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3北：ドロキシ-2-ナフトエ酸の変異原性について，小核多染性赤血球誘発

性の有無を検討するため， BDF1系雄マウスを用いたinvivo小核試験を実施

した．

用量設定試験の結果，雄の 700mg/kgで 1例の死亡がみられたが，毒性

兆候の発現に明確な性差は認められなかった．したがって最大耐量付近と

考えられる 500mg/kgを高用量とした250および125mg/kgの3用量を 1日

1回， 2日間連続して 1群当たり 6匹の雄マウスに強制経口投与し，そのう

ち5匹について小核誘発性を検討した．

3北：ドロキシ今ナフトエ酸投与群における小核多染性赤血球（M団℃E)

出現頻度は陰性対照群と同等の値を示し，統計学的に有意な増加は認めら

れなかったまた，観察全赤血球中の多染性赤血球 (PCE)の割合につい

ては明確な減少傾向は認められなかった．

なお，陽性対照マイトマイシン C腹腔内投与群（投与量0.5mg/kg)にお

いては，全個体とも M団 ℃Eの出現頻度が上昇しており，陰性対照と比較

して統計学的に有意(p:S0.025)な増加を示した

したがって，本試験条件下では3-ヒドロキシ今ナフトエ酸はマウス骨髄

細胞に対して小核を誘発しないもの（陰性）と判断した．

..4-
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2. 表題
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ヒドロキ フトエ酸のマウスを用いる小核試験

試験目的

被験物質のinvivo ける小核赤血球誘発性を検討した．

4. 準拠したガイドラインおよび遵守した GLP

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 15 年 11 月 21 日薬食発

第 1121002 平成 l5•ll•13 製局第 2 号，環保企発第 031121002 号）

• OECD Guideline for the Testing of Chemicals 474 (21st July 1997: Mammalian 

E1y'throcyte Micronucleus Test) 

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 15年 11月21日薬食発第 1121003号，平成 15・11・17製局第 3号，

環保企発第031121004

• 0 ECD Principles of Good LaboratOI)'Practice (Revised 1997, Issued Jan. 1998) 

[Decision of the Council Concerning Mutual Acceptance of Data in the 

Assessment of Chemicals, ENV /MC/CHEM(98) 17] 

5. 試験番号

7817 (115-182) 

6. 試験施設

郵便番号437-1213

静岡県磐田郡福田町塩新田字荒浜582-2

財団法人食品農医薬品安全性評価センター（略称 安評センター）

運営管理者

電話番号0538-58-1266 Fax番号0538-58-1393
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1 試験委託者

郵便番号 100叩 8916

東京都千代田区霞が関一丁目 2番 2号

厚生労働省医薬食品局審査管理課化学物質安全対策室

電話番号03-3595-2298 F邸番号03-3593-8913

8. 試験責任者

郵便番号437-1213

静岡県磐田郡福田町塩新田字荒浜582-2

財団法人食品農医薬品安全性評価センター

電話番号0538-58-3573 Fax番号0538-58-1368

9. 試験責任者の署名および日付

年 日

所属：財団法人

食品農医薬品安全性評価センター

試験責任者

氏名：

10．被験物質管理責任者

（薬理薬効グループ） （平成 16年 8月 10日まで）

（第二試験部） （平成 16年 8月 11日から）

-6 -



11.分担責任者および試験従事者

遺伝毒性実験：

統計解析：

12.試験日程

試験開始日：

【用量設定試験】

動物入荷日：

被験物質液調製日：

実験開始日：

投与開始日：

動物観察終了日：

【小核試験】

動物入荷日：

被験物質液調製日：

投与開始日：

骨髄標本作製日：

小核観察終了日：

実験終了日：

試験終了日：
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平成 16年5月12日

平成 16年5月 17日

平成 16年5月24,25日

平成 16年5月24日

平成 16年5月24日

平成 16 5月26日

平成 16年5月31日

平成 16年6月7,8日

平成 16年6月7日

平成 16 6月9日

平成 16年6月30日

平成 16年6月30日

平成 17年2月28日



13．被験物質

13.1. 被験物質名
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3-ヒドロキシ今ナフトエ酸（英名： 3-Hydroxy今naphthoicacid) 

13.2. ロット番号

DC0201 

13.3． 純度

99.2% 

l3.4． 製造元

13.5. 保存条件

冷暗所

13.6． 保存場所

安評センター被験物質保管庫 (C-1: 4.9~7.3°C;平成 16年 5月21日～平

成 16年7月 15日）

13.7. CAS No. 

92-70-6 

13.8． 化学名

ベタオキシナフトエ酸（BON)

13.9. 構造式

HO 

13.10. 分子量

188.18 

-8 -
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l3.ll． 分子式

cllH803 

13.12. 物質の状態

黄色粉末

13.13． 溶解性

水： 0.05g/L (25°C) 

アルコール，エーテルに易溶

ロロホルム，ベンゼンに可溶

13.14. 安定性

光，空気中にて比較的安定アルカリ物質と反応し発熱する

13.15. 融点

222~223°C 

13.16. 残余被験物質の処理

被験物質の一部（約2g)を保存した後残りは品質試験等の実施のため

被験物質提供元へ返却した．
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14.試験材料および方法

14.1. 試験動物

14.1.1.種

マウス

14.1.2. 系統

BDF 1 (C57BL/6 x DBA/2) [SPF] 

14ふ3．購入先

日本エスエルシー株式会社

14.1.4. 週齢および体重

購入時： 8週齢

FINAL REPORT 

投与時： 9週齢（用量設定試験：【雄】 25.5~27.4g【雌】 19.4~22.0g,小核

試験：【雄】 24.9~28.5g) 

