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1. 要約 

 

2段階発がんモデルによるラット肝中期発がん性試験（伊東法）を用いて、2-ビニルピリ

ジンの肝発がんプロモーション作用の有無を検索し、その発がん性を予測した。 

本試験は、被験物質投与群 4群、陰性（媒体）対照群及び陽性対照群の計 6群の構成で、

各群とも 20匹のF344雄ラットを用いた。起始物質としてジエチルニトロソアミン（DEN）

200 mg/kgを単回腹腔内投与した（以降、DEN処置と表記）。DEN処置後、第 3週目よ

り 6週間、オリブ油に溶解した被験物質を 0（媒体対照群）、15、30、60、120 mg/kgの

用量で、また陽性対照群として生理食塩水に溶解したフェノバルビタールナトリウムを 25 

mg/kgの用量で毎日 1回、強制経口投与した。なお、DEN処置後、第 3週目の終わりに肝

臓の 2/3切除手術（以後、PHと表記）を行った。投与終了日の翌日に生存動物を安楽死さ

せ、肝臓の前腫瘍性病変である胎盤型 Glutathione S-transferase（GST-P）陽性細胞巣の

発生を検査した。 

被験物質による影響として、120 mg/kg 投与群で投与後に流涎が散見され、また摂餌量

の増加が認められた。被験物質に起因する動物の死亡は認められなかった。肝臓の相対重量

は 60及び 120 mg/kg投与群で有意な増加が認められた。肝臓の GST-P陽性細胞巣の単位

面積あたりの個数及び面積は、媒体対照群と比較して低値傾向を示したが、統計学的な有意

差は認められず、投与による肝臓の組織学的変化も認められなかった。陽性対照群における

GST-P 陽性細胞巣の単位面積あたりの個数及び面積は、いずれも媒体対照群と比較して有

意な高値を示した。 

以上、2-ビニルピリジンは、ラット肝臓における発がんプロモーション作用を示さず、そ

の発がん性は陰性と結論した。 
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付表 1 2-ビニルピリジンの肝中期発がん性試験結果（肝臓の GST-P陽性細胞巣） 

投 与 量 
評価 
動物数 
（匹） 

GST-P陽性細胞巣 

陽性細胞巣数 
（細胞巣数／cm2） 

陽性細胞巣面積 
（mm2／cm2） 

0 mg/kg 
（媒体対照群） 18 3.57±0.83 0.32±0.13 

15 mg/kg 16 3.28±0.90 0.25±0.08 

30 mg/kg 19 3.21±1.16 0.26±0.12 

60 mg/kg 19 2.78±1.18 0.21±0.11 

120 mg/kg 16 3.18±1.29 0.26±0.17 

フェノバルビタールナトリウム 
25 mg/kg 

（陽性対照群） 
13 6.94±1.52** 0.50±0.12## 

** :  p≦0.01で有意（Aspin-Welch検定） 
## :  p≦0.01で有意（Student t検定） 
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2. 試験材料 

2-1. 被験物質 

2-1-1.  被験物質の名称等 

名 称 ： 2-ビニルピリジン（2-VP） 

 2-Vinylpyridine 

別    名 ： 2-エテニルピリジン 

CAS No.  ： 100-69-6 

 

2-1-2.  被験物質の構造式及び分子量（文献 1） 

構 造 式 ： 

N CH CH2  
分 子 量 ： 105.14 

 

2-1-3.  被験物質の物理化学的性状等（文献 1） 

性 状 ： 茶色(淡黄色)液体 

比 重 ： 0.9983（20℃） 

融 点 ： -30℃以下 

沸 点 ： 159～160℃ 

蒸 気 圧 ： 1.33 kPa（44.5℃） 

溶 解 性 ： メタノール、ヘキサン、クロロホルムに可溶 

水に 27.5 g/L（20℃）溶解 

保 管 条 件 ： 冷凍保管（-0℃以下） 

 

2-1-4. 被験物質の使用ロット等 

名 称 ： 2-ビニルピリジン 

製 造 元 ： 東京化成工業(株) 

規 格 ： 東京化成 1級 

純 度 ： 99.0 %（東京化成工業(株)検査成績データ） 

ロ ッ ト 番 号 ： UOZZO 
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2-1-5. 被験物質の特性・同一性、安定性 

2-1-5-1. 特性・同一性 

 被験物質の同一性は、赤外吸収スペクトルを赤外分光光度計（ (株)島津製作所、    

FTIR-8200PC）を用いて測定し、文献値（文献 2）と比較することにより確認した。 

 その結果、物質の赤外吸収スペクトルは、文献値（文献 2）と同じ波数にピークが認め

られ、被験物質は 2-ビニルピリジンであることを確認した。 

 それらの結果は APPENDIX 1-1に示した。 

 

