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陳述書

表 題:イソヘキサンのラットにおける反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験

試験番号:SR20236 

本試験は， GLP基準「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準についてJ(平

成 23年 3月 31日薬食発 0331第 8号・平成 23・03・29製局第 6号・環保企発第 110331010号 厚

生労働省医薬食品局長・経済産業省製造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)を遵守し

て実施した.

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

(平成 23年 3月 31日薬食発 0331第 7号・平成 23・03・29製局第 5号・環保企発第 110331009号厚

生労働省医薬食品局長・経済産業省製造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)， i新規化

学物質等に係る試験の方法についてjの一部改正について(平成30年3月 29日薬生発0329第 13

号・ 20180326製局第 1号・環保企発第 1803293号厚生労働省医薬・生活衛生局長・経済産業省

製造産業局長・環境省大臣官房環境保健部長連名通知)ならびに不正競争防止法等の一部を改正

する法律及び元号を改める政令の施行に伴う化学物質の審査及び製造等の規制に関する法律関

係、の通知の整備について(令和元年 7月 1日薬生発 0701第 1号・ 20190619製局第 2号・環保企

発第 1907011号厚生労働省医薬・生活衛生局長・経済産業省製造産業局長・環境省大臣官房環

境保健部長連名通知)に準拠した.

株式会社化合物安全性研究所

試験責任者

よど?え

吋コ
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信頼性保証書

表題 :イソヘキサンのラットにおける反復経口投与毒性・生殖発生毒性併合試験

試験番号 : SR20236 

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

試験責任者 運営管理者
査察段階 査察日

への報告日 への報告日

試験計画書 2020年11月 9日 2020年11月 9日 2020年11月 9日

コンビュータプロトコール 2020年11月 10日 2020年11月 10日 2020年11月 10日

試験計画書変更書(No.1) 2020年11月 1313 2020年11月 13自 2020年11月 13日

試験計画書変更書(No.2) 2020年11月 22日 2020年11月 24日 2020年11月 24日

被験物質の管理 2020年11月 22日 2020年11丹 24日 2020年11月 2413 

投与液の調製 2020年11月 22日 2020年11月 24日 2020年11月 24日

投与 2020年12月 1自 2020年12月 113 2020年12月 1日

性周期検査 2020年12月 1日 2020年12月 1日 2020年12月 1日

生殖能検査(交配)
2020年12月 14日

2020年12月 15自 2020年12月 15日
2020年12丹 15日

尿検査
2020年12月 24日

2020年12月 25日 2020年12月 25日
2020年12月 25詞

採血 2020年12月 29日 2020年12月 29日 2020年12月 29日

血液学的検査 2020年12月 29日 2020年12月 29自 2020年12月 29日

:g:JJ検・器官重量測定 2020年12月 29日 2020年12月 29日 2020年12月 29日

分娩および晴育状態観察 2021年 1月 6日 2021年 1月 613 2021年 1月 6日

新生児の一般状態観察 2021年 l月 6日 2021年 1月 6日 2021年 1月 6日

新生児の体重測定 2021年 1月 6日 2021年 1月 6日 2021年 l月 6日

試験計画書変更書(No.3) 2021年 1月 7日 2021年 1月 8日 2021年 1月 8日

日甫育児数の調整 2021年 l丹 1113 2021年 1月 12日 2021年 1月 12日

月工門生殖突起間距離の計測 2021年 1月 11日 2021年 1月 12日 2021年 1月 12日

2021年 1月 5日

病理組織学的検査(標本作製)
2021年 1月 12日

2021年 1月 14日 2021年 1月 1413 
2021年 1月 13日

2021年 1月 14日

血液化学的検査 2021年 1月 19日 2021年 1月 19日 2021年 1月 19日

乳頭数の計測 2021年 1月 19日 2021年 1月 19日 2021年 1月 19日

新生児の血清採取 2021年 1月 19日 2021年 1月 19日 2021年 1月 19日

新生児の剖検 2021年 1月 19日 2021年 1月 19日 2021年 1月 19日

血液化学的検査 2021年 1月 2713 2021年 1月 2713 2021年 1月 27日

病理組織学的検査(鏡検) 2021年 2月 3日 2021年 2月 3日 2021年 2月 3日

被験物質のサンプリング 2021年 2月 9日 2021年 2月 913 2021年 2月 913 
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査察段階 査察日
試験責任者 運営管理者

への報告日 への報告日

試験計画書変更書(No.4) 2021年 3月 4日 2021年 3月 4日 2021年 3月 4日

2021年 3月 5日

生データ
2021年 3月 9日

2021年 3月 12日 2021年 3月 12日
2021年 3月 10日

2021年 3月 11日

2021年 3月 5日

最終報告書(草案):図表
2021年 3月 9日

2021年 3月 12日 2021年 3月 12日
2021年 3月 10日

2021年 3月 11日

最終報告書(草案):本文
2021年 3月 11日

2021年 3月 12日 2021年 3月 12日
2021年 3月 12日

最終報告書 2021年 3月 19日 2021年 3月 19日 2021年 3月 19日

プロセス調査による査察段階 査察日
試験責任者 運営管理者

への報告日 への報告日

動物受入・検疫・期"化 2020年11月 9日 2020年11月 9日 2020年11月 9日

群分け 2020年11月 9日 2020年11月 9日 2020年11月 9日

一般状態観察 2020年11月 9日 2020年11月 9日 2020年11月 9日

詳細な状態観察 2020年11月 9日 2020年11月 9日 2020年11月 9日

機能検査 2020年11月 9日 2020年11月 9日 2020年11月 9日

体重測定 2020年11月 9日 2020年11月 9日 2020年11月 9日|

摂餌量測定 2020年11月 9日 2020年11月 9日 2020年11月 9日|

本試験は， i新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準についてJ(平成 23年

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

省医薬食品局長・経済産業省製造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知)に従い実施され

た.

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

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

確に反映していることを確認した.

株式会社化合物安全性研究所

QAU責任者
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表題 

イソヘキサンのラットにおける反復経口投与毒性･生殖発生毒性併合試験 

 

試験番号 

SR20236 

 

試験目的 

イソヘキサンを雌雄ラットに反復経口投与してその毒性ならびに性腺機能，交尾行動，受胎

および分娩等の生殖に及ぼす毒性を検討した．加えて，28 日間の反復投与終了後 14 日間の休

薬による毒性の回復性についても検討した． 

 

試験実施基準および試験法ガイドライン 

試験実施基準 (GLP) ：｢新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準につい

て｣ (平成 23 年 3 月 31 日 薬食発 0331 第 8 号・平成 23･03･29 製局第

6 号・環保企発第 110331010 号 厚生労働省医薬食品局長・経済産業

省製造産業局長・環境省総合環境政策局長連名通知) 

試験法ガイドライン ：｢新規化学物質等に係る試験の方法について｣ (平成 23 年 3 月 31 日薬

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

号 厚生労働省医薬食品局長・経済産業省製造産業局長・環境省総合

環境政策局長連名通知)，｢新規化学物質等に係る試験の方法につい

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

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

衛生局長・経済産業省製造産業局長・環境省大臣官房環境保健部長連

名通知) ならびに不正競争防止法等の一部を改正する法律及び元号

を改める政令の施行に伴う化学物質の審査及び製造等の規制に関す

る法律関係の通知の整備について (令和元年 7月 1日薬生発 0701第 1

号・20190619 製局第 2 号・環保企発第 1907011 号 厚生労働省医薬・

生活衛生局長・経済産業省製造産業局長・環境省大臣官房環境保健部

長連名通知) 

 

動物愛護 

法規および基準等 ：｢動物の愛護及び管理に関する法律｣ (昭和 48 年 10 月 1 日 法律第 105

号，最終改正 令和元年 6 月 19 日 法律第 39 号)  



SR20236 

 

- 10 - 

｢実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準｣ (平成 18

年 4 月 28 日 環境省告示第 88 号，最終改正 平成 25 年 8 月 30 日 環

境省告示第 84 号)  

｢動物実験に関する指針｣ (昭和 62 年 5 月 22 日承認 社団法人日本実

験動物学会)  

｢厚生労働省の所管する実施機関における動物実験等の実施に関する

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

成 27 年 2 月 20 日 科発 0220 第 1 号) 

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

動物実験倫理委員会により審議され，運営管理者の承認を得ており，

試験施設の動物実験倫理規定に準拠して実施した． 

 

試験委託者 

名称 ：厚生労働省 医薬・生活衛生局 

所在地 ：東京都千代田区霞が関 1-2-2 (〒100-8916) 

担当者 ：医薬品審査管理課化学物質安全対策室 

 

試験施設 

名称  ：株式会社化合物安全性研究所 

所在地 ：札幌市清田区真栄 363 番 24 (〒004-0839) 

