
Ames 染色体 28日間 Reprotox

3-36 103-64-0 β-ブロモスチレン ○ ○ ○ 1

3-78
3-91

102-47-6
３，４‐ジクロロベンジルクロライド
（別名称）：１，２‐ジクロロ‐４‐（クロロメチル）ベンゼン

○ ○ ○ 53

4-644 208-96-8 アセナフチレン ○ ○ ○ 83

5-2275 91-96-3 アゾイックCC-5 ○ ○ ○ 126

5-2111 3618-60-8 モルダントブラック-7 ○ ○ ○ 176

7-1340 32492-61-8 ビスフェノールA-EO付加物 ○ ○ ○ 220

7-1340 37353-75-6 ビスフェノールA-PO付加物 ○ ○ ○ 264

資料 ２－４

既存化学物質の人健康影響に関する情報

官報公示
整理番号

CAS No. 物質名称 頁

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（平成22年12月17日開催）
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4. 要約 
 
Sprague-Dawley系 SPFラット〔Crl:CD(SD)〕を用いて、β-ブロモスチレンの反復投

与による毒性並びにその可逆性を検討した。投与量は 0（コーン油：対照群）、30、
125及び 500 mg/kg/dayとし、28日間反復強制経口投与した。1群の動物数は対照群及
び 500 mg/kg投与群で雌雄各 12匹、30及び 125 mg/kg投与群で雌雄各 6匹とした。こ
のうち、対照群の雌雄各 6例及び 500 mg/kg投与群の雄 6例と雌 5例については、28
日間投与後 2週間休薬させた。 

 
500 mg/kg投与群の雌 1例が投与 3日に死亡した。病理学検査における主な変化と

して肉眼的に血性腹水及び胸水と肝臓の大型化など、組織学的に肝臓の小葉中心性壊

死とうっ血などが認められたが、死因は明らかではなかった。 
一般状態では、投与開始日に 500 mg/kg投与群の雌雄全例で自発運動の減少が認め

られた。 
詳細な一般状態では、投与 3及び 4週に 500 mg/kg投与群の雌雄で流涎が散見され

た。この変化は休薬により消失した。 
体重では、投与初期に 500 mg/kg投与群の雌雄で低値傾向が認められた。 
摂餌量では、投与初期に 500 mg/kg投与群の雌雄で低値が認められた。 
尿検査では、125 mg/kg以上の投与群の雄で尿量の高値と浸透圧の低値が、500 mg/kg

投与群の雌で尿量の高値が、また、沈渣において 500 mg/kg投与群の雄で小円形上皮
細胞の陽性例の発現頻度の増加が認められた。これらの変化はいずれも休薬により消

失した。 
血液化学検査では、125 mg/kg 以上の投与群の雌で総コレステロールとリン脂質の

高値が、500 mg/kg 投与群の雌雄で総たん白質の高値が、雄でアルブミンと無機リン
の高値が、雌でトリグリセライドと塩素の高値が認められた。これらの変化は休薬に

よりほぼ消失した。 
病理学検査では、肝臓において、125 mg/kg 以上の投与群の雌雄で絶対あるいは相

対重量の高値が、500 mg/kg 投与群の雌雄で肉眼的に大型化と組織学的に小葉中心性
肝細胞肥大が認められた。腎臓において、500 mg/kg 投与群の雌雄で絶対あるいは相
対重量の高値が、組織学的に 125 mg/kg以上の投与群の雄で尿細管上皮細胞の好酸性
小体が、500 mg/kg 投与群の雄で尿細管変性が認められた。甲状腺において、組織学
的に 125 mg/kg以上の投与群の雌と 500 mg/kg投与群の雄で濾胞上皮細胞の肥大が認
められた。これらの変化はいずれも休薬により消失あるいは軽減した。 

 
以上の結果から、β-ブロモスチレンの本試験条件下における無影響量は雌雄とも 30 

mg/kg/dayであると推定された。また、みられた変化はいずれも可逆性が認められた。 
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6. 試験材料及び方法 
 

6.1 被験物質及び媒体 
6.1.1 被験物質 
被験物質は東京化成工業株式会社より購入した。当試験に使用した被験物質のロッ

ト番号、純度等は次の通りである。また、試験成績を添付資料 1に示した。 
名称 ： β-ブロモスチレン 
英名 ： β-Bromostyrene 
CAS番号 ： 103-64-0 
示性式 ： C6H5CH:CHBr 
ロット番号 ： TEYUC 
分子量 ： 183.05 
純度 ： 99.6%（GC法、cis-,trans-混合物） 
入手量 ： 500 g（25 gを 20本） 
性状 ： 黄色透明液体 
比重 ： 1.42 
引火点 ： 120°C 
安定性 ： 動物試験終了後、被験物質の分析を試験受託者で

HPLC 法により実施し、安定であることを確認した。
（添付資料 2） 

保存方法 ： 冷蔵（実測値：3~9°C）、遮光、防湿 
保存場所 ： 御殿場研究所 被験物質保存室及び第 1研究棟被験物

質調製室 
取扱い上の注意 ： マスク、手袋を着用する。 

取扱い場所及び周囲の火気を厳禁し、高温物及び強酸

化剤との接触を避ける。 
返却注） ： 被験物質約 1 gを保存試料として保存した。また、投

与期間中の安定性を確認するため、投与後の残量は全

てβ-ブロモスチレン（Lot No.TEYUC）の安定性試験（試
験番号；A-2153）へ移管した。 

注）：試験計画書では分析用に小分けするとしていたが、実際には小分けをしなかった。 
 

6.1.2 媒体 
名称 ： コーン油 
ロット番号 ： WKJ3948 
製造者 ： 和光純薬工業株式会社 
保存方法 ： 室温 
保存場所 ： 御殿場研究所 第 1研究棟被験物質調製室 

11 

38



B-6354 

6.2 投与液の調製 
濃度ごとに必要量の被験物質を正確に採取し、コーン油で希釈して 6 mg/mL液（低

用量群液）、25 mg/mL液（中用量群液）及び 100 mg/mL液（高用量群液）を調製し
た。被験液は週 1回以上の頻度で調製し、調製後 8日以内に使用した。 

 
6.2.1 投与液の保存方法 
投与液は 1日の必要分ずつ遮光瓶に分注し、使用時まで冷所（冷蔵庫内、実測値：

4~6°C）に保存した。 
 

6.2.2 媒体中での安定性 
本被験物質の 0.5及び 200 mg/mL希釈液（媒体：コーン油）は、冷所（冷蔵庫内、

1~10°C）で 8 日間、その後室温で 24 時間安定であることを株式会社ボゾリサーチセ
ンター御殿場研究所で確認した（試験番号：A-2109、添付資料 3）。 

 
6.2.3 調製物の濃度確認 
投与 1週と 4週の投与に用いる各濃度の被験液について、その濃度を株式会社ボゾ

リサーチセンター 御殿場研究所で HPLC法を用いて確認した。その結果、表示値に対
する濃度の割合は 97.8~104.0%（許容範囲：100±10%）であり、いずれも許容範囲内
であった（添付資料 4及び 5）。分析法の概略を次に示す。 

1濃度当たりの採取本数及び採取量 
 ： 1本（10 mL） 
測定対象物質 ： β-ブロモスチレン 

 
測定対象標準物質 
名称 ： β-ブロモスチレン 
ロット番号 ： TEYUC 
保存方法 ： 冷蔵（冷蔵庫内、実測値：3~7°C）、遮光、防湿で保

存 
測定条件 

HPLC条件 
カラム ： L-column ODS（4.6 mm I.D.×150 mm、5 µm、 

財団法人 化学物質評価研究機構） 
カラム恒温槽設定温度 
 ： 40°C 
HPLC移動相 ：  

試薬名 混合比* 
Milli-Q水 50% 

アセトニトリル 50% 
   *：HPLCシステムで混合。 
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流速 ： 1.0 mL/min 
オートサンプラー設定温度 
 ： 4°C 
注入量 ： 20 µL 
検出 ： UV（測定波長 257 nm） 
注入順序 ：  

注入順序 注入回数 注入内容 
1 3 標準溶液（システム適合性用） 
2 3 標準溶液（定量用） 
3 1 測定試料（6 mg/mL） 
4 1 測定試料（25 mg/mL） 
5 1 測定試料（100 mg/mL） 

なお、標準溶液及び測定実測試料の測定は 24時間以内に実施した（バ
リデーション試験で、オートサンプラー内における 24時間保存後の安
定性が確認されている）。 

 
6.3 試験動物種及び系統の選択理由 
毒性試験法ガイドラインによりラットを用いた試験が必要とされている。この試験

に使用される系統のラットは特性がよく知られ、背景資料が豊富であることから選択

した。 
 

6.4 試験動物及び群分け 
Sprague-Dawley系SPFラット〔Crl:CD(SD)、日本チャールス・リバー株式会社、厚

木飼育センター〕雌雄各 47匹注）を 5週齢で入手し、当所で 7日間検疫・馴化飼育し、
一般状態の観察（1回/日）、体重測定（3回）及び詳細な一般状態の観察（1回）を行
い、体重増加量、詳細な一般状態の観察及び一般状態に異常がみられず健康と思われ

る雌雄各 36匹（主群として雌雄各 24匹、回復群として雌雄各 12匹）を選び、6週齢
で試験に供した。投与開始日の体重範囲は、雄で 182~216 g、雌で 145~171 gであった。
動物は、検疫・馴化期間中の体重増加量により選別後、群分け当日（投与開始の 2日
前）の体重に基づいて層別化し、各群の平均体重ができるだけ均等となるよう各群を

構成した。個体の割付けはコンピュータを用いたブロック配置法及び無作為抽出法の

組合せ（ブロック配置法で必要な群を構成し、試験群及び群内の個体番号を無作為に

割当てる）により行った。また、余剰動物は投与開始日に試験系から除外し、安楽死

させた。 
注）： 試験計画書に従い、注文匹数は雌雄各 45匹であったが、実際には雌雄各 47匹が納入された。 
 

6.5 飼育条件 
動物は温度 21~23°C、相対湿度 49~66%、換気回数 1時間 10~15回、照明 1日 12時

間（07:00~19:00）の動物飼育室（301号室）で、ブラケット式金属製網ケージ（W 250×D 
350×H 200 mm：日本ケージ株式会社）で個別飼育し、毎日 1回の飼育室内の清掃を実
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施した。固形飼料 CRF-1（オリエンタル酵母工業株式会社、ロット番号：080305及び
080509）及び御殿場市営水道水を給水瓶により自由に摂取させた。 

 
6.6 飼料及び飲料水中の混入物質 
飼料中の混入物質に関しては使用全ロットについて財団法人日本食品分析センター

あるいは Eurofins Scientific Analyticsで分析を行い、また、飲料水については東芝機械
環境センター株式会社で水道法に準拠する水質検査を定期的に（年 4回）行った。こ
れらの分析成績書を入手し、試験成績に影響がないことを確認した後、写しを保存し

た。 
 

6.7 動物の識別及びケージへの表示 
動物は入荷時に耳標を装着して個体識別した。入荷から群分け前までの間は試験番

号、性別及び耳標番号を明記したケージラベルをつけた。群分け後は、性別及び用量

ごと（対照群、低、中及び高用量群の順）に 4桁の番号をつけた。この場合、1000の
位は群、100の位は性（0番を雄、1番を雌）、10と 1の位は個体番号とした。各飼育
ケージには、群分け前まで使用したケージラベルの裏に用量（群）ごとに色分けした

ラベルをつけ、試験番号、投与経路、投与量、性、動物番号、耳標番号及び剖検予定

日を明記した。ただし、詳細な一般状態の観察、機能検査、握力及び自発運動量測定

中は、観察者に対して投与の情報を制限するため、ケージラベルを裏返して試験番号、

性別及び耳標番号のみを表示した。 
 

6.8 投与経路、投与期間、投与回数及び回復期間とそれらの選択理由 
毒性試験法ガイドラインに準じ、投与経路は経口を選択し、投与期間は 28日間とし

た。投与回数は反復投与試験で一般的に行われている 1日 1回（7回/週）とした。回
復期間は障害の可逆性を検討するのに適当と考えられる 2週間（14日間）とし、この
間投与を行わなかった。 

 
6.9 投与方法 
投与容量は 5 mL/kg 体重とし、胃ゾンデを用いて強制経口投与した（08：00~11：

57の間）。対照群には媒体（コーン油）を同様に投与した。個体ごとの投与液量は最
新の体重を基準に算出した。 

 
6.10 投与量及びその設定根拠並びに群構成 
β-ブロモスチレンの 0（コーン油）、100、300及び 1000 mg/kg/dayを 1群雌雄各 5

匹のラットに 14日間反復経口投与した結果1）、主な変化としては、1000 mg/kg投与群
の雌雄全例で死亡が認められた。また、300 mg/kg投与群では器官重量において雌雄で
肝臓の相対重量の高値、雌で腎臓の相対重量の高値が認められた。したがって、本試

験における投与量は、500 mg/kgを高用量とし、以下公比約 4 で除して、125 及び 30 
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mg/kgの 3用量を設定した。これに対照群を加え、計 4群を設けた。主群では雌雄各 6
匹、回復群では対照群及び高用量群で雌雄各 6匹とした。群構成表を次の表 1.に示す。 

 
表 1.群構成表 

主  群 回 復 群 
試験群 投与量 

(mg/kg) 
濃 度 

(mg/mL) 
投与容量
(mL/kg) 性

動物数 動物番号 動物数 動物番号 

対照群 0 0 5 雄

雌

6 
6 

1001~1006
1101~1106

6 
6 

1007~1012 
1107~1112 

低用量群 30 6 5 雄

雌

6 
6 

2001~2006
2101~2106

- 
- 

- 
- 

中用量群 125 25 5 雄

雌

6 
6 

3001~3006
3101~3106

- 
- 

- 
- 

高用量群 500 100 5 雄

雌

6 
6 

4001~4006
4101~4106

6 
6 

4007~4012 
4107~4112 

 
6.11 観察及び検査の方法 
それぞれ記載された時期に観察及び検査を実施した。試験日の起算に関しては下記

の通りである。 
投与 1日（day 1 of administration） ：投与開始日 
投与 1週（week 1 of administration） ：投与 1から投与 7日 
回復 1日（day 1 of recovery） ：回復開始日（投与期間終了の翌日） 
回復 1週（week 1 of recovery）：回復 1 から回復 7日 
 

6.11.1 一般状態の観察 
全生存動物について投与期間中は毎日 3回、投与前と投与直後及び投与約 2時間後

（ただし、土曜及び休日は投与前と投与直後の 2回）、回復期間中は毎日 1回、体外
表、栄養状態、姿勢、行動及び排泄物などの一般状態を観察した。 

 
6.11.2 詳細な一般状態の観察、機能検査、握力及び自発運動量の測定 
詳細な一般状態の観察は、全ての動物について投与開始前に 1回、また、全生存動

物について投与期間中及び回復期間中は毎週 1回実施した。また、機能検査、握力及
び自発運動量の測定は、全生存動物について投与 4週（雄を投与 25日、雌を投与 26
日）及び回復 2週（回復 11日）に行った。なお、観察及び検査は投与の情報を制限（ブ
ラインド化）し、動物をランダムに配置した状態で行った。 
投与開始前（検疫・馴化期間中）の詳細な一般状態の観察において異常は認められ

なかった。 
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7. 試験結果 
 

7.1 一般状態 
成績を Table 1-1~1-3及び Appendix 1~10に示した。 

1) 

2) 

1) 

2) 

投与期間 
30及び 125 mg/kg投与群の雌雄では、観察期間を通じて異常は認められなかった。 
500 mg/kg投与群では、雌 1例（動物番号：4111）が投与 3日に死亡した。この動

物では、投与開始日に自発運動の減少が認められたが、その後は一般状態に異常は観

察されなかった。その他、雌雄全例で投与開始日に自発運動の減少が認められたが、

その後は全生存動物で異常はみられなかった。 
回復期間 

いずれの動物においても、回復期間を通じて異常は認められなかった。 
 

7.2 詳細な一般状態、機能検査、握力及び自発運動量 
7.2.1 詳細な一般状態 
成績を Table 2-1~2-18及び Appendix 11~70に示した。 
投与期間 

(1) 投与 1週 
オープンフィールド内観察において、30 mg/kg投与群の雄で立ち上がり回数の有意

な高値がみられたが、高用量群に同様な変化は認められていないことから偶発性と判

断した。 
(2) 投与 2週 
いずれの検査項目においても異常はなく、各被験物質投与群の雌雄とも対照群との

間に有意差は認められなかった。 
(3) 投与 3週 
手に持っての観察において、500 mg/kg投与群の雄 4例と雌 1例で軽度な流涎が認

められた。 
(4) 投与 4週 
手に持っての観察において、500 mg/kg投与群の雄 3例と雌 2例で軽度な流涎が認

められた。その他にはオープンフィールド内観察において、500 mg/kg 投与群の雌で
立ち上がり回数の有意な低値が認められたが、ごく軽度であり、また、投与 1~3週ま
での回数とほぼ同様であり、自発運動量などの関連した項目にも変化がないことから、

偶発性と判断した。 
回復期間 

いずれの検査項目においても異常はなく、500 mg/kg 投与群の雌雄とも対照群との
間に有意差は認められなかった。 
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7.2.2 機能検査 
成績を Table 2-19、2-20及び Appendix 71~76に示した。 

1) 

2) 

1) 

2) 

1) 

2) 

1) 

2) 

投与 4週 
いずれの検査項目においても異常はなく、各被験物質投与群の雌雄とも対照群との

間に有意差は認められなかった。 
回復 2週 

500 mg/kg投与群の雄で着地開脚幅に有意な低値が認められたが、投与 4 週ではみ
られていないことから偶発性と判断した。 

 
7.2.3 握力 
成績を Table 2-21、2-22及び Appendix 77~82に示した。 
投与 4週 

125 mg/kg 投与群の雌で後肢に有意な高値が認められたが、高用量群に同様な変化
はみられていないことから偶発性と判断した。 

回復 2週 
500 mg/kg投与群の雄で前肢に有意な低値が認められたが、投与 4 週にみられてい

ないことから偶発性と判断した。 
 

7.2.4 自発運動量 
成績を Fig. 1~4、Table 2-23、2-24及び Appendix 83~88に示した。 
投与 4週 

各被験物質投与群の雌雄とも対照群とほぼ同様に推移し、有意差は認められなかっ

た。 
回復 2週 

500 mg/kg投与群の雄で測定開始後 40~50分の測定に有意な低値が認められたが、
投与 4週ではみられていないことから偶発性と判断した。 

 
7.3 体重 
成績を Fig. 5、Table 3-1、3-2及び Appendix 89~94に示した。 
投与期間 

500 mg/kg投与群の雌雄で投与 4日に低値傾向が認められた。その他には 125 mg/kg
投与群の雌で投与 17、21及び 24日と投与期間中の体重増加量に有意な高値が認めら
れたが、高用量群では同様な変化はみられていないことから偶発性と判断した。 

回復期間 
500 mg/kg 投与群の雌で回復期間中の体重増加量に有意な低値が認められたが、通

常みられる程度の変化であることから偶発性と判断した。 
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7.4 摂餌量 
成績を Fig. 6、Table 4-1、4-2及び Appendix 95~100に示した。 

1) 

2) 

1) 

2) 

1) 

2) 

投与期間 
500 mg/kg 投与群の雌雄で投与 4 日に有意な低値が認められた。その他には 125 

mg/kg投与群の雌で投与 7、10、14、17及び 21日に、500 mg/kg投与群の雌で投与 7、
14、17、21及び 28日に有意な高値が認められたが、いずれも通常みられる程度の変
化であることから偶発性と判断した。 

回復期間 
500 mg/kg投与群の雌で回復 7及び 14日に有意な低値が認められたが、いずれも通

常みられる程度の変化であることから偶発性と判断した。 
 

7.5 尿検査（摂水量含む） 
成績を Table 5-1~5-8及び Appendix 101~118に示した。 
投与 4週 

125 mg/kg 以上の投与群の雄で尿量の有意な高値と浸透圧の有意な低値が、更に、
500 mg/kg投与群の雌で尿量の有意な高値が認められた。また、沈渣において 500 mg/kg
投与群の雄 12例中 5例、雌 11例中 1例で小円形上皮細胞の陽性例が認められ、500 
mg/kg投与群の雄で対照群と比べ発現頻度が増加した。その他には 125 mg/kg投与群
の雌で摂水量の有意な低値が認められたが、高用量群では同様な変化はみられていな

いことから偶発性と判断した。 
回復 2週 

500 mg/kg 投与群の雌雄とも定性的項目で異常は認められず、また、尿量、摂水量
及び浸透圧でも対照群との間に有意差は認められなかった。 

 
7.6 血液学検査 
成績を Table 6-1~6-6及び Appendix 119~136に示した。 
投与期間終了時 

30 mg/kg投与群の雄で平均赤血球血色素量の有意な低値が、125 mg/kg投与群の雌
で活性化部分トロンボプラスチン時間の有意な短縮とフィブリノーゲン量の有意な高

値が認められたが、高用量群に同様な変化はみられていないことから偶発性と判断し

た。また、500 mg/kg 投与群の雌雄で平均赤血球血色素濃度の有意な低値が、雄で平
均赤血球血色素量の有意な低値が、雌で網赤血球率の有意な高値が認められたが、い

ずれもごく軽度な変化であり、赤血球数等に明らかな変化はみられていないことから

偶発性と判断した。さらに、雄で白血球百分率と白血球数から算出した各分画の実数

において単球数の有意な高値が認められたが、ごく軽度な変化であり、白血球数及び

白血球百分率等には変化はみられていないことから偶発性と判断した。 
回復期間終了時 

500 mg/kg 投与群の雄で白血球百分率において好酸球比率の有意な低値が、雌で白
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血球百分率において単球数比率の有意な高値が認められたが、いずれも投与期間終了

時にみられていないことから偶発性と判断した。 
 

7.7 血液化学検査 
成績を Table 7-1~7-4 Appendix 137~148に示した。 

1) 

2) 

1) 

投与期間終了時 
125 mg/kg 以上の投与群の雌で総コレステロールとリン脂質の有意な高値が、500 

mg/kg 投与群の雌雄で総たん白質の有意な高値が、雄で無機リン及びアルブミンの有
意な高値が、雌でトリグリセライド及び塩素の有意な高値が認められた。その他には

125 mg/kg投与群の雄で LDHの有意な低値、125mg/kg以上の投与群の雄で ASTの有
意な低値と 500 mg/kg投与群の雄でALTとクレアチニンの有意な低値が認められたが、
いずれも毒性を示唆する高値の変化ではないことから偶発性と判断した。また、125 
mg/kg 以上の投与群の雄でカルシウムの有意な高値が認められたが、通常みられる程
度の変化であることから偶発性と判断した。 

回復期間終了時 
500 mg/kg投与群の雌でトリグリセライドの有意な高値が認められた。 
 

7.8 器官重量 
成績を Table 8-1~8-8及び Appendix 149~172に示した。 
投与期間終了時 

被験物質投与によると考えられる変化が肝臓及び腎臓に認められた。 
肝臓 ： 500 mg/kg 投与群の雌雄に絶対及び相対重量の有意な

高値が、125 mg/kg 投与群の雌に絶対重量の有意な高
値が、125 mg/kg 投与群の雄に相対重量の有意な高値
が認められた。 

腎臓 ： 500 mg/kg 投与群の雄に絶対及び相対重量の有意な高
値が、500 mg/kg 投与群の雌に相対重量の有意な高値
が認められた。 

以下に示す変化については、その出現状況からいずれも被験物質投与との関連性の

ない変化と判断した。 
脳 ： 125 mg/kg 投与群の雌に相対重量の有意な低値が認め

られた。 
脾臓 ： 30 mg/kg投与群の雄に相対重量の有意な低値が認めら

れた。 
精巣 ： 500 mg/kg 投与群に絶対重量の有意な低値が認められ

た。 
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2) 

1) 

2) 

3) 

回復期間終了時 
被験物質投与によると考えられる変化が肝臓に認められた。 
肝臓 ： 500 mg/kg 投与群の雌に相対重量の有意な高値が認め

られた。 
以下に示す変化については、その出現状況から被験物質投与との関連性のない変化

と判断した。 
心臓 ： 500 mg/kg 投与群の雌に相対重量の有意な高値が認め

られた。 
 

7.9 剖検所見 
成績を Table 9-1~9-3及び Appendix 173~244に示した。 
死亡動物 

動物番号：4111で以下の所見が認められた。 
腹腔 ： 血性腹水貯留が認められた。 
胸腔 ： 血性胸水貯留が認められた。 
肝臓 ： 大型化が認められた。 
胃 ： 腺胃暗赤色巣が認められた。 
投与期間終了時 

被験物質投与によると考えられる変化が肝臓に認められた。 
肝臓 ： 500 mg/kg投与群の雄 3例と雌 2例に大型化が認めら

れた。 
以下に示す変化については、その出現状況からいずれも被験物質投与との関連性の

ない変化と判断した。 
肺（気管支を含む）： 対照群の雌 1例、125 mg/kg投与群の雄 1例に暗赤色

巣が認められた。 
胃 ： 125及び 500 mg/kg投与群の雌各 1例に腺胃暗赤色巣

が認められた。 
甲状腺 ： 30 及び 500 mg/kg投与群の雌各 1例に小型化（片側性）

が認められた。 
回復期間終了時 

被験物質投与によると考えられる変化が肝臓に認められた。 
肝臓 ： 500 mg/kg投与群の雄 1例に大型化が認められた。 
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7.10 病理組織学検査 
成績を Table 10-1~10-7及び Appendix 173~244に示した。 

1) 

2) 

死亡動物 
回腸（パイエル板含む） 
 ： 軽微なパイエル板の萎縮が認められた。 
腎臓 ： 軽微な尿細管の拡張が認められた。 
肝臓 ： 中等度な小葉中心性壊死と軽度なうっ血が認められた。 
肺（気管支を含む）： 軽微な限局性出血と泡沫細胞の集簇が認められた。 
腸間膜リンパ節 ： 軽微な萎縮が認められた。 
顎下リンパ節 ： 軽微な萎縮が認められた。 
脾臓 ： 軽微な造血の増加と白脾髄の萎縮が認められた。 
胃 ： 軽度な腺胃のびらんが認められた。 
胸腺 ： 軽微な萎縮が認められた。 
甲状腺 ： 鰓後体の遺残が認められた。 
投与期間終了時 

被験物質投与によると考えられる変化が雌雄の肝臓及び甲状腺と雄の腎臓に認めら

れた。 
腎臓 ： 125 mg/kg 投与群の雄 2 例に軽微な頻度の尿細管上皮

細胞の好酸性小体が、500 mg/kg 投与群の雄全例に軽
度な頻度の尿細管上皮細胞の好酸性小体が、また、500 
mg/kg投与群の雄 2例に軽度な尿細管変性が認められ
た。 