2-1-5-2. 安定性 

 被験物質の安定性は、使用開始前及び使用終了後に赤外吸収スペクトルを赤外分光光度計

（(株)島津製作所 FTIR-8200PC）を用いて測定し、それぞれのデータを比較することによ

り確認した。 

 その結果、使用開始前と使用終了後の測定結果に差はみられず、使用期間中の被験物質は

安定であったことを確認した。 

 それらの結果は APPENDIX 1-2に示した。 

 

2-2. 媒体 

2-2-1.  媒体の名称等    

名 称 ： オリブ油 

規 格 ： 日本薬局方 

製 造 元 ： 丸石製薬（株） 

ロ ッ ト 番 号 ： 37041 

保 管 条 件 ：  室温かつ遮光 

 

2-3. 陽性対照物質 

2-3-1.  陽性対照物質の名称等 

名 称  ：  フェノバルビタールナトリウム（PB） 

 Phenobarbital Sodium Salt 

CAS No. ： 57-30-7 

製 造 元 ： 東京化成工業(株) 

規 格 ： 東京化成 1級 

純 度 ： 93.4 %（東京化成工業(株)試験成績書データ） 

ロ ッ ト 番 号 ： GG01 

保 管 条 件 ：  室温かつ遮光 
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2-3-2. 陽性対照物質の特性・同一性、安定性 

2-3-2-1. 特性・同一性 

 陽性対照物質の同一性は、赤外吸収スペクトルを赤外分光光度計（(株)島津製作所、    

FTIR-8200PC）を用いて測定し、文献値（文献 3）と比較することにより確認した。 

 その結果、物質の赤外吸収スペクトルは、文献値（文献 3）と同じ波数にピークが認め

られ、物質はフェノバルビタールナトリウムであることを確認した。 

 それらの結果は APPENDIX 2-1に示した。 

 

2-3-2-2. 安定性 

 陽性対照物質の安定性は、使用開始前及び使用終了後に赤外吸収スペクトルを赤外分光光

度計（(株)島津製作所 FTIR-8200PC）を用いて測定し、それぞれのデータを比較すること

により確認した。 

 その結果、使用開始前（試験番号 0827使用開始前）と使用終了後の測定結果に差はみら

れず、使用期間中の陽性対照物質は安定であったことを確認した。 

 それらの結果は APPENDIX 2-2に示した。 

 

2-4. 起始物質（イニシエーター） 

2-4-1. 起始物質の名称等 

名 称 ： N-ニトロソジエチルアミン 

（ジエチルニトロソアミン、N-Nitrosodiethylamine、DEN） 

CAS No. ： 55-18-5 

製 造 元 ： 東京化成工業(株) 

規 格 ： 東京化成 1級 

純 度 ： 99.9 %（東京化成工業(株)試験成績書データ） 

ロ ッ ト 番 号 ： FBMVM 

保 管 条 件 ：  冷蔵（約 4℃）かつ遮光 

 

2-4-2.  起始物質の特性・同一性、安定性 

2-4-2-1. 特性・同一性 

 起始物質の同一性は、赤外吸収スペクトルを赤外分光光度計（ (株)島津製作所、    

FTIR-8200PC）を用いて測定し、文献値（文献 2）と比較することにより確認した。 

 その結果、物質の赤外吸収スペクトルは、文献値（文献 2）と同じ波数にピークが認め

られ、物質はN-ニトロソジエチルアミンであることを確認した。 

 それらの結果は APPENDIX 3-1に示した。 
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2-4-2-2. 安定性 

 起始物質の安定性は、使用開始前（試験番号 0827使用開始前）及び使用終了後に赤外吸

収スペクトルを赤外分光光度計（(株)島津製作所 FTIR-8200PC）を用いて測定し、それぞ

れのデータを比較することにより確認した。 

 その結果、使用開始前と使用終了後の測定結果に差はみられず、使用期間中の起始物質は

安定であったことを確認した。 

 それらの結果は APPENDIX 3-2に示した。 

 

2-5. 試験動物 

5週齢の F344/DuCrlCrljラット（SPF）の雄 132匹を、日本チャールス・リバー㈱（厚

木飼育センター）より入手し、検疫と馴化を兼ねて 8日間（2013年 10月 15日～2013年

10月 22日）飼育した後、発育順調で一般状態に異常を認めなかった動物から体重値の中央

値に近い 120匹（群分け時体重範囲、115～131g）を選別し、試験に用いた。 

なお、試験に F344/DuCrlCrljラット(SPF)を選択した理由は、遺伝的に安定しているこ

と、過去に多くの肝中期発がん性試験に用いたデータがあること、また、当センターのバッ

クグランドデータの蓄積があることによる。 
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3. 試験方法 

