対重量 N +21% +48%料 N N +51%料

相対重量 トJ 十15%* +46%料 N N +42%料

腎1蔵
絶対重量 N N +10% N N +16%* 

相対重量 N N 十10%* N N +8% 

副腎

絶対重量 N N -20%* N N N 

相対重量 N N -19%料 N N N 

表中の数値は対照群平均に対する増減率(+:増加、一:減少)

N:著変なし

*: pく0.05，料:p<0.01 (対顛群との聞に有意差あり)

肝臓

腎臓

副腎

絶対及び相対重量の高値が 60mg/kg投与群の雄と

300 mg/kg投与群の雌雄にみられ、 60mg/kg投与群の

絶対重量を除いて統計学的な有意差もみられた。

絶対及び棺対重量の高値が 300mg/kg投与群の雌雄に

みられ、雄の相対重量及び雄の絶対重量では統計学的

な有意差もみられた。

絶対及び相対重量の有意な低笹が 300mg/kg投与群の

雄にみられた。

12 mg/kg投与群の雌雄及び 60mg/kg投与群の維では、いずれの検査項自でも対照群

との間に差はみられなかった。
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2) 回復期間終了時

成績の総括を表 9・2に示した。

表 9・2.器官重量の総括(回復期間終了時)

性 雄 雄

投与量 (mg/kg) 300 300 
動物数 6 6 

剖検特体重 -15% +6% 

2首
絶対重量 N N 

相対重量 十17%料 N 

心臓

絶対重量 N 十13%*

相対重量 N N 

肝臓

絶対重量 -14%キ 十29%**

相対重量 N 十22%**

腎臓

絶対重量 N N 

相対重量 +18%特 N 

精巣

絶対重量 N / 
相対重量 +19%糾 / 

精巣上体

絶対重量 N 1 

相対重量 +17%* 1 

表r:tの数値は対照群平均に支守する増減率(+:増加、ー:減少)

N:著変なし

1:該当せず

*:pく0.05，材:p<O.Ol (対照群との聞に有意差あり)

肝臓 絶対及び相対重量の有意な高値が 300mg/kg投与群の

雌にみられた。

他に、肝臓の絶対重量の有意な低値、脳、腎臓、精巣又は精巣上体の相対重量の有

意な高値が 300mg/kg投与群の雄に、心臓の絶対重量の有意な高値が 300mg/kg投与

群の雌にみられたが、絶対文は相対重量のみの変化であり、特記すべき変化ではなか

った。

7.9 剖検所見

成績を Table9-1、9・2及びAppendix173~244 に示した。

1) 投与期間終了時

肝臓 : 大型化が 60mg/kg投与群の雄 116例、 300mg/kg投与

群の雄 516例と雌全例にみられた。

他に、腺胃の暗赤色巣が対照、群の雌 1/6例と 300mg/kg投与群の雌 116例に、精巣の
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小型化(両側性)が 12mg/kg投与群1/6例に、甲状腺の小型化(片側性)が 60mg/kg 

投与群の雌1/6例に、腎臓の嚢胞が 60mg/kg投与群の雌 1/6例にみられたが、いずれ

も用量に関連した変化ではなく、偶発性の変化と考えられた。

2) 回復期間終了時

雌雄いずれの動物にも異常はみられなかった。

7.10 病理組織学検査

成績を Table10・ 1~10-4 及び Appendix 173~ 244に示した。

1) 投与期間終了時

成績の総括を表 10・1に示す。

表 10・1.病理組織学検査の総括(投与期間終了時)

性 雄

投与量 (mg/kg) 0 12 60 

動物数 6 6 6 

肝臓

肝細胞肥大

軽微

軽度

胆管上皮細胞肥大

軽微

軽度

小葉辺縁性肝細胞空胞化

軽微

軽度

牌臓

髄外造血

軽微

大腿骨(骨髄)

骨髄細胞数の増加 1 

軽微 1 

表中の数値は出現例数を示す。
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で認められ

細胞質内の好酸性及び好塩基性領域がともに増加し、

肝細胞の大型化を認める軽微又は軽度な肝細胞肥大が

300mg/kg投与群の雄全例と雄 5例にみられた。また、

軽微又は軽度な胆管上皮細胞肥大が 300mg/kg投与群

の雄 3例と雄 2例に、小葉辺縁性肝細胞空胞化の減弱

が300mg/kg投与群の雌雄にみられた。

軽微な髄外造血が 300mg/kg投与群の雄 l例にみられ

た。
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軽微な骨髄細胞数の増加が 300mglkg投与群の雄にみ

られた。

大腿骨(骨髄を含む)

なお、 Table及びAppendixに示したその他の所見はその出現状況あるいは病理組織

学的性状からいずれも偶発性の変化と判断した。

2) 回復期間終了時

成績の総括を表 10・2に示す。

表10・2.病理組織学検査の総括(回復期間終了時)

性 雄 雄

投与量 (mg/kg) 0 300 0 
動物数 666  

肝臓

胆管上皮細胞肥大

軽微

小葉辺縁性肝細胞空胞化

軽微

軽度

表中の数値は出現例数を示す。
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被験物質投与によると考えられる変化が肝臓でみられた。

肝臓 : 軽微な胆管上皮細胞肥大が 300mg/kg投与群の雄 1例

に、小葉辺縁性肝細胞空胞化の減弱が 300mglkg投与

群の雄にみられた。

なお、 Table及びAppendixに示したその他の所見はその出現状況あるいは病理組織

学的性状からいずれも偶発性の変化と判断した。
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8. 考察