肝臓 ： 剖検において肝臓の大型化がみられた 500 mg/kg投与
群の雄 3例と雌 2例を含め次の所見が認められた。500 
mg/kg 投与群の雌雄全例に軽微あるいは軽度な小葉中
心性肝細胞肥大が認められた。 

甲状腺 ： 125 mg/kg投与群の雌 1例、500 mg/kg投与群の雄 2例
と雌 5例に軽微な濾胞上皮細胞の肥大が認められた。 

以下に示す所見については、その出現状況あるいは病理組織学的性状からいずれも

偶発性の変化と判断した。なお、剖検時に肺で暗赤色巣が認められた対照群の雌 1例、
125 mg/kg投与群の雄 1例と甲状腺で小型化が認められた 30及び 500 mg/kg投与群の
雌各 1例については病理組織学検査において剖検所見に関連する異常は認められなか
った。 

心臓 ： 対照群の雄 1例に軽微な限局性の心筋炎が認められた。 
直腸 ： 対照群の雄 1例に軽微な粘膜下の細胞浸潤が認められ

た。 
腎臓 ： 対照群の雄 2例と雌 1例、30 mg/kg投与群の雄 3例、

125 mg/kg投与群の雄 2例、500 mg/kg投与群の雄 3例
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と雌 2例に軽微な再生尿細管が、対照群の雌 1例、500 
mg/kg投与群の雄 3例に軽微な硝子円柱が、対照群の
雄 1例と雌 4例に、30 mg/kg投与群の雄 5例、125 mg/kg
投与群の雄 4例、500 mg/kg投与群の雄 4例と雌 2例
に軽微な間質の鉱質沈着が、対照群の雄 2例と雌 3例、
30 mg/kg投与群の雄 1例、125 mg/kg投与群の雄 1例、
500 mg/kg投与群の雄 3 例に軽微な間質の細胞浸潤が
認められた。 

肝臓 ： 剖検において肝臓の大型化がみられた 500 mg/kg投与
群の雄 3例と雌 2例を含め次の所見が認められた。対
照群の雄 1例と雌 4例、30 mg/kg投与群の雌 4例、125 
mg/kg投与群の雌 1例、500 mg/kg投与群の雌 2例に軽
微あるいは軽度な辺縁帯の空胞化が、30 mg/kg投与群
の雄 1例、125 mg/kg投与群の雄 1例、500 mg/kg投与
群の雌 1 例に軽微な髄外造血が、500 mg/kg投与群の
雌 1例に軽度な肉芽腫が、対照群の雄 4例と雌全例、
30 mg/kg投与群の雄 4例と雌 5例、125 mg/kg投与群
の雄 4例と雌 5例、500 mg/kg投与群の雄全例と雌 2
例に軽微あるいは軽度な微小肉芽腫が認められた。 

前立腺 ： 対照群の 4例、500 mg/kg投与群の 5例に軽微あるい
は軽度なリンパ球の細胞浸潤が認められた。 

大腿部骨格筋 ： 対照群の雄 1例に軽微な細胞浸潤が認められた。 
脾臓 ： 対照群及び 500 mg/kg投与群の雄各 1例に軽微な造血

の増加が認められた。 
胃 ： 剖検において腺胃の暗赤色巣がみられた 125及び 500 

mg/kg投与群の雌各 1例には軽微な腺胃のびらんが認
められた。 

甲状腺 ： 対照群の雄 2 例に異所性胸腺が、500 mg/kg 投与群の
雄 1例に軽微な間質の細胞浸潤が、対照群の雌雄各 2
例、30 mg/kg投与群の雄 1例と雌 2例、125 mg/kg投
与群の雄 2例、500 mg/kg投与群の雄 1例と雌 3例に
鰓後体の遺残が認められた。 

膀胱 ： 500 mg/kg 投与群の雄 1 例に軽微な粘膜下の細胞浸潤
が認められた。 

3) 回復期間終了時 
被験物質投与によると考えられる変化が雄の腎臓と甲状腺に認められた。 
腎臓 ： 500 mg/kg 投与群の雄 3 例に軽微な頻度の尿細管上皮

細胞の好酸性小体が認められた。また、対照群の雄 3
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例、500 mg/kg 投与群の雄 4例に軽微な再生尿細管が、
500 mg/kg投与群の雄 2 例に軽度な再生尿細管がみら
れ、500 mg/kg投与群の雄で増強傾向が認められた。 

甲状腺 ： 500 mg/kg 投与群の雄 1 例に軽微な濾胞上皮細胞の肥
大が認められた。 

以下に示す所見については、その出現状況あるいは病理組織学的性状からいずれも

偶発性の変化と判断した。なお、剖検時に肝臓の大型化が認められた 500 mg/kg投与
群の雄 1例については、病理組織学検査において剖検所見に関連する異常は認められ
なかった。 

腎臓 ： 500 mg/kg 投与群の雄 1 例に軽微な硝子円柱が、対照
群の雄 3例、500 mg/kg投与群の雄 5例に軽微な間質
の鉱質沈着が認められた。 

肝臓 ： 対照群の雌雄各 1例、500 mg/kg投与群の雌 2例に軽
微な辺縁帯の空胞化が、対照群の雄全例と雌 5例、500 
mg/kg 投与群の雌雄各全例に軽微な微小肉芽腫が認め
られた。 

甲状腺 ： 対照群の雄 1例に異所性胸腺が、対照群の雄 2例、500 
mg/kg投与群の雌雄各 1例に鰓後体の遺残が認められ
た。 
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8. 考察 
 
Sprague-Dawley系 SPFラット〔Crl:CD(SD)〕に β-ブロモスチレンを 0（コーン油：

対照群）、30、125及び 500 mg/kg/dayの用量で 28日間反復強制経口投与し、その毒
性を検討するとともに、対照群及び 500 mg/kg投与群はその後 2週間休薬させ、変化
の可逆性について検討した。 

 
死亡動物は 500 mg/kg投与群の雌 1例（動物番号：4111）で投与 3日に認められた。

この動物では、投与開始日に自発運動の減少が認められたが、その後は一般状態に異

常は観察されなかった。病理学検査では、血性の腹水及び胸水の貯留、肝臓の大型化

並びに腺胃暗赤色巣が肉眼的に認められた。組織学的には肺の限局性出血と泡沫細胞

の集簇、肝臓の小葉中心性壊死とうっ血、腎臓の尿細管の拡張、脾臓の造血の増加と

白脾髄の萎縮、腺胃のびらん、甲状腺の鰓後体の遺残、顎下リンパ節、胸腺、腸間膜

リンパ節及びパイエル板の萎縮が認められ、被験物質投与の影響と判断されたが、死

因は明らかではなかった。 
生存動物では、機能検査、握力、自発運動量及び血液学検査に被験物質投与の影響

はみられなかったが、以下の検査項目に変化が認められた。 
一般状態では、500 mg/kg 投与群の雌雄全例で自発運動の減少が認められたが、投

与開始日のみの変化であり、その後は回復期間を含め異常は観察されなかった。 
詳細な一般状態では、手に持っての観察で投与 3及び 4週に 500 mg/kg投与群の雌

雄で流涎（軽度）が散見された。この変化は休薬により消失し、回復性が認められた。 
体重では、500 mg/kg投与群の雌雄で投与初期（投与 4 日）に低値傾向が認められ

た。 
摂餌量では、500 mg/kg投与群の雌雄で投与初期（投与 4日）に低値が認められた。 
尿検査では、125 mg/kg以上の投与群の雄で尿量の高値と浸透圧の低値が、500 mg/kg

投与群の雌で尿量の高値が認められたほか、沈渣において 500 mg/kg投与群の雄で小
円形上皮細胞の陽性例の発現頻度が増加し、被験物質投与による腎臓への影響が疑わ

れた。これらの変化は休薬により消失し、回復性が認められた。 
血液化学検査では、125 mg/kg 以上の投与群の雌で総コレステロールとリン脂質の

高値が、500 mg/kg 投与群の雌雄で総たん白質の高値が、雄でアルブミンの高値が、
雌でトリグリセライドの高値が認められ、被験物質投与による肝臓への影響が疑われ

た。また、500 mg/kg投与群の雄で無機リンの高値が、雌で塩素の高値が認められた。
休薬後の検査において、上述した変化は雌のトリグリセライドの高値を除き、いずれ

も消失し、回復性が認められた。 
病理学検査では、肝臓、腎臓及び甲状腺に被験物質投与の影響が認められた。肝臓

において 125 mg/kg投与群の雄で相対重量の高値が、雌で絶対重量の高値が、500 mg/kg
投与群の雌雄で絶対及び相対重量の高値がみられ、500 mg/kg 投与群の雌雄では肉眼
的に大型化が、組織学的に小葉中心性肝細胞肥大が認められた。また、腎臓において
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B-6354 

500 mg/kg投与群の雄で絶対及び相対重量の高値が、雌で相対重量の高値が認められ、
組織学的に 125 mg/kg以上の投与群の雄で、尿細管上皮細胞の好酸性小体が、500 mg/kg
投与群の雄で尿細管変性が認められた。更に、甲状腺において濾胞上皮細胞の肥大が

125 mg/kg以上の投与群の雌と 500 mg/kg投与群の雄で認められた。これらの変化は休
薬後ほぼ消失したが、雄では、肉眼的に肝臓の大型化、組織学的に腎臓の尿細管上皮

細胞の好酸性小体及び尿細管の再生の増強と甲状腺の濾胞上皮細胞の肥大が、雌では、

肝臓の相対重量の高値が認められた。しかし、いずれも程度あるいは発現例数が軽減

し、回復性が認められた。 
 
以上の結果から、β-ブロモスチレンの本試験条件下における無影響量は雌雄とも 30 

mg/kg/dayであると推定された。また、みられた変化はいずれも可逆性が認められた。 
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要　約

ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)の遺伝子突然変異誘発性の

有無を検討するため､復帰突然変異試験を指標菌株としてSa血omena吻k血uTlLZm

TAIOO､ TA1535､ TA98､ TA1537およびEeChezT'ckta con WP21Zn:Aを用い､ S9 mix

非存在(直接法)および存在(代讃惰性化法)下でプレインキュベーション故により

行った｡

用量は､用量設定試験(予備試験)の結果､菌の生育阻害が認められる用量または

5000FLg/プレートを最高用量とし､直接法においては､ TA98､ TAIOO､ TA1535およ

びTA1537では62.5-2000FL g/プレートの範囲(公比2)､ WP2uTqAでは156-5000

〃g/プレートの範囲(公比2)､代謝活性化法では､いずれの菌株とも156-5000〝g/

プレートの範囲(公比2)で設定したQ

試験は2回実施した｡その結果､全ての菌株において代謝活性化の有無にかかわら

ず､復帰変異コロニー数の増加は課められなかった.菌の生育阻害については､直接

絵では､ TA1535の1000〟g/プレート以上､ TA98､ TAIOOおよびTA1537の2000

FLg/プレート､代謝活性化法においては､試験1回目ではTA1535の1000pg/プレー

ト以上､ TAIOOの5000FLg/プレート､試験2回目ではTA1535の1000FLg/プレート

以上の用量で認められた｡

以上の成績から､本実験条件下では､ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル

数5モル)の細菌に対する遺伝子突然変異誘発性は陰性と判定した｡
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目　的

この試験は､ビスフェノールA-EO付加物(平均付加モル数5モル)の細菌に対す

る遺伝子突然変異誘発性の有無を明らかにするために実施した｡

材料および方法1､ 2)

1.被験物質

名　　　称:ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)

(英名: 4,4'･i80prOpylydenediphenol ethoxylated)

CAS番号: 32492-61-8

ロット番号: L3･6SOO4･A

純　　　度: 99%以上(水分:0.04%)

付加モル分布: 1モル:0.0%､ 2モル:5.6%､ 3モル: 16.9%､ 4モル:23.3%､

5モル:21.1%､ 6モル: 15.8%､ 7モル:8.2%､ 8モル:4.0%

9モル以上:5.1% (分析日:平成18年10月19日)

示　性　式: (C2H40)n(C2H40)nC15H1602

構　造　式:

入　手　先:三洋化成工業株式会社(京都府京都市東山区一橋野本町11-1)

入手日･量:平成19年3月14日･25g

物　性　等:

化学名　　　　ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)

分子量　　　　432 (付加モル数5モルと仮定した場合)

性状(常温)　　無色透明液体

酸価　　　　　0.013 mgKOH/g

水酸基価　　　239 mgKOH/g
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指標菌株

TAIOO

TA1535
'ⅣP2 um4

TA98

TA1537

直接浜
(〟g/プレート)

AF･2　(0.01)

SA　(0. 5)

AF-2 (0.04)

AF･2　(0.1)

9･AA (80)

代謝活性化法

(〃g/プレート)

2･AA　(1)

2･AA　(2)

2-AA　(10)

2･AA　(1)

2･AA　(2)

AF-2 : !3.2',7807.:V)L3才㌔毒結石Q7129,/6V))アクリルアミド(和光純薬工業株式会

2･AA : 2･7ミノアントラセン(和光純薬工業株式会社､ >90%､ロット番号
KCM2259)

SA　:アジ化ナトリウム(和光純薬工業株式会社､90%､ロット番号ECG5232)

9･AA : 9･アミノアクリジン(Aldrich ChemiCalCompany､ 98%､ロット番号
07721MZ)

8.アミノ酸添加軟寒天培地の調製

0.6W/V%粉末寒天(Difco Laboratories､ロット番号5200601)および0.5W/V%

塩化ナトリウム(和光純薬工業株式会社､ロット番号8251)の組成の軟寒天を調製

したo溶解した軟寒天に､ S. tJPhiEULm'um用には0.5 mM Dゼオチン(Sigma

Chemical Company､ロット番号AASXB)および0.5 mM L･ヒスチジン(和光純

薬工業株式会社､ロット番号DLJ5479)水溶液､ a. coE用には0.5mML･トリプ

トファン(和光純薬工業株式会社､ロット番号EWPO420)水溶液を1/10容加え､

アミノ酸添加軟寒天培地とした｡

9.用量設定試験(予備試験)

本試験における被験物質の適切な用量を把握するために､ 20-5000JJ g/プレート

の範囲で用量を設定し､本試験と同様の実験方法で試験を行った｡試験は各用量1

枚のプレートで行った｡

その結呆(表1･1､ 1･2)､直接法の場合は､ TA98､ TAIOO､ TA1535およびTA1537

では2000FL g/プレート以上の用量で菌の生育阻害が認められ､ WP2LZTq:Aでは菌の

生育阻害は認められなかった.また､代謝活性化法の場合は､ TAIOO､ TA1535およ

びTA1537では5000pg/プレートで菌の生育阻害が認められ､ TA 98および

WP2un:Aでは菌の生育阻害は認められなかったo
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10.本試験

本試験は､同一菌株､同一用量で2回行った｡

1)用量設定

用量設定試験の結果から､被験物質の用量については､直接法の場合､ TA 98､

TAIOO､ TA1535およびTA1537では2000FLg/プレートを最高用量とし､以下公比

2で1000､ 500､ 250､ 125および62.5pg/プレート､ WP2unAでは5000FLg/プ

レートを最高用量とし､以下公比2で2500､ 1250､ 625､ 313および156FLg/プレ

ート､また､代謝活性化法の場合は､いずれの薗株とも5000FLg/プレートを最高用

量とし､以下公比2で2500､ 1250､ 625､ 313および156〟g/プレートの各計6用

量とした｡

2)実験方法

(1)プレインキュベーション法(直接法)

滅菌′ト試験管に被験物質の供試液0.1 mL､ 0.1 Mリン酸ナトリウム緩衝液(pH

7.4) 0.5mL (和光純薬工業株式会社､リン酸水素二ナトリウム･十二水塩:ロッ

ト番号WAF3531､リン酸二水素ナトリウム･二水塩:ロット番号CAJ2723)お

よび前培養した懸濁菌液0.1 mLを分注し､ 37℃で20分間振塗培養後､ 45℃に保

温したアミノ酸添加軟寒天培地2 mLを加え､最少グルコース寒天平板培地上に広

げた｡最少グルコース寒天平板培地(プレート) (テスメディアAN培地､オリエ

ンタル酵母工業株式会社､ロット番号ANI420FW･ 2007年6月5日製造･ 2007

年8月10日購入;ロット番号AN1730IW･2007年9月11日製造･2007年11

月12日購入)は､ Vogel-BonnerE培地(0.2W/V%クエン酸.一水塩､ 1W/V%リ

ン酸二カリウム･無水塩､ 0.192W/V%リン酸-アンモニウム､ 0.066W/V%水酸化

ナトリウム､ 0.02 W/v%硫酸マグネシウム･七水塩)に寒天粉末を1.5 W/v%およ

びグルコースを2W/V%となるように加え､ 30mLずつ分注したものである0 37℃

で48時間培養後､復帰変異コロニーを計数し､同時に指標菌株の生育阻害の有無

を実体顕微鏡を用いて観察した｡陰性対照および陽性対照群においては､上記の被

験物質の供試液0.1 mLにかわり､溶媒(DMSO) 0.1 mLおよび陽性対照物質溶

液0.1 mLを用いて同様に実施した.試験は各用量3枚のプレートで行ったo

(2)プレインキュベーション法(代謝活性化法)

滅菌小試験管に被験物質の供試液0.1 mL､ S9 mix 0.5 mLおよび前培養した懸
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濁菌液0.1 mLを分注し､ 37℃で20分間振塗培養後､ 45℃に保温したアミノ酸添

加軟寒天培地2 mLを加え､最少グルコース寒天平板培地上に広げた. 37℃で48

時間培養後､復帰変異コロニーを計数し､同時に指標菌株の生育阻害の有無を実体

顕微鏡を用いて観察したo陰性対照および陽性対照群においては､上記の被験物質

の供試樺0.1 mLにかわり､溶媒(DMSO) 0.1 mLおよび陽性対照物質溶液0.1 mL

を用いて同様に実施した｡試験は各用量3枚のプレートで行った｡

ll.無菌試験

用量設定試験および本試験において､用いた溶媒､ S9 mixおよび最高用量の被験

物質の供試液について､それぞれ0.1 mLに0.6W/v%軟寒天培地2mLを加え､最

少グルコース寒天平板培地(テスメディアAN培地､オリエンタル酵母工業株式会

社､ロット番号AM730IW)に重層後､ 37℃で48時間培養し､菌の生育の有無を

調べた｡最少グルコース寒天平板培地は､それぞれ3枚ずつ使用した0

12.試験の有効性

以下の3基準を満たす場合に､試験は適切な条件下で実施され､試験は有効であ

ると判定した｡

(1)試験に用いた菌液､溶媒､被験物質の供試液およびS9 mixに雑菌の混入がない｡

(2)各指標菌株の陰性対照における復帰変異コロニー数が､当研究所における背景デ

ータの範囲内の値を示す(自然復帰変異体数)｡

(3)各指標菌株の陽性対照における復帰変異コロニー数が､当研究所における陽性対

照値の背景データの範囲あるいはその近くの借を示す｡

13.結果の判定

結果の判定は､各用量におけるプレートでの復帰変異コロニー数の平均値を基に､

原則的に以下の3基準を満たす場合を陰性とした.

(1)被験物質処理群において陰性対照値の2倍以上の復帰変異コロニー数が出現す

るo

(2)被験物質用量の増加とともに復帰変異コロニー数が増加する(用量依存性)｡

(3) 2回にわたる本試験の結果から復帰変異コロニー数の増加に再現性が認められる｡
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但し､明確な用量依存性が認められない場合においても､陽性値を示す試験結果

に再現性が認められれば陽性と判定するo

結　果

試験を2回実施した結果(表2･1･1､ 2-1･2､ 2-2､ 3･H､ 3･1･2､ 3･2および図1･1､

1-2､ 1~3､ 1~4､ 1･5､ 2･1､ 2-2､ 2･3､ 2･4､ 2･5)､直接法および代謝活性化汝のいずれ

の場合も､供試したすべての菌株において復帰変異コロニー数は､陰性対照値の2倍

を超えることはなかったo菌の生育阻害については､直接法では､ TA1535の1000iL

g/プレート以上､ TA98､ TAIOOおよびm1537の2000FLg/プレート､代謝活性化法

においては､試験1回目ではTA1535の1000FLg/プレート以上､ TAIOOの5000LLg/

プレート､試験2回目ではTA1535の1000FLg/プレート以上の用量で認められたo

陰性対照群では背景データ(添付資料)の範囲内の復帰変異コロニー数が認められ

た｡陽性対照群においては明らかな復帰変異コロニー数の増加が認められ､その確度

は､それぞれ背景データ(添付資料)の範囲内またはその近くの陽性値を示すもので

あったDまた､試験に用いた菌液､溶媒､被験物質の供試液およびS9miXなどには､

雑菌の混入は認められなかったoその他､実験中被験物質の析出等､特記すべき変化

は認められなかったC

結　論

ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)について遺伝子突然変異誘

発性の有無を調べるため､細菌を用いる復帰突然変異試験を実施した｡その結果､代

謝活性化の有無にかかわらず､全ての指標菌株で復帰変異コロニー数の増加は認めら

れなかった｡

試験の有効性については､2回にわたる本試験ともに有効であることが確認されたo

Lたがって､本実験条件下ではビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モ

ル)の遺伝子突然変異誘発性は陰性と判定したC

ビスフェノールAの変異原性については､ S. tmktB2LLTTlLLLU TA97､ TA98､ TAIOO､

TAIO2､ TA1535またはE con WP2unAを用いた復帰突然変異試験3･4･5)で陰性と

の報告がある｡また､ CHO細胞を用いた染色体異常試験で陽性6)および陰性7)､ V79

細胞を用いた細胞遺伝子突然変異試験で陰性3)との報告がある｡
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表卜1 S9 mix非存在下におけるビスフェノールA-EO (平均付加モル数5モル)の

用量設定試験結果〔直接法〕

用　　量

〔〟 g/プレート〕

復帰変異コロニー数/プレート

塩基対置換型　　　　　　　　フレームシフト型

TAIOO TA1535　WP2uttnA TA98　　TA1537

陰性対照〔局方精製水〕　　　153　　　14　　　19　　　　　　29　　　14

20　　　　　　　　　　　121　　　　10　　　　18　　　　　　　　28　　　　　9

50　　　　　　　　　　　107　　　　　5　　　　18　　　　　　　　38　　　　16

100　　　　　　　　　　　104　　　　13　　　　　30　　　　　　　　34　　　　14

200　　　　　　　　　　108　　　　　8　　　　　2 1　　　　　　　32　　　　10

500　　　　　　　　　　123　　　　10　　　　　24　　　　　　　　26　　　　15

1000　　　　　　　　　　　93　　　　　5　　　　21　　　　　　　45　　　　14

2000　　　　　　　　　　90*　　　　6*　　　18　　　　　　34*　　　　6*

5000　　　　　　　　　109*　　　　6*　　　13　　　　　　　33 *　　　　6*

陽性対照　　　　　　　　　AF-2　　　SA AF-2　　　　AF-2　　9-AA

〟 g/プレート　　　　　　　0.01　　　0.5　　　0.04　　　　　　0･1　　　80

復帰変異コロニー数　　　759　　384　　771　　　369　　388

*　:菌の生育阻害が認められた｡

AF-2: 2-(21フリル)-3-(5-ニトロー21フリル)アクリルアミド

SA :アジ化ナトリウム

9-AA: 9-アミノアクリジン
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表卜2 S9 mix存在下におけるビスフェノールA-EO (平均付加モル数5モル)の

用量設定試験結果〔代謝活性化法〕

用　　量

〔〃 g/プレート〕

復帰変異コロニー数/プレート

塩基対置換型　　　　　　　　フレームシフト型

TA100　　TA1535　WP2LZm4　　　　　TA98　　TA1537

陰性対照〔局方精製水〕　　　　86　　　　9　　　　29　　　　　　37　　　13

20　　　　　　　　　　　　88　　　　　　7　　　　　36　　　　　　　　31　　　　13

50　　　　　　　　　　105　　　　　6　　　　14　　　　　　　27　　　　13

100　　　　　　　　　　102　　　　　8　　　　　33　　　　　　　　26　　　　　　8

200　　　　　　　　　　　79　　　　10　　　　20　　　　　　　27　　　　12

500　　　　　　　　　　101　　　　　6　　　　19　　　　　　　　28　　　　10

1000　　　　　　　　　　　83　　　　　3　　　　23　　　　　　　　26　　　　19

2000　　　　　　　　　　107　　　　　　5　　　　　27　　　　　　　19　　　　16

5000　　　　　　　　　103 *　　　　5 *　　19　　　　　　　24　　　　　3 辛

陽性対照　　　　　　　　　2- AA　　2- AA　　2- AA　　　　2- AA　　2- AA

〟 蛋/プレート　　　　　　　　1　　　2　　　10　　　　　　1　　　2

復帰変異コロニー数　　　603　　302　　505　　　　369　138

2-AA: 2-アミノアントラセン
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表2-1-1 S9 mix非存在下におけるビスフェノールA-EO(平均付加モル数5モル)の

復帰変異試験結果〔本試験1回目一直接法〕

用　　量

〔〃 g/プレート〕
塩基対置換型

TAIOO TA1 535

陰性対照　　　1 17　　　　　　10

〔局方精製水〕  1 14　　　　　　6

110　　　　　　　　4

(114±　4) (　7±　3)

99　　　　　　　14

62.5　　　107　　　　　　　10

112　　　　　　　　6

(106±　7) ( 10±　4)

95　　　　　　　　9

125　　　　118　　　　　　　6

111　　　　　　　　8

(108±12) ( 8±　2)

108　　　　　　　　　5

250　　　　　118　　　　　　　　9

96　　　　　　　　4

(107±11) (　6±　3)

93　　　　　　　　　9

500　　　　　107　　　　　　　　6

111　　　　　　　　5

(104±　9) (　7±　2)

フレームシフト型

TA98　　　　　　TA1537

28　　　　　　　13

28　　　　　　　　6

16　　　　　　　13

( 24±　7) ( 11±　4)

31　　　　　　　11

18　　　　　　　11

28　　　　　　　12

( 26±　7) ( 11± 1)

23　　　　　　　10

21　　　　　　10

17　　　　　　　　　9

( 20±　3) ( 10± 1)

19　　　　　　　　　6

17　　　　　　　　　5

24　　　　　　　　　8

( 20±　4) (　6±　2)

25　　　　　　　12

21　　　　　　　11

22　　　　　　　　　4

( 23±　2) (　9±　4)

91　　　　　　　12 q'

95　　　　　　　　6串

126　　　　　　　6*

(104±19) (　8±　3)

