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要約

OECDによる既存化学物質の安全性点検に係わる毒性調査事業の一環として Trimethyl

Phospha te.:， (リン酸トリメチル)の反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験を行った。

すなわち TrimethylPhosphateの o(溶媒対照)、 40、100および 250mg/kgを

Sprague-Dawley系 (Crj : CD)ラットの雌雄(各13匹/群)に交配前 2週間および交配

期間 2週間を通して経口投与し、さらに雄では交配期間終了後 2週間、雌では妊娠期間を

通して分娩後暗育 3日まで投与を継続して親動物に対する反復投与毒性およびその生殖能

力ならびに次世代児の発生・発育に及ぼす影響について検討した。

1 .反復投与毒性(親動物所見)

1)死亡例、一般状態

250 mg/kg投与群において雄12例、雌 1例が投与第 4週から第 6週にかけて死亡した。

この群の雌雄では、主要な一般状態の変化として活動性の低下、麻庫性歩行がみられ、雄

では投与第 2週以降に症状の増悪を示す例が増加した。雌の症状は、雄と比較して軽度で、

あった。 100mg/kg以下の投与群では、毒性変化とみなされる一般状態の異常は雌雄とも

にみられず、死亡例もなかった。

2)体重、摂餌量

250 mg/kg投与群の雌雄では、体重増加が有意に抑制され、雄の体重は投与回数の増加

に伴って有意に減少した。 100mg/kg以下の投与群では、雌において妊娠中期から後期に

かけての体重増加に有意な抑制 (40mg/kg投与群)または抑制傾向 (100mg/kg投与群、
注)

2例のデータ)がみられたが、雄の体重に有意性のある変化は認められなかった。摂餌量

は、 250mg/kg投与群の雄で有意に低下した。

注)

100 mg/kg投与群の雌では妊娠率、 250mg/kg投与群の雌では交尾率が低下した(後述)

ため、これらの群の雌については妊娠期間以後に相当する時期の体重と摂餌量を評価する

ことが困難であった。
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3)解剖時検査所見

A.雄〔解剖日:投与期間 (42回投与)終了翌日〕

a)血液学的検査所見

赤血球数、血色素量、ヘマトクリット値の有意な減少ならび、に血小板数、分葉核好中球

比率の有意な増加が、 100mg/kg投与群において認められた。 40mg/kg投与群の所見には

被験物質の投与に起因したと推定される変化はみられなかった。 250mg/kg投与群の生存

例 1例では、赤血球数、血色素量、ヘマトクリット値が明らかな低値を示し、分葉核好中

球比率、単球比率の増加およびリンパ球比率の低下がみられたが、血小板数に変化は認め

られなかった。

b)血液生化学的検査所見

用量依存的な変化としてA/G比の有意な低下、コリンエステラーゼ活性、総コレステ

ロール濃度、カルシウム濃度の有意な上昇が、 40および100mg/kg投与群に、ブドウ糖

濃度の有意な低下、総タンパク濃度、ナトリウム濃度の有意な上昇が、 100mg/kg投与群

に認められた。これらの傾向は、 250mg/kg投与群の生存例 1例においても明らかであっ

た。

c)器官重量(胸腺、肝臓、腎臓、精巣、精巣上体)

用量依存的な変化として腎臓重量とその比体重値の有意な増加が 40および100mg/kg 

投与群に、胸腺重量とその比体重値、肝臓の比体重値の有意な増加ならびに精巣上体重量

とその比体重値の有意な低下が 100mg/kg投与群に認められた。 250mg/kg投与群の生存

例 1例では、低体重であることと関連して測定器官の重量は全て対照群の平均値を下回っ

た。比体重値では胸腺、肝臓、腎臓の比体重値が高値を示したが、精巣および精巣上体の

比体重値は対照群と比較して低値であった。

d)剖検所見

100 mg/kg投与群では、肺の暗色点、牌臓の暗色化、腎臓の淡色化、精巣、精巣上体の

萎縮などが、低率に認められた。 250mg/kg投与群では、死亡例、生存例ともに削痩、体

脂肪の減少が顕著であり、胸腺の萎縮、肺の暗色領域、肝臓の暗色化・萎縮、腺胃の暗色

領域、腸管内容の欝滞、腸間膜リンパ節の萎縮、牌臓の萎縮・暗色化・濃胞の不明瞭化、

副腎の腫大、腎臓の腫大、大量の勝脱内尿貯留、精巣・副生殖器の萎縮、骨髄の暗色化が

高率に観察された。 40mg/kg投与群には、特記すべき異常所見は認められなかった。
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e)病理組織学的検査所見

40 mg/kg投与群:肝臓について小葉周辺性の脂肪化に軽減傾向がみられた。腎臓で

は、全例で近位尿細管上皮細胞内に好酸性で球状の滴状物がみられたほか、 eosinophlic

bodyおよび再生尿細管の頻度・程度が増強し、 4例で再生尿細管腔内に細胞変性物がみら

れた。他の器官・組織については、ごく軽度の精巣萎縮が 1例に認められたほかに特記す

べき変化はみられなかった。

100 mg/kg投与群:肝臓で小葉周辺性の脂肪化に軽減傾向がみられ、ごく軽度の巣状

壊死と出血が各 1例に認められた。腎臓では、全例で近位尿細管上皮細胞内に好酸性で球

状の滴状物が高度にみられ、 eosinophlicbodyおよび再生尿細管の頻度・程度が増強した

ほか、 1例で尿円柱の形成、 4例で再生尿細管腔内に細胞変性物がみられた。牌臓につい

ては全例で髄外造血の軽度の冗進がみられた。精巣では、 1例に中等度の萎縮がみられ、

この例の精巣上体では腔内の精子が乏しかった。このほか2例の頚髄薄束、 1例の腰髄背

索、 4例の骨格筋を走行する神経、 9例の坐骨神経に神経線維の変性が認められた。

250 mg/kg投与群:死亡例全例で胸腺の萎縮がみられ、うち10例の変化は高度で、あった。

生存例に胸腺の萎縮はみられなかった。肝臓では、死亡例全例で肝細胞に萎縮があり、生

存例を含む 6例の Kupffer細胞に色素沈着が認められた。一方、小肉芽腫はいずれの例に

もみられず、小葉周辺性の脂肪化にも軽減傾向がみられた。腎臓では、死亡例 2例でのみ

近位尿細管上皮細胞内に好酸性・球状滴状物がみられ、 eosinophlicbodyの出現も対照群

より軽度であったが、再生尿細管の頻度・程度は増強し、腎乳頭の壊死が死亡例 2例に認

められた。副腎については、皮質束状帯細胞の肥大が死亡例 8例にみられた。牌臓では、

色素沈着の程度がやや強く、髄外造血は軽度であったが、漉胞の萎縮が全例に認められた。

精巣については、全例で高度の萎縮がみられ、顕著な例では精細管内に精子形成細胞がな

く、腔内はセルトリ細胞でほぼ占有されていた。精巣上体の腔内に精子はほとんどみられ

なかった。このほか生存例を含む 3OIJの頚髄薄束、 10例の骨格筋を走行する神経、全例の

坐骨神経に神経線維の変性がみられ、 11例に骨格筋線維のびまん性の萎縮が認められた。

B.雌〔解剖日:晴育 4目、全児死亡目、妊娠25日相当日(全路吸収および不妊例)) 

a)器官重量(胸線、肝臓、腎臓)

胸腺重量とその比体重値は、 40皿g/kg投与群において有意な高値を示し、 100mg/kg投

与群では高値となる傾向がみられた。 250mg/kg投与群の胸腺重量には対照群と比較して
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著しい差は認められなかった。肝臓重量は、 100mg/kg以上の投与群で低下傾向を示し、

腎臓重量は 100mg/kg投与群で増加傾向、 250mg/kg投与群で低下傾向を示した。

b)剖検所見

100 mg/kg投与群では、肝臓の暗色化が比較的高率に、 250mg/kg投与群では、肺の暗

色領域、肝臓の暗色化、腸管内容の欝滞、牌臓の暗色化、副腎の腫大、卵巣の萎縮、骨髄

の暗色化などが高率に観察された。 40mg/kg投与群には、特記すべき異常所見は認められ

なかった。

c)病理組織学的検査所見

40 mg/kg投与群:胸腺の軽度の萎縮が2例にみられたのみであった。(対照群では全

例の胸腺が萎縮していた。)他の器官・組織に特記すべき変化は認められなかった。

100 mg/kg投与群:胸腺の萎縮は、いずれの例にもみられなかった。肝臓では、 1例に

巣状壊死が認められた。腎臓については、再生尿細管の頻度が増加し、 1例で再生尿細管

腔内に細胞変性物の貯留がみられたが、そのほかには石灰沈着あるいは腎孟の拡張が各 1

例にみられたのみであった。牌臓では、色素沈着の増強、髄外造血の減少がみられた。他

の器官・組織に特記すべき変化は認められなかった。

250 mg/kg投与群:胸腺の萎縮が約半数にみられた。肝臓では、 3例の肝細胞に萎縮が

あり、巣状壊死が 1olJに認められた。腎臓では、再生尿細管の頻度・程度が増強し、 1例

の再生尿細管腔内に細胞変性物の貯留を認めた。また、 8例で腎乳頭の毛細血管腔内に血

小板の凝集があり、 6例で腎乳頭間質に細胞変性物と推定される好酸'性の小塊が認められ

た。副腎については、皮質束状帯細胞の肥大が 1例にみられた。牌臓では、色素沈着の増

強、髄外造血の減少があり、漉胞の萎縮が 2例に認められた。卵巣については、観察した

9例中 1例に卵胞性嚢胞、 6olJに閉鎖卵胞の増加、 1例に黄体嚢胞がみられた。このほか

神経線維の変性が、 2例の頚髄薄束および腰髄背索、 9例の骨格筋神経、 11例の坐骨神経

にみられ、 1例では骨格筋線維にびまん性の萎縮が認められた。

II.生殖発生毒性

1.生殖学的検査所見

1)交配成績

250 mg/kg投与群では、交尾率が著しく低下し、 13組中 2組でしか交尾が成立しなかっ

た。また、交尾した 2例の雌のいずれにも腔の着床はみられなかった。 100mg/kg以下の
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投与群および対照群では、全例で交尾が成立し、同居開始から交尾成立までに要した日数

にも対照群と各被験物質投与群との閣で有意差は認められなかった。しかし、経の着床は

100 mg/kg投与群では 2例にしかみられず、同投与群では受胎率が著しく低下した。 40

mg/kg投与群の受胎率には、対照群と比較して有意差は認められなかった。

2)分娩および晴育状態

対照群では13例全例、 40mg/kg投与群では12例中10例の妊娠雌が児を分娩したが、いず

れの雌においても分娩状態に異常があった証拠は得られなかった。日南育状態についても生

児 1例を分娩した40mg/kg投与群の雌 1例で分娩当日に児が死亡したほかには、異常を示

唆する所見は認められなかった。なお、 40mg/kg投与群の 2例、 100mg/kg投与群の 2例

の妊娠雌は、いずれも早期全腔吸収例であり、これらの雌では必然的に分娩はみられなか

った。

3)妊娠黄体数、着床数および着床率

対照群と40mg/kg投与群の妊娠黄体数、着床数および着床率に有意差は認められなかっ

た。 100mg/kg投与群の早期全匹吸収例 2例では、妊娠黄体数、着床数が対照群の平均値

と比較して明らかに少なく、着床率も顕著に低下した。

4)出産率および妊娠期間

対照群と40mg/kg投与群の出産率および妊娠期間に有意差は認められなかった。

2. 出生児所見

1)生存性

40 mg/kg投与群で、は、産児数および出産生児数が有意に減少し、児の分娩率[(産児数

/着床痕数) x 100Jおよび出生率[(出産生児数/着床痕数) x 100J も有意に低下し

た。しかし、新生児に死亡はみられず、晴育 O日および4日の生存率はともに 100%であ

った。

2)体重

40 mg/kg投与群の児の体重は、晴育 O日および4日のいずれにおいても対照群と比較

して有意な高値を示した。

3)形態

晴育 O日の外表観察、死亡児および晴育 4日における全新生児の剖検において被験物質の

投与に起因したと推定される外表および内臓の異常は認められなかった。

Fhυ 



1II.評価

以上の試験成績から、 TrimethylPhosphateの 250mg/kgは、ラットに対して後肢の麻

療を主とすJる神経症状、体重増加の抑制、赤血球数、血色素量および、ヘマトクリット値の

減少、血衆ブドウ糖濃度の低下、血衆中へのタンパク質、脂質の動員、血衆コリンエステ

ラーゼ活性、カルシウムおよびナトリウム濃度の上昇、腎乳頭および尿細管上皮細胞の障

害、胸腺、肝臓および精巣の萎縮、脊髄および末梢における神経線維の変性ならびに骨格

筋線維にびまん性の萎縮を惹起する毒性を有し、雄では高度の、雌では軽度の致死性を示

す中毒量であること、 100mg/kgは、相対的に軽度ながら 250mg/kgと同質の毒性を示す

毒性発現量であることが示唆された。雌に観察された毒性変化は、いずれも雄と比較して

相対的に軽度であり、本化合物は、雌より雄に対して明らかに強い毒性を示すと推察され

る。 40mg/kgについては、雄でA/G比の低下、コリンエステラーゼ活性、総コレステロ

ール濃度、カルシウム濃度の上昇があり、腎尿細管上皮細胞に障害がみられたほか、 1例

に軽度の精巣萎縮が認められたが、雌では胸腺に萎縮性の変化が生じなかったことのほ

かに被験物質に起因したと推定される変化は認められなかった。生殖・発生毒性に関し

ては、 250mg/kgの投与で交尾率、 100mg/kgの投与で受胎率、着床率が顕著に低下し、

40 mg/kgの投与で、は着床医の子宮内生存性が低下した。本化合物については、すでに100

または 250mg/kgの反復投与(5回/週)で雄ラットの妊苧性を低下させること、マウス

への 500mg/kgの5回反復投与では優性致死作用がみられ、初期医の子宮内生存性が低下

することが報告6)されているが、本試験結果は同様の作用がラットで、はより低い用量で発

現する可能性を示唆するものと考えられる。なお、 40mg/kg投与群の新生児の体重は、対

照群に比して有意に高値であったが、外表および内臓にはなんら異常はみられなかった。

これらのことから本試験条件下では、 TrimethylPhosphateの反復投与毒性および生殖

発生毒性に関する無毒性量は、雌雄ともにいずれも 40mg/kg/dayを下回る量と推定され

る。
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緒

OECD による既存化学物質の安全性点検に係わる毒性調査事業の一環としてTrimethyl

Phosphateの反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験を行い、同化合物の雌雄ラットに及ぼ