14.1.5. 試験動物数

用量設定試験：雄l5四雌15匹傭髯入数） ；雄 16匹，雌 16匹（入荷数）

小核試験：雄38匹（購入数） ；雄40匹（入荷数）

14.1.6． 使用動物数

各試験群雄雌各3四 4試験群，計24匹（用量設定試験）

各試験群雄6四 5試験群，計30匹（小核試験）

14」.7．種・系統選択理由

安全性試験ならびに小核試験で広く利用されており，入手のし易さ等を

して本系統のマウスを使用した

14.2. 飼育管理

14.2ふ飼育環境

温度ならびに湿度を制御したマウス飼育室 [801号室］ （W 3.5 x D 5.5 x 

H 2.5 m, 48.l mりで動物を飼育した試験期間中の温度は， 23.5~24.6°C

（用量設定試験）および23、4~24.3°C（小核試験），相対湿度は52~64%（用

量設定試験）および54~67%（小核試験）であった換気回数 1時間当た

り18回，照明 12時間（午前7時点灯，午後7時消灯）に設定した．

自動給水装置を取り付けたMicro,.Isolator™System (Lab Products Inc.)ラッ
クを使用し，巧fone製飼育ケージ (W19.0 x D32.7 x H 142.cm,飼育スペー

-10~ 
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ス8822cmりに床敷き (ALPHA咄四：ShepherdSpecialty Papers, Inc. ; Lot No. 

02l04)を入れ，動物を検疫期間中は 2匹，群分け後は 3匹ずつ収容した．

使用した床敷きの分析値が日本実験動物飼料協会／コンタミナント分析基

準案の許容基準値内であることを確認し，その分析結果を最終報告書に添

付した (Referencedata 1). 

飼料

動物には固型飼料(MF：オリエンタル酵母工業株式会社；LotNo. 040310) 

を自由に摂取させた．

使用した飼料の汚染物質に関する分析をロット毎に，財団法人日本食品

分析センターで行った．分析値が日本実験動物飼料協会案の許容基準値内

であることを確認し，その分析結果を最終報告書に添付した (Referencedata 

2). 

給水

動物には水道水を自動給水ノズルから自由に摂取させた．

水道法に基づいた水道水の分析を 3ヵ月に 1回，株式会社エコプロ・リ

サーチで実施した．検査値が上水道水質基準（平成 15年5月30日厚生労

働省令第 101号）の基準値内であることを確認し，その検査結果を最終報

告書に添付した (Referencedata 3). 

検疫および馴化

各動物について疾病の有無を 7日観察すると共に，その間動物を飼育環

境に馴化させた検疫・馴化期間中の観察において，用量設定試験では， 1

例（仮動物番号雌 14番）が検疫・馴化期間中の体重増加量が規定値に満た

なかったことから，群分け対象動物から除外した．その他，体重あるいは

健康状態に異常を示した動物はみられなかった．

個体識別および群分け

検疫期間中はケージに付した仮動物番号と，動物の毛刈により個体の識

別を行った．

1回目の投与当日に動物を体重により層別化し，無作為抽出法を用いて各

試験群（用量設定試験で 3匹／群，小核試験で 6匹／群）を構成するよう

に分けた．各動物は，フェルトペンで尾部に識別マークを記入し識別した．

群分け後のケージには試験番号，動物番号等を記入したラベルを装着した．

なお，余剰動物については炭酸ガスを用いて安楽死させた．

-l 1 -
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14.5． 被験物質液の調製
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被験物質を 0.5w/砂/oメチルセルロース溶液 (0.5w/砂/oMC,400cP溶液：

和光純薬工業株式会社； LotNo. PKG2104)に懸濁させた．

用量設定試験では投与直前に 70.0mg/mL液を準備した後使用媒体で順

次希釈し 49.0,34.3および24.0mg/mL液を調製した．各調製液は，投与

初日ならびに投与2日目の用時に調製した．

小核試験では 50.0mg/mL液を準備した後，使用媒体で順次希釈し 25.0

および 12.5mg/mL溶液を調製した．調製後速やかに投与に用いた．各調製

液は，投与初日ならびに投与2日目の用時に調製した．

14.6． 対照群

14.6.1. 陰性（媒体）対照

使用媒体 (0.5w／卓MC)を投与した．

14.6.2. 陽性対照

・マイトマイシンC(MMC：協和醗酵工業株式会社； 2mgカ価； LotNo囀

415ACF)を5叫の注射用水（日本薬局方注射用水：株式会社大塚製薬工

場；LotNo. K3G77)に溶解し，さらに生理食塩液（日本薬局方生理食塩液：

株式会社大塚製薬工場； LotNo. K3I70)を用いて 8倍に希釈 (0.05m酌址）

した後 0.5m詠gの用量を投与した．投与直前に調製した．

14.7. 用量設定試験（予備試験）

14.7.1. 用量

化学物質等安全データシート (MSDS：上野製薬株式会社提供）によると，

マウスを用いた単回経口投与でのLD5o値は800mg/kgと示されている．本結

果を基に 700m詠gを最高用量とし，以下490,343および240mg/kgの計4

用量を被験物質処理群として設定した．雄雌の両性で実施した．

-12 -
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14.7.2. 試験群の構成

試験群 性
試験用量

動物数 動物番号
(mg/kg) 