運営管理者 ：

 

試験責任者 

氏名 ：

所属 ：株式会社化合物安全性研究所 安全性研究部 

 

試験従事者およびその業務分担 

被験物質の調製 ：  

 

検疫・馴化 ：
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投与・観察・測定 ：

臨床検査 ：

病理検査 ：

 

試験日程 

試験開始日 ：2020 年 11 月  9 日 

動物受入 ：2020 年 11 月 11 日 

群分け ：2020 年 11 月 30 日 

投与開始 (実験開始) ：2020 年 12 月  1 日 

交配開始 ：2020 年 12 月 14 日 

雄動物およびサテライト群雌動物投与終了： 

2020 年 12 月 28 日 

雄動物およびサテライト群雌動物 (投与終了時剖検例) 剖検： 

2020 年 12 月 29 日 

母動物分娩開始 ：2021 年  1 月  6 日 

生後 4 日児数調整開始：2021 年  1 月 10 日 

サテライト群雄および雌動物 (回復終了時剖検例) 剖検： 

2021 年  1 月 12 日 

生後 13 日新生児剖検開始： 

2021 年  1 月 19 日 

母動物剖検開始 ：2021 年  1 月 20 日 (最終剖検 2021 年 2 月 2 日) 

実験終了日 ：2021 年  2 月 18 日 

試験終了日 ：2021 年  3 月 19 日 
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1 要約 

イソヘキサンの反復投与による影響，生殖および新生児の発生に及ぼす影響について検討す

る目的で，ラットにおける反復投与毒性･生殖発生毒性併合試験を実施した．1 群雌雄各 12 匹

の Crl:CD(SD) ラットに，イソヘキサンの 0 (溶媒対照，トウモロコシ油)，100，300 および 1000 

mg/kg を，雄に対しては交配開始 14 日前から計 28 日間，雌に対しては交配前，交配および妊

娠期間を含む哺育 13 日までの期間経口投与した (最長 63 日間)．また，0 (対照) および 1000 

mg/kg について，雄動物は各 5 匹を選抜して 28 日間の投与終了後 14 日間の回復性を検討し，

雌動物は各 10 匹の非交配群を別に設け，5 匹は 28 日間の投与終了時に剖検し，5 匹はさらに

14 日間の回復性についても検討した． 

1.1 反復投与毒性 

投与期間中の雌雄の一般状態，詳細な状態観察，機能検査，体重，摂餌量，尿検査および投

与終了時の血液学的検査，血液化学的検査，剖検，器官重量および病理組織学的検査ならびに

雄の血清 T4 濃度には，1000 mg/kg の用量まで被験物質投与による毒性変化はみられなかった． 

なお，毒性学的意義のない変化として，雄に α2u-グロブリン腎症に関連する変化 [100 mg/kg

以上の用量群に近位尿細管上皮の好酸性小体 (α2u-グロブリン抗体による免疫染色で陽性)，限

局性の尿細管好塩基性化，1000 mg/kg 群で腎臓重量の高値，腎臓の大型化] がみられた．この

変化には，回復性が認められた． 

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

(NOAEL) は，雌雄ともに 1000 mg/kg まで被験物質投与による毒性が認められなかったことか

ら 1000 mg/kg/day と考えられた． 

1.2 生殖発生毒性 

親動物の生殖能については，1000 mg/kg の用量まで雌雄ともに被験物質投与の影響はみられ

なかった． 

新生児については，1000 mg/kg の用量まで形態，生存および発育に被験物質投与の影響はみ

られず，内分泌かく乱作用を示唆する変化もみられなかった．  

以上のように，本試験条件下におけるイソヘキサンの親動物の生殖および次世代の発生･発

育に対する無毒性量 (NOAEL) は，1000 mg/kg まで被験物質投与の影響が認められなかったこ

とから 1000 mg/kg/day と考えられた． 
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2 緒言 

この試験の目的は，イソヘキサンを雌雄ラットへ反復投与して，一般毒性，雌生殖および新

生児の発生に及ぼす影響について検討することであった．イソヘキサンの 0 (溶媒対照，トウ

モロコシ油)，100，300 および 1000 mg/kg を，1 群雌雄各 12 匹の Crl:CD(SD) ラットに，雄に

対しては計 28 日間，雌に対しては哺育 13 日までの期間経口投与した．また，0 (対照) および

1000 mg/kg について，雄動物は各 5 匹を選抜して 28 日間の投与終了後 14 日間の回復性を検討

し，雌動物は各 10 匹の非交配群を別に設け，5 匹は 28 日間の投与終了時に剖検し，5 匹はさ

らに 14 日間の回復性についても検討した． 

 

3 材料および方法 

3.1 被験物質 

名称 ：イソヘキサン 

英名 ：Isohexane (mixture of isomeric branched chain Hexanes) 

略称 ：Isohexane 

CAS 番号 1)  ：73513-42-5 

官報公示整理番号 (化審法) 1)：(2)-6 

化学式 1) ：C6H14 

構造式 2) ：  

分子量 3) ：86.18 

物理化学的性質 ：外観 1)；液体，透明，無色 ~ ほとんど無色 

 化学的安定性 1)；適切な条件下においては安定 

比重 1)；0.66  

水への溶解度 1)；不溶 

異性体比率の概数 (製造業者情報)※； 

  2-methylpentane：55 %前後 

  3- methylpentane：40 %前後 

  n-hexane：3 %前後 

純度  ：99.7 % (Annex 1) 

ロット番号 ：

※製造者に直接問い合わせたところ，本製品はロット間で異性体の構

成比に幅があることを確認した．なお，本ロットの異性体構成比の詳

細は不明． 
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製造業者 ：

試験施設受領日 ：2020 年 10 月 13 日，2020 年 10 月 20 日，2020 年 10 月 23 日 

保存場所および保存期間：被験物質保存室；2020 年 10 月 13 日 (試験施設受領) ~ 2021 年 2 月

9 日 (サンプリング) 

保存条件 ：冷蔵 (実測範囲 3.1 ~ 3.9°C)，遮光，気密 

安定性 ：試験操作終了後，株式会社日曹分析センターにて安定性分析を実施し

て，分析結果を入手した．分析の結果，投与期間中被験物質は安定で

あったことが確認された (Annex 2)． 

被験物質管理責任者からの移管量：1600.79 g  

使用量 ：1272.122 g 

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

場合は，ガラス製の器具を用い，ガラス容器に分取した． 

サンプリング ：約 5 g (実測値 5.0009 g) を採取し，試験施設の資料保存室に保存した． 

3.2 対照物質 (媒体) 

名称 ：トウモロコシ油 

ロット番号 ：V8R4565．なお，V0P8420 は被験物質管理責任者から移管したが，使

用しなかった． 

製造業者 ：ナカライテスク株式会社 

選定理由 ：被験物質が水に不溶であるため． 

保存場所および保存期間：被験物質保存室；室温 2019 年 2 月 19 日~ 2021 年 1 月 29 日，冷蔵 

2020 年 11 月 21 日 ~ 2021 年 2 月 1 日 

使用したロットの保存条件：室温 (実測範囲 20.1 ~ 24.8°C) または冷蔵 (実測範囲 3.1 ~ 3.6°C) 

で保存した．調製前日から調製までの間は冷蔵保存とした．対照群の

投与用として分注後は，被験物質調製液と同様に保存した．  

使用/有効期限 ：2024 年 2 月 18 日 (V8R4565)，2025 年 11 月 16 日 (V0P8420) 

被験物質管理責任者からの移管量：25000 g (500 g × 50 本) 

使用量 ：12497.39 g 

取扱上の注意 ：特になし． 

3.3 投与液の調製および化学分析 

調製方法 ：投与量毎に被験物質を正確に秤量し，トウモロコシ油 (媒体) に所定

の濃度になるように混合した．調製は高，中および低用量の順に実施
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した． 

調製頻度 ：調製液は 1 ~ 10 日の間隔で 9 回調製し，10 日以内に使用した． 

保存場所および保存期間：被験物質保存室；2020 年 11 月 22 日 (初回調製) ~ 2021 年 1 月 26

日 (最終投与) 

保存条件 ：ガラス製の遮光気密容器に入れ，冷蔵 (実測範囲 3.1 ~ 3.6°C) で保存

した． 

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

は，ガラス製の器具を使用した．調製は可能な限り保冷した条件下で

行い，調製液も使用までの間保冷した． 

残余投与液の処置 ：焼却処分するために産業廃棄物として回収した． 

投与液の安定性の確認：2 および 200 mg/mL の濃度の調製液について，冷蔵 10 日+室温 6 時間 

(調製日を 0 日として起算) 保存した後の被験物質の残存率を測定し，

安定であることを確認した (Annex 2)．調製および安定性の分析は株

式会社日曹分析センターが実施し，分析結果を入手した．  

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

投与に使用する調製液について確認した．調製液は冷蔵条件下で株式

会社日曹分析センターに送付し，分析結果を入手した．分析の結果，

いずれの濃度も適切であることが確認された (Annex 2)． 

3.4 試験系 

種・系統 ：ラット，Crl:CD(SD) 