す反復投与毒性ならびに生殖・発生毒性について検討したのでその結果を報告する。

Trimethyl Phosphate (CAS No. 512-56-1 ;化学式， (O)P(OCHa) a ;分子量， 140 ;別

名， Phosphoric Acid Trimethyl Ester ， リン酸トリメチル)は、アルキル化剤であるこ

とから着火制御のためのガソリン添加物や塗料等の燃焼防止剤に使用される一方で、、化学

産業の分野ではメチル化剤あるいは樹脂やポリマ一合成の触媒として広く使用されている

化合物である。本化合物については比較的に多くの毒性情報が存在し、経口投与によるラ

ット、マウス、ウサギおよびモルモットのLD 50値が、それぞれ 840または 2000、1470、

1275および 1142mg/kgであること lJKほぼすべてのassaysystemで弱い変異原性を示

すこと lk複数の系統のマウスに優性致死作用を示すこと 1)、雄ラットおよび雌マウスに

癌原性を示すこと 3)、ウサギへの 300mg/kgの反復投与で振戦、脱力麻療等の神経症状が

発現すること 2)、ラットへの週 5回、 100mg/kgの反復投与では鎮静が発現し、約 1年後

には後肢に麻療が生じることなどが報告4)されているほか、生殖毒性については、ラット

で 100mg/kg以上、マウスで 500mg/kg以上の反復投与により雄ラットあるいは雄マウス

の妊苧性を高率に阻害することが多数報告 1. 5. 6)されている。
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試験材料および方法

1.被験物質

Trimeihyl Phosphaie (ロット番号， ，純度， 99.9wt 

%)は、 71<:，アセトン， DMSOに可溶の無色透明の液体である (Annex1)。本被験物質は、

使用時まで冷暗所に密封保管し、注射用蒸留水〔製造番号、 CC003(三重製薬株式会社))

に溶解して、いずれの用量においても 1回の投与液量が 5mi/kgになるように濃度を調整

し、投与検体とした。調製した投与検体は、冷暗条件下で密封保管し、調製後 7日以内に

投与した。調製液中の被験物質は、冷暗条件下で少なくとも 7日間安定であり (Annex2)、

また、使用した投与検体にはほぼ所定量のTrimethylPhosphateが含有されていたことを

確認した (Annex3)。

2.使用動物および飼育条件

試験には、雌雄とも 7週齢にて購入した日本チヤールス・リバー(槻厚木飼育センタ一生

産の Sprague-Dawley系ラット (Crj:CD，SPF)を使用した (Annex4)。購入した動

物は、入荷後 1週間、馴化と検疫を兼ねて予備飼育し、一般状態に異常が認められなかっ

たものを試験に供した〔体重範囲(群分け時) :雌 193.8--237. 3g、雄 289.0--332. Og)。

各動物は、温度24:t1 oc、相対湿度55:t5 %、換気回数約15回/時間、照明12時間(午

前 7時~午後 7時)に調節されたバリアーシステムの飼育室で、金属製金網床ケージ (22

X27x19cm、日本ケージ(槻)に個別に収容して飼育し、固型飼料 (CAーし日本クレア(槻)

および水道水を自由に摂取させた。妊娠18日以後の母動物には、飼育ケージの床に金属製

床板を敷き、床敷として木製チップ(ホワイトフレーク@、日本チヤールス・リバー(槻)

を適宜供給した。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考えられ

る爽雑物の混在はなかった。

3.群分け法

雌雄とも初回投与日の体重をもとに体重別層化無作為抽出法に準じて群分けし、 1群に

つき各13匹を用意した。

4.投与量、群構成、投与期間および投与方法

Trimethyl Phosphateの投与量は、文献情報 lー7)を参考に設定した。すなわち、雄ラ
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ットの妊苧性を確実に低下させることが明らかな量として 250mg/kgを最高用量に、雌雄

ラットに神経症状(鎮静)を来す可能性のある投与量として 100mg/kgを中間用量に、無

毒性量である可能性が高い量として 40mg/kgを最低用量に設定した。投与液量は、各用

量とも 5mL/kgとし、対照群のラットには、 TrimethylPhosphateの媒体とした注射用蒸

留水を TrimethylPhosphate投与群と同一条件にて投与した。以下に群構成を示す。

匹数(動物番号)
群 被験物質 投与量投与液/k量g) 

(mg/kg) (ml 雄 雌

1 溶媒対照a 。 5 13 (MX01001-013) 13 (FB01001-013) 
2 Trimethyl Phosphate 40 5 13 (MX02001-013) 13 (FB02001-013) 
3 Trimethyl Phosphate 100 5 13 (MX03001-013) 13 (FB03001-013) 
4 Trimethyl Phosphate 250 5 13 (MX04001-013) 13 (FB04001-013) 

a:注射用蒸留水

各用量の投与検体は、雄に対しては交配前14日間と交配期間14日間および交配期間終了

後14日間の連続42日間、また、雌に対しては交配前14日間と交配期間中(交尾成立まで;

最長14日間)ならびに交尾成立雌では妊娠期間を通して分娩後の晴育3日まで毎日 1回、

ラット用胃管を用いて強制的に経口投与した。毎日の投与は、原則として一定時刻の間

(通常13時--16時)に行い、各動物の投与液量は、雄ならびに交配前および交配期間中

の雌については週 1回の測定体重をもとに、また、交尾成立後の雌については妊娠 O日の

体重をもとにそれぞれ算出した。

5.観察方法

1)親動物

A.一般状態

雌雄とも、全例について試験期間中毎日観察した。

B.体重

雌雄とも、全例について体重を投与期間中週 1回〔雄:投与し 7、14、21、28、35、

42日、雌:投与0、7、14、21日 (21日は、未交尾の雌のみ測定))および解剖日に測定

した。また、交尾成立雌では、妊娠し 7、14、20日、分娩した雌では、分娩後 Oおよび

4日(晴育 Oおよび 4日)の体重を測定した。

C.摂餌量

雌雄とも、全例について体重測定日と同日に餌重量を測定し、測定日から次の測定日ま
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での聞の摂餌量を算定した。交配期間中の摂餌量は測定しなかった。交尾成立雌では、妊

娠 0-7、7-14、14-20日および分娩した雌では、晴育 0-4日の摂餌量を測定した。

D.交配

交配は、 J投与14日 (15回投与日)の夕方から最長2週間、同一群内の雌雄を 1対1で同

居させて行った。交尾成立の確認は、毎朝、腹内の腫栓および腫垢中の精子の存在を調べ

ることにより行い、交尾が確認された雌は、その日を妊娠O日と起算して雄から分離し、

個別に飼育した。

交配給果から、各群について交尾率[(交尾動物数/同居動物数)x 100J、受胎率[

(妊娠動物数/交尾動物数) x 100J、同居開始日から交尾確認日までの日数および雌の

回帰発情回数を求めた。

E.分娩状態

各群とも交尾成立雌は、全例を自然分娩させた。分娩状態の直接観察は、可能なものに

ついて行った。ただし、直接観察できなかった個体についても、分娩後の徴候から分娩困

難や分娩遅延などの分娩障害の有無を判断し、個別に記録した。

F.分娩日の算定

分娩の確認は、午前 9時-..11時に限定し、この時間帯に分娩が完了していることを確認

した個体について、その日を晴育 O目、その前日を分娩日と規定した。午前11時を過ぎて

分娩した個体については、翌日を晴育 O日とした。

分娩を確認した全例について妊娠期間(妊娠 O日~分娩日の日数)を算定し、出産率

[ (生児出産雌数/妊娠雌数)x 100Jを各群について求めた。

G.病理学的検査

a)雄動物

イ.剖検、器官重量および病理組織学的検査

最終投与日の翌日〔投与42日相当日(投与開始日=投与 O日)Jにぺントパルビタール

深麻酔下で放血・致死させて剖検した。その際、全例について胸腺、肝臓、腎臓、精巣お

よび精巣上体の重量を測定した。また、これらの器官と脳、心臓、牌臓、副腎、勝脱およ

び頚髄、腰髄、坐骨神経、骨格筋(以上の 4組織は、神経症状が発現したため追加)なら

び、に剖検において異常を認めた器官は10%ホルマリンに固定して保存し、パラフィン包埋、

薄切、ヘマトキシリン・エオジン染色を施した後に全例について病理組織学的検査を行っ

た。なお、精巣および精巣上体は、いったんブアン液に固定した後に10%ホルマリンに固

ハ
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定して保存した。

ロ.血液学的検査

全例にてコ7いて、剖検に先立ち、ぺントバルビタール麻酔下で腹部後大静脈より EDTAを

抗凝固剤として採血し、以下の項目について検査した。

目 使用機器項

赤血球数 (RBC)

白血球数 (WBC)
血色素量 (Hb)
平均赤血球容積 (MCV)
ヘマトクリット値 (Ht)
平均赤血球血色素量
平均赤血球血色素濃度
血小板数
白血球分類

測定法

自動(電気抵抗法)

グ(吸光度法)
'1 (電気抵抗法)
が (O.OOlXRBCXMCV)

(1000 X Hb/RBC) 
(100 X Hb/Ht) 

グ(電気抵抗法)
視算(塗抹標本， Wright-

Giemsa染色)

Coulter Counter Model S-
PLUS 町 (コールタールクトロゴス)

光学顕微鏡

ハ.血液生化学的検査

全例について、血液学的検査のための採血に引き続き、ヘパリンを抗凝固剤として用い

て採血し、それぞれ血衆を分離して次の項目について検査を行った。

項 目 測定法

総タンパク濃度

アルブミン濃度
総コレステロール濃度
ブドウ糖濃度
尿素窒素濃度
クレアチニン濃度
アルカリフォスファターゼ活性
GOT活性
GPT活性
総ビリルビン濃度
カルシウム濃度
ナトリウム濃度

カリウム濃度
塩素濃度
無機リン濃度

ビウレット法

BCG法
COD・DAOS法
グルコキナーゼ G6PDH法
ウレアーゼ G1.DH法
Jaffe法
p-ニトロ7ェニルI}ン酸基質法
SSCC法
SSCC法
fl}Jぼン「ロシュ」れト Sシリーズ
OCPC法
イオン電極法

イオン電極法
電量滴定法
モリブデン酸直接法

DTNB法
7ーグルタミJv一歩一ニトロ7ニリド
基質法
計算

コリンエステラーゼ活性
r-GTP活性

A/G比

使用機器

遠心方式生化学自動分析装置
COBAS-FARA (ロシュ)

Na-K-Clアナライザ-IT-3型
(常光)

" 
H 

遠心方式生化学自動分析装置
COBAS-FARA (ロシュ)

4
Eム

4
E
4
 



b)雌動物

イ.剖検、器宮重量および病理組織学的検査

分娩した雌は暗育4日に、交尾したが分娩しない雌は妊娠25日相当日に、また、交尾の

みられなかった雌(未交尾雌)は交配期間終了日にそれぞれエーテル深麻酔下で放血・致

死させ、剖検した。妊・不妊および未交尾のいずれの例においても卵巣および子宮を摘出

し、子宮については Salewski法を応用して着床痕を染色して着床数を確認した。卵巣は

ブアン液に固定して保存し、実体顕微鏡下で黄体数を数えた。不妊例および未交尾例の卵

巣については、病理組織学的検査を行った。また、胸腺、肝臓および腎臓の重量を全例に

ついて測定した。これらの器官と脳、心臓、牌臓、副腎、勝脱、子宮および頚髄、腰髄、

坐骨神経、骨格筋(以上の 4組織は、神経症状が発現したため追加)ならびに制検におい

て異常を認めた器官は10%ホルマリンに固定して保存し、パラフィン包埋、薄切、ヘマト

キシリン・エオジン染色を施した後に全例について病理組織学的検査を行った。

2)出生児

A.産児数の算定

晴育 O日に産児数(生存児+死亡児)を調べ、児の分娩率[(産児数/着床痕数) x 

100Jおよび出生率[(出産生児数/着床痕数)x 100Jを求めた。産児の性別を調べ、

外表異常の有無を観察した。性比は、雄児数を産児数で除して算出した。

B.死亡児数の算定

死亡児数を毎日調べ、晴育 O日の生存率[(生児数/産児数)x 100Jおよび晴育4日

の生存率[(晴育4日の生児数/晴育O日の生児数) x 100Jを求めた。死亡児は剖検し、

胸腔および腹腔内の器官を除去した後、エタノールに固定して保存した。

c.体重測定

晴育 O日および 4日に一腹単位で雌雄別に体重 (litter重量)を測定し、[litter 

重量/測定児数]を各腹について求めた。

D.剖検

H甫育 4日に全例をエーテル深麻酔下で致死させ、剖検した。胸腔および腹腔内の器官は、

一括して摘出し、各腹ごとに10%ホルマリンに固定して保存した。カーカスは、各腹ごと

にエタノールに固定して保存した。
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6.動物の個体識別法

試験に使用した動物には、 F1出生児を除き、すべて尾にフェルトペンで群および個体番

号を記して個体識別した。各飼育ケージには、個体番号等の必要事項を記入した、群ごと

に色彩の異なるカードを掛けて個体識別の補助とした。 Fl出生児は、個体を識別しなかっ

た。

7 .統計処理

交尾率および、受胎率についてはX2 検定を行った。その他のすべてのデータは、個体ご

とに得られた値あるいは litterごとの平均値を 1標本として、先ず、 Bartlett法により

各群の分散の一様性について検定した。その結果、分散が一様とされた場合には、一元配

置型の分散分析を行い、群聞に有意性が認められた場合には Dunnett法あるいは Scheffe

法により対照群と各被験物質投与群との間で、平均値の差の検定を行った。分散が一様で、な

かった場合は、 Kruskal-Wallisの順位検定を行い、群聞に有意性が認められた場合に対照

群と各被験物質投与群との差について Dunnett型あるいは Scheffe型の検定を行った。な

お、病理組織学的検査所見中、対照群と被験物質投与群の双方に認められ、被験物質投与

群において頻度、程度が増強している所見については、 Wilcoxonの順位和検定法(=Mann-

Whitney U-test)による有意差検定を追加した。有意水準は、 5%および 1%とした。
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結果

