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5. 要約

p-ニトロフェノールナトリウムを 60，160および 400mg/kgの用量で SD系ラッ

ト CCrj:CD(SD)IGSJ の雄に交配前 14日から交配を経て計 42日間，雌は交配前

14日から交配，妊娠，分娩を経て晴育3日まで経口投与し 生殖発生毒性につい

て検討した. 1群の動物数は雌雄各 12匹とし，対照群には媒体 (0.5w/v%カルメ

ロースナトリウム水溶液)のみを投与した.

一般毒性学的変化として， 400 mg/kg群で投与第 28日に雄 1例，投与第 14日お

よび妊娠 22日(分娩途中)に雌各 1例が死亡した.雄は投与直後から自発運動

低下および呼吸不整を示し，雌は明確な症状を示すことなく，いずれも投与後 1

時間以内に死亡した.生存動物の一般状態では自発運動低下および流誕が観察さ

r れたが，いずれも一過性の変化であった体重，摂餌量，器官重量，剖検および、

病理組織学検査では被験物質に起因する変化は雌雄とも認められなかった.

(0 

親動物の生殖機能への影響としては，平均性周期日数，異常性周期動物の発現率，

交尾率，交尾所要日数，交尾成立までに逸した発情期の回数，受胎率，分娩率，

妊娠期間，黄体数，着床数，着床率および出産率のいずれにも被験物質に起因す

る変化は認められなかった.また，分娩および晴育異常は認められなかった.

新生児に及ぼす影響としては，出産児数，出産生児数，性比，出生率および新生

児の 4日生存率，外表検査，一般状態，体重および、剖検のいずれにも被験物質に

起因する変化は認められなかった.

以上のように，一般毒性に関しては 400mg/kgで雌雄とも死亡がみられたが，体

重，摂餌量，器官重量，剖検および生殖器の病理組織検査では被験物質に起因す

る変化は認められなかった.生殖発生毒性に関しては，雌雄の親動物とも生殖機

能への影響はみられず，新生児に対しても被験物質に起因すると考えられる変化

は認められなかった.したがって，本試験条件下における雌雄の一般毒性学的無

影響量は 160mg/kg/day，雌雄親動物の生殖機能に対する無影響量ならびに新生児

に対する無影響量はいずれも 400mg/kg/dayと考えられる.

11 
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6. 緒言

p-ニトロフェノールナトリウムは農薬パラチオンの原料として大量に生産されて

いたが，同農薬の製造中止により生産量は減少した.現在では医農薬の原料，染

顔料として用いられている[1].被験物質が属する芳香族ニトロ化合物のうち，ニ

トロベンゼンおよび 1，3-ジニトロベンゼンは精巣毒性を有することが知られてい

る[2]が，p-ニトロフェノールナトリウムに関する精巣毒性の情報はない.毒性情

報として，単回経口投与毒性試験[3]では LD50値が雄で 550mg/kg，雌で 467mg/kg 

との報告がある.また， 28日間反復経口投与毒性試験[4]では， 1000 mg/kgの雌

雄で死亡が各 12例中 10例，雄の腎臓で尿細管上皮の好酸性小体の出現が400お

よび 1000mg/kgで増強され，無影響量 (NOEL)は雄で 160mg/kg/day，雌で 400

mg/kg/dayと報告されている.今回， 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，ラットを用いて簡易生殖毒性試験を実施し，

生殖発生に及ぼす影響について検討したので報告する.

12 
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7. 材料および方法

7.1 被験物質

7.1.1 名称

p-ニトロフェノールナトリウム(略称;PNPS) 

英名称は次の 3つを併記する(いずれも同一物質である) . 

①Phenol， p-nitro園， sodium salt ②p-Nitrophenol sodium salt ③Sodium 

4-nitrophenoxide 

7.1.2 CAS番号

824-78-2 

7.1.3 物理化学的性状

B041801 

物理的および、化学的性状の情報なし.外観は湿った感じの黄色結晶である.自己

反応物質であり，衝撃，摩擦，加熱などにより，多量に発熱または爆発的に分解

する危険性がある.

7.1.4 入手先

7.1.5 入手日

2005年2月 18日

7.1.6 ロット番号

7.1.7 純度

99.7% 

7.1.8 保存条件
冷蔵(温度実測値 2.8~8.40C，許容範囲 1 ~100C) ，暗所，密栓

7.1.9 保管場所

被験物質保管場所 (42)

7.1el0安定性の確認

当研究所において，投与開始前と投与終了後に赤外吸収スペクトル法 (IR法)で

赤外吸収スベクトルを測定し，試験に使用した被験物質の特性に変化がないこと

13 
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を確認した(添付資料 12.1，12.2) . 

測定機器:島津フーリエ変換赤外分光光度計 (PTIR-8300，株式会社島津製作所)

方法:

(1) KBr粒状結晶をメノウ乳鉢で粉末にした.

ο) KBr粉末をミニハンドプレスにて加圧し，錠剤を作製した.

(3) KBr粉末約 1gと被験物質約 5mgを秤量した.

(4) (3)で秤量した KBr粉末と被験物質をメノウ乳鉢にて混合させた

(5) (4)の混合物をミニハンドプレスにて加圧し，錠剤を作製した.

(6)分光光度計にセットし， IRスペクトルを測定した

7.1.11取扱上の注意

保護具(ゴム手袋 マスク，眼鏡)を着用した.

7.1.12実験終了後の被験物質の取扱い

被験物質は投与終了後の安定性の確認後，保存用サンプルを分取し，試験終了ま

でに廃棄した.

7.2 媒体

7.2.1 名称

0.5 w/v%カルメロースナトリウム水溶液

7.2.2 調製方法

所定量のカルメロースナトリウム(丸石製薬株式会社，ロット番号 4Y01) を秤量

し，調製量より少ない精製水(純水製造装置 MILLIPOREElix-5を用いて精製し

た水)に少量加えながらスターラーを用いて撹祥し，溶解させた.溶解したこと

を確認した後，所定の濃度になるようにメスシリンダーを用いてメスアップした.

7.2.3 保存条件

冷蔵(温度実測値 2.8.-.....8.4
0C，許容範囲 1'-""'10

0

C)

7ム4 保管場所

被験物質保管場所 (42)

7ム5 保存期間

投与液と同様の保存期間とした.

14 
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7.3 試験動物

7.3.1 動物種

ラット

7.3.2 系統

Crj:CD(SD)IGS 

7.3.3 系統選択理由

B041801 

げっ歯類を用いた毒性試験に広く使用され，背景データが豊富であり，多数の個

体の入手が可能である.

7.3.4 微生物レベル

SPF 

7.3.5 購入先

日本チヤールス・リバー株式会社(厚木生産所)

7ふ6 購入動物数

雌雄各 55匹

7.3.7 検疫・馴化

検疫期間には一般状態を 5日間 1日1回観察し，健康状態が良好であることを確

認した.また 動物入荷日および検疫終了日に体重を測定し 体重増加が認めら

れることを確認した.検疫終了後も馴化を継続し，投与開始日まで一般状態を毎

日観察した.さらに雌については，検疫終了日から性周期を 8日間毎日観察した.

その結果，雌雄全例に体重増加および一般状態に異常は認められなかった.なお，

(0 雌の性周期検査において，ほとんどの動物が 4日周期を示したが， 2例(検疫馴

化動物番号 59037，59049) は5日周期を示した.

7.3.8 投与開始時週齢

9週齢

7ふ9 投与開始時体重

動物の体重範囲は平均体重+20%であることを確認した.