Nーエチノレ-Nークロトノイル-2-トルイジンの 28日間反復経口投与毒性試験

を6週齢の Sprague-Dawley系 SPFラット (Crl:CD(SD)、1群雌雄各 6又は 12匹〕を

用いて実施した。投与量はo(コーン油:対照群)、 12、60及び 300mg/kg/日とし、

胃ゾンデを用いて 1日l回強制経口投与した。また、対照群と 300mglkg投与群の一

部の個体(1群雌雄各 6匹)については投与期間終了後 2週間の休薬期間を設け、毒

性変化の可逆性を検討した。

投与期間及び回復期間を通じて死亡動物はみられず、機能検査、握力及び自発運動

量では被験物質投与の影響は認められなかった。

一般状態では、流涯が 300mg/kg投与群の雄では投与 19日以降に散見され、雌では

投与 20日に l例にみられた。詳細な一般状態においても、流誕が投与 2週以降に

300 mg/kg投与群の雌雄にみられた。病理組織学検査では、中枢及び末梢神経に異常

はみられず、発現機序は不明であったが、被験物質投与に起因する変化と考えられた。

回復期間中には流誕はみられず、回復性が認められた。

体重及び摂餌量では、 300mg/kg投与群の雄で投与 10日以降対照群をやや下回って

推移し、体重増加量も低値で、あった。一方、雌では摂餌量の高値を伴う体重の高値が

投与 10日以降にみられ、体重増加量も高値を示した。本被験物質のラットを用いた

14日間反復経口投与毒性試験(予備試験) 2)においても同様に、 1000mg/kg投与群の

雄では体重及び体重増加量の低値がみられ、雌では体重に変化はみられなかったもの

の摂餌量の高値がみられており、本試験でみられた変化も被験物質投与に起因する変

化と考えられた。回復期間においても、 300mg/kg投与群の雄では体重の増加傾向は

みられたものの、体重、摂餌量及び体重増加量の低値がみられ、回復性は明らかでは

なかった。一方、雌では回復期間を通じて摂餌量の高値がみられたが、体重では対照

群と比べて明らかな変化はみられなかった。

尿検査では、 300mg/kg投与群の雄でピリノレピン陽性例及びウロピリノーゲン陽性

例の出現例数の増加がみられ、後述する肝臓の変化に起因する変化と考えられたが、

血液化学検査において血清ピリルピンに変化は認められず、極めて軽微な変化と考え

られた。また、 300mglkg投与群の雄では潜血陽性例の出現例数の増加がみられたが、

病理組織学検査において尿路系に異常は認められず、後述する貧血に関連する変化と

考えられた。回復 2週検査時ではいずれの項目にも異常はみられず、投与期間中にみ

られた変化には回復性が認められた。

血液学検査では、平均赤血球血色素濃度の低値及び網赤血球率の高値が 300mg/kg 

投与群の雌雄でみられた。本被験物質のラットを用いた 14日間反復経口投与毒性試験

(予備試験)2)において、 1000mg/kg投与群の雌雄で明らかな貧血が認められており、

本試験でも、僅かではあるが 300mg/kg投与群の雌雄で貧血傾向が認められたことか

ら、被験物質投与により赤血球への影響があったことが示唆された。病理組織学検査

36 



8・6607

では、 300mg/kg投与群の雄で稗臓の髄外造血及び大腿骨骨髄の骨髄細抱数の増加が

みられ、貧血傾向に関連した変化であると推察された。本被験物質に化学構造が類似

した oートルイジンの雄性ラットを用いた反復強制経口投与試験において、ヘモグロ

ビン酸化によると考えられる造血系への影響が報告されており 8)、本試験でみられた

貧血も同様の発現機序による可能性も考えられた。回復期開終了時においても、

300 mg/kg投与群の雌雄で貧血傾向が認められたが、貧血に対する生理的反応と考え

られる網赤血球率の高値、牌臓の髄外造血あるいは大腿骨骨髄の骨髄細胞数の増加は

消失したことから、回復傾向にあると判断した。

血液化学検査では、 ALT活性の高値が 300mg/kg投与群の雄にみられたが、肝臓の

病理組織学検査では明らかな肝細胞障害性の変化はなかった。また、総コレステロー

ル及びリン指質の高値が 60mg/kg投与群の雄と 300mg/均投与群の雌雄に、総たん白

質の高値が 300mg/kg投与群の雌雄に、アルブミンの高値が 300mg/kg投与群の雌に、

A/G比の有意な低値が 300mg/kg投与群の雄にみられ、これらの変化は後述の病理組

織学検査でみられた肝臓の肝細胞肥大に関連する変化と推察された。回復期間終了時

には、 300mgl均投与群の雌における総たん白質及びアルブミンの高値を除き、上記

の変化はいずれも減弱又は消失し、回復f生が認められた。

器官重量では、腎臓重量の高値が 300mg/均投与群の雌雄に、副腎重量の低値が

300 mg/kg投与群の雄にみられたが、病理組織学検査では異常は認められなかった。

回復期間終了時にはこれらの変化はみられず、回復性が認められた。

病理学検査では、上記の牌臓及び大腿骨の地に、肝臓に被験物質投与に起因すると

考えられる変化が認められた。肝細胞肥大が 300mg/kg投与群の雌雄にみられた。本

変化には明らかな変性所見が認められず、細胞質内の好塩基性及び好酸性領域がとも

に増加しており、肝細胞における何らかの機能的充進を反映する変化である可能性が

推察された。また、肝臓重量の増加及び肉眼的にみられた大型化は、上記の組織学的

変化を反映した変化と考えられた。また、胆管上皮締胞肥大が 300mg/kg投与群の雌

雄にみられ、変化の強し1個体では肥大した上皮細胞とともに僅かに変性した細胞が観

察され、かっ、 y-GTP活性の高値もみられたことから、被験物質の胆管上皮細胞への

障害性作用が疑われた。回復期間終了時には、肝細胞肥大は雌雄ともに消失し、回復

性が認められた。胆管上皮細胞肥大は、 300mg/kg投与群の雄 1併で軽微な変化がみ

られたのみであり、回復傾向が認められた。

他に、肝臓の小葉辺縁性肝細胞空胞化の減弱が 300mg/kg投与群の雌雄でみられた

が、小葉辺縁性肝細胞空胞化は絶食下の動物にみられる準生理的に出現する変化であ

ることから、毒性学的に意義の低い変化であると考えられた。なお、回復期間終了時

には、 300mg/kg投与群の雌では小葉辺縁性肝細胞空胞化の減弱は回復性が認められ

たが、雄では明らかな回復性は認められなかった。

以上の結果、 Nーエチル-Nークロトノイル-2-トルイジンの本試験条件下にお

ける無影響量は、雄では 12mg/kg/日、 l唯では 60mg/kg/日と推定された。なお、回復
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期間では、雄の体重の低値、病理組織学検査における肝臓の小葉辺縁性肝細胞空胞化

の減弱、雌の血液化学検査における総たん白質及びアルブミンの高値を除き、投与期

間中にみられた変化は消失又は軽減し、回復性が認められた。
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Table 1・1 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2・tOluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Clinical signs (Administration period) 

Sex Dose 
Day of administration 

Findings 
mg/kg 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 

。 No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No abnormality 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 

Male 12 No. of animals 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
No abnormality 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 自

60 No ・avobf aE11mals 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
No abnormality 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

300 No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No abnormality 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 

。 No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No abnormality 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 

Female 12 No. of animals 6 日 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
No abnormality 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 日

60 No. of animals 6 6 6 6 6 6 6 6 B 日 日 6 6 日

No abnormality 6 6 6 6 6 白 6 6 6 6 6 6 6 6 

300 No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No abnormali ty 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
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Table 1曲 2 A28-dayoraltoxic1ty d study of N-Ethyl-N-crotonoy1四 2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Clinical signs (Administration period) 

Day of administration 
Sex Dose Findings 

mg/kg 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 

。 No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No abnormality 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 

Male 12 No. of animals 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
No abnormality 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

60 No. of animals 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
No abnormali ty 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

300 No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No abnormality 12 12 12 12 9 9 10 9 10 11 11 11 11 11 
Sal1vatlon 。。。。 3 3 2 3 2 1 1 1 1 1 

。 No. of anlmals 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No abnormality 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 

Female 12 No. of animals 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
No abnormality 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

60 No. of animals 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
No abnormality 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

300 No. of animals 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
No abnormali ty 12 12 12 12 12 11 12 12 12 12 12 12 12 12 
Salivation 。。。。。 l 。。。。。。。。
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Table 1-3 A 28畳 dayoral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Clinical signs (Recovery period) 

Day of recovery 
Sex Dose Findings 

mg/kg 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Ma1e 。 No. of animals 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
No abnormality 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

300 No. of animals 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
No abnormality 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

Female 。 No. of animals 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
No abnormality 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

300 No. of animals 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
No abnormality 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
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Table 2国 1 A 28-day oral .toxicity study of N-Ethyl-N田 crotonoyl-2-toluidinein rats 
with.a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : home cage observation (Week 1 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

Posture 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Convulsion 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Abnormal behavior 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 
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Table 2-2 A28-day ora1toxicity d study of N-Ethyl-N田 crotonoyl-2-toluidine1n rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : home cage observation (Week 2 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

Posture 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Convulsion 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Abnormal behavior 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 
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Table 2-3 A28-day oraltoxicity d study of N-Ethyl-N-crotonoy1-2四 toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : home cage observation (Week 3 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

Posture 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Convulsion 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Abnormal behavior 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 
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Table 2-4 A28-dayoraltoxic1ty d study of N-Ethyl-N圃 crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : home cage observation (Week 4 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

Posture 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Convulsion 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Abnormal behavior 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 



Table 2-5 

Parameter 

Posture 
Normal 

Convulsion 
None 

Abnormal behavior 
None 

Sex 

A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical.signs : home cage observation (Week 1 of recovery period) 

Male Female 

Dose (mg/kg) 。 300 。 300 

No. of animals 6 6 6 6 

6 6 6 6 

6 6 6 6 

6 6 6 6 

B-6607 



Table 2-6 

Parameter 

Posture 
Normal 

Convulsion 
None 

Abnormal behavior 
None 

Sex 

A 28-day oral toxicity study of N圃 Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : home cage observation (Week 2 of recovery period) 

Male Female 

Dose (mg/kg) 。 300 。 300 

No. of animals 6 6 6 6 

6 6 6 6 

6 6 6 6 

6 6 6 6 

B-6607 
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Table 2-7 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2“toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : in-the-hand observation (Week 1 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

Ease of removal from cage 
Easy 12 6 6 12 12 6 6 12 

Fur condition 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Skin 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Secretions四 Eye. Nose 
Absent 12 6 6 12 12 6 6 12 

ExAopb hthalmos 
sent 12 6 6 12 12 6 6 12 

Palpebral closure 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Mucosal membranes 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Lacrimation 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Piloerection 
Absent 12 6 6 12 12 6 6 12 

PupNo 11S12e 
rmal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Salivation 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

AbAnb ormal respirat10I1 
sent 12 6 6 12 12 6 6 12 

Vocalization 
6 6 11 None 12 5 5 11 12 

Soft 。 1 1 1 。 。 。 1 

Reactivity to handling 
12 6 6 12 12 6 6 12 Easy 
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Table 2骨 8 A 28・dayoral toxicity study of N-Ethyl-N国 crotonoyl-2四 toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : in由 the-handobservation (Week 2 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter No. of anima1s 12 6 6 12 12 6 6 12 

Ease of removal from cage 
Easy 12 6 6 12 12 6 6 12 

Fur condition 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Skin 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

SeAcb ret 1OIlsaEye，Nose 
sent 12 6 6 12 12 6 6 12 

ExAopb hthalmos 
sent 12 6 6 12 12 6 6 12 

PaNlpo ebralC1osure 
rmal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Mucosal membranes 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

LaN cr iElat ion 
ormal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Piloerection 
Absent 12 6 6 12 12 6 6 12 

PupN il size 
ormal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Salivation 
11 None 12 6 6 0 12 12 6 6 

Slight 。 。 。 。 。 。 1 

Abnb ormal respiration 
Absent 12 6 6 12 12 6 6 12 

Vocalization 
6 6 0 10 2 NSoo nfe t 12 0 6 0 6 11 12 0 。 1 。

ReE act1v1ty to handling 
asy 12 6 6 12 12 6 6 12 
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Table 2-9 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2四 toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : in-the-hand observation (Week 3 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

Ease of removal from cage 
Easy 12 6 6 12 12 6 6 12 

Fur condition 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

skNin o rma1 12 6 6 12 12 6 6 12 

SeAcb ret ions-Eye ，Nose 
sent 12 6 6 12 12 6 6 12 

ExAopb hthalmos 
sent 12 6 6 12 12 6 6 12 

PaN1po ebral closure 
rmal 12 6 6 12 12 6 6 12 

MUCosal1 memb ranes 
Norma 12 6 6 12 12 6 6 12 

Lacrimation 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

P1A10b erect ion 
sent 12 6 6 12 12 6 6 12 

PupNo il size 
rmal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Salivation 
6 6 10 

Nsolnie ght 
12 6 6 8 12 。 。 。。 4 。 。 。。 1 

Moderate 。 。 。 。 。 1 

AbI10b E-mal resp irat ion 
Absent 12 6 6 12 12 6 6 12 

VON Calizat ion 
one 12 6 6 12 12 6 6 12 

Reactivity to handling 
12 6 6 12 12 6 6 12 Easy 
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Table 2-10 A 28晶 dayoral toxlcity study of N-Ethyl四 N-crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : in-the-hand observation (Week 4 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

parameter No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

EaEse a of removal from cage 
sy 12 6 6 12 12 e 6 12 

FuN r cond it ion 
ormal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Skin 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Secretions四 Eye，Nose 
6 12 Absent 12 6 6 12 12 6 

ExAob pht ha1IEOS 
sent 12 6 6 12 12 6 6 12 

PaNlpo ebralclosure 
rmal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Mucosal membranes 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Lacrimation 
6 12 Normal 12 6 6 12 12 6 

P1A1b oerect ion 
sent 12 6 6 12 12 6 6 12 

PupN ils ize 
ormal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Salivation 
12 6 6 9 None 12 6 6 0 9 