1 .反復投与毒性(親動物所見)

1 )途中死亡例

250 mg/kg投与群において、雄では投与第 4週に 4例、第 5週に 5例、第 6週に 3例、

雌では投与第 5週に 1例が死亡した。 100mg/kg以下の投与群に死亡例はなかった。

2)一般状態 (Tables1， 2; Appendices ト1--2-4)

250 mg/kg投与群の雌雄では、主要な一般状態の変化として活動性の低下、後肢の麻揮

に起因する麻摩性歩行がみられ、このほかに頚部皮膚のひきつり、眼険下垂、開眼、活動

性の消退、腹臥、鎮静、削痩、立毛、糞量の減少、下腹部の汚れ、体表温の低下、紅涙な

どが散見された。これらの症状は、雌では頻度・程度ともに雄と比較して軽度で、あり、発

症時期も遅れる傾向にあった。雄では、投与回数が増すにしたがい症状の増悪を示す例が

増加した。

100 mg/kg以下の投与群では、雌雄ともに毒性変化とみなされる一般状態の異常はみら

れなかった。

3)体重

A. 雄 (Tables3， 4; Appendices 3-1--4-4) 

250 mg/kg投与群では、体重の区間増加量が一貫して有意 (pくO.01， O. 05)な低値を示

し、体重は、投与第 2週以降、投与回数の増加に伴って減少した。 100mg/kg以下の投与

群では、体重、区間増加量ともに有意な変化は認められなかった。

B.雌

(1)交配開始前 (Tables5， 6; Appendices 5-1--6-4) 

投与第 1--2週の区間増加量が、 250mg/kg投与群において有意 (pく0.01)に低下した。

100 mg/kg以下の投与群では、体重、区間増加量ともに有意な変化は認められなかった。

(2)妊娠期間中 (Tables7， 8; Appendixes 7-1--8-4) 

100 mg/kg投与群では妊娠率、 250mg/kg投与群では交尾率が低下した(後述)ため、

これらの群の雌については妊娠期間以後の体重、摂餌量を充分に評価することができなか
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った。 40mg/kg投与群では、妊娠20日の体重、妊娠 7"""'14日および14"""'20日の区間増加量

が有意 (pくO.05， O. 01)な低値を示した。同様の傾向は、 100mg/kg投与群の妊娠成立雌

2例においても認められた。

(3)分娩後 (Tables9， 10; Appendices 9-1"""'10-4) 

40皿g/kg投与群で、は晴育 O日の体重が、有意 (p(0.05)に高値であった。区間増加量に

ついては、対照群と40mg/kg投与群との聞に有意差は認められなかった。

4)摂餌量

A.雄 (Table11; Appendices 11-1~11-4) 

250 mg/kg投与群の摂餌量は、一貫して有意 (pく0.01)に抑制された。 40および 100

mg/kg投与群の摂餌量には、有意な変化は認められなかった。

B. 雌

(1)交配前 (Table12; Appendices 12-1~12-4) 

いずれの被験物質投与群においても対照群と比較して有意な変化は認められなかった。

(2)妊娠期間中 (Table13; Appendices 13-1~13-4) 

対照群と 40mg/kg投与群の摂餌量に有意差は認められなかった。 100mg/kg投与群の妊

娠成立雌 2olJにおいても異常な変化はみられなかった。

(3)分娩後 (Table14; Appendices 14-1~14-4) 

対照群と 40mg/kg投与群の摂餌量に有意差は認められなかった。

5)解剖時検査所見

A. 雄〔解剖日:投与期間 (42回投与)終了翌日〕

(1)血液学的検査所見 (Table15; Appendices 15-1~15-4) 

赤血球数、血色素量、ヘマトクリット値の有意 (pく0.01)な減少ならびに血小板数、分

葉核好中球比率の有意 (pく0.05)な増加が100mg/kg投与群において認められた。 40mg/ 

kg投与群の所見には、被験物質の投与に起因したと推定される変化はみられなかった。

250 mg/kg投与群の生存例 1例では、赤血球数、血色素量、ヘマトクリット値が明らかな

低値を示し、分葉核好中球比率、単球比率の増加およびリンパ球比率の低下がみられたが、

血小板数に変化は認められなかった。
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(2)血液生化学的検査所見 (Table16; Appendices 16-1~16-4) 

用量依存的な変化としてA/G比の有意 (pくO.05， O. 01)な低下、コリンエステラーゼ

活性、総コレステロール濃度、カルシウム濃度の有意 (pくO.05， O. 01)な上昇が、 40お

よび100mg/kg投与群に、ブドウ糖濃度の有意 (pく0.01)な低下、総タンパク濃度、ナト

リウム濃度の有意 (p(O.Ol)な上昇が、 100mg/kg投与群に認められた。これらの傾向は、

250 mg/kg投与群の生存例 1例においても明らかであった。

(3)剖検所見 CTable17; Appendices 17-1 ~17-4) 

100 mg/kg投与群では、肺の暗色点、牌臓の暗色化、腎臓の淡色化、精巣、精巣上体の

萎縮などが、低率に認められた。 250mg/kg投与群では、死亡例、生存例ともに削痩、外

陰部および限、口周囲の汚れ、体脂肪の減少が顕著であり、胸腺の萎縮、肺の暗色領域、

肝臓の暗色化・萎縮、腺胃の暗色領域、腸管内容の欝滞、腸間膜リンパ節の萎縮、牌臓の

萎縮・暗色化・漉胞の不明瞭化、副腎の腫大、腎臓の腫大、大量の勝脱内尿貯留、精巣・

副生殖器の萎縮、骨髄の暗色化が高率に観察された。 40mg/kg投与群には、特記すべき異

常所見は認められなかった。

(4)器官重量 (Table19; Appendices 19-1~19-4) 

用量依存的な変化として腎臓重量とその比体重値の有意 (pく0.01)な増加が 40および

100 mg/kg投与群に、胸腺重量とその比体重値、肝臓の比体重値の有意 (pく0.01)な増加

ならびに精巣上体重量とその比体重値の有意 (pく0.01)な低下が 100皿g/kg投与群に認め

られた。 250mg/kg投与群の生存例 1例では、低体重であることと関連して測定器官の重

量は全て対照群の平均値を下回った。比体重値では胸腺、肝臓、腎臓の比体重値が高値を

示したが、精巣および精巣上体の比体重値は対照群と比較して低値であった。

(5)病理組織学的検査所見 (Table22; Appendices 22-1 ~22-4) 

各器官における観察所見の概要を以下に示す。

(脳)

微細な出血が、 250mg/kg投与群の死亡例 1例にみられたほかに異常所見はなかった。

(胸腺)

250 mg/kg投与群の死亡例12例に萎縮がみられた。 100mg/kg投与群の 1{?IJではリンパ

球の崩壊像が散在していた。

。L、臓)
対照群において心筋変性、心筋線維化が各 1例にみられたほか、 100mg/kg投与群の 1
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例に右心室の肥大が認められた。

(肝臓)

250皿g/kg投与群の死亡例12例では、肝細胞が萎縮しており、死亡例 5例、生存例 1例

においてK;upffer細胞に色素沈着が認められた。 100mg/kg投与群では、ごく軽度の巣状

壊死および出血が各 1例にみられた。小肉芽麗は、 250mg/kg投与群において、小葉周辺

性の脂肪化は、各被験物質投与群において軽減する傾向を示した。

(牌臓)

漉胞の萎縮が、 250mg/kg投与群の全例に、うっ血が 100および 250皿g/kg投与群の各

1例にみられた。このほか、色素沈着、髄外造血が各投与群にみられたが、 250mg/kg投

与群では色素沈着の程度がやや強く、髄外造血は対照群に比して有意 (pく0.01)に軽度で

あった。

(腎臓)

250 mg/kg投与群では、死亡例において尿円柱の形成、尿細管腔の拡張、細菌の集塊、

好中球の浸潤などがみられたほか、腎乳頭の壊死が 2例の死亡例に認められた (Photo3)。

一方、 40および 100mg/kg投与群で、は、全例の腎で近位尿細管上皮細胞内に好酸性で球

状を呈する滴状物が認められ (Photo2)、100mg/kg投与群において程度が著しかった

が、同様の変化は、 250mg/kg投与群では死亡例 2例にみられたにすぎなかった。また、

eosinophilicbodyの頻度および程度は、 40および 100mg/kg投与群において有意 (pく0.01)

に増強したが、 250mg/kg投与群では対照群 (Photo1)よりも軽度であった。再生尿細管

は、各被験物質投与群において頻度、程度ともに有意 (pく0.01)に増強し、 40および 100

mg/kg投与群の各 4OIJでは、再生した尿細管の腔内に細胞変性物が認められた。

(副腎)

250 mg/kg投与群の死亡例 8例において皮質束状帯細胞の肥大がみられた。

(勝脱)

いずれの投与群においても異常所見は認められなかった。

(精巣)

250 mg/kg投与群の全例に萎縮がみられた。このうち顕著な例では精細管内に精子形成

細胞がみられず、腔内はほぼセルトリ細胞で占有されていた CPhoto4， 5)。同様の変化

は、 100mg/kg投与群の 1olJにも認められ、ごく軽度の変化は 40mg/kg投与群の 1{jljに

もみられた。
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(精巣上体)

精巣に明らかな萎縮がみられた例において腔内の精子の減少が認められた。

(頚髄)

250 mg/惚投与群の死亡例 2例、生存例 1例および100mg/kg投与群の 2例の薄束に変

性した神経線維がみられた (Photo6)。なお、ごく軽度の変化は対照群の 1例にも認めら

れた。

(腰髄)

100 mg/kg投与群の 1例の背索にごく少数の変性した神経線維がみられた。

(坐骨神経)

250 mg/kg投与群の全例に変性した神経線維がみられ、 100mg/kg投与群の 9例にもご

く軽度の変性が認められた (Photo7)。

(骨格筋)

筋線維のびまん性の萎縮が、 250mg/kg投与群の死亡例10例、生存例 1例にみられた。

また、 250皿g/kg投与群の死亡例 9例、生存例 1例、 100mg/kg投与群の 4例および対照

群の 1例において神経線維に変性がみられた。

(肺)

右心室に肥大がみられた 100mg/kg投与群の 1例について観察したところ、 4か所に好

中球の浸潤、肺胞マクロファージの増加を伴う出血巣が認められ、他の部位の肺胞内に泡

沫細胞の集笈がみられたほか、骨化生が認められた。

B.雌〔解剖日:晴育4日、全児死亡日、妊娠25日相当日(全匪吸収および不妊例)) 

(1) 剖検所見 (Table18; Appendices 18-1 ~18-4) 

100 mg/kg投与群では、肝臓の暗色化が比較的高率に、 250mg/kg投与群では、肺の暗

色領域、肝臓の暗色化、腸管内容の響滞、牌臓の暗色化、副腎の腫大、卵巣の萎縮、骨髄

の暗色化などが高率に観察された。 40mg/kg投与群には、特記すべき異常所見は認められ

なかった。

(2) 器官重量

a)晴育 4日解剖例 (Table20; Appendices 20-1~20-4) 

胸腺重量とその比体重値が、 40mg/kg投与群において有意 (pく0.01)な高値を示した。
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b)不妊例、全児死亡例、全日杢吸収例、除外研Ij(Table 21) 

100 mg/kg投与群では、胸腺重量とその比体重値が高値となる傾向がみられた。 250

mg/kg投与群の胸腺重量には対照群 (Table20)と比較して著しい差は認められなかった。

肝臓重量時，"'100 mg/kg以上の投与群で低下傾向を示し、腎臓重量は 100mg/kg投与群で

増加傾向、 250皿g/kg投与群で低下傾向を示した。

(3) 病理組織学的所見 (Tables23-1~23-6; Appendices 23-1~23四4)

雌全例の所見を Table23-1に、各経過別に分けた所見を Table23-2 ~23-6 に

示した。

各器官における観察所見の概要を以下に示す。

(脳)

側脳室の拡張が、 250mg/kg投与群の 1例にみられた。

(胸腺)

対照群の全例および250mg/kg投与群の約半数例では胸腺が萎縮していたが、頻度、程

度は、 250mg/kg投与群において有意 (pく0.05)に軽減した。 40mg/kg投与群で、は軽度な

萎縮が 2{9IJにみられたにすぎず、 100mg/kg投与群の雌に萎縮は認められなかった。 250

mg/kg投与群の 1例では、出血と色素沈着が認められた。

(心臓)

いずれの投与群においても異常所見は認められなかった。

(肝臓)

肝細胞の萎縮が、 250mg/kg投与群の 3例に、巣状壊死が 100および 250mg/kg投与群

の各 1例に認められた。小肉芽腫の形成は、対照群を含む各投与群に認められたが、頻度

および程度に差はみられなかった。

(牌臓)

漉胞の萎縮が、 250mg/kg投与群の 2{9ljにみられた。このほか、赤牌髄の色素沈着、髄

外造血が各投与群にみられたが、 100および250mg/kg投与群では色素沈着の頻度、程

度が有意 (pく0.01)に増強し、髄外造血の頻度、程度は、各被験物質投与群において有意

(pくo.05， O. 01)に軽減した。

(腎臓)

各投与群に再生尿細管がみられたが、 100mg/kg投与群では頻度が高く、 250mg/kg投

与群では頻度、程度ともに増強する傾向がみられた (Photos8， 9)。また、 250mg/kg投
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与群では 8例で腎乳頭の毛細血管内に血小板の凝集がみられ、 6OIJにおいて腎乳頭間質に

間質細胞の変性物と思われる好酸性の小塊が認められた CPhoto10)。このほか、 100お

よび 250mg/kg投与群の各 1例で再生尿細管の腔内に細胞変性物がみられ、石灰沈着、腎

孟の拡張カ~100 mg/kg投与群の各 1例に認められた。

(副腎)

250 mg/kg投与群の 1例に皮質束状帯細胞の肥大がみられたほか、対照群の 1例に広範

囲にわたる皮質の壊死が認められた。

(勝脱)