微生物統御 ：SPF 

生産業者 ：日本チャールス・リバー株式会社 

微生物モニタリング ：動物生産業者よりデータを入手した． 

動物選定理由 ：ラットはこの種の試験で通常用いられている動物種であり，繁殖成績

が安定していることと試験施設における背景対照データが利用でき

ることからこの系統を選定した． 

受入動物数 ：雄 50 匹，雌 74 匹 (未経産) 

受入動物週齢 ：雌雄とも 9 週齢 

出荷体重基準 ：雄 270 ~ 360 g，雌 180 ~ 240 g 

受入時体重範囲 ：雄 310 ~ 345 g，雌 190 ~ 229 g 

投与開始時週齢 ：雌雄とも 11 週齢 
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群数 ：雄 6 群，雌 8 群 (主試験群 雌雄各 4 群，サテライト群 雄 2 群，雌 非

交配群 4 群) 

各群動物数 ：主試験群 雌雄各 12 匹，サテライト群 雌雄各 5 匹 (ただし，雄は主

試験群から選抜) 

3.5 検疫および馴化 

期間 ：検疫期間は受入日 (検疫 1 日) から検疫 6 日までの期間． 

馴化期間は検疫期間を含めた群分け日までの期間． 

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

に測定した．馴化期間中の一般状態および体重には，いずれの動物に

も異常はみられなかった． 

性周期検査 ：雌動物について，性周期検査を膣垢スメア塗抹法により群分け日まで

の 14 日間実施した．検査の結果，1 例 (受入時動物番号 5043) に性周

期異常がみられた．その他の動物には，異常は認められなかった． 

3.6 群分け 

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

査で異常がみられた雌 1 例を除く動物を群分けに使用した．コンピュータシステム (MiTOX，

三井 E & S システム技研株式会社) を使用して，雄 48 匹，雌 68 匹を選抜し，群分け日 (投与

開始前日) の体重に基づいて層化無作為抽出法により群間で平均体重が均一になるように各

群に割当てた．ただし，雌については主試験群，サテライト群それぞれの平均体重が均一にな

るようにした．選抜した動物の体重範囲は，雄で 404 ~ 498 g，雌で 241 ~ 290 g であり，平均

体重 (雄 448.5 g，雌 259.9 g) の ± 20%以内であった．群分けから外れた動物は，投与開始日

に試験から除外し，試験施設の標準操作手順書に従って取り扱った． 

3.7 動物およびケージの識別 

動物 ：群分け前は受入時に油性フェルトペンで尾部に印を付け，個体識別を

行った． 

群分け後は耳介に動物番号を入れ墨し，個体識別を行った．ただし，

新生児については個体識別を行わなかった． 

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

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

び種 / 系統を印字したラベルを各ケージの前面に標示した．交尾成立

雌動物は上記と同様の項目を記載した新たなラベルに交換し，交尾成

立日ならびに交尾成立日毎のグループ名を明記して表示した．分娩終

了した雌は群分け後のラベルに交換して哺育 0 日の日付ならびに哺育

0 日毎のグループ名を明記した． 

3.8 動物飼育 

3.8.1 飼育環境 

飼育室番号 ：303 号室 

温度・湿度 ：22 ± 3°C (実測範囲 21 ~ 24°C)，50 ± 20% (実測範囲 42 ~ 64%) 

換気回数 ：10 ~ 15 回/時間 

照明時間 ：人工照明 12 時間 (8:00 ~ 20:00) 

3.8.2 飼育器材および飼育方法 

ケージの種類 ：ブラケット式金属製金網床ケージ (260W × 380D × 180H，mm)  

ただし，交尾成立雌動物については妊娠 17 日から哺育 13 日まで同ケ

ージの金網床を小型受皿に代えて実験動物用床敷 (ホワイトフレーク，

日本チャールス･リバー株式会社，ロット番号 200701) を使用した． 

1 ケージあたりの収容動物数：検疫および馴化期間中は 2 匹，群分け後は 1 匹，交配期間中は

雌雄各 1 匹，分娩後は 1 腹とした． 

ケージ内動物数の選択理由：摂餌量の例数を確保するため，および雄では闘争による傷害を避

けるため，群分け後は単独飼育とした． 

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

雄およびサテライト群雌：投与 14 日および回復 1 日 

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

尾不成立例は投与 28 日および 42 日．  

受皿交換 ：週 2 回実施した． 

小型受皿の交換 ：妊娠 20 日および哺育 7 日に実施した． 

給餌器交換 ：ケージ交換時に実施した． 

自動給水装置の水抜き ：週 1 回実施した． 

給水器 ：雄およびサテライト群の雌は尿検査時にのみ使用した．主試験群の雌

は妊娠・哺育期間に適宜使用し，2 日に 1 回交換した． 
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室内の清掃 ：1 日 1 回実施した． 

室内の消毒 ：塩素系消毒薬およびヨウ素系消毒薬を 1 週間単位で交互に使用する清

拭消毒を 1 日 1 回実施した． 

3.8.3 飼料 

種類・名称 ：固型飼料，CRF-1 

ロット番号 ：200520，200602，200804 

製造業者 ：オリエンタル酵母工業株式会社 

給餌方法 ：金属製給餌器を用いて自由に摂取させた． 

ただし，剖検前日の夕刻からは全例を絶食させた． 

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

ットの飼料について分析した．分析はユーロフィン・フードアンドプ

ロダクト・テスティング株式会社 (分析報告書：Nos. 

AR-20-JP-001276-01- JA，AR-20-JP-001470-01-JA，

AR-20-JP-001899-01-JA) および飼料製造業者 (分析試験報告書：Nos. 

20G03-018，20G03-022，20G03-044) が行い，分析データを飼料製造業

者からロット毎に入手した．分析項目と許容値は試験施設の標準操作

手順書に準拠した．分析の結果，いずれの項目にも許容値を超える値

は認められなかった． 

3.8.4 飲料水 

種類 ：札幌市水道水 

給水方法 ：自動給水装置あるいは給水器を用いて自由に摂取させた．  

汚染物質等の確認 ：試験に悪影響を及ぼす恐れのある汚染物質等について，2020 年 7 月 2

日および 2021 年 1 月 5 日に，当該飼育室と同系統配管の最末端 (301

号室) から試料を採取して確認した．分析は日本衛生株式会社 (水質検

査結果表：Nos. A201270，A205341) が行い，分析データを入手した．

分析項目と許容値は試験施設の標準操作手順書に準拠した．分析の結

果，いずれの項目にも許容値を超える値は認められなかった． 

3.9 被験物質の投与 

3.9.1 投与量の設定 

投与量 ：0 (対照)，100，300 および 1000 mg/kg/day 
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設定理由 ：先に実施した予備試験 (SR20235)4) において，被験物質を 0，10，30，

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

ラットに 14 日間反復経口投与した結果，300 mg/kg 以上の用量群で雄

の腎臓の絶対および相対重量に有意な高値または高値傾向，1000 

mg/kg 群で雄の総コレステロールならびに肝臓の絶対および相対重量

に有意な高値がみられ，剖検で 1000 mg/kg 群の雄 1 例に腎臓の大型化

が認められた．一般状態，体重，摂餌量および血液学的検査では，1000 

mg/kg 群まで雌雄ともに変化はみられなかった．以上のことから，本

試験では 1000 mg/kg/day を高用量とし，以下公比約 3 として 300 およ

び 100 mg/kg/day をそれぞれ中用量および低用量に設定した． 

3.9.2 試験群の構成 

試験群の構成と各群の動物番号は以下の通りとした． 

 投与量 濃度 投与容量     動物数(動物番号)        

試験群 (mg/kg) (mg/mL) (mL/kg) 雄 雌 識別 

＜主試験群＞      

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

低用量  100  20  5.0 12 (10201~10212) 12 (50251~50262) 緑 

中用量  300  60  5.0 12 (10301~10312) 12 (50351~50362) 青 

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

＜サテライト群＞      

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

(回復終了時剖検例)  0  0  5.0 
5 (10101, 10102, 

10106, 10108， 

10110)a 

5 (50556~50560)b 白 

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

(回復終了時剖検例)  1000  200  5.0 
5 (10401, 10402, 

10403, 10407, 

10409)a 

5 (50656~50660)b 赤 

対照群には，他の群と同様の方法で対照物質 (媒体) のみを投与した． 

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

た．ただし，交配中の雄動物は選抜から除いた． 

b：非交配群 

3.9.3 投与 

投与経路 ：経口投与 

投与方法 ：ディスポーザブル胃ゾンデおよびガラスシリンジを用いて強制的に胃
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内に投与した． 