27　　　　　　　　10

17　　　　　　　11

15　　　　　　　　11

( 20±　6) ( 11± 1)

84 q'　　　　　　　o q1

104卓　　　　　　　o*

96*　　　　　　　0*

( 95±10) (　0±　0)

18不　　　　　　　　2不

14*　　　　　　　3*

18*　　　　　　　4*

( 17±　2) (　3± 1)

哲男vLF_ト.%-2　　等5　　=
復帰変異　　　828　　　　　　420

コロニー数　　　845　　　　　　474

/プレ-ト892      454

( )‥平均i8!5iFizF3i主(449±27) -
*　:菌の生育阻害が認められた｡

AF-2: 2-(2-フリル)-3-(5-ニトロー2-フリル)アクリルアミド

SA :アジ化ナトリウム

9-AA: 9-アミノアクリジン

AF-2　　　　　9-AA

O.1　　　　　　　80

499　　　　　　　334

530　　　　　　　472

525　　　　　　　432

(518±17) (413±　71)
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表2-1-2　S9 mix非存在下におけるビスフェノールA-EO(平均付加モル数5モル)の

復帰変異試験結果〔本試験1回目一直接法〕

些重畳琶誓コロニーWプレ~ト
TAIOO TA1535

用　　量

〔〃 g/プレート〕

陰性対照
〔局方精製水〕

フレームシフト型

TA98　　　　　　TA1537

20

23

15
--　　　　( 19±　4)

25

15

18
--　　　　( 19±　5)

19

19

18
--　　　　( 19± 1)

31

17

18
--　　　　　( 22±　8)

26

26

16
--　　　　( 23±　6)

22

26

21

( 23±　3)

18

18

20

( 19± 1)

陽性対照
〟 g/プレート

復帰変異
コロニー数

/プレート

AF-2

0.04

988

1005

941

( 978±33)

:　平均値±標準偏差

AF-2: 2-(2-フリル)-3-(5-ニトロ12-フリル)アクリルアミド
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表2-2　S9 mix存在下におけるビスフェノールA-EO(平均付加モル数5モル)の

復帰変異試験結果〔本試験1回目一代謝活性化法〕

用　　量

塩基対置換型　　+　　　　　　　フレームシフト型

LLg/?レート〕 TAIOO　177A'{53-5TA1535 WP2 LEtq:A TA98　　　　　TA1 5 3 7

陰性対照　　~ I 100　　　　　8　　　　　28　　　　　24　　　　　9

〔局方精製水〕 121　　　　　6　　　　　29　　　　19　　　　　　9

109      ll      17      26      14

⊥霊±11) ( 98±3) (2205±7) (.:喜±4) (.li±3)

9　　　　　　20　　　　　　30　　　　　　14

102　　　　　　8　　　　　　21　　　　　32　　　　　14

88       6      21      33       6

17Hip) ( 28±2) (苦さ士1) (23宇土2) (壬真土5)
2　　　　　　19　　　　　　　21　　　　　13

109　　　　　　10　　　　　　23　　　　　　33　　　　　　14

96      10      25      35      12

(13喜±8) ( 87±5) (…72±3) (…宇土8) (in3土1)

8　　　　　　17　　　　　　　27　　　　　　10

104　　　　　　　3　　　　　　26　　　　　　47　　　　　　18

100　　　　　　　9　　　　　　　27　　　　　　　37　　　　　　11

(100±　5) ( 7±　3) ( 23±　6) ( 37±10) ( 13±　4)

106　　　　　　　3　　　　　　21　　　　　18　　　　　　　4

96　　　　　　　7　　　　　　　34　　　　　　　24　　　　　　1 3

81　　　　　　　7　　　　　　　42　　　　　　　26　　　　　　18

( 94±13) ( 6±　2) ( 32±11) ( 23±　4) ( 12±　7)

81　　　　　　　9 *　　　　　　31　　　　　　30　　　　　　　5

96　　　　　　　6 *　　　　　29　　　　　　34　　　　　　10

88       10 辛      18       24       15

(器･i8) (;･i2) (芸±7) (芸±5) (壬冒±5)

108 *　　　　　　7 *　　　　　　28　　　　　　18　　　　　　　8

106 *　　　　　　6 *　　　　　　23　　　　　　35　　　　　　　7

(100±12) (　7±　2) ( 27±　4) ( 27±　9) ( 9±　2)

2- AA　　　　　2- AA　　　　　2- AA　　　　　2- AA　　　　　2- AA

l　　　　　　　　2　　　　　　　10　　　　　　　　1　　　　　　　　2

577　　　　　　　226　　　　　　　664　　　　　　　332　　　　　　108

503　　　　　　176　　　　　　　624　　　　　　　313　　　　　　112

496　　　　　　187　　　　　　　577　　　　　　　333　　　　　　106

156

313

625

1250

2500

5000

陽性対照

〟 g/プレート

復帰変異
コロニー数

/プレート

(525±45) (196±26) (622±44) (326± ll ) (109±　3)

*　:菌の生育阻害が認められた｡

( ):平均値±標準偏差
2-AA:　2-アミノアントラセン
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表3-1-1 S9 mix非存在下におけるビスフェノールA-EO(平均付加モル数5モル)の

復帰変異試験結果〔本試験2回目一直接法〕

用　　量

〔〝 g/プレート〕
些亜世業変異コロニー赦 フレームシフト型

TAIOO TA1535

陰性対顔　　　122　　　　　　　9

〔局方精製水〕  1 13　　　　　　10

96　　　　　　　　　7

(110±13) (　9±　2)

117　　　　　　　　5

62.5　　　122　　　　　　　13

137　　　　　　　　7

(125±10) (　8±　4)

116　　　　　　　　9

125　　　　　115　　　　　　　　9

109　　　　　　　　10

(113±　4) (　9± 1)

TA98　　　　　　TA1537

21　　　　　　　　5

17　　　　　　　　　9

25　　　　　　　　　5

( 21±　4) (　6±　2)

22　　　　　　　　　7

22　　　　　　　　　6

24　　　　　　　　　7

( 23± 1) (　7± 1)

20　　　　　　　　4

27　　　　　　　　7

25　　　　　　　　　5

( 24±　4) (　5±　2)

111　　　　　　　　5

109　　　　　　　　7

123　　　　　　　　12

(114±　8) (　8±　4)

24　　　　　　　　　6

12　　　　　　　　9

33　　　　　　　　　4

( 23±11) (　6±　3)

101　　　　　　　13

109　　　　　　　　　6

109　　　　　　　　　7

(106±　5) (　9±　4)

20　　　　　　　　　9

20　　　　　　　　　6

24　　　　　　　　　6

( 21±　2) (　7±　2)

20　　　　　　　　　5

21　　　　　　　　2

22        ll

(‡去.il) (三･i5)

27*　　　　　　　6*

24*　　　　　　4*

( 22±　6) (　5± 1)

AF-2　　　　　9-AA

O.1　　　　　　　80

461　　　　　　747

482　　　　　　　953

459　　　　　　　837

100　　　　　　　　　8帯

102　　　　　　　6 *

90　　　　　　　8*

( 97±　6) (　7± 1)

96*　　　　　　　0*

68串　　　　　　　o*

74*　　　　　　0*

( 79±15) (　0±　0)

AF-2　　　　　SA

2000

陽性対照
〃〟プレート　0.の　　　　　0.5

復帰変異　　　928　　　　　　491

コロニー数　　　892　　　　　　469

/プレート　　　882　　　　　　457

( )‥ iFd90i品21主`472±17) ~　(467± 13 ) (846±103'
*　:菌の生育阻害が認められたo

AF-2: 2-(2-フリルト3-(5-ニトロー2-フリル)アクリルアミド

SA :アジ化ナトリウム

9-AA: 9-アミノアクリジン
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表3-卜2　S9 mix非存在下におけるビスフェノールA-EO(平均付加モル数5モル)の

復帰変異試験結果〔本試験2回目一直接法〕

復帰変異コロニー数

〔pg'プレーH TAl00　讐禁担　wfuA .｣遡7_vI当AlhjS37

陰性対照
〔局方精製水〕

5000

陽性対照

〟 g/プレート

復帰変異
コロニー数

/プレート

( ):平均値±標準偏差
AF-2: 2-(2-フリルト3-(5-ニトロー2-フリル)アクリルアミド
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表3-2　　S9 mix存在下におけるビスフェノールA-EO (平均付加モル数5モル)の

復帰変異試験結果〔本試験2回目一代謝活性化法〕

用　　量

〔〝 g/プレート〕

陰性対照
〔局方精製水〕

フレームシフト型塩基対置換型
WP2 um4

21

20

22

TAI 00 TA1535

88　　　　　　　　6

99　　　　　　　　　7

91　　　　　　　　6

TA98　　　　　　TA1537

34　　　　　　　10

18　　　　　　　16

23　　　　　　　　2

25±　8) (　9±　7)

34　　　　　　　17

30　　　　　　　10

25　　　　　　　16

30±　5) ( 14±　4)

22　　　　　　　　7

31　　　　　　12

21　　　　　　　　7

25±　6) (　9±　3)

33　　　　　　　　8

23　　　　　　　　15

33　　　　　　　　9

30±　6) ( 11±　4)

27　　　　　　　14

31　　　　　　　　9

26　　　　　　　13

28±　3) ( 12±　3)

26　　　　　　　12

30　　　　　　　11

27　　　　　　　15

28±　2) ( 13±　2)

25　　　　　　　12

35　　　　　　　　2

28　　　　　　　　5

29±　5) (　6±　5)

2- AA　　　　　2- AA

l　　　　　　　　2

244　　　　　　112

254　　　　　　103

210　　　　　　　105

236±23) (107±　5)

( 93±　6) (　6± 1) ( 21± 1)

156

103　　　　　　　　10

114　　　　　　　10

91　　　　　　　　6

(103±12) (　9±　2) ( 22±　3)

313

88　　　　　　　　12

86　　　　　　　　5

111　　　　　　　　8

( 95±14) (　8±　4) ( 28±　8)

625

81　　　　　　　11

98　　　　　　　　　4

92　　　　　　　　6

( 90±　9) (　7±　4) ( 24±　7)

1250

111　　　　　　　　9

69　　　　　　　　10

85　　　　　　　　6

( 88±21) (　8±　2) ( 21±　2)

2500

95　　　　　　　　　8

92　　　　　　　　　4

92　　　　　　　12

( 93±　2) (　8±　4) ( 18±　3)

91　　　　　　　　9

88　　　　　　　　2

72　　　　　　　　0

( 4± 5) ( 19± 5)(2_8崇10) (2_4,ui 5) (2_19,ui 5)

2- AA

5000

陽性対照
〟 g/プレート

復帰変異
コロニー数

/プレート

逮
458

453

1　　　　　　　　2

483　　　　　　　204

438　　　　　　　196

612　　　　　　　199

(511±90) (200±　4) (458±　5 )

*　:菌の生日阻害が認められたo

( ):平均値±標準偏差
2-AA:　2-アミノアントラセン
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要　約

ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)の漁色体異常誘発性の有無

を検討するため､チャイニーズハムスター肺由来の線維芽細胞株(CHL/IU)を用いて

ZB n'tTOにおける染色体異常試験を実施したo

染色体異常試験に用いる用量を決定するため､ 46.88-3000FL g/mLの範囲で細胞増

殖抑制試験を行った｡その結果､短時間処理汝のS9miX非存在および存在下ともに､

750FL g/mL以上の用量で50%を上回る細胞増殖抑制が認められたo連続処理法24時

間処理では､ 375FL g/mL以上の用量で50%を上回る細胞増殖抑制が認められた.

したがって､染色体異常試験における用量は､短時間処理法の場合では100､ 200､

400､ 600および800FLg/mL､連続処理汝の場合は50､ 100､ 200､ 300および400

FL 冒/znLとした｡

試験の結果､短時間処理法S9miⅩ非存在および存在下ともに400p gmLでのみ染

色体構造異常細胞の増加が認められたo連続処理法24時間では染色体異常細胞の増加

は認められなかったo　なお､短時間処理法S9 mix非存在および存在下の600

fig/mL以上､また､連続処理法24時間の300pg/mL以上では､細胞毒性のため観

察可能な分裂中期像は認められなかった｡

短時間処理法S9 mix非存在および存在下ともに1用量のみで染色体異常細胞の増加

が認められたことから､いずれの条件の場合も300､ 400および500pg/mL用量を設

定して確認試験を行ったoその結果､S9miX非存在下では300および400FL ど/mLで､

また､ S9miX存在下では400FL g/mLで染色体構造異常細胞の増加が認められ､試験

結果の再現性が確認された｡なお､ S9 Ⅱlix非存在および存在下ともに500FL g/mLで

は､細胞毒性のため観察可能な分裂中期像は認められなかった.

以上の成績から､本実験条件下では､ビスフェノールA･EO付加初(平均付加モル

数5モル)のCHL/IU細胞に対する染色体異常誘発性は陽性と判定した｡
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試験日的

この試験は､ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)のほ乳叛培養

細胞に対する染色体異常誘発性の有無を明らかにするために実施した｡

材料および方法1, 2)

1,被験物質

名　　称:ビスフェノールA-EO付加物(平均付加モル数5モル)

(英名: 4,4'･isopropylydenediphenol ethoxylated)

CAS番号: 32492･61･8

ロット番号: L3-6SOO4･A

純　　　度:　99%以上(水分:0.04%)

付加モル分布:1モル:0.0%､ 2モル:5.6%､ 3モル:16,9%､ 4モル:23.3%､

5モル:21.1%､ 6モル:15.8%､ 7モル:8.2%､ 8モル:4.0%

9モル以上:5.1% (分析日:平成18年10月19日)

示　性　式: (C2H40)a(C2H40)nC15H1602

構　造　式:

入　手　先:三洋化成工業株式会社(京都府京都市東山区一橋野本町11･1)

入手日･量:平成19年3月14日･25g

物　性　等

化学名　　　　ビスフェノールA-EO付加物(平均付加モル数5モル)

分子量　　　　432 (付加モル数5モルと仮定した場合)

性状(常温)　　無色透明液体

酸価　　　　　0.013 mgKOH/冒

水酸基価　　　239 mgXOH/冒

･2･ Study No. 06-121
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〔S9製造法〕

A.使用動物

a)種･系統: Sprague･Dawley系ラット(日本エスエルシー株式会社)

b)性･適齢:雄･7週齢

C)体　重‥　213-247g (CAM･561)､ 194-235g (CAM-578)

B.誘導法

a)誘導物質: phenobarbital(PB)､ 5, 6･benzo鮎vone (BF)

b)投与経路:腹腔内投与
C)投与法(投与開始日起算)

1日目:PB30mg収g､ 2日目:PB60mg収g

3日目:PB60mg/kg十BF80mg瓜g､ 4日目:PB60mg/kg

C.調製法

最終投与の翌日に肝臓ホモジネ-トを遠心分離(9000×d L､その上清を採取

S9mixlmL当たりの組成

S9

MgC12

KCI

G･6･P

NADP

HEPES緩衝液

蒸留水

0.3　mL

5　FLZnOl/0.1mL

33 iLZnOl/0.1mL

5 1LmOl/0.1mL

4 1LnOl/0.1mL

4　〝mol/0.2mL

o.1 mL

8.細胞増殖抑制試験

染色体異常試験における被験物質の適切な用量を検討するため､ 46.88､ 93.75､

187･5､ 375､ 750､ 1500および3000jLg/mL (潜媒に溶解可能な上限量)の用量を

用いて､次に記載する細胞増殖抑制試験を行った｡なお､試験には各用量について2

枚のシャーレを使用した.

1)被験物質の供託液の調製

被験物質の供試液は､使用時に被験物質をDMSOに溶解して最高用量の供試

液(原液)を調製し､次いで､原液の一部をDMSOで順次希釈して所定用量の

供試液を調製した｡被験物質の添加量は､各シャーレの培養液量の0.5 vo1%とし

たo

2)細胞の処理

短時間処理絵の場合､直径6 cmの円形プラスチック製シャーレ(Becton

Dickinson社)に4×108個/mLの細胞を含む培養液5mLを加え､培養開始3

日後にS9 mix非存在下の場合は各シャーレとも3 mLを残して培養液を取り除

-5･ Study No. 06･121
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き､ DMSO (陰性対照)または被験物質の供試液各0.015mI.をシャーレに加え

たoまた､ S9mix存在下の場合は各シャーレとも2.5mLを残して培養液を取り

除き､ S9mixO.5mLを加えた後､ DMSOまたは被験物質の供試液各0.015mL

をシャーレに加えた.培養6時間後に培養液を取り除き､新しい培養液5mLを

加えて18時間培養した0 -方､連続処理法の場合は短時間処理法の場合と同様

の方法で細胞を培養し､培養開始3日後にDMSOまたは被験物質の供試液各

0･025 mLをシャーレに加えて24時間および48時間培養した｡なお､短時間処

理牡および連続処理法ともに1500FL g/mL以上の用量ではその供試液を培養液に

添加すると直ちに粒状の被験物質の析出が認められ､培養終了時まで務存したo

培養終了後､培養液を取り除き､生理食塩液で細胞表面を2回洗浄し､ 10 vol%

ホルマリン水溶液を加えて約10分間固定したD固定後､水洗し､ 0.1W/V%クリ

スタルバイオレット水溶液で約10分間染色したo水洗後､室温で一晩自然乾燥

した｡

3)細胞増殖率の測定

上述の8･2)で固定･染色した細胞は､染色の濃淡から細胞密度を単層培養細

胞密度計(モノセレーク-Ⅲ､ MI-60､オリンパス光学工業株式会社)を用いて

測定し､陰性対照群の細胞増殖率を100%とした時の各用量群の細胞増殖率を求

めた｡

その結果は下表に示したとおり､短時間処理法の場合､ S9 mix非存在および

存在下ともに750FL 冒/mL以上の用量で50%を上回る細胞増殖抑制が認められ､

50%細胞増殖抑制用量は375-750〟 g/ml一用量域にあるものと判断された｡連

続処理法の場合は､ 24時間処理では375FL g/mL以上で50%を上回る細胞増殖

抑制が認められ､50%細胞増殖抑制用量は187.5-375〝 g/ml一用量域にあるもの

と判断され､ 48時間処理では375FLg/mL以上で50%を上回る細胞増殖抑制が

認められ､ 187.5〃g/mLで50%細胞増殖抑制を示した｡
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〔短時間処理法〕

細胞増殖率(%)
S9 mix非存在下

100　L 100.0

細胞増殖率(%)
24時間処理　　　　　　48時間処理

9.染色体異常試験

1)被験物質および陽性対照物質の用量

細胞増殖抑制試験の結果から､被験物質の用量は50%細胞増殖抑制用量の前後

が含まれ､かつ､ 3用量以上のデータが得られることを考慮し､短時間処理法の

場合､ S9miX非存在および存在下ともに800FLg/mLを最高用量とし､以下公比

2で400､ 200および100FL g/mLの4用量および細胞増殖抑制試験で375-750

FL g/mL間で細胞増殖率の急激な変化が認められたことから､ 400p g/mLと800

〃g/mLの中間量の600〝g/mLを加えた計5用量を､また､連続処理法24時間

では､最高用量を400FLg/mLとし､以下公比2で200､ 100および50FLg/mL

の4用量および細胞増殖抑制試験で187.5-375〟 g/mL間で細胞増殖率の急激な

変化が認められたことから､ 200pg/mLと400FLg/mLの中間量の300FLg/mL

を加えたの計5用量を設定した｡陽性対照物質のMNNGは2.5FLg/mL､ Bla]P

は10〃g/mLの用量を用いた｡
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2)被験物質および陽性対照物質の供試液の調製

被験物質の供試液は､使用時に被験物質をDMSOに溶解して最高用量の供試

液(原液)を調製した｡次いで､原液の一部をDMSOで順次希釈し､所定用量

の供試液を調製した｡陽性対照物質のMNNGは0.5 mg/mL､Bla]Pは2.0 mg/mL

の供試液を調製した｡

3)細胞の処理

4×103個/mLの細胞を含む培養液5 mLを直径6 cmの円形プラスチック製

シャーレ(Becton Dickin80n社)に加え､ 3日間培養後､下記の方法で処理し

た｡培養には1用量当たり4枚のシャーレを用い､そのうち2枚は染色体標本作

製用に､残りの2枚は細胞増殖率測定用に使用したD但し､陽性対照群について

は細胞増殖率の測定は行わず､用いるシャーレは染色体標本作製用の2枚とした｡

短時間処理法のS9 mix非存在下の場合は､各シャーレとも3 mLを残して培

養液を取り除き､ DMSO､被験物質供試液およびMNNGの供試液を各シャーレ

に0.015mLずつ添加して培養したoまた､ S9miX存在下の場合は､各シャーレ

とも2.5 mLを残して培養液を取り除いた後､ S9mix 0.5 mLを加え､続いて

DMSO､被験物質供試液およびBldpの供試液を各シャーレに0.015 mLずつ添

加して培養した｡ S9miX非存在および存在下のいずれの場合も､培養6時間後

に培養液を取り除き､新しい培養液5mLを加え､さらに18時間培養したo

連続処理法の場合は､ DMSO､被験物質供試液およびMNNGの供試液を各シ

ャーレに0.025mLずつ加え､ 24時間培養した｡
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4)試験群の構成および使用シャーレ数

〔短時間処理汝: S9mix非存在下〕

用量(FL g/mL)

(陰性対照)a

使用シャーレ数
S9mix非存在下　S9mix存在下

(陽性対照)ち

(陽性対照)C

a:DMSO､ b :MNNG､ C:BldP､使用シャーレ数:52

〔連続処理法〕

用量(FL g/mL)
使用シャーレ数

24時間処理

(陰性対照)a

5 (陽性対照)也

4

4

4

4

4

4

2

a:DMSO､ ら:MNNG､使用シャーレ数: 26

5)染色体標本の作製および細胞増殖率の測定

標本作製の2時間前に､培養中の各シャーレにコルセミド(Gibco Laboratories､

ロット番号1335046)を最終濃度として0.2FLg/mLとなるように添加した｡培

養終了後､培養液を取り除き､ 0.2W/V%トリプシン水溶液2mLで処理して細胞

をシャーレから剥離し､新鮮培養綬5 mLを入れた遠沈管に移し､ 1000TPm､ 5

分間遠心分離した｡上滑を捨て､細胞沈渡に低張液の75 mM塩化カリウム水溶

液4 mLを加えて懸濁し､ 37℃で15分間低張処理した｡低張処理後､用時調製

した冷却メタノール･酢酸(3: 1)混合液(V/V) lmLを添加して固定した. 1000

rpmで5分間遠心分離し､上清を捨て､細胞沈壇を新しい固定液4mLで懸濁･

固定した｡この操作を3回繰り返した後､少量の固定液で適切な密度に細胞を懸

濁し､スライドグラスの2ヶ所に1滴ずつ滑下し､室温で一晩自然乾燥したo乾

燥後､ Sorensen緩衝液(pH6.8､株式会社ヤトロン､ロット番号1478)を用

いて希釈した1.4vol%ギムザ液で約15分間染色した｡水洗後､室温で乾燥して

･9- Stlldy No. 06･121
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染色体標本とした｡標本は､ 1シャーレ当たり3枚作製したo

細胞増殖率の測定は､培養終了後､培養液を取り除き､生理食塩液で細胞表面

を2回洗浄し､ 10 vol%ホルマリン水溶液を加えて約10分間固定した｡固定後

水洗し､ 0.lw/v%クリスタルバイオレット水溶液で約10分間染色し､水洗後乾

燥したo単層培養細胞密度計(モノセレーク-Ⅱ､ MI･60､オリンパス光学工業

株式会社)を用いて陰性(溶媒)対照群の細胞増殖率を100%とした時の各用量

群の細胞増殖率を求めた｡

6)染色体の観察

染色体の観察は60倍のノーカバー対物レンズを用いて総合倍率600倍で鏡検

した｡観察は標本をすべてコード化し､盲検法で行った｡各用量とも､染色体が

明瞭に識別でき､染色体の数が25±2本の分裂中期像について､ 1シャーレ当た

り100個､すなわち､ 1用量当たり2枚のシャーレの合計200個について観察し

た0

7)染色体異常の分類および集計3)

染色体異常の分類は､構造異常については､染色分体型の切断と交換､鞄色体

型の切断と交換(二動原体､環状免色体など)およびその他(断片化など)とし

た.数的異常については､倍数性細胞(倍数体)のみを記録したD

ギャップ(染色分体型および染色体型)については､異常として記録したが､

構造異常には含めなかった｡ギャップは､染色分体幅よりも狭い非染色性部位

とした｡

染色体異常の集計については､上述に分類した異常を一つでも有する細胞は異

常細胞として記録し､異常の種類別の集計を行った｡構造異常および数的異常の

総数は､観察した細胞200個中に認められた異常細胞数を表示した｡

8)試験結果の判定

試験結果の判定に当たり､構造異常および倍数性細胞の出現頻度は､多試料

X2検定を行って､有意差(有意水準5%以下)が認められた場合は､ Fisherの

直接確率法を用いて陰性対照群と各用量群との間の有意差検定(有意水準は多重

性を考慮して､ 5%または1%を処理群の数で割ったものを用いた｡)を行った｡

その結果､陰性対席群と比較して､被験物質群における染色体異常細胞の出現頻

度が2用量以上で有意に増加し､さらに用量依存性が認められた場合､染色体臭

Ilo ･ Stlldy No. 06･121
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常誘発性は陽性と判定したCなお､単一用量のみで陽性値を示した場合には､そ

れに近い用量を用いて再実験を行い､その結果､再現性が認められる場合には､

染色体異常誘発性は陽性と判定した｡

結　果

1.染色体異常試験(短時間処理法: S9mix非存在下)

結果は表1･1に示すQ染色体の構造異常を有する細胞の出現頻度は､陰性対照群

では1･0%と低値であった｡被験物質群では100､ 200および400FLg/mLでそれぞ

れ1･5. 315および40･0%の出現頻度で認められ､ 400FL g/mLで有意な増加が認めら

れた.陽性対照群のMNNGによる染色体構造異常細胞の出現頻度は96.5%であり､

顕著な染色体異常誘発が確認された｡

数的異常を示す倍数体は､陰性対照群および陽性対照群では認められなかったo

被験物質群では､ 200FL g/mLでのみ0.5%の低い出現頻度で認められたo

なお､ 600および80OFLg/mLでは､細胞毒性のため､観察可能な分裂中期像は認

められなかった0

2.染色体異常試験(短時間処理法: S9mix存在下)

結果は表1･2に示す｡染色体の構造異常を有する細胞の出現頻度は､陰性対照群

では0･5%と低値であった0 100､ 200および400FLg/mLでそれぞれ0.5､ 0.5およ

び12.5%の出現頻度で認められ､ 400FL g/mLで有意な増加が認められたC陽性対照

群のBla]pによる染色体構造異常細胞の出現頻度は82.0%であり､顕著な染色体異

常誘発が確認されたC

倍数体については､陰性対照群では1.0%の低い出現頻度で認められた｡被験物質

群では､0または0.5%の出現頻度で認められたo陽性対照群では認められなかった｡

なお､ 600および800pg/mLでは､細胞毒性のため､観察可能な分裂中期像は認

められなかった｡

3.染色体異常試験(連続処理法: 24時間処理)

結果は表2に示す｡染色体の構造異常を有する細胞の出現頻度は､陰性対照群で

は2.0%と低値であった｡被験物質群では0-2.0%の出現頻度であり､陰性対照群
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との間に有意差は認められなかったo陽性対照群のMNNGによる染色体構造異常

細胞の出現頻度は94.5%であり､顕著な染色体異常誘発が確認された.