いずれの投与群においても異常所見は認められなかった。

(卵巣)

未交尾あるいは不妊例の卵巣を観察した結果、 40mg/kg投与群の 1例に黄体嚢胞、 250

mg/kg投与群の 1例に卵胞性嚢胞、 6例に閉鎖卵胞の増加、 1例に黄体嚢胞がみられた。

(頚髄および腰髄)

250 mg/kg投与群の 2例において頚髄薄束および腰髄背索に神経線維の変性がみられた。

(坐骨神経)

250 mg/kg投与群の11例に神経線維の変性がみられた。

(骨格筋)

筋線維のびまん性の萎縮が、 250mg/kg投与群の 1例にみられたほか、神経線維の変性

が 250mg/kg投与群の 9例に認められた。

II.生殖発生毒性

1.生殖学的検査所見

1)交配成績 CTable24; Appendices 24-1~24-4) 

250 mg/kg投与群では、交尾率が著しく低下し、 13組中 2組でしか交尾が成立しなかっ

た。また、交尾した 2例の雌のいずれにも騒の着床はみられなかった。 100mg/kg以下の

投与群および対照群では、全例で交尾が成立し、同居開始から交尾成立までに要した日数

にも対照群と各被験物質投与群との間で有意差は認められなかった。しかし、怪の着床は

100皿g/kg投与群では 2例にしかみられず、同投与群では受胎率が著しく低下した。 40

mg/kg投与群の受胎率には、対照群と比較して有意差は認められなかった。
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2)分娩および晴育状態

対照群では13例全例、 40mg/kg投与群では12例中10例の妊娠雌が児を分娩したが、いず

れの雌においても分娩状態に異常があった証拠は得られなかった。日甫育状態についても生

児 1例を分娩した40mg/kg投与群の雌 1例で分娩当日に児が死亡したほかには、異常を示

唆する所見は認められなかった。なお、 40mg/kg投与群の 2例、 100mg/kg投与群の 2例

の妊娠雌は、いずれも早期全底吸収例であり、これらの雌では必然的に分娩はみられなか

った。

3)黄体数、着床数および着床率 CTable25; Appendices 25-1~25-4) 

対照群と40mg/kg投与群の妊娠黄体数、着床数および着床率に有意差は認められなかっ

た。 100mg/kg投与群の早期全怪吸収例 2例では、妊娠黄体数、着床数が対照群の平均値

と比較して明らかに少なく、着床率も顕著に低下した。

4)出産率および妊娠期間 CTable25; Appendices 25-1~25-4) 

対照群と40mg/kg投与群の出産率および妊娠期間に有意差は認められなかった。

2.出生児所見

1)生存性 (Table25; Appendices 25-1~25-4) 

40 mg/kg投与群で、は、産児数および出産生児数が有意 (pく0.01)に減少し、児の分娩率

[ (産児数/着床痕数) x 100Jおよび出生率[(出産生児数/着床痕数) x 100J も有

意 (pく0.01)に低下した。しかし、新生児に死亡はみられず、晴育 O日および4日の生存

率には、対照群と比較して有意差は認められなかった。

2)体重 (Table26; Appendices 26-1~26-4) 

40 mg/kg投与群の児の体重は、日南育 O日および 4日のいずれにおいても対照群と比較

して有意 (pくo.01)に高値であった。

3)形態 (Tables27， 28) 

晴育 O日の外表観察、死亡児および晴育 4日における全新生児の剖検において被験物質の

投与に起因したと推定される外表および内臓の異常は認められなかった。
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考察

以上の試験成績から、 TrimethylPhosphateの 250mg/kgは、雌雄ラットに対し、摂餌

量、体重増加を抑制し、脊髄および末梢神経線維の変性、骨格筋線維のびまん性の萎縮を

来して後肢の麻簿を主とする神経症状を惹起するほか、腎乳頭、尿細管上皮細胞の障害な

らびに胸腺、肝臓および精巣の萎縮をもたらし、雄に高度の、雌に軽度の致死性を示す中

毒量であることが示唆された。 100mg/kgは、 250 mg/kgと同質で相対的に軽度の毒性を

示す毒性発現量であり、雄ではこれらの量の投与によって赤血球数、血色素量およびヘマ

トクリット値の減少、血衆ブドウ糖濃度の低下、血衆中へのタンパク質、脂質の動員、血

衆コリンエステラーゼ活性、カルシウムおよびナトリウム濃度の上昇を生じることが明ら

かであった。有機リン系の化合物は、一般に抗コリンエステラーゼ活性を有するものが多

く、血衆コリンエステラーゼ活性を逆に上昇させるものについての報告はほとんどない。

なお、本化合物の 0.5%混餌による 9週間投与では、雄ラットにおいて腎臓重量の増加、

精巣重量の低下があり、 GOTおよびGPT活性の低下がみられるものの血祭コリンエス

テラーゼ活性には有意な変化が認められなかったことが報告7)されているが、本試験結果

との差異は、投与量および投与方法の相違に起因するものと考えられる。 40mg/kgの投与

では、雄でA/G比の低下、コリンエステラーゼ活性、総コレステロールおよびカルシウ

ム濃度の上昇があり、腎尿細管上皮細胞の障害も認められたほか、 1例に軽度の精巣萎縮

があり、軽度に精巣毒性を示す可能性が示唆されたが、脊髄および末梢神経に病変はなく、

神経毒性は発現しなかった。また、雌では、胸腺の萎縮がなく、胸腺重量が相対的に高値

を示したほかに被験物質との関連を示唆する変化はみられなかった。本化合物の投与で雌

ラットに発現した毒性変化は、雄と比較していずれの用量においても頻度・程度ともに軽

度であり、本化合物は雌より雄に対して明らかに強い毒性を示すと推察される。本化合物

には、雌ラットに対する癌原性の証拠がないが3)、このことにも、このような性差が関与

している可能性が高いと考えられる。一方、生殖・発生毒性に関しては、 250mg/kgの投

与で交尾率、 100mg/kgの投与で受胎率、着床率が低下し、 40mg/kgの投与で、圧の子宮内

生存性の低下がみられた。本化合物については、すでに100または 250mg/kgの反復投与

(5回/週)で雄ラットの妊苧性を低下させることが報告5)されており、本試験結果はこ

のことを追認したものとみなせる。また、マウスでは、 500mg/kgの5回反復投与で優性

致死作用を示し、初期医の子宮内生存性を低下させることが報告6)されており、本化合物
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の優性致死作用は、ラットではより低い用量で発現する可能性が示唆された。なお、 40

mg/kg投与群の新生児の体重は、対照群に比して有意に高値であったが、外表および内臓

にはなんら異常はみられなかったことから、この量に催奇形作用がある可能性は低いと考

えられるo:' 

本試験条件下では、 TrimethylPhosphateの反復投与毒性および生殖発生毒性に関する

無毒性量は、雌雄ともにいずれも 40mg/kg/dayを下回る量と推定される。

ηο ワ臼
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Table 1 
Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test of Trimethyl phosphate 

Summary of clinical signs of Fo males 

Number of animals with clinical signs 
Day of treatment 
14-20 21-27 

Number of 
. treated 
animals 

Dose groups 
(mg/kg) 
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Table 1 (continued) 
Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test of Trimethyl phosphate 

Summary of clinical signs of Fo males 

Nu皿berof Hu~ber of animals with clinical signs 
Cl inical signs Dose groups treated Day of treatment 

{皿g/kg) animals 0-6 7-13 1(-20 21-27 28-34 35-41 

Penile haemorrhage Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。 l 。

Sedation Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 1 1 

Loss of locomotor Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。
activity 40 13 。 。 。 。 。 。

100 13 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 1 1 。

Eyel id closure Vehicle control 13 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。

Wasting Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 2 。 1 

Chromodacryorrhea Vehicle control 13 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。 。

おlemic Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。
40 、13 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。 1 。

Cumulative Vehic1e control 13 。 。 。 。 。 。
number of death 40 13 。 。 。 。 。 。

100 13 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 4 9 12 

Vehicle control: Distilled water 



Table 2 
Combined repeat dose and reproductive/developmeutal toxicity screening test of Trimethyl phosphate 

Summary of clinical signs of PO females 

Number of Number of animals with clinical signs 
Clinical signs Dose groups treated Day of treatment 

(mg/kg) animals 0-6 7-13 14-20 21-27 28-34 35巴 41 42-47 

Decrease in motor Vehicle.control 13 。 。 。 。 。 。 。
activity 40 13 。 。 。 。 。 。

100 13 。 。 。 。 。
250 13 。 7 13 13 2 1 & 

Neck twiching Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。 。 。

Paralytic gait Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 i 4 1 

Recumbent posture Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。 。 。

Piloerection Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。 。 。

Decrease in fecal Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。
volume 40 13 。 。 。 。 。 。 。

100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。 。 。

So i led perineal Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
reg10n 40 13 。 。 。 。 。 。 。

100 、13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。 。

Ptosis Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 1 。 。

Vehicle control: Distilled water a: Non-pregnant 



Table 2 (Cont inued) 
Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test of Trimethyl phosphate 

Summary of clinical signs of PO females 

Number of Number of animals with clinical signs 
Cl inical signs Dose groups treated Day of treatment 

{血g/kg) animals 0-6 7-13 14-20 21-27 28-34 35-41 42-47 

Subnormal temperature Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。 .0 
250 13 。 。 。 。 。 。

Sedation Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。 。 。

Loss of locomotor Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
activity 40 13 。 。 。 。 。 。 。

100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。 1 。 。

Eyelid closure Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 1 l 。 。

Hpidermal scab Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 l 2 2 。 。 。 。

Chromodacryorrhea Vehicle control 13 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 O. 。 。 。
100 13 。 。 i 2 。 。
250 13 。 。 。

Dry eye Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
40 13 。 。 。 。 。 。
100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 l 。 。

Cumulative Vehicle control 13 。 。 。 。 。 。 。
number of death 40 13 。 。 。 。 。 。 。

100 13 。 。 。 。 。 。 。
250 13 。 。 。 。

Vehicle control: Distilled water 



Table 3 

Combined repeal dose and reproductive/developmental loxicity screening test of Trimethyl Phosphate in rats 

Body ωeight of Fo males in the treatment period (g); Mean土 S.D.(N) 

Compounds Vehicle conlrol Trimelhyl Phosphale Trimethyl Phosphale Trimelhyl Phosphale 

Dose groups 
(mg/kg) 。 40 100 250 

Treatment 
Week 

。(Inil.ωt.) 304.8:!: 12.4 ( 13 ) 303.5 :!: 8.9 13 ) 303.8 :!: 10.1 ( 13 ) 304.4 :!: 10. 7 13 ) 

351. 8 :!: 15. 1 ( 13 ) 352.9土 12.8 ( 13 ) 343.7 土 15.6 ( 13 ) 333.8 :!: 14.3*牢( 13 ) 

2 38G.6士 21.3 13 ) 386. 1 1: 20.5 ( 13 ) 378.2 :!: 20.0 ( 13 ) 324.8 :!: 27. 7本*( 13 ) 

3 413.2土 29.9 ( 13 ) 410. 1土 20.9 ( 13 ) 402.2 :t 24.6 ( 13 ) 269.6 土 42.0**(13 ) 

4 439.3土 34.5 ( 13 ) 437 . 7 :!: 23.2 ( 13 ) 431. 7土 29.6 ( 13 ) 234.0 ::!: 35.3本*( 8 ) 

5 4G1.3 ::!: 39.8 ( 13 ) 460.t1 i: 26.2 ( 13 ) 452. 0 :i: 29. 1 ( 13 ) 216.3 :!: 33.4**( 4 ) 

6 479.7 土 48.7 13 480.7 i: 27.2 ( 13 ) 468.8 i: 28.8 ( 13 244.8 

Vehicle control : Distilledωater 
本* : Significant difference from control， pく0.01



Table 4 

Combined repeat dose and reproductive/developmental loxicily screening test of Trimethyl Phosphate in rats 

Body ωeighl gain data of Fo males in lhe lreaLmenl period (g); Mean土S.D.(N) 

Compounds Vehicle conlrol Trimelhyl Phosphate Trimelhyl P~osphate Trimelhyl Phosphate 

Dose groups 
(mg/kg) 。 40 100 250 

Treatment 
Week 

0--1 46.9 ::t 8.2 13 49.4土 8.8 13 ) 40.0 ::t 7.8 ( 13 ) 29.5 ::t 8.8**( 13 

1--2 34.8 ::t 7.3 13 33.2土 9.1 13 ) 34.5 ::t 6.0 ( 13 ) -9.0 ::t 33.5**( 13 

2'" 3 26.6::t 11.0 ( 13 ) 24.0 :f: 5.0 ( 13 ) 24.0 :t 7.6 ( 13 ) 一55.3:t 22.1**( 13 

3"-' 4 26.1 土 7.5 27 .6 ::t 4.5 ( 13 ) 29.5 ::t 9.2 ( 13 ) -58.7 ::t 11.3**( 8 ) 

4"-' 5 22.1 士 9.2 ( 13 ) 22.7 ::t 6.5 ( 13 ) 20.3 ::t 6.6 ( 13 ) -38.3 :f: 19.2* 4 ) 

5"-' 6 18.4.::t: 13.2 ( 13 ) 20.3 ::t: 8.5 ( 13 ) 16.8土 6.5 ( 13 ) -8.8 

一一一一一目・一一一一 一一一一ー一一 一一 一一一一 一一一一一一一一 ー

Vehicle conLrol : Dislilled water 
* Significant difference from control， p<0.05 
** : Significanl difference from conLrol， pく0.01



Table 5 

Combined repeat dose and reproduclive/developmenlaI toxicity screening test of TrimelhyI Phospbate in rats 

Body ωeighl of Fo females in the pre-mating period (g); Mean:!::S.D.(N) 

Compounds 

Dose groups 
(mg/kg) 

Pre-mating 
Week 

。(Ini1.ω1.) 