240 3 1101~1103 

雄
343 3 1201~1203 

490 3 1301~1303 

3-ヒドロキシ-2- 700 3 1401~1403 

ナフトエ酸 240 3 2101~2103 

343 3 2201~2203 
雌

490 3 230l~2303 

700 3 2401~2403 

14.7.3. 投与方法および投与回数

ガイドラインに従って被験物質の投与経路は経口投与とし，ディスポー

ザブルシリンジとテフロン製ゾンデを用いて 1日1回， 24時間間隔で2日

間連続投与した投与容量は体重 10g当たり O.lmLとし，群分け時の体重

から投与液量 (mL) を求めた．

14.7.4. 体重測定および一般状態観察

動物搬入時，検疫期間終了時（群分け時）および最終投与後24時間に電

子天秤 (PG802-S: Mettler Toledo AG)を用いて体重を測定したまた，死

亡動物については死亡発見時に体重を測定した

初回投与後0,1および23.5時間最終投与後0,1および24時間に動物

の一般状態を観察し，各用量の最終投与後24時間での生存率を求めた．

観察終了後，生存動物については炭酸ガスを用いて安楽死させた．

14.8． 小核試験（本試験）

14.8ふ用量

用量設定試験の結果最大耐量付近と考えられる 500.mg/kgを高用量に

250および 125m哲kgの3用量を小核試験の用量に設定したまた，雄雌の

毒性発現に顕著な差が認められなかったため，小核試験は雄のみで実施し

た．
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評価数5→ 

fl匹（動物番号：3201)認められた250m述g投与群では，生存例5

いて標本を作製し，評価に使用した死亡ならびに評価に
られなかったその他の群では，全てのマウスにつ

，動物番号の小さい順に5匹につしヽて評価

よび被験物質の投与・法等につしヽては1493．にー―・ •^ -

らヽれていることか
し，マイクロシリンジと25G注印汁を用しヽて1回投与した．

g当たり0..:lmL・・とし，群分け時の体重か
(mL)を求めた．． 

14?•8.5. 体重測定および・・般状態観察
動物搬入時，検疫期間終了時（群分け時）およ．．．標本作製直前に電子天
秤(PG802-SあるいはPG2•2)を用Vヽて体重を測定した．
初回投与後1,四時間および最終投ロ・後0,1時間ならびに標本・製時に
動物の一般状態を観察した事／． 対照群につしヽては，投与後0,1時間なら
びに標本作製時に一般状態を・察した

14.8.̀6骨疇暉本碍製
最終投与後24時間（・・・対照群は投与後叫時間）i:に動物を炭酸ガス吸

入法で安楽死させた．・・・ ・骨を摘出し少量の・・働化(56°C,30分）済みウ
.̀..14日
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シ胎児血清（InvitrogenCorp. ; Lot No. 1165723)を用いて骨髄細胞を洗い出し，

遠し分離法により余剰血清を除いた後，各動物につき 3枚の塗抹標本を作製

した．十分に乾燥させた塗抹標本をメタノールで固定した．その後各動物

につき 2枚の塗抹標本を3％ギムザ液（MerckKGaA ; Lot No. 0B279210)で

30分間染色した．1/100mol/Lナトリウム・リン酸緩衝液 (MerckKGaA : 

pH 6.8 :Lot No. TP601374)および精製水で洗浄し，乾燥させた．さらに0.01%

クエン酸水溶液および精製水で洗浄した後，再び乾燥させた．

生存動物全例について骨髄塗抹標本を作製した．

14.8.7. 小核を有する多染性赤血球（小核多染性赤血球）の観察

全ての標本をコード化した後，マスキング法で観察した．

動物 1匹当たり 2000個の多染性赤血球(polychromaticerythrocyte : PCE) 

を顕微鏡下 (x1000)で観察した．小核多染性赤血球（血cronucleated

polychromatic erythrocyte : MNPCE)数を計測するとともに，骨髄に対する

影響を調べるため観察赤血球 500個中の多染性赤血球数についても計測し

た．

14;8.8. 観察赤血球中の多染性赤血球の割合の算出

観察全赤血球に対する多染性赤血球の割合は次式を用いて算出した鯵

多染性赤血球の割合（％） ＝ 多染性赤血球数

観察全赤血球数
X 100 

'r"' 14.8.9． 小核多染性赤血球出現頻度の算出

小核多染性赤血球の出現頻度は次式を用いて算出した．

小核多染性赤血球出現頻度（％） ＝ 

14.9. 結果の解析

小核多染性赤血球数

観察全多染性赤血球数
X 100 

各試験群の小核多染性赤血球の出現頻度は陰性対照群と他の群（陽性対

照群を含む）において，条件付き二項検定 (Kastenbaum皿dBowmanの推

計学的方法：有意水準上側0.025)を行った．

観察赤血球中の多染性赤血球の割合は，陰性対照群と他の群（陽性対照

群を含まない）においてDunnettの多重比較（有意水準：両側0.05)を行い，

-15 -
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陰性対照群と陽性対照群においてはAspin-Welchのt検定（有意水準：両側

0.05)を実施した．

陰性対照群と比較し，被験物質処理群あるいは陽性対照群において統計

学的な有意差が認められた場合，陽性と判定した．

-16 -
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16.考察および結論
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3.ヒドロキシ辛ナフトエ酸の変異原性，すなわち小核赤血球誘発性の有

無を検討するため，雄マウスを用いてinvivo小核試験を実施した．

用量設定試験結果を基に，最大耐量付近と考えられる 500mg/kgを高用

量に250および 125mg/kgの3用量を設定したまた，雄雌の毒性発現に

顕著な差が認められなかったことから，小核試験は雄のみで実施した．

34：ドロキシ-2ーナフトエ酸投与群におけるMN.E℃E出現頻度は各処理群

とも陰性対照群と同等の値を示し，統計学的に有意な増加は認められな

かったまた，観察全赤血球中のPCE比についても統計学的に有意な減少

はみられなかった．

本被験物質3-ヒドロキシ今ナフトエ酸（3幽Hydroxy全naphthoicacid)の遺

伝毒性ならびに発がん性に関する報告はなかった．

類縁体である 2-ナフトール (2-Naphthol)についてはヒトリンパ球ならび

にマウス骨髄での染色体異常試験で陰性1)と報告されている．

類縁体であるナフタレン (N叩hthalene), aーナフチルアミン (a

-Naphtylamine)はCHL細胞を用いた染色体異常試験で陽囲),1-ナフトール

ー牛スルホン酸ナトリウム (1-Naphthol幽4..sulfonicacid sodiwn salt)は細菌を用

いる復帰突然変異試験およびCHL細胞を用いた染色体異常試験で陰性2)と

の報告があった．

また，陰性対照のM畑 CE出現頻度，観察全赤血球中のPCE比は背景デー

タの範囲内 (Appendix8)であり，かつ陽性対照は十分な反応を示していた

ことから，本試験が適切な条件下でなされたと判断された

以上の試験結果から，本試験条件下において 3-ヒドロキシ-2-ナフトエ酸

のマウスに対する小核の誘発性，すなわち染色体の構造異常ないし数的異

常誘発性は，ないものと判定した．
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19.試験関係資料の保存