投与回数 ：1 日 1 回，連日投与した． 

投与時刻 ：9：01 ~ 12：07 

ただし，規定された投与時刻 (8:00 ~ 13:00) に分娩中であった母動物

には，分娩終了後に投与した (最終投与時刻 13：14)． 

投与期間 ：雄；交配 14 日前より 28 日間 

雌；交配前 14 日間および交尾成立までの交配期間，さらに交尾成立例

は妊娠期間および分娩後 13 日 (哺育 0 日を分娩後 0 日として起算) ま

での期間，妊娠 25 日まで分娩が認められない交尾成立例は妊娠 25 日

までの期間，交尾不成立例は交配期間終了後 23 日までの期間 

サテライト群については 28 日間 

回復 (休薬) 期間 ：投与期間終了後 14 日間 

投与液量 ：各個体の投与液量は，投与日に最も近い測定日の体重に基づいて算出

した． 

投与経路，投与方法，投与回数および投与期間ならびに回復期間の選定理由： 

試験法ガイドラインに準拠した． 

3.10 観察，測定および検査項目 

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

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

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

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

3.10.1 反復投与毒性 

3.10.1.1 一般状態観察 

例数 ：全例 

期間 ：投与 1 日から剖検日まで 

頻度 ：投与期間中は投与前および投与後の 1 日 2 回，回復期間中は午前およ

び午後の 1 日 2 回，剖検日は 1 回観察した． 

観察方法 ：個々の動物の生死，外観，行動等について観察した． 

3.10.1.2 詳細な状態観察 

例数 ：全例 
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時期 ：投与開始前ならびに投与 7，14，21 および 28 日 

主試験群の雌については，上記に加えて投与 35，42 および 49 日 

回復期間中は，回復 7 および 14 日 

観察方法 ：あらかじめ定めたスコアリング基準を用いてスコア化した観察結果を

記録した． 

観察項目およびその方法： 

[1] 体位･姿勢，呼吸状態，振戦･痙攣，常同行動 (回転・旋回)，異常

行動 (自咬) をケージの外から観察した． 

[2] 取り出し易さ，取扱い易さ，筋収縮性，立毛，被毛の状態，皮膚，

眼･眼球および粘膜の外観，瞳孔径，流涙，流涎，その他分泌物の

有無について，ケージから取り出す時に観察した． 

[3] 歩行，運動協調性，環境刺激に対する反応，探索行動 (匂嗅ぎ・

立上り)，排泄状態 (排尿・排糞)，常同行動 (身づくろい･くびふ

り)，異常行動 (後ずさり・異常発声)，攻撃性について，オープン

フィールド内で観察した． 

3.10.1.3 機能検査 

例数 ：雄の各群 5 例 (投与 21 日の体重測定後に，交配中の動物を除いて，各

群の体重の平均値に近似するように選抜．対照群および高用量群はサ

テライト群に選抜した動物) およびサテライト群の雌 (回復終了時剖

検例) ならびに主試験群の雌の各群 5 例 (哺育 13 日に生存児のいる腹

のうち，分娩日の早いものから順に選抜)． 

時期 ：主試験群の雄およびサテライト群の雌は，投与 4 週 (投与 23 日) に実

施した．投与 4 週の検査の結果，雄の高用量群で自発運動量に有意差

がみられたことから，雄については回復 2 週 (回復 8 日) の検査を実施

した． 

主試験群の雌は哺育 13 日に実施した． 

観察 / 測定方法 ：あらかじめ定めたスコアリング基準を用いてスコア化した観察結果あ

るいは測定機器による測定値を記録した． 

観察項目およびその方法： 

[1] 刺激に対する感覚運動反応：検査台上で以下を観察した． 

視覚刺激，触覚刺激，聴覚刺激，痛覚刺激，固有受容器刺激，空

中正向反射 
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[2] 握力：CPU ゲージ (アイコーエンジニアリング株式会社) を用い

て前肢および後肢について各 3 回測定し，1 g 単位で記録した． 

[3] 自発運動量：自発運動量測定装置 (スーパーメックスおよび

CompAct，室町機械株式会社) を用いて，上記に引き続き，10 分

間隔で 1 時間測定した． 

3.10.1.4 体重測定 

例数 ：全例 

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

与前，回復 1，7 および 14 日ならびに剖検日． 

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

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

日の剖検日．ただし，妊娠 25 日まで分娩が認められなかった交尾成立

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

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

測定方法 ：電子式上皿天秤 (GX-2000，株式会社 エー・アンド・デイ) を用いて

測定した． 

体重増加量 ：以下の式により算出した． 

<雄およびサテライト群の雌> 

投与期間； 

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

回復期間； 

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

<主試験群の雌> 

交配前投与期間； 

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

妊娠期間； 

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

哺育期間； 

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

3.10.1.5 摂餌量測定 

例数 ：全例 
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測定日 ：雌雄とも交配中の週および剖検日を除き，体重測定と同じ日に実施し

た． 

測定方法 ：電子式上皿天秤 (GX-2000，株式会社 エー・アンド・デイ) を用いて

測定した． 

投与 1 日または回復 1 日に適当量を測定後ケージ毎に給餌し，その後

は測定日に残餌量および／または給餌量を測定した． 

次式より，1 匹あたりの 1 日の平均摂餌量 (g/day) を算出した．ただし，

哺育期間中の雌については，1 腹あたりの摂取量として表わした． 

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

3.10.1.6 尿検査 

例数 ：雄は機能検査と同一の各群 5 例について，雌はサテライト群の回復終

了時剖検例 

時期 ：投与 4 週 (投与 24 ~ 25 日) および回復 2 週 (回復 8 ~ 9 日)． 

採尿方法 ：非絶食下でラット用代謝ケージ (KN-646，B-1 型，株式会社夏目製作

所) を用いて採尿した．[1] ~ [9] については，投与直後から約 3 時間 

(実際の採尿時間 約 3 ~ 6 時間) の蓄尿を用いて検査した．なお，投与

4 週の検査の際，雌 2 例 (動物番号 50656 および 50659) は投与後 6 時

間までの間に尿が得られなかったため，強制排尿により採取して検査

した．[9] については，遠心分離 (約 400 × g，5 分，4°C) して，沈査

を検査した．[10]，[11] については，約 21 時間の蓄尿で検査した．採

取した尿は検査終了後廃棄した． 

検査項目および検査方法： 

[1] pH 試験紙法 

[2] 蛋白 (Protein) 試験紙法 

[3] 糖 (Glucose) 試験紙法 

[4] ケトン体 (Ketone body) 試験紙法 

[5] ウロビリノーゲン (Urobilinogen) 試験紙法 

[6] ビリルビン (Bilirubin) 試験紙法 

[7] 潜血反応 (Occult blood) 試験紙法 

[8] 色調 ( Color ) 肉眼観察 

[9] 尿沈渣 ( Urinary sediments ) Sternheimer 染色法 

[10] 尿量 (Urine Volume) 容量測定 

[11] 比重 (Specific gravity) 屈折計法 

[1] ~ [7] マルティスティックス，シーメンスヘルスケア・ダイアグノスティクス株式会社 
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[9] 顕微鏡 BH-2，オリンパス株式会社 

[11] 尿比重屈折計ユリコン-S，株式会社アタゴ 

3.10.1.7 血液学的検査 

例数 ：各群 5 例 (主試験群の雄は機能検査に用いた動物以外から動物番号の

若い順に選抜．主試験群の雌は機能検査と同一例，サテライト群は全

例) 

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

投与 28 日の翌日，主試験群の雌は分娩後 14 日，サテライト群の雄お

よび雌 (回復終了時剖検例) は回復 14 日の翌日] に採血した． 

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

し，腹部大動脈より採血した．検査項目のうち [1] ~ [10] については

EDTA･2K (ベノジェクト II 真空採血管，テルモ株式会社) で処理した

血液約 1 mL を用い，[11]，[12] については 3.8%クエン酸ナトリウム

で処理した血液約 1 mL (3.8%クエン酸ナトリウム溶液 0.1 mL+血液 0.9 

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

主試験群の雌の血漿は，採取後凍結保存 (−80°C 設定) し，測定時に融

解して用いた．得られた血液および血漿は検査終了後廃棄した．全例

の白血球分画が得られたため，白血球塗抹標本は作製しなかった． 

検査項目および検査方法： 

[1] 赤血球数 (RBC) 電気抵抗検出法 

[2] ヘマトクリット値 (HCT) 電気抵抗検出法 

[3] ヘモグロビン濃度 (HGB) SLSヘモグロビン法 

[4] 平均赤血球容積 (MCV) RBC，HCT値より算出 

[5] 平均赤血球ヘモグロビン量 (MCH) RBC，HGB値より算出 

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

[7] 血小板数 (Platelet) 電気抵抗検出法 

[8] 網赤血球数 (Reticulocyte) フローサイトメトリー法 

[9] 白血球数 (WBC) フローサイトメトリー法 

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

 1  好中球 (Neutrophil, 102/μL)  