雄;328---380 g，雌;194---247 g 

7.3.10群分け

投与開始前日に体重層別無作為抽出法により，各群の平均体重がほぼ均一になる

15 
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ように群分けし，雌雄各 48匹を使用した.なお，雌の性周期検査において， 5日

周期で回帰している動物 2例を群分けから除外した.

7.3.11動物の識別

群分け前は尾に油性ペンで標識して個体識別し，ケージには試験番号，性別，検

疫・馴化中の動物番号9 動物種，系統およびケージ番号を記載したラベルを付け

た.群分け後は耳パンチ法により個体識別し，ケージには試験番号，動物番号，

性別，群名(用量)，動物種，系統，交配番号，分娩番号およびケージ番号を記

載したラベルを付けた.新生児については，生後0日は個体識別を行わず，生後

4日は体重測定を行った順に通し番号 (1腹当たり 1番から全新生児数)を油性

ペンで標識し個体識別した.

(~ 7.3.12余剰動物の措置

群分け後の余剰動物は雌雄とも投与開始日に試験系から除外した.

7.4 動物飼育

7.4.1 飼育室

ラット・マウス飼育室(検疫室 2113室，検疫終了後2115室)

7.4.2 飼育環境

7.4.2.1 温度

20.7'""-'23.5
0

C (許容範囲 19.0'""-'25.0
0

C)

7.4.2.2 相対湿度

47.3，-....，71.5% (許容範囲 35.0'""-'75.0%)

r 7.4.2.3 換気

6'""-'12回/時，オールフレッシュエアー供給

7.4.2.4照明時間

12時間/日 (7:00'""-'19:00) 

7.4.3 飼育器材

7.4.3.1 ケージ

(1)雄の全期間と雌の妊娠・晴育期間を除く期間

オートクレーブ滅菌したステンレス製つり下げ型金網製ケージ (195Wx 325D 

x 180Hmm， トキワ科学器械株式会社)を使用し， 2週間に 1回以上の頻度で

交換した.

16 
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(2)妊娠・晴育期間

オートクレーブ滅菌したボリカーボネート製ケージ(265Wx 426D x 200H mm， 

トキワ科学器械株式会社)を使用し， 1週間に 1回以上の頻度で交換した

7.4.3.2 トレー

交配期間はオートクレーブ滅菌したアルミニウム製トレー(トキワ科学器械株式

会社)のみを使用し 毎日交換した.その他のステンレス製つり下げ型金網製ケ

ージの使用期間は，オートクレーブ滅菌した実験動物用床敷(ベータチップ，日

本チヤールス・リバー株式会社)を敷いたトレーを使用し，検疫終了時，群分け

時，投与第 7日およびその後は 1週間に 1回以上の頻度で交換した.

7.4.3.3 給餌器

オートクレーブ滅菌した固型用ステンレス製給餌器(トキワ科学器械株式会社)

を使用し，検疫終了時，群分け時，投与第 7日およびその後は 1週間に l回以上

の頻度で交換した.

7.4.3.4給水器

(1)雄の全期間と雌の妊娠・晴育期間を除く期間

オートクレーブ滅菌したポリカーボネート製給水瓶 (200mL， トキワ科学器

械株式会社)を使用し，検疫終了時，群分け時，投与第 7日および、その後は 1

週間に 1回以上の頻度で交換した.

(2)妊娠・晴育期間

オートクレーブ滅菌したポリカーボネート製給水瓶 (700mL， トキワ科学器

械株式会社)を使用し， 1週間に 1回以上の頻度で交換した.

7.4.3.5架台

(汗 (1)雄の全期間と雌の妊娠・晴育期間を除く期間

オートクレーブ滅菌したステンレス製架台(トキワ科学器械株式会社)を使

用し， 2週間に 1回以上の頻度で交換した.

(2)妊娠・晴育期間

ベンザルコニウム系特殊洗浄剤(マイクロカット，エコラボ株式会社)の希

釈液で消毒したスチール製架台(トキワ科学器械株式会社)を使用した

7.4.4 床敷

7.4.4.1 種類
妊娠・晴育期間のケージにはオートクレーブ滅菌した実験動物用床敷 (ベータ

チップ，日本チヤールス・リバー株式会社)を使用し， 1週間に 1回以上の頻度

で交換した.

17 
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7.4.4.2 汚染物質の確認

財団法人日本食品分析センターで実施した分析結果を供給者から定期的に入手し，

残留農薬等の汚染物質濃度が，当研究所の標準操作手順書の基準に適合している

ことを確認した.

7.4.5 飼料

7.4.5.1 種類

放射線滅菌した実験動物周囲型飼料 (CRF-l，オリエンタル酵母工業株式会社)

7.4.5.2 給餌法

自由摂取とした.飼料は給餌器交換時に交換した.

7.4.5.3 汚染物質の確認

財団法人日本食品分析センターで実施した分析結果を供給者から入手しョ使用し

たロット(ロット番号 050112，050307) の残留農薬等の汚染物質濃度が，当研

究所の標準操作手順書の基準に適合していることを確認した.

7.4.6 飲用水

7.4.6.1 種類

5μmフィルター漉過後，紫外線照射した水道水

7.4.6.2 給水法

自由摂取とした.

7.4.6.3 分析

株式会社ダイヤ分析センターで水質検査を定期的に実施し，得られた分析値が当

r 研究所の標準操作手順書の基準に適合することを確認した

7.4.7 収容動物数

1ケージあたり交配期間は雌雄各 1匹，晴育期間は 1腹，検疫・馴化期間を含む

その他の期間は l匹とした.

7.5 投与

7.5.1 経路・方法

経口(強制経口投与)

ラット用胃ゾンデ、を装着したディスポーザブル注射筒を用いて投与した.

18 
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7.5.2 投与方法の選択理由

OECDガイドラインで規定されている.

7.5.3 回数

1日1回， 8:10........11:28の聞に投与した.

7.5.4期間

(1)雄

B041801 

交配前 14日間および交配期間を経て剖検前日までの計 42日間とした.

(2)妊娠・晴育動物

交配前 14日間，交配期間，妊娠期間および分娩を経て晴育 3日(分娩日を晴

育 0日とした)までとした.

7.5.5 用量および用量設定理由

60， 160および400mg/kgの3用量を設定した.

既存化学物質点検事業として，株式会社ボゾリサーチセンターにおいてp田ニトロ

フェノールナトリウムのラットを用いた毒性試験が以下の通り実施されている.

①単回経口投与毒性試験(用量:125， 250， 500， 1000 mlkg， 1群雌雄各 5例)[3] 

②28日間反復投与毒性試験(用量:60， 160， 400， 1000 mglkg， 1群雌雄各 6........12

例) [4]いずれも化学物質毒性試験報告 (Vol.8) に掲載されており，これらの結

果を参考に用量を設定した.

①試験では，死亡が 1000mg/kg群で雄 4/5例と雌全例， 500 mg/kg群で雌雄各 3/5

例に認められ， LD50値は雄で 550mg/kg，雌で467mg/kgであった.②試験では，

死亡が 1000mg/kg群の雌雄各 10/12例にみられ，雄 7例と雌 6例は投与開始日に

死亡した.被験物質に起因する変化として，雄の腎臓で尿細管上皮の好酸性小体

の出現が400mg/kg群で増強され，尿pHの低下が同群の雄で認められた.400mg/kg 

群の雌では何ら変化は認められず，NOELは雄で 160mg/kg/day，雌で400mg/kg/day 

であった.

本試験(簡易生殖毒性試験)は生殖発生毒性に関する初期の知見を収集すること

を目的とし，高用量には死亡が認められない用量を設定すべきと考えられる.こ

れらのことから本試験の高用量には， 28日間反復投与毒性試験でほとんどの動物

が死亡した 1000mg/kgの次の用量である 400mg/kgとし，以下公比約 2.5で減じ

中用量は 160mg!kg，低用量は 60mg/kgの3用量を設定する.また，媒体(0.5w/v% 

カルメロースナトリウム水溶液)のみを投与する対照群を設けた.
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7.5.6 投与液量

10 mL/kgとし，至近日に測定した体重に基づいて算出した.