本試験の下記資料は安評センターにて最終報告書提出後10年間保存する

その後の保存については試験委託者と安評センターで協議の上別途定め

•試験計画書（正本）

•被験物質，被験物質に関する資料（使用記録，調製記録，その他）

•生データ（投与記録，体重測定記録，症状観察記録，小核標本作製記録，

小核試験観察記録，その他）

•骨髄塗抹標本

•最終報告書（正本）

•その他の試験関係資料
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20.予見することができなかった試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのある事態およ

び試験計画書に従わなかったこと

1.【内容】

平成 16年5月26日， 12時42分，温度集中監視システムに通信異常が発

生したため， 12時50分から 13時 10分の間は安評センター被験物質保管庫

(C-1) の温度を記録することができなかった．

【判定】

当該期間中も被験物質保管冷蔵庫は問題なく稼動していた．また，保管

期間中の最低ならびに最高温度は基準値内であったことから，本逸脱は試

験の信頼性に影響を及ぼすことはないと判断した．

2.【内容】

試験計画書のp.12/15「12.8.6. 骨髄塗抹標本の作製」には「0.001％クエ

ン酸水溶液で洗浄」と記載されているが，実際には 0.01％水溶液を用いて

しまった．

【判定】

陰性対照群のPCE比は判定基準内であったことから，標本は適切に染色

されていると考えられたしたがって，本事象は試験結果に影響を及ぼす

ことはないと判断した．

3.【内容】

試験計画書のp.12/15「12.9. 結果の解析」には「観察赤血球中の多染性

赤血球の割合については Dunnettの多重比較法を用いて有意差（有意水準

0.05)を判定する．」と記載されているが，実際には Asp血Welchのt検定

（有意水準両側0.05) を用いて有意差を判定した

【判定】

陽性対照群は陰性対照群との二群間比較を実施すべきであることから，

試験計画書記載の多重比較は不適当であったと判断した．したがって，本

逸脱は試験の信頼性に影響を及ぼすことはないと判断した．

4.【内容】

試験計画書の変更書（I)のp.1/4「(1)p. 7/15 12.1.5. 試験動物数」

には，雄36匹と記載されているが，実際には雄38匹であった

【判定】

単純な記載ミスと考えられること，適切な動物数を小核試験に確保でき

たことから，本逸脱は試験の信頼性に影響を及ぼすことはないと判断した．

-20 -
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Table 1 伽rtality in the dose-finding study冒ith3-Hydroxy-2-naphthoic acid 
[male mice receiving two doses] 

Exp. No. 7817 (115-182) 

Compound Dose Animal Time after the administration Morta Ii ty 
(mg/kg) ID-No. 0 h 1 h 23.5 h 24 h* 25 h 48 h 

Test substance 240 1101 I ive I ive I ive I ive I ive I ive o I 3 
1102 I ive I ive I ive I ive I ive I ive 
1103 I ive l ive I ive I ive I ive I ive 

343 1201 I ive I ive I ive I ive I ive I ive 0 / 3 
1202 I ive l ive I ive live I ive I ive 
1203 I ive I ive I ive I ive I ive I ive 

＇・ ・・・・←十口 上→——→· --- - • -~』、』•』・炉 9 ← → • J:」}• □→」-」ょ・．．． ．．． ． ． →一〒ー―→·—ー→ • J9 →9 上 し」」U-... —→—--—←·-- •ぃー＊“”“ q、 』しいP』い""^ ” 

490 1301 I ive I ive I ive I ive I ive I ive o I 3 
1302 I ive I ive I ive I ive I ive I ive 
1303 I ive I ive I ive I ive I ive I ive 

,_ ・"-- ---- ---— •—-- - んし LHU心，． ヽ•凸• ユ L• --- -」-- - - --- • -」 --- -9 "A.r .,.,.. .. " 

700 1401 I ive I ive I ive I ive I ive I ive 1 / 3 
tJ 1402 I ive I ive I ive I ive dead 
tv 1403 I ive I ive I ive I ive I ive I ive 

―----・・ー ・- -- - -- - ------ -―-m・『-r ・・・・ゴ ・ー• • --- ----― ―---- -- --__--- -- -•- - - --- -----~-- --- -- ---- - -へ・ - -- m - -•- ---------~- ----~ ---- ---------------------~ - ------ --- --」---- ___  - - -- -- -______  

*, just after the second dose 
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Table 2 伽rtalityin the dose-finding study with 3-Hydroxy-2-naphthoic acid 
[female mice receiving two doses] 

Exp No. 7817 (115-182) 

Compound 

Test substance 

Dose 

(mg/kg) 

240 

Animal 
ID-No. 0 h 

2101 I ive 
2102 I ive 
2103 I ive 

?201 I ive 
2202 I ive 
2203 live 

Time after the administration 
1 h.. 23. 5 h.  24 h* 25 h 

Mortality 
48 h 

e
e
e
 

v

v

>

 

・1
・1
.. uヽ

e
e
e
 

v
>
"
>
 

.
1
・
1
・
1

e
e
e
 

v

v

>

 

・1
.. ,'・
1

I ive 
I ive 
I ive 

I ive 
I ive 
I ive 

343 e
e
e
 

v

v

>

 

.

.