倍数体については､陰性対照群､被験物質群および陽性対照群のいずれにも認め

られなかった｡

なお､ 300および400FLg/mLでは､細胞毒性のため､観察可能な分裂中期像は認

められなかった｡

4･染色体異常試験:確認試験(短時間処理法: S9miⅩ非存在下)

4001L g/mLでのみ鞄色体構造異常細胞の有意な増加が認められたことから､結果

の再現性を確認するため､ 300､ 400および500jLg/mL用量を設定し､確認試験を

行ったoその結果は表3･1に示すo染色体の構造異常を有する細胞の出現頻度は､

陰性対照群では1･5%と低値であった.被験物質群では300および400IL g/mLでそ

れぞれ1610および46･0%の出現頻度で認められ､ 300および400pg血Lで有意な

増加が認められた｡陽性対照群のMNNGによる染色体構造異常細胞の出現頻度は

89.0%であり､顕著な染色体異常誘発が確認されたo

倍数体については､陰性対照群では0.5%の低い出現頻度で認められた｡被験物質

群では､ 400FLg/mLでのみ0.5%の出現頻度で認められたo陽性対照群では認めら

れなかった｡

なお､ 500〃g/m工一では､細胞毒性のため､観察可能な分裂中期像は認められなか

った0

5.染色体異常試験:確認試験(短時間処理汝: S9mix存在下)

400〃 g/mLでのみ汲色体構造異常細胞の有意な増加が認められたことから､結果

の再現性を確認するため､ 300､ 400および500iLg/mL用量を設定し､確認試験を

行った.その結果は表3-2に示すo染色体の構造異常を有する細胞の出現頻度は､

陰性対照群では0･5%と低値であった｡被験物質群では300および400〟 冒/ml一でそ

れぞれ2.0および19.0%の出現頻度で認められ､ 400p g/mLで有意な増加が認めら

れた.陽性対照群のBla]pによる染色体構造異常細胞の出現頻度は72.0%であり､

顕著な染色体異常誘発が確認された｡

倍数体については､陰性対照群では認められなかったo被験物質群および陽性対
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照群では､いずれも0.5%の低い出現頻度で認められた.

なお､ 500JL g/mLでは､細胞毒性のため､観察可能な分裂中期像は認められなか

った｡

6. D20値4)

短時間処理法において､陽性値を示す染色体構造異常細胞の増加が認められたた

め､ D20億〔分裂中期像の20%に異常を誘発させるために必要な被験物質の推定用

量(mg/mL)〕を算出した｡

その結果は下表に示すとおりであり､ S9 mix非存在および存在下の構造異常に関

するD20億は､それぞれS値が小さい0.23および0.71 mg/mLを採用した｡なお､

確認試験については､被験物質群で3用量以上のデータが得られなかったため､ D2｡

値は採用対象外とした｡

D20億

短時間処理法　　　　回帰曲線　　　　　　　　　　S値

( 〟 g/mL)

S9miX非存在下y=0.100571Ⅹ-6.10001　259.517　　　17.9714

(r=0. 9025 34)

y =39.5311Ⅹ-73.5122　　232.024　　　17.9637

(r=0. 80 7268)

S9 mix存在下　y-0.0308572 Ⅹ-1.9　　　709･722　　　50･5034

(T=0.87831)

㌍11月59 Ⅹ一22.218　　　3390･22　　　273･547

(r=0. 774597)

S値:対象となったD20倍のうち､相関係数rが大きく､陰性対照群を含む群数nが

多いものほどより妥当性が高いとする考えに基づく指標｡

結　論

ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)について染色体異常誘発性

の有無を調べるため､ CHLrlU細胞を用いたID TdtTOにおける染色体異常試験を実施

した｡その結果､短時間処理浜S9 mix非存在および存在下において染色体構造異常細

胞の増加が認められた｡

したがって､本実験条件下では､ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5

モル)のCHL/IU細胞に対する染色体異常誘発性は陽性と判定した｡本被験物質の染

色体の構造異常誘発に関するD20倍は､ S9 mix非存在下で0.23 mg/mL､ S9 mix存在
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下で0･71 zng/mLであったo本試験結果は､ CHL/IU細胞において染色体異常を有す

る細胞の出現頻度が10%以上を陽性とする生物学的判断基準6)からみても陽性と判断

されるものであった｡

ビスフェノールAの変異原性については､ SかpA血Lm'uzzzTA97､ TA98､ TAIOO､

TAIO2､ TA1535またはE. con WP2unAを用いた復帰突然変異試験6･7･8)で陰性と

の報告があるoまた､ CHO細胞を用いた染色体異常試験で陽性9)および陰性10)､ V･79

細胞を用いた細胞遺伝子突然変異試験で陰性6)との報告がある｡
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表1-1ビスフェノールA-EO(平均付加モル数5モル)の染色体異常試験結果(短時間処理汝: S9mix非存在下)

染色体柿造異常の細胞数(%)

の用量　　観察　　染色分体

(〃g/mL)細胞数　切断

陰性対照100　　　0

キ'ヤップの細胞

染色体　　その他　総異常　出現数　増殖率

交換　　切断　交換

染色体の数的異常の細胞数(%)

観察　倍数体　その他　総異常

細胞数　(%) (%)細胞数

0　　0　　0　　0　　　0　　　0

0　100　　0　　2　　0　　0　　0　　2　1

200　　0　　2　　0　　0　　0　　2　　1

( o)( 1.0)( 0)( 0)( 0) ( 1.0) (0.5)

100　　0　　　0　　　0

100　　0　　　0　　　0

200　　0　　　0　　　0

( o) ( o) ( o)

100　　2　　0　　0　　0　　0　　2　.0

00　100　　0　1　0　　0　　0　1　0

200　　2　　1　　0　　0　　0　　3　　　0

( 1.0)( 0.5)( 0)( 0)( 0)( 1.5) ( 0)

100　　0　　　0　　　0

100　　0　　　0　　　0

200　　0　　　0　　　0

( 0) ( 0) ( 0)

100

200　100

200

2　　　3　　0　　0　　0　　　5　　　0

1　　1　　0　　0　　0　　　2　　　0

3　　　4　　0　　0　　0　　　7　　　0

( 1.5)( 2.0)( 0)( 0)( 0)(3.5) ( 0)

100　　0　　　0　　　0

100　　1　　　0　　　1

200　　1　　　0　　　1

(0.5) ( 0) (0.5)

100　　26　　29　　1　　0　　0　　35　　　0

400　100　19　　41　0　　0　　0　45　1

200　　45　　70　　1　　0　　0　　80　　1

(22･5)( 35)(0.5)( 0)( 0)(40.0)*'(0.5)

100　　0　　　0　　　0

100　　0　　　0　　　0

200　　0　　　0　　　0

( 0) ( 0) ( 0)

600　#

(一一)( I-)(--)(--)(--)( -I) (一一)

800　#

( I-)( --) (--) ( --) ( -) ( --) ( --)

25.0

(一一) (一一) ( -)

陽性対照100　　47　　　95　　　0　　　0　　　0　　97　　　0

100　　42　　　90　　　2　　　0　　　0　　　96　　　0

200　　　89　　185　　　2　　　0　　　0　　193　　　　0

(44.5)(92.5)(1.0) ( 0)( 0) (96.5)"( 0)

100　　　0　　　　0　　　　0

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　　0　　　　0　　　　0

(　0) (　0) (　0)

陰性対照:ジメチルスルホキシド.

陽性対照: 1 -Methy1-3-nitr0- 1 -mtrosoguanidine.

**■pく0.01.

# ･細胞毒性のため,観察可能な分裂中期像は認められなかった｡
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表1-2　ビスフェノーールAIEO(平均付加モル数5モル)の艶色体異常試験結果(短時間処理紘: S9m綿在下)

染色体柄造異常の細胞数(%)

の用盈　　観察　　染色分体

(〃g/mL)細胞数　切断

陰性対照100　　　0

キ◆ヤップの細胞

染色体　　その他　総異常　出現数　増殖率

交換　　切断　交換

染色体の数的異常の細胞数(%)

観察　倍数体　その他　線異常

細胞数　(%) (%)細胞数

0　　0　　0　　0　　　0　　　0

100　　　　0

200　　　0

100

00　100

200

100　1　　0　　　1

.0 .0 ll .0 ; .0 100･02.0.02 .0　2

( 0)( 0)( 0)(0.5)( 0)(0.5) ( 0) (1.0) ( 0) (1.0)

0　　　0　　0　　1　　0　　1

0　　　0　　0　　0　　0　　　0

0　　　0　　0　　1　　0　　1

(　o)(　o)(

0　　　　　100　　0　　　0　　　0

0　92.0 100　0　　0　　0

0　　　　　　200　　0　　　0　　　0

0)(0･5)( 0)(0.5) ( 0)
( 0) ( 0) ( 0)

100

200　100

200

0　　1　　0　　0　　0　　1

0　　　0　　0　　0　　0　　　0

0　　1　　0　　0　　0　　1

(　0)( 0.5)( 0)( 0)(

0　　　　　100　1　　0　　1

0　89.0 100　0　　0　　0

0　　　　　　200　1　　0　　1

0)(0.5) ( 0) (0.5) ( 0) (0.5)

100

400　100

200

3　　12　　　0　　0　　0　　12

6　　12　　　0　　　0　　　0　　13

9　　24　　0　　0　　　0　　25

( 4.5)(12.0)( 0) (

0　　　　　100　　0　　　0　　　0

0　74.0 100 1　0　1

0　　　　　　200　1　　0　　1

0) ( 0) (12.5)～( 0)
(0.5) ( 0) (0.5)

( -)( --)(--)(--)(-)( -)
(一一)　　　　　(一一) (一一) (一一)

800　#

(一一)( -)(--)(--)(一一)(一一) ( --)
(一一) (一一) (一一)

陽性対照100　　29　　79　　0　　1　　0　　80　　　0

10
100　　15　　　83　　1　　0　　　0　　84　　　0

200　　44　162　　1　1　　0　1 64　　　0

(22･0) (81･0) (0.5) (0.5) ( 0) (82.0)**( 0)

100　　0　　　　0　　　　0

100　　0　　　　0　　　　0

200　　0　　　0　　　0

( 0) ( 0) ( 0)

陰性対照:ジメチルスルホキシド.

陽性対照: 3,4-Benzo 〔β〕 pyrene.

**:pく0.01.

# :細胞毒性のため,観察可能な分裂中期像は認められなかった｡
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表2　ビスフェノールA-EO(平均付加モル数5モル)の染色体異常試験結果(連続処理法:24時間処理)

染色体構造異常の細胞数(%)

の用畳　　観察　　染色分体

(〟g/mL)細胞数　切断

陰性対照100　　1

キ◆ヤップの細胞

染色体　　その他　総異常　出現数　増殖率

交換　切断　交換　　　　細胞数　(%)

染色体の数的異常の細胞数(%)

観察　倍数体　その他　総異常

(%)細胞数　　　　　　　細胞数

1　　0　　0　　0　　　2　　　0

100　　0　　　0　　　0

o　三oo.0　2　32 .0 .0　00　42 :100･0….OoO : 00 .0

( 1.0)( 1.5)( 0)( 0)( 0)(2.0) ( 0)
(　0) ( 0) (　0)

100　　　0　　　2
0　　　0　　　0　　　2　　　0

100　　0　　　0　　　　0

50　三oooo i　三.o ll oO　三.0　92･02.0.0 .0 .0 .0

(0･5)(1.5)( 0)(0.5)( 0) (2.0) ( 0)
(　0) ( 0) (　0)

00

100　　　0　　　0

100　　　0　　　0

200　　　0　　　0

(　0)(　0)(

0　　　0　　　0　　　0　　　0

0　　　0　　　0　　　0　　　0

0　　　0　　　0　　　0　　　0

0)( 0)( 0)( 0) ( 0)

100　　0　　　0　　　　0

100　　　0　　　0　　　　0

200　　0　　　0　　　　0

(　0) ( 0) (　0)

100　　　0　　　0

200　100　　0　　0

200　　　0　　　0

0　　　0　　　0　　　0　　　0

0　　　0　　　0　　　0　　　0

0　　　0　　　0　　　0　　　　0

( 0)( 0)( 0)( 0)( 0)( 0) ( 0)

100　　　0　　　0　　　　0

100　　　0　　　0　　　　0

200　　　0　　　0　　　　0

(　0) ( 0) (　0)

300　#

(一一)(一一)(一一)(一一)(--)( --) ( --)
(一一) (一一) (一一)

400　#

(一一)( -)(-I)(-I)(--)( --)

20.0

(一一)　　　　　( -) (--)

陽性対照100　　37　　91　1　　0　　0　　94　　　0

100　　40　　91　1　　0　　　0　　95　　　0

200　　77　182　　　2　　　0　　　0　189　　　0

(38.5)(91.0)(I.0)( 0 )( 0)(94.5)～( 0)

100　　　0　　　0

100　　　0　　　0　　　　0

200　　　0　　　0　　　　0

(　0) ( 0) (　0)

陰性対照:ジメチルスルホキシド.

陽性対照･ 1 -Methy1-3-nitro十njtrosoguanidine.

**:p(0.01.

# :細胞毒性のため,観察可能な分裂中期像は認められなかった｡
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表3-1ビスフェノールA-EO(平均付加モル数5モル)の染色体異常試験結果(短時間処理法:S9mix非存在下)一確設試験

検体　　　　　　　　染色体構造異常の細胞数(%)

の用盈　観察　　染色分体　　　典色体　　その他　給異常

(pg/mL)細胞数　切断　　交換　　切断　交換

キ◆ヤップの細胞　染色体の数的異常の細胞数(%)

出現数　増殖率　観察　倍数体　その他　給異常

細胞数　(%) (%)細胞数　　　　　　　細胞数

陰性肘照100　　　2　　1　　0　　1 0　　　3　　　0　　　　　100　　0　　　0　　　0

o　三:oo　…　冒.o : : 30　00 100･0….0:i; :

( i一o)( 0.5)( 0)(0.5)( 0)(1.5) ( 0) (0.5) ( 0) (0.5)

100  5   7  0  0  0  12   0     100  0  0   0

300　三:.o ll;三.3 : .0 : 322 : 9010….0.0 .0 Z .o

( 8.5) (10.0) ( 0) ( 0)( 0)(16.0)～( 0)　　　　　( 0) ( 0) ( 0)

100  47  50  3  0  0  58   0     100  1   0   1

400　三.0.0　三… ;,9　30 : Z ;24 : 5415…oOoO　冒.o　冒

(33･0)(39･5)(i.5)( 0)( 0)(46.0)～( 0)　　　　　(0.5) ( 0) (0.5)

500　# 29.5

(一一)( --)(-)(--)(一一)( --) ( --)　　　　　( --) ( --) (一一)

陽性卸照100　　51　　87　　　3　　0　　　0　　91　　0　　　　　100　　0　　　0　　　0

100　　　45　　　79　　1　　0　　　0　　　87　　　　0　　　　　　100　　0　　　0　　　0

200　　96　　166　　　4　　　0　　　0　1 78　　　0　　　　　　200　　0　　　0　　　0

(48.0)(83.0)(2.0) ( 0)( 0) (89.0)榊( 0)　　　　　( 0) ( 0) ( 0)

陰性対照:ジメチルス/レホキシド.

陽性対照: 1 -Methy1-3-nitr0- 1 -mitrosogtJanidlne.

**:pく0.01.

芦:細胞毒性のため,観察可能な分裂中期像は認められなかったo
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表3-2　ビスフェノールAIEO(平均付加モル数5モル)の艶色体異常試験結果(短時間処理法:S9m綿在下)一確認試験

検体　　　　　　　染色体構造異常の細胞数(%)

の用意　　観察　　染色分体

キ●ヤップの細胞

染色体　　その他　給異常　出現数　増殖率

.十'い…..≡.● ~J.I. 1､..'. -J‖一　一､. .0　　　0　　　0　　1　　0

染色体の数的異常の細胞数(%)

観察　倍数体　その他　総異常

細胞数　(%) (%)細胞数ヨ早l L70' L≠J jlrJn Jdl

1 0 100 0 0 0

o o 100.0 100　0　0　　0
100　　　0　　　0　　0　　0　　0

200　　　0　　　0　　0　　1　　0

(　0)( 0)( 0)(0.5)(

1　　　　0

0) (0.5) ( 0)

200　　0　　　0　　　0

( 0) ( 0) ( 0)

100　　0　　　0　　　0

100　　0　　1　　1

200　　0　　　1　　1

( 0) (0.5) (0.5)

100

300　100

200

1　　0　　0　　0　　0　　1　　0

1　　3　　0　　0　　0　　　3　　　0

2　　　3　　0　　0　　0　　　4　　　0

( 1･0)( 1.5)( 0)( 0)( 0) (2.0) ( 0)

100

400　100

200

8　　10　　0　　1　　0　12　　　0

15　　24　　3　　0　　0　　26　　　0

23　　34　　3　　1　　0　　38　　　0

(ll.5) (17.0) (1･5)(0.5)( 0)(19.0)柑( o)

100　　0　　　0　　　0

100　　0　　　1　　1

200　　0　　　1　　1

( 0) (0.5) (0.5)

(一一)(一一)(一一)( 一一)(一一) (一一) (一一)

( -) (一一) (一一)

陽性対照100　15　　66　　0　　0
0　　　69　　　　0

100　1 1　　75　　2　　0　　0　　75　　　0

200　　26　141　　2　　0　　0　144　　　0

(13.0) (70.5)(1.0) ( 0) ( 0) (72.0)棉(　o)

100　　1　　　0　　　1

100　　0　　　0　　　0

200　　1　　　0　　　1

(0.5) ( 0) (0.5)

陰性対照･ジメチルスルホキシド.

際性対照: 3,4-Ben苫O〔a] pyrene.

** :pく0.01.

# :細胞毒性のため,観察可能な分裂中期像は課められなかった.
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要　約

ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)の0 (被験物質の媒体である

局方オリブ油のみ投与)､ 30､ 120､ 500および1000 mg瓜g/dayを､ 1群雌雄各12匹

のSD系ラットに､交配開始2週間前から､雄は42日間､雌は分娩後噴育4日まで経

口投与し､その反復投与毒性および生殖発生毒性を調べたoまた､雄については対照群

および1000 mg戊g群の各12匹からそれぞれ5匹を選別し､雌についてはサテライト

群として別に1群5匹の対照群および1000mg瓜g群を設け､投与終了後14日間観察

を継続し､毒性の回復性についても検討した｡

1.反復投与毒性

1000 mgnig群で雄に投与期間中の体重増加量の低値が認められたo血液学検査では､

1000 mgnig群で雌に赤血球数､血色素量および-マトクリット値の低値並びに網状赤

血球数の高値が認められた｡血液生化学検査では､ 500 mgnig群の雄に総コレステロ~

ル濃度およびかレシウム濃度､ 1000 mgnig群の雌雄に給コレステロール濃度､雌にALT

活性およびかレシウム濃度のいずれも高値が認められた.器官重量では､ 500 mg/kg群

の雌雄に肝臓相対重量､雌に肝臓絶対重量､雄に腎臓の絶対重畳および相対重畳､ 1000

mg瓜g群の雌雄に肝臓相対重量､雌に肝臓絶対重量､雄に腎臓相対重量のいずれも高値

が認められた｡病理組織学検査では､ 500および1000mg/kg群の雌雄に肝臓の小葉中

心性肝細胞肥大､雄に腎臓の近位尿細管の好塩基化が認められたD一般状態､詳細な臨

床観察､感覚反射機能検査､握九自発運動量､摂餌量および尿検査において､被験物

質の投与による影響は諏められなかった0

回復群においては､雄雌とも各検査指標に投与による影響は認められなかった｡

2.生殖発生毒性

親動物の性周期(雌)､交尾成立期間､交尾率､受胎率､妊娠期間､黄体数､着床数､

着床率､出産率､分娩率､分娩および晴育状態に変化は認められなかったo児動物に対

しても､総出産児数､新生児数､性比､出生率､体重､形態および晴育4日生存率に･

被験物質の投与に起因する変化は認められなかった｡
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以上の結果から､ビスフェノールA-EO付加物(平均付加モル数5モル)の親動物-

の反復投与における無影響量(NOEL)および無毒性量(NOAEL)は､雌雄とも500

mg/kg以上の群で肝臓に対する影響が認められたことから､いずれも120 mg瓜g/day

と推定したoまた､生殖発生毒性に関するNOELおよびNOAELは､最高用量群にお

いても影響が認められなかったことから､いずれも1000mg/kg/dayと推定した｡
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日　的

ビスフェノールA-EO付加物(平均付加モル数5モル)をラットに反復経口投与し､

本物質の反復投与毒性および生殖発生毒性を検討した｡

材料および方汝

1.被験物質

被験物質であるビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル) (CAB No･

32492-61･8)Eま,水に不溶な無色透明液体で､試験には､三洋化成工業株式会社(京都

府京都市東山区一橋野本町11･1)から提供されたロット番号L3･6SOO4･A (純度99%以

上)のものを冷暗所(2-6℃)､密栓下で保管し､使用した｡用いた被験物質は投与終了

後に分析し､使用期間中安定であったことを確認した仏ppendix 1)｡本物質の特性は､

Appendix lに示すo

ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)は水のほか油にも溶けにくい

が､食物油には懸濁可能であったことから､投与液はオリブ油(局方､ロット番号BH17､

宮浮薬品株式会出を媒体とし､所定の投与用量となる濃度の懸濁液に調製したQ調製

した投与掛ま､ 1日の使用量ごとに小分けし､使用時まで冷所(2-6℃)遮光下で密栓し

て保管したo投与液中の被験物質臥冷所遮光下で少なくとも7日間は安定であること

が確認されたhppendix 2)ので､調製後7日以内に使用した｡初回に調製された投与液

について分析し､所定の濃度で調製されていることを確認した(軸pendix 3)0

2.動物および飼育条件

動物は､ SD系【crl:CD(SI))】ラットを用いた｡ラットは､日本チヤールス･リバ~

株式親二厚木飼育センター(神奈川県厚木市下古沢795)から8週齢のものを搬入(樵

68匹､雌80匹)し､ 12日間試験環境に馴化させた｡馴化期間中に検疫および矧こつい

ては10日間の性周期観察も併せて行い､発育および一般健康状態が良好で､雌では性

周期に異常の認められなかったものについて､投与開始前日に体重を測定し､体重分布

の中央値に近い雄は60匹､雌は70匹を選び､ 10週齢で試験に用いた｡ 1群の動物数

は雌雄各12匹とし､雌についてはさらに対照群と最高用量群の回復群として各5匹か

らなる2群のサテライト群を設け､無作為抽出法により群分けを行った｡なお､雌の回
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復群については交配を行わなかった｡雄の回復群については､投与42日に対照群と最

高用量群の中から無作為抽出掛こよりそれぞれ5匹を選別し･回復群とした｡投与開始

時の平均体重(体重範囲)は､雄361(334-396)g､雌235(216-260)gであった｡ラット

は､温度22±3℃､湿度55±10%､換気回数10回以上/時(オールフレッシュエアー

方式人照明12時間/日(午前7時点灯､午後7時消灯)に設定したバリアーシステム動

物重(第1窒)で､個体別にステンレス梨金網ケージ〔260Wx380Dx180 H(mm)〕に収

容し､これをステンレス製5段のラックに配置して飼育した｡ただし･交尾の成立した

雌は､巣作り材料(ホワイトフレーク､日本チヤールス･リバー株式会街を入れたポリ

ヵ-ボネ-ト製ケージ〔265Wx426Dx200H(mm)〕に収容し､分娩後は児動物と同居

させた｡飼料(固型飼料ラボMRストック､日本農産工業株式会社､ロット番号20070470､

20070678)および飲料水(孔径1〃mのカートリッジフィルターで液過後紫外線照射し

た殺菌水道水)は､それぞれ給餌器および自動給水装置または給水瓶(ポリカーボネート

ケージの場合)により､自由に摂取させた｡

動物の個体識別は､ラックおよびケージ-の標識札の貼付､並びに耳パンチ浜により

行った｡

飼育期間中､動物室の温度は22.1-25･0℃､湿度は46-60%の範囲で推移(軸pendix

4)し､また飼料､巣作り材料(床敷)および飲料水の汚汲物質の分析結果(軸pendices 5､

6､ 7)は､いずれも当研究所で設定した許容範囲内にあることが確認されたo Lたがっ

て､動物の飼育期間を通じて､試験成績の信頼性に影響を及ぼすと思われる環境要因の

変化はなかったものと判断した｡

本試験は､動物実験を科学的観点および倫理的な配慮の下に実施するために遵守すべ

き事項等を定めた､ ｢財団猿人畜産生物科学安全研究所の動物実験実施規定｣に従い､

本施設の動物実験委員会の承認を得て行った｡

3.投与量の設定､試験群の構成および投与方位

本物質の500､ 1000および2000 mg/kgを雌雄各1匹のラットに3日間反復経口投

与した結果､ 2000 mg/kg投与の臥500 mg瓜g以上投与の雌で体重増加抑制､さらに､

2000 mg晦投与の雌雄で軽度な自発運動低下が認められたoそこで､ 1群雌雄各4匹

のラットに､本被験物質を0 (局方オリブ油のみ投与)～ 50､ 100､ 200､ 500および1000
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mg収g/dayで14日間反復経口投与し･一般状態の観察､体重および摂餌量の測定､血

液学および血液生化学検査､剖検並びに器官重量の測定を行ったoその結果､ 500 mg/kg

以上の群で投与直後の流挺､尿ケトン体の低値傾向､血清総コレステロールおよび肝臓

重量の高値傾向､さらに､ 1000喝瓜g群で血液プロトロンビン時間の低値傾向および

カルシウムの高値傾向が認められたo

Lたがって､本試験における投与量については､ 1000 mg瓜g/dayを最高用量とし､

以下､ 500､ 120および30mg瓜g/dayの計4用量を設定した｡

試験群の構成は､ ①溶媒投与群(以下､対照群)､ ②被験物質の30 mg/kg/day投与群

(30 mg/kg群)､ ③同120 mg/kg/day投与群(120 mg晦群)､ ④同500 mgnig/day投与

群(500 mg瓜g群)､ ④同1000 mg瓜g/day投与群(1000 mg倣g群)の5群としたo

投与方法は､投与液量を体重1kg当たり5mLとし､テフロン製胃ゾンデを装着した

注射筒を用いて､投与液を胃内に投与したo対照群には､媒体として用いた局方オリブ

油を同様に投与した｡各個体の投与液量臥至近日の測定体重を基に算出したo投与期

間は､雌雄とも交配開始14目前から､雄は42日間､雌は交配および妊娠期間を経て

分娩後の晴育4日まで､最短42日～最長47日間･ 1日1臥午前中(9:00-12:35)

に投与したoただし､雌の回復群は､雄と同様に42日間投与した0

4.観察および検査

1)親動物に関する項目

親動物について､次の項目を観察あるいは検査したoなお､感覚反射機能検査､握力･

自発運動量､尿検査､血液学検査､血液生化学検査､器官重量および病理組織学検査に

っいては､各群から無作為抽出法により雌雄各5匹を選び､検査の対象としたo

(1)一般状態観察

投与期間中毎日､投与直後から投与後1時間に･動物の生死､外観､行動等について

観察した｡さらに､朝夕2回は､動物の生死や瀕死状儀の有無について確認したoまた､

妊娠､出産､晴青の状態については､注意深く観察した｡

(2)詳細な臨床観察

投与開始前日およびその後は週1臥ケージサイドでの観察に加えて､動物をケージ

から取り出す時およびケージ外のアルミ製オープンフィールド
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の性比についてはX 2検定を用いた.

