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慰問法人食品薬品安全センター秦野研究所信額性保証邸内は、試験計画番号

G-92-335に関する試験の管理状況について次のとおり査察を行った。

査察日 査襲撃項目

1992年10月四日 試験計画書点検査察

1992年11月11日 動物入荷@検収査察

1992年11月24日 検体調製。含量試験。

投与査察

1992年11月25日 解剖査察

1992年四月 10日 器本観察査察

1993年 2月初日 報告書案点検査察

1993年 4月初日 最終報告書点検査察

i軍営管理者および試験
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この報告書は、試験に使用された方法および手!艇を正確に記述し、報告結果

は、生データを正確に反映していることを証明する。

1993年 4月30日

財閣法人食品薬品安全センター

害警聖子研究所 信頼性保証責任者
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E要約1

被験物質 N-モノ(またはジ)メチルブェニル-N'ーモノ(またはジ)メチルフェニ冶ル-p-

ブェニレンジアミン (DMPD)の生体内における細胞遺伝学的影響を評価するために、

Cr j: 8DF 1雄および雌マウスを用いる強制経口投与による小核試験を実施した。結果は以

下のように要約される。

1.毒性予備試験

毒性予備試験を行った結果、 DMPDの Crj:8DF1雄および雌マウスにおける最大

樹量は、 2000mg/kg以上であった。そこで、小核予備試験および小核本試験における

DMPDの高用量を、雄雌ともに OECD化学品試験法ガイドラインで定められた投与量の

上限の 2000mg/kgとした。

2.小核予備試験

DMPDの 2000mg/kgを雄および雌マウスに投与し、投与後24、48および72時間自に

骨髄の塗抹標本を作製した。標本観察の結果、小核出現頻度(小核を予言する多染性赤由球

の割合)は、 24時間群と他の群との間に統計学的な有意差は認められなかった。また、網

赤血球の比率告指標とした骨髄細胞の増殖抑制も、雄雌ともに認められなかった。これら

の結果から、小核本試験で、の標本作製時期(投与から標本作製までの時間)を雄雄ともに、

投与後24時間と決定した。

3.小核本試験

DMPDの 500、1000および 2000mg/kgを雄および雄マウスにそれぞれ投与し、

投与後24時間自に骨髄の塗抹標本を作製した。標本観察の結果、雄雌ともに小核出現頻度

には、溶媒対照群と比較して有意な増加は認められず¥用量依存性も認められなかった。

赤由球中に占める網赤血球の比率は、雄雌ともにDMPDのいずれの投与群においても、

溶媒対照群との間に有意差は認められなかった。

4.結論

以上の結果から、本試験条件下ではDMPDは、 8DF1雄および雌マウスの骨髄細胞にお



いて、染色体異常誘発作用あるいは紡錘体形成阻害作用を示さず¥また骨髄細胞の増殖抑

制作用も示さないと結論した。
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E緒言1

高生産量既存化学物質で、現在十分な安全性資料のないトモノ(またはジ)メチル

フェニル一時一モノ(またはジ)メチルフェニルーp.-フェニレンジアミンについて、生体

内における細胞遺伝学的影響を調べるために、雄および雄マウスを用いて骨髄細胞におけ

る小核試験を実施した。まず¥小核本試験に用いる投与量を決定するために毒性予備試験

を行って最大耐量を求め、次に小核本試験における標本作製時期を決定するために小核予

備試験を行い、それらの結果に基づいて小核本試験を行った。本試験は「新規化学物質に

係る試験の方法についてJ (昭和62年 3月31日、環保業第 237号、薬発第 306号、 62基局

第 303号)および OECD化学品試験法ガイドライン:474に準拠し、化学物質 GLP(昭

和59年 3月31日、環保業第39号、薬発第 229号、 59基局第85号、改訂昭和63年11月四日、

環企研第233号、衛生第38号、 63基局第 823号〉に基づいて実施した。
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E実験材料1