 2  好酸球 (Eosinophil, 102/μL)  

 3  好塩基球 (Basophil, 102/μL)  

 4  単球 (Monocyte, 102/μL)  

 5  リンパ球 (Lymphocyte, 102/μL)  

[11] プロトロンビン時間 (PT) トロンボプラスチン法 

[12] 活性化部分トロンボプラスチン時間 (APTT) エラジン酸法 



SR20236 

 

- 25 - 

[1] ~ [10] 自動血球分析装置 XT-2000 iV，シスメックス株式会社 

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

3.10.1.8 血液化学的検査 

例数 ：血液学的検査と同一の各群 5 例．ただし，T4 濃度測定用試料の採取は

全例について実施し，主試験群の雄のみ測定を実施した． 

時期 ：剖検時に採血した． 

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

し，腹部大動脈より採血した．検査項目のうち [1]，[5] については

血液 1 mLあたりヘパリンナトリウム (ヘパリンナトリウム注N｢AY｣，

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

心分離 (約 2000 × g，10 分，4°C) して得られた血漿を用いて検査し

た．他の項目については分離剤入り試験管 (セパクリーン A，栄研化

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

て得られた血清を用いて検査した．血清および血漿は，採取後凍結保

存 (−80°C 設定) し，測定時に融解して用いた．また，得られた血清

の一部をホルモン測定用として，ポリプロピレン製チューブ 4 本に約

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

て測定時に融解して [21] の項目に用いた．主試験群の雄および生後

13 日の新生児の測定の結果，被験物質投与に関連する変化は認めら

れなかったことから，主試験群の雌およびサテライト群の雌雄の動物

の T4 濃度測定は行わなかった．検査終了後，ホルモン測定用血清は

−60°C 以下で，その他の血漿および血清は−20°C 以下で凍結保存し，

試験終了日までに廃棄した． 

検査項目および検査方法： 

[1] AST JSCC 法 

[2] ALT JSCC 法 

[3] アルカリホスファターゼ (ALP) JSCC 法 

[4] γ-GTP L-γ-グルタミル-3-カルボキシ-4-ニトロアニリド基質

法 

[5] グルコース (Glucose) ヘキソキナーゼ法 

[6] 総コレステロール (T-Cho) 酵素法 

[7] トリグリセリド (TG) 遊離グリセロール消去法 

[8] 総ビリルビン (T-Bil) 酵素法 

[9] 総胆汁酸 (TBA) 酵素サイクリング法 
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[10] 尿素窒素 (UN) ウレアーゼ･LED 法 

[11] クレアチニン (Crea) 酵素法 

[12] ナトリウム (Na) イオン選択電極 (ISE) 法 

[13] カリウム (K) イオン選択電極 (ISE) 法 

[14] クロール (Cl) イオン選択電極 (ISE) 法 

[15] カルシウム (Ca) OCPC 法 

[16] 無機リン (IP) Fiske-Subba Row 法 

[17] 総蛋白 (TP) ビウレット法 

[18] A/G 比 (A/G ratio) 蛋白分画より算出 

[19] アルブミン (Albumin) 総蛋白と蛋白分画より算出 

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

 1  アルブミン (Albumin, %)  

 2  α1-グロブリン (α1-G, %)  

 3  α2-グロブリン (α2-G, %)  

 4  β-グロブリン (β-G, %)  

 5  γ-グロブリン (γ-G, %)  

[21] 甲状腺ホルモン (T4) ELISA 法 (測定回数：n=2) 

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

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

[21] マイクロプレートリーダ SH-1200，コロナ電気株式会社 

3.10.1.9 病理検査 

3.10.1.9.1 剖検 

例数 ：全例 

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

日の翌日，主試験群の雌は分娩後 14日，サテライト群の雄および雌 (回

復終了時剖検例) は回復 14 日の翌日に剖検した．ただし，交尾不成立

例は交配期間終了後 24 日 (投与 51 日の翌日) に，妊娠 25 日まで分娩

が認められない交尾成立例は妊娠 26 日に，哺育期間中に哺育児が全て

死亡した動物は分娩後 14 日に剖検した． 

検査方法 ：体外表を観察し，イソフルラン麻酔下で，腹部大動脈より採血後，放

血により安楽死させ，全身の器官・組織を肉眼的に観察した．主試験

群の雌では，着床数を数えた．以下の器官・組織を 10%中性緩衝ホル

マリン液に固定・保存した．肺については，気管から固定液を注入後

固定した．ただし，眼球およびハーダー腺はデビッドソン液で固定・

保存し，精巣および精巣上体はブアン液で固定，70%エタノールに保

存した．左右のある器官については，左右とも固定・保存した． 
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性周期の確認 ：雌の全例について剖検日の剖検前に膣垢を採取し，ギムザ染色を施し

て，光学顕微鏡下で観察して性周期段階を確認した．このデータは器

官重量または病理組織学的評価の補助とした． 

器官･組織名 ：脳 (大脳，小脳および脳橋)，脊髄，下垂体，胸腺，甲状腺，上皮小体，

副腎，脾臓，心臓，食道，胃，十二指腸，空腸，回腸 (パイエル板を

含む)，盲腸，結腸，直腸，肝臓，膵臓，顎下腺，気管，肺および気管

支，腎臓，膀胱，精巣，精巣上体，前立腺，精嚢 (凝固腺含む)，卵巣，

子宮 (角部および頸部)，膣，眼球，ハーダー腺，乳腺 (右腹部)，大腿

骨 (骨髄含む，右)，腸間膜リンパ節，下顎リンパ節，骨格筋 (大腿二

頭筋，右)，坐骨神経 (右)． 

3.10.1.9.2 器官重量測定 

例数 ：全例 

時期 ：剖検時 

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

以下の器官の重量を測定した．左右のある器官は左右合せて測定した．

ただし，甲状腺，下垂体および精嚢は固定後に測定した． 

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

下垂体，甲状腺 (上皮小体含む)，脾臓，胸腺，副腎，前立腺，卵巣，

子宮；以上 (mg) 

相対重量の算出 ：絶対重量と剖検日に測定した体重から相対重量を算出した． 

相対重量 (g/100 g または mg/100 g)  

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

3.10.1.9.3 病理組織学的検査 

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

時に固定･保存した対照群および高用量群の全器官･組織について標本

作製を実施し，全例について鏡検した．鏡検の結果，高用量群の雄の

腎臓に被験物質投与に関連すると考えられる変化が認められたことか

ら，低用量および中用量およびサテライト群の雄の腎臓についても標

本を作製して検査を実施した．また，主試験群の低および中用量群に

おける交配相手を妊娠させなかった雄動物および不妊例 (動物番号

10202，10312，50252 および 50362) ならびに交尾不成立例 (動物番号
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10306 および 50356) の全器官･組織についても鏡検した． 

検査方法 ：パラフィン包埋後薄切し，ヘマトキシリン・エオジン染色標本を作製

して鏡検した．雄の腎臓では，近位尿細管上皮の好酸性小体を同定す

るべく，代表例 [1000 mg/kg 群の 1 例 (動物番号 10412)] および対照群

の 1例 (動物番号 10112) について α2u-グロブリン抗体を用いた免疫染

色標本を作製して鏡検した． 

3.10.2 生殖発生毒性 

3.10.2.1 性周期検査 

例数 ：主試験群の雌の全例 

期間 ：投与開始日から交尾成立まで． 

交尾不成立例については交配 14 日まで． 

方法 ：ギムザ染色による膣垢塗抹標本を作製し，光学顕微鏡下で性周期段階

を観察した． 

判定 ：性周期の各段階 (発情前期，発情期，発情後期および発情間期) を 4

日から 6 日の間隔で繰り返すものを正常とした．発情期または発情間

期が 7 日以上継続してみられるものをそれぞれ連続発情または連続非

発情とし，異常と判定した． 

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

および性周期異常の動物数を算出した． 

3.10.2.2 生殖能検査 

例数 ：主試験群の雌雄の全例 

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

を足したものとなるよう組み合わせた． 

時期・方法 ：投与 14 日を交配開始日，交配開始日の翌日を交配 1 日とし，交配開始

日の夕刻から，交配に組み合せた雌雄を，交尾が確認されるまで 14 日

間を限度として連続同居させた． 

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

確認により判定した．いずれかが認められた日を妊娠 0 日とした．同

居開始から交尾成立までの所要日数を計数した．  

次式から群毎に交尾率を算出した． 

雄の交尾率 (%) ＝ (交尾成立雄数 / 同居させた雄数) × 100 
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雌の交尾率 (%) ＝ (交尾成立雌数 / 同居させた雌数) × 100 