結　果

1.反復投与毒性

1)一般状態および死亡(Tables 1-4､ Appendices 10-13)

投与期間において､ 500mgn喝群で投与8日以降､ 1000mg収g群で投与3日以降､ま

た､雌のサテライト群で投与6日以降､いずれも全例に流延が認められたoこの流渡は､

投与直後にロ周囲を軽度に濡らす程度の一過性ものであった｡回復期間においては､

いずれの群にも一般状態の変化は静められなかったoまた､投与期間および回復期間

を通じて､いずれの投与群にも死亡は認められなかった0

2)詳細な臨床観察(Tables5, 6､ Appendices 14, 15)

投与期間中および回復期間中とも､各観察項目に有意な変化は認められなかった0

3)感覚反射機能検査(Tables 7, 8､ Appendices 16, 17)

投与期間中および回復期間中の検査において､各検査項目に変化は認められなかっ

た0

4)握力および自発運動量(Table89, 10､ Appendices 18, 19)

投与期間中の検査において､被験物質投与各群とも握力および自発運動量に有意な

変化は認められなかったo回復期間中の検査においては･雌のサテライト群に後肢の

握力および測定開始後30分間の自発運動量に有意な低値が認められた｡

5)体重(Tables ll, 12､ Appendices20, 21)

投与期間中において､ 1000 mg晦群で雄に体重増加量の有意な低値が認められた｡

各測定時点での体重に有意差は認められなかった｡雌では､被験物質投与各群とも交

配前､妊娠期間および噂育期間を通じて体重および体重増加量に有意な変化は静めら

れなかった｡回復期間においては､ 1000 mg倣g群の雄に体重増加量の有意な高値が認

められ､回復傾向が確認された｡また､体重増加量の有意な高値は雌のサテライト群

にも認められた｡
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6)摂餌量(Tables 13, 14､ Appendices 22, 23)

投与期間中および回復期間中､被験物質の投与に起因する変化は認められなかったo

500 mg/kg群の雄の投与35日の摂餌量に有意な低値･同群の雌の晴育0日の摂餌

量およびに雌のサテライト群の投与28日の摂餌量に有意な高値が認められたが･こ

れらはいずれも摂餌量の前後の推移からみて投与との関連性は認められず､被験物質

の投与とは無関係な偶発的変化と判断した｡

7)雄の尿検査(Table 15､ Appendix 24)

投与期間中および回復期間中の検査において､各検査項目に有意な変化は認められ

なかった｡

8)血液学検査(Tables 16, 17､ Appendices 25, 26､背景データ: Appendices 42, 43)

投与期間終了時屠殺動物において､ 1000 mg/kg群で雌に赤血球数､血色素量および

ヘマトクリット値の有意な低値並びに網状赤血球数の有意な高値が認められた｡

回復期間終了時屠殺動物においては､ 1000 mg/kg群で雄に血小板数の有意な低値､

雌に活性化部分トロンボプラスチン時間の有意な延長が認められた｡投与期間終了時

屠殺動物において認められた変化は醒められなかった0

9)血液生化学検査(Tables 18, 19､ Appendices 27, 28､背景データ: Appendices 42,

43)

投与期間終了時屠殺動物の検査において､ 500 mg/kg以上の群の雄および1000

mg/kg群の雌に総コレステロール濃度､さらに1000 mg/kg群では雌にALT活性およ

びカルシウム濃度のいずれも有意な高値が認められたoかレシウム濃度の有意な高値

は500mg/kgの雄にも認められた｡なお､被験物質投与各群の雄のクレアチニン濃度

は対照群と比べて全般的に低値で有意差が認められたが､用量相関性は認められなか

った.

回復期間終了時屠殺動物の検査において臥1000 mg収g群の雄でALTの有意な高

値および血糖の有意な低値が静められた｡
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10)剖検(Tables 20, 21､ Appendices 29-30)

投与期間終了時屠殺動物および回復期間終了時屠殺動物とも､被験物質の投与によ

る変化は認められなかったo投与とは無関係な変化としては､胸腺の赤色域が投与期

間終了時屠殺動物の対照群の雌の1匹に､腎臓の腎孟拡張(片側性)が回復期間終了

時屠殺動物の対照群の雄の1匹に認められた0

ll)器官重量(Tables 22, 23､ Appendices 32-35)

投与期間終了時屠殺動物では､ 500mgnig以上の群で雄に肝臓および腎臓の相対重

量､雌に肝臓の絶対重量および相対重量のいずれも有意な高値が認められた｡また､

500 mg/kgの雄の腎臓の絶対重量も有意な高値を示した｡これらの変化に加えて､雌

で120 mg/kg群の副腎相対重量に有意な低値､ 500 mg仮g群の牌臓の絶対重量およ

び相対重量に有意な高値､ 1000 mg瓜g群の甲状腺相対重量に有意な高値が認められ

た｡

回復期間終了時屠殺動物においては､ 1000 mg/kg群で雄に牌臓絶対重量の有意な

低値が認められたo投与期間終了時屠殺動物で深められた変化は諏められなかった0

12)病理組織学検査(Tables 24-26､ Appendices 29-31､ Photos 1, 2)

被験物質の投与に起因すると考えられる変化が肝臓および腎臓に認められた｡

肝臓では､小葉中心性肝細胞肥大が500 mg瓜g群で雄の2匹および雌の3匹､1000

mgn喝群で雄の3匹および雌の5匹に､また､巣状壊死が1000 mg瓜g群で雄の2

匹および雌の3匹に認められた｡腎臓では､雄で近位尿細管の好塩基化が対照群で1

匹､30mg/kg群で2匹､120mg瓜g群で1匹､500mg/kg群で3匹および1000mg/kg

群で5匹に認められ､ 500mg/kg以上の群では変化の重症化が認められた白これら肝

臓および腎臓の変化は､回復群では､ 1000 mg/kg群で腎臓の近位尿細管の好塩基化

が雄の1匹に認められた以外には､謬められなかったDまた､雌雄の肝臓および雄の

腎臓以外の器官には､被験物質の投与に起因する変化は認められなかったoさらに､

精子形成サイクル検査においても､各検査ステージに変化は静められなかった｡

その他､心臓の心筋変性･線維化､肺の泡沫細胞集族､肝臓の微小肉芽麿､ ′j､菓周

辺性肝細胞脂肪変性､腺胃の胃底腺拡張､腎臓の近位尿細管上皮の硝子滴､近位尿細

13- Stlldy No.06~ 123
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管上皮の好酸性′J､体､硝子円柱､孤立性嚢胞および皮質リンパ球浸潤､牌臓の髄外造

血および褐色色素沈着､前立腺の問質リンパ球浸潤が対照群と1000 mg瓜g群または

対照群あるいは1000mg瓜g群にのみ認められたが､これらはいずれもラットにおけ

る自然発生病変として発現する変化1)であり､また､ 1000 mg瓜g群における発現率

や変化の程度に対照群との差は認められなないことから､被験物質の投与とは無関係

な変化と判断したoまた､剖検で被験物質とは無関係に認められた胸腺の赤色域には

出血が､腎蓋の拡張(左側)した腎臓には水腎症が観察された0

500および1000mg瓜g群で認められた妊娠不成立の各1ペアについて､それぞれ

雄(動物番号039および053)の下垂体､精巣､精巣上体､前立腺および精嚢等並びに

雌(動物番号544および558)の下垂体､卵巣および子官等に変化は認められず､妊娠

不成立の原因となるような所見は認められなかった｡

2.生殖発生毒性

1)親動物に及ぼす影響

(1)性周期検査(Table 27､ Appendices 37, 38)

被験物質投与各群とも､対照群と比べて平均性周期に有意な変化は認められなかっ

た｡一時的に発情前期(I )像や発情後期Ⅰ (Ⅲ)像が認められない､あるいは､発情休止

期(Ⅴ)像が3日以上持続するなどの性周期の乱れが生じた個体が､ 30 mg/kg群で2匹

(動物番号523､ 529)､ 120 mgnig群で1匹(動物番号541)および1000 mgnig群

で1匹(動物番号556)認められたが､その発現に用量相関性はなく､また､発現率に

有意差もなかったoなお､ 30mg/kg群の1匹(動物番号529)および120mg/kg群の

1匹(動物番号541)は､性周期検査期間中に1性周期のみのデータとなったため､群

平均性周期の算出からは除外したo性周期の乱れが生じたそれらの個体は､その後の交

配で交尾が確認され､正常な妊娠､分娩および噴青が認められた.

(2)交尾率および受胎率(Table 27､ Appendix 38)

交尾成立までに要する日数､交尾率および受胎率に有意な変化は認められなかった8

いずれの投与群とも交尾不成立は認められず､ 500および1000 mg/kg群で各1例の妊

娠不成立が認められたo

･14･ Study No.06･ 123
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(3)黄体数､着床数および着床率(Table 27､ Appendix 38)

黄体数､着床数および着床率に有意な変化は認められなかった｡

(4)出産率および妊娠期間(Table 27､ Appendix 38)

出産率および妊娠期間に有意な変化は認められなかった｡

(5)分娩および晴育状態(Table 27､ Appendix 38)

分娩および晴育状態に異常は認められなかった0

2)新生児に及ぼす影響

(1)生存性および体重(Table 28､ Appendix 39)

一腹当たりの総出産児数､分娩率､晴育0日および4日の新生児数および体重､出

生率､性比並びに晴育4日の生存率に有意な変化は認められず､新生児の一般状態にも

異常は認められなかったo

(2)形態(Table 29､ 30､ Appendices 40､ 41)

外表検査において､ 30 mgnig群で無尾を呈する児動物が1匹(発現率0･6%)認め

られたo内臓検査では､内臓異常を有する児動物は認められなかった｡内臓変異につい

ては､左贋動脈遣残を呈する児動物が120mg/kg群で1匹(0･6%)および500mg/kg

群で2匹(1.2%)認められた.これらの異常および変異の発現率はいずれも低く､ま

た､用量相関性のない変化であることから､自然発生的範境のものと判断したo

-15- Study No.06･ 123
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考　察

1.反復投与毒性について

被験物質の投与による主な毒性として､雌雄の肝臓､雄の腎臓および雌の血液に対す

る影響が認められたo

肝臓に対する影響について､ 500 mg瓜g以上の群で雌雄に肝臓重量に変化が認められ､

病理組織学検査では､ ′ト集中心性の肝細胞肥大が観察された｡また､ 1000mg瓜g群で

雄の2匹および雌の3匹に認められた巣状壊死は､自然発生病変1)としても知られてい

るが､ 1000mg/kg群にのみ比較的高い発現率で静められたことから､被験物質の投与

に起因する変化と判断されたo

血液生化学検査において､ 500 mg/kg以上の群の雄および1000 mgnig群の雌に認め

られた総コレステロール濃度並びに1000 mg/kg群の雌に認められたALT活性のいず

れも高値は､被験物質の肝臓に対する影響と関連した変化と考えられる｡

腎臓に対する影響について､ 500 mg瓜g以上の群で雄に腎臓重量の変化が認められたo

病理組織学検査では500 mg瓜g以上の群の雄に近位尿細管上皮の再生像と考えられる

好塩基化が認められ､本被験物質は尿細管に対する傷害性の影響を有するものと考えら

れたC

血液に対する影響について､ 1000 mg瓜g群で雌に赤血球数､血色素量およびヘマトク

リット値の有意な低値並びに網状赤血球数の有意な高値が認められ､被験物質の投与に

ょる影響と考えられた｡この貧血所見と関連して､出血､網内系組織における赤血球破

壊克進所見､骨髄等における造血細胞の変化など､その発現機序を推定できる変化は認

められなかったo

これらの変化に加えて､ 1000 mg瓜g群では雄に投与期間中の体重増加量の低値が認

められた0

500 mg倣g群の雄および1000 mg/kg群の雌に認められたカルシウム濃度の高値につ

いては､軽度な変化ではあるが､投与量設定試験においても1000 zng晦群で雌雄に認

められた変化であることから､被験物質投与による何らかの影響と思われる｡

なお､ 500および1000 mg/kg群の雌雄に認められた流鍵は､投与直後にのみ認めら

れた変化であり､詳細な臨床観察や感覚反射機能検査等で神経毒性を示唆する変化が認

められていないことから､被験物質の毒性と関連した変化ではなく､投与液に対する忌
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避反応と考えられるo

雌サテライト群の回復期間中の検査で認められた後肢の握力および測定開始後30分

間の自発運動量の低値について､これらの各個体値は､後肢握力の1例(574 g)を除い

て､いずれも当研究所の背景データにおける基準値の範囲【後肢握力: 162-476(由､測

定開始後30分間の自発運動量: 6567-19513(カウント/30分)】内の値であり､後肢握

力においては､むしろ対照群の値が高値傾向を示したこと､また､投与期間終了時の検

査ではこのような変化傾向は認められていないことなどから､被験物質の投与とは無関

係な偶発的変化と判断したo

血液学検査において､回復群の雄で認められた血小板数の低値については､その個体

値は背景データにおける基準値の範囲【98-150(104/lL L)]内の値であり､むしろ､対照

群の値がやや高値傾向を示したこと､また､投与期間終了時の検査ではこのような変化

傾向は認められていないことなどから､投与とは無関係な偶発的変化と判断した0回復

群の雌で認められた活性化部分トロンボプラスチン時間の延長については､肝臓等に関

連するような変化は認められないことから､偶発的変化と思われるo

血液生化学検査において､ 30 mg/kg以上の群で雄に認められたクレアチニンの低値

については､いずれの投与群ともその個体値は､基準値の範酎0.30-0.54(mg/dL)]内

の値であり､また､用量相関性のない変化であることから､投与とは無関係な偶発的変

化と判断したQまた､回復群の雄で認められたALTの高値および血糖の低値について

は､投与期間終了時の検査では認められておらず､また､その各個体値は､血糖におけ

る1例(118 mg/dL)を除いて､いずれも基準値の範BELALT = 21-59(IUIL)､血糖:

131-182(mg/dL)】内の値であることなどから､偶発的変化と判断したo

器官重量において､ 120および500 mg/kg群の雌で認められた副腎相対重量の低値

および牌臓の絶対重量および相対重量の高値については､いずれも用量相関性はなく､

被験物質とは無関係な偶発的変化と判断したoまた､ 1000mg瓜g群の雌で認められた

甲状腺相対重量の高値ついては､関連性のある変化が病理組織学検査において認められ

ていないことから､被験物質の影響とは考え難い｡回復群の雄で認められた牌臓絶対重

量の低値については､相対重量に変化はなく､投与期間終了時では認められない変化で

あり､むしろ対照群の値が高値傾向であったことなどから､投与とは無関係な偶発的変

化と判断したo
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一般状態､詳細な臨床観察､感覚反射機能検査､擾力および自発運動量の測定並びに

神経系器官･組織の病理学検査において､被験物質の神経行動毒性を示唆する変化は認

められなかったo

以上のような､投与期間中あるいは投与期間終了時の検査で認められた変化は､回復

期間中あるいは回復期間終了時の検査においては回復あるいは回復傾向にあり､可逆的

な変化であると判断したoまた､遅発的な毒性影響と考えられる変化も認められなかっ

た｡

本試験で認められたものと類似した肝臓に対する影響は､当研究所で実施したビスフ

ェノールA-PO付加物(平均付加モル数5モル)のラットにおける反復投与毒性･生殖

発生毒性併合試験においても認められている2) (未発表)0

2.生殖発生毒性について

雌雄親動物の生殖能に対する影響について､観察した各指標とも対照群と比べて有意

な変化は認められなかったoまた､児動物に対しても､発生に関する各指標において被

験物質の投与による影響は認められなかった.

以上の結果から､ビスフェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)の親動物-

の反復投与における無影響量(NOEL)および無毒性量(NOAEL)は､雌雄とも500

mg/kg以上の群で肝臓に対する影響が認められたことから､いずれも120 mg/kg/day

と推定した｡また､生殖発生毒性に関するNOELおよびNOAELは､最高用量群にお

いても影響が認められなかったことから､いずれも1000mg/kg/dayと推定したo

文　献

1)日本毒性病理学会編､毒性病理組織学､ 2000.

2)野田篤ら.ビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル数5モル)のラットを用い

る反復経口投与毒性･生殖発生毒性併合試験. (財)畜産生物科学安全研究所内部

資料.
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要　約

ビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル数5モル)の遺伝子突然変異誘発性の

有無を検討するため､復帰突然変異試験を指標菌株としてSih220BeHa物鼻血m･um

TAIOO､ TA1535､ TA98､ TA1537およびEeCAen'ch'a cob WP2unAを用い､ S9miⅩ

非存在(直接法)および存在(代謝活性化汝)下でプレインキュベーション法により

行った｡

用量は､用量設定試験(予備試験)の結果､いずれの菌株とも生育阻害が認められ

なかったため､直接牲および代謝活性化汝ともに156-5000FLg/プレートの範囲(公

比2)で設定した｡

試験は2回実施した｡その結果､全ての菌株において代謝活性化の有無にかかわら

ず､復帰変異コロニー数の増加は認められなかった｡菌の生育阻害についても､いず

れの菌株とも認められなかった｡

以上の成績から､本実験条件下では､ビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル

数5モル)の細菌に対する遺伝子突然変異誘発性は陰性と判定した｡

･1 ･ Study No. 06･116
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目　的

この試験は､ビスフェノールA-PO付加物(平均付加モル数5モル)の細菌に対す

る遺伝子突然変異誘発性の有無を明らかにするために実施した｡

材料および方汝1･ 2)

1.被験物質

名　　　称:ビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル数5モル)

(英名: 4,4'-isopropylydenediphenol propoxylated)

CAS番号: 37353-75･6

ロット番号: L3-6SOO5･A

純　　　度: 99%以上(水分:0.03%)

付加モル分布: 1モル:0.0%､ 2モル:5.7%､ 3モル: ll.4%､ 4モル:22.1%､

5モル:24.9%､ 6モル: 18.1%､ 7モル: 10.2%､ 8モル以上:

7.6% (分析日:平成18年10月19日)

示　性　式: (C8H60)a(C3H60)nc15H1602

構　造　式:

0 -(C3H6) OH

入　手　先:三洋化成工業株式会社(京都府京都市東山区一橋野本町11-1)

入手日･量:平成19年3月14日･25g

物　性　等:

化学名　　　　ビスフェノールA-PO付加物(平均付加モル数5モル)

分子量　　　　502 (付加モル数5モルと仮定した場合)

性状(常温)　　無色透明液体

酸備　　　　　0.Ooユ mgKOH/g

･2- Study No. 06･116
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指標菌株　　　　　　　　直接絵　　　　　　　　代謝活性化法

(FL富/プレート)　　　　　(LLg/プレート)

TAIOO

TA1535

WP2 uTqA

TA98

TA1537

AF･2 (0.01)

SA　(0.5)

AF･2　(0.04)

AF･2　(0.1)

9･AA (80)

AF'2 :紅2-978070:V)fj㌔毒縞8-Q71岩9)6V))アクリルアミド(和光純薬工業株式会

2-AA : 2･アミノアントラセン(和光純薬工業株式会社､ >90%､ロット番号
KCM225 9)

SA　:アジ化ナトリウム(和光純薬工業株式会社､90%､ロット番号KCG5232)

9･AA : 9･7ミノアクリジン(Aldrich Chemical Company､ 98%､ロット番号
07721MZ)

8.アミノ酸添加軟寒天培地の調製

0.6W/V%粉末寒天(Difco LaboratorieS､ロット番号5200601)および0.5W/V%

塩化ナトリウム(和光純薬工業株式会社､ロット番号8251)の組成の軟寒天を調製

したo溶解した軟寒天に､ S. bphimmluz22用には0.5 mM D･tfオチン(Sigma

Cbemical Company､ロット番号AASXB)および0.5 mM L-ヒスチジン(和光純

薬工業株式会社､ロット番号DLJ5479)水溶液､ a. cD必用には0.5 mM L･トリプ

トファン(和光純薬工業株式会社､ロット番号EWPO420)水溶液を1/10容加え､

アミノ酸添加軟寒天培地とした｡

9.用量設定試験(予備試験)

本試験における被験物質の適切な用量を把握するために､ 20-5000〟 g/プレート

の範囲で用量を設定し､本試験と同様の実験方汝で試験を行った｡試験は各用量1

枚のプレートで行った｡

その結果(表1-1､ 1-2)､直接法および代謝活性化法のいずれ場合も､全ての菌株

で菌の生育阻害は認められなかった｡なお､ 2000および5000JLg/プレートで､培養

終了時のプレート上に被験物質と思われる油滴様物が認められた｡

10.本試験

本試験は､同一菌株､同一用量で2回行ったo

1)用量設定
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用量設定試験の結果から､被験物質の用量は､直接法および代謝活性化法のいず

れの場合も､ 5000FLg/プレートを最高用量とし､以下公比2で2500､ 1250､ 625､

313および156FLg/プレートの計6用量とした0

2)実験方浜

(1)プレインキュベーション法(直接法)

滅菌小試験管に被験物質の供試液0.1 mL､ 0.1 Mリン酸ナトリウム緩衝液(pH

7.4) 0.5mL (和光純薬工業株式会社､リン酸水素二ナトリウム･十二水塩:ロッ

ト番号WAF3531､リン酸二水素ナトリウム･二水塩:ロット番号CAJ2723)お

よび前培養した懸濁菌液0.1 mLを分注し､ 37℃で20分間振返培養後､ 45℃に保

温したアミノ酸添加軟寒天培地2 mLを加え､最少グルコース寒天平板培地上に広

げたo最少グルコース寒天平板培地(プレート) (テスメディアAN培地､オリエ

ンタル酵母工業株式会社､ロット番号AN1420FWl 2007年6月5日製造1 2007

年8月10日購入;ロット番号ANI730IW･2007年9月11日製造･2007午ll

月12日購入)は､ Vogel･BonnerE培地(0.2W/V%クエン酸･ -水塩､ lw/V%リ

ン酸二カリウム･無水塩､ 0.192W/v%リン酸-アンモニウム､ 0.066W/v%水酸化

ナトリウム､ 0.02 W/v%硫酸マグネシウム･七水塩)に寒天粉末を1.5 W/v%およ

びグルコースを2W/v%となるように加え､ 30mLずつ分注したものである｡ 37℃

で48時間培養後､復帰変異コロニーを計数し､同時に指標菌株の生育阻害の有無

を実体顕微鏡を用いて観察したD陰性対照および陽性対照群においては､上記の被

験物質の供試液0.1 mLにかわり､溶媒(DMSO) 0.1 mLおよび陽性対照物質溶

液0.1 mLを用いて同様に実施した｡試験は各用量3枚のプレートで行った0

(2)プレインキュベーション法(代謝活性化法)

滅菌小試験管に被験物質の供試液0.1 mL､ S9mix 0.5 mLおよび前培養した懸

濁菌液0.1 mLを分注し､ 37℃で20分間振返培養後､ 45℃に保温したアミノ酸添

加軟寒天培地2 mLを加え､最少グルコース寒天平板培地上に広げた0 37℃で48

時間培養後､復帰変異コロニーを計数し､同時に指標菌株の生育阻害の有無を実体

顕微鏡を用いて観察した｡陰性対照および陽性対照群においては､上記の被験物質

の供試液0.1 mLにかわり､溶媒(DMSO) 0.1 mLおよび陽性対照物質溶液0.1 mL

を用いて同様に実施した｡試験は各用量3枚のプレートで行った｡
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ll.無菌試験

用量設定試験および本試験において､用いた溶媒､ S9 mixおよび最高用量の被験

物質の供試液について､それぞれ0.1 mLに0.6W/v%軟寒天培地2ml一を加え､最

少グルコース寒天平板培地(テスメディアAN培地､オリエンタル酵母工業株式会

社､ロット番号ANI420FW､ AM730IW)に重層後､ 37℃で48時間培養し､菌の

生育の有無を調べた｡最少グルコース寒天平破培地は､それぞれ3枚ずつ使用した｡

12.試験の有効性

以下の3基準を満たす場合に､試験は適切な条件下で実施され､試験は有効であ

ると判定したo

(1)試験に用いた菌紋､溶媒､被験物質の供試液およびS9miXに雑菌の混入がないo

(2)各指標菌株の陰性対照における復帰変異コロニー数が､当研究所における背景デ

ータの範囲内の値を示す(自然復帰変異体数)0

(3)各指標菌株の陽性対照における復帰変異コロニー数が､当研究所における陽性対

照値の背景データの範囲あるいはその近くの値を示す0

13.結果の判定

結果の判定は､各用量におけるプレートでの復帰変異コロニー数の平均値を基に､

原則的に以下の3基準を満たす場合を陽性とした｡

(1)被験物質処理群において陰性対照値の2倍以上の復帰変異コロニー数が出現す

る｡

(2)被験物質用量の増加とともに復帰変異コロニー数が増加する(用量依存性)｡

(3) 2回にわたる本試験の結果から復帰変異コロニー数の増加に再現性が認められるo

但し､明確な用量依存性が認められない場合においても､陽性値を示す試験結果

に再現性が認められれば陽性と判定するo
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結　果

試験を2回実施した結果(表2･1､ 2･2､ 3･1､ 3-2および図1-1､ 1-2､ 1･3､ 2-1､ 2-2､

2･3)､直接法および代謝活性化牡のいずれの場合も､供試したすべての菌株において

復帰変異コロニー数は､陰性対照値の2倍を超えることはなかった｡菌の生育阻害に

ついては､直接法および代謝活性化法のいずれの場合にも認められなかった｡なお､

2500および5000〟 g/プレートでは､培養終了時のプレート上に被験物質と思われる油

滴様物が認められた.