1.実験動物と飼育条件

実験には4 から購入した 8週齢の Crj:BDFl(C57BL/ 

6と DBA/2の近交系関F1)雄および雌マウスを、 1週間以上予備飼育した後、異常の

認められなかった動物を 9---10適齢で試験に供した。入荷日とその匹数は以下の通りであ

る。

試験

毒性予備試験
小核予備試験
小核本試験(雄)
小核本試験(雌)

入荷日

1992年 9月30日
1992年日月 4日
1992年11月11日
1992年11月18日

入荷匹数

雄雌各 42匹
/1 36旺
雄 42匹
雌 42匹

動物は、床敷としてホワイト@ブレーク (CRJ)を入れた TPX樹脂製ケージ (143

x 293 x 148mm， CRJ)に1匹ず、つ収容し、バリアーシステムの飼育室(設定温度:23 

土 1oc、設定湿度:55土5%、換気間数:約15回/時間、明暗サイクル:午前7時点灯、

午後 7時消灯)で、マウス繁殖用国型飼料 (NMF，オリエンタル酵母工業(槻)と水道水

を自由に摂取させて飼育した。動物の群分けは無作為抽出により行った。個体識別はマウ

スの尾にブェルトペンでマ…クし、ケージには群ごとに色の異なるカードに、試験系識別

番号、群および動物番号を記載して個体識別の補助とした。

2.被験物質

(名 称) N-モノ(またはジ)メチルフェニル--N'-モノ(またはジ)

メチルフェニノレ-p-フェニレンジアミン)

(略 称) DMPD 

(製 ロ口ロ 名) ノンフレックス DT

(口ット番号) AR8 (精工化学(株)製)

(性 状) 褐色頼粒、融点80
0C以上、沸点不明

(純 度) 75%以上

(提 供 者) (紛日本化学工業協会

(保管条件〉 冷暗所

4 



E毒性予備試験(投与量の決定)] 

1.方法

1 )実験群の設定

小核試験に用いるDMPDの投与量を決定するため、雄雌ともに各5匹ず、つからなる 4

群を設け、投与量をそれぞれ、 750、1000、1500および 2000mg/kgとした。

2 )検体の調製と投与方法

検体の投与容量はマウスの体重 kg当たり 20mRとした。最高用量の投与検体は被

験物質DMPDの所要聾を正確に採取し、。匂5%カルボキシメチルセルロースナトリウ

ム (CMCNa、和光純薬工業(樹、ロット番号:WDP1183)水溶液に懸濁して調製した。そ

れ以下の用量については、最高用量の調製液を上記の溶媒で希釈して所定の濃度に調製し

た。なお、調製にあたっては純度換算は行わなかった。また、投与検体はすべて用時調製

としfこ。

投与は単回強制経口投与とした。投与日は、雄雌ともに1992年10月13日、投与時体重範

囲は雄で24"'"'28g、雌で19--23gであった。

3 )死亡率および一般状態の観察

投与当日を O日として 4日間にわたり毎臼一般状態を観察し、死亡の有無を調べた

(1992年10月13"-'16日)。

2.結果

DMPDを投与した雄雌のすべての群lこおいて、明らかな毒性徴候は見られず、死亡例

も認められなかった (Tables1， 2)。したがって、 DMPDの単問強制経口投与によ

る BDFl雄および雌マウスの最大耐量は、ともに 2000mg/kg以上であると結論した。

そのため、小核予備試験および、小抜本試験に用いるDMPDの高用量を、雄雄ともに

OECD化学品試験法ガイドラインで定められた投与量の上限である 2000mg/kgに決定

した。また、これをもとにして公比2で減じ、中用量を 1000mg/kg、さらに低用量を

500 mg/kgと決定した。

--5 山



E小核予備試験(標本作製時期の決定)] 