7.6 投与液の調製

7.6.1 方法・頻度

被験物質を用量毎に所定量秤量し，各用量とも媒体 (0.5w/v%カルメロースナト

リウム水溶液)を少量加えながら乳鉢と乳棒で十分に懸濁した，乳鉢と乳棒を媒

体で共洗いしながら全量をメートルグラスに移した後メスアップし， 6， 16およ

び40mg/mLの濃度に調製した.投与液は十分に撹持した後，投与瓶(褐色)に

分注し，投与に供するまで 8日間を限度に冷蔵(実測値:2.8---8.40C，許容範囲:

1---10t) ・暗所で保存した.調製頻度は 3---7日間に l回とし イエローランプ

照明下の調剤室にて実施した.

7.6.2 安定性および均一性の確認

投与液中の安定性および、均一性は，株式会社ボゾリサーチセンターで実施された

iHPLCによる p-ニトロフェノールナトリウムの被験液中安定性試験 (A-I108)J 

において，冷蔵保存条件下で 8日後室温 24時間の安定性が， 1および 100mg/mL 

の濃度で HPLC法により確認されている(別ロットの被験物質，添付資料 12.3). 

7.6.3 濃度および均一性の確認

初回調製および最終調製時の投与液を用量毎に HPLC法により分析し，各濃度の

平均値が設定濃度+10%以内であることを確認した.また，初回調製時には投与

液の上層，中層および下層の 3点からサンプリング後に分析し， C.V.値が 10%以

内であることを確認した.その結果，各投与液の対設定濃度は 95.8---102.2%，初

回調製時の C.Y.値は 0.4---0.6%で，いずれも基準を満たす値であった(添付資料

12.4ヲ 12.5) . 

7.7 投与液の分析方法

被験物質溶液の分析は，株式会社ボゾリサーチセンターで実施された分析方法を

確認し，当研究所において分析バリデーション(試験番号:B050281表題:Validation 

of the Analytical Method for PNPS Concentration in Preparation) を行った方法に従っ

て実施した.分析方法を以下に示す.

7.7.1 高速液体クロマトグラフ (HPLC)操作条件

HPLCシステム:2695 Separations Module， Waters Corporation 

検出器 : 2487 Dual λAbsorbance Detector， Waters Corporation 

カラム : Inertsil ODS-3Y， 4.6 mm LD.x 150 mm， GL Sciences Inc. 

カラム温度 : 300C 
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移動相 :メタノール/水/トリフルオロ酢酸 (TFA) (50:50:0.1， v/v/v) 

流速 : 1.0 mL/min 

検出波長 : UV225nm 

注入量 : 10μL 

オートインジェクタ温度 :室温

オートインジェクタ洗浄液:メタノール/水 (80:20，v/v) 

7.7.2 内標準溶液の調製

下表に従い内標準溶液 (IS) を調製した.

溶液略号 調製方法

p圃ヒドロキシ安息香酸エチル， ca.20mg

→ 25mLIメタノールキ
~ IS 800 

*超音波処理により溶解させた.

7.7.3 標準溶液の調製

下表に従い標準溶液を調製した.

溶液略号 調製方法
度
叫
一

ω

濃
川
市
一
却SS田 l

被験物質， ca.50 mg 

一歩 25 mLIメタノール

SS-2 SS-1， 2.5 mL 一歩 25mLI希釈液

ST-1 
SS-2， 1 mL + IS， 1 mL 

~ 20mLI希釈液

(0 S下2
SS-2， 2 mL + ISヲ 1mL 

一歩 20mLI希釈液

S下3
SS-2， 4 mL + IS， 1 mL 

一歩 20mLI希釈液

希釈液:メタノール/水 (50:50，v/v) 

200 

10 

20 

40 
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7.7.4試料溶液の調製

下表に従い試料溶液を調製した

投与液
(mg/mL) 

6 

16 

40 

調製方法

投与液， 1mL+水， 1mL 

→ 20mL/メタノール牢 (A液)

A液， 2 mL + IS， 1 mL 

→ 20mL/希釈液

投与液， 1mL+水， 1mL 

→ 25mL/メタノールホ (B液)

B液ヲ 1mL +1S， 1 mL 

→ 20mL/希釈液

投与液， 1mL+水， lmL

→100 mL/メタノール (C液)

C液型 1mL +IS， 1 mL 

→ 20mL/希釈液

*超音波処理により溶解させた.

希釈液:メタノール/水 (50:50，v/v) 

7.7.5 各溶液の HPLC測定

B041801 

濃度
(μg/mL) 

30 

32 

20 

標準溶液(ST-l---ST-3)およびフィルター(Millex圃 LH0.45μID， Millipore Corporation) 

ろ過した試料溶液を条件設定した HPLCに注入して，クロマトグラム上の PNPS

および内標準物質のピーク面積を測定し，そのピーク面積比(PNPS/内標準物質)

を算出した.測定した標準溶液の濃度およびそのピーク面積比から検量線の一次

式を求めた.検量線の一次式および試料溶液測定から得られたピーク面積比から

試料溶液中の PNPSの濃度を求め，試料溶液の希釈倍率から投与液中の PNPSの

濃度を算出した.
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7.8 群構成

群 名
濃度 動物数および動物番号

(mg/mL) 雄 雌
12 1) 12 

対照 。 (00101-00112) 2) (50101-50112) 

12 12 

60mg/kg 6 (00201-00212) (50201帽 50212)

12 12 

160 mg/kg 16 (00301-00312) (50301-50312) 

12 12 

400 mg/kg 40 (00401-00412) (50401-50412) 

1)，動物数;2)，動物番号

7.9 反復投与毒性に関する観察・測定項目

以下に示す項目を観察・測定した.なお，日と週の表記は投与開始日を第 0 日，

第 0日"'-'6日を第 1週とした.雌の交尾確認日を妊娠 0日，分娩完了日を晴育 O

日とした.

7.9.1 一般状態の観察

投与期間は 1日2回(投与前，投与後)，その他の期間は 1日1回午前中に観察

した.

7.9.2 体重
雄は第 0，7， 14， 21， 28， 35および42日に測定した.雌は第 0，7および 14日，

交尾した雌は妊娠 0，7， 14および、20日，分娩した雌は晴育0および、4日に測定

した交尾しなかった雌は雄と同頻度で測定した測定には動物用天秤(BX3200H，
UX4200H:株式会社島津製作所)を用いた.体重増加量を雄では交配前は第 0日，

交配後は第 21日の体重を基準に，雌は交配前，妊娠および晴育期間をそれぞれ

第0日，妊娠0日および、晴育 0日の体重を基準に算出した.

死亡動物は発見時に測定したが，体重視'J定日あるいは分娩途中の死亡であること

から帳票には反映しなかった.

7.9.3 摂餌量
雄は第 0"'-'7，7---14， 21 "'-'28， 28---35および 35----42日に測定した.雌は第 0----7
および 7"'-'14日，交尾した雌は妊娠 0"'-'7，7----14および 14---2Q日，分娩した雌

は晴育 0"'-'4日に測定した.ただし，交配期間中で同居している聞は測定しなか

った.測定には体重測定と同じ動物用天秤を用いた.いずれもケージ毎の風袋込

み重量を測定し，各測定日間の 1匹あたりの 1日平均摂餌量を算出した.
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なお，死亡した 400mg/kg群の雌 l例〈動物番号 50403) は死亡当日が摂餌量測

定であった.しかし，投与後の死亡であったにも係わらず，システム入力への失

念によりデータを得ることができなかった.