2 

Vchicle control Trimclhyl Phosphate 

。 40 

212.4 :!:: 8.1 13 ) 212.7 :f: 10.1 ( 13 ) 

229.4 :f: 10. 6 13 ) 228.9 :f: 10.7 ( 13 ) 

247.0 土 11.6 13 ) 244.4 :f: 13.1 ( 13 ) 

T'-'ー-ーー-・・・・--回開 ・・-ーーーーーー・・晶・四咽-・岨回・・-ー--目-剛司晶司圃--副--ーーーー-ゆ司-----阿国-圃・-_同_..-園町圃・ーーー・・園・ーーーー・・・・・・ー・唱 ・・F

Trimethyl Phosphale 

100 

213.0 :!:: 8.7 ( 13 ) 

228.5 土 9.2 ( 13 ) 

246.7 :!:: 10.9 ( 13 ) 

Trimelhyl Phosphale 

250 

213.8 土 11.0 ( 13 ) 

226.6 :!:: 12.1 ( 13 ) 

237.4 土 9.3 13 

ーーー一一 一 一 一 一 一

Vehicle conlrol : Distilled waLer 



Table 6 

Combined repe~t dose and reproductive/developmenlal loxicily screening lest of Trimelhyl Phosphale ln rats 

Body ωeighl gain datu of (io females in the pre-mating period (g); Mean:!:S.D.(N) 

Compounds 

Dose groups 
(mg/kg) 

Pre-maling 
Week 

0'" 1 

1--- 2 

Vehicle control 

。

17.0 土 5.6

17.6:!: 5.0 

13 

13 

Vehicle control : Dislilled water 

Trimelhyl Phosphale 

40 

16.2:!: 3.9 (13) 

15.5 土 4.8 (13) 

** : Significant difference from control， pく0.01

Trimelhyl Phosphate 

100 

15.5:!: 6.8 (13) 

18.2:!: 4.4 (13) 

Trimelhyl Phosphate 

250 

12.8:!: 7.1 13 

10.8 :t 6.6**( 13 



Table 7 

Combined repeat dose and reproductive/developmenlal toxicity screening test of Trimelhyl Phosphate in rats 

sody ωeighl of Fo females in the pregnanl period (g); Hean:t:S.D.(N) 

Compounds Vehicle control Trimelhyl Phosphate Trimelhyl Phdsphate Trimelhyl Phosphate 

Dose groups 
(mg/kg) 。 40 100 250 

Pregnanl 
Day 

n
u

円

t

必

4

n

u

t

i

q

b

 

256.3 土 15.5 13 ) 253.0 :t: 15. 7 12 ) 253.7 2 ) a) 

290.4 土 15.6 13 ) 286.3 :t: 14.3 12 ) 296.5 2 ) 

327 .9 1: 19.5 ( 13 ) 316.'0土 15.6 ( 12 ) 322.1 2 ) 

404.2 土 24.4 ( 13 ) 357.2 土 26.9**(12 ) 319.5 2 ) 
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Tal>le 8 

Combined repeat dose and reproduclive/developmenlal loxicily screening test of TrimeLhyl PhosphaLe in rats 

Body ωeight gain daLa of Fo females in the pregnanl period (g); Mean::!::S.D.(N) 

Compounds Vehicle control TrimeLhyl PhosphaLe Trimelhyl PhosphaLe TrimeLhyl -Phosphale 

Dose groups 
(mg/kg) 。 40 100 25_0 

Pregnant 
Day 

76.3土 9.4 13 

33.3士 9.3 (12 

29.6土 8.6*( 12 

41.3土 21.2**(12 
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25.6 

-2.6 

( 2) 

( 2) 

( 2) 
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Table 9 ωgp 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicily screening test.of TrimeLhyl Phosphate in rats 

Body ωeight of Fo females in Lhe lactation period (g); Mean土S.D.(N) 

v' 
¥ 

Compounds Vehicle control Trimelhyl PhosphaLe Trimethyl Phosphale Trimethyl PhosphaLe 

Dose groups 
(mg/kg) 。 40 100 250 

PosL partum 
Day 

0 

4 

277.2 土 19.9 (13) 

307.8 土 18.6 (13) 

295.4 :t 20.9* ( 10 ) 

317.4 土 11.6 ( 9) 

一一一一一 一一一一一ー一一一一一一 一一一一一一一一一-一一一一白一一一一一一一一一

Vehicle conLrol : Distilledωaler 
* : Significant difference from control， pく0.05

a): No animals shoωed parturition 



Table 10 

Combined repeat dose and reproduclive/developmental toxicily screening lest.of Trimethyl Phosphale in rats 

sody ωeighl gain data of Fo females in the laclation period (g); Mean:tS.D.(N) 

Compounds 

Dose groups 
(mg/kg) 

Post partum 
Day 

0""' 4 

V e h i c 1 e c.o n t r 0 1 

。

30.6 :t 15.7 (13) 

Vehicle control : Distil1ed water 
a): No animals shO¥柁dparturition 

Trimelhyl Phosphate 

40 

23.8 土 14.6 ( 9) 

Trimethyl Phosphale 

100 

Trimethyl Phosphale 

250 

a) 



Table 11 

Combined repeal dose and reproductive/developmenlal loxicily screening lesL of Trimelhyl PhosphaLe in raLs 

Food consumpLion of Fo males in Lhe trealmenl period (g); Mean土S.D.(N)

Compounds Vehicle conlrol 

Dose groups 
(mg/kg) 。
TrealmenL 

Week 

204.6 ::!:: lG.6 

2 202.5 土 20.3

5 196. 1 ::!:: 24.3 

6 193.3 土 26.2

一 一 一 一一一一

Vehicle conlrol : Dislilledωaler 
a): Tolal consumpLion for aωeek 

Trimelhyl Phosphale 

40 

13 )a) 206.3 土 10.7 13 

13 199.8 土 16.7 13 

13 ) 196.3 ::!: 16.1 13 

13 ) 193.0 :!: 16.1 13 

本* : Significant difference from conLrol， pく0.01

Trimelhyl Phospbate 

100 

193.8 ::!:: 15.1 ( 13 

194.8 土 15.2 ( 13 

195.5 ::!:: 17. 1 13 

189.7 :!: 14.4 ( 13 ) 

TrimeLhyl PhdsphaLe 

250 

183.4 土 14.9**( 13 ) 

160.5 ::!:: 41.1**( 13 ) 

58.3 :!: 35.1**( 4 

98.9 



Table 12 

Combined repeal dose and reproduclive/developmenlal toxicity screening tesl o'f Trimelhyl Phosphate in rats 

Food consumptiom of Fo females in lhe pre-maling period (g); Mean土S.D.(N) 

Compounds 

Dose groups 
(mg/kg) 

PI・e-maling
Week 

2 

Vehicle cOlltrol 

。

142.6 土 8.8

147.7 土 11.0

Vehicle conlrol : Dislilledωaler 
a): Tolal consumption for aωeek 

13 ) a) 

13 ) 

Trimelhyl Phospbale 

40 

144.0 土 12.1 

146.3 土 14.0

13 

13 

Trimelhyl Phosphale 

100 

139.5 :t 10.8 (13) 

148.5 土 13.4 (13) 

Trimelhyl Phosphale 

250 

140.8 :t 10.2 (13) 

145.4 土 11.4 (13) 



Table 13 

Combined repeat dose and reproductive/developmentaI loxicily screening test. of TrimeLhyl Phosphate in rats 

Food consumption of (io females in the pregnanl period (g); Meari:tS.D.(N) 

Compounds 

Dose groups 
(mg/kg) 

Pregnant 
Day 

0--7 

7-- 14 

14...... 20 

Vehicle conlrol 

。

171.8 i: 14.2 

192.0 i: 19.5 

151.0 :t 10.8 

13 ) 

13 

13 

Vehicle control : Dislilledωaler 

Trimelhyl Phosphate 

40 

171.8 :t 18.1 (12 

181.7 :t 18.7 (12) 

146.8 土 14.5 (12) 

Trimelhyl Phosphate 

202.0 

207.2 

142.。

100 

( 2) 

( 2) 

2 ) 

a): All animals receiving 250 mg/kg pperformed non-copulation or non-pregnancy 

Trimelhyl Phosphale 

250 



Table 14 

Combined repeat dose and reproduclive/developmental toxicity screening 1est.of Trimethyl Phosphate in rats 

Food consumption of Fo females jn Lhe laclation period (g); Mean土5.D.(N) 

Compounds 

Dose groups 
(mg/kg) 

Post partum 
Day 

0'"'" 4 

Vehicle con1rol 

。

117.2 土 33.0 (13) 

Vehicle conlrol : Dislilledωater 
a): No animals shoewd parlurition 

Trimelhyl Phospf】ale

40 

125.7 土 23.2 ( 9) 

Trimelhyl Phosphate 

100 

Trimethyl Phosphale 

250 



Table 15 
Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test of TrimethYl Phosphate in rats 

5ummary of hematolo9ical findings of FO males ; Mean土5.D. (N) 

RBC Hemoglobin Hematocrit MCV MCH MCHC 
Dose 

(mg/kg) (x104/mm3) (9/dl) (苫) (此03) (pg) {な}

(13) (13) (13) (13) (13) (13) 
Control 781 14.5 42.7 54.7 18.6 34.1 

ま37 i:0.5 i:1.5 i:1.4 主0.5 全0.4

(12) (12) (12) (12) (12) (12) 
40 768 14.2 41.4 53.9 18.5 34.3 

i:34 ま0.5 i:1.7 ま1.3 全0.5 ま0.4

(13) (13) (13) (13) (13) (13) 
100 739*大 13.7** 40.0** 54.1 18.5 34.3 

主24 土0.4 土1.1 ま1.3 全0.4 全0.3

(1) (1) (1) (1) (1) (1) 
250 702 13.2 37.6 53.5 18.8 35.1 

WBC Band Segmented EosinoPhil Basophil Monocyte LYmphocyte Platele七
Dose neutrophil neutroPhi工

(mg/kg) (x100/mm3) {老) t毛} (者) (者} {老} (%) (x104/mm3) 

(13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) 
Control 96 。 8 2 。 2 88 100.3 

i:29 i:0 土4 i:3 土O 土1 i:6 ま6.7

(12) (12) (12) (12) (12) (12) (12) ( 12) 
40 96 。 9 2 。 1 88 105.9 

i:28 i:0 i:4 土2 土O i:2 主4 i:7.2 

(13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) 100 82 。 16* 2 。 3 79 114.5** 
i:28 全O i:8 土3 土O i:3 主11 主10.8

(1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) 250 104 。 52 。 。 8 40 106.4 

3t:Significarlt1y different from control pく0.05
**:SianificantlY di主主erentfrom control P<0.01 



Table 16 
Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test of Trimethyl Phosphate in rats 

Summary 0王 biochemicalfindings of FO males; Mean:t S. D. (N) 

Tota1 Albumin A/G BUN Creatinine Glucose Tota1 GPT GOT 
Dose protein cho1estero1 

(mg/kg) (g/dl) (g/dl) (mg/d1) (mg/d1) (mg/d1) (mg/d1) (U/1) (U/1) 

(13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) 
Contro1 5.6 3.0 1.17 26 0.7 203 56 35 57 

:!:0.3 :!:0.2 :!:0.13 :!:2 全0.1 主19 :!:9 主7 :!:6 

(12) (12) (12) (12) (12) (12) (12) (12) (12) 
40 5.8 3.0 1.07* 25 0.7 190 70大 31 55 

ま0.2 土0.1 主0.07 :!:2 :!:O.O :!:15 主13 主6 :!:8 

(13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) 
100 6.1大* 3.1 1.02大* 25 0.8 183*大 75** 35 61 

土0.3 :!:0.2 :!:0.10 :!:4 :!:0.1 :!:11 主16 :!:9 :!:15 

(1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) 
250 6.3 2.8 0.80 16 0.5 152 145 36 63 

ChE Total γ-GTP ALP 工norg. Ca Na K C1 
Dose bilirubin phos. 

(mg/kg) (U/1) (mg/dl) (U/l) (U/1) (mg/dl) (mg/dl) (mEq/1) (mEq/l) (mEq/工}

(13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) 
Control 288 0.05 。 358 5.6 8.9 140.2 4.26 100.7 

:!:47 :!:0.02 :!:O :!:86 :!:0.8 :!:0.4 主0.5 主0.24 主1.5

(12) (12) (12) (12) (12) (12) (12) (12) (12) 
40 340* 0.04 。 407 6.0 9.3* 140.9 4.44 100.1 

:!:42 :!:0.02 :!:O 土71 :!:0.7 :!:0.2 主0.7 :!:0.16 :!:1.5 

(13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) (13) 
100 422*大 0.06 。 349 6.0 9.5六大 141.8** 4.22 101.4 

:!:93 :!:0.02 :!:O :!:104 :!:0.5 主0.3 :!:1.3 主0.25 :!:2.4 

(1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) 
250 485 0.11 1 354 7.0 9.2 142.8 4..19 105.3 

大 :SignificantlYdifferent from control pく0.05
大大 :Significantlydifferent from control pく0.01



Table 17 
Combined repeat dose and reproductive/developmental Phosphate in rats Loxicity screening test of Trimethyl 

Summary of macroscopic findings in Fo males 

250 mg/kg 
ー+

100 mg/kg 
ー+

40 mg/kg 
ー+

Conlrol Group 
Grade + 

(General) 
emaciaLion 
pale colored organ 

(Adipose tissue) 
decrease 

(Thymus) 
8mall 
dark color 
dark colored area 
enlargement 

Oleart) 
dilated left ventricle 
dark colored area 
blood clot in venlricle 

(Aorta) 
thin waIl 

(Lung) 
dark colored spot 
dark colored area 
dark color 
insufficient retraction 

(Esophagus) 
containing food 

(Trachea) 
foamy fluid in the lurnen 

(Liver) 
dark color 
pale color 
pale colored spot 
adhesion 
accenlualed lobular pallcrn 
enlargernenl 
8mall 
abnormal 
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Table 17 (continued) 
Combined repeat dose and reproductive/developmenlal toxicity screening lest of Trlmethyl Phosphate in rats 

Summary of macroscopic findings in Fo males 

250 mg/kg 
ー+

100 mg/kg 
ー+

40 mg/kg 
ー+

Control Group 
Grade + 

(Glandular slomach) 
dark colored spot 
dark colored area 
hemalin 
thin walJ 
conlainlng food 
ulcer 

(J n t es t i ne) 
accumula1ion 01 gas 
slagnatlon of slool 
dark colored con1ent 
enlargemen1 
dark colored area 
dark colored mucosa 