上方法

1 )実験群の設定

本試験における適切な標本作製時期を決定するために、雄離ともに各5匹ずつからなる

3群 (24時間群、 48時間群、 72時間群)を設けた。 DMPDの投与量は各群ともに高用量

の 2000mg/kgとした。

2 )検体の調製と投与方法

検体の調製と投与方法は毒性予備試験の場合と向様に行った。投与は、雄雌ともに1992

年11月168に行い、投与時体重範囲は、雄で25""29g、雌で19--22gであった。

3 )標本の作製

小核の観療のための標本を、 Schmidの方法に従って作製した。すなわち、投与後所

定の時間に頚椎脱臼法によりマウスを致死させて左右の大腿骨を摘出した。その両骨端を

切断して、骨髄細胞を 0.6mRのウシ胎児血清 CHazleton"ロット番号:12103343)で洗

い出し、遠沈管に集め、 1000rpmで5分間違心分離して、上清を除いた。沈潰をピペ

ッティング後、細胞浮遊液の一部をスライドグラス上に塗抹(各個体につき 2枚の操本)

し、室糧で自然乾燥した。乾燥した骨髄標本は 5分間メタノールで固定し、ギムザ、染

色〔リン酸緩鑑液 (p自6.8)で 5%に希釈したギムザ液 (Merck，Art. 9204、ロット番

号:111947(8)で25分間〕を行った後、リン酸緩衝液 (pH6. 8)、0.004%クエン酸水

溶液および蒸留水で順次すすぎ、自然乾燥した。

また、網赤血球 (reticulocytes)の観察のために、ニュ…メチレンブルーによる超

生体染色を行った。すなわち、上記操作で遠沈管に残った細胞浮遊液に同量のニューメチ

レンブル…液(ニューメチレンブルー 0.5gとシュウ酸カリウム1.6gを 100mRの

蒸留水に溶かしたもの)安加え約3分間染色した。次に、小核の標本作製の場合と同様に

スライドグラス上に塗抹(各個体につき 2枚の標本)し、自然乾燥後 5分間メタノ…ルで

国定し、上記ギムザ液で25分間染色し、 1)ン酸緩衝液 (pH6. 8)および蒸留水で傾次すす

ぎ、自然乾燥した。標本の作製は1992年11月1.7"-'19日に、染色は同年11月四日に行った。

-6叫



4 )小核の観察

作製したそれぞれの骨髄標本に暗番号を記し、雄離それぞれについて、 2名の観察者に

よりブラインド法で観察した。 1個体あたり2000個の多染性赤血球 (polychromatic

erythrocytes)を観察し、その中の小核を有するものの数を記録した。また赤血球を 1個

体あたり1000値観察し、そのなかの網赤血球の比率を調べて、骨髄細胞の増殖抑制の指標

とした。

5 )有意差検定

雄雌それぞれの小核出現頻度について、 Fisherの正確確率検定法により、 24時間群と

他の群との聞で5%水準で有意差検定を行った。検定にあたっては、多重性を考慮して、

Bonferroniの補正を行った。

2.結果

雄および維の小核予備試験の結果をそれぞれ Table3および 4に示す。小核出現頗

度は、雄雌ともに24時間群と他の群との関に統許学的な有意差は認められなかった。網赤

血球の比率を指標とした骨髄細胞の増殖抑制は、雄雌ともに認められなかった。以上の結

果から、小核本試験におけるDMPDの標本作製時期は、雄雌ともに投与後24時間に決定

した。

〔小核本試験}

上方法

1 )実験群の設定

毒性予備試験の結果に基づき、雄雌ともに各5匹ずつからなる 5群を以下のように設け

fこ。

1 )溶媒対照群 (0.5%C明CNa 水楼液)