S1d 1ght 。。 。。 3 。 。 。。 2 
Moderate 。 。 。 。 1 

AbnAb ormalrespiration 
sent 12 6 6 12 12 6 6 12 

Vocalization 
12 6 6 12 None 12 6 6 12 

ReEaa ct ivity to handling 
sy 12 6 6 12 12 6 6 12 



Table 2・11

Sex 

A 28圃 dayoral toxicity study of N-Ethyl-N四 crotonoyl・2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : in-the田 handobservation (Week 1 of recovery period) 

Male Female 

Dose (mg/kg) 。 300 。 300 

Parameter No. of animals 6 6 6 6 

Ease of removal from cage 
Easy 6 6 6 6 

Fur condition 
Normal 6 6 6 6 

SkNin o 
rmal 6 6 6 6 

SeAcb ret ions-Eye ，Nose 
sent 6 6 6 6 

ExAopb ht halmos 
sent 6 6 6 6 

Palpebral closure 
Normal 6 6 6 6 

Mucosal membranes 
Normal 6 6 6 6 

Lacrimation 
Normal 6 6 6 6 

Piloerection 
Absent 6 6 6 6 

PupN 11s i ze 
ormal 6 6 6 6 

Salivation 
None 6 6 6 6 

Abnormal respiration 
Absent 6 6 6 6 

Vocalization 
None 6 6 6 6 

Reactivity to handling 
Easy 6 6 6 6 

B-6607 



Table 2-12 

Sex 

A 28-day oral toxlcity study of N-Ethyl畳 N由 crotonoyl曲 2-toluidinein rats 
with a recovery perlod of 2 weeks 

Detailed clinical signs in-the-hand observation (Week 2 of recovery period) 

Male Female. 

Dose (mg/kg) 。 300 。 300 

Parameter No. of animals 6 6 6 6 

Ea~e of removal from cage 
Easy 6 6 6 6 

FuN r COIldit ion 
ormal 6 6 6 6 

Skin 
Normal 6 6 6 6 

SeAcb retions 』 Eye，Nose
sent 6 6 6 6 

ExAopb hthalmos 
sent 6 6 6 6 

PaN1po ebralc1osure 
rmal 6 6 6 6 

MuN cosal membranes 
ormal 6 6 6 6 

Lacrimation 
Normal 6 6 6 6 

PiAlb oerect ion 
sent 6 6 6 6 

PupNo 11size 
rmal 6 6 6 6 

Salivation 
None 6 6 6 6 

Abnormal respiration 
Absent 6 6 6 6 

Vocalization 
None 6 6 6 6 

Reactivity to handling 
Easy 6 6 6 6 

B-6607 
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Table 2-13 A 28-day oral toxlcity study of N-EthyI-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical slgns : open field observation (Week 1 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose {mg/kg} 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

Arousal 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Convulsion 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Abnormal behavior 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Stereotypy 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Gait 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Posture 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Grooming 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Rearing count {Mean+S.D.} 6+ 3 4+ 1 5+ 2 5+ 2 6+ 2 7+ 2 6+ 2 6+ 2 

Defecation count (Mean土S.D.) 。+0 0+ 1 1+ 1 0+ 1 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 

Urination 
None 11 6 3 10 12 5 6 12 
Small amount 1 。 3 2 。 1 。 。

No significant difference in any treated groups from control group. 
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Table 2・14 A 28-day oral toxicity study of N四 Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : open field observation (Week 2 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

Arousal 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Convulsion 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Abnormal behavior 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Stereotypy 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Gait 
No/minimal location 。 1 1 1 。 。 。 。
Normal 12 5 5 11 12 6 6 12 

Posture 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Grooming 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Rearing count (Mean土8.D.) 4+ 2 4+ 2 3"+ 3 4+ 2 7+ 2 7+ 3 6+ 3 9+ 3 

Defecation count (Mean+8.D.) 0+ 0 1+ 1 0+ 0 0+ 1 0+ 0 。+0 0+ 0 0+ 0 

Urination 
None 9 5 3 9 10 6 6 12 
Smal1 amount 3 1 2 3 2 。 。 。
Moderate amount 。 。 1 。 。 。 。 。

No significant difference in any treated groups from control group. 
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Table 2・15 A28-day oral toxicity d study of Ff・-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : open field observation (Week 3 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

Arousal 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Convulsion 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Abnormal behavior 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Stereotypy 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Gait 
No/minlmal location 。 。 1 。 。 。 。 。
Normal 12 6 5 12 12 6 6 12 

Posture 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Grooming 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Rearing count (Mean土S.D.) 4+ 3 4+ 2 3+ 2 4+ 1 9+ 2 7+ 3 8+ 1 9+ 3 

Defecation count (Mean土S.D.) 0+ 1 '0+ 0 1+ 2 0+ 1 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 

Urinatlon 
None 12 6 4 10 12 6 6 12 
Sma11 amount 。 。 2 2 。 。 。 。

No significant difference in any treated groups from control group. 
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Table 2・16 A 28-day oral toxlclty study of N~Ethyl-N-crotonoyl-2 ・toluldlne in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : open field observatlon (Week 4 of administration period) 

8ex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

Arousal 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Convulsion 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Abnormal behavior 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

8tereotypy 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Gait 
No/minimal location 。 。 1 l 。 。 。 。
Normal 12 6 5 11 12 6 6 12 

Posture 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Groomlng 
None 12 6 6 12 12 6 6 12 

Rearing count (Mean土8.D.) 5+ 2 5+ 2 3+ 3 5+ 2 8+ 3 10+ 2 8+ 1 9+ 2 

Defecatlon count (Mean+8.D.) 。+0 1+ 1 1+ 1 0+ 1 0+ 0 。+0 0+ 0 0+ 0 

Urination 
None 9 6 5 9 11 6 6 12 
Small amount 3 。 1 3 1 。 。 。

No significant difference in any treated groups from contror group. 



Table 2-17 

Parameter 

Arousal 
Normal 

Convulsion 
None 

Abnormal behavior 
None 

Stereotypy 
None 

Gait 
No/minimal location 
Normal 

Posture 
Normal 

Grooming 
None 

Sex 

A 28岨 dayoral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine 1n rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : open field observation (Week 1 of recovery period) 

Male Female 

Dose (mg/kg) 。 300 。 300 

No. of anlmals 6 6 6 6 

6 6 6 6 

6 6 6 6 

6 6 6 6 

6 6 6 6 

1 1 。 。
5 5 6 6 

6 6 6 6 

6 6 6 6 

Rearing count (Mean土S.D.) 3+ 2 5+ 3 12+ 3 11+ 3 

Defecation count (Mean土S.D.) 0+ 1 1+ 1 0+ 0 0+ 0 

Urination 
None 6 5 6 6 
Small amount 。 1 。 。

No significant difference between treated group and control group. 

B-6607 



Tahle 2-18 A 28-day oral toxicity study of N四 Ethyl四 N-crotonoYl-2-toluidlnein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Detailed clinical signs : open field observation (Week 2 of recovery period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 300 。 300 

Parameter No. of animals 6 6 6 6 

Arousal 
Normal 6 6 6 6 

Convulsion 
None 6 6 6 6 

Abnormal behavior 
None 6 6 6 6 

Stereotypy 
None 6 6 6 6 

Gait 
No/minimal location 。 1 。 。
Normal 6 5 6 6 

Posture 
Normal 6 6 6 6 

Grooming 
None 6 6 6 6 

Rearing count (Mean土S.D.) 5+ 2 6+ 3 9+ 3 9φ3 

Defecation count (Mean+S.D.) 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 

Urination 
None 6 6 6 6 

No significant difference between treated group and control group. 
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Table 2-19 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl曲 N-crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Manipulative test (Week 4 of administration period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 12 60 300 。 12 60 300 

Parameter. No. of animals 12 6 6 12 12 6 6 12 

Auditory response 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Approach response 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Touch response 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Tail pinch response 
Normal 12 6 6 12 12 6 6 12 

Pupil1ary b ref1ex 
Pass. both 12 6 6 12 12 6 6 12 

Aerial righting reflex 
(Total score: Mean土S.D.) 。+0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 。+0 0+ 0 。+0 0+ 0 

Landing foot splay (mm: Mean土S.D.) 69+17 85+12 82+13 76+13 59+11 60+17 54+12 63+13 

No significant difference in any treated groups from control group. 



Table 2-20 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl四 N-crotonoyl-2・toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Manipulative test (Week 2 of recovery period) 

Sex Male Female 

Dose (mg/kg) 。 300 。 300 

Parameter No. of anlmals 6 6 6 6 

Auditory response 
Normal 6 6 6 6 

Approach response 
Normal 6 6 6 6 

Touch response 
Normal 6 6 6 6 

Tail pinch response 
Normal 6 6 6 6 

Pupillary reflex 
Pass. both 6 6 6 6 

Aerial righting reflex 
(Total score: Mean+S.D.) 。+0 。+0 。+0 0+ 0 

Landlng foot splay (mm: Mean土S.D.) 69φ10 80+19 57+ 8 56+12 

No significant difference between treated group and control group. 
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Table 2田 21

Sex Dose 
mg/kg 

。 No. 
Mean 
S.D. 

Male 12 No. 
Mean 
S.D. 

60 No. 
Mean 
S.D. 

300 No. 
Mean 
S.D. 

。 No. 
Mean 
S.D. 

Female 12 No. 
Mean 
S.D. 

60 No. 
Mean 
S.D. 

300 No. 
Mean 
S.D. 

A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Grip strength (Week 4 of administrat10n period) 

Fore limb Hind 11mb 
g g 

12 12 
1200 γ84 
127 123 

6 6 
1241 753 
162 84 

6 6 
1180 757 
177 78 

12 12 
1146 778 
144 140 

12 12 
977 630 
95 116 

6 6 
956 670 
62 78 

6 6 
941 719 
92 74 

12 12 
955 648 
134 91 

NO significant difference in any treated groups from control group. 
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Table 2-22 

Sex Dose 
mg/kg 

Male 。 No. 
Mean 
8.D. 