7.9.4 病理学検査

7.9.4.1 器官重量

計画解剖動物の下記の器官重量を測定(両側をまとめて測定)した.測定には天

秤 (ED司 H60:株式会社島津製作所)を用いた.また，最終体重に基づ、いて相対重

量(対体重比)を算出した.

精巣，精巣上体

7.9.4.2 病理解剖検査

雄は第 42日，分娩した雌は晴育 4日にペントパルビタールナトリウム(ネンブ

タール注射液，大日本製薬株式会社)の腹腔内投与で麻酔し，腹大動脈から放血，

安楽死させた後に剖検した.死亡動物は速やかに剖検した.

7.9.4.3 病理組織学検査

全動物の下記の器官・組織を採取し， 10v/v%中性リン酸緩衝ホルマリン液で固定

し，保存した.ただし，死亡動物以外の精巣および精巣上体はブアン液で固定後，

10v/v%中性リン酸緩衝ホルマリン液に保存した.

精巣，精巣上体，前立腺腹葉，精嚢(凝固腺含む)，卵巣，肉眼的異常部位

対照群と 400mg/kg群の全例について精巣，精巣上体および卵巣，全動物の肉眼

的異常部位について常法に従ってヘマトキシリン・エオジン染色標本を作製し，

鏡検した.

投与期間中に 400mg/kg群の雄 l例，雌2例が死亡したため，上述の器官・組織

の他，心臓，腎臓(両側)ヲ肝臓，牌臓，肺，胃および腸管(十二指腸，空腸，

回腸，盲腸，結腸，直腸)を採取し， 10v/v%中性リン酸緩衝ホルマリン液で固定

し，保存した.さらに，死因を特定するため心臓，腎臓(両側) ，肝臓，牌臓，

肺を同様に鏡検した.

7.10生殖発生毒性に関する観察・検査項目

7.10.1生殖機能検査

7.10.1.1性周期

各群の雌について投与開始日から交配開始日までの午前中に躍垢を採取して性周

期を検査し，平均性周期日数および、異常性周期動物(性周期が 4-...6日周期でな

い動物)の発現率を算出した.
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7.10.1.2交配

各群について雄 1雌 1の交配対を設け，第 14日(交配開始日)の夕方から最長

12日間昼夜間居させた.交配開始日の翌日から雌の睦垢を毎日午前中に採取し，

睦栓あるいは瞳垢標本中に精子が認められた場合を交尾成立とし その日を妊娠

0日とした.なお， 400 mg/kg群の雌 1例(動物番号 50403)が第 14日の投与後

に死亡したため 相手雄の交配は行わなかった.

これらの結果から次の項目を算出した.

(1)交尾所要日数:交配開始後，交尾成立までに要した日数

(2)交尾成立までに逸した発情期の回数

(3)交尾率(%) : (交尾動物数/同居動物数) X 100 

(4)受胎率(%) : (受胎動物数/交尾動物数) X 100 

7.10.2分娩および晴育の観察

雌は全例を自然分娩させた.分娩の観察は妊娠21日から 23日まで 1日2回(午

前 9時，午後4時)行った.午前 9時の時点で分娩が完了している動物を当該日

分娩とし，その日を晴育 0日とした(午後4時分娩完了の動物は翌日を晴育 0日

とした).分娩した動物(母動物)は新生児を生後4日(晴育4日)まで晴育さ

せ，授乳，営巣，食殺の有無の晴育状態を毎日観察した.

7.10.3晴育終了後の検査

母動物は剖検時に卵巣および子宮を摘出して黄体数および、着床数を検査した.

これらの結果から次の項目を算出した.

(1)妊娠期間:妊娠 0日から分娩完了日までの期間

(2)出産率(%) : (生児出産雌数/受胎雌数) X 100 

(3)着床率(%) : (着床数/黄体数) X 100 

~， (4)分娩率(%) : (総出産児数/着床数) X 100 

7.10.4新生児の観察・検査

7.10.4.1新生児の観察

晴育 0日に出産児数(出産生児数，死産児数)，性別および、外表異常の有無を検

査した.その後は一般状態，死亡の有無を毎日観察した.

これらの結果から次の項目を算出した.

(1)出生率(%) : (出産生児数/総出産児数) X 100 

(2)新生児の 4日生存率(%) : (晴育4日生児数/出産生児数) X 100 
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7.10.4.2体重

生後 0および 4 日に全生存児を個体毎に測定した.測定には動物用天秤

(UX4200H:株式会社島津製作所)を用いた.また，生後 0日および4日の体重

より同腹児単位で腹平均を算出し，増加量を求めた.

7.10.4.3剖検

生後4日に全生存児の口腔を含む外表を検査し，親動物と同様に安楽死させた後，

剖検した.死亡児および妊娠期間中に死亡した母動物の子宮内胎児については，

10v/v%中性リン酸緩衝ホルマリン液に漫漬，固定した後，剖検した.

7.11統計学的解析

新生児に関するデータは，母動物毎に算出した数値を標本単位とした.

計量データは，多重比較検定法で統計学的有意性を解析した.すなわち Bartlett

法による等分散性の検定を行い，分散が等しい場合は一元配置分散分析，分散が

等しくない場合はKruskal-Wallisの検定を行った.群聞に有意差が認められた場

合はDunnett法またはDunnett型の多重比較を行った.一部の項目はKruskal・Wallis

の検定から行い，群聞に有意差が認められた場合は Dunnett型の多重比較を行っ

た.病理組織学検査における計数データは Wilcoxonの順位和検定で対照群との 2

群間比較を行った.その他の計数データは Fisherの直接確率法により検定した.

各検定の有意水準は 5%とした.

検定は安全性試験システム (MiTOX，三井造船システム技研株式会社)を用いて

実施した.統計学的解析の対象項目は下記の通りである.一般状態および病理解

剖検査については 統計学的解析を実施しなかった.

多重比較検定:

体重，体重増加量，摂餌量，器官重量，黄体数，着床数，出産児数(出産生児数，

死産児数)

Kruskal-WallisとDunnett型の多重比較:

交尾所要日数，交尾成立までに逸した発情期の回数，平均性周期日数，妊娠期間，

着床率，分娩率，出生率，外表異常の発現率，新生児の 4日生存率

Wilcoxonの順位和検定:

病理組織学検査

Fisherの直接確率法:
異常性周期動物の発現率，交尾率，受胎率，出産率，性比(雄/雌)，外表異常児

を有する母動物の発現率
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7.12コンビュータシステムの使用

以下に示すデータの収集，算出および集計には安全性試験システム (MiTOX，三

井造船システム技研株式会社)を使用した.当該システムのコンビュータプロト

コールにはデータ収集範囲，データ収集の日程等を登録した.コンビュータシス

テムのプロトコール番号として B041801 (アンダーパーは空白)を用いた.

データ収集および、算出:

体重，摂餌量，群分け，投与液量算出，器官重量，病理組織学検査，性周期，交

配成績，分娩成績

データ集計:

一般状態，病理解剖検査
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8. 結果

8.1 反復投与毒性

8.1.1 一般状態 (Tables1・5，Appendices 1-5) 
投与期間中，死亡が 4.00mg/kg群の雄 1例(動物番号 00406)，雌 2例(動物番

号 50403，50405)に認められた雄 1例では投与第 28日の投与後に自発運動低下

および呼吸不整を示し約 20分後に死亡した.雌では自発運動低下が死亡前に l

例にみられただけで，明確な一般状態の悪化を示さないまま，投与第 14日およ

び妊娠22日(分娩途中)の投与後 1時間以内に死亡した.