3-1. 試験の概略 

起始物質（DEN）を腹腔内に単回投与後、第 3週目より 6週間、被験物質または陽性対

照物質を毎日、強制経口投与した。なお、第 3週目の終わりに肝臓の 2/3切除（PH: partial 

hepatectomy）を実施した。試験の概略を FIGURE 1に示した。 

投与終了日の翌日に生存動物を安楽死させ、肝臓の前腫瘍性病変である胎盤型

Glutathione S-transferase（GST-P）陽性細胞巣の発生を検査した。 

 

3-2. 投与 

3-2-1. 被験物質 

3-2-1-1 被験物質の投与経路 

 投与経路は強制経口投与とした。 

 

3-2-1-2. 被験物質の投与量及び投与方法 

 被験物質は、ディスポーザブル注射筒及びフレキシブル経口ゾンデを用いて、1日 1回、

強制経口投与した。投与量は 0（媒体対照、オリブ油）、15、30、60及び 120 mg/kgとし

た。投与液量は 5 mL/kgとし、直近の体重に基づいて個体別に算出した。 

投与は、起始物質の投与後 3週目から 6週間（2013年 11月 6日～2013年 12月 17日）、

毎日、13時から 16時の時間帯に行った。但し、PH実施日に投与は行わなかった。 

 

3-2-1-3. 被験物質の投与方法及び投与量の設定理由 

投与方法は、被験物質の物理化学的性質及びヒトが曝露される経路を考慮して経口投与と

し、また、体重当りの被験物質の投与量を一定にするために強制経口投与方法を選択した。 

投与量は、2-ビニルピリジンの SDラットを用いた強制経口投与による 28日間及び 92日

間反復投与毒性試験報告（文献 4、5）、及び当センターにおいて F344ラットの雄を用いて

実施した用量設定試験の結果を参考に決定した。 

28日間試験（文献 4）では、雌雄の SDラットに 2-ビニルピリジンを 12.5、50及び 200 

mg/kgの用量で 28日間強制経口投与した。その結果、投与による死亡は認められず、200 

mg/kg群の雄に体重増加の抑制（対照群の約 88%）が認められた。50 mg/kg群と 200 mg/kg

群の雌雄には、2-ビニルピリジンの腐食性（刺激性）に起因する胃粘膜傷害がみられ、200 

mg/kg 群では胃粘膜の浮腫や糜爛も観察された。肝臓への影響は、200 mg/kg 群の雌の相

対重量が増加した以外に認められなかった。 

92日間試験（文献 5）では、雌雄の SDラットに 2-ビニルピリジンを 20、60及び 180 mg/kg

の用量で 92日間強制経口投与した結果、180 mg/kg群の雄に体重増加の抑制が認められた。
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60 mg/kg群と 180 mg/kg群には、2-ビニルピリジンの腐食性（刺激性）に起因する胃粘膜

傷害がみられた。肝臓への影響は、60 mg/kg群と 180 mg/kg群の雌雄の相対重量が増加し

た以外は認められなかった。 

用量設定試験では、F344ラットの雄を用い起始物質投与及び PHを実施した群と実施し

ない群を設定し、上記 2試験報告（文献 4、5）を参考に、2-ビニルピリジンを 60及び 180 

mg/kg の用量で計 6 週間の強制経口投与を実施した。起始物質投与後 3 週目からの 180 

mg/kg の 2-ビニルピリジン投与では、体重減少や抑制がみられ、起始物質投与と PH を実

施した動物は、PH後の投与により動物の状態が悪くなり投与を中止した。60 mg/kgを投

与した動物には、2-ビニルピリジン投与による状態異常は認められなかった。 

以上の試験報告及び用量設定試験により、180 mg/kg の用量では 2-ビニルピリジンの刺

激性による胃粘膜への障害が強く、それは起始物質投与と PHにより動物の体重低下及び状

態異常を重症化させると推測された。また、60 mg/kgでは体重や一般状態に影響がなく、

胃粘膜への障害は弱く、起始物質投与と PHにより影響を受けない用量と推測された。した

がって、本試験では 180 mg/kgの用量は高く、60 mg/kgの用量は低いと判断し、180 mg/kg 

と 60 mg/kgとの間をとり、120 mg/kgを最高投与量として、以下、60、30及び 15 mg/kg

を設定した。 

 