300 No. 
Mean 
S.D. 

Female 。 No. 
Mean 
S.D. 

300 No. 
Mean 
S.D. 

A 28-day oral toxicity study of N-EthyI-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Grip strength (Week 2 of recovery period) 

Fore 11mb Hind 11mb 
g g 

6 6 
1497 891 
164 143 

6 6 
1499 773 
165 73 

6 6 
1259 671 
116 146 

6 6 
1228 668 
138 117 

No significant difference between treated group and control group. 
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Table 2-23 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Motor activity (Week 4 of administration period) 

Interval (minutes) 
Sex Dose 

mg/kg 0-10 10曲 20 20四 30 30-40 40-50 50-60 Total(0-60) 

。 No. 12 12 12 12 12 12 12 
Mean 430 368 333 320 329 256 2036 
S.D. 33 80 68 115 95 118 378 

Male 12 No. 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 436 404 374 356 316 311 2196 
S.D. 16 25 37 38 62 59 87 

60 No. 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 404 361 339 354 292 268 2018 
S.D. 48 69 73 49 92 102 300 

300 No. 12 12 12 12 12 12 12 
Mean 445 399 366 356 312 273 2151 
S.D. 25 41 34 48 100 104 227 

。 No. 12 12 12 12 12 12 12 
Mean 403 362 322 300 248 270 1906 
S.D. 50 76 65 75 138 92 394 

Female 12 No. 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 425 336 300 269 255 294 1879 
S.D. 23 44 96 85 70 115 320 

60 No. 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 412 359 332 331 287 267 1988 
S.D. 24 64 86 111 118 112 445 

300 No. 12 12 12 12 12 12 12 
Mean 393 340 306 302 285 259 1884 
S.D. 38 64 43 54 82 101 294 

Unit : Count 
No significant difference in any treated groups from control group. 



Table 2・24 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N皿 crotonoyl-2-toluidinein rats 
wlth a recovery perlod of 2 weeks 

Motor activity (Week 2 of recovery period) 

Interval (minutes) 
8ex Dose 

mg/kg 0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 

Male 。 No. 6 6 6 6 6 
Mean 401 377 345 271 235 
S.D. 33 26 35 98 113 

300 No. 6 6 6 6 6 
Mean 388 343・ 300 316 299 
8.0. 35 23T 58 55 54 

Female 。 No. 6 6 6 6 6 
Mean 299 290 240 171 280 
8.0. 43 63 116 79 101 

300 No. 6 6 6 6 6 
Mean 306 315 280 258骨 241 
8.0. 63 36 92 38T 37 

Unit : Count 
骨: p<0.05 (Significant difference from control group) 
T : Student's t-test 

50-60 Total(0-60) 

6 6 
226 1855 
118 287 

6 6 
288 1934 
73 233 

6 6 
203 1483 
94 280 

6 6 
215 1615 
56 216 
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Table 3-1 A 28皿 dayoral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2・toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Body weight (Administration perlod) 

Day of administration 
Sex Dose Gain 

mg/kg 1 4 7 10 14 17 21 24 28 l四 28

。 No. 12 12 12 12 12 12 12 
4118 2 

12 12 
Mean 225 9 255 284 312 3426 2 367 397 435 2130 7 
S.D. 12 14 19 25 31 37 43 

Male 12 No. 6 
256 5 

6 
316 2 

6 6 6 
416 7 436 3 

6 
Mean 224 284 3426 6 366 397 209 
S.D. 8 11 16 21 29 36 36 40 34 

60 No. 6 6 6 6 6 
368 6 396 8 

6 6 6 
Mean 226 255 2814 2 313 348 419 4324 3 208 
S.D. 8 10 13 17 17 22 24 23 

300 No. 12 12 12 
30212 6 1 

12 12 12 12 12 
18312 5 8 Ms ean 225 8 2513 3 282 3328 8 353 379 3937 9 4414 0 

.D. 17 31 37 

。 No. 12 
1712 2 

12 12 12 
2017 2 

12 
22112 8 1 

12 12 

MeaDn • 163 7 1812 1 1818 2 199 2115 7 2226 1 613 8 
S. 12 13 15 

Female 12 No. 
166 0 

6 6 
186 2 

6 6 6 
216 9 226 9 

6 
Mean 169 177 195 2014 5 211 69 
S.D. 7 8 7 8 8 16 11 16 11 

60 No. 6 6 6 
196 2 

6 6 6 6 6 6 
MeaD n 164 171 185 8 204 214 2216 8 2219 5 2317 5 73 
S~ 5 7 10 14 15 15 

300 No. 
1612 5 9 

12 12 12 1.2 12 12 12 12 12 
Ms ean 177 1818 2 2002 骨 212骨 2210 2 229 236* 245・ 80* 
.D. 9 12D 14D 13 13D 13D 14D 

Unit : g 
* : pく0.05 (Significant dlfference from control group) 
D : Dunnett's test 



A28-day oral toxic1ty d study of N-Ethyl--N-crotonoy1白 2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Table 3・2

Body weight (Recovery period) 

Oay of recovery 
8ex Dose 

mg/kg 1 4 7 10 14 

Male 0 No. 6 6 6 6 6 
Mean 462 480 4934 5 511 528 
S.O. 31 34 35 37 

300 No. 6 
416 2・ 426 3・・ 6 6 

Mean 403骨 436僑錫 44503T 骨骨

S.D. 38T 40T 39T 42T 

No. 6 6 6 6 
246 5 Mean 230 230 2328 2 243 

S.O. 20 22 20 19 

Female 0 

300 No. 6 6 6 6 6 
Mean 244 246 252 257 259 
8.0. 14 16 14 14 16 

Unit : g 
骨:p<0.05 ;‘・:p<0.01 (Significant difference from control group) 
T : Student ・st-test 

Gain 
1-14 

6 

616 0 

6 
47・
10T 

6 
16 
5 

6 
15 
4 
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A 2~-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidlne in rats 
with a recovery perlod of 2 weeks 

Table 4-1 

Food consumption (Admlnistration period) 

Day of adminlstration 
Sex Dose 

mg/kg 1 7 14 21 28 

。 No. 12 12 12 12 12 
Mean 24 2 25 2 26 3 26 3 23 5 8.D. 

No. 
26 8 

6 
26 6 

6 6 
Mean 24 26 25 

Male 12 

S.D. 3 3 4 4 4 

60 NO. 6 6 6 6 6 
Mean 24 25 26 2 26 25 
S.D. 2 2 2 2 

No. 12 12 12 12 212 6 Mean 23 25 26 3 27 
S.D. 1 2 3 3 

300 

。 No. 12 12 12 112 5 12 
Mean 16 15 15 15 2 S.D. 2 1 2 2 

No. 
16 6 

6 6 6 
16 6 1 Mean 15 15 15 

S.D. 2 1 1 2 

Fema1e 12 

60 No. 6 6 6 6 6 
Mean 17 16 15 16 16 2 
S.D. 1 1 2 2 

300 No. 12 12 12 12 12 
Mean 17 17・・ 172D 骨倭 17・‘ 18傍傍

8.D. 3 1D 1D 1D 

Unit : g/rat/day 
** : p<O.01 (8ignificant difference from control group) 
D : Dunnett・stest 
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Table 4骨 2

B-6607 

A 28申 dayoral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Food consumption (Recovery period) 

Sex Dose 
mg/kg 

Male 
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Day of recovery 

7 14 

6 6 
30 2 31 

2 

6 6 
27・ 28 2 
2T 

6 
16 7 18 

2 1 

6 6 
20* 19・
1T lT 

Unit : g/rat/day 
・: p<0.05 (Significant difference from control group) 
T : Student's t-test 
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A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N明 crotonoyl-2同 toluldinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Table 5-1 

Urlnalysis (Week 4 of administration period) 

3) 
Glucose 

2) 
Ketone body 

1) 

Protein pH 
No. Dose 

mg/kg 
Sex 

+ +-+・+++・++-+・4・ー+岨+ ++ ++キ φ+++ー+ー+ ++ +・令+ 付与 4・+-+・- -+・ー5.0 5.S 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 

。。。。。12 。。。4 5 3 。。2 5 5 。7 4 。。1 。。。。12 。
。。。。。6 。。。2 3 1 。。。3 3 。4 2 。。。。。。。6 12 Male 

。。。。。6 。。。5 。1 。。1 4 。l 2 2 1 1 。。。。。6 60 

。。。。。12 。。。9 2 1 。。3 7 2 。1 2 1 2 5 1 。。。12 300 

。。。。。12 。。1 4 3 4 。。3 3 2 4 。。。3 1 7 1 。。12 。
。。。。。6 。。。1 1 4 。。。2 2 2 。。1 2 2 1 。。。6 12 Female 

。。。。。6 。。。。2 4 。。。1 4 1 1 3 1 。1 。。。。6 60 
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Table 5国 2

Sex Dose No. 
mg/kg 

。 12 

Male 12 6 

60 6 

300 12 

。 12 

Female 12 6 

60 6 

300 12 

4) -: <0.03 mg/dL 
5) ー:<0.5 mg/dL 
6) +ー: <2.0 mg/dL 
7) LY: Light yellow 

A28-dayoral tox1c ity d study of N-Ethy1-N-crotonoy1-2-toluidinein rats 
with a recovery perlod of 2 weeks 

Urinalysis (Week 4 of admlnistration period) 

4) 5) 6) 7) 
Occult blood Bilirubin Urobilinogen Color 

ー +・・ + ++ +++ ー 闘争 ++ +，ト+ + .. ・++ +- + ++ +++ ++++ LY Y DY 

12 0 0 0 。 12 0 0 0 。 11 0 1 0 。 o 12 。
6 0 0 0 0 6 0 0 0 。 6 0 0 0 。 。6 0 

6 0 0 0 0 6 0 0 0 。 4 200  。 060  

5 6 1 00  9 3 0 0 。 5 6 1 0 。 o 12 。

10 。1 1 0 12 。。。。 9 3 0 0 。 o 12 。
6 0 0 0 0 6 0 0 0 。 5 100  。 060  

6 。。。。 6 。。。。 5 1 。。。 。6 。
11 。。。l 12 。。。。 8 4 。。。 o 12 。

+回: 0.03 -0.05 mg/dL + : 0.06 -0.15 mg/dL ++ : 0.16 -0.75 mg/dL +++ : >0.75 mg/dL 
+ : 0.5 -1.5 mg/dL ++ : 1.6 由 5.0mg/dL +++ : 5.1 -10.0 mg/dL ++++ : >10.0 mg/dL 
+ : 2.0 -3.5 mg/dL ++ : 3.6 -7.0 mg/dL +++ : 7.1 圃 12.0mg/dL ++++ : >12.0 mg/dL 
Y : Yellow DY : Dark yellow 
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B輔 6607

Table 5・3 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Sex 

Male 

Dose 
mg/kg 

No. 