受胎能 ：妊娠の確認を分娩の有無および剖検時に子宮内の着床痕の有無により

行った．動物番号 50152，50252 および 50362 については，剖検時に子

宮内の着床痕が確認されなかったため不妊と判断した． 

次式から群毎に受胎率を算出した． 

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

雌の受胎率 (%) ＝ (妊娠雌数 / 交尾成立雌数) × 100 

3.10.2.3 分娩および哺育状態観察 

例数 ：交尾成立した雌の全例 

分娩観察 ：分娩状態を妊娠 21 日から 25 日まで，毎日少なくとも 3 回 (9：00，13：

00 および 17：00) 観察した．妊娠動物は全例自然分娩させた． 

分娩終了の確認 ：9：00 に母動物が児を巣の中に集めて腹の下に抱え込んでいるのが観察

された場合に分娩終了とし，その日を哺育 0 日 (生後 0 日) とした．  

出産率 ：1 匹以上の生存児を出産したものを正常出産とした．出生児が全て死

亡している場合 (死産) は異常出産とした．生存児を出産したもので

あっても，難産などの分娩異常がみられる場合や分娩終了の確認がで

きない場合には異常出産とした．次式から群毎に出産率を算出した． 

出産率 (%) ＝ (正常出産雌数 / 妊娠雌数) × 100 

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

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

腹毎に生存児数と死亡児数とを計数し，それらの合計を出産児数とし

た．次式から分娩率および生存児の外表異常児出現率を腹毎に，外表

異常児を持つ腹の頻度を群毎に算出した． 

分娩率 (%) ＝ (生後 0 日の出産児数 /着床数) × 100 

外表異常児出現率 (%) = (外表異常児数 / 出産生児数) × 100 

外表異常児を持つ腹の頻度 = 外表異常児を持つ腹数 / 出産動物数 

出産児の性比の算出 ：生後 0 日に個々の児動物の性を肛門と生殖突起の間の長さで判定し 

た．群毎に以下を算出した． 

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

出産児の性比 (%) ＝ (雄出産児数 / 出産児数) × 100 
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3.10.2.4 哺育児数の調整 

例数 ：全腹 

時期 ：生後 4 日 

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

する哺育児の数は原則として雌雄同数としたが，1 腹の雄または雌の

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

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

育させた．選抜されなかった哺育児は，採血する動物は断頭で，その

他の動物はペントバルビタールナトリウム (Pentobarbital Sodium Salt，

東京化成工業株式会社) を 60 mg/mL 含有する溶液の腹腔内注射によ

り安楽死させた． 

3.10.2.5 新生児の一般状態観察 

例数 ：全例 

頻度 ：1 日 1 回 

期間 ：生後 0 日から生後 13 日 (剖検日) まで 

観察方法 ：生存または死亡の確認，一般状態を観察した． 

死亡例は発見後速やかに剖検し，Whole body を 10%中性緩衝ホルマリ

ン液で固定･保存した． 

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

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

生後 4 日生存率 (%) 

   ＝ (生後 4 日生存児数 / 生後 0 日生存児数) × 100 

生後 13 日生存率 (%) 

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

3.10.2.6 新生児の体重測定 

例数 ：生存児全例 

時期 ：生後 0，4，7 および 13 日 

測定方法 ：電子式上皿天秤 (GX-2000，株式会社エー・アンド・デイ) を用いて個

体別に測定し，0.1 g まで記録した．雌雄別に腹あたりの平均体重を求

めた． 
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3.10.2.7 新生児の肛門生殖突起間距離 

例数 ：生存児全例 

時期 ：生後 4 日 

測定方法 ：個体別に肛門と生殖突起の間の長さを計測して記録した．雌雄別に腹

あたりの平均肛門生殖突起間距離を求めた．加えて，個々の平均肛門

生殖突起間距離を体重の立方根で除した値を求め，雌雄別に腹あたり

の平均を求めた． 

3.10.2.8 新生児の乳頭数 

例数 ：雄生存児全例 

時期 ：生後 13 日 

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

3.10.2.9 新生児の血清 T4 濃度測定 

例数 ：各腹の生存児 2 例 

時期 ：生後 4 日 (選抜されなかった哺育児) および生後 13 日 

血清採取 ：腹毎に生存児を断頭により安楽死させ，遠沈管に血液を採取してプー

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

採血の対象となる生存児が 1 匹の場合は 1 匹から血清を採取し，採血

の対象となる生存児がいない場合は血清の採取は行わなかった．採取

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

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

設定) し，測定時に融解して用いた．検査終了後の血清は，凍結保存 

(−80°C 設定) し，試験終了日までに廃棄した． 

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

(n=2)．主試験群の雄および生後 13 日の新生児の測定の結果，被験物

質投与に関連する変化は認められなかったことから，生後 4 日の新生

児の T4 濃度測定は行わなかった． 

3.10.2.10 新生児の剖検 

例数 ：全例 

時期 ：生後 13 日 

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

動物についてはペントバルビタールナトリウムを 60 mg/mL 含有する
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溶液の腹腔内注射により安楽死させ，全身の器官･組織を肉眼的に観察

した．各腹雌雄 1 例について，甲状腺を 10%中性緩衝ホルマリンに固

定・保存した．  

3.11 統計学的方法 

コンピュータシステム (MiTOX) を用いて実施した． 

主試験群における握力 (3 回の平均)，自発運動量，体重，体重増加量，摂餌量，尿量，血液

学的検査，血液化学的検査，器官の絶対重量および相対重量，発情期間隔，発情回数，交尾所

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

に新生児の雌雄別体重，肛門生殖突起間距離，乳頭数，外表異常児出現率および生存率の成績

について群平均および標準偏差を算出し，Bartlett の検定法を行い，等分散性を解析した．等

分散 (p > 0.05) の場合は一元配置分散分析法で解析し，不等分散 (p < 0.05) の場合は

Kruskal-Wallis の検定法で解析した．一元配置分散分析の結果，有意差がみられた場合 (p < 0.1) 

は Dunnett の検定法を用いて対照群と比較した．Kruskal-Wallis 法の解析の結果，有意差がみら

れた場合 (p < 0.1) は Steel の検定法を用いて対照群と比較した．なお，新生児の雌雄別体重，

外表異常児出現率，生存率，肛門生殖突起間距離および乳頭数については，1 腹を標本単位と

して処理した． 

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

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

を用いて対照群と比較した． 

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

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

については，Fisher の正確確率検定法を用いた． 

サテライト群における握力 (3 回の平均)，自発運動量，体重，体重増加量，摂餌量，尿量，

血液学的検査，血液化学的検査，器官の絶対重量および相対重量の成績について，群平均およ

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

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

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

績について，Wilcoxon の順位和検定を用いて対照群と比較した． 

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

量，器官重量および病理組織学的検査のデータを統計検定から除外した．また，哺育期間中に

哺育児が全て死亡した雌動物については，その現象が発生した時点以降の体重，体重増加量お
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よび摂餌量ならびに器官重量および病理組織学的検査のデータを統計検定から除外した．交尾

が成立しなかった雌および妊娠したが分娩がみられなかった雌については，器官重量および病

理組織学的検査のデータを統計検定から除外した．  

対照群との比較検定については，5%未満を有意とした． 

3.12 コンピュータシステムの利用 

以下に示すデータの収集には MiTOX を使用した． 

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

運動反応，握力．ただし，主試験群の雌を除く)，体重，摂餌量 (雌

のサテライト群の投与 14 日の給餌量を除く)，血液学的検査 (PT，

APTT を除く)，血液化学的検査 (T4 濃度を除く)，器官重量，病理

組織学的検査，新生児の体重 

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

覚運動反応および握力)，摂餌量 (雌のサテライト群の投与 14 日の

給餌量)，尿検査，血液学的検査 (PT，APTT)，血液化学的検査 (T4

濃度)，性周期検査，生殖能検査，着床数，生存児数，死亡児数，

親動物の剖検，ならびに新生児の一般状態，外表異常，性別，肛門

生殖突起間距離および乳頭数 

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

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

 

4 成績 

4.1 反復投与毒性 

4.1.1 一般状態 

一般状態の成績を Table 1-1 ~ 1-8，Appendix 1-1 ~ 1-30 に示す． 

[投与期間] 

(1) 雄：主試験群 

いずれの試験群の動物にも異常は認められなかった． 

(2) 雌：主試験群 

いずれの試験群の動物にも異常は認められなかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

対照群および 1000 mg/kg 群ともに，いずれの動物にも異常はみられなかった． 
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[回復期間] 