(Mesenteric lymph node) 
small 

(Spleen) 
small 
dark color 
indistincl follicle 

(Pancreas) 
pale color 

(Adrenal) 
enlargement 
dark color 

(Kidney) 
pale color 
dark color 
enlargement 
dila1alion of pelvis 
granular surface/cuL surlace 
pale colored spot 
decrease of clasliciLy 

{Urinary bladder> 
dark colored urine 
increase of urine/enlargement 
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Table 17 (conlinued) 
Combined repeal dose and reproductive/developmental toxicity screening test of Trimethyl Phosphate in rats 

Summary of macroscopic findings in Fo males 

Group Control 40 mg/kg 100 mg/kg 250 mg/kg 
Grade + + + + 

(Prostate) [13] [13] [13] [13] 
small 13 。 13 。 12 12 

(Seminal vesicle) [13] [13] [13] [13] 
smaI 1 13 。 13 。 12 。13 

(Testis) [13] [13] [13] [13] 
small 13 。 12 10 3 。13 
decrease of elaslicity 13 。 13 。 12 1 9 4 

(Epididymis) [13] [13] [13] 【13]
small 13 。 12 10 3 12 

(Preputial gland) [13] [13] [13] [13] 
small 13 。 13 。 13 。 11 2 

(Bone marrow) [13] [13] [13] [13] 
dark color 13 。 13 。 12 3 10 

(Brain/Spinal cordl [13 ] [13] [13 ] [13] 
subarachnoid hemorrhage 13 。 13 。 13 。 8 5 

(Pituitary) [13 ] [13] [13] [13] 
enlargemenl 13 。 13 。 13 。 13 。
dark co lor 13 。 13 。 13 。 7 6 
small 13 。 13 。 13 。 12 

(Skin) [13] [13] [13] [13] 
thin 13 。 13 。 13 。 9 4 
dry 13 。 13 。 13 。 11 2 
so i 1 ed 13 。 13 。 13 。 3 10 

(Mammary gland) [13 ] [13] [13] [13] 
enlargemenl 13 。 13 。 13 。 13 。
small 13 。 13 。 13 。 12 

(Sciatic nerve) 03] [13 ] [13] [13] 
thin 13、 。 13 。 13 。 12 

(Skeletal muscle) [13] [13 ] [13] [13] 
thin 13 。 13 。 12 7 6 
decrease of elaslicity 13 。 13 。 13 。 9 4 
hemorrhage 13 。 13 。 13 。 12 

ー， Negalive; +， Positive 
[ ]， Number of animals examined 



Table 18 
Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test of Trimethyl Phosphate in rals 

Summary of macroscopic findings in Fo females 

250 mg/kg 
ー+

100 mg/kg 
ー+

40 rng/kg 
国+

Control Group 
Grade + 

(General) 
emaciation 
pale colored organ 

(Adipose tissue) 
decrease 

(Thymus) 
small 
dark color 
dark colored area 
enlargemenl 

Ulear t) 
dilated left ventricle 
dark colored area 
blood clot in ventricle 

(Aorta) 
thin wall 

(Lung) 
dark colored spot 
dark colored area 
dark color 
insufficienl retraction 

(Esophagus) 
containing [oud 

(Trachea> 
foamy fluid in the lumen 

(Liver) 
dark color 
pale color 
pale colored spot 
adhesion 
accentuated lobular pallern 
enlargement 
small 
abnorrnal lobulation 
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Table 18 (continued) 
Combined repeat-dosc and reproduclive/developmental Phosphate In rats loxicity screening lest of Trimethyl 

Summary of macroscopic findings in Fo females 

250 mg/kg 
ー+

100 mg/kg 
ー+

40 mg/kg 
ー+

Conlrol Group 
Grade + 

(Glandular stomach) 
dark colored spol 
dark colored area 
hemati n 
thin wall 
containing food 
ulcer 

<Inleslinc) 
accumulation of gas 
stagnation of stool 
dark colored conLent 
enlargement 
dark colored area 
dark colored mucosa 

(Mesenteric lymph node) 
sma} } 

(Spleen) 
sma}l 
dark color 
indistinct follicle 

(Pancreas) 
pale color 

(Adrena 1 ) 
enlargement 
dark color 

(Ovary) 

small 
pale color 

({Jterus) 
smal) 

(Kidney) 
pa)e color 
dark color 
enlargement 
di latation of pelvis 
granular sllrface/cut surface 
pale colorcd spot 
dccrease of clasticity 
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Table 18 (continued) 
Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicily screening tesl 01 Trimethyl Phosphate ln rats 

Summary of macroscoplc iindings in Fo females 

Group Control 40 mg/kg 100 mg/kg 250 mg/kg 
Grade + + + + 

(Urinary b)adder) [} 3] [13] 【13] 【13]
dark colored urine 13 。 13 。 13 。 12 1 
increase of urine/enlal'gement 13 。 13 。 13 。 10 3 

(Bone marrow) [13] [13] [13] 【13]
dark co lor 13 。 13 。 10 3 8 5 

(Brain/Spinal cord) [13] [13] [13] 【13]
subarachnoid hemorrhage 13 。 13 。 13 。 12 

(Pituitary) [13 ] [13] [13] [13] 
enlargement 13 。 13 。 13 。 12 
dark color 13 。 13 。 13 。 12 1 
sma) 1 13 。 13 。 13 。 13 。

(Skin) (13] (13] [13] [13] 
thin 13 。 13 。 13 。 12 
dry 13 。 13 。 13 。 13 。
so i 1 ed 13 。 13 。 13 。 13 。

(Mamm3ry gland) [13] [13 ] (13] [13] 
enlargement 12 13 。 13 。 13 。
small 13 。 13 。 13 。 13 。

(Sciatlc nerve) [13 ] [13] [13] [13] 
thin 13 。 13 。 13 。 13 。

(Skeletal muscle) [13] [13] (13] [13] 
thin 13 。 13 。 13 。 11 2 
decrease of elaslicity 13 。 13 。 13 。 12 
hemorrhage 13 。 13 。 13 。 13 。

ー， Negative; +. Positive 
[ J， Number 01 animals examined 



Table 19 

Combined repeal dose and reproductive/developmenlal toxicily screening test of Trimelhyl Phosphate in rats 

Absolute and relative organ weight of males; Mean:f:S.D. (N) 

Compounds Vehicle conlrol Trimelyl Phosphale Trimelyl Phosphale 

Dose groups 
(mg/kg) 。 40 100 

Final body ωeight (g) 479.7:1:: 48.7 13 ) 480.7 :1:: 27.2 ( 13 ) 468.8土 28.8 ( 13 ) 

Liver (g) 18.39 :1:: 2.72 a) ( 13 ) 19.62土 2.49 ( 13 ) 20.00土 2.02 ( 13 
3.82 :1:: 0.28 b) 4.07 :1:: 0.36 4.26 :1:: 0.29** 

Kidneys (g) 2.97士 0.32 13 3.49 :1:: 0.44** ( 13 ) 3.46 :1:: 0.34** ( 13 
0.62 :1:: 0.04 O. 73 .:1:: 0.08** 0.74 :1:: 0.05*掌

Thymus (mg) 337. 7 :1:: 94.2 13 409.2 :1:: 91.1 ( 13 ) 458.7 :1:: 116.9** 13 ) 
69.8 .:t 15.9 85.6 ::!: 20.6 98~4 :!: 27.2** 

Testes (g) 3.03士 0.19 13 ) 3.27 :1:: O. 19* ( 13 ) 3.07 :t 0.35 ( 13 ) 
0.64土 0.09 0.68土 0.06 0.66 :!: 0.08 

Epididymis (g) 1.15土 0.11 ( 13 ) 1. 08 ::!: 0.08 ( 13 ) 0.89土 0.07**( 13 ) 
0.24土 0.03 0.22 :1:: 0.02 0.19土 0.02**

Vehicle conlrol: Dislilledωaler 

a): Absolule weighl 
b): Relalive weighl (g or mg per 100g body ωeight) 

* Significanl difference from conlrol， pく0.05
** : Significant difference from conlrol， pく0.01

Trimelyl Phosphale 

250 

244.8 

9.91 
4.05 

2.87 
1. 17 

222.6 
90.9 

1. 30 ( 1 ) 
0.53 

0.50 
0.20 



Table 20 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test of Trimethyl Phosphate in rats 

Absolute and relalive organωeight of females; Mean土S.D.(N)

Compounds 

Dose groups 
(mg/kg) 

Pinal body weight 

Liver 

Kidneys 

(g) 

(g) 

(g) 

Vehicle control Trimetyl Phosphate 

。 40 

307.8 :!: 18.6 ( 13) 317.4 土 11.6

13.23土1.66 a) ( 13) 13.19 土 0.92
4.29 :!: 0.40 b) 4. 15 :!: 0.24 

2.01 土 0.22 ( 13) 2.13 :!: 0.15 
0.65 :t 0.06 0.67 :t 0.04 

( 9 ) 

( 9 ) 

( 9 ) 

Thymus (mg) 138.1 土 70.2 ( 13) 261.9 :!: 51.2林 (9 ) 
44.7:t 22.3 82.5 1: 15.4本 *

Vehicle control: Distilledωater 

a): Absolute ωeight 
b): Relalive weight (g or mg per 100g body ωe i gh t) 
c): No animals shoωe d pa r t u r i t i 0 n 

本本 : SignificanL difference from cOfltroI， pく0.01

Trimetyl Phosphale 

100 

c) 

Trimetyl Phosphale 

250 

c) 

一一一一一←ー一一一一一一一一一一一一一一



Table 21 

UlInbined re開atdose and reprlα]uc l i ve/ deve 1 or咽enlaltoxicity screening lesl of Trimelhyl Phosphate in rals 

Absolule and relalive organ附 ighlof 170 females ; Organ附 ighlof animals.ωhich 田 crificed叩 lhe陥 yof lest period 

Liver Kidneys Th}lDUS 
Origin of 肱ぉegrolJl洛 Animal Final 
disseclion (mg/kg) no. body附 ighl A加。luleRelalive Absolule Relalive Absolule Relalive 

(g) (g) (g) (mg) 

Nol copulaled 
2泊 rs(M∞1 a) 250.8 11.51 4.45 2.02 0.78 2あ.2 110.6 

F閃4α沼 250.3 11.臼 4.50 2.18 0.84 33).9 128.1 
rBQ4∞4 181.7 6.釘 3.84 1.a 1.ω 152.0 83.7 
rs04αぉ 2お.8 9.ω 3.84 1.81 0.76 却4.3 124.3 
F即4側 167.9 7.19 4.28 1.日 0.98 202.3 1加.5
FrÁ)~α氾 lf>4.8 7.42 4.50 1.72 1.04 110.5 回.1
F凶4009 213.4 9.11 4.27 1.76 0.82 却し4 131.9 
F00t101O 246.2 10.52 4.幻 1.95 0.79 :n>.6 124.5 
FPMOll 幻7.6 10.ω 4.25 1.82 0.77 342.6 144.2 
FB04012 223.8 9.52 4.25 1.76 0.79 240.1 107.3 
FsQ4013 幻5.1 10.39 4.42 2.∞ o.a 2抱.0 1幻.2

Nol pregnanl 
40 F即加5 ま沼.1 11.回 3.76 2.00 0.68 410.5 133.2 
1∞ roo筑旧l お3.0 9.83 3.74 1.83 0.70 33).5 125.7 

F閃測3 318.5 12.G4 3.97 2.18 0.68 482.0 151.3 
FOO3(泊4 :m.6 10.28 3.33 1.91 0.62 292.9 94.9 
FB03OO5 316.0 13.07 4.14 2.28 0.72 4偲.6 129.3 
F閃:ro; 298.9 12.43 4.16 1.凶 0~63 445.6 149.1 
Fs庄則沼 幻8.8 10.77 3.郎 2.29 0.82 346.3 124.2 
rBO湖沼 314.3 12.m 4.ω 2.25 0.72 3.1>.0 l∞.9 
Fr，030lO 3ぬ.2 1~.29 4.00 2.泊 0.68 主冶.6 114.1 
FOO3011 315.6 11.92 3.78 1.97 0.62 414.0 131.2 
FL泊3012 幻8.0 10.75 3.87 2.15 0.77 342.6 123.2 
FrJ(HH3 反応.2 11.62 4.00 2.01 0.70 広沼.3 116.5 

250 1'004∞7 幻7.4 11.83 4.00 2.幻 1.∞ 加4.0 85.9 
Tolal implanlalion loss 

40 Fn02α氾 お7.0 10.94 3.日 1.旬 0.62 310.4 101.1 
ド閃京)11 349.7 13.00 3.74 2.お 0.G5 幻6.3 79.0 

1∞ rno湖沼 301.0 12.X 4.11 2.19 0.73 お9.3 112.7 
FCO抑n 320.8 11.42 3.56 2.20 O.ω 444.1 la.4 

Tolal liller 1 0&~ 
40 17002013 まあ.8 10.05 3.28 1.∞ 0.62 お4.4 76.4 

Relalive: g or mg卯 r1α)g body 附‘ighl

a) Ideuli ficati∞110. : sex-foursc' group 110. illdi vioual 110. 