.
 ______,・コ—- -— ← • 

490 

e
e
e
 

v

>

>

 

・
1
・
1
.
I

2301 I ive I ive I ive 
2302 I ive I ive I ive 
2303 I ive I ive I ive 

・- ----・- - ----―←  ̀ ....  - •• -、-- - •一·

700 2401 I ive I ive I ive 
2402 I ive I ive I ive 
2403 I ive I ive I ive 

・・---- ・-・--.  ---・  - --・・-- - --------・  ----・-- ---- --・---・-----・- ・・-・-・ ・- ---・  - ・-----------......  - ・・---・-・ -・ -------..ヽ-- -..  ・ ・--―-•- •ヽ

* : just after the second dose 

I ive I ive 
I ive I ive 
I ive I ive 
”• ・し 9 - • →一 ―..”“.、..“..“”

I ive I ive 
I ive I ive 
I ive I ive 

o I 3 

,

J

1

,

 

じ
1

I ive 
I ive 
I ive 

------~~--~-~- ----べ 99,. 9 ~ "”’^ し ’＂‘いッ

I ive O / 3 
I ive 
I ive 

0 / 3 

I i ve I i ve I i ve 
I i ve I i ve I i ve 
live live live 

..... . - -. . . - . . -・ . ― ` ̀、•一し‘ ▲- - -

o I 3 
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Table 3. Micronucleus assay with 3--Hydroxy-2-naphthoic acid 
[male mice receiving two doses] 

Exp. No. 7817 (11ふ182)

Number Frequency Range of Ratio of 
Compound Dose of of MNPCE [%] MNPCE/2000PGE PCE [%] 

(mg/kg) ani岡Is (Mean士 SD) (Min -Max) (Mean士 S.D.) 

0. 5 w/v% MC a) 

゜
5 0.18士 0 04 3 - 5 53 4士 7. 1 

Test substance 125 5 0 26土 0 11 3 - 8 56 6士 10.4

250 5 0 28士 0 10 4 - ， 55 1士 9.4 

500 5 0. 19士 0. 11 1 - 6 58 4士 9 9 

幽Cb) 0.5 5 0 97士 0 12 * 16 - 22 46.0土 7 7 

--- •一-- -・ --- ··』___m-•-•—-- -"  ••- -- -- ―- • - - -▼ー▲ー・ —— →~ヘヽ—―•〒•• ●● →● ~... ---- . - -- — • --『ーヘー. --·一→一ヽ—•←-•- ・・-----.ー」 • •-- 』--- - ., ,, ___----―------- ------―------ ----------------

tヽ Significant difference from control : Kastenbaum and Bowman *P ~O 025 
4 a). Negative contro I (0 5 w/v% Me thy Ice 11 u I ose so I ut ion) 

b). Positive control (Mitomycin C) 
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Appendix 1. Body wei帥tinthe dose-finding study with 3-Hydroxy-2-naphthoic acid 
［皿lemice receiving two doses] 

Exp. No. 7817 (115-182) 

Body weight of each period (g) 
C叩 ound Dose Animal 0ain a) 

（醗／kg) l 0-No. Received Al located Dead Sacrificed (g) 

Test substance 240 1101 22ゞ， 26.2 26.5 0.3 
1102 23コ 1 25.9 25. 7 -0.2 
1103 24、4 27.4 27.9 0、5

Mean士 S.D. 23.5土 0.8 26.5士 0 8 26. 7士 1. 1 0.2士 0.4 

343 1201 21.8 26. 1 24.8 -1. 3 
1202 23.0 25. 7 24, 7 -1.0 

い 1203 23 4 26. 7 26 7 0、O
し

枷an士 SO・ 22. 7士 0.8 26.2士 0,5 25 4士 1. 1 -0. 8士 。 *7 

490 1301 
1302 
1303 

23.8 
22. 7 
22。1

27.2 
26.0 
25.8 

Mean士 S.D. 22. 9士 0.9 26. 3士 0.8

26.5 
24. 7 
24.5 

25. 2士 1.1 

-0. 1 
-1. 3 

-1 ̀ 3 

-1. 1士 0.3

700 1401 
1402 
1403 

23, 7 
21, 6 
23, 1 

7
5
5
 

，

｀

 

6
5
6
 

2
2
2
 

24. 1 

Mean土 S.0. 22. 8土 1,1 26. 2士 0.6

25.3 

25.3 

25.3土 0.0

-1.4 

-1. 2 

-1. 3土 0.1 

a) : Gain=sacr if iced-al located 
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Appendix 2. Body weight in the dose-finding study with 3-Hydroxy-2-naphthoic acid 
[f暉alemice receiving two doses) 

Exp, No・ 781 7(1 15-182) 

Body weight of each per i od (g) 
C暉pound Dose Animal Gain a) 

(mg/kg) IONo、 Received Al located Sacrificed (g) 

Test substance 240 2101 17. 6 19,9 19 5 -04 
2102 19.3 21.6 2 1. 4 -0.2 
2103 18. 7 20. 1 19. 9 -0. 2 

Mean土 S.0. 18.5土 0.9 20.5土 0, 9 20 3士 1.0 -0 3士 0. 1 

343 2201 18.4 19.6 18.5 -1. 1 
2202 20.6 21. 9 22.0 0. 1 

い 2203 1 8. 1 19.9 20. 7 0.8 

゜ Mean土 S.D. 19.0士 1. 4 20.5士 1. 3 20.4士 1.8 -0.1土 1. 0 

490 2301 
2302 
2303 

3
6
5
 

•9 

8
9
8
 

1
1
1
 

20.4 
21, 3 
19. 4 

2
8
1
 

2
9
9
 

1
1
1
 

Mean士 S.ll. 18. 8士 0.7 20. 4士1.0 17.2土 44 

-8.2 
-1. 5 
0.3 

-3. 1士 4,5

700 2401 
2402 
2403 

1 8 ̀ 3 
20、8
18 8 

2 1. 1 

22 ̀  o 
1 9. 4 

1 9, 4 
20, 7 
1 8, 6 

Mean士 S.D. 19. 3士 1、3 20.8土 1.3 19.6士 1.1 

-1 ・ 7 
-1.3 
-0.8 

-1. 3土 0.5

a) : Gain=sacr if iced-al located 
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Appendix 3冷 Clinical observations in the dose-finding study with 3-Hydroxy-2・-naphthoic acid 
[male mice receiving two doses] 

Page 

Exp. No. 7817(115-182) 

Compound Dose 
(mg/kg) 

Animal 
10-No. 