Urinalysis (Week 4 of administration period) 

URINE SEDIMENT 

CRYSTALLIZATION 

RBC WBC SEC SREC Cast PS CO 

ー十- + ++ +++ ー+- + ++ +++ ー+ーや++ +++ ー+ー+ ++ +++ 四+四+ 圃+ー+ ++ +++ ー+ー... ++ +++ 

o 12 12 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 12 0 0 0 12 0 0 0 0 12 0 0 9 3 0 0 0 12 0 0 0 0 

12 660  0 0 0 6 0 0 0 0 0 6 000  6 0 000  600  5 1 0 0 0 6 0 000  

60 6 6 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 6 0 0 0 6 0 0 0 0 6 0 0 6 0 0 0 0 6 0 0 0 0 

300 12 12 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 12 0 0 0 12 0 0 0 0 12 0 0 12 0 0 0 0 12 0 0 0 0 

o 12 12 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 12 0 0 0 12 0 0 0 0 12 0 0 9 3 0 0 0 12 0 0 0 0 

Female 12 6 6 0 0  0 0 6 0 0 0 0 0 6 0 0 0 6 0 0 0 0 600  4 2 0 0 0 600  0 0 

60 6 6 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 6 0 0 0 6 0 0 0 0 6 0 0 3 2 1 0 0 4 1 0 1 0 

300 12 12 0 0 0 0 10 2 0 0 0 0 12 0 0 0 12 0 0 0 0 12 0 0 6 2 4 0 0 12 0 0 0 0 

SEC : Squamous Epithelial Cell 
SREC : Small Round Epithelial Cell 
PS : Phosphate Salts 
CO : Calcium Oxalate 

: Negative 
+ー: S11ght 
+ : Mild 
++ : Moderate 
+++ : Severe 



B-6607 

Table 5-4 A28-day oral toxicity d study of N-Ethy1四 N四 crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Water intake and urinalysis (Week 4 of administration period) 

Water Ur!ne Osmolality 
8ex Oose No. intake volume 

mg/kg mL/24h mL/24h mOsm/kg 

。12 Mean 39 8.6 2056 
8.0. 8 4.2 495 

Male 12 6 Mean 41 9.6 1875 
8.0. 6 3.8 373 

60 6 Mean 37 7.8 1964 
8.D. 3 3.1 330 

300 12 Mean 44 9.2 2127 
8.D. 10 3.9 503 

。12 Mean 29 3.8 2470 
8.0. 9 2.5 805 

Female 12 6 Mean 31 5.4 2294 
8.0. 6 3.9 830 

60 6 Mean 27 4.3 2615 
8.0. 5 1.7 490 

300 12 Mean 30 4.1 2567 
S.D. 5 1.2 295 

No significant difference in any treated groups from control group. 



Table 5-5 

B-6607 

A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Urinalysis (Week 2 of recovery period) 

Sex Dose 
mg/kg 

No. 
pH 

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 ・7.58.0 8.5 9.0 

1) 2) 3) 
Protein Ketone body Glucose 

ー+ー + ++ +++ ++，ト+ ー+ー + ++ +++ ++++ 四+ー + ++ i・4ト+ ++++ 

1 2 300  。 2 2 2 。。。 6 。。。。。
o 4 1 1 。。 2 2 2 0 。。 6 。。o 0 。

240  。。。 2 2 2 。。。 6 。000  。
3 1 2 。。。 4 1 1 。。。 6 o 0 0 0 。

Male 0 

300 

6 

6 

o 0 0 0 0 0 0 2 4 

o 000  001  2 3 

Female 0 

300 
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B-6607 

Table 5国 6 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl田 2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Urinalysis (Week 2 of recovery period) 

4} 5) 6) 7) 
Occult blood Bilirubin Urobilinogen Color 

Sex Dose No. 
mg/kg ー+由 + ++ +++ ー + ++ +++ ++++ +ー + ++ +++ ++++ LY Y DY 

Male 。 6 6 0 0 0 0 600  0 。 6 。。。。 060  

300 6 5 0 0 1 0 6 0 。。。 5 1 。。。 060  

Female 。 6 5 1 0 0 0 6 。。。。 6 。。。。 060  

300 6 4 2 。。。 6 。。。。 6 。。。。 060  

4) ー: <0.03 mg/dL 
5) ー: <0.5 mg/dL 
6} +ー: <2.0 mg/dL 
7) LY: Light yellow 
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Table 5-7 

Sex No. 

A_28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Urinalysis (Week 2 of recovery period) 

URINE SEDIMENT 

RBC WBC SEC SREC Cast 

B-6607 

CRYSTALLIZATION 

PS CO 
Dose 
mg/kg ー+“ + +-1・++・や・ ー+田 + +や+++ ー+ー + ++ +++ ー+ー + .ト+ ++.ト ー+ー + ー+ー + ++ +++ 白骨・相 + ++ +++ 

Male 。 6 6 0 0 00  600  0 0 060  0 0 600  0 0 600  3 2 1 0 0 6 0 0 0 0 

300 6 6 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 6 0 0 0 6 0 0 0 0 6 0 0 3 3 0 0 0 6 0 0 0 0 

Female 。 660  0 00  6 0 0 0 0 0 6 0 0 0 6 0 0 0 0 600  4 1 100  6 0 0 0 0 

300 6 6 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 6 0 0 0 6 0 0 0 0 6 0 0 2 3 1 0 0 6 0 0 0 0 

SEC : Squamous Epithelial Cell 
SREC : Small Round Epithelial Cell 
PS : Phosphate Salts 
CO : Calcium Oxalate 

Negative 
+ ー : Slight 
+ : Mild 
++ : Moderate 
+++ : Severe 



Table 5・8

Sex Dose No. 
mg/kg 

Male 。6 Mean 
S.D. 

300 6 Mean 
S.D. 

Female 。 6 Mean 
S.D. 

300 6 Mean 
S.D. 

A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidlne in rats 
wlth a recovery period of 2 weeks 

Water lntake and urinalysis (Week 2 of recovery period) 

Water Urine Osmolality 
intake volume 
mL/24h mL/24h mOsm/kg 

45 15.0 1958 
6 7.0 526 

47 15.8 1787 
15 8.8 595 

33 4.8 2470 
7 1.6 751 

30 7.4 2240 
5 3.7 483 

No significant difference between treated group and control group. 
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Table 6圃 1 A28-dayoraltoxic ity d study of N，Ethyl-N』 crotonoy1-2-toIuidine1nrats 
with a recovery period of 2 weeks 

Hematology (After administration period) 

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC Reticu1. PLT PT APTT FIB 
Sex Dose No. 

mg/kg X104/μL g/dL % fL pg g/dL % X104/μL S S mg/dL 

。 6 Mean 820 15.2 45.3 55.2 18.5 33.6 2.3 123.2 14.3 21. 7 297 
S.D. 22 0.4 1.9 1.6 0.3 0.5 0.4 14.3 2.1 3.9 23 

Male 12 6 Mean 821 15.1 45.4 55.4 18.4 33.2 2.5 122.3 14.5 22.0 295 
S.D. 59 0.5 1.8 2.2 0.9 0.5 0.4 12.4 1.7 3.8 33 

60 6 Mean 836 15.2 46.2 55.4 18.3 33.0 2.6 119.6 13.5 20.5 325 
S.D. 46 0.4 1.7 2.0 0.6 0.4 0.5 9.6 1.3 1.6 44 

300 6 Mean 813 14.4 44.6 54.9 17.7 32.3・・ 3.2・ 127.8 15.5 25.5 384暢 併

S.D. 32 0.8 2.5 1.4 0.4 0.4D 0.6D 8.9 1.9 2.3 46D 

。 6 Mean 826 15.3 44.2 53.5 18.6 34.7 1.7 131.9 11.8 16.9 244 
S.D. 34 0.9 2.1 1.0 0.5 0.4 0.4 14.5 0.4 0.9 40 

Female 12 6 Mean 823 15.3 44.5 54.1 18.6 34.4 2.2 131.0 11. 7 17.9 220 
S.D. 30 0.4 1.2 2.1 0.7 0.3 0.5 11.5 0.5 1.2 17 

60 6 Mean 831 15.3 44.6 53.7 18.5 34.3 1.8 135.0 11. 5 17.1 243 
S.D. 22 0.5 1.9 1.4 0.5 0.4 0.1 18.3 0.3 0.8 15 

300 6 Mean 821 14.7 43.6 53.1 17.9 33.7・‘ 2.3骨 132.5 11. 0・傍 17.2 276 

S.D. 26 0.5 1.4 1.9 0.6 0.3D 0.6D 10.6 O.4D 3.7 30 

倭 : p<O.05 ; 努・ : p<O.Ol (Significant difference from control group) 
D : Dunnett・stest 
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Table 6-2 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N帽 crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Hematology (After administration period) 