陰性対照群では背景データ(添付資料)の範囲内の復帰変異コロニー数が認められ

た｡陽性対照群においては明らかな復帰変異コロニー数の増加が認められ､その穣度

は､それぞれ背景データ(添付資料)の範囲内またはその近くの陽性値を示すもので

あったoまた､試験に用いた菌液､溶媒､被験物質の供試液およびS9miXなどには､

雑菌の混入は認められなかったD

結　論

ビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル数5モル)について遺伝子突然変異誘

発性の有無を調べるため､細菌を用いる復帰突然変異試験を実施した｡その結果､代

謝活性化の有無にかかわらず､全ての指標菌株で復帰変異コロニー数の増加は認めら

れなかった｡

試験の有効性については､2回にわたる本試験ともに有効であることが確認された｡

したがって､本実験条件下ではビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル数5モ

ル)の遺伝子突然変異誘発性は陰性と判定した｡

ビスフェノールAの変異原性については､ S. bpkimuzT'zLmTA97､ TA98､ TAIOO､

TAIO2､ TA1535またはE. cob WP2uTqAを用いた復帰突然変異試験B･4･5)で陰性と

の報告がある｡また､ CHO細胞を用いた染色体異常試験で陽性6)および陰性7)､ V･79

細胞を用いた細胞遺伝子突然変異試験で陰性3)との報告がある｡
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表1-1 S9 mix非存在下におけるビスフェノールA-PO (平均付加モル数5モル)の

用量設定試験結果〔直接法〕

用　　量

〔〝 g/プレート〕

復帰変異コロニー数/プレート

塩基対置換型　　　　　　　　フレームシフト型

TAIOO TA1535　WP2LZtj:nA TA98　　TA1537

陰性対照〔局方精製水〕　　　126　　　　8　　　14　　　　　　33　　　18

20　　　　　　　　　　120　　　　　8　　　　13　　　　　　　13　　　　16

50　　　　　　　　　　　91　　　　8　　　　25　　　　　　　26　　　　16

100　　　　　　　　　　　99　　　　10　　　　　26　　　　　　　　32　　　　19

200　　　　　　　　　110　　　　　7　　　　22　　　　　　　27　　　　19

500　　　　　　　　　　1 06　　　　　9　　　　20　　　　　　　28　　　　13

1000　　　　　　　　　　109　　　　　9　　　　20　　　　　　　26　　　　16

2000 #　　　　　　　　117　　　　8　　　　20　　　　　　25　　　　6

5000 #　　　　　　　　77　　　　5　　　　25　　　　　　35　　　13

陽性対照　　　　　　　　　AF-2　　　SA AF-2　　　　AF-2　　9-AA

〟 g/プレート　　　　　　　0.01　　　0.5　　　0.04　　　　　　0.1　　　80

復帰変異コロニー数

/プレート
808　　　　353　　　　8 1 9　　　　　　　282　　　　477

#　:培養終了時のプレート上に被験物質と思われる油滴様物が認められたo

AF-2 : 2- (2-フリル) -3- (5-ニトロ-2-フリル)アクリルアミド

SA :アジ化ナトリウム

9-AA: 9-アミノアクリジン
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表1-2　　S9 mix存在下におけるビスフェノールA-PO (平均付加モル数5モル)の

用量設定試験結果〔代謝活性化法〕

用　　量

〔〟 g/プレート〕

復帰変異コロニー数/プレート

塩基対置換型　　　　　　　　フレームシフト型

TAIOO TA1535　WP2uT(nA TA98　　TA1537

陰性対照〔局方精製水〕　　　100　　　　7　　　　22　　　　　　36　　　　9

20　　　　　　　　　　　91　　　　　9　　　　20　　　　　　　28　　　　　9

50　　　　　　　　　　　　95　　　　　9　　　　　30　　　　　　　　31　　　　13

100　　　　　　　　　　105　　　　　7　　　　25　　　　　　　　33　　　　　7

200　　　　　　　　　　113　　　　11　　　　25　　　　　　　21　　　　　8

500　　　　　　　　　　111　　　　　5　　　　19　　　　　　　　26　　　　10

1000　　　　　　　　　　　　97　　　　　9　　　　16　　　　　　　　25　　　　10

2000 #　　　　　　　　126　　　　　4　　　　24　　　　　　　20　　　　　9

5000 #　　　　　　　　115　　　　　7　　　　20　　　　　　　23　　　　11

陽性対照　　　　　　　　2- AA　　2- AA　　2- AA　　　　2- AA　　2- AA

jL g/プレート　　　　　　　　1　　　　2　　　10　　　　　　1　　　　2

復帰変異コロニー数

/プレート
583　　　　257　　　　596　　　　　　　302　　　　　98

#　:培養終了時のプレート上に被験物質と思われる油滴様物が羅められた｡

2-AA: 2-アミノアントラセン
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表2-1　S9 mix非存在下におけるビスフェノールA-PO (平均付加モル数5モル)の

復帰変異試験結果〔本試験1回目一直接法〕

用　　量

〔〝 g/プレート〕
些表提変異コロニー敢/プレ~ト フレームシフト型

TAIOO TA1535

陰性対照　　　123　　　　　　　3

〔局方精製水〕  127　　　　　15

WP2 uw:A TA98　　　　　TA1537

29　　　　　　　21　　　　　　　　6

23　　　　　　　25　　　　　　　13

24　　　　　　　　31　　　　　　　18

( 25±　3) ( 26±　5) ( 12±　6)

30　　　　　　　　24　　　　　　　　7

17　　　　　　　25　　　　　　　10

24　　　　　　　33　　　　　　　17

( 24±　7) ( 27±　5) ( 11±　5)

23　　　　　　　15　　　　　　　　9

16　　　　　　　23　　　　　　　13

29　　　　　　　　22　　　　　　　18

( 23±　7) ( 20±　4) ( 13±　5)

12　　　　　　　　25　　　　　　　　5

24　　　　　　　31　　　　　　17

20　　　　　　　29　　　　　　　14

( 19±　6) ( 28±　3) ( 12±　6)

26　　　　　　　　24　　　　　　　13

18　　　　　　　　26　　　　　　　11

16　　　　　　　　31　　　　　　　16

133　　　　　　　11

(128±　5) ( 10±　6)

105　　　　　　　14

111　　　　　　　　5

118　　　　　　　　8

(111±　7) (　9±　5)

115　　　　　　　　9

128　　　　　　　　3

106　　　　　　　11

(116±11) (　8±　4)

111　　　　　　　12

112　　　　　　　11

105　　　　　　　　9

(109±　4) ( 11±　2)

101　　　　　　　11

109　　　　　　　　2

117　　　　　　　10

156

313

625

1250

(109±　8) (　8±　5) ( 20±　5) ( 27±　4) ( 13±　3)

99　　　　　　　10　　　　　　　19　　　　　　　　21　　　　　　　13

114　　　　　　　　8　　　　　　　22　　　　　　　25　　　　　　　12

109　　　　　　　12　　　　　　　　21　　　　　　　30　　　　　　　15

(107±　8) ( 10±　2) ( 21±　2) ( 25±　5) ( 13±　2)

104　　　　　　　　8　　　　　　　19　　　　　　　　25　　　　　　　15

121　　　　　　　6　　　　　　　18　　　　　　　22　　　　　　　17

103　　　　　　　　　8　　　　　　　　20　　　　　　　　25　　　　　　　　21

(109±10) (　7± 1) ( 19± 1) ( 24±　2) ( 18±　3)

陽性対照　　　AF - 2　　　　SA

〃〟プレート　0.01　　　　　0.5

復帰変異　　　848　　　　　420

コロニー数　　　815　　　　　　444

/プレート　　　89 1　　　　　404

(851±38) (423±20)

AF-2　　　　　　AF-2　　　　　　9-AA

0,04　　　　　　　0.1　　　　　　　80

94 1　　　　　　　382　　　　　　　546

998　　　　　　　404　　　　　　　640

994　　　　　　　43 1　　　　　　　426

(978±32) (406±25) (537± 107)

#　:培養終了時のプレート上に被験物質と思われる油滴様物が認められたo

( ):平均値±標準偏差
AF-2: 2-(2一フリルト3-(5-ニトロー2-フリル)アクリルアミド

SA :アジ化ナトリウム

9-AA: 9-アミノアクリジン
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表2-2　S9 mix存在下におけるビスフェノールA-PO(平均付加モル数5モル)の

復帰変異試験結果〔本試験1回目一代謝活性化法〕

用　　量

〔〃 g/プレート〕

陰性対照
〔局方精製水〕

塩基対置換型
TAIOO TA1 535

フレームシフト型

WP2 ul朗　　　TA98　　　　　TA1537

108　　　　　　10　　　　　　15　　　　　　29　　　　　　12

83　　　　　　　7　　　　　　13　　　　　　37　　　　　　18

85　　　　　　　9　　　　　　23　　　　　　27　　　　　　16

( 92±14) ( 9±　2) ( 17±　5) ( 31±　5) ( 15±　3)

111　　　　　　　8

150　　　　　　　　9

94　　　　　　　　5

(118±29) (　7±　2)

110　　　　　　　　2

121　　　　　　10

110　　　　　　　12

156

18　　　　　　　30　　　　　　　21

21　　　　　　　25　　　　　　　16

17　　　　　　　40　　　　　　　15

( 19±　2) ( 32±　8)(去;±2) (23…±8) (壬三±3)

15

20　　　　　　　21　　　　　　　23

23　　　　　　　35　　　　　　　20

(114± 6) ( 8± 5)(王震±6) (;士5) (荒土2) (……±7) (三三±4)

20　　　　　　　33　　　　　　　13

124　　　　　　　4　　　　　　　27　　　　　　　25　　　　　　12

136　　　　　　　6　　　　　　25　　　　　　29　　　　　　15

(121±16) ( 6± 3)'王訟±16) (宇土3) (…64±4) (芸±4) (壬…±2)

16　　　　　　　28　　　　　　　14

313

625

1250　　　　122　　　　　　15　　　　　　34　　　　　　31　　　　　　22

106　　　　　　　8　　　　　　　30　　　　　　　30　　　　　　　20

(109±11)(壬.T±11) (13士4) (223±9) (gio±2) (113±4)

3　　　　　　　20　　　　　　　34　　　　　　　13

2500 #　　　　99　　　　　12　　　　　　31　　　　　38　　　　　　9

113　　　　　　　8　　　　　　　28　　　　　　　27　　　　　　16

(106± 7)(壬器±7) (…±5) (芸士6) (…喜±6) (壬63±4)

4　　　　　　　24　　　　　　　26　　　　　　　16

5000 #　　　125　　　　　　8　　　　　　22　　　　　　30　　　　　12

114　　　　　　　　9　　　　　　　20　　　　　　　24　　　　　　　14

(117± 7)

艇生乳___堤__7_) (2_iii 3) (2_2AI 2' (2_2諾3) (2_14,ui 2)2- AA　　　　　2- AA　　　　　2- AA　　　　　2- AA

左髭妄㌃ト　52g　~~　28…　.S字　　3｡圭　13…529　　　　　　　281　　　　　　487　　　　　　　303　　　　　　13 1

コロニー数　　　601　　　　　247　　　　　　530　　　　　　266　　　　　112

/プレート　　　611　　　　　240　　　　　489　　　　　283　　　　　1 17

(580±45) (256±22) (502±24) (284± 19 ) (120±10)

#　:培養終了時のプレート上に　験物質と思われる油滴様物が認められた0

( ):平均値±標準偏差
2-AA:　2-アミノアントラセン
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表3-1　S9 mix非存在下におけるビスフェノールA-PO(平均付加モル数5モル)の

復帰変異試験結果〔本試験2回目一直接法〕

用　　量

〔〝 g/プレート〕
塩基対置換型

TAIOO m TA1535　　　　WP2LZm4

陰性対照　　100　　　　　　9　　　　　19

〔局方精製水〕 129　　　　　13　　　　　19

118　　　　　　　7　　　　　　　21

フレームシフト型

TA98　　　　TA153Z

33　　　　　　　　4

24　　　　　　　　9

25　　　　　　　　4

(116±15) ( 10±　3) ( 20± 1) ( 27±　5) ( 6±　3)

101　　　　　　12　　　　　　19

156　　　　　98　　　　　　17　　　　　　18

90　　　　　　　7　　　　　　　20

_　　　　( 96±　6) ( 12±　5) ( 19± 1)

87　　　　　　　15　　　　　　　19

313　　　　　97　　　　　　　6　　　　　　　29

95　　　　　　10　　　　　　12

( 93± 5)- (13;±5) (180±5) (…宇土9)

8　　　　　　　17

625　　　　　98　　　　　　　9　　　　　　　24

107　　　　　　　　9　　　　　　　26

29　　　　　　　13

25　　　　　　　　3

20　　　　　　　　6

( 25±　5) (　7±　5)

24　　　　　　　12

24　　　　　　　　5

33　　　　　　　　4

( 27±　5) (　7±　4)

24　　　　　　　　9

21　　　　　　　12

20　　　　　　　　4

(103±　5) ( 9± l) ( 22±　5) ( 22±　2) ( 8±　4)

93　　　　　　　8　　　　　　15　　　　　　　20　　　　　　　9

1250　　　　100　　　　　　　4　　　　　　15　　　　　　18　　　　　　　6

95　　　　　　　8　　　　　　　23　　　　　　　31　　　　　　　2

( 96±　4) ( 7±　2) ( 18±　5) ( 23±　7) ( 6±　4)

104　　　　　　　7　　　　　　11　　　　　　25　　　　　　　5

2500 #　　　　77　　　　　　5　　　　　　24　　　　　15　　　　　　3

83　　　　　　　　7　　　　　　　21　　　　　　19　　　　　　　　5

( 88±14) ( 6± 1) ( 19±　7) ( 20±　5) ( 4± 1)

113　　　　　　　　5　　　　　　　21　　　　　　14　　　　　　　　8

5000#　　　　94　　　　　　9　　　　　　20　　　　　14　　　　　　7

87        6       20       34        3

誓たト憲書13'(等57± 2日.il書1日惹書12'- (9謹言3'_0.5　　　　　　0.04　　　　　　　0.1　　　　　　　80

復帰変異　　　769　　　　　　445　　　　　　983　　　　　　493　　　　　　777

コロニー数　　　786　　　　　　436　　　　　　998　　　　　　566　　　　　　37 1

/プレ-ト815      482      993      537      799

# :榊終‡;90m享33_)ト上((:蒜謡∠風上Al品品左がk5g26諾) ( 649 ± 241 )
( ):平均値±標準偏差
AF-2: 2-(2-フリルト3-(5-ニトロー2-フリル)アクリルアミド

SA :アジ化ナトリウム

9-AA: 9-アミノアクリジン
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表3-2　S9miX存在下におけるビスフェノールA-PO(平均付加モル数5モル)の

復帰変異試験結果〔本試験2回目一代謝活性化法〕

〔 p芝プヱト完忘㌻空基好題
巌品l''li岩uu T121535-
〔局方精製水〕　92　　　　　　9

107　　　　　　　　7

(100±　8) (　9±　3)

107　　　　　　　　8

156　　　　　94　　　　　　　6

101　　　　　　　9

日01±　7) ( 8±　2)

110　　　　　　　　7

313　　　　107　　　　　　　9

110　　　　　　　14

(109±　2) ( 10±　4)

114　　　　　　　　7

625　　　　116　　　　　　11

106　　　　　　　11

(112±　5) ( 10±　2)

113　　　　　　　　6

1250　　　　　99　　　　　　10

110　　　　　　　　8

(107±　7) (　8±　2)

104　　　　　　　11

2500 #　　　101　　　　12

112　　　　　　　　6

(106±　6) ( 10±　3)

98　　　　　　　　　8

5000 #　　　　99　　　　　　11

105　　　　　　　　8

(101±　4) (　9±　2)

陽性対照　　　2- AA　　　　2- AA

左窟妄㌃ト　55壬　　25号
コロニー数　　　436　　　　　　234

/プレート　　　536　　　　　225

(510±65) (237±13)

フレームシフト型

TA98　　　　　　TA1537WP2 um4

21　　　　　　24　　　　　　11

24　　　　　　　23　　　　　　　9

25　　　　　　　37　　　　　　10

(-　23±　2) ( 28±　8) ( 10± 1)

22　　　　　　13　　　　　　17

15　　　　　　　23　　　　　　11

26　　　　　　　26　　　　　　17

( 21±　6) ( 21±　7) ( 15±　3)

18　　　　　　　31　　　　　　13

25　　　　　　　35　　　　　　12

17　　　　　　　22　　　　　　11

( 20±　4) ( 29±　7) ( 12± 1)

31　　　　　　　31　　　　　　11

21　　　　　　　21　　　　　　　20

23　　　　　　　32　　　　　　　11

( 25±　5) ( 28±　6) ( 14±　5)

21　　　　　　　32　　　　　　　　5

29　　　　　　　25　　　　　　　11

22　　　　　　　　28　　　　　　　　9

( 24±　4) ( 28±　4) ( 8±　3)

21　　　　　　　29　　　　　　　　7

18　　　　　　　26　　　　　　　11

24　　　　　　　　30　　　　　　　13

( 21±　3) ( 28±　2) ( 10±　3)

21　　　　　　　　21　　　　　　　　9

15　　　　　　　　26　　　　　　　　6

28　　　　　　　　21　　　　　　　　5

( 21±　7) ( 23±　3) (　7±　2)

2- AA　　　　　　2- AA　　　　　　2- AA

IO　　　　　　　　1　　　　　　　　2

530　　　　　　　249　　　　　　　　45

559　　　　　　　270　　　　　　　　98

594　　　　　　　229　　　　　　　116

(561±　32 ) (249±21) ( 86±37)

#　:培養終了時のプレート上に被験物質と思われる油滴様物が課められた0

( ):平均値±標準偏差
2-AA:　2-アミノアントラセン

-16- Study No.06- 1 16

275



要　約

ビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル数5モル)の鞄色体異常誘発性の有無

を検討するため､チャイニーズハムスター肺由来の線維芽細胞株(CHL/IU)を用いて

A n'tTOにおける染色体異常試験を実施した.

染色体異常試験に用いる用量を欽定するため､ 46.88-3000LL g/mLの範囲で細胞増

殖抑制試験を行ったo　その結果､短時間処理汝のS9 mix非存在下では､ 93.75-750

〟 冒/mL用量で､ S9 mix存在下では187.5-750〃 g血L用量で50%を上回る細胞増殖

抑制が認められたo連続処理鋲24時間処理では､ 93.75FL 冒/mL以上の用量で50%を

上回る細胞増殖抑制が認められたc

Lたがって､染色体異常試験における用量は､短時間処理法の場合､ S9 mix非存在

下では12.5､ 25､ 50､ 75および100FLg/mL､ S9miX存在下では25､ 50､ 100､ 150

および200FLg/mL､連続処理法の場合は､ 6.25､ 25､ 50および100FLg/mLとしたD

試験の結果､短時間処理法S9 mix非存在および存在下ともに染色体異常細胞の増加

は認められなかったDまた､連続処理法24時間においても染色体異常細胞の増加は認

められなかったo　なお､短時間処理法S9 mix非存在下の75FLg/mL以上､ S9miX存

在下の150〝 g/mL以上､連続処理法24時間の100〃 冒/mLでは､細胞毒性のため観察

可能な分裂中期像は認められなかったo

報告書ピアレビューにおいて､短時間処理絵S9miX存在下の100-150p g/mL間､

連続処理汝24時間の50-100FL g/mL間で毒性が出ないで細胞が数えられる可能性が

考えられるため､確認試験の実施を求められた｡そこで､短時間処理法S9mix存在下

では100､ 125および150Jlg/mL､連続処理依24時間では50､ 60､ 75および100FL

g/mLを設定し､確認試験を行った｡

その結果､短時間処理法S9 mix存在下および連続処理法24時間ともに染色体異常

細胞の増加は認められなかった｡なお､短時間処理法S9 mix存在下の150pg/mL､

連続処理法24時間の60FL g/mL以上では､細胞毒性のため観察可能な分裂中期像は認

められなかった｡

以上の成績から､本実験条件下では､ビスフェノールA-PO付加物(平均付加モル

数5モル)のCHLnU細胞に対する染色体異常誘発性は陰性と判定した｡

-1 - Study No. 06･117

276



試験日的

この試験は､ビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル数5モル)のほ乳類培養

細胞に対する染色体異常誘発性の有無を明らかにするために実施した｡

材料および方法1､ 2)

1.被験物質

名　　　称:ビスフェノールA-PO付加物(平均付加モル数5モル)

(英名: 4,4'-isopropylydenediphenol propoxylated)

CAS番号: 37353･75-6

ロット番号: L3･6SOO5･A

純　　　度: 99%以上(水分:0.03%)

付加モル分布:1モル:0.0%､ 2モル:5.7%､ 3モル:ll.4%､ 4モル:22.1%､

5モル:24.9%､ 6モル: 18.1%､ 7モル:10.2%､ 8モル以上:

7.6% (分析日:平成18年10月19日)

示　性　式: (C3H60)zl(C3H60)nc15H1602

構　造　式:

0 -(C3王子6) OH

入　手　先:三洋化成工業株式会社(京都府京都市東山区一橋野本町11-1)

入手日･量:平成19年3月14日･25g

物　性　等:

化学名　　　　　ビスフェノールA-PO付加物(平均付加モル数5モル)

分子量　　　　502 (付加モル数5モルと仮定した場合)

性状(常温)　　無色透明液体

酸価　　　　　0.00 1 mgKOH/g

･2･
凱udy No. 06･117
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たりの組成は､次のとおりである｡

〔S9製造法〕

A.使用動物

a)種･系統: Sprague･Dawley系ラット(日本エスエルシー株式会社)

b)性･週齢:雄･7週齢

C)体　　重: 213-247g

B.誘導法

a)誘導物質: phenobarbital (PB)､ 5, 6-benzo鮎vone (BF)

b)投与経路:腹腔内投与
C)投与法(投与開始日起算)

1日目:PB30mg/kg､ 2日目:PB60mg/kg

3日目:PB60mg/kg十BF80mg/kg､ 4日目:PB60mg/kg

C.調製捷

最終投与の翌日に肝臓ホモジネ-トを遠心分離(9000×g)し､その上清を採取

S9mixlmL当たりの組成

S9

MgC12

KCI

G･6･P

NADP

HEPES緩衝音夜

蒸留水

0.3　mL

5　〃mol/0.1mL

33　〃mol/0.1mL

5　FLmOl/0.1mL

4　〃mol/0.1mL

4　〃mol/0.2mL

o.1 mL

8.細胞増殖抑制試験

染色体異常試験における被験物質の適切な用量を検討するため､ 46.88､ 93.75､

187.5､ 375､ 750､ 1500および3000FLg/mL (溶媒に溶解可能な上限量)の用量を

用いて､次に記載する細胞増殖抑制試験を行った｡なお､試験には各用量について2

枚のシャーレを使用した｡

1)被験物質の供試液の調製

被験物質の供試液は､使用時に被験物質をDMSOに溶解して最高用量の供試

液(原液)を調製し､次いで､原液の一部をDMSOで順次希釈して所定用量の

供試液を調製した.被験物質の添加量は､各シャーレの培養液量の0.5 vo1%とし

た｡

2)細胞の処理

短時間処理汝の場合､直径6 cmの円形プラスチック製シャーレ(Beeton

Dickin80n社)に4×108個/mLの細胞を含む培養綬5mLを加え､培養開始3

･5･ Study No. 06･117
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日後にS9 mix非存在下の場合は各シャーレとも3 mLを残して培養液を取り除

き､ DMSO (陰性対照)または被験物質の供試液各0.015mLをシャーレに加え

た｡また､ S9mix存在下の場合は各シャーレとも2.5ml一を残して培養液を取り

除き､ S9mixO.5mLを加えた後､ DMSOまたは被験物質の供試液各0.015 mL

をシャーレに加えた｡培養6時間後に培養液を取り除き､新しい培養液5mLを

加えて18時間培養した0　-方､連続処理法の場合は短時間処理法の場合と同様

の方法で細胞を培養し､培養開始3　日後にDMSOまたは被験物質の供試液各

0.025mLをシャーレに加えて24時間および48時間培養した｡なお､短時間処

理汝および連続処理法ともに375FL g/mL以上の用量ではその供試液を培養液に

添加すると直ちに油滴様の被験物質の析出が認められ､符に150Oil g/mL以上で

は油滴様の大きな固まりとなって培養終了時まで残存したo

培養終了後､培養液を取り除き､生理食塩液で細胞表面を2回洗浄し､ 10vol%

ホルマリン水溶液を加えて約10分間固定した｡国定後､水洗し､ 0.1W/v%クリ

スタルバイオレット水溶液で約10分間染色した｡水洗後､室温で一晩自然乾燥

した0

3)細胞増殖率の測定

上述の8-2)で固定･染色した細胞は､染色の濃淡から細胞密度を単層培養細

胞密度計(モノセレ一夕-Ⅱ､ MI･60､オリンパス光学工業株式会社)を用いて

測定し､陰性対照群の細胞増殖率を100%とした時の各用量群の細胞増殖率を求

めた.