Table 22 
Combined rats 1n Phosphate of Trimethyl toxicity screening test repeat dose and reproductivejdevelopmental 

in Fo males findings Summary of histopathological 
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(continued) 
repeat dose and reproductivejdevelopmental 

Table 22 
Combined in rats Phosphate of Trimethyl toxicity Bcreening test 

in Fo males findings Summary of histopathological 
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Table 23-1 
Combined repeat rats 1n Phosphate toxicity screening test of Trimethyl dose and reproductivejdevelopmental 

in Fo females findings Summary of histopathological 
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Severe +++， Moderate; ー， Negative; ~， Very slight; +， Slight; 
[ ]， Number of animals examined 
*p<O.05; **p<O.Ol 



Tab1e 23-1 (continued) 
Combined repeat dose and reproductivejdeve1opmental toxicity screening test of Trimethyl Phosphate in rats 

Summary of histopatho1ogica1 findings in Fo females 

Group Contro1 40 mgjkg 100 mgjkg 250 mgjkg 
Grade 全 + ++ +++ ー

土 + ++ +++ 土 + ++ +++ 土 + ++ +++ 

(Brain) [13] [13] [ 13] [13] 
hemorr・hage 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。
dilatation of 

latera1 ventric1e 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。 12 。ヘ1 。。
(Heart) [13] [ 13] [ 13] [13] 

myocardial fibrosis 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。
myocardial degeneration 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。
hypertrophy 

of right ventricle 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。
(Spleen) [13] [13] [ 13] [13] 

atrophy of f011ic1e 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。 11 。1 。1 
congestion 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。
deposit of pigment 。o 13 。。 。o 11 2 。 。。4 9 0・・ 。。4 9 0・・
extramedu11ary hematopoiesis 。。2 11 。 。1 7 5 0・ o 10 3 。0・・ 1 8 4 。0・・(Urinary b1adder) [13] [ 12] [13] [13] 
abnormality 13 。。。。 12 。。。。 13 。。。。 13 。。。。

(Cervica1 cord) [13] [ 12] [13] [ 11 ] 
degeneration of nerve fiber 

in fascicu1us graci1is 13 。。。。 12 。。。。 13 。。。。 9 1 1 。。
(Lumbar cord) [12] 

degeneration of nerve fiber 
[12] [13] [13] 

in dorsa1 funicle 12 。。。。 12 。。。。 13 。。。。 11 2 。。。
(Ske1eta1 musc1e) [13] [13] [13] [13] 

atrophy of myofiber 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。 12 。 。。
degeneration.of nerve fiber 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。 4 4 5 。0・・(Sciatic nerve) [13] [13] [ 13] [13] 
degeneration of nerve fiber 13 。。。。 13 。。。。 13 。。。。 2 3 8 。0・・(Ovary) [ 0] [13] [13] 
fo11icu1ar cyst 1 。。。。 13 。。。。 12 。1 。。
increase of atretic f011ic1e 1 。。。。 13 。。。。 7 1 3 2 。
corpus luteum cyst 。。1 。。 13 。。。。 12 。1 。。

ー. Negative; 土. Very slight; +. Slight; ++. Moderate; +++. Severe 
( J. Number of animals examined 
*pく0.05; 骨骨p<O.Ol



Table 23-2 
Comblned repeal dose and reproduc1ive/developmenlal toxicily screening lesl of Trlmelhyl Phosphate in rats 

findings in Fo females (Subjecled 10 autopsy on day 4 of laclation) Summary of histopalhological 

250 mg/kg 
ー 企 +++ +++ 

100 mg/kg 
固ま+++ +++ 

40 mg/kg 
ー土+++ +++ 

Conlrol 
-土+++ +++ 
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Grade 
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13 
12 

(Thymus) 
atrophy 
destruc1ion of lymphocyte 
hemorrhage 
deposi1 of pigmen1 

(Liver) 
atrophy of hepa10cyte 
single cell necrosis 
focal necrosis 
deposit o[ pigmenl 

in Kupffer cell 
fatty change 

in pcripheral zone 
microgranuloma 
hemorrhage 

(Kldney) 
eosinophilic droplel 

in tubular epilhelium 
cell debris 

ln the lubular lumen 
cast in lhe tubular lumen 
regeneraled lubule 
eosinQphilic bOdy 
dilatation of tubule 
infillralion of neulrophil 
aggregalion of platclets 

in caplllary of papilla 
debris in 

papillary interslitium 
papillary necrosis 
aggregalion of bacteria 
calcification 
dilatation of pelvis 

(Adrenal) 
hypertrophy of corlical cell 
necrosis in cortex 

0 
0 

0 
0 

。。。。0 
0 

。。。0 
0 

ー， Nega ti ve;士， Very slighl; +， Slight; ++， Modcrate; +++， Severe 
[ ]， Number of animals examined 



Table 23-2 (continucd) 
Combined repeal dose and reproduclive/developmental loxicity screening test of Trimethyl Phosphate in rats 

Summary of hislopathologlcal findings in Fo Iemales (Subjecled to autopsy on day 4 of lactation) 

Group Control 40 mg/kg 100 mg/kg 250 mg/kg 
Grade ー 土 + ++ +++ ー 土 + ++ +++ ー 土 + ++ +++ ー 企 + ++ +++ 

(Brain) [13] [ 9] [ 0] [ 0] 
hemorrhage 13 。。。。 9 。。。。
dilalation of 

lateral ventricle 13 。。。。 9 。。。。
(Heart) [13] [ 9] [ 0] [ 0] 

myocardial fibrosis 13 。。。。 9 。。。。
myocardial degeneralion 13 。。。。 9 。。。。
hypertrophy 

oi righl venlricle 13 。。。。 9 。。。。
(Spleen) [13] [ 9] [ 0] [ 0] 
atrophy of follic]e 13 。。。。 9 。。。。
congestion 13 。。。。 9 。。。
deposit of pjgmenl 。o 13 。。 。。8 。
extramedullary hematopoiesis 。。2 11 。 。。4 5 。

(Urinary bJadder) [13] [ 8] [ 0] 【 0]
abnormalily 13 。。。。 8 。。。。

(Cervica) cord) [13 ] [ 8] [ 0] [ 0] 
degeneralion of nerve fiber 

in fasciculus gracilis 13 。。。。 8 。。。。
(Lumbar cord) [12] [ 8] [ 0] [ 0] 
degeneralion of nerve fiber 

in dorsal funicle 12 。。。。 8 。。。。
(Skeletal muscle) [13] [ 9] [ 0] [ 0] 
ulrophY of myofiber 13 。。。。 9 。。。。
degeneration of ncrve fjber 13 。。。。 9 。。。。

(Scialic nerve) [13 ] [ 9] [ 0] [ 0] 
degeneration of nerve fiber 13 。。。。 9 。。。。

(Ovary) [ 0] 
folllcular cyst 

( OJ [ 0] [ 0] 

increase of atretic folliclc 
corpus luleum cyst 

ー， Negat i ve; 士. Very slighl; +， Slighl; ++， Moderate; +++， Severe 
[ ]， Number oI animals examined 



Table 23-3 
Combined repeal dose and reproduclive/developmenlal Phosphale ln rals loxicily screenlng lesl of Trimelhyl 

Summary of hislopalhological findings in Fo females (Nol pregnanl) 

250 mg/kg 
ーま+++ +++ 

100 mg/kg 
ー士+++ +++ 

40 mg/kg 
ー土+++ +++ 

Conlrol 
-士+・+++++ 
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Grade 
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(Thymus) 
alrophy 
deslruclion of lymphocyle 
hemorrhage 
dep(】silof pigmenl 

(Liver) 
alrophy of hepalocyle 
single cell necrosis 
focal necrosis 
deposil of pigment 

in Kupffer cell 
fatty change 

in peripheral zone 
microgranuloma 
hemorrhage 

(Kidney) 
eosinophilic droplel 

in tubular epilhelium 
cel1 debris 

in lhe lubular lumen 
casl ln lhe lubular lumen 
regeneratcd lubule 
eosinophilic body 
dilatalion of tubule 
infiltration of neulrophjl 
aggregatlon of plalelels 

in capillary of papilla 
debris in 

papi llary inlersli tium 
papillary necrosis 
aggregalion of bacteria 
calcificalion 
dilalation oI pelvis 

CAdrena 1 ) 
hypertrophy ()f <!ortical cell 
necrosis in cortex 
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0 

。。。。
ー， Negative; 土， Very slighl; +， Slight; ++. Moderale; +++， Severe 
[ 1， Number of animals examined 

。。



Table 23-3 (continued) 
Combined repeat dose and reproduclive/developmental loxicity screening test of Trimethyl Phosphate in rats 

Summary of hislopathological findings in Fo females (Not pregnant> 

Group Control 40 mg/kg 100 mg/kg 250 mg/kg 
Grade ー 土 + ++ +++ ー 土 + ++ +++ ー ま + ++ +++ ー 企 + ++ +++ 

(Brain) [ 0] [1] [11] [ 2] 
hemorrhage 。。。。 11 。。。。 2 。。。。
di lalation of 

laleral ventricle 。。。。 11 。。。。 1 。1 。。
Clleart) [ 0] [1] [11 ] [ 2] 
myocardial Iibrosis 1 。。。。 11 。。。。 2 。。。。
myocardial degeneratlon 。。。。 11 。。。。 2 。。。。
hyperlrophy 

of right ventricle 。。。。 11 。。。。 2 。。。。
(Spleen) [ 0] [ 1] [11 ] [ 2] 
lltrophy of fnllicle 。。。。 11 。。G 。 1 。。。
congestion 。。。。 11 。。G 。 2 。。。。
deposit oI pigment 。。 。。 。。3 8 。 。。。2 。
extramedullary hemalopoiesis 。。 。。 。8 3 。。 1 。。。

(Urinary bladder) [ 0] 1] [11 ] [ 2] 
abnormality 。。。。 11 。。。。 2 。。。。

(Cervical cord) [ 0] [1] [11] [ 2] 
degeneralion of nerve fiber 

in fasciculus gracilis 。。。。 11 。。。。 。 。。
(Lumbar cord) [ OJ 1 J [11] [ 2] 
degeneration 01 nerve fiber 

in dorsal funicle 。。。。 11 。。。。 1 l 。。。
(Skeletal muscle) [ 0] 11 [11 ] 【 2]
atrophy of myofiber 1 。。。。 11 。。。。 1 。 。。
degeneration of nerve fiber 。。。。 11 。。。。 。。2 。。

CSciatic nerve) [ 0] [1] [11] [ 2] 
degeneralion of nerve fiber 。。。。 11 。。。。 。。2 。。

(Ovary) [ 0] [1] [11 ] [ 2] 
follicular cyst 。。。。 11 。。。。 2 。。。。
increase of alrelic folJiclc 。。。。 11 。。。。 。。 。
corpus luteum cysl 。。 。。 11 。。。。 2 。。。。

ー， Negative;土， Very slighl; +， Slight; ++，同oderate;+++， Severe 
[ J， Number uf animals examlned 



Table 23-4 
Cnmbined repeat dose and reproductive/developmenlal Phosphale in rats toxicity screening tesl of Trimelhyl 

Summary of hislopalhological findings in Fo females (Tolal implanlalion loss) 

250 mg/kg 
- :i: + ++ +++ 

100 mg/kg 
ー士+++ +++ 

40 mg/kg 
ー土+++ +++ 

Conlrol 
-土+++ +++ 
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Grade 
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(Thymus) 
atrophy 
destruclion of lymphocyle 
hemorr・hage
deposit of pigment 

(Liver) 
alrophy of hepalocyte 
single cell necrosis 
focal necrosis 
deposit of pigmenl 

in Kupffer cell 
f a lt y change 

in peripheral zone 
microgranuloma 
hemorrhage 

(Kidney) 
eosinophilic drop)el 

in lubular epilhelium 
cell debris 

in lhe tubular lumen 
cast in the lubular lumen 
regeneraled lubule 
eosinophilic body 
dilatalion of lubule 
infi 1 tration of neutrophi 1 
aggregation 01 plaLelets 

in capillary of papilla 
debris in 

papillary interstllium 
papillary necrosis 
aggregalion of baeLeria 
ca 1 ci f i ca t i on 
di lalation of pelvis 

(Adrenal) 
hyperlrophy of cnrtical cell 
necrosis in cortex 

。。。。。。。。。。。。。。。。
ー， Negalive; 士. Very slight; +. Slighl; ++， Moderale; +++. Severe 
[ 1， Number of animals examined 



Table 23-4 (conlinued) 
Combined repeal dose and rcpr~ductive/developmental toxicily screening test of Trimethyl Phosphate ln rals 

Summary of hislopalhological findings 1n Fo females (TotaI implantation loss) 

Group Conlrol 40 mg/kg 100 mg/kg 250 mg/kg 
Grade ー 土 + ++ +++ ー 土 + ++ +++ ー 土 + ++ +++ ー ま + ++ +++ 

(Brain) [ 0] [ 2] [ 2] [ 0] 
hemorrhage 2 。。。。 2 。。。。
dilalation of 

lateral venlricle 2 。。。。 2 。。。。
(Hear l) [ 0] [ 2] [ 2] [ 0] 
myocardial fibrosis 2 。。。。 2 。。。。
myocardial degeneralion 2 。。。。 2 。。。。
hyperlrophy 

of right ventricle 2 。。。。 2 。。。。
(Spleen) [ 0] [ 2] [ 2] [ 0] 
alrophy of follicle 2 。。。。 2 。。。。
congestion 2 。。。。 2 。。。。
deposit of pigmenl 。。 1 。 。。 1 。
exlramedullary hemalopoiesis 。。2 。。 。2 。。。

(Urinary bladder) [ 0] [ 2] [ 2] [ 0] 
abnormalily 2 。。。。 2 。。。。

(Cervical cord) [ 0] [ 2] [ 2] 【0]
degeneralion of nerve fiber 

in fasciculus gracilis 2 。。。。 2 。。。。
(Lumbar cord> [ 0] [ 2] [ 2] [ 0] 
degeneration of nerve Iiber 

in dursal funicle 2 。。。。 2 。。。。
(Skelelal muscle) [ 0] [ 2] [ 2] [ 0] 
a t roptiy 0 I myo f i ber' 2 。。。。 2 。。。。
degeneralion of nerve fiber 2 。。。。 2 。。。。

(Sciatic nerve) [ 0] [ 2] [ 2] [ 0] 
degeneration of nerve fiber 2 。。。。 2 。。。。

(Ovary) [ 0] [ 0] [ 2] [ 0] 
follicular cyst 2 。。。。
increase of alrelic foIlicle 2 。。。。
corpus luteum cysl 2 。。。。

一I Negative; 土J Very slighl; +， Sllght; ++， Moderate; +++， Severe 
[ ]， Number I)f animals examined 



Table 23-6 
Comblned repeal dose and reproducllve/developmenlal loxicily screening test of Trimethyl Phosphate in rals 

1 i t ter loss) findings in Fo females (To1al Summary of histopalhological 

250 mg/kg 
ーま+++ +++ 

100 mg/kg 
ー土+++ +++ 

40 mg/kg 
ー士+++ +++ 

Conlrol 
-士+++ +++ 

Group 
Grade 
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1 
[ 1] 

( 0] 

( 0] 

[ 0] 

[ 0] 