Test substance 240 

490 

-
2
7
`
 

t 101 norma I norma I norma I norma I norma I norma I 
1102 norma I norma I norma I norma I norma I nor ma I 
1103 norma I norma I norma I norma I norma I norma I 

- - -―`ム- - - --------- - - ― -- - -------—→一--―`―- - - --- - - - ---

343 1201 normal normal normal normal normal normal 
1202 norma I norma I norma I norma I norma I nor ma I 
1203 normal normal normal normal normal normal 

“- - - ^ - -'^--" - -- -—今“-P- -.---- ----~---------------------------------

1301 norma I norma I norma I P norma I norma I 
1302 norma I norma I norma I P norma I norma I 
1303 norma I nor ma I norma I norma I norma I norma I 

- - - - -”V  -- -- --- ~ - -- - -̂  • -- - - - --- - - - - - - - - - -- -

1401 P norma I norma I P P norma I 
1402 P norma I norma I P dead 
1403 P norma I norma I P norma I norma I 

- - -、- -“--- - - - - -- --- - - - -- t -—い V - - -- - - - ^-

」 - . .. ムー→

700 

ー• ● ● ● . . . . . . . . .  

P : Prone position 
* : just after the second dose 
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Appendix 4. Clinical observations in the dose-finding study with 3-Hydroxy-2-naphthoic acid 
[female mice receiving two doses] 

10073 Page 

Exp. No. 7817(115-182) 

Compound 

Test substance 

Dose 
(mg/kg) 

... 

240 

343 

Animal 
ID-No. 

2101 normal normal normal normal normal normal 
2102 normal normal normal normal normal normal 
2103 normal normal normal normal normal normal 

2201 normal normal normal normal normal normal 
2202 normal normal normal normal normal normal 
2203 normal normal normal normal normal normal 

,
2
O
O
I
 

490 2301 norma I norma I norma I P norma I norma I 
2302 norma I norma I norma I P norma I norma I 
2303 norma I norma I norma I P norma I norma I 

--- --- -------- - -- -.  - --- ------- - - - - 、-- -- --- -------- - --- ----- - --—-- -- ••- - - •- -•一•- --.  - - --- ----

700 2401 P P. DLA norma I P norma I norma I 
2402 norma I norma I norma I P norma I norma I 
2403 P norma I norma I P norma I norma I 

- -- ------ - - - - - -- --- ---- - ---- -• • ••一••---- --- --- .・ー • 一.一ー_ ＿—一 、ー―_ -―-

P : Prone position 
DLA: Decrease in locomotor activity 
* : just after the second dose 



罐 b)

2印
圃 匹償）

[PGE鳩］

細

鵬匹（＄）

［匹眉］

0.5 
圃応（眉）

［匹眉］

3202 
0.45 

[ 65. 8] 

3301 
0.30 

[ 47.4] 

3舶1
1.00 

[ 58. 2] 

3203 
0.20 

[ 43. 2) 

3302 
0.06 

{ 64. 6] 

3402 
0.90 

[ 43. 6] 

a): Negative control (0. S胃／咋駈thylcellulose solution) 
b) : Positive control債itOIIIYCinC) 

3204 
0.25 

[ 62. 2] 

3303 
0.25 

[ 49.8] 

3403 
1.05 

[ 38. 2] 

3205 
0.20 

[ 55.8] 

3304 
0.25 

[ 71. O] 

3404 
0.80 

［祁．2]

3206 
0.30 

[ 48. 4] 

3305 
0. 10 

[ 59. 21 

3405 
1. 10 

[ 41. 8] 
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Appendix 6. Body weight in the micronucleus assay with 3-Hydroxy-2-naphthoic acid 
[male mice receiving two doses) 

Exp. No. 7817 (115-182) 

Compound Dose Animal 
(mg/kg) 10-No. Received 

人 —-----~------------ -- ― `―▼—?”`――、 • - -ム← -- ー一V- --

0.5 w/v%齢 a) O 

,
3
0
,
 

3001 23 8 
3002 23.3 
3003 2 2, 2 
3004 24.5 
3005 23.5 
3006 23.4 

Mean士 SD. 23 5士 0, 8 

------------------—-----

Body weight of each period (g) 
6ain b) 

Al located Dead Sacrificed (g) 

26 6 26. 1 -0. 5 
26 1 25.5 -0 6 
26.2 24.5 -1 7 
2 •I. 7 27.。 -0. 7 

28.4 26.2 -2 2 

25 4 24. 6 -0 8 

26. 7士 1. 1 25. 7士 1. 0 -1. 1士 〇̀“l

--’コ —-------- -- -----~--—-m• ーよー―――← - ---- ------- - - - - ---

Test substance 125 3101 25 5 28.5 27、3
3102 23 5 25 9 25 1 
3103 23. 7 26.5 26. 1 
3104 23 5 26. 1 25.8 
3105 22.3 25 2 25 0 
3106 23. 5 27 8 26 8 

Mean士 S.D 23 7士 1 0 26 7士 1. 2 26 0土 0 9 

→ ·一▼ー――-----『-·’→• -- -" ·•• 9 -. -- - • - --_  ----r- - -—----·--―-·呵·ヽ·· 一- ＿と 上—_ ___  _ ___-------- -·'-ャ"―--..一←一~一―"”←__:—- ------ -―  - - •- - ------しと→・ ___“と―—. --------- ---------—`—•·—---