2) D M P D 500 mg/kg投与群

3) D M P D 1000 mg/kg投与群

4) D M P D 2000 mg/均投与群

一 7



5 )陽性対照群 (cyclophosphamide，C P A : 50 mg/kg) * 

権当研究室で、本用量のCPAの強制経口投与により小核が有意に誘発されるこ

とが認められている。

2 )検体の調製と投与方法

投与検体の調製および投与方法は毒性予備試験の場合と同様に行った。また、陽性対照

物質 (CP A， Sigma Chemical Co.、ロット番号:70H0948)は、局方生理食塩液 u株)
大塚製薬工場、製造番号:K1E78)に諒解して所定の濃度に調製した。雄の投与は、

1992年11月24日に行い、投与時体重範囲は24，._，29gであった。雌の投与は、 1992年12月1

日に行い、投与時体重範囲は19，....，24gであった。

なお、 1992年12月24日に当研究所で調製検体の、室温遮光条件下における安定性試験を

実施した。すなわち、 DMPDを 0.5%CMC Na 水溶液lこ懸揖して 25mg/ηrf搭液(投与

容量をマウスの体重 kg当たり 20mfとした場合lこ500mg/kgに相当)および 100

mg/m.e漉液(向 2000mg/kgに相当)を調製し、分析化学研究室で高速液体クロマトグラ

ブイー(自民C)を用いて調製直後および4時間後の含量を測定した。その結果、調製検体

の調製4時間後の含量比は調製時のそれぞれ 96.5および 99.2%であり、室温遮光条

件下では、調製後4時間安定であることが確認された (Appendix1)。

また、雄の小核本試験における、低用量群および高用量群の投与検体について、 HPLC

を用いて均一性 e含量分析を行った。その結果、被験物質の平均含量は添加量のそれぞれ

105および 113%、サンプル聞のばらつきは平均値の 4%以内であった CAppendix2)。

これらの値は当研究所の基準(懸濁液検体の平均含量は添加量の85%以上、検体測定値の

ばらつきはそれらめ平均値土10%以内)を満たしていた。

3 )標本の作製方法および小核の観察

標本の作製および小核の観察は、小核予備試験の場合と同様に行った。ただし標本の作

製時期は小核予備試験の結果に基づ、き、雄雌ともに投与後24時開(雄:1992年11月初日、

雌:1992年12月2日)に行った。染色は、雄では、同年11月初日、雌では、同年12丹3日

に行った。

---8 



4 )有意若検定

雄雄それぞれの小核出現頻度について、 Fisherの正躍確率検定法により、諮媒対照

群と、各検体投与群および陽性対照群との聞で5%水準で有意差検定を行った。検定にあ

たっては、多重性を考慮して、 Bonferroniの補正を行った。更に、小核出現頻度の用

量(対数値)依存性について Cochran-Armi tageの傾向検定を5%水準で行った。また、

赤血球中に占める網赤血球の割合について、雄雄につきそれぞれ溶媒対照群と、各検体投

与群および陽性対照群との聞で5%水準で t検定を行った。検定にあたっては、多重性を

考臆して、 Bonferroniの補正を行った。

2.結果および考察

雄および雌の小核本試験の結果をそれぞれ Table5および6に示す。雄および離の

溶媒対照群と陽性対賎群の小核出現頻度は、それぞれの過去 5年間の背景デ…タのばらつ

きの範鹿内(平均値土 3x標準偏差)であった。 Fisherの正確確率検定法 CBonferroni

の補正)による有意差検定の結果、雄および雌マウスの小核出現頻度はDMPDのいずれ

の投与群においても、溶媒対照群と比較して統計学的に有意な増加は認められなかった。

更に、 Cochran-Armi tageの傾向検定の結果においても、 DMPDの用量に依存した有意

な増加傾向は認められなかった。一方、 CPAを 50mg/kg投与した揚性対照群での小核

出現頻度は、雄雌ともに 5%水準で有意な増加がみられた。

赤血球中に占める縄赤血球の比率は、雄雌ともに、 DMPDのいずれの投与群において

も格媒対照群との聞に有意差は認められなかった。

日吉 論1

以上の結果から、本試験条件下では被験物質DMPDは、雄および雌マウスの骨髄細胞

において、染色体異常誘発作用あるいは紡錘体形成阻害作用を示さず、また骨髄細胞の増

殖抑制作用も示さないと結論した。

n同
υ



E特記事項1

全試験期聞を通して、試験の信頼性に悪影響を及ぼす疑いのある予期し得なかった事態

および試験計画書からの逸脱は認められなかった。

~ 1 0 
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Table 1. MortaHty of BDFl盟alemice after single administration of DMPD 
by gavage， 

Dose Number of mice Number of mice died 民tIortality

〈拙g/kg) a金目inistered Days after adminis位ation

o 1 2 3 

750 5 G 。G 合 o I 5 