WBC Differential leukocyte counts (%) 
Sex Dose No. 

mg/kg X102/μL LYMP NEUT EOS BASO MONO LUC 

。 6 Mean 91.5 77.3 19.5 0.9 0.5 1.4 0.5 
S.D. 30.5 5.4 5.4 0.4 0.1 0.3 0.2 

Male 12 6 Mean 99.7 80.8 16.1 0.9 0.5 1.4 0.4 
S.D. 36.4 4.3 4.2 0.3 0.1 0.2 0.1 

60 6 Mean 96.1 77.6 18.7 0.9 0.4 1.9 0.5 
S.D. 18.3 4.4 4.6 0.4 0.2 0.5 0.2 

300 6 Mean 112.8 77.2 19.0 0.8 0.5 1.9 0.6 
S.D. 16.3 2.6 2.4 0.4 0.1 0.5 0.1 

。 6 Mean 69.6 81.1 14.9 1.1 0.3 1.9 0.7 
S.D. 13.2 5.8 5.4 0.4 0.1 1.1 0.3 

Female 12 6 Mean 75.8 78.0 18.8 0.9 0.4 1.3 0.6 
S.D. 14.7 5.0 5.1 0.2 0.1 0.3 0.2 

60 6 Mean 78.6 82.0 13.8 1.7 0.5 1.6 0.5 
S.D. 14.8 4.0 3.3 0.8 0.1 0.5 0.2 

300 6 Mean 88.9 78.1 18.0 1.2 0.4 1.9 0.5 
S.D. 21. 5 6.5 6.5 0.4 0.1 0.2 0.1 

LUC : Large unstained cells 
No significant difference in any treated group~ from control group. 
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Table 6・3 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N明 crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Hematology (After administration period) 

Differential leukocyte counts (X102/μL) 
8ex Dose No. 

mg/kg LYMP NEUT E08 BA80 MONO LUC 

。 6 Mean 71.3 17.3 0.8 0.4 1.3 0.5 
8.D. 27.2 5.7 0.2 0.3 0.4 0.5 

Male 12 6 Mean 80.9 15.8 0.9 0.5 1.3 0.4 
8.D. 31.2 5.8 0.5 0.2 0.3 0.2 

60 6 Mean 74.9 17.7 0.9 0.4 1.8 0.5 
8.0. 16.8 3.6 0.5 0.2 0.4 0.2 

300 6 Mean 87.1 21.4 0.9 0.5 2.2・骨 0.6 
S.D. 13.0 3.8 0.5 0.2 0.7D 0.1 

。 6 Mean 56.2 10.5 0.8 0.3 1.4 0.5 
8.0. 9.9 4.7 0.3 0.1 0.8 0.3 

Female 12 6 Mean 59.4 13.9 0.7 0.3 1.0 0.5 
S.D. 13.8 3.0 0.1 0.1 0.4 0.2 

60 6 Mean 64.6 10.8 1.3 0.4 1.2 0.4 
8.D. 12.9 3.0 0.6 0.1 0.5 0.3 

300 6 Mean 68.8 16.5 1.1 0.4 1.8 0.5 
8.D. 14.6 7.6 0.4 0.2 0.5 0.2 

LUC : Large unstained cells 
-・:pく0.01 (8ignificant difference from control group) 
D : Ounnett・stest 
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Table 6-4 A 28・dayoral toxicity study of N-Ethyl由 N-crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Hematology (After recovery period) 

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC Reticul. PLT PT APTT FIB 
Sex Dose No. 

mg/kg X104/μL g/dL % fL pg g/dL % X104/μL S s mg/dL 

Male 。 6 Mean 878 16.1 46.6 53.1 18.3 34.5 2.2 129.9 12.8 20.2 259 
S.D. 21 0.3 1.1 0.9 0.4 0.4 0.2 10.9 1.1 2.4 19 

300 6 Mean 886 15.1・・ 44.9骨骨 50.7・ 17.1・・ 33.7・・ 2.6 123.8 16.4** 22.5 306・・
S.D. 33 0.3T 0.7T 1.9T 0.7T 0.3T 0.7 8.7 1.8T 2.5 23T 

Female 。 6 Mean 854 15.3 43.7 51.3 18.0 35.1 2.0 130.0 12.0 18.9 188 
S.D. 30 0.4 0.9 1.3 0.4 0.2 0.6 15.4 0.4 2.4 15 

300 6 Mean 821併 14.7・・ 43.1 52.6 17.9 34.0骨骨 2.1 136.7 11.4 18.2 227骨骨

S.D. 17T 0.3T 0.9 1.7 0.5 0.3T 0.4 7.8 0.5 1.0 25T 

傍 : p<0.05 ; 骨骨 : p<O.Ol (Significant difference from control group) 
T : Student's t-test 
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Table 6-5 A 28-day oral toxlclty study of N-Ethyl-N国 crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Hematology (After recovery period) 

WBC Oifferential leukocyte counts (%) 
8ex Oose No. 

mg/kg X102/μL LYMP NEUT E08 BA80 MONO LUC 

Male 。 6 Mean 105.4 80.3 15.9 1.2 0.4 1.8 0.5 
8.0. 22.6 5.0 4.8 0.5 0.1 0.6 0.2 

300 6 Mean 107.3 81.1 15.7 0.7 0.4 1.6 0.4 
8.0. 20.1 4.9 4.8 0.3 0.1 0.3 0.1 

Female 。 6 Mean 52.5 77.5 19.7 0.9 0.3 1.2 0.5 
8.0. 5.1 8.4 8.5 0.2 0.2 0.3 0.3 

300 6 Mean 70.2 77.5 19.0 1.2 0.3 1.5 0.6 
8.0. 22.7 7.9 7.8 0.3 0.1 0.3 0.2 

LUC : Large unstained cells 
No significant difference between treated group and control group. 



Table 6・6 A 28四 dayoral toxic ity d study of N-Ethyl-N田 crotonoyl-2・toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Hematology (After recovery period) 

Oifferential leukocyte counts (X102/μL) 
Sex Oose No. 

mg/kg LYMP NEUT EOS 

Male 。 6 Mean 85.5 15.9 1.1 
S.O. 22.2 1.4 0.3 

300 6 Mean 87.4 16.6 0.7・
S.O. 19.1 5.8 0.2T 

Female 。 6 Mean 40.6 10.4 0.5 
S.O. 5.6 4.5 0.1 

300 6 Mean 55.2 12.5 0.8・
8.0. 21.3 4.1 0.3AT 

LUC : Large unstained cells 
骨:p<0.05 (Significant difference from control group) 
T : Student's t-test 
AT : Aspin-Welch t岨 test

BASO MONO 

0.5 1.9 
0.2 0.8 

0.5 1.7 
0.1 0.3 

0.2 0.6 
0.1 0.2 

0.3 1.0 
0.1 0.4 

LUC 

0.6 
0.3 

0.4 
0.1 

0.3 
0.2 

0.4 
0.3 
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Table 7-1 A 28・dayoral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl圃 2骨 toluidine1n rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Blood chem1stry (After adm1nistration period) 

AST ALT LDH γ-GTP ALP T由 CHO TG PL T-BIL GLU 
Sex Dose No. 

mg/kg IU/L IU/L IU/L IU/L IU/L mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL 

。 6 Mean 61 26 _55 1 632 50 39 85 0.1 130 
S.D. 8 6 14 1 142 3 8 7 0.0 7 

Male 12 6 Mean 56 25 49 1 634 61 45 101 0.1 136 
S.D. 8 5 5 。 137 7 28 9 0.1 10 

60 6 Mean 57 26 54 1 656 73・・ 54 116‘・ 0.1 148 
S.D. 10 6 14 。 100 12DT 26 16D 0.0 15 

300 6 Mean 62 42・・ 55 3待 毎 584 77・・ 27 129・・ 0.1 145 
S.D. 8 10D 7 2DT 90 18DT 10 27D 0.0 27 

。 6 Mean 57 18 51 1 363 62 14 106 0.1 97 
S.D. 5 2 12 。 83 15 7 21 0.0 13 

Female 12 6 Mean 56 18 46 1 388 62 15 114 0.1 120・骨
S.D. 6 3 9 。 117 10 5 13 0.0 13D 

60 6 Mean 58 20 52 1 352 58 11 101 0.1 101 
S.D. 6 3 12 。 68 9 5 12 0.1 6 

300 6 Mean 52 26 48 2 317 97** 19 154・・ 0.1 94 
S.D. 11 12 16 2 116 26D 3 32D 0.0 5 

** : p<0.01 (Significant difference from control group) 
D : Dunnett・stest 
DT : Dunnett四 typerank test 
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Table 7-2 A 28-day ora1 toxicity study of N-Ethy1-N-crotonOyl-2田 toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Blood chemistry (After administration period) 

BUN CRNN Na K Cl Ca p TP ALB A/G 
Sex Dose No. 

mg/kg mg/dL mg/dL mmol/L mmol/L mmol/L mg/dL mg/dL g/dL g/dL 

。 6 Mean 11 0.23 144 4.7 107 9.7 7.7 6.1 3.3 1.19 
S.D. 2 0.03 2 0.2 3 0.2 0.4 0.2 0.1 0.06 

Male 12 6 Mean 10 0.21 145 4.8 108 9.9 8.3 6.1 3.3 1.16 
S.D. 2 0.03 1 0.4 1 0.1 0.9 0.1 0.1 0.06 

60 6 Mean 11 0.20 145 4.7 106 10.1・・ 8.2 6.4 3.4 1.12 
S.D. 2 0.02 2 0.2 1 0.2D 0.5 0.1 0.1 0.06 

300 6 Mean 10 0.23 144 4.7 106 10.2俗僻 7.9 6.6・・ 3.4 1.07・・
S.D. 2 0.05 1 0.2 2 0.2D 0.7 0.4D 0.2 0.06D 

。 6 Mean 14 0.28 142 4.4 110 9.6 7.1 6.1 3.4 1.28 
S.D. 2 0.03 2 0.4 2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.10 

Female 12 6 Mean 16 0.29 143 4.2 110 9.6 7.3 6.3 3.6 1.37 
S.D. 2 0.03 1 0.3 1 0.2 0.7 0.4 0.3 0.09 

60 6 Mean 16 0.30 141 4.7 109 9.7 7.3 6.4 3.6 1. 26 
S.D. 5 0.06 。 0.2 1 0.3 0.2 0.3 0.1 0.08 

300 6 Mean 16 0.26 141 4.6 107骨 10.2・・ 7.4 6.9・・ 3.8併 1. 24 
S.D. 3 0.06 1 0.2 1D 0.2D 0.5 0.3D 0.2D 0.08 

* : pく0.05 ; 傍併 : pく0.01 (Significant difference from control group) 
D : Dunnett's test 



Table 7曲 3 A 28由 dayoral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl骨 2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Blood chemistry (After recovery period) 

B畠 6607

Sex 
GLU 

Dose No. 
mg/kg 

AST 

IU/L 

ALT 

IU/L 

LDHγ-GTP 

lU/L IU/L 

ALP T申 CHO TG PL T-BIL 

IU/L mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL 

Male o 6 Mean 
S.D. 