250 3201 23 3 26 0 25、 2
3202 23 2 27 8 26 1 
3203 25, 2 26.5 27. 0 
3204 22.4 25.3 25. 1 
3205 24 0 27.4 27.5 
3206 23.0 25.9 25.4 

Mean士 S.D. 23.5土 l ̀ o 26 5士 1.0 26.2土 1. 0 

4
 ゜

2
8
4
3
2
0
 

ー
0

0

0

0

1

+
i

＿

i

一

1

-

C

7
 ゜
-1. 1 
0.5 

-0.2 
0. 1 
-0.5 

-0.4土 0.8

a): Negative control (0.5 w/v%闘ethyleel lulose solution) 
b): Gain=Sacrificed-Allocated 
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Appendix 6. --continued Exp̀ No. 7817 (115-182) 

Body weight of each per i od (g) 
Compound Dose Ani呻1 Gain b) 

（暉／kg) 10-No. Received Al located Dead Sacrificed (g) 

Test substance 500 3301 22.9 25.4 24.5 -0 9 

3302 22.3 25.5 24. 1 -1 4 

3303 24.6 27, 1 26.8 -0 ̀ 3 
3304 23 6 27.0 25.2 -1“8 
3305 25 1 28 2 26.9 -I 3 
3306 23 9 26.0 26 2 0 2 

Mean士 SD 23 7士 1』。 26 5士 1 1 25. 6士 I 2 -0 9士 0 7 

ーし—- ------ -------------- ・---- ----・--- ---・--------・  - - -- -------・ 、・→●『ー― ------ - - - - ---- - --- -----: -- - - ---- -• -- - --』—-- -- -__  ·-•』-—→—---~· --

（ょ」

一 MMC c) 0 5 3401 23.0 24 9 24 5 -0 4 

3402 23 2 25 6 25 6 0 0 
3403 26 2 27 3 26 9 -0 4 
3404 23 8 27 1 25 6 -1. 5 
3405 24 7 28 3 27 5 ―`° • 8 
3406 23 7 25. 7 25 2 ―、05 

Mean土 SD. 24 1士 1 2 26 5士 1 3 25 9士 1. 1 -0.6士 0.5 

` :--— → →『-- - - -,『呵ー —-•~ - -- -— ー→ー『呵ー 一-・―--- ” し贔 ーロ ー—- - ._  _ - - ・-------- - ~ ---------—→ー―------------ -—- --------- ------ --・ ・-・-------------------- ------ ・-------------

b). Gain二Sacrif iced・ A 11 ocated 
c) Positive contro I (Mi t:omyc in C) 
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Appendix 7. Clinical observations in the micronucleus assay with 3-ttydroxy-2-naphthoic acid 

[male mice receiving two doses] 

10073 Page 

Exp. No. 7817 (115-182) 

Compound Dose Animal 
(mg/kg) I O4No. 

0.5 w/v% MC a) 

゜
3001 normal normal normal normal normal 

3002 normal normal normal normal normal 

3003 normal normal normal normal normal 
3004 nor呻 l normal normal normal normal 
3005 normal normal normal normal normal 
3006 normal normal normal normal normal 

---~-----

Test substance 

,

1
J

'

 

f
 

. ・・--.  

250 

. 

幽Cb)

3101 normal normal normal normal 
3102 norma I norma I norma I norma I 
3103 norma I norma I norma I norma I 
3104 nor ma I nor ma I norma I nor ma I 
3105 norma I norma I norma I norma I 

3106 norma I norma I nor ma I norma I 
- ---―-------- -.. ----------~------- -- -- --------~------- - -.  ---------------------------

3201 norma I norma I dead 

3202 norma I norma I norma I norma I nor ma I 
3203 norma I nor ma I norma I norma I norma I 
3204 norma I norma I norma I norma I norma I 
3205 norma I norma I norma I norma I norma I 

3206 norma I norma I norma I norma I norma I 
--- - ---------------------------- -- - -------- ・・-.. -- ---------- ---------------------------------------------.. --—---- --- -------------------------- --------

500 3301 norma I norma I norma I norma I norma I 

3302 norma I norma I norma I norma I norma I 
3303 norma I norma I nor ma I norma I norma I 

3304 norma I norma I P norma I norma I 
3305 norma I norma I DLA, P norma I norma I 
3306 norma I nor ma I norma I norma I norma I 

――-- --. ----.. -- --- -------・ --・- -- --・- ------ - -・ - -----.. ---・ 

0. 5 3401 normal normal normal 

3402 normal normal normal 
3403 norma I norma I norma I 

3404 norma I norma I norma I 
3405 norma I norma I norma I 
3406 norma I norma I norma I 

125 normal 
normal 
normal 
normal 
normal 

normal 

DLA: Decrease in locomotor activity 
P : Prone position 
* : In the positive control group, time after the administration 
** : just after the second dose 
a) : Negative control (0.5 w/v%馴ethylcellulosesolution) 
b) : Positive control (Mitomycin C) 
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Appendix 8. Historical control data (micronucleus assay on BDF 1 mice) 

Historical control values ofmicronucleated polychromatic erythrocytes (M畑 CE)

Dose Frequenc~~ ~~MNPCE Acceptable range 

Group (mg/kg) n (Meよ:Js,D.)Lower Upper 

Negative control 

゜
100 0.235土0.101 0.00 0.54 

Historical control v.alues of ratio of polychromatic erythrocytes (PCE) to total erythrocytes 

Dose RatioofPCE Acceptabler皿ge

(mg/kg) n (Me:]]S.D.) 了二：
0.  100 55.28土7.05 34.1 

Group 

Negative control 

Negative control: Including Saline, 0.5% CMC, 0.5% MC, etc. 

Theabove紅epooledda組fromJune 20, 2001 to November 20, 2003. 