(Thymus) 
a1rophy 
des1ruclinn 01 lymphocyle 
hemorrhage 
deposit of pigment 

(Livcr) 
alrophy of hepatocyte 
single cell necrosis 
focal necrosis 
deposil of pigment 

in Kupffer cell 
fally change 

in peripheral zone 
microgranuloma 
hemofI・hage

(Kidney) 
eosinophilic droplet 

in tubular epilhelium 
cell debris 

in the tubular lumen 
casl in lhe lubular lumen 
regeneraled lubule 
eosinophilic body 
di lalation of lubule 
infillralion of neulrophil 
aggregalion of plalelels 

in capillary of papilla 
debris in 

papillary interslilium 
papillary necrosis 
aggregaliun of bacleria 
calcificalion 
dilalalion of pelvis 

(Adrenal) 
hyperlrophy o( corlical cell 
necrosis in corlex 

0 
0 

。。。。。。
ー， Negative; 士， Very slight; +， Slight; ++， Moderate; +++， Severe 
[ 1， Number of animals examincd 



Table 23-5 (conlinucd) 
Combined repeal dose and reprodnctive/developmental toxicily screening test of Trimethyl Phosphale in rats 

Summary of hislopalhological findings in Fo females (Total lllter loss) 

Conlrol 40 mg/kg Group 
Grade ー ま +++ +++ ー 企 + ++ +++ 

(Brain) 
hemorrhage 
di lalation of 

laleral ventricle 
(Hearl) 
myocardial fibrosis 
myocardial degeneration 
hyperlrophy 

of right venlricle 
(Spleen) 
alrophy of fo))icle 
congeslinn 
deposit of pigment 
exlramedullary hemalopoiesis 

(Urinary bladder) 
abnormalily 

(Cervical cord) 
degeneration of nerve fiber 

in fasclculus gracilis 
(Lumbar cord) 
degeneratlon of nerve fiber 

in dorsal funicle 
(Skelelal muscle) 
atrophy of myofiber 
degeneralion of nerve fiber 

(Scialic nerve) 
degeneration of nerve fiber 

(Ovary) 
follicular cyst 
increase of atretic follic)c 
corpus luleum cyst 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

一
1] 

1 。。
。。

[ 1] 。。。。
1 。。

[1] 。。。。。。1 。 。
[1] 。。
[1] 

。。
[1] 

。。
[ 1] 。。。。
[ 1] 。。
[ 0] 

-， Negalive; 士， Very slight; +， Slighl; ++， Moderale; +++， Scvere 
[ ]， Number of animals examined 

。。
。。
。。。。
。。
。。。。。。。。
。。

。。

。。
。。。。
。。

100 mg/kg 250 mg/kg 
ー土+++ +++ ーま+++ +++ 

[ 0] [ 0] 

[ 0] [ 0] 

[ 0] [ 0] 

[ 0] [ 0] 

[ 0] [ 0] 

[ 0] [ 0] 

[ 0] [ 0] 

[ 0] [ 0] 

[ 0] [ 0] 



Table 23-6 
Combined repent dose and reproduclive/developmenlal Phosphate in rats loxicily screening test of Trimethyl 

findings in Fo females (Not copulated) Summary of hislopalhological 

250 mg/kg 
ーま+++ +++ 

100 mg/kg 
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40 mg/kg 
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[11 ] 

11 
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[11 ] 
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[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 
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[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

[ 0] 

(Thyrnus) 
atrophy 
deslruclion of lymphocyte 
hernorrhagc 
deposil of pigrnenl 

(Liver) 
atrophy of hcpalocyle 
single cell necrosis 
focal necrosis 
dcposit of pigment 

in Kupffer ceJl 
fa t ly change 

in peripheral zone 
rnicrogranuloma 
hemorrhage 

(Kidney) 
eosinophilic droplel 

in tubular epithelium 
cell debris 

in lhe lubular Jumen 
cast in lhe tubular lumen 
regeneraled tubule 
eosinophilic body 
dilalalion of tubule 
infillration of neutrophil 
aggregnlion oI platelets 

in capillary of papilla 
debris in 

papillary inlerstitium 
papiJlary necrosis 
aggregalion of bacteria 
calcification 
di latation of pelvis 

(Adrenal) 
hypertrophy of cortical cell 
necrosis in cortex 

0 
0 

n
u
A
U
-
-

。。。。
ー， Negatl ve; 士， Very slight; +， Slighl; ++， Moderale; +++， Severe 
[ ]， Number of animals examined 



Table 23-6 (conlinued) 
Combined repeal dose and reproduclive/deve]opmenlal loxiclly screening test of Trimethyl Phosphale in rats 

Summary of hislopalhological findings in Fo females (Nol copulaled) 

Group Conlrol 40 mg/kg 100 mg/kg 250 mg/kg 
Grade ー 土 + ++ +++ ー 土 + ++ +++ ー 土 + ++ +++ ー t + ++ +++ 

(Brain) [ 0] [ 0] [ 0] (11) 
hemorrhage 11 。。。。
dilalation of 

laleral venlricle 11 。。。
(Heart) [ 0] [ 0] [ 0] (11) 
myocardial fibrosis 11 。。。。
myocardial degeneralion 11 。。。。
hyperlrophy 

of rlghl venlricle 11 。。。。
(Spleen) [ 0] [ 0] [ 0] [11] 

alrophy of follicle 10 。。。
congeslion 11 。。。。
deposil of pigmenl 。。4 7 。
exlramedullary hemalopoiesis 。7 4 。。

(Urinary bladdcr) [ 0] [ 0] [ 0] [11 ] 
abnormalily 11 。。。。

(Cervical cord) [ 0] [ 0] [ 0] 【 9]
degeneralion of nerve fiber 

in fasciculus gracilis 8 1 。。。
(Lumbar cord) [ 0] [ 0] [ 0] 【11]
degeneralion of nerve fiber 

in dorsal funiele 10 。。。
(Skeletal muscle) [ 0] [ 0] [ 0] 【11]
atrophy of myofiber 11 。。。。
degeneration of nerve flber 4 4 3 。。

(Scialic nervc) [ 0] [ 0] [ 0] [11] 
degeneralion of nerve fiber 2 3 6 。。

(Ovary) [ 0] [ 0] [ 0] [11] 
follicular cysl 10 。。。
increase of alrelic Iollicle 7 2 1 。
corpus luleum cysl 10 。。。

ー， Negalive;土， Very sl ighl; +， Sl ighl; ++， Moderale; +++， Severe 
[ ]. Number of animals examined 



Table 24 

Combined repeal dose and reproducLive/dcvelopmcnLal Loxicily screcning lesl of TrimeLhyl Phosphale ln rats 

Summary 01 reproducLive performancc 

Compounds 

Dose groups 
(mg/kg) 

Number of maled pairs 

Number of copulalcd paIrs 

Copulalion index A) 

Number of pregnanL animals 

Ferlilily index B) 

Pairing days unlil copulalion 
Mean土 S.O.

Times 01 vaginal cslrous 
Mcan土 S.O.

Vehicle conlrol 

。

13 

13 

100.0 

13 

100.0 

2.8 土 1.2 

1.0 土 0.0 

Trimelhyl PhosphaLe 

40 

13 

13 

100.0 

12 

92.3 

3.4 土 2.3 

1.2 :t. 0.4 

A): Copulalion index = (Number of copulaLed pairs / Number of maled pairs ) x 100 ; % 
B): Ferli 1 i ly index = (Numbcr of pregnillll ，lllImals / Number of copulaled pai rs ) X 100 ; % 
Vehicle conlrol: Dislillcdωatcr 

本本 : SignificalJl diffcrencc frosl conl.rol， p.~O.()l 

Trimelbyl Phospbale Trimelhyl Phosphale 

100 250 

13 13 

13 2寧*

100.0 15.4 

2寧* 。
15.4 0.0 

2.2 :t. 1.2 5.0 + 4.2 

1.0 :t. 0.0 1.0 + 0.0 



Table 25 

加 binedrepeat dωe and reprodt叫 ive/developmenlal，loxicity screening lesl of Trimelhyl Phosphate in rats 

Su皿 aryof development of Fl仰:psUp to day 4 of laclalion; Mean土S.D.

Trimelhyl Ph凶 phaleTrimeLhyl Phω:phate Tril1elhyl Phos，凶ateVehicle conLrol α凋戸}凶.ds

250 1∞ 40 。肱洛egroups 
(mg/kg) 

。2 12 13 N叩tberof pregnanL f岨.ales

。10 13 Number of pregnant f倒.aleswith pu凶 alive

0.0 83.3 i∞.0 A) Ges la ti on i ndex 

a) (10 ) 0.6 土22.2 ( 13 ) 0.5 土21.7 G出 lalionlenglh in days 

( 2 ) 13.5 (12 ) 2.0 土20.0 ( 13 ) 3.4 + 21.2 Number of corpora 1 ul白

( 2 ) 4.0 (12 ) 1.6 土16.6 ( 13 ) 3.6 ± 16.7 N咽民rof implanlation si tes 

( 2 ) 

( 2 ) 
( 2 ) 

32.5 

0.0 
0.0 

(12 ) 

4.4牢牢 (12 ) 
26.5林(12) 
3.8林(10) 
22.8林(10) 
31.6 (10 ) 

6.3 土

土
土
土
+
一
土

83.2 

6.4 
38.4 
7.6 
45.5 
00.。

( 13 ) 

( 13 ) 
( 13 ) 
( 13 ) 
( 13 ) 
( 13 ) 

18.1 

3.6 
17.5 
3.1 
19.8 
8.1 

土

土
+
一
+
一
+
一
+
一

80.0 

14.0 
85.6 
13.4 
82.3 
95.0 

防

Day 0 of laclalion 
N四 berof pups born 
肱:1i very index C) 
Number of pups alive 
Bi rth index D) 
Live birth index 

Implanlation index 

E) 

( 9 ) 14.8 土49.2 ( 13 ) 14.2 4・46.2 、.z''
F
F
 

Day 4 of laclation 
N叩 berof pups alive 
Viabilily index G) 

Scx ratio 

2.9本本 ( 9 ) 
0.0 ( 9 ) 

+
一
土

8.4 
1∞.0 

ぐ13) 
( 13 ) 

4.4 
21.9 

土
+
一

12.8 
92.3 

Parenlhcsis indicales lhe number of li lters evalualcd 

A): Geslation indcx = (NUJllber of pregnanL females叫thpups al i ve / Number of pregnanL females) X 1∞; % 
B): Implanlation index = (N四 berof implanLalion sit回 INumber of corpora 1 utea) X 1∞; % 
C): Delivery index = (N岨 berof pups born / N咽 berof implantation si tes) X 1∞; % 
D): sirth index = (N噸 bcrof pups alive on Day 0 I N明 berof implantation si Les) X 1∞; % 
E): Live birth index = (Number of pups alive 0(1 Day 0 I Number of pups born) X 1∞; % 
F): Sex ra li 0 = (N四 bcr.of male pups alive on Day 0 I N四 berof pu閃 aliveon Day 0)一 X1∞; % 
G): Viabi 1 i ly index = (NI咽 bcrof pups ali ve 0(1 Day 4 / Number of pu凶 aliveon Day 0) X 1∞+;Z 

a) :No animals shc附 dparlurition 
Vehicle conlrol: Disti lled胤 ter
牢本:Significant di fference fr，佃 control，が0.01



Table 26 

Combined repeat dose and reproductive/developmental toxicity screening test of Trimelhyl Phosphate in rats 

Body ωeight of 141 pUpS Up to day 4 of lactation; Mean::tS.D. 

Compounds 

Dose groups 
(mg/kg) 

Day 0 (At birth) 
Live litter size 

Male 
Female 

Pup weight in grams 
Male 
Female 

Vehicle conlrol 

。

13.4 i: 3.7 (13) 
6.3土 2.7
7.1 i: 2.1 

6.3 i: 1.1 
5.9 i: 0.9 

Trimethyl Phosphate 

40 

8.4 ::t 2.9 ( 9) 
4.3::t 2.1 
4.1 i: 1.4 

7.8 i: 0.6本*

7.5 ::t 0.5 ** 

Trimelhyl Phosphate 

100 

a) 

Trimethyl Phosphate 

250 

一ーー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一一一一一一一ー一一ー一一一一一一一一一ー一一一一一一一ー一一一一一一一一ー一一一一一一ー一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ーー

Day 4 
Live litter size 12.8 i: 4.4 (13) 

Male 6.0 :t 3.0 
Female 6.8 i: 2.2 

Pup ωeight in grams 
Male 9.8 ::t 2.0 
Female 8.9土 2.4

Parenthesis indicates the number of litters evaluated 

a): No animals showed parturilion 
Vehicle control: Dislilled water 

** : Significanl difference from conlrol， pく0.01

8.4 :t 2.9 ( 9) 
4.3 ::t 2.1 
4.1:t 1.4 

12.8土 1.8** 
12.5 ::t 1. 8 ** 



Table z1 

Cαnb i ned repea t dose and reprlαluclive/developmental loxicity screening tesl of Trimethyl Phosphate in rats 

Summary of morphological observation of pups 

ωE卯 unds Vehicle control Trimelhyl Phosphate Trimethyl Phosphate Trimethyl Phosphale 

Dose groups 
(mg!kg) 。 40 1∞ 250 
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No. of pups showing abnormalilies 
Exlernal abnormalities 
Visceral abnormalities 
Major abnormalilies 
Minor abnormalities 
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a): No animals sha柁dparturi tion 
Vehicle control : Distilled陥 ter



Table 28 

ωnbined re開atdose and reproducti ve/develo阿lentaltoxicity screening test of Trimethyl Phosphate in rats 

SlDIIlIlary of mor凶ological01沼町vationof F1 dead pups 

Cαnpounds 

政:>segroups 
(mg/kg) 

No. of dead PUI沼 examined
External observalion 
Visceral observation 

No. 0 f dead pups shoωing abnormalities 

Vehicle control 

。
7 
5 

External abnormal i ties 1 
Visceral abnormal i lies 
Major abnormalities 0 
Minor abnormalilies 0 

Types and frequellCIes (%) of external abnormal i ties 
proboscis 14.3 
micrognathia 14.3 
astomia 14.3 

a): No animals shα¥led parluri tion 
Vehicle conlrol : Distilledωater 

Trimelhyl Phosphate 

40 

。。

Trimelhyl ph偲 phale Trimethyl Phosphate 

l∞ 2氾
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