300 6 Mean 
S.o. 

3

5

8

5

 

'

b

F

D

 

22 
2 

29・
5AT 

49 
12 

1 
0 

468 
104 

452 
84 

0

5

2

9

 

守
F

T
ム

守

t

80 
28 

112 
20 

0.1 
0.0 

0.1 
0.0 

147 
10 

143 
10 

Female o 6 Mean 
8.0. 

300 6 Mean 
S.D. 

56 
3 

48・・
3T 

n
u
q
u
n
U
句
ム

ワ

血

唱

ム

53 
15 

1 
0 

64 
12 

90 
32 

40・ 110
12AT 10 

10 
3 

113 
18 

0.1 
0.0 

0.1 
O.。

108 
12 

122 
12 

5

7

8

4

 

q

u

q

u

 

1 
0 

315 
49 

1 
0 

216・
63T 

僑 : p<0.05 ; ・・ : p<O.Ol (Significant difference from control group) 
T : Student ・st-test 
AT : Aspin曲 Welcht-test 

27・ 158
14AT 49 
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Table 7-4 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl国 2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Blood chemistry (After recovery period) 

BUN CRNN Na K Cl Ca P TP ALB A/G 
Sex Dose No. 

mg/kg mg/dL mg/dL mmol/L mmol/L mmol/L mg/dL mg/dL g/dL g/dL 

Male 。 6 Mean 15 0.26 143 4.5 105 10.0 7.2 6.3 3.2 1.06 
S.D. 2 0.04 1 0.4 2 0.1 0.6 0.2 0.1 0.09 

300 6 Mean 14 0.23 143 4.7 106 9.7・・ 7.6 6.3 3.4 1.14 
S.D. 1 0.02 1 0.2 1 0.3T 0.5 0.2 0.1 0.08 

Female 。 6 Mean 17 0.31 143 4.3 110 9.6 6.4 6.4 3.5 1.21 
S.D. 3 0.05 1 0.2 1 0.3 0.5 0.2 0.1 。‘12

300 6 Mean 18 0.30 143 4.6 109 10.0・ 6.2 7.3・" 4.0骨側 1. 22 
S.D. 5 0.09 1 0.3 2 0.2T 0.3 0.4AT 0.3AT 0.08 

* : p<0.05 ; 傍骨 : p<O.Ol (Significant difference from control group) 
T : Student ・st-test 
AT : Aspin-Welch t-test 
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Table 8-1 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Absolute and relative organ weight (After administration period) 

Male 

Body weight Brain Thymus Heart Liver Spleen Kidney Adrenal 
Dose (R+L) (R+L) 
mg/kg g g(g/100g BW) mg(mg/100g BW) g(g/100g BW) g(g/100g BW) g(g/100g BW) g(g/100g BW) mg(mg/100g BW) 

。 No. 6 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 390 2.04 530 1.37 11.92 0.67 2.77 61 
S.D. 41 0.12 162 0.21 1.42 0.13 0.29 10 

Absolute 12 No. 6 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 409 2.09 483 1.48 12.92 0.71 2.99 62 
S.D. 39 0.06 73 0.24 1.63 0.08 0.21 8 

60 No. 6 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 411 2.02 471 1.38 14.45 0.70 3.07 59 
S.O. 19 0.07 71 0.17 1. 70 0.07 0.32 5 

300 No. 6 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 393 2.01 526 1. 32 17.59・傍 0.80 3.04 49・
S.O. 44 0.07 151 0.18 2.540 0.18 0.33 80 

。 No. 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 0.53 135 0.35 3.06 0.17 0.71 16 
8.D. 0.05 35 0.05 0.09 0.02 0.04 2 

Relative 12 No. 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 0.51 118 0.36 3.15 0.18 0.73 15 
8.D. 0.05 16 0.05 0.18 0.02 0.04 1 

60 No. 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 0.49 115 0.33 3.51・ 0.17 0.75 15 
8.D. 0.03 17 0.03 0.26D 0.01 0.05 l 

300 No. 6 6 6 6 6 6 6 

Mean 0.52 134 0.34 4.48骨. 0.20 0.78・ 13骨骨

8.D. 0.06 35 0.03 0.47D 0.03 0.04D 2D 

Stat ist ica1ana1ysis of body weig1hc t was not done. 
* : p<O.05 ;骨* : p<O.Ol (Slgniflcan七 differencefrom control group) 
D : Dunnett's test 



Table 8-2 

Dose 
mg/kg 

。

Absolute 12 

60 

300 

。

Relative 12 

60 

300 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

A 28置 dayoral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl・2田 toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Absolute and relative organ weight (After administration period) 

Male 

Testis Epididymis 
(R+L) (R+L) 

g(g/100g BW) 狙g(mg/100gBW) 

6 6 
3.20 861 
0.18 60 

6 6 
2.83 833 
0.84 177 

6 6 
3.41 925 
0.29 73 

6 6 
3.37 946 
0.22 77 

6 6 
0.83 224 
0.09 31 

6 6 
0.71 207 
0.24 50 

6 6 
0.83 226 
0.09 25 

6 6 
0.87 243 
0.13 33 

No significant difference in any treated groups from control group. 
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Table 8-3 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Absolute and relative organ weight (After administration period) 

Female 

Body weight Brain Thymus Heart Liver Spleen Kidney Adrenal 
Dose (R+L) (R+L) 
mg/kg g g(g/100g BW) mg(mg/l00g BW) g(g/100g BW) g(g/100g BW) g(g/100g BW) g(g/100g BW) mg(mg/100g BW) 

。 No. 6 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 218 1.86 422 0.78 6.55 0.46 1.67 73 
S.D. 19 0.08 101 0.06 0.78 0.10 0.20 13 

Absolute 12 No. 6 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 215 1.89 407 0.80 6.56 0.40 1. 52 70 
S.D. 14 0.08 115 0.04 0.48 0.02 0.07 11 

60 No. 6 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 228 1.89 383 0.80 7.22 0.44 1. 73 74 
S.D. 16 0.08 78 0.07 0.44 0.04 0.10 6 

300 No. 6 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 233 1.88 494 0.87 9.91・傍 0.53 1.94・ 67 
S.D. 12 0.04 138 0.09 0.75D 0.05 0.20D 6 

。 No. 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 0.86 194 0.36 3.00 0.21 0.77 34 
S.D. 0.05 42 0.02 0.18 0.03 0.04 6 

Relative 12 No. 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 0.89 190 0.37 3.06 0.19 0.71 33 
S.D. 0.08 56 0.02 0.13 0.02 0.05 5 

60 No. 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 0.84 168 0.35 3.17 0.19 0.76 33 
S.D. 0.09 30 0.02 0.12 0.01 0.06 2 

300 No. 6 6 6 6 6 6 6 
Mean 0.81 210 0.37 4.25・・ 0.23 0.83 29 
S.D. 0.04 51 0.03 O.17D 0.02 0.07 2 

stat ist1ca1analysisof body lgwn e ight was not done . 
傍: pく0.05 ; 骨骨 : p<O.Ol (Significant difference from control group) 
D : Dunnett・stest 



Table 8-4 

Dose 
mg/kg 

。

Absolute 12 

60 

300 

。

Relative 12 

60 

300 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

A 28-day oral toxicity study of N司 Ethyl-N-crotonoyl四 2・toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Absolute and relative organ weight (After administration period) 

Female 

Ovary Uterus 
(R+L) 

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

6 6 
85.2 435 
15.0 84 

6 6 
77.2 501 
10.8 78 

6 6 
96.5 391 
16.8 47 

6 6 
93.8 394 
12.0 29 

6 6 
38.9 200 
4.6 36 

6 6 
36.0 234 
4.8 35 

6 6 
42.6 172 
8.9 27 

6 6 
40.2 169 
5.0 19 

No significant difference in any treated groups from control group. 
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Table 8-5 A 28-day oral" toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl・2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Absolute and relative organ weight (After recovery period) 

Male 

Body weight Brain Thymus Heart 
Dose 
mg/kg g g(g/100g BW) mg(mg/100g BW) g(g/100g BW) 

Absolute 0 NO. 6 6 6 
Mean 493 2.08 519 
S.D. 33 0.10 72 

300 No. 6 6 6 
Mean 419 2.05 470 
S.D. 40 0.09 77 

Relative 0 No. 6 6 
Mean 0.42 106 
S.D. 0.04 16 

300 No. 6 6 
Mean 0.49骨骨 113 
S.D. 0.03T 16 

Statistlcal analysis of body weight was not done. ・: p<O.05 ; ・・ : p<O.Ol (Significant difference from control group) 
T : Student's t田 test