生存動物の症状として， 400 mg/kg群で自発運動低下が雌雄各 2例，流誕が雄 1

例で認められたが，いずれも一過性の変化で継続するものではなかった.着色尿

(黄色)が各被験物質投与群の雌雄全例で認められ 投与後の観察においてその

ト 発症例が多かったなお，発症例数および頻度では用量との聞に明確な差は認め

(0 

られなかった.

その他，被験物質と関連のない変化として，痴皮形成が 160mg/kg群の雄 1例に

認められた.

8.1.2 体重 (Fig.l，2， Tables 6・13，Appendices 6-13) 
投与期間を通し各被験物質投与群の雌雄とも 対照群との聞に有意な差は認めら

れなかった.

8.1.3 摂餌量 (Figム4，Tables 14・17，Appendices 14・17)
投与期間を通し各被験物質投与群の雌雄とも，対照群との間に有意な差は認めら

れなかった.

8.1.4器官重量 (Tables18， 19， Appendices 18， 19) 
各被験物質投与群とも精巣および精巣上体重量に変化は認められなかった.

8.1.5 剖検所見 (Table20， Appendices 20， 21) 

生存動物の剖検では，肝臓の赤色斑あるいは白色斑が 160mg/kg群の雌雄各l例，

腎孟拡張が対照群の雌 1例に認められただけであった.なお，雌雄の生殖器に変

化は認められなかった.

死亡動物の剖検では，いずれの動物においても肉眼的な異常は認められなかった.

400 mg/kg群の雌 1例(動物番号 50405)では，母体外に娩出された児が 1例，睦

内に残存する胎児が 1例，子宮内に残存する胎児が 14例認められた.いずれの

胎児においても肉眼的な異常は認められなかった.
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8.1.6 病理組織所見 (Table21， Appendices 20， 21) 

生存動物の病理組織学検査では，生殖器に対する変化として，精巣あるいは精巣

上体に限局性の間質へのリンパ球浸潤が対照群の 1例， 400 mg/kg群の 2例，精

巣の限局性精上皮変性が 400mg/kg群の l例に認められ，いずれも片側』性の変化

であった.これらの雄動物は交尾能および相手雌の受胎に影響は認められなかっ

たなお， 400 mg/kg群の 1例(動物番号 00403)は，相手雌(動物番号 50403)

が投与第 14日に死亡したことから，交尾能について検査できなかった.その他，

剖検でみられた肝臓の白色斑は組織学的に限局性の肝細胞壊死，赤色斑は変化が

なく，腎孟拡張がみられた動物では限局性の好塩基性近位尿細管および腎孟拡張

が認められた.

死亡動物の病理組織学検査では，雄では限局性の近位尿細管硝子円柱F 雌では限

~ 局性の好塩基性近位尿細管が認められたまた雌では牌臓の赤血球系髄外造血が

(へ

みられたが，いずれも死因を特定するような異常所見は認められなかった.なお，

雌雄とも生殖器に変化は認められなかった.

8.2 生殖発生毒性

8.2.1 生殖機能 (Table22， Appendices 22， 23) 
性周期検査では， 60 mg/kg群の 1例(動物番号 50209)を除きすべての動物が4

日周期で回帰した.上述の 1例は発情休止期の連続を示した.交配の結果，交配

対全例が交尾し，交尾率，交尾所要日数，交尾成立までに逸した発情期の回数，

ならびに受胎率のいずれにも被験物質投与群と対照群との聞に有意差は認められ

なかった.

8.2.2 分娩および晴育状態 (Table23， Appendices 24) 
妊娠期間，黄体数，着床数，着床率，出産率および分娩率のいずれにも被験物質

投与群と対照群との間に有意な差は認められなかった.さらに，分娩および晴育

状態の観察では各群いずれにも異常は認められなかった.

8.2.3 新生児への影響

8ム3.1 新生児の観察 (Tables24， 25， 28 Appendices 25， 26， 29) 
出産児数，出産生児数，性比，出生率および新生児の 4日生存率のいずれにも被

験物質投与群と対照群との聞に有意な差は認められなかった.さらに，新生児の

一般状態および外表検査では各群いずれにも異常は認められなかった.

8ム
雌雄とも被験物質投与群と対照群との間に有意な差は認められなかつた.
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8ム3.3 剖検 (Table29， Appendix 30) 
生後 4日の生存児の剖検では異常所見は認められなかった.死亡児の剖検では，

左側腎臓および副腎の無形性が対照群の 1例に認められただけであった.
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9. 考察および結論

p-ニトロフエノールナトリウムを 60，160および 400mg/kgの用量で SD系ラッ

ト CCrj:CD(SD)IGSJ の雄に交配前 14日から交配を経て計 42日間，雌は交配前

14日から交配，妊娠，分娩を経て晴育 3日まで経口投与し，生殖発生毒性につい

て検討した.

一般毒性学的変化としては， 400 mg/kg群で投与第 28日に雄 l例，投与第 14日

および妊娠 22日(分娩途中)に雌各 1例が死亡した.雄は投与直後から自発運

動低下および呼吸不整を示し，雌は明確な症状を示すことなくいずれも投与後 1

時間以内に死亡した.病理学検査の結果，剖検および病理組織学検査とも被験物

質に起因すると考えられる変化，ならびに死因に繋がるような変化は認められな

かった同被験物質の 28日間反復経口投与毒性試験(用量:60， 160ヲ400，1000 

mg/kg) [4]では，死亡が 1000mg/kg群の雌雄とも 12例中 10例にみられ，投与開

始直後に死亡した動物の症状は自発運動の減少，呼吸数の減少や強直性痘撃を，

投与 6.-....-14日で死亡した動物は何ら症状を示すことなく死亡している.これら死

亡動物の剖検および病理組織学検査の結果ヲ被験物質投与に起因する変化は認め

られておらず，その症状から中枢神経系への影響によるものと考察している.一

方，同試験の 400mg/kgでは雌雄とも死亡は認められていない.また，同被験物

質の単回投与毒性試験[3](用量:125， 250， 500， 1000 mg/kg)では，雌雄とも 500

mg/kgで5例中 3例の死亡が認められている.このことから，本試験と 28日間反

復投与毒性試験とでは投与開始時週齢および死亡用量が異なるものの， 400mg/kg 

は反復投与により死亡する可能性のある用量と考えられること，反復投与による

死亡状況が類似していることから，同様の作用により死亡した可能性が高いと推

察される.なお，分娩途中で死亡した雌 l例は分娩時の影響も加わったものと考

えられる.

生存動物の一般状態観察では， 400 mg/kgの雌雄で自発運動低下，雄で流誕がみ

られたが，いずれも一過性の変化であった.着色尿(黄色)が各被験物質投与群

の雌雄全例に認められたが，被験物質が黄色結晶であることから，被験物質の色

調に由来するものと考えられ毒性変化とはみなさなかった.なお， 28日間反復投

与毒性試験[4]でも着色尿(黄色)が被験物質投与群の雌雄全例で認められている.

体重，摂餌量，器官重量および剖検では被験物質に起因する変化は雌雄とも認め

られなかった.病理組織学検査では，雄の生殖器に変化がみられたが対照群と 400

mg/kg群の発現状況に差がないことから，被験物質とは関連のない変化と判断し

た.

親動物の生殖機能への影響としては，平均性周期日数，異常性周期動物の発現率，
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交尾率，交尾所要日数，交尾成立までに逸した発情期の回数，受胎率，分娩率p

妊娠期間，黄体数，着床数，着床率および、出産率のいず、れにも被験物質に起因す

る変化は認められなかった.新生児に及ぼす影響としては，出産児数，出産生児

数，性比，出生率および新生児の 4日生存率，一般状態，外表検査，体重および

剖検のいずれにも被験物質に起因する変化は認められなかった.