1000 5 8 9 む む o I 5 

1500 戸、ぜ 合 。 む む む I5 

2000 
岡

h
J

合 む む G o I 5 



τable 2. Mortality of BDFl female mice after single administration of DMPD-
by gav品ge

Dose Number ofmiむe Number of mice died 匙10rtality

(mglkg) administered Days after administration 

01.23  

750 5 。。む む む I5 

ハ
υ
ハUAU
 

常
路
且

戸当
d 合 8 。。 むI5 

150む 5 合 G 。。 o I 5 

2000 5 。。む 。 o I 5 



Table 3." Results of preliminary micronucleus test in BDFl male mice 
after single administration of DMPD (2000臨g!kg)by gavage 

Time after Number Number of 

administration a b 

No. RCT / ERY 込1NPCE/ PCE 
2000 

2 578 / 1000 5 / 2000 

24 hrs 3 617 / 1000 1 / 2000 

4 534 / 1000 3 / 2000 

5 620 / 1000 8 / 2000 

Tota1 2964 / 5000 20 / 10000 

59.3土 3.7 0.20土 0.13
6 551 / 1000 5 / 2000 

7 482 / 1000 4 / 2000 

48 hrs 8 631 / 1000 1 / 2000 

9 642 / 1000 3 / 2000 

10 508 / 1000 2 / 2000 

Tota1 2814 / 5000 15 / 10000 

56.3土 7.2 0.15土 0.08

11 465 / 6 / 2000 
12 479 / 1000 2 / 2000 

72 hrs 13 529 / 1000 o / 2000 
14 519 / 1000 8 / 2000 

15 597 / 1000 4 / 2000 

Tota1 2589 / 5000 20 / 10000 

51.8土 5.2 0.20土 0.16

a: Number of reticulocyt母s/ total number of er戸hrocytesobs官官ved

b: Number of micronudeated polychromatic erythrocytes / total numbぽ ofpolychromatic 

erythrocyt阜自 observed 



Table 4:' Results of preli悶inarymicronuc1eus test in BDFl female mice 
after single administration of DMPD (2000 mg!kg) by gavage 

Time after Animal Number of Number of 

administration a b 

No. RCf /巴RY MNPCE / PCE 

51 / 3 / 2000 

52 677 / 1000 3 / 2000 

24 hrs 53 540 / 1000 1 / 2000 

54 611 / 1000 4 / 2000 

55 534 / 1000 4 / 2000 

Total 3031 / 5000 15 / 10000 

60.6土 6.8 0.15土 0.06

560 / 1000 3 / 2000 

57 581 / 1000 1 / 2000 

48 hrs 58 516 / 1000 2 / 2000 

59 473 / 1000 1 / 2000 

60 646 / 1000 1 / 2000 

Total 2776 / 5000 8 / 10000 

55.5 :t 6.6 0.08土 0.04

61 678 / 1000 o / 2000 
62 584 / 1000 2 / 2000 

72 hrs 63 499 / 1000 2 / 2000 

64 485 / 1000 2 / 2000 

65 509 / 1000 4 / 2000 

Tota1 2755 / 5000 10 / 10000 
%(Me組土S.D.) ( 55.1土 8.1 ( 0.10土 0.07 ) 

a: Number of reticulocytes / total number of er同lfocytesob served 
b: Numb位。fmicronucleated polycmomatic erytmocytes / toial numb巴rof polycmomatic 

er戸hrocyt母sobserved 





Table 6. Results of micronucleus test加 BDFlfemale mice after single 
administration of DMPD by gavage 