その結果は下表に示したとおり､短時間処理絵の場合､ S9 mix非存在下では､

93.75-750FL g/mL用量で､ S9miX存在下では187.5-750FL g/mL用量で50%

を上回る細胞増殖抑制が認められたC　連続処理法の場合は､ 24時間処理では

93.75〃 g/mL以上で50%を上回る細胞増殖抑制が認められ､ 50%細胞増殖抑制

用量は46.88-93.75〝g/mL用量域にあるものと判断され､ 48時間処理では

46.88FL g/mL以上で50%を上回る細胞増殖抑制が認められ､ 50%細胞増殖抑制

用量は46.88FL ど/mL以下の用量域にあるものと判断されたo

なお,短時間処理法における1500FLg/mL以上の用量では､細胞増殖率の上

昇が認められたoこれは､ 1500FL 冒/mL以上の用量では析出した油滴様の被験物

質が大きな固まりとなって培養終了時まで培養液表面に浮遊して認められたこ

･6･ Study No. 06･117
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とから､培養液中に溶解あるいは分散している被験物質濃度は､それ以下の用量

と比べてむしろ低下しているものと推察され､これが細胞増殖率の上昇をもたら

したものと考えられる｡このような現象は､水に難溶なため培養液中で析出がみ

られる化学物質においてしばしば認められている3･4･B･6)

〔短時間処理牡〕

用　量　　　　　　　　　　　　細胞増殖率(%)

(〟 ど/mL)　　　S9 mix非存在下　　　　　S9 mix存在下

o　(溶媒)

46.88

93.75

187.5

375

750

1500

3000

[  ]:平均値

〔連続処理泣〕

用　量　　　　　　　　　　　　細胞増殖率(%)

(lL g/mL)　　　　24時間処理　　　　　　48時間処理

o (溶媒)

46.88

93.75

187.5

375

750

1500

3000

【  ]:平均値

9.染色体異常試験

1)被験物質および陽性対照物質の用量

細胞増殖抑制試験の結果から､被験物質の用量は50%細胞増殖抑制用量の前後

が含まれ､かつ､ 3用量以上のデータが得られることを考慮し､短時間処理法の

場合､ S9 mix非存在下では100fLg/mLを最高用量とし､以下公比2で50､ 25

および12.5FL g/mLの4用量および細胞増殖抑制試験で46.88-93.75p g/mL間

で細胞増殖率の急激な変化が認められたことから､ 50〃 g/mLと100g↓ 冒/mLの中

間量の75FLg/mLを加えた計5用量を､ S9miX非存在下では200FLg/mLを最高

ー7- Study No. 06･117
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用量とし､以下公比2で100､ 50および25〟g/mLの4用量および細胞増殖抑制

試験で93.75-187.5FL g/mL間で細胞増殖率の急激な変化が認められたことから､

100〃g/mLと200〃g/mLの中間量の150〝g/mLを加えた計5用量を､また､

連続処理法24時間処理では､最高用量を100FLg/mLとし､以下公比2で50､

25､ 12.5および6.25LLg/mLの計5用量を設定したo陽性対照物質のMNNGは

2.5〃 g/mL､ Bla]pは10FL g/mLの用量を用いた｡

2)被験物質および陽性対照物質の供試液の調製

被験物質の供試樵は､使用時に被験物質をDMSOに溶解して最高用量の供試

液(原液)を調製した｡次いで､原液の一部をI)MSOで順次希釈し､所定用量

の供試液を調製したo陽性対照物質のMNNGは0.5 mg/mL､Bla]Pは2.0 mg/mL

の供試液を調製した｡

3)細胞の処理

4×108個/mLの細胞を含む培養液5 mLを直径6 cmの円形プラスチック製

シャーレ(Becton Dickin80n社)に加え､ 3日間培養後､下記の方法で処理し

た｡培養には1用量当たり4枚のシャーレを用い､そのうち2枚は染色体標本作

製用に､残りの2枚は細胞増殖率測定用に使用した｡但し､陽性対照群について

は細胞増殖率の測定は行わず､用いるシャーレは染色体標本作製用の2枚とした｡

短時間処理法のS9 mix非存在下の場合は､各シャーレとも3 mLを残して培

養液を取り除き､ DMSO､被験物質供試液およびMNNGの供試液を各シャーレ

に0.015 mLずつ添加して培養した.また､ S9miX存在下の場合は､各シャーレ

とも2.5 mLを残して培養液を取り除いた後､ S9 mix 0.5 mLを加え､続いて

DMSO､被験物質供試液およびBla]pの供試液を各シャーレに0.015 mLずつ添

加して培養したo S9miⅩ非存在および存在下のいずれの場合も､培養6時間後

に培養液を取り除き､新しい培養綬5mLを加え､さらに18時間培養したo

連続処理法の場合は､ DMSO､被験物質供試液およびMNNGの供試液を各シ

ャーレに0.025mLずつ加え､ 24時間培養したQ
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4)試験群の構成および使用シャーレ数

〔短時間処理抵: S9 mix非存在下〕

用量(〟 g/m工)
使用シャーレ数

S9mix非存在下　S9mix存在下

(陰性対照)a

5 (陽性対照)b

(陽性対照)C

a:I)MSO､ b:MNNG､ C:B【B]P､使用シャーレ数:52

〔連続処理法〕

用量(FL g/mL)
使用シャーレ数

24時間処理

(陰性対照)a

5　(陽性対照)ち

a:DMSO､ ち:MNNG､使用シャーレ数: 26

5)漁色体標本の作製および細胞増殖率の測定

標本作製の2時間前に､培養中の各シャーレにコルセミド(Gibco Laboratories､

ロット番号1335046)を最終濃度として0.21Lg/mLとなるように添加した｡培

養終了後､培養液を取り除き､ 0.2W/v%トリプシン水溶液2mLで処理して細胞

をシャーレから剥離し､新鮮培養液5 mLを入れた遠沈管に移し､ 1000rpm､ 5

分間遠心分離したo上清を捨て､細胞沈淀に低張碑の75 mM塩化カリウム水溶

液4 mLを加えて懸濁し､ 37℃で15分間低張処理した｡低張処理後､用時調製

した冷却メタノール･酢酸(3: 1)混合液(Ⅴ/v) lmLを添加して固定した｡ 1000

TPmで5分間遠心分離し､上清を捨て､細胞沈漆を新しい固定液4mLで懸濁.

固定した｡この換作を3回繰り返した後､少量の固定液で適切な密度に細胞を懸

濁し､スライドグラスの2ヶ所に1滴ずつ滴下し､室温で一晩自然乾燥したo乾

燥後､ S¢renSen綬衝液(pH6.8､株式会社ヤトロン､ロット番号1478)を用
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いて希釈した1.4vol%ギムザ液で約15分間染色した｡水洗後､室温で乾燥して

漁色体標本としたo標本は､ 1シャーレ当たり3枚作製した｡

細胞増殖率の測定は､培養終了後､培養液を取り除き､生理食塩液で細胞表面

を2回洗浄し､ 10 vol%ホルマリン水溶液を加えて約10分間固定した｡固定後

水洗し､ 0.lw/V%クリスタルバイオレット水溶液で約10分間漁色し､水洗後乾

燥した｡単層培養細胞密度計(モノセレ一夕-Ⅱ､ MI-60.オリンパス光学工業

株式会社)を用いて陰性(溶媒)対照群の細胞増殖率を11)0%とした時の各用量

群の細胞増殖率を求めた0

6)鞄色体の観察

染色体の観察は60倍のノーカバー対物レンズを用いて総合倍率600倍で鏡検

した｡観察は標本をすべてコード化し､盲検法で行ったD　各用量とも､染色体が

明瞭に識別でき､染色体の数が25±2本の分裂中期像について､ 1シャーレ当た

り100個､すなわち､ 1用量当たり2枚のシャーレの合計200個について観察し

た｡

7)染色体異常の分類および集計7)

漁色体異常の分類は､構造異常については､染色分体型の切断と交換､染色体

型の切断と交換(二動原体､環状艶色体など)およびその他(断片化など)とし

た｡数的異常については､倍数性細胞(倍数体)のみを記録した｡

ギャップ(染色分体型および染色体型)については､異常として記録したが､

構造異常には含めなかった｡ギャップは､典色分体幅よりも狭い非染色性部位

とした｡

染色体異常の集計については､上述に分類した異常を一つでも有する細胞は異

常細胞として記録し､異常の種類別の集計を行った｡構造異常および数的異常の

総数は､観察した細胞200個中に認められた異常細胞数を表示した｡

8)試験結果の判定

試験結果の判定に当たり､構造異常および倍数性細胞の出現頻度は､多試料

X2検定を行って､有意差(有意水準5%以下)が認められた場合は､ FiBherの

直接確率法を用いて陰性対照群と各用量群との間の有意差検定(有意水準は多重

性を考慮して､ 5%または1%を処理群の数で割ったものを用いたo)を行った｡

その結果､陰性対照群と比較して､被験物質群における染色体異常細胞の出現頻
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慶が2用量以上で有意に増加し､さらに用量依存性が静められた場合､艶色体異

常誘発性は陽性と判定した｡

結　果

1.染色体異常試験(短時間処理絵: S9mix非存在下)

結果は表1･1に示すo　染色体の構造異常を有する細胞の出現頻度は､陰性対照

群では1.0%と低値であった.被験物質群では0-1.0%の出現頻度であり､陰性

対照群との間に有意差は認められなかった｡陽性対照群のMNNGによる典色体

構造異常細胞の出現頻度は98.0%であり､顕著な染色体異常誘発が確認されたC

数的異常を示す倍数体の出現頻度は､陰性対照群で0.5%の低値で認められた｡

被験物質群および陽性対照群では倍数体は認められなかった｡

なお､ 75および100〃g/mLでは､細胞毒性のため､観察可能な分裂中期像は

認められなかった｡

2.染色体異常試験(短時間処理添: S9mix存在下)

結果は表1･2に示す.漁色体の構造異常を有する細胞は､陰性対照群では認め

られなかった｡被験物質群では0.5または1.5%の出現頻度で認められたが､陰性

対照群との間に有意差はなかった.陽性対照群のBlB]pによる染色体構造異常細

胞の出現頻度は73.0%であり､顕著な染色体異常誘発が確認された｡

倍数体については､陰性対照群および陽性対照群では認められなかった｡被験

物質群では､ 25LL 冒/mLでのみ0.5%の低い出現頻度で認められた.

なお､ 150および200pg/mLでは､細胞毒性のため､観察可能な分裂中期像は

認められなかった｡

3.染色体異常試験(短時間処理法: S9mix存在下) -確認試験

報告書ピアレビューにおいて､短時間処理浜S9 mix存在下では､細胞増殖率が

100〟g/mI.で87.5%､ 150〟g/mLで36.5%と､この間に50%以上の開きがある

ため､この用量間で毒性が出ないで染色体異常を示す用量がある可能性が考えら

れるため､確認試験を実施する必要があるとの指摘を受けた｡この指摘に従い､

100､ 125および150FLg/mL用量を設定し､確認試験を行ったo

Ill I Stlldy No. 06･117
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結果は表1-3に示す｡染色体の構造異常を有する細胞の出現頻度は､陰性対照

群では0.5%と低値であったo被験物質群では0.5%の出現頻度であり､陰性対照

群との間に差は認められなかったo　陽性対照群のBldpによる染色体構造異常細

胞の出現頻度は42.0%であり､顕著な漁色体異常誘発が確認されたo

倍数体については､陰性対照群および陽性対照群では認められなかったo　被験

物質群では､ 100FL g/mLでのみ1.0%の低い出現顔度で認められたo

なお､ 150FLg/mLでは､細胞毒性のため､観察可能な分裂中期像は認められな

かった｡

4.染色体異常試験(連続処理法: 24時間処理)

結果は表2･1に示す｡染色体の構造異常を有する細胞の出現頻度は､陰性対照

群では1.0%と低値であった.被験物質群では0-1.0%の出現頻度であり､陰性

対照群との間に有意差は認められなかったo　陽性対照群のMNNGによる染色体

構造異常細胞の出現頻度は96.0%であり､顕著な染色体異常誘発が確認された｡

倍数体については､陰性対照群および陽性対照群では認められなかった｡被験

物質群では､ 12.5FL g/mLでのみ0.5%の低い出現頻度で認められたo

なお､ 100pg/mLでは､細胞毒性のため､観察可能な分裂中期像は認められな

かった｡

5.染色体異常試験(連続処理法: 24時間処理)一確認試験

報告書ピアレビューにおいて､連続処理法24時間処理では､細胞増殖率が50

pg/mLで54.0%､ 100〟g/mLで11.5%であり､この用量間で毒性が出ないで細

胞が数えられる可能性があるため､確認試験を実施する必要があるとの指摘を受

けた｡この指摘に従い､ 50､ 60､ 75および100〟g/mL用量を設定し､確認試験

を行った｡

結果は表2･2に示す｡染色体の構造異常を有する細胞の出現頻度は､陰性対照

群では1.0%と低値であった｡被験物質群では50FL 冒/mLで1.0%の出現頻度であ

り､陰性対照群との間に差は認められなかった｡陽性対照群のMNNGによる染

色体構造異常細胞の出現頻度は94.5%であり､顕著な染色体異常誘発が確認され

たo
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倍数体については､陰性対照群で0.5%の低値で認められた｡被験物質群では､

50p g/mLで0.5%の低い出現頻度で認められた｡陽性対照群では認められなかっ

た｡

なお､ 60〃 g/mL以上では､細胞毒性のため､観察可能な分裂中期像は認められ

なかった｡

結　論

ビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル数5モル)について染色体異常誘発性

の有無を調べるため､ CHLrIU細胞を用いた712 m'tTOに溝引する染色体異常試験を実施

した｡その結果､短時間処理法S9 mix非存在および存在下並びに連続処理法24時間

のいずれの方汝においても染色体異常誘発作用は認められなかった｡

したがって､本実験条件下では､ビスフェノールA十PO付加物(平均付加モル数5

モル)のCHL/IU細胞に対する染色体異常誘発性は陰性と判定した｡本試験結果は､

CHL/IU細胞において染色体異常を有する細胞の出現頻度が5%未満を陰性とする生

物学的判断基準8)からみても陰性と判断されるものであった｡

ビスフェノールAの変異原性については､ S.勿クhiD2Lm'Lu22TA97､ TA98､ TAIOO､

TAIO2､ TA1535またはE. cab WP2uTqAを用いた復帰突然変異試験9･10,ll)で陰性と

の報告がある｡また､ CHO細胞を用いた染色体異常試験で陽性12)および陰性13)､ v79

細胞を用いた細胞遺伝子突然変異試験で陰性9)との報告があるC
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表1-1　ビスフェノールA-PO (平均付加モル数5モル)の染色体異常試験結果(短時間処理法:S9miⅩ非存在下)

検体　　　　　　　　染色体構造異常の細胞数(%)　　　　　　　キ●ヤップの細胞　染色体の数的異常の細胞数(%)

の用量　観察　　染色分体　　　　染色体　　その他　給異常　出現数　増殖率　観察　倍数体　その他　縛異常

(〝g/mL)細胞数　切断　交換　切断　交換　　　　細胞数　(%) (%)細胞数　　　　　　　細胞数

陰性対照　100　　　1　　　0　　　0　　　0　　　0　　　1　　1

100　　　0　　　1　　　0　　　0　　　0　　　1　　　0

200　　　1　　　1　　　0　　　0　　　0　　　　2　　　1

( 0.5) ( 0.5) ( 0) ( 0) ( 0) ( 1.0) (0.5)

100　　1　　　0　　　1

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　1　　　0　　　1

(0.5) ( 0) (0.5)

100　　　0　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0　　　　0

100　　　0　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0　　　　0

200　　　0　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0　　　　0

(　o) (　o) ( o) ( o) ( o) (　0) ( 0)

100　　0　　　　0　　　　0

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　　0　　　　0　　　　0

( 0) ( 0) ( 0)

100   1    0   0   1   0   2    0       100  0   0   0

･ :: -: :: :I: .: -_' : ･ i::-: :: :: :‥:

( 0.5) (　0) ( 0) (0.5)( 0) ( 1.0) (0.5)　　　　　( 0) ( 0) ( 0)

100　　　1　　　0　　　0　　　0　　　0　　　1　　1　　　　　100　　0　　　0　　　0

50　100　0　　0　0　0　0　　0　　0　88.0 100　0　0　　0

200　　　1　　　0　　　0　　　0　　　0　　　1　　1　　　　　　200　　0　　　0　　　0

( 0.5)(　0) ( 0) ( 0) ( 0) (0.5) (0.5)　　　　　( 0) ( 0) ( 0)

49.5

(一一)(一一)(一一)(一一)(一一)(一一) (一一)　　　　　(一一) (一一) (一一)

100　#

(一一) (一一)(一一) (一一) (一一) (一一) (一一)

18.5

( --) ( -) ( -I)

陽性対照100　　36　　　96　　　3　　　0　　　0　　　98　　　1

100　　　38　　　97　　1　　0　　　0　　　98　　　　0

2 .5
200　　　74　　193　　　4　　　0　　　0　　196　　　1

(37.0) (96.5) (2.0) ( 0) ( 0) (98.0)**(0.5)

100　　0　　　　0　　　　0

100　　0　　　　0　　　　0

200　　0　　　　0　　　　0

( o) ( 0) ( 0)

陰性対照:ジメチルスルホキシド.

陽性対照: 11Methyト3-nitr0- llnltrOSOguanidlne

**:p〈0.01,

# :細胞毒性のため,観察可能な分裂中期像は認められなかったQ
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表1-2　ビスフェノールA-PO (平均付加モル数5モル)の染色体異常試験結果(短時間処理法:S9miⅩ存在下)

検体　　　　　　　　染色体構造異常の細胞数(%)　　　　　　キ●ヤップの細胞　漁色体の数的異常の細胞数(%)

の用量　観察　　染色分体　　　　熟色体　　その他　給異常　出現数　増殖率　観察　倍数体　その他　給異常

(〝g/mL)細胞数　切断　交換　切断　交換　　　　細胞数　(%) (%)細胞数　　　　　　　細胞数

陰性対照100   0   0   0   0   0   0   0      100  0   0   0

い　-::: :I:: :: .I.: :: ::い-　-:::: ､: :: ::

(　o) (　o) ( o) ( o) ( o) ( o) ( o)　　　　　( o) ( 0) ( 0)

100　　　1　　　0　　　0　　　0　　　0　　　1　　　0　　　　　　100　　1　　　0　　　1

1∴ : : : :: :: -: : -･ -::-∴- :一　一:

( 0.5) (　0) ( 0) ( 0) ( 0)( 0.5) (0.5)　　　　　(0.5) ( 0) (0.5)

100   0    1   0   0   0   1    0       100  0   0   0

･･･ -.::; :: . :: :: :: . :: ･=　二::-∴: :: :;

(　o)( 1.5)( 0) ( 0)( 0) ( 1.5) ( 0)　　　　　( 0) ( 0) ( 0)

100   0    1   0   0   0   1    0       100  0   0   0

･い･ -::-: :: -.- :: :二.: -.- ::一･一二:: -: :: ∴

(　o) ( 0.5)( 0) ( 0) ( 0) ( 0.5) ( 0)　　　　　( 0) ( 0) ( 0)

150 辛 36.5

(一一)(一一)(一一)(一一)(一一)(一一) (一一)　　　　　(一一) (一一) (一一)

200　キ

(一一)(一一)(一一)(一一)(一一)(一一) (一一)　　　　　(一一) (一一) (一一)

0　　14　　71　　0　　1　　0　　75　　　0　　　　　100　　0　　　0　　　0

0　　11　　70　　　0　　　0　　　0　　71　　1　　　　　100　　0　　　0　　　0

0　　25　　141　　0　　1　　0　146　　　1　　　　　200　　0　　　0　　　0

(12.5)(70.5)( 0)(0.5)( 0)(73.0)～(0.5)　　　　　( 0) ( 0) ( 0)

陰性対照:ジメチルスルホキシド.

陽性対照: 3,4-Benzo 〔a 〕 pyrene.

軸.p〈0 01.

# :細胞毒性のため,観察可能な分裂中期像は認められなかった｡
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表1-3　ビスフェノールA-PO (平均付加モル数5モル)の染色体異常試験結果(短時間処理汝: S9mix存在下卜確認試執

検体　　　　　　　　　　染色体構造異常の細胞数(%)　　　　　　　　キ●ヤップの細胞　　染色体の数的異常の細胞数(%)

の用盈　　観察　　　染色分体　　　　染色体　　その他　給異常　出現数　増殖率　観察　倍数体　その他　給異常

(Fl居/mL)細胞数　切断　　交換　　切断　交換　　　　　細胞数　(%) (%)　細胞数　　　　　　　　細胞数

陰性対照　100　　　0　　　0　　　0　　1　　0　　　1　　　0

100　　　　0　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　　0　　　　0

200　　　　0　　　　0　　　　0　　　1　　　0　　　　1　　　　0

(　o) (　0) ( 0) (0.5) ( 0) ( 0.5) (　0)

100　　　0　　　　0　　　　0

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　　0　　　　0　　　　0

(　0) (　0) (　0)

00

100　　　　0　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　　0　　　　0

100　　　　0　　　　1　　　0　　　0　　　0　　　1　　　　0

200　　　　0　　　　1　　　0　　　　0　　　　0　　　　1　　　　0

(　0) ( 0.5) ( 0) ( 0) ( 0) ( 0.5) (　0)

88.0

100　　1　　　0　　　　1

100　　1　　　0　　　　1

200　　　2　　　　0　　　　2

(1.0) (　0) (1.0)

25

100　　　　0　　　　1　　　0　　　　0　　　　0　　　　1　　　　0

100　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0

200　　　　0　　　　1　　　0　　　0　　　0　　　1　　　　0

(　o) ( 0.5) ( 0) ( 0) ( 0) ( 0.5) (　0)

76.5

100　　　0　　　　0　　　　0

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　　0　　　　0　　　　0

(　0) (　0) (　0)

150　#

(一一) (一一) (一一) (一一) (一一) (一一) (一一)

44.5

( -) ( -) ( --)

陽性対照　100　　　9　　　46　　　0　　　1　　　0　　　47　　　　0

100　　12　　　36　　　0　　　0　　　0　　　37　　　　0

200　　　21　　　82　　　0　　　1　　　0　　　84　　　　0

(10.5) (41.0) ( 0) (0.5) ( 0) (42.0)料(　0)

100　　　0　　　　0　　　　0

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　　0　　　　0　　　　0

( o) ( 0) ( 0)

陰性対照:ジメチルスルホキシド.

陽性対照: 3,4-Benzo 〔a〕 pyrene.

**.p(0.01.

# :細胞毒性のため,観察可能な分裂中期像は罪められなかった｡
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表2-1　ビスフェノールA-PO (平均付加モル数5モル)の染色体異常試験結果(連続処理法: 24時間処理)

検体　　　　　　　　　　染色体構造異常の細胞数(%)　　　　　　　　キ◆ヤップの細胞　　染色体の数的異常の細胞教(%)

の用量　　観察　　染色分体　　　　染色体　　その他　総異常　出現数　増殖率　観察　倍数体　その他　給異常

(〃g/mL)細胞数　切断　交換　切断　交換　　　　　細胞数　(%) (%)細胞数　　　　　　　細胞数

陰性対一照　100　　　1　　　0　　　0　　　0　　　0　　　1　　　0

100　　　　0　　　1　　　0　　　0　　　　0　　　1　　　　0

200　　　1　　　1　　　0　　　0　　　0　　　　2　　　　0

( 0.5) ( 0.5) ( 0) ( 0) ( 0) ( 1.0) (　0)

100.0

100　　　0　　　　0　　　　0

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　　0　　　　0　　　　0

(　0) ( 0) (　0)

100　　　1　　　0　　　0　　　0　　　0　　　1　　　　0

100　　　　0　　　　0　　　　0　　　1　　　0　　　　1　　　　0

200　　　1　　　0　　　0　　　1　　　0　　　　2　　　　0

( 0.5) (　0) ( 0) (0.5) ( 0) ( 1.0) (　0)

90.5

100　　　0　　　　0　　　　0

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　　0　　　　0　　　　0

(　0) ( 0) (　0)

2.5

100　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　1

100　　　　0　　　　1　　　0　　　　0　　　　0　　　　1　　　　0

200　　　　0　　　　1　　　0　　　　0　　　　0　　　　1　　　1

(　0) ( 0.5) ( 0) ( 0) ( 0) ( 0.5) (0.5)

100　　　1　　　0　　　　1

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　　1　　　0　　　　1

( 0.5) ( 0) ( 0.5)

25

100　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0

100　　　　0　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　　0　　　　0

200　　　0　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　　0　　　　0

(　o) (　o) ( o) ( o) ( o) (　0) (　0)

72.0

100　　　0　　　　0　　　　0

100　　　0　　　0　　　　0

200　　　0　　　　0　　　　0

(　0) ( 0) (　0)

0　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　　0　　　　0

0　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　　0　　　　0

0　　　0　　　0　　　0　　　　0　　　　0

0) ( o) ( o) ( o) (　o) (　0)

100　　　0　　　　0　　　　0

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　　0　　　　0　　　　0

(　0) ( 0) (　0)

(一一) (一一) (一一) (一一) (一一) (一一) (一一)

100　#

陽性対照　100　　34　　　91　　1　　0　　　0　　　95　　　0　　　　　　100

100　　　35　　　95　　　0　　　0　　　0　　　97　　　　0　　　　　　100

200　　　69　　186　　　1　　　0　　　0　　192　　　　0　　　　　　　200

(34.5)(93.0) (0.5)( 0 )( 0) (96.0)**( 0)

陰性対照:ジメチルスルホキシド.

陰性対照: 11Methy1-3-mtr0- 1 -nitrosoguanldlne.

**:pく0.01.

秦 :細胞毒性のため,観察可能な分裂中期俊は静められなかったo
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表2-2　　ビスフェノールA-PO (平均付加モル数5モル)の染色体異常試験結果(連続処理法: 24時間処理) -確認試験

検体　　　　　　　　　染色体構造異常の細胞数(%)　　　　　　　キ'ヤップの細胞　　染色体の数的異常の細胞数(%)

の用量　　観察　　染色分体　　　　染色体　　その他　総異常　出現数　増殖率　観察　倍数体　その他　給異常

(〟g/mL)細胞数　切断　交換　切断　交換　　　　細胞数　(%) (%)細胞数　　　　　　　細胞数

陰性対照　100　　　0　　　2　　　0　　1　　0　　　3　　　　0

100　　　　0　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　　0　　　　0

200　　　　0　　　　2　　　0　　　1　　　0　　　　3　　　　0

(　o) ( 1.0) ( 0) (0.5) ( 0) ( 1.0) (　0)

100　　1　　　0　　　　1

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　　1　　　0　　　　1

( 0.5) ( 0) ( 0.5)

100　　　1　　　1　　　0　　　0　　　0　　　　2　　　　0

100　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0

200　　　1　　　1　　　0　　　　0　　　　0　　　　2　　　　0

( 0.5) ( 0.5) ( 0) ( 0) ( 0) ( 1.0) (　0)

100　　　1　　　0　　　　1

100　　　0　　　　0　　　　0

200　　　1　　　0　　　　1

( 0.5) ( 0) ( 0.5)

60　# 43.5

( -) (一一) ( I-) ( --) ( -) ( --) ( --)　　　　　　( -) (一一) (一一)

75　= 17.5

(一一) (一一) (一一) (一一) (一一) (一一) (一一)　　　　　　(一一) (一一) (一一)

19.5

(一一) (一一) (一一) (一一) (一一) (一一) (一一) (一一) (一一) (一一)

陽性対照　100　　46　　　93　　　2　　　0　　　0　　　96　　　　0

100　　　40　　　89　　　0　　　0　　　0　　　93　　　　0

200　　　86　　182　　　2　　　0　　　0　　189　　　　0

(44.0)(91.0) (1.0) ( 0 )( 0) (94.5)"( 0)

100　　　0　　　0　　　　0

100　　　0　　　0　　　　0

200　　　0　　　0　　　　0

(　o) ( o) (　0)

陰性対照:ジメチルスルホキシド.