被験物質が属する芳香族ニトロ化合物のうち，ニトロベンゼンおよび、 1，3-ジニト

ロベンゼンは精巣毒性を有することが知られている.すなわち，精巣および副畢

丸重量の低下，精細管の萎縮，精母細胞の変性，巨大合胞体細胞が認められ，生

殖能の低下が報告されている[2]. しかし，本試験の結果，被験物質が起因すると

考えられる精巣の病理組織変化はなく，受胎率の低下など生殖機能に影響を及ぼ

すような変化が認められなかった.これらのことから，p-ニトロフェノールナト

リウムは精巣毒性物質ではないと判断された.

以上のように，一般毒性に関しては 400mg/kgで雌雄とも死亡がみられたが，体

重，摂餌量，器官重量，剖検および生殖器の病理組織学検査でも被験物質に起因

する変化は認められなかった.生殖発生毒性に関しては，雌雄の親動物とも生殖

機能への影響はみられず，新生児に対しでも被験物質に起因すると考えられる変

化は認められなかった.したがって，本試験条件下における雌雄の一般毒性学的

無影響量は 160mg/kg/day，雌雄親動物の生殖機能に対する無影響量ならびに新生

児に対する無影響量はいずれも 400mg/kg/dayと考えられる.
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Study No. B041801 Table 5 
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Study No. B041801 Table 5 
Table Continued 
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Tab 1 e 6 Study No. B041801 

BSoedx y :WMeaiEI1e 11(FObefore Mat illg)-3111111n ary 
Unit : g 

DTees t (皿Sug/bksgi) aIlce 
ose /Day 14 

PNPS MS.e Dan . 
iiJ 

4221462 ..5 0 。
E 

PNPS MS.eDan . 32:i 4111662 ..4 9 60 
n 

PNPS MS.eDan . 422132 1..4 1 160 
n 

PNPS MS.eDan . 35112 11.3 9 38111E2 ..4 3 4211232 ..8 4 400 
E 

Significantly different from control :キ， Pく0.05;村， PくO.01. 
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Table 6 Study No. B041801 

BS ody WM eigI ht (FOMat ing)-S11皿mary
ex : Male Unit : g 

DTeos se t (1S2ug/bks gi) an e /Day 21 28 35 42 

PNPS MS.eDan . 4521112 1 9 473192 1..7 6 5231342 8 7 
n 

PNPS MS.eDa. n 4231822 目 33 4621442 6 1 和60 
n 

PNPS MS.eDa. n 
ii2 

E321262 .2 4 160 
n 

PNPS MS.eDa. n 4ii:i 5021761 ..0 2 400 
E 

Significantly different from control : *， Pく0.05;料1P(O. 01. 
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Table 7 Study No. B041801 

BS ody WF eigmhat l (FObefore Mat ing)-Summary 
ex : 1female Uni t : g 

D Tes t Sugb/ks gt ) an e 
ose (皿 /Day 。 7 14 

PNPS MS.eDan . 2411042 ..0 0 
n 

PNPS MS.eDa. n 2ij:i ii3 
2511682 ..0 1 60 

n 

PNPS MS.eDa. n 
fi7 160 

E 

PNPS MS.eDan . 221092 .0 9 2411022 ..4 8 制 i400 
n 

Significantly different from control :事， P<O.05;林， PくO.01. 
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Table 8 Study No. B041801 

Body Weight (FO Gestation) -Su皿mary
Unit : g 

DTEeos set (皿Sug/bksgt) aE e /Day 14 20 

PNPS MS.eDan . 。
n 

PNPS MS.eDan • 2611372 ..3 8 3011392 ..4 5 3421312 ..8 9 60 
n 

PNPS MS.eDE. Il 
21ji 3!j i 160 

n 

PNPS M3.eDa. 11 2611461 .3 7 3111061 .3 8 400 
n 

Significantly different from controI :キ， P<O.05;林， PくO.01. 
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Table 9 S t udy No. B041801 

Body Weight (FO Lactation) -Summary 
Unit : g 

DTEes i (皿Sug/bksgt)aIl e 
ose /Day 4 

PNPS MS.eDan . 3321942 ..4 4 。
E 

PNPS MS.eDan . 和 31i:i 60 
n 

PNPS MS.eDan . 160 
n 

PNPS MS.eDa. n ヤ400 
E 

Significantly different from control :事， Pく0.05:林， P(O. 01. 
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Table 10 

Bodv Weight Gain (FO b~fore_Mating) -Summary 
S~x-: MiTe Baie : Day 0 of Tfeatment 

Tes t .Suhs tance 
I)os e (mg7kgr--- /Day 0 7 

PNPS MS.eDa. n 。
n 

PNPS MS.eDa. n 60 
n 

PNPS MS.eDa. n 160 
n 

PNPS MS.eDa. n 1002 ..0 0 31082 .5 1 400 
E 

Significantly different fro四 control
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Table 10 Study No. B041801 

Bsody -WM eigIhe t Gain B (FOMDat illg2)1 -ST 11血Iliariy 
~x': MaTe Baie : Day 21 of Treatfuent Unit : g 

DTeos se 1 (I5E1g1/bks gi) ance jDay 21 28 35 42 

PNPS MS.eDan . 511302 ..1 8 
R 

PNPS MS.eDa. n 60 
E 

PNPS 出3.eDaI.1 1002 0 0 711482 2 0 160 
n 

PNPS MS.eDan . 1:i 121 34.8 5 41671 .5 1 400 
n 

Significantly different from controI :宇， P<O.05;村 tP<O. 01. 
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Table 11 Study No. B041801 

BS ody WF eight l Gain B (FObD efore Mat f iITlgr)e -smIli illiary 
ex-: Female Base: Day 0 of Treat皿e Uni t : g 

DTEE t (ESug/bks gt) aIlce 
ose /Day 7 14 

PNPS MS.e Da. n 1:1 ij:i 。
n 

PNPS MS.eDa. n iji 60 
n 

PNPS MS.eDa. n 1002 .0 0 311452 0 8 160 
n 

PNPS MS.eDan . 1002 .0 0 11962 .5 5 31592 .4 5 400 
n 

Significantly different from control :キ，Pく0.05;件， Pくo.01. 
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Table 12 Study No. B041801 

BB ody WeDight GOain f G(Fe OGet s i tat ioIl)-Summary 
ase : Day 0 of Gestation Unit : g 

DTeos se t (ISIlugb/ks gt) an e /Day 。 7 14 20 

PNPS 
11 711822 8 1 1521482 ..3 0 。

n 

PNPS MS.eDa. n !1:i 60 
E 

PNPS MS.e 2a. n 811062 .e3 O 160 
n 

PNPS MS.e Da. n 1・1 4i:1 !i-i 1611471 .目 58 400 
n 

Significantly different from control :キ， Pく0.05;件， PくO.01. 
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Table 13 Study No. B041801 

BB ody WeDight GOain f L (FOLat ci tai ion) 目 Summary
ase : Day 0 of Lactation Uni t : g 

DTeos se t (皿Sug/bksgt ) an e /Day 4 

PNPS MS.eDa. Il 1002 .0 0 11792 .-0 5 。
n 

PNPS MS.eDan . i:i 111862 ..0 t 60 
n 

PNPS MS.eDan . iiJ 160 
n 

PNPS M3.eDa. 11 400 
n 

Significantly different from control :宇.Pく0.05;料， PくO.01. 
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Table 14 Study No. B041801 

FS ood CM onsl ulllpiion (FObefore Mat ing)-SIHIllliary 
ex : Male Unit : g/animal/day 