The釦ceptabl.erange was calculated by the control limit from Mean土3>< S.D. 

Upper 

76.4 

-33 -

’~ 9,  •—, 9'人
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［言□三□3

監 闘八で
A Nestle'Purina PetCare Company 

Checkerboard Square • St. Louis, MO  63164 
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NC  PAL、 A Nestle'Purina PetCare Company 
NPANALYTICAL‘や

LABORATORIEs 
Checkerboard Square • St、 Louis,MO  63164 

；●mpltNn.: L04l2694,l R虹 02II912004

Report叫： 02l2812004 
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も咤，” 分析試験成績書

依頼者オリエンタル酵母工業株式会社

検体名 MF・MF粉末 Lot040310 
訂口法人

日本食ロ
東京本部 〒15
大阪支所 〒66

・・・ 名古屋支所〒46
ど九州支所 "f 81 

Exp No. 7817 (115-182) 

第104032325-00!号
2004年（平成16年）03月26日

::悶:;:~一｀―紅丁目3番
2004年（平成16年）03月15日当センターに提出された上記検体について分析試験した結果は次のとおりです。

分析試験結果

分析試験項目 結 果 検出限界 注 方 法

総水銀 0.03 ppm 還元気化原子吸光光度

法

カドミりム 0. 05 PPill 原子吸光光度法

鉛 0.23 ppm 原子吸光光度法

ヒ素(Asとして） 0. 2 ppIll 原子吸光光度法

tvン O. 47 ppm 蛍光光度法

;-BHC 検出せず 0.005 ppm がスクDマトゲう7法

DDT 検出せず 0.05 ppm が砂Dマトゲう7法

7}iドリン 検出せず 0.0! ppm がスクnマトゲう7法

ディルドリン 検出せず 0.01 ppm がスク0マトク＇う 7法
エンドリン 検出せず 0.01 ppm がスクnマトグう7法
勺・タクn}} 検出せず 0. OJ ppm がスクnマトク“う7法

マうチオン（マうリン） 検出せず 0.05 pp田 が氾9Dマトク＇う 7法
I\•うテオン 検出せず 0.05 ppm がスクDマトク・カ法

”升キシンBl 検出せず 5 ppb 高速液体如マトダう7法

77うトキシンB2 検出せず 5 ppb 高速液体クDマトゲう9法

77うトキシンC1 検出せず 5 ppb 高速液体クDマトゲう7法

77うトキシ冷 検出せず 5 ppb 高速液体クDマトグう7法

PCB 検出せず o. 01 11pm がスク四トダうフ法

エストうジオール 検出せず O.OJ ppm 高速液体如マトグラフ法

ニトロリシ•”~”ミン 検出せず 0.0l p皿 がスクnマトタ・う7-TEA法

こ卜nリジェチ訂ミン 検出せず 0.01 p畑 がス9Dマトグう7-":A法

以上

本成績書を他に掲載するときは当センターの承認を受けて下さい．

団正人曰本食品分析セブラー
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検杏証明書

財団法人

食品勝医薬品安全性評価センター様

事業者名株式

124-0053静

第041706-5号

平成16年 5月28日

サーチ

0番地

8-5274 

FAX 0543-47-7446 

試料の受付

日王1三言／す：長巳：」；，料｀：：毒性試験棟二部動物飼育室

ご依頼を受けました上記試料について検査した結果は下記の通りです。

検査の対象 ！検 査 結 果 検査の対象 検査結果

一般細菌 個／ml

゜
トリクロロ酢酸 mg/L 0. 009 

大腸菌 陰性 プロモジクロロメタン mg/L 0.0094 

カドミウム mg/L o. 001未満 プロモホルム mg/L 0. 0136 

水銀 mg/L 0. 0005末瀾 ホルムアルデヒト mg/L 0.012 

セレン mg/L 0. 001未満 亜鉛 mg/L 0. 01未満

鉛 mg/L 0. 001末満 アルミニウム mg/L 0. 06 

ヒ衷 mg/L 0.001未満 鉄 mg/L o. 02 

六価クロム mg/L 0.005未満 銅 mg/L 0.01未満

シアン mg/L 0.001末満 ナトリウム mg/L 10 

Iロ硝駿ッ性素室素及び亜硝駿性窒素 mg/L 0. 8 マンガン mg/L 0. 005未満

mg/L 0. 08未満 塩素イオン mg/L 10 

四塩化炭素 mg/L 0. 0002未満 カI砂ンウム・マク’ネシウム等（硬度） mg/L 41 

1.4ージオキサン mg/L 0. 005未満 蒸発残留物 mg/L 90 

1, lーシ・クロロエチレン mg/L o. 002未満 陰イオン界面活性剤 mg/L 0.02未満

ヅクロロメタン mg/L o. 002未満 非イオン界面活性剤 mg/L 0. 005未満

シス-1,2-ヅクロロエチレン mg/L 0. 004未満 フェノール類 mg/L 0. 005未満

テトラクロロエチレン mg/L 0. 001未満 有機炭素(T_QC) mg/L 0. 5未満

トリクロロエチレン mg/L 0. 003未満 pH値（15℃) 7. 6 

ベンゼン mg/L 0, 001未満 味 異常なし

クロロ酢酸 mg/L o. 002未満 臭気 異常なし

クロロホルム rng/L 0. 0186 色度 1度未満

ヅクロロ酢酸 mg/L o. 005 濁度 1度未満

ジプロモクロロメタン mg/L o. 0067 残留塩素 mg/L 0. 3 

臭素酸 mg/L 0、001 考察

総籾ハロメタン mg/L I 0. 0483 上記水質項目については水質基準に適合

平成15度厚生労働省告示第261号 ＊ホルムアルデヒト 天気：雨

測定方法 I但し、塩素イオンはJIS K 0101 32. l 気湿：24.0℃水温：22.6℃

検査責任者 1瑛境計量士登録第環5125号
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