3-2-1-4.  被験物質投与液の調製 

被験物質を正確に秤量し、オリブ油を加え、攪拌により溶解して 24 mg/mLの最高濃度

の投与液を調製した。その他の 12、6及び 3 mg/mL濃度の投与液は、段階希釈法により

調製した。被験物質（2-ビニルピリジン）は、水と比較してオリブ油のほうが、溶液中で

の安定性が良好であることから、オリブ油を溶媒として選択した。 

調製頻度は、7日に 1回調製し、投与液は投与日まで冷蔵庫（約 4℃、遮光）に保管した。 

 

3-2-1-5. 被験物質投与液中の被験物質濃度及び均一性 

被験物質調製液中の被験物質の濃度及び均一性は、投与開始前に、投与液とは別に調製し

た 3、6、12及び 24 mg/mL調製液を調製容器内から、それぞれ 7点サンプリングし、被験

物質濃度を高速液体クロマトグラム（(株)島津製作所、LC-10）用いて測定し、確認した。

その結果、調製濃度は、設定濃度に対して 98.3%から 100%の範囲にあり、変動係数（CV

値）も 0.418 から 1.99%の範囲を示し、設定濃度に対して正確に調製されていることを確

認した。 

その結果を、濃度については APPENDIX 1-3、均一性については、APPENDIX 1-4に示

した。 
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3-2-1-6. 被験物質投与液中の被験物質の安定性 

被験物質調製液中における被験物質の安定性は、投与開始前に、投与液とは別に調製した

3 mg/mL及び 24 mg/mL調製液を冷蔵（約 4℃）かつ遮光の条件下で 8日間保管したもの

について、調製時と保管 8 日目の調製液をそれぞれ調製容器内から 7 点サンプリングし、

被験物質濃度を高速液体クロマトグラム（(株)島津製作所、LC-10）を用いて測定し、確認

した。その結果、3 mg/mL及び 24 mg/mL被験物質調製液の測定濃度は、調製時はそれぞ

れ 2.99 mg/mL及び 23.9 mg/mL、保管後は 2.99 mg/mL及び 23.8 mg/mLであり、8日間

安定であることを確認した。 

その結果を、APPENDIX 1-5に示した。 

 

3-2-2. 陽性対照物質 

3-2-2-1. 陽性対照物質の投与量及び投与方法 

 陽性対照物質は、ディスポーザブル注射筒及びフレキシブル経口ゾンデを用いて、1日 1

回、強制経口投与した。投与量は 25 mg/kg、投与液量は 5 mL/kgとし、直近の体重に基づ

いて個体別に算出した。 

投与は、被験物質と同じく起始物質投与後 3週目から 6週間（2013年 11月 6日～2013

年 12月 17日）、毎日、13時から 16時の時間帯に行った。但し、PH実施日に投与は行わ

なかった。 

 

3-2-2-2. 陽性対照物質投与液の調製 

陽性対照物質を正確に秤量し、注射用水（日本薬局方、(株)大塚製薬工場、ロット番号

0F98N）を加え、攪拌により溶解して 5 mg/mLに調製した。 

調製頻度は、7日に 1回調製し、投与液は投与日まで冷蔵庫（約 4℃、遮光）に保管した。 

 

3-2-2-3. 陽性対照物質投与液中の陽性対照物質濃度及び均一性 

陽性対照物質調製液中の陽性対照物質の濃度及び均一性は、投与開始前に、投与液とは別

に調製した 5 mg/mL調製液を調製容器内から 7点サンプリングし、高速液体クロマトグラ

フ（(株)島津製作所、LC-10）を用いて測定し、確認した。 

その結果、調製濃度は、設定濃度に対して 96.0%であり、また CV 値も 0.716%を示し、

設定濃度に対して正確に調製されていることを確認した。 

その結果を、濃度については APPENDIX 2-3、均一性については、APPENDIX 2-4に示

した。 
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3-2-2-4. 陽性対照物質投与液中の陽性対照物質の安定性 

 陽性対照物質調製液中における陽性対照物質の安定性は、5 mg/mL調製液を冷蔵（約

4℃）かつ遮光の条件下で 8日間保管したものについて、調製時と保管 8日目の調製液をそ

れぞれ調製容器内から 7 点サンプリングし、陽性対照物質濃度を高速液体クロマトグラフ

（(株)島津製作所、LC-10）を用いて測定し、確認した。その結果、測定濃度は、調製時及

び保管後それぞれ 4.80 mg/mL、4.89 mg/mLであり、8日間安定であることを確認した。 

その結果を、APPENDIX 2-5に示した。 

 