DTeos se i (ISliug/bks gt) aIlce /Day 7 14 

PNPS 日Se.Da.Il 
n 

PNPS MS.eDa. n 60 
n 

PNPS MS.eDa. n 160 
E 

PNPS MS.e Da. n 21122 .0 3 2112 1.8 9 400 
E 

Significantly different from control :キ，P<0.05;料 IP<O. 01. 
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Table 14 Study No. B041801 

FS ood cM onsl ulEpt ion (FOMating) 由 Summary
ex : MaJe Unit : g/animal/day 

DTes t 皿Sug/bksgt) aE e /Day 28 35 42 

PNPS MS.e Da. n 
n 

PNPS MS.eDa. n 21922 .3 3 60 
n 

PNPS MS.eDa. n 2182 1.3 7 160 
n 

PNPS MS.eDa. n 2192 1..7 1 21 921・..0 9 21911 .7 0 400 
E 

Significantly different from control :キ.Pく0.05;料.PくO.01. 
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Table 15 Study No. B041801 

FS ood CF onmsuallllpe t ion (FObefore Mat iIig)-Sum III ary 
ex : lie Unit : g/animal/day 

DTeos set (田S1g1/hksgi) an e /Day 7 14 

PNPS MS.eDa. n 21012 3 7 。
E 

PNPS MS.eDa. n 11922 ..9 1 21022 ..7 5 60 
E 

PNPS MS.eDa. n 21022 ..5 1 21012 .4 9 160 
E 

PNPS MS，eDan . 2102 1.2 3 400 
n 

Significantly different from control :宇，Pく0.05;村，PくO.01. 
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Table 16 Study No. B041801 

Food ConsuIDPtion (FO Gestation) -Su皿皿ary
Unit : g/animal/day 

DTeos se t (ISnug/bks gt) aIlce /Day 14 20 

PNPS MS.eDa. n 。
n 

PNPS MS.eDa. n 60 
n 

PNPS MS.eDan . 21312 ..6 9 21522 .9 8 21722 4 8 160 
n 

PNPS MS.eDan • 21311 ..8 7 21611 ..5 1 21711 ..7 6 400 
n 

Significantly different from controI :キ.Pく0.05;林， PくO.01. 
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Table 17 Study No. B041801 

Food Consumption (FO Lactation) -Summary 
Unit : g/animal/day 

TDeos se t (皿Sug/bksgt) an e /Day 4 

PNPS MS.eDan . 。
n 

PNPS MS.eDan . 60 
n 

PNPS MS.eDan . 3ii 160 
n 

PNPS MS.eDa. n 31470 ..5 5 400 
n 

Significantly different from control :宇， Pく0.05;料，PくO.01. 
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Table 18 Study No. B041801 

Organ Weight -Su皿mary(FO) 
Sex : Male 

Test Substance F. B. W. Testes Epididy. 
Dose (mg/kg) (g) (g) (g) 

PNPS Mean 523. 8 3.477 1. 318 。S. D. 34.7 O. 244 0.080 
n 12 12 12 

PNPS Mean 510. 5 3. 352 1. 304 
60 S. D. 31. 3 O. 261 0.096 

n 12 12 12 

PNPS Mean 522. 2 3. 362 1. 279 
160 S. D. 36.4 O. 257 O. 104 

n 12 12 12 

PNPS Mean 507. 2 3. 483 1. 312 
400 S. D. 26. 0 0.264 0.045 

n 11 11 11 

Significantly different from control .キ， Pく0.05;料.PくO.01. 
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Table 19 Study No. B041801 

Relative Organ Weight -Summary (FO) 
Sex : Male Uni t :宮/100gBW

Test Substance F. B. W. Testes Epididy. 
Dose (mg/kg) (g) 

PNPS Mean 523. 8 0.666 O. 252 。s. D. 34.7 0.060 O. 016 
n 12 12 12 

PNPS Mean 510. 5 0.660 O. 258 
60 S. D. 31. 3 0.070 0.023 

n 12 12 12 

PNPS Mean 522. 2 O. 646 0.245 
160 S. D. 36.4 0.059 O. 015 

n 12 12 12 

PNPS Mean 507.2 0.690 O. 261 
400 S. D. 26.0 0.072 O. 016 

n 11 11 11 

Significantly different from control :本， Pく0.05;料， PくO.01. 
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Study No. B041801 

Table 20 Necropsy Findings -Summary Scheduled Sacrifice 

Sex Male Female 
Test Substance PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS 
Dose 。 60 160 400 。 60 160 400 

Organ Dose Unit mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg 
Findings Number of Animals 12 12 12 11 12 12 12 10 

Number of Animals Examined く12> く12> く12> く11> く12> く12> く12> く10>
Liver 
Reddish patch， left lateral lobe 。 。 。 。 。 。
Whitish patch， left lateral lobe 。 。 。 。 。 。
Kidney 
D i 1 a t a t i on， pe 1 v i s 。 。 。 。 。 。
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Table 20 Necropsy Findings -Summary 
Table Continued 

Organ 
Findings 

Sex 
Test Substance 
Dose 
Dose Unit 
Number of Animals 
Number of Animals Examined 

(¥ 

Male 
PNPS 
400 
mg/kg 

く1>

Female 
PNPS 
400 
mg/kg 

く2>

(¥  

Study No. B041801 

Death 

37 
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Study No. B041801 

Table 21 Histological Findings -Su皿mary Scheduled Sacrifice 

Sex Male Female 
Test Substance PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS 
Dose 。 60 160 400 。 60 160 40k 0 

Organ Dose Unit mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg 
Findings Number of Animals 12 12 12 11 12 12 12 10 

Grade 
Liver <0> く0> く1> く0> く0) く0) く1) く0>
Necrosis， hepatocyte， focal 。 。。。 。

4 。 。
Kidney く0> く0) く0) く0) く1> く0) く0) く0>
Basophilic tubule， proximal tubule， focal 

3 
4 

Di latation， pelvis 。。
4 。

Testis く12> く0) く0> く11)
Cell infiltration， lymphocyte， interstitium， focal 。。。

4 。 。
Degeneration， seminiferous tubular epithelium， 。
focal 2 。 。。 。

4 。 。
く)， Number of animals examined 
1 ， Minimal; 2， Mi ld; 3 ， Moderate; 4， Severe 
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Study No. B041801 

Table 21 Histological Findings -Summary Scheduled Sacrifice 
Table Continued 

Sex Male Female 
Test Substance PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS PNPS 
Dose 。 60 160 400 。 60 160 400 

Organ Dose Unit mg/kg mg/kg mg/kg 皿g/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg 
Findings Number of Animals 12 12 12 11 12 12 12 10 

Grade 
Epididymis (12) く0> く0> く11>
Cell infil tration， ly皿phocyte，in ters t i t i um， focal 。。

4 。
Ovary く12> く0> く0> く10>
<>， Number of animals examined 
1 ， Minimal; 2， Mi ld; 3 ， Moderate; 4， Severe 
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Table 21 Histological Findings -Summary 
Table Continued 

(¥， fヘ

Study No. B041801 

Death 

Organ 
Findings 

Sex 
Test Substance 
Dose 
Dose Unit 
Number of Animals 

Heart 

Spleen 
Extramedullary hematopoiesis， erythrocytic 

Lung (and bronchus) 

Liver 

Kidney 
Basophilic tubule， proximal tubule， focal 

Cast， hyaline， proximal tubule， focal 

Testis 

Epididymis 

位ary
く>， Number of animals examined 
1 ， Minimal; 2 ， Mi ld; 3 ， Modera te; 4， Severe 