(1) 雄：サテライト群 

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

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

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

4.1.2 詳細な状態観察 

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

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

ープンフィールド内) にそれぞれ示す． 

[投与期間] 

(1) 雄：主試験群 

いずれの項目にも被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：主試験群 

いずれの項目にも被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

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

[回復期間] 

(1) 雄：サテライト群 

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

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

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

4.1.3 機能検査 

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

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

す． 

[投与期間] 

(1) 雄：主試験群 (投与 4 週) 

1000 mg/kg 群では，自発運動量の測定開始後 30-40 分に対照群と比較して有意な低値がみら

れたが，一過性の変化であること，0-60 分には有意な差は認められないこと，一般状態観察お

よび詳細な状態観察で関連する変化がみられないことから，被験物質投与との関連はないと考

えられた．同群のその他の項目には有意な差はみられなかった．100 および 300 mg/kg 群では，
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いずれの項目にも有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：主試験群 (哺育 13 日) 

1000 mg/kg 群では，自発運動量の測定開始後 30-40 分に対照群と比較して有意な低値がみら

れたが，一過性の変化であること，0-60 分には有意な差は認められないこと，一般状態観察お

よび詳細な状態観察で関連する変化がみられないことから，被験物質投与との関連はないと考

えられた．同群のその他の項目には有意な差はみられなかった．100 および 300 mg/kg 群では，

いずれの項目にも有意な差はみられなかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群，投与 4 週) 

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

[回復期間] 

(1) 雄：サテライト群 (回復 2 週) 

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

4.1.4 体重 

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

[投与期間] 

(1) 雄：主試験群 

体重，体重増加量ともに，対照群と比較していずれの用量群にも有意な差はみられなかった．  

(2) 雌：主試験群 

体重，体重増加量ともに，対照群と比較していずれの用量群にも有意な差はみられなかった．  

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

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

[回復期間] 

(1) 雄：サテライト群 

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

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

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

4.1.5 摂餌量 

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

[投与期間] 

(1) 雄：主試験群 

対照群と比較して，いずれの用量群にも有意な差はみられなかった．  
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(2) 雌：主試験群 

対照群と比較して，いずれの用量群にも有意な差はみられなかった．  

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

[回復期間] 

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較して有意な差はみられなかった． 

4.1.6 尿検査 

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

[投与 4 週] 

(1) 雄：主試験群 

いずれの項目にも被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

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

[回復 2 週]  

(1) 雄：サテライト群 

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

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

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

4.1.7 血液学的検査 

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

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

いずれの項目にも被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：主試験群 

1000 mg/kg 群では，血小板数に対照群と比較して有意な低値がみられた．しかし，他の血球

の減少，骨髄の造血の減少，出血傾向，血栓の形成等の血小板の減少に関連する変化がみられ

ないこと，個々の値は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 103.33 ± 18.74×104/μL，例数 15)5) 

の範囲内であることから，被験物質投与との関連はないと考えられた．100 および 300 mg/kg
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群では，いずれの項目にも有意な差はみられなかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，血小板数に対照群と比較して有意な高値がみられたが，溶血や出血等の

造血に繋がる変化がみられず，病理組織学的検査でも造血の亢進を示唆する変化がみられない

こと，個々の値は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 105.44 ± 24.98×104/μL，例数 25)5) の範

囲内であることから，毒性学的意義はないと考えられた． 

[回復期間終了時] 

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群では，プロトロンビン時間および活性化部分トロンボプラスチン時間に対照群

と比較して有意な延長がみられたが，投与終了時の肝臓に被験物質投与に関連する変化がなく，

出血傾向を示唆する変化もみられないこと，活性化部分トロンボプラスチン時間については

個々の値は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 20.14 ± 5.50 sec，例数 55)5) の範囲内であるこ

と，同じ変化は投与終了時にはみられないことから，被験物質投与との関連はないと考えられ

た． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，ヘモグロビン濃度およびヘマトクリット値に対照群と比較して有意な低

値がみられたが，赤血球数に変化がみられないこと，個々の値は試験施設の背景データ (平均

値±2SD，ヘモグロビン濃度 15.51 ± 1.34 g/dL，ヘマトクリット値 42.94 ± 3.90 %，例数 55)5) の

範囲内であること，同じ変化は投与期間終了時にはみられないことから，被験物質投与との関

連はないと考えられた． 

4.1.8 血液化学的検査 

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

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

1000 mg/kg 群では，クロールに対照群と比較して有意な低値がみられたが，ナトリウムに変

化がみられないこと，個々の値は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 105.7 ± 3.2 mEq/L，例

数 35)5) の範囲内またはその近傍であることから，被験物質投与との関連はないと考えられた．

100 および 300 mg/kg 群では，いずれの項目にも有意な差はみられなかった． 

(2) 雌：主試験群 

いずれの項目にも被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，ALP に対照群と比較して有意な低値がみられたが，臨床的に意義の乏
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しい変化であること，個々の値は試験施設の背景データ (平均値±2SD, 207.8 ± 104.4 IU/L，例

数 25)5) の範囲内であることから，毒性学的意義はないと考えられた．また，総コレステロー

ルおよびカルシウムに有意な高値がみられたが，個々の値は試験施設の背景データ (平均値

±2SD，コレステロール 66.6 ± 29.0 mg/dL，カルシウム 9.62 ± 0.60 mg/dL，例数 25)5) の範囲内

またはその近傍であった．腎臓の病理組織学的検査で被験物質投与の影響がみられないこと，

総コレステロールについては血液化学的検査および病理組織学的検査で肝臓への影響を示唆

する変化がみられないこと，カルシウムについては無機リンに変化がみられないことから，い

ずれも被験物質投与との関連はないと考えられた． 

[回復期間終了時] 

(1) 雄：サテライト群 

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

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，対照群と比較してカルシウムに有意な低値がみられたが，投与終了時に

はみられない変化であること，無機リンには変化がみられないこと，投与終了時の腎臓の病理

組織学的検査で被験物質投与の影響がみられないことから，被験物質投与との関連はないと考

えられた． 

4.1.9 血清 T4 濃度 

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

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった． 

4.1.10 病理検査 

4.1.10.1 剖検 

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

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

1000 mg/kg 群の 2 例で，両側性の腎臓の大型化がみられた．その他に，100 mg/kg 群の 1 例

で一側性の腎盂拡張がみられ，病理組織学的検査でも腎盂拡張 (軽度) がみられたが，より高

い用量群では同じ変化がみられないことから，被験物質投与との関連はないと考えられた．対

照群および 300 mg/kg 群では，いずれの動物にも異常はみられなかった． 

(2) 雌：主試験群 

分娩後 14 日に剖検した動物では，いずれの試験群の動物にも異常はみられなかった．  
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哺育期間中に全哺育児が死亡した動物，分娩が認められなかった動物および交尾が成立しな

かった動物では，異常はみられなかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

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

[回復期間終了時]  

(1) 雄：サテライト群 

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

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

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

4.1.10.2 器官重量 

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

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

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

その他に，300 および 1000 mg/kg 群で副腎の相対重量に有意な高値がみられたが，絶対重量に

は変化がみられないこと，副腎の病理組織学的検査で被験物質投与の影響がみられないことか

ら，毒性学的意義はないと考えられた．また，300 mg/kg 群の精巣および精巣上体の絶対およ

び相対重量ならびに 100 mg/kg 群の腎臓の相対重量に有意な高値がみられたが，用量依存的な

増加がみられないことから，いずれも被験物質投与との関連はないと考えられた．  

(2) 雌：主試験群 

いずれの器官重量にも被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった． 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

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

[回復期間終了時] 

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群では，脾臓の絶対重量に対照群と比較して有意な低値がみられたが，相対重量

には変化がみられないこと，投与終了時の器官重量および病理組織学的検査で脾臓に変化がみ

られていないことから，被験物質投与との関連はないと考えられた． 

(2) 雌：サテライト群 (非交配群) 

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

病理組織学的所見を Table 16-1 ~ 16-29，Appendix 16-1 ~ 16-29 に示す． 

[投与期間終了時] 