3-2-3. 起始物質 

3-2-3-1 起始物質（DEN）の投与量及び投与方法 

 起始物質は、25G 注射針を装着したディスポーザブル注射筒を用いて、単回腹腔内投与

した。投与量は 200 mg/kg、投与液量は 5 mL/kgとし、直近の体重に基づいて個体別に算

出した。 

 起始物質の投与は、群分け日の翌日（2013年 10月 23日）の 13時から 15時にかけて実

施した。 

 

3-2-3-2.  起始物質投与液の調製 

起始物質を正確に秤量し、生理食塩液（日本薬局方、(株)大塚製薬工場、ロット番号K3C97）

を加え、攪拌により溶解して 40 mg/mL に調製した。投与液は用時調製とし、投与日の午

前中に実施した。 

 

3-2-3-3. 起始物質投与液中の起始物質濃度及び均一性 

起始物質投与液中の起始物質の濃度及び均一性は、投与開始前に、投与液とは別に調製した

40 mg/mL調製液を調製容器内から 7点サンプリングし、ガスクロマトグラフ（アジレント

テクノロジーズ、5890A）を用いて測定し、確認した。 

その結果、調製濃度は、設定濃度に対して 108%であり、また CV値も 1.85%を示し、設

定濃度に対して正確に調製されていることを確認した。 

その結果を、濃度については APPENDIX 3-3、均一性については、APPENDIX 3-4に示

した。 
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3-3. 動物管理 

3-3-1. 群の構成と動物数 

 媒体対照群 1群、被験物質投与群 4 群及び陽性対照群 1 群の計 6群を設け、1 群当たり

20匹の動物を用いた。 

各群の使用動物数と動物番号 

群 名 称 動物数（動物番号） 

媒体対照群 20匹 (1001～1020) 

15 mg/kg群 20匹 (1101～1120) 

30 mg/kg群 20匹 (1201～1220) 

60 mg/kg群 20匹 (1301～1320) 

120 mg/kg群 20匹 (1401～1420) 

陽性対照群 20匹 (1501～1520) 

 

3-3-2. 群分け方法 

検疫・馴化期間を通して一般状態及び体重の推移に異常を認めなかった動物から、起始

物質（DEN）投与前日（2013年 10月 22日）に体重の中央値に近い 120匹を選定した。

群分けは、これらの選定した動物を体重の重い順より各群に 1匹ずつ割り当て、二巡目か

らは各群の動物の体重の合計を比較して、小さい群より順に体重の重い動物を割り当てる

ことで、群間の体重の偏りを小さくする群分け方法（適正層別方式）により実施した（文

献 6）。 

 

3-3-3. 動物の個体識別 

動物は、検疫・馴化期間中は動物導入日に尾に油性マーカーによる色素塗布をすること

で識別し、以降は、群分け時に耳パンチをすることで個体識別した。また、ケージには個

体識別番号を記したラベルを付した。 

 

3-3-4. 使用飼育室・手術室、ならびに他試験及び異種動物との区別 

動物はバリア区域内の独立した飼育室（208 室）に収容し、室の扉に試験番号、動物種

及び動物番号を表示し、他試験及び異種動物と区別した。 

なお、PHは、同じバリア区域内の手術室（211室）で実施した。 
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3-3-5. 飼育条件 

（1）飼育環境 

動物は、飼育期間を通して以下の環境で飼育した。飼育室の温湿度は実測値（平均値

±標準偏差）及び（最小値～最大値）で示した。飼育室内の環境は、動物の健康状態に

影響を与えるような大きな変化は認められなかった。 

温    度   ： 22.9±0.3℃ （最小値 22.4～最大値 24.5℃） 

湿    度   ： 56±2% （最小値 48～最大値 77%） 

明暗サイクル ： 12時間点灯（8:00～20:00）／12時間消灯（20:00～8:00） 

換気回数   ： 15～17回／時 

ケージへの動物の収容方法： 個別飼育 

ケージの材質・形状・寸法等：ステンレス製 2連網ケージ 

（170(W)×294(D)×176(H) mm/匹） 

飼育器材（ラック、ケージ、餌箱、給水ノズル、作業台車、トレー等）は、オートク

レーブを用いて滅菌（約 120℃、15分以上）したものを用いた。 

 