Grade 

t
t
A
円
f
u
nペ
u
a
H
1

Male 
PNPS 
400 
mg/kg 

く1>

く1>
0 
0 
0 
0 

く1>

く1>

く1>
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 

く1>

く1>

t
t
A
白
F
臼

円

t
u
a
A
H
A

唱

t
i
q，
臼
円
ぺ
U
a
A『
A

Female 
PNPS 
400 
mg/kg 

く2>

く2>

く2>

く2>

く2>

く2>
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Table 22 

Reproductive Performance (FO) -Su阻mary
Ma t i ng S t age : 1 s t 

Number 
Test Substance of 
Dose (mg/kg) Pairs 

(¥ 

Incidence of 
Mean Females 
Estrous wi th I rregu 1 ar 
Cycle Estrous Cycle 

fヘ

Study No. B041801 

Mating Period 
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

Number of Day of Copula tion Fertility 
Estrus Conceiving Index (目) Index (見)

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

PNPS Mean 4.00 0.0 3.4 100.0 100.0 
M 。 S. D. 0.00 0.0 2.9 
F 。 n 12 12 0/12 12 12 a) (12/12) b) (12/12) 

PNPS Mean 4.00 0.0 3.3 100.0 100.0 
M 60 S. D. 0.00 0.0 1.4 
F 60 n 12 11 1/12 12 12 (12/12) (12/12) 

PNPS Mean 4.00 0.0 2.3 100.0 100.0 
M 160 S. D. 0.00 O. 0 1.0 
F 160 n 12 12 0/12 12 12 (12/12) (12/12) 

PNPS Mean 4.00 O. 1 3. 1 100. 0 100.0 
M 400 S. D. 0.00 0.3 1. 2 
F 400 n 11 12 0/12 11 11 (11/11) (11/11) 

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 ー]ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

a) : Number of copulated females / Number of pairs 
b) : Number of pregnant females / Number of copulated females 
Significantly different from control 本， Pく0.05:料， PくO.01. 
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Table 23 

Delivery Data (FO) -Summary 

Test Substance 
Dose 
(mg/kg) 

Number of 
Gestation Length Corpora 

(days) Lutea 

Number of 
Implantation 

Sites 

fヘ

Implantation 
Total Number lndex 
of Offspring ( % ) 

De 1 i very 
Index 
(出)

Gestation 
Index 
(目)

Study No. B041801 

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一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

PNPS Mean 22. 3 16. 6 15. 7 14. 6 94.87 92. 85 100.0 。S. D. O. 5 2. 7 2.2 2. 5 6. 10 4. 97 (12/12) a) 
n 12 12 12 12 12 12 

PNPS Mean 22.3 16. 7 16. 2 15. 2 97.33 93.87 100.0 
60 S. D. O. 5 1. 8 1.3 1. 6 4. 65 6. 71 (12/12) 

n 12 12 12 12 12 12 

PNPS Mean 22. 1 17. 1 16. 2 15. 3 94. 79 94. 84 100.0 
160 S. D. 0.3 1. 2 1. 2 1.4 5. 51 4.39 (12/12) 

n 12 12 12 12 12 12 

PNPS Mean 22. 5 16. 8 15. 3 13. 2 90.30 86.97 90.9 
400 S. D. O. 5 2. 0 2.9 3.0 11. 16 10. 25 (10/11) 

n 10 11 11 10 11 10 

a) :Number of pregnant animals delivered live offspring / number of pregnant animals 
Significantly different from control :本， Pく0.05;林， PくO.01. 
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Table 24 Study No. B041801 

Litter Size and Viability Index (F1) -Summary 

TD { est Substance Tooftaaotl fBfNsiE prIrtE bh iEeE r NullfiojnLive Number of Live Offspring on Day 4 Nu IOE hf ef r of i Lg ive VIni dabex i l i (別tv 
a ilrtf before Culling on Dspay r n 4 

13kg) 
after Culling 

M F Total M F Total M F TotaI M F Total M F Total 
Djy Diy Diy 

PNPS MS.eDa. n fiii  lti 91:ii 。
87/88) 86/88 ) 制 7

1
f

PNPS MS.e Da. n 
itili 

1511.2 2 6 711.272711 .4515 112 6 1 60 
川 g1y

PNPS MS.eDa. n 1511 •• 2 4 3 721 .. 272721 目 70 10001 •• 2 000 0 9921 •. 2 030 5 160 

PNPS MS.eDa. n 1331 •• 0 0 2 72i.o1661l 8 1 1331 .• 0 2 0 721016621811331 •. 0 0 2 10!iil loo01-.0 000 0 400 

71/61 ) Mlf Ml? 

Significantly different from control :キ， PくO.05;林， PくO.01. 
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B041801 Study No. Table 25 
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Table 26 Study No. B041801 

BS ody WM eigI ht of Offspring (FIbefore官eaning)-Summary 
ex : Male Uni t : g 

?siE油stan before Culling / after Culling 

;;?kg) /Day 4 

PNPS MS.eDa. ll 1602 .8 8 。
n 

PNPS MS.eDan . 1602 ..9 5 11102 ..0 9 60 
n 

PNPS MS.eDan . 1!i 160 
n 

PNPS MS.eDa. n 1700 .2 7 110 11..8 9 400 
n 

Significantly different from control ; ヰ， PくO.05; 卒中， P<O. 01. 
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Table 26 Study No. B041801 

BS ody WF eight l [}f Of fspring(Fl before Weaning)m-Summary 
ex : J:lemale Unit : g 

日st S山 nce before Culling / a f t e r Cu 11 i ng 

;?kg) IDay 4 

PNPS MS.eDan . 1602 ..4 7 。
n 

PNPS MS.eDan . 60 
E 

PNPS MS.eDa. E 160 
E 

PNPS MS.eDa. n 1600 ..8 6 11110 ..4 8 400 
n 

Significantly different from control :キ，Pく0.05;林tPくO.01. 
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Table 27 Study No. B041801 

BS ody WM eigThe t Gain B of OfDfsprin4g f (Ft l bBefi orth e恥aning)-Summary 
ex : Male tlase. uay 4 a1ter tllr Unit : g 

D TEE i Subs lance before Culling after Culling 

;;?kg) /Day 0-4 

PNPS MS.eDa. n 1402 ..4 9 。
n 

PNPS MS.eDan . 60 
n 

PNPS MS.eDa. ll 160 
n 

PNPS MS.eDa. n 140 1..7 2 400 
E 

Significantly different from controI :宇， Pく0.05;料， PくO.01. 
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B041801 Study No. Table 27 

Unit : g 
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;キ， Pく0.05;料， PくO.01. Significantly different from control 



fヘ(¥  

Study No. B041801 Table 28 
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:キ， Pく0.05;料， PくO.01. Significantly different from control 
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Table 29 Study No. B041801 

Necropsy Findings al Offspring) 
Test Substance : PNPS 

Test Substance 
Dose (mg/kg) IFindings 

白
lv目

pu-
-IH 

F
T
E
A
-

-i-
F
i
-

F
し
-

qa-
n

、u--
d
q
 

du-
凸
し
-

唱
'
'
S
A
E

nu-

-
円

u-
白
し
-

'nu-
F
し
-

円、u-
-
-vd 

qa 
nu F M F 

PNPS Number of offspring examined 86 87 。 No abnormality 86 87 
Kidney 
aplasia unilateral 

Adrenal 
aplasia， uni lateral 

M
川

一

I
i
n
u

M M F F M F 

Dead 
4 

M F 

PNPS Number of offspring examined 92 89 
60 No abnormality 92 89 

PNPS Number of offspring examined 90 92 
160 No abnormality 90 92 

PNPS Number of offspring examined 71 61 
400 No abnormal i ty 71 61 

M:Male， F:Female 
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