(1) 雄：主試験群 

全試験群を検査した腎臓では，100，300 および 1000 mg/kg 群で近位尿細管上皮の好酸性小

体がそれぞれ 9 (軽微 8，軽度 1)，12 (軽微 10，軽度 2) および 7 (軽微 4，軽度 3) 例にみられ， 

100 mg/kg 以上の用量群における発生頻度に対照群と比較して有意な高値がみられた．また，

限局性の尿細管好塩基性化が 100，300 および 1000 mg/kg 群で 2 (軽微)，5 (軽微)，3 (軽微 2，

軽度 1) 例にみられた．近位尿細管上皮の好酸性小体について α2u-グロブリン抗体による免疫

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

するものと考えられた． 

対照群，1000 mg/kg 群の全例について検査を行ったその他の器官・組織では，1000 mg/kg

群で種々の変化が散見されたが，いずれも対照群または試験施設の背景データ 6) にみられる所

見であること，発現頻度の増加がみられないことから，被験物質投与と関連はないと考えられ

た． 

交尾が成立しなかった動物および交配相手の雌が不妊であった動物の，腎臓以外の器官・組

織では，100 mg/kg 群の 1 例で精巣に両側性の精細管変性 (軽度)，精巣上体に両側性の精子減

少 (軽微) および管腔内細胞残屑 (軽度) がみられたが、試験施設の背景データ 6) にみられる

変化であり，より高い用量ではみられないことから被験物質投与との関連はないと考えられた．

その他の動物では，交尾不成立または不妊の原因と考えられる異常もしくは被験物質投与に関

連すると考えられる変化はみられなかった． 

(2) 雌：主試験群 

分娩後 14日に剖検を実施した動物のうち対照群および 1000 mg/kg群の検査では，1000 mg/kg

群で膵臓に腺房細胞の細胞質内空胞変性 (空胞内強好酸性/好塩基性小体) がみられたが，1 例

のみの軽微な変化であることから，被験物質投与との関連はないと考えられた．その他に，同

群では種々の変化が散見されたが，いずれも対照群または試験施設の背景データ 6) にみられる

所見で発現頻度の増加もみられないことから，被験物質投与と関連のない変化と考えられた． 

哺育期間中に全哺育児が死亡した動物，分娩が認められなかった動物および交尾が成立しな

かった動物の検査では，原因と考えられる異常はみられなかった．このうち被験物質投与群の

動物でみられた所見については，いずれも試験施設の背景データ 6) にみられる変化であり，分

娩後 14 日に剖検した動物に同じ変化の増加がみられないことから，被験物質投与との関連は

ないと考えられた． 



SR20236 

 

- 41 - 

(3) 雌：サテライト群 (非交配群) 

1000 mg/kg 群では，1 例で胃の境界縁に過角化がみられた．しかし，軽微な変化であること，

他の動物の胃には被験物質の刺激性を示唆する変化はみられないことから，被験物質投与と

の関連はないと考えられた．その他にみられた変化は，いずれも試験施設の背景データ 6) に

みられる変化であり，出現頻度の増加がみられないことから被験物質投与と関連はないと考

えられた． 

[回復期間終了時] 

(1) 雄：サテライト群 

1000 mg/kg 群の腎臓では投与終了時に引き続き，尿細管の修復を示す限局性の尿細管好塩基

性化が 5 (軽微 4，軽度 1) 例にみられ，発生頻度は対照群と比較して有意な高値であった．し

かし，好酸性小体は認められず，回復傾向にあると考えられた． 

4.2 生殖発生毒性 

4.2.1 性周期検査 

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

交配前 14 日間の性周期観察において，いずれの試験群の動物にも性周期の異常はみられず，

性周期の異常の発現率，発情期間隔および発情回数には被験物質投与群と対照群の間に有意な

差はみられなかった． 

4.2.2 生殖能検査 

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

交配では，300 および 1000 mg/kg 群のそれぞれ 1 および 2 組で交尾が成立せず，交尾が成立

した雌動物では対照群，100 および 300 mg/kg 群の各 1 例が不妊であった．しかし，1000 mg/kg

群の全ての交尾成立例で妊娠が確認されていること，交尾率，受胎率および交尾所要日数には

被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられないことから，これらの変化と被験物質投与

との関連はないと考えられた． 

4.2.3 分娩観察 

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

妊娠した動物のうち，対照群の 1 例 (動物番号 50159) では分娩が認められなかった (子宮

内に胎盤および死亡胎児各 1)．対照群の動物であることから，これは自然発生的な変化と考え

られた．その他動物では正常な分娩が認められた．  

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

に性比には，いずれの被験物質投与群においても対照群と比較して有意な差はみられなかった．
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また，いずれの出産生児にも外表異常は認められなかった． 

4.2.4 新生児の一般状態および生存率 

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

21-1 ~ 21-4 に示す． 

対照群の 1 腹 (動物番号 50156) の哺育児で生後 2 日以降，外表から胃内の乳汁が確認でき

ず，生後 4 日までにこの腹の全ての新生児が死亡した．母動物の哺育行動には異常はなく，新

生児の死亡の原因は明らかではなかった．対照群の動物であることから，これは自然発生的な

変化と考えられた．100，300 および 1000 mg/kg 群では，いずれの新生児にも一般状態に異常

は認められなかった． 

新生児の生存率では，生後 4 日に 300 mg/kg 群で対照群と比較して有意な高値がみられたが,

対照群の偶発的な低値による変動と考えられた．100 および 1000 mg/kg 群では有意な差はみら

れなかった．  

4.2.5 新生児の体重 

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

雌雄ともに被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった． 

4.2.6 新生児の肛門生殖突起間距離 

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

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

与群と対照群の間に有意な差はみられなかった． 

4.2.7 新生児の乳頭数 

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

乳頭は，生後 13 日の雄新生児のいずれにも観察されなかった． 

4.2.8 新生児の血清 T4 濃度 

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

被験物質投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった． 

4.2.9 新生児の剖検 

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

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

も異常はみられなかった． 
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5 考察 

5.1 反復投与毒性 

雄では，被験物質投与に起因する変化として，1000 mg/kg 群で投与終了時に腎臓の絶対およ

び相対重量の高値がみられ，同群で 2 例に両側性の腎臓の大型化が認められた．病理組織学的

検査では，100 mg/kg 以上の用量群に α2u-グロブリン腎症に関連する変化 [近位尿細管上皮の

好酸性小体 (α2u-グロブリン抗体による免疫染色陽性)，限局性の尿細管好塩基性化] がみられ，

1000 mg/kg 群における腎臓重量の高値および腎臓の肉眼所見はこれに関連する変化と考えら

れた．α2u-グロブリン腎症は雄ラットに特有な変化であり，ヒトには外挿できないとされてい

ることから 7)，これらの変化には毒性学的意義はないと考えられた．回復終了時には，これら

の変化には回復または回復傾向がみられた． 

投与期間中の雌雄の一般状態，詳細な状態観察，機能検査，体重，摂餌量，尿検査および投

与終了時の血液学的検査，血液化学的検査，雄の血清 T4 濃度，雌の剖検，器官重量および病

理組織学的検査には，1000 mg/kg の用量まで被験物質投与の影響はみられなかった． 

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

(NOAEL) は，雌雄ともに 1000 mg/kg まで被験物質投与による毒性が認められなかったことか

ら 1000 mg/kg/day と考えられた． 

5.2 生殖発生毒性 

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

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

産時の生存児数および死亡児数には，被験物質投与に関連する変化はみられなかった． 

新生児については，1000 mg/kg の用量まで一般状態，生存率，性比，外表異常児出現率，体

重，および剖検に被験物質投与に関連する変化はみられなかった．また，新生児の肛門生殖突

起間距離，乳頭数，血清 T4 濃度には，内分泌の異常を示唆する変化はみられなかった． 

以上のように，本試験条件下におけるイソヘキサンの親動物の生殖および次世代の発生･発

育に対する無毒性量 (NOAEL) は，1000 mg/kg まで被験物質投与の影響が認められなかったこ

とから 1000 mg/kg/day と考えられた． 

 

6 試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因 

詳細な状態観察および児動物の体重は，オンラインでデータを取得する旨が試験計画書に規

定されていたが，動物番号 50654 の投与開始前の詳細な状態観察 (ケージから取り出す時) お
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よび動物番号 50354 の出生児の体重 (哺育 0 日の雌 1 例) のデータが，作業ミスからオフライ

ンとなった．必要なデータは得られている事から，このことによる試験の信頼性に対する影響

はないと考えられた． 

Day 35 の詳細な状態観察の際，動物番号 50255 のオープンフィールド内のデータが取得さ

れていなかった．雌の 100 mg/kg 群では他の動物から評価に十分な例数 (11 例) のデータが得

られていること，より高い用量で異常がみられていないこと，欠測値となった動物の同日の投

与後の一般状態観察で異常がみられていないことから，このことによる試験の信頼性に対する

影響はないと考えられた． 

その他に試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因はなかった． 

 

7 資料の保存 

7.1 資料の種類 

以下を株式会社化合物安全性研究所の資料保存室に保存する． 

1．試験計画書および試験計画書変更書 

2．生データその他の記録文書 

3．最終報告書 

4．標本 

5．被験物質サンプル 

7.2 保存期間 

試験終了後 10 年間保存し，その後の保存については試験委託者との協議により決定する． 
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