（2）飼料 

飼料は、全飼育期間を通して、オリエンタル酵母工業(株) 千葉工場製造の CRF-1 固

型（30kGy-γ線照射滅菌飼料）を固型飼料給餌器により自由摂取させた。 

試験に使用した飼料中の栄養成分と夾雑物については、オリエンタル酵母工業(株)か

ら分析データを入手し、その記録は保管した。 

 

（3）飲水 

飲水は、全飼育期間を通して、市水（神奈川県秦野市水道局供給）をフィルターろ過

した後、紫外線照射し、自動給水ノズルから自由摂取させた。 

飲水の水質については、試験施設として 3ヶ月ごとに実施している水質検査（(財)食

品薬品安全センター秦野研究所に依頼）で、建築物衛生法施行規則第 4条に基づく水質

基準に適合していることを確認し、その記録は保管した。 

 

3-4. 部分肝切除手術（PH） 

手術室においてイソフルランによる麻酔下で、肝臓の約 2/3（中央葉と左葉）を切除する

手術を全動物に行った。なお、手術に先立って、全動物の胸部から腹部にかけて、バリカン

を用いて毛刈りを行った。 

部分肝切除手術は、起始物質投与後、第 3週目の終わり（2013年 11月 13日）の 9時か

ら 13時の間に実施した。手術の終了した動物は、麻酔からの覚醒を確認後、速やかに手術

室から飼育室へ戻した。 
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3-5. 観察・検査項目及び方法 

3-5-1. 動物の生死及び一般状態の観察 

投与日（起始物質投与日、被験物質投与日）は、全動物について、投与前及び投与後に

生死及び一般状態を観察した。投与の無い日は、全動物について、午前中に１回、生死及

び一般状態を観察した。 

 

3-5-2. 体重測定 

全動物について、週に 1回、午前中に体重を測定した。さらに、PH後 1日及び 3日に

も体重を測定した。 

 

3-5-3. 摂餌量測定 

全動物について、週に 1回、給餌量及び残餌量を測定し、1匹当たりの 1日の摂餌量を

算出した。 

 

3-5-4. 病理学的検査 

（1）剖検 

定期解剖時まで生存した全動物について、イソフルラン麻酔下で腹大動脈切断により

放血して安楽死させた後、剖検し肉眼的に観察を行った。 

 

（2）肝臓重量 

定期解剖動物について、肝臓の湿重量（実重量）を測定した。また、実重量の搬出時

体重に対する百分率（相対重量）を算出した。 

 

（3）臓器の採取固定 

剖検した動物は、肝臓を摘出し、10%中性リン酸緩衝ホルマリン溶液で固定した。脾

臓、胃及び腎臓については、摘出後 10%中性リン酸緩衝ホルマリン溶液で固定し保管し

た。 

 

（4）肝臓の免疫組織化学的検査 

定期解剖動物について、固定・保存した肝臓（右上葉、右下葉及び尾状葉）を切り出

し、パラフィン包埋、薄切後、GST-P の免疫組織学的染色を行った。肝臓組織の測定

総面積並びに GST-P 陽性細胞巣の個数及び面積を病理標本画像解析装置（オリンパス

株式会社、VS120；画像解析ソフトウエア、Visiopharm A/S, tissuemorphDPTM）を用
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いて計測し、肝臓切片 1 cm2当たりの GST-P陽性細胞巣（直径 0.2 mm以上）の個数

及び総面積を算出した。 

肝臓の組織切片は、ヘマトキシリン･エオジン染色を行い、病理組織学的検査を実施

した。 

 