6 
1.54 
0.16 

6 
1.35 
0.21 

6 
0.31 
0.02 

6 
0.32 
0.03 

Liver 

g(g/100g BW) 

6 
15.15 
1.65 

6 
12.98・
1.00T 

6 
3.07 
0.20 

6 
3.11 
0.19 

Sp1een 

g(g/100g BW) 

6 
0.86 
0.18 

6 
0.79 
0.19 

6 
0.17 
0.02 

6 
0.19 
0.03 

B-6607 

Kidney Adrena1 
(R+L) (R+L) 

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

6 6 
3.03 73 
0.26 15 

6 6 
3.06 60 
0.29 7 

6 6 
0.62 15 
0.04 3 

6 6 
0.73・・ 14 
0.05T 2 



Table 8司 6

Dose 
mg/kg 

Absolute 0 

300 

Relative 0 

300 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

A 28・dayoral toxicity study of N-EthyI-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Absolute and relative organ weight (After recovery period) 

Male 

Testis Epididymis 
(R+L) (R+L) 

g(g/100g BW) mg(mg/l00g BW) 

6 6 
3.34 1184 
0.23 111 

6 6 
3.35 1173 
0.25 46 

6 6 
0.68 241 
0.04 25 

6 6 
0.81鋳僑 282・
O.09T 21T 

* : p<O.05 ; 骨鋳 : p<O.Ol (Significant difference from control group) 
T : Student ・st-test 

B世 6607



Table 8-7 A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl~N-crotonoyl 四 2 四 toluidine in rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Absolute and relative organ weight (After recovery period) 

Dose 
mg/kg 

Absolute 0 

300 

Relative 0 

300 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

No. 
Mean 
S.D. 

Female 

Body weight 

g 

6 
232 
20 

6 
245 
14 

Brain Thymus 

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

6 6 
1.94 359 
0.08 92 

6 6 
1.89 338 
0.13 42 

6 6 
0.84 154 
0.01 35 

6 6 
0.18 139 
0.08 21 

Statistical analysis of body weight was not done. 

Heart 

g(g/100g BW) 

6 
0.77 
0.04 

6 
0.87・
0.09AT 

6 
0.33 
0.02 

6 
0.36 
0.03 

骨 : p<O.05 ; 骨骨 : p<O.01 (Significant difference from control group) 
T : Student's t-test 
AT : Aspin-Welch t-test 

Liver 

g(g/100g BW) 

6 
6.06 
0.58 

6 
1.82骨.
0.19T 

6 
2.61 
0.05 

6 
3.19・ー
0.17AT 

Spleen 

g(g/100g BW) 

6 
0.50 
0.10 

6 
0.50 
0.06 

6 
0.21 
0.03 

6 
0.21 
0.02 

B-6607 

Kidney Adrenal 
(R+L) (R+L) 

g(g/lOOg BW) mg(mg/lOOg BW) 

6 6 
1.67 65 
0.18 7 

6 6 
1.84 61 
0.11 7 

6 6 
0.12 28 
0.03 4 

6 6 
0.15 27 
0.03 1 



Table 8-8 

Dose 
mg/kg 

Absolute 。 No. 
Mean 
S.D. 

300 No. 
Mean 
S.D. 

Relative 。 No. 
Mean 
S.D. 

300 No. 
Mean 
S.D. 

A 28-day oral toxicity study of N-Ethyl置 N-crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2 weeks 

Absolute and relative organ weight (After recovery period) 

Female 

Ovary Uterus 
(R+L) 

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

6 6 
90.5 525 
23.4 139 

6 6 
100.2 502 
12.4 137 

6 6 
38.8 228 
8.2 66 

6 6 
40.9 207 
4.1 64 

No significant difference between treated group and control group. 

B-6607 



Table 9-1 

Organs 

Findings 

ki dnCyey st 

Liver 
Larh ge 

Stomac 

A 28司 dayoral toxicit~ study of N-Ethyl-N“ crotonoyl・2・toluidinein rats 
with a recovery perioa of 2~weeks 

Gross pathologlcal flndings (After administration period) 

Dose(mNugm/kbseegxr ): : : 
M M M 

30M 0 F O F F 
30 F 0 

0 6 16 2 60 12 60 
6 6 6 6 6 6 

。 。 。 。 。 。 1 。
。 。 1 5 。 。 。 6 

Ftoi cus ，dark red ，glandular stomach 。 。 。 。 1 。 。 1 
Testis 

Small 。 1 。 。
Thys ro i d 

mall 。 。 。 。 。 。 1 。
M:Male，F:Fbe IlE ae Ie 
ー:Not applicable 

B四 6607



Table 9・2

Organs 

Findings 

A11No t issues 
t remarkable 

M : Male. F : Female 

A 28幽 dayoral toxicit~ study of N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidlne ln rats 
with a recovery perioa of 2-weeks 

Gross pathologlcal flndlngs (After recovery period) 

Dose(mNugm/kb Segx)ー

M O M F O F 
300 300 6 

er: 6 6 6 

6 6 6 6 

B-6607 
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Table 10-1 A2h 8-a dayrora1tox1ciity d stf udy of N-Ethy1由 N-crotonoyl-2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2~weeks 

Histopathological findings (After administration period) 

Organs 
Dose(mNugm/kbSeegxr ): : : 

M M 
6M 0 

M F O 1F 2 6F 0 30F 0 
0 6 12 80 0 6 

Findings 6 6 6 6 6 6 

AdrNenumab l 
er examined 6 。。 。 6 6 0 0 0 0 6 

Not remarkable 6 。 6 6 6 
BonNeu+Bmb one marroiw，d femoral 

er examlne 6 6 6 6 6 。 。 6 
Not remarkable 5 6 5 2 4 。 。 4 
Hypericei 11111ar ity，bone marrow 1 。。 1 1 4 2 2 。。 。。 2 

minimal 1 4 2 
BonNe1+1BElbone e marrow，sd terna1 

r exkamabinl e 6 。
0 0 6 6 6 。 。 6 

Neb ot r emar e 6 。 6 。 。 6 
Cerebellum 

6 6 。。 。 6 6 。。 。。 6 6 。 6 6 

6 。。 。。 6 6 6 0 0 。。 6 6 6 6 

6 6 。。 0 0 6 
6 

6 6 。。 。。 6 6 6 。。 。。 6 6 
6 

6 。
0 0‘ 

6 6 6 6 
'0 。。 6 6 

6 。 。

6 6 。。 。。 6 6 6 0 0 。。 6 6 
6 

6 6 
。 。 6 6 。。 。 6 
。 。 6 6 。 6 

6 6 。。 。
6 6 6 6 

。 。 6 
。 。 。 6 

6 。 。 6 6 。。 0 0 6 6 
6 。 。 6 6 

6 6 
。 。 6 6 。。 。

6 6 。 。 6 6 。

6 6 。。 。。 6 6 6 6 。。 。。 6 
6 

M:Male，Fi  :Fab emale 
ー:Not applicable 
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A 28国 dayoral toxic~t~ study of_N-Ethyl-N-crotonoyl-2-toluidine in rats 
with a recovery perioa of 2-weeks 

Hlstopathological findings (After administration period) 

Table 10-2 
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300 
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M 
300 
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M
0
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h
o
 

M
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町
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R
V

噌

i

M
N
n
v
白
υ

Sex: 
Dose(mg/kg) : 

Number: 

Organs 

Kidney 
Nurnber examined 
Not remarkable 
Cyst 

mild 
Regeneration，tubular 

minimal 
Mineralization，papillary 

minimal 
Cel1 infiltration，interstitial 

minimal 
Liver 

Number examined 
Vacuolation，hepatocytic.per・ilobular

minimal 
mild 

Microgranuloma 
minimal 

Hypertrophy.bile ductal epithelium 
minimal 
mild 

Hypertrophy.hepatocytic 
minimal 
mild 

Lung(bronchus) 
Number examined 
Not remarkable 
Hemorrhage.focal 

minimal 
Accumulation.alveolar macrophage 

minimal 
Lymph node.mesenteric 

Number examined 
Not rernarkable 

Lymph node.submandibular 
Number examined 
Not remarkable 

Ovary 
Number examined 
Not remarkable 

Parathyroid 
Number examined 
Not remarkable 

Pituitary 
Number examlned 
Not remarkable 

Prostate 
Number examined 
Not remarkable 
Cell infiltration.interstitial 

minimal 
mild 

Findlngs 
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M : Male. F : Female 
-: Not applicable 
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A 2s-day oral toxicity study of N-Ethyl-N-crotonoyl.・・2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2-weeks 

Histopathological findings (After administration period) 

Table 10，;..3 
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Sex: 
Dose(mg/kg) : 

Number: 

Organs 

Findings 
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6 
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Sciatic nerve 
Number examined 
Not remarkable 

Skeletal muscle，femoral 
Number examined 
Not remarkable 

Spinal cord，thoracic 
Number examined 
Not remarkable 

Spleen 
Number exa皿ined
Not remarkable 
Hematopoiesis，extramedullary 

minimal 
Stomach 

Number examined 
Not remarkable 
Erosion，glandular stomach 

minimal 
Testis 

Number examined 
Not remarkable 
Atrophy，seminiferous tubular 

severe 
Thymus 

Number examined 
Not remarkable 

Thyroid 
Number examined 
Not remarkable 
Ectopic thymus 

minimal 
Remnant，ultimobranchial body 

minimal 
Trachea 

Number examined 
Not remarkable 

Urinary bladder 
Number examined 
Not remarkable 

Uterus 
Number examined 
Not remarkable 

M : Male， F : Female 
-: Not applicable 
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A.?~-day oral toxic~t~ s~udy of_N-EthYl曲 N-crotonoyl・2-toluidinein rats 
with a recovery period of 2-weeks 

Histopathological findings (After recovery period) 

Table 10・4

F 
300 

6 

宥

-
a
n
u
n
o

M 
300 

6 

M
N
n
u
a
u
 

Sex: 
Dose (mg/kg) : 
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