Group Anima1 a b 

No. Rcr / ERY MNPCE PCE 

/10∞ / 20∞ 
52 543/10∞ 1 / 20∞ 
53 754/10∞ 。/2000 

Solvent control 54 645/10∞ 2 / 20∞ 
0.5 %C為{CNa 55 616/10∞ 2 20∞ 

Toぬl 3212/5000 6 / 10∞o 
%(M骨組土5.D.) ( 64.2土7.6 ) ( 0.06土 O.似)

56 618 /10∞ 4 / 20∞ 
57 641 /10∞ 4 / 20∞ 
58 498 / 1000 2 / 2000 

DMPD 500m供 g 59 577/10∞ 2 / 2000 

60 337/10∞ 1 / 20∞ 
Tota1 2671 /5000 13 / 10∞o 
%(Me組土5.D.) ( 53.4土 12.3) ( 0.13土 0.07 ) 
61 686/10∞ 4 / 2000 

62 787/10∞ 4 / 20∞ 
63 719/1000 3 / 20∞ 

D恥骨D 1000 mg/kg 64 502/1000 o / 20∞ 
65 599/10∞ 4 / 2000 

To匂1 3293/50∞ 15 / 10∞o 
65.9土11.1 0.15土 0.09

66 640 /1000 2 / 2000 

67 729/1000 o / 2000 
68 789 /1000 3 / 2000 

DMPD 2000 mg/kg 69 344 /10∞ 2 / 2000 

70 567/1000 o / 2000 
To飽I 3069/5000 7 / 10∞o 

61.4土17.3 0.07土 0.07

/10∞ 19 / 2000 

72 485 /1000 27 / 20∞ 
Positive control 73 664 / 1000 24 / 20∞ 
CPA 50 mg/kg 74 449/1000 12 / 2000 

75 535 / 10∞ 37 20∞ 
To飽1 2681 /5000 119 / 10000 

% (Mean土S.D.) ( 53.6土8.2 ) ( 1.19土 0.47 )地
a: Numb骨rof reticul∞ytes / tota1 number of ery出rocytesobserved 
b: Number of micronucleated polychromatic母ry也rocytes/ tota1 number of polychromatic 
母早出rocytesob関rved

CPA: Cyclophosphamide 

*: Data significant1y different from the solvent control at 5 % level 
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Date of determination 
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No. 
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{腿g/lnJl)
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〔鑓g/mJl) (%) (%) Content Content 

96.3 基107 26. 25 

96.4 25.39 5 105 26.26 2 11 

l--lトイf「で正:=1r--
2 十 :::ltlEi955
! 耳二7lea~~L' 99.2 

96.7 25.48 
十一一一一一一ー
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Appendix 2. 

Content畿nduniformity of the test語rticlein the preparation 

Test article : DMPD 

Lot No. : AR8 

Carrier : 0.5% CMC Na 

Indicated 
Sample Formulation (A) 
No， (mg/mP.) 

一一
25 

トー

2 11 

間

3 11 

4 100 

5 11 

6 11 

l...坦

Investigator 

Director， Chemistry Dept. 

Date of preparation : Nov. 24， 1992 

Date of determination : Nov. 24， 1992 

Found (B) B/AX 100 同ean
(mg/rr&) O~) (%) 

一
28.84 115 

27.36 109 113 

28.43 114 

106.4 106 

104. '7 105 105 

105.3 105 
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