3-6. 数値処理と統計方法 

3-6-1. 数値の取扱いと表示 

各数値データは、測定機器の精度に合わせて表示した。 

体重は、gを単位とし、整数値の 1の位まで測定し、表示した。 

摂餌量は、gを単位とし、給餌量及び残餌量を小数点以下第 1位まで測定し、給餌量値か

ら残餌量値を減じて摂餌量とした。この値を測定期間の日数で除し、1日当たりの平均摂餌

量を算出し、小数点以下第 2位を四捨五入して小数点以下第 1位までを表示した。 

肝臓の実重量は、gを単位とし、小数点以下第 3位まで測定し、表示した。相対重量は、

実重量値を搬出時体重で除し、パーセント単位で小数点以下第 4 位を四捨五入し、小数点

以下第 3位までを表示した。 

GST-P陽性細胞巣の個数及び面積は、1匹当たりの GST-P陽性細胞巣の個数（個/ cm2）

及び面積（mm2/cm2）を算出し、小数点以下第 3 位を四捨五入して小数点以下第 2 位まで

を表示した。 

なお、各数値データの平均値及び標準偏差は、上記に示す桁数と同様になるよう四捨五入

を行い表示した。 

 
3-6-2. 統計処理 

各群の有効動物数は、供試動物より PHの不成立等の理由で外された動物数を減じた動

物数とした。 

体重、摂餌量、臓器重量の測定値及び肝臓の GST-P陽性細胞巣の個数と面積は、被験物

質投与群においては媒体対照群を基準群として、まず Bartlett 法により等分散の予備検定

を行い、その結果が等分散の場合には一元配置分散分析を行い、群間に有意差が認められた

場合は、Dunnett の多重比較により平均値の検定を行った。また、分散の等しくない場合

には、各群を通して測定値を順位化して、Kruskal-Wallis の順位検定を行い、群間に有意

差が認められた場合には、Dunnett型の多重比較を行った。各検定は 5%の有意水準で両側

検定を行い、検定結果を表示する場合には 5%及び 1%の有意水準の表示を行った（文献 7）。 

陽性対照群と媒体対照群の平均値の有意差検定は、まず F 検定を用い、等分散である場

合は Studentの t検定（片側）を行い、等分散でない場合は Aspin-Welch検定（片側）を

行った（文献 7）。 
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4. 試験結果 

4-1. 生死状況及び一般状態 

各群における一般状態の観察結果を TABLE 1に示した。 

生死状況は、投与又は横隔膜ヘルニアに伴う PHの不成立により、0、15、30、60、120 

mg/kg投与群及び陽性対照群で、それぞれ 2、3、1、1、4及び 6匹死亡した。また定期解

剖の剖検において 15 mg/kg投与群及び陽性対照群で各 1匹にPHの失敗による横隔膜穿孔

又は内臓癒着を示す動物を認めた。そのため当該動物を有効動物から除外した。従って、最

終的な有効動物数は、0、15、30、60、120 mg/kg投与群及び陽性対照群で、それぞれ 18、

16、19、19、16及び 13匹であった。 

一般状態については、PH後に全ての群で黄色尿及び外陰汚染が散見されたが、PH後 10

日までに回復が認められた。また、被験物質 60 及び 120 mg/kg投与群で投与後に流涎が

散見された。 

 

4-2. 体重 

各群における体重推移の結果を TABLE 2及び FIGURE 2に示した。 

60 mg/kg投与群では被験物質投与開始後 4週目より、また 120 mg/kg投与群では 2週目

より媒体対照群と比較して有意な体重増加の抑制が認められた。各被験物質投与群の最終体

重は、媒体対照群と比較して 15、30、60及び 120 mg/kg投与群でそれぞれ 98、97、96、

89%であった。また陽性対照群は、102%であった。 

 

4-3 摂餌量 

各群における摂餌量の結果を TABLE 3及び FIGURE 3示した。 

120 mg/kg 投与群において、被験物質投与後 4 週目より、媒体対照群と比較して有意な

摂餌量の高値が認められた。被験物質投与最終週の各投与群の摂餌量は、媒体対照群と比較

して 15、30、60及び 120 mg/kg投与群でそれぞれ 99、98、101、110%であった。また陽

性対照群は、投与 1 週目より、有意な摂餌量の高値が認められ、最終週では媒体対照群と

比較して 137%であった。 
 

4-4. 病理学的検査 

4-4-1. 剖検 

各群における剖検の結果を TABLE 4に示した。 

全内臓諸器官の剖検結果については、所見は見られなかった。 
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4-4-2. 臓器重量 

各群における肝臓の実重量及び相対重量の結果を TABLE 5に示した。 

実重量は、被験物質投与群は用量依存的に増加傾向を示したが、統計学的に有意な高値は

認められなかった。また相対重量は、60及び 120 mg/kg投与群で統計学的に有意な高値を

示した。 

また陽性対照群は、実重量、相対重量ともに媒体対照群と比較して統計学的に有意な高値

を示した。 

 

4-4-3. 病理組織学的検査 

（1）肝臓の免疫組織化学的検査 

各群における肝臓の GST-P 陽性細胞巣の単位面積あたりの個数（個/cm2）及び面積

(mm2/cm2)を TABLE 6に示した。 

被験物質投与群における肝臓の GST-P 陽性細胞巣の単位面積あたりの個数及び面積

は、媒体対照群と比較して低値傾向を示したが、統計学的な有意差は認められなかった。

陽性対照群における GST-P 陽性細胞巣の単位面積あたりの個数及び面積は、それぞれ

媒体対照群と比較して有意な高値を示した。 

 

（2）病理組織学的検査 

各群における肝臓の病理組織学的検査の結果を TABLE 7に示した。 

被験物質投与群では、投与の影響と思われる病理組織学的変化は認められなかった。

陽性対照群では、小葉中心性の肝細胞肥大が媒体対照群と比較して有意に増加した。な

お、15 mg/kg投与群において、好酸性小増殖巣の減少が認められたが、投与量に対応

した変化ではなかった。 
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5. 考察及びまとめ 

2段階発がんモデルによる肝中期発がん性試験（伊東法）を用いて、2-ビニルピリジンの

肝発がんプロモーション作用の有無を検索し、その発がん性を予測した。 

本試験は、被験物質投与群 4群、陰性（媒体）対照群及び陽性対照群の計 6群の構成で、

各群とも 20匹の F344雄ラットを用いた。起始物質として DEN 200 mg/kgを単回腹腔内

投与した。DEN処置後、第 3週目より 6週間、オリブ油に溶解した被験物質を 0（媒体対

照群）、15、30、60、120 mg/kgの用量で、また陽性対照群として生理食塩水に溶解した

フェノバルビタールナトリウムを 25 mg/kgの用量で毎日 1回、強制経口投与した。なお、

第 3 週目の終わりに PH を行った。投与終了日の翌日に生存動物を安楽死させ、肝臓の前

腫瘍性病変である GST-P陽性細胞巣の発生を検査した。 

試験の結果、PHの不成立により、最終的な有効動物は、0、15、30、60、120 mg/kg投

与群及び陽性対照群で、それぞれ 18、16、19、19、16及び 13匹であった。 

被験物質による影響として、60 及び 120 mg/kg投与群で投与後に流涎が散見され、また

60及び 120 mg/kg投与群で体重増加の有意な抑制及び 120 mg/kg投与群で摂餌量の高値が

認められた。被験物質投与による死亡動物は認められなかった。肝臓重量は、用量依存的に

増加傾向を示し、60及び 120 mg/kg投与群の相対重量で有意な増加が認められた。肝臓の

GST-P 陽性細胞巣の単位面積あたりの個数及び面積は、媒体対照群と比較して低値傾向を

示したが、統計学的な有意差は認められなかった。投与による肝臓の組織学的変化も認めら

れなかった。陽性対照群における GST-P陽性細胞巣の単位面積あたりの個数及び面積は、

ともに媒体対照群と比較して有意な高値を示した。 

本試験は、被験物質の最高投与量を体重の増加抑制及び肝重量の増加を示す用量まで実施

した。また、媒体対照群を含む被験物質投与群の最終的な有効動物は各群 15匹以上であり、

また媒体対照群及び陽性対照群の GST-P陽性巣の単位面積あたりの個数及び面積はバック

グランドデータの範囲内であり試験は適切に実施されていた。 

本被験物質に関しては、ネズミチフス菌を用いた遺伝子突然変異試験（文献 8、9、10）

及びラット初代培養肝細胞を用いた不定期 DNA 合成（UDS）試験（文献 9）で陰性と報

告されているが、NTPによる PCB誘導のチャイニーズハムスターS9を 30%添加したネズ

ミチフス菌を用いた遺伝子突然変異試験（文献 11）およびラット S9を 10%添加した大腸

菌を用いた遺伝子突然変異試験（文献 10）で陽性、また、チャイニーズハムスター肺細胞

（CHL）を用いた染色体異常試験（文献 12）で陽性の報告があり、in vitro遺伝毒性を有

することが示唆される。in vivo 遺伝毒性試験に関する報告はなかった。発がん性に関し

ては、0、10 mol（約 1 mg）を週に 3回（合計 20回）を雌の A/Jマウスに腹腔内投与し

20週間後に評価した試験で、肺腫瘍の発生数に有意な変化は認められていない（文献 9）。 
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6. 結論 

2 段階発がんモデルによる肝中期発がん性試験（伊東法）の結果、2-ビニルピリジンは、

ラット肝臓における発がんプロモーション作用を示さず、その発がん性は陰性と結論した。 
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8. 予見することの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及び試験計 
画に従わなかったこと 
 
法定電気設備点検のため、2013年 10月 26日 13時から 17時まで停電となり、飼育施設

の空調が停止した。その結果、飼育室の飼育室の換気回数はゼロとなり、湿度は 3時間 70%

を超え試験計画書で規定する範囲を逸脱した。空調の復帰直後の動物の一般状態に異常は認

められず、また、その後の一般状態及び体重に異常は認められなかったことから、本件によ

る試験結果に対する影響はなかったと考えられる。 

その他に、予見することの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及び

試験計画に従わなかったことはなかった。 