陽性対照1 -Methyト31nitr0- 1 -nitrosoguamdlne.

串*:pく0.01.

丑:細胞毒性のため,観察可能な分裂中期俊は認められなかった｡
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要　約

ビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル数5モル)の0 (被験物質の媒体である

局方オリブ油のみ投与)､ 30､ 120および500mg収g/dayを､ 1群雌雄各12匹のSD系

ラットに､交配開始2週間前から､雄は42日間､雌は分娩後噴育4日まで経口投与し､

その反復投与毒性および生殖発生毒性を調べた｡また､雄については対照群および500

mg瓜g群の各12匹からそれぞれ5匹を選別し､雌についてはサテライト群として別に

1群5匹の対照群および500mgnig群を設け､投与終了後14日間観察を継続し､毒性

の回復性についても検討した｡

1.反復投与毒性

500 mg瓜g群で雌雄に削痩例､さらに雄には眼除下垂や自発運動の低下例および投与期間

中の体重増加量の低値､妊娠雌には1例の死亡が認められたQ血液生化学検査では､ 120

および500mg収g群で雄に総タンパク濃度の低値､ 500mg/kg群で雄にアルブミン潰

度の低値､雌雄に総コレステロール濃度の高値が認められたo器官重量では､ 500mgnig

群で雄に肝臓の絶対および相対重量､雌に相対重量の高値が認められ､剖検においても

同群の雌雄に肝臓の大型化が確認されたC病理組織学検査では､ 120および500 mg/kg

群で雌雄に小腸における腸紋毛の乳磨管拡張､ 500 mg倣g群で雌雄に肝臓の小葉中心性

肝細胞肥大が認められた.詳細な臨床観察､感覚反射機能検査､握力､自発運動量およ

び摂餌量において､被験物質の投与による影響は認められなかったC

回復群においては､雌に肝臓相対重畳の高値､雌雄の全例に乳磨管の拡張が認められ

るものの､変化の程度は軽減する傾向にあった｡

2.生殖発生毒性

500 mgn喝群の雌で性周期の乱れを呈する個体の発現が増加した｡親動物の交尾成立

期間､交尾率､受胎率､妊娠期間､黄体数､着床数､着床率､出産率､分娩率､分娩お

よび晴育状態に変化は認められなかった｡

児動物に対しては､ 500mg倣g群で新生児体重の低値が認められたo総出産児数､新

生児数､性比､出生率､形態および晴育4日生存率に､被験物質の投与に起因する変化

は認められなかったC

･1･ Study No.06- 119
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以上の結果から､ビスフェノールA-PO付加物(平均付加モル数5モル)の親動物-

の反復投与における無影響量(NO瓦L)および無毒性畳(NOAEIJは､雌雄とも120

mg/kg以上の群で総タンパク濃度の低下および小腸に対する影響が認められたことか

ら､いずれも30 mg瓜g/dayと推定した｡また､生殖発生毒性に関するNOELおよび

NOAELは､ 500 mg/kg群で性周期および新生児体重に影響が認められたことから､い

ずれも120 mg戊g/dayと推定したo

-2･ Stlldy No.06･ 119
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目　的

ビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル数5モル)をラットに反復経口投与し､

本物質の反復投与毒性および生殖発生毒性を検討した｡

材料および方法

1.被験物質

被験物質であるビスフェノールA-PO付加物(平均付加モル数5モル) (GAS No.

37353･75-6)は､水に不溶な無色透明液体で､試験には､三洋化成工業株式会社(京都

府京都市東山区一橋野本町11･1)から提供されたロット番号L3･6SOO5･A (純度99%以

上)のものを冷暗所(2-6℃)､密栓下で保管し､使用した｡用いた被験物質は投与終了

後に分析し､使用期間中安定であったことを確認した(Appendix 1)｡本物質の特性は､

Appendix lに示す｡

ビスフェノールA･PO付加物(平均付加モル数5モル)は水のほか油にも溶けにくい

が､食物油にはわずかに溶け､溶解しない高濃度においても均一な懸濁液として調製可

能であったことから､投与液はオリブ油(局方､ロット番号BH17､宮津薬品株式会社)

を媒体とし､所定の投与用量となる濃度の懸濁液に調製したo調製した投与液は､ 1日

の使用量ごとに小分けし､使用時まで冷所(2-6℃)遮光下で密栓して保管したC投与液

中の被験物質は､冷所遮光下で少なくとも　7　日間は安定であることが確認された

仏ppendix 2)ので､調製後7日以内に使用したo初回に調製された投与掛こついて分析

し､所定の濃度で調製されていることを確認した仏ppendix 3)0

2.動物および飼育条件

動物は､ SD系【crl:CD(SD)】ラットを用いた｡ラットは､日本チヤールス･リバー

枕式会社茨波飼育センター1茨城県石岡市上林955)から8週齢のものを搬入(雄57匹､雌

67匹)し､ 12日間試験環境に馴化させた｡馴化期間中に検疫および雌については10日

間の性周期観察も併せて行い､発育および一般健康状態が良好で､雌では性周期に異常

の認められなかったものについて､投与開始前日に体重を測定し､体重分布の中央値に

近い雄は48匹､雌は58匹を選び､ 10週齢で試験に用いた｡ 1群の動物数は雌雄各12

匹とし､雌についてはさらに対照群と最高用量群の回復群として各5匹からなる2群の
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サテライト群を設け､無作為抽出法により群分けを行ったQなお､雌の回復群について

は交配を行わなかった｡雄の回復群については､投与42日に対照群と最高用量群の中

から無作為抽出法によりそれぞれ5匹を選別し､回復群とした｡投与開始時の平均体重

(体重範囲)は､雄361(329-385)g､雌228(199-253)gであったo　ラットは､温度22

±3℃､湿度55±10%､換気回数10回以上/時(オールフレッシュエアー方式)､照明

12時間/日(午前7時点灯､午後7時消灯)に設定したバリアーシステム動物室(第2室)

で､個体別にステンレス製金網ケージ〔260Wx380Dx180 H(mm)〕に収容し､これを

ステンレス製5段のラックに配置して飼育した｡ただし､交尾の成立した雌は､巣作り

材料(ホワイトフレーク､日本チャールス･リバー株式会社)を入れたポリカーボネート

製ケージ〔265Wx426Dx200H(mm)〕に収容し､分娩後は児動物と同居させた｡飼料(圃

型飼料ラボMRストック､日本農産工業株式会社､ロット番号20070470､ 20070678)

および飲料水(孔径1〃mのカートリッジフィルターで臆過後紫外線照射した殺菌水道

水)は､それぞれ給餌器および自動給水装置または給水満(ポリカーボネートケージの場

合)により､自由に摂取させた｡

動物の個体識別は､ラックおよびケージ-の標識札の貼付､並びに耳パンチ牡により

行ったo

飼育期間中､動物室の温度は22.2-25.0℃､湿度は45-58%の範囲で推移(Appendix

4)し､また飼料､巣作り材料および飲料水の汚染物質の分析結果仏ppendice8 5､ 6､ 7)

は､いずれも当研究所で設定した許容範囲内にあることが確認された｡したがって､動

物の飼育期間を通じて､試験成衝の信頼性に影響を及ぼすと思われる環境要因の変化は､

なかったものと判断した｡

本試験は､動物実験を科学的観点および倫理的な配慮の下に実施するために遵守すべ

き事項等を定めた､ ｢財団法人畜産生物科学安全研究所の動物実験実施規定｣に従い､

本施設の動物実験委員会の承認を得て行った｡

3.投与量の設定､試験群の構成および投与方法

本物質の500､ 1000および2000 mg/kgを雌雄各1匹のラットに3日間反復経口投

与した結果, 1000 mg/kg以上投与の雌雄で体重増加抑制が認められ,さらに2000

mg/kg投与の雌雄で腹臥位､自発運動低下および便による下腹部の汚れが認められた｡
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また､ 500 mg瓜g以上投与の雌雄で､投与直後に一過性の流産が認められた.そこで､

1群雌雄各4匹のラットに,本被験物質をo (局方オリブ油のみ投与)､ 50､ 100､ 200､

500および1000 mg/kg/dayで14日間反復経口投与し､一般状態の観察､体重および

摂餌畳の測定､血液学および血液生化学検査､剖検並びに器官重畳の測定を行った｡そ

の結果､ 100 mg/kg以上の群で､雄に投与直後の流薩および体重増加の抑制傾向､雌に

血清総コレステロールの高値傾向､ 200 mg/kg以上の群では､雌においても流誕および

血清給コレステロールの高値傾向が認められた｡さらに､ 500mg/kg以上の群では､雌

雄に肝臓重畳の高値､雄に副腎重量の高値､雌に血清総タンパク､アルブミンおよびカ

ルシウムの高値並びに血液プロトロンビン時間の低値が認められた. 1000 mg瓜g群で

は､一般状態の変化､体重増加の明らかな抑制および雄1匹､雌2匹の死亡が認められ

た0 50mg瓜g群では､変化は認められなかったo

したがって､本試験における投与量については､ 500mg/kg/dayを最高用量とし､以

下､ 120および30mg瓜g/dayの計3用量を設定したo

試験群の構成は､ ①溶媒投与群(以下､対照群)､ ②被験物質の30 mg戊g/day投与群

(30 mgnig群)､ ③同120 mg戊g/day投与群(120 mg瓜g群)､ ④同500 mgnig/day投与

群(500 mg戊g群)の4群とした.

投与方法は､投与検量を体重1kg当たり5mLとし､テフロン製胃ゾンデを装着した

注射筒を用いて､投与液を胃内に授与した｡対照群には､媒体として用いた局方オリブ

油を同様に投与した｡各個体の投与液量は､至近日の測定体重を基に算出したo投与期

間は､雌雄とも交配開始14日前から､雄は42日間､雌は交配および妊娠期間を経て

分娩後の晴育4日まで､最短42日～最長53日間､ 1日1回､午前中(9:00-ll:56)

に投与した.ただし､雌の回復群は､雄と同様に42日間投与したQ

4.観察および検査

1)親動物に関する項目

親動物について､次の項目を観察あるいは検査した｡なお､感覚反射機能検査､握力､

自発運動量､尿検査､血液学検査､血液生化学検査､半官重量および病理組織学検査に

ついては､各群から無作為抽出故により雌雄各5匹を選び､検査の対象としたo
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結　果

1.反復投与毒性

1)一般状態および死亡(Tables 1-4､ Appendices 10-13)

一般状態の変化について､ 120mg瓜g群で雌雄とも12匹中11匹に投与4日以降､ 500

mg搬g群で雌のサテライト群を含む雌雄の全例に投与2日以降､流鍵が認められたCこ

の流港は､投与直後に口周囲を軽度ないし中等度に濡らす程度の一過性ものであったo

また､ 500 mかkg群では､雄の2匹に軽度な眼除下垂が投与33日以降認められ､このう

ちの1匹には投与41日以降､中等度の自発運動の低下および削疫が認められたoさらに､

500 mg瓜g群の雌の1匹にも経度の削痕が投与40日以降認められた0 120 mgkg群の雌

の1匹に軽度な紅涙が投与30日以降に認められたが､ 500 zng倣g群では紅涙は認められ

なかった.回復期間においては､いずれの群にも一般状態の変化は認められなかった.

死亡について､ 500mg瓜g群の雌の1匹(動物番号552)が分娩予定日の妊娠22日(投

与開始後39日)の朝､分娩出来ずに衰弱し､死亡した｡この例の前日までの一般状

態には､投与直後の一過性の流挺以外に異常は認められなかった｡その他の投与群で

は､投与期間および回復期間を通じて死亡は認められなかった｡

2)詳細な臨床観察(Tables 5, 6､ Appendices 14, 15)

投与期間中および回復期間中とも､各観察項目に有意な変化は認められなかった.

3)感覚反射機能検査(Tables 7, 8､ Appendices 16, 17)

投与期間中および回復期間中の検査において､各検査項目に変化は認められなかっ

た｡

4)握力および自発運動量(Tables9, 10､ Appendices 18, 19)

投与期間中および回復期間中の検査において､握力および自発運動量とも有意な変

化は認められなかった｡

5)体重(Tables ll, 12､ Appendices20, 21)

500 mg倣g群で雄に投与期間中の体重増加量の有意な低値が認められた｡雌では､
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被験物質投与各群とも交配前､妊娠期間および晴育期間を通じて体重および体重増加

量に有意な変化は認められなかったC

雌のサテライト群では､ 500 mgnig群で回復14日の体重および回復期間中の体重増

加量に有意な低値が認められた｡

6)摂餌量(Tables 13, 14､ Appendices 22, 23)

投与期間中において､ 120 mかkg群の雌および500 mg瓜g群の雄で､いずれも投与

14日の摂餌畳のみ､対照群と比べてやや高値で有意差が認められた｡回復期間中の摂

餌量は､対照群と比べて有意差は認められなかった｡

7)雄の尿検査(Table 15､ Appendix 24)

投与期間中の検査において､各検査項目に有意な変化は認められなかったo

回復期間中の検査では､カリウムの有意な低値が認められた｡

8)血液学検査(Tables 16, 17､ Appendices 25, 26､背景データ: Appendices 42, 43)

500mg収g群で雄にMCHおよびプロトロンビン時間の有意な低値が認められた｡

回復期間終了時屠殺動物においては､雄に白血球百分率における好中味の比率の有

意な低値および雌に活性化部分トロンボプラスチン時間の有意な低値が認められた｡

9)血液生化学検査(Tables 18, 19､ Appendices 27, 28､背景データ: Appendices 42,

43)

120 mg瓜g群で雄に総タンパク濃度の有意な低値が認められた0500 mg瓜g群では､

雄に総タンパク濃度およびアルブミン濃度の有意な低値並びに雌雄に総コレステロー

ル濃度の有意な高値が認められたoなお､雄は30および120 mg倣g群の尿素窒素濃

度､ 30mg収g群のカルシウム濃度､ 30および500mg/kg群の無機リン濃度がいずれ

も有意な高値､雌では30, 120および500 mg瓜g群の総ビリルビン濃度は有意な低値､

120 mg/kg群の塩素濃度は有意な高値を示したが､これらの変化には用量相関性は認

められなかったo

回復期間終了時屠殺動物では､血糖値の有意な低値および無機リン濃度の有意な高
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値が雄に､カリウム濃度の有意な低値が雌に認められたo　総タンパク､アルプミおよ

び総コレステロールの濃度には変化は認められなかったo

10)剖検(Tables 20, 21､ Appendices 29-30)

投与期間終了時屠殺動物において､肝臓の大型化が､ 500 mg倣g群で雄の2匹およ

び雌の1匹に認められた.胸腺の赤色域が120 mg倣g群および肺臓の大型化が500

mg/kg群に認められたが､胸腺および肺臓の変化はいずれも雌の1匹のみの発現であ

った｡ 500mかkg群の雌の死亡例(動物番号552)では､肝臓の大型化が認められたo

回復期間終了時屠殺動物では､変化は認められなかった｡

ll)器官重量(Tables 22, 23､ Appendices 32-35)

投与期間終了時屠殺動物において､ 500 mg瓜g群で雄に肝臓の絶対および相対重量､

腎臓の相対重量並びに脳の相対重量のいずれも有意な高値､雌に肝臓の相対重量の有

意な高値が認められたo　なお､ 30 mg瓜g群で雌に牌臓の絶対および相対重量の有意

な高値､ 120 mg戊g群で雌に胸腺の相対重量の有意な高値が認められたが､これらの

変化には用量相関性は認められなかったo

回復期間終了時屠殺動物においては､雌の肝臓の相対重量にのみ､有意な高値が認

められた｡

12)病理組織学検査(Tables 24-26､ Appendices 29-31､ Photos 1, 2)

被験物質の投与に起因すると思われる変化が､肝臓および小腸に認められた｡

投与期間終了時屠殺動物において､肝臓では､小葉中心性肝細胞肥大が500 mg戊g

群で検査対象各5匹中経の4匹および雌の5匹中5匹に認められたQ　この変化は､回

復期間終了時屠殺動物では認められなかった｡

なお､肝臓において門脈周囲性リンパ球浸潤､微小肉芽臆､巣状壊死､その修復像

と思われる肉芽腰および月旦管過形成が回復群を含む対照群あるいは被験物質投与群

で認められたが､いずれも用量相関性のない変化で､発現率や変化の穣度に対照群と

の差は認められないことから､被験物質とは無関係な変化と判断したo

小腸では､腸純毛の乳廃管拡張が120 mg倣g群で雄の2匹および雌の1匹､ 500
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mg倣g群では雄の5匹および雌の5匹に認められ､変化の程度は雄で強い傾向にあっ

たo回復期間終了時屠殺動物においても､乳磨管の拡張は雌雄の全例に認められたが､

変化の経度は軽減する傾向にあった｡乳磨管を構成する細胞や腸間膜リンパ節には変

化は認められなかった｡

肝臓および′ト腸以外の器官においては､肺の泡涜細胞集漢､動脈壁鉱質沈着および

骨化生､心臓の心筋変性･線維化､腺胃の胃底腺拡張､腎臓の近位尿細管上皮硝子滴､

好塩基性尿細管､下垂体前葉の嚢胞､謄朕の粘膜下組織リンパ球浸潤､牌臓の髄外造

血および褐色色素沈着､前立腺の問質リンパ球浸潤並びに精巣上体の精子肉芽臆が対

照群と500 mg瓜g群または対照群あるいは500 mg瓜g群にのみ認められたが､これ

らはいずれもラットにおける自然発生病変として発現する変化1)であり､また､ 500

mg/kg群における発現率や変化の程度に対照群との差は認められなかった｡さらに､

剖検で認められた､ 120 mg戊g群の雌で認められた赤色域を有する胸腺には出血､ 500

mg瓜g群の雌で認められた大型化した牌臓には対照例と比べて髄外造血巣の増加が認

められたが､これらも単発性の変化であり､被験物質の投与との関連性は認められな

かった0

500 mg/kg群で認められた雌の死亡例では､肝臓の小葉中心性肝細胞肥大および小

腸の乳摩管拡張が認められ､肝臓の変化は生存例と比べて強い傾向にあった｡

500 mg戊g群で認められた妊娠不成立の1ペアについて､雄では､下垂体､精巣､

精巣上体､前立腺および精嚢等に変化はなく､また､雌にも下垂体､卵巣および子宮

等に変化は認められず､妊娠不成立の原因となるような所見は静められなかったd

精子形成サイクル検査において､ 500 mg/kg群でステージⅩⅡの精祖細胞数に有

意な高値が認められたo病理組織学検査では精巣に変化は認められなかった｡

2.生殖発生毒性

1)親動物に及ぼす影響

(1)性周期検査(Table 27､ Appendices 37, 38)

被験物質投与各群とも､対照群と比べて平均性周期に有意な変化は認められなかっ

た.ただし､一時的に発情前期(Ⅰ)像や発情後期Ⅰ (Ⅲ)像が認められない､あるいは､

発情休止期(Ⅴ)像が3日以上持続するなどの性周期の乱れが生じた個体が､ 500 mg/kg
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群でのみ17匹中5匹(動物番号542､ 546､ 547､ 549､ 557)に認められ､その発現

は有意に高かった｡これらの個体は､その後の交配で交尾が確認され､ 1例(動物番号

549)は不妊であったが､その他は正常な妊娠､分娩および晴青が認められた.なお､ 1

例(動物番号542)は性周期検査期間中に1性周期のみのデータとなったため､群平均性

周期の算出からは除外した｡

(2)交尾率および受胎率(Table 27､ Appendix 38)

交尾成立までに要する日数､交尾率および受胎率に有意な変化は認められなかった｡

いずれの投与群とも交尾不成立は認められず､ 500 mg/kg群で1例の妊娠不成立例が

認められた.また､30mかkg群で交尾成立までに12日を要した例(動物番号020と525

のペア)の雌は､交配前は順調な性周期を示していたが､交配開始後2日から発情休止

期(Ⅴ)像が続き､交配開始後11日に発情前期(り像が認められ､翌日､発情後期Ⅰ(班)

像と共に精子および腔栓が認められ､交尾が確認されたことから､偽妊娠を起こしたも

のと判断した｡

(3)黄体数､着床数および着床率(Table 27､ Appendix 38)

黄体数､着床数および着床率に有意な変化は認められなかった｡

(4)出産率および妊娠期間(Table 27､ Appendix 38)

出産率および妊娠期間に有意な変化は認められなかった.

(5)分娩および晴育状態(Table 27､ Appendix 38)

500 m封kg群で分娩予定日の妊娠22日の朝に分娩出来ずに死亡した1匹(動物番号552)

について､その性周期､交尾､受胎､黄体数､着床数および着床率に異常は認められな

かったo子宮内には､ 12匹の死亡胎児が確認された｡その他の投与群の雌に分娩およ

び晴育状態の異常は認められなかった0

2)新生児に及ぼす影響

(1)生存性および体重(Table 28､ Appendix 39)

500 mgkg群で新生児体重に低値傾向が認められ､噛育0日の雌および晴育4日の雄

で有意な低値が認められたo

一腹当たりの総出産児数､分娩率､晴育0日および4日の新生児数､出生率､性比

並びに晴育4日の生存率に有意な変化は認められず､新生児の一般状態にも異常は認め

-16･ Stlldy No.06･ 119

301



られなかった｡

(2)形態(Table 29､ 30､ Appendices 40､ 41)

外表検査では､いずれの投与群においても外表異常を有する児動物は認められなか

った｡内臓検査では､内臓異常として牌臓の大型化を呈する児動物が30 mg/kg群で1

匹(発現率0.6%)認められ､また､内臓変異については､左麟動脈遺残を呈する児動物

が対照群で1匹(0.6%)および120 mg瓜g群で1匹(0.6%)､胸腺の頭部残虐を呈する児

動物が120 zng収g群で1匹(0.6%)認められた｡

ー17- Study No.06･ 119

302



考　察

1.反復投与毒性について

被験物質の投与による主な毒性影響として､肝臓および小腸に変化が認められたo

肝臓に対する影響について､ 500mg乃喝群で雄は絶対および相対重量､雌は相対重畳

の高値が認められ､剖検においても同群の雌雄に肝臓の大型化が確認された｡病理組織

学検査では､肝臓に小葉申心性の肝細胞肥大が観察された｡

血液生化学検査において､ 500 mgnig群で雌雄に認められた給コレステロール濃度

の高値は､被験物質の肝臓に対する影響と関連した変化と考えられる｡しかしながら､

血清AST､ ALT等の肝細胞逸脱酵素の活性増加は認められず､肝機能に対する影響は

小さいものと考えられたo

小腸に対する影響について､ 120および500 mg/kg群で雌雄に腸紋毛の乳廉管の拡

張が認められ､雄の変化は雌に比べて強い傾向にあったo

小腸におけるリンパ管拡張症は一般的に腸間膜リンパの閉塞により発現し､低蛋白血

症を伴うこと､また､リンパ管末端の乳磨管の拡張は､ある種の免疫修飾作用物質や降

圧剤等の化学物質のサルやラット-の投与により発現することが知られている2)｡

血液生化学検査で､ 120および500 mg瓜g群の雄に認められた総タンパク濃度の低

値並びに500 mg瓜g群の雄に認められたアルブミン濃度の低値は､この乳魔管の拡張

と関連した変化と考えられる｡

前述の化学物質による乳廉管の拡張の事例では乳廃管そのもののほか､腸間膜リンパ

節にも変化は認められていない幻が､本試験で認められた乳磨管の拡張においても､乳

廃管を構成する細胞や腸間膜リンパ節に､リンパ流の閉塞の原因となる変化は認められ

ず､その発現機序は不明である0

500 mg収g群で認められた雄の眼姶下垂や自発運動の低下例および投与期間中体重増加

量の低値､雌雄の削痩例は､被験物質の投与による毒性影響を示す変化と考えられるo

また､ 500 mg仮g群で分娩予定日に､分娩出来ずに被験物質の投与による毒性影響が認

められた雌の1匹についても､生存例に認められた肝臓および小腸の変化が認められ､被験

物質の投与による毒性影響に分娩によるストレスが加わって衰弱死したものと推察される.

なお､ 120および500 mg/kg群の雌雄に課められた流漣は､投与直後にのみ認めら

れた変化であり､詳細な臨床観察や感覚反射機能検査等で神経毒性を示唆する変化が認
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められていないことから､被験物質の毒性と関連した変化ではなく､投与液に対する忌

避反応と考えられる｡

雌のサテライト群で認められた回復14日の体重および回復期間中の体重増加量の低

値は､投与期間中からの体重推移から判断して､対照群の回復期間中の体重増加量が大

きかったための偶発的な変化と考えられた｡

また､ 120 mg瓜g群の雌および500 mg/kg群の雄で認められた投与14日のみの摂餌

量の高値については､変化に用量相関性は静められず､体重にも変化は認められなかっ

たことから､被験物質の投与とは無関係な偶発的変化と判断したo

回復期間中の尿検査で認められた500 mg/kg群のカリウム排壮量の低値について､

その個体値は､当研究所の背景データにおける基準値の範囲【1.06-5.79(mEq/18hr)]

内の値であり､また､投与期間終了時の検査ではこのような変化傾向は認められていな

いことなどから､投与とは無関係な偶発的変化と判断した｡

血液学検査において､ 500 mg瓜g群で雄に認められたMCHの低値について､その個

体値は､基準値の範囲【17.0-19.2(pg)】内の値であり､赤血球数や血色素量に変化はなく､

また､用量相関性も認められないことから､投与とは無関係な偶発的変化と判断した.ま

た､同群の雄に認められたプロトロンビン時間の低値については､延長性の変化ではな

く､また､雌には認められていないことから､毒性学的意義のない変化と判断した｡

また､雄回復群の500 mgnig群に認められた白血球百分率における好中球比率の低

値および雌サテライト群の500 mg瓜g群に認められた活性化部分トロンボプラステン

時間の低値については､これらの各個体値は､いずれも基準値の範囲【好中球比率: 8.2

-28.8(%)､活性化部分トロンボプラスチン時間: 13.8-18.9(秒)】内の値であり､また､

投与期間終了時の検査ではこのような変化傾向は認められていないこと､雌の活性化部

分トロンボプラスチン時間においては対照群でやや高値傾向にあったことなどから､い

ずれも被験物質とは無関係な偶発的変化と判断したo

血液生化学検査において､ 30および120 mg戊g群の雄に認められた無機リンの変化

には用量相関性は認められず､また､軽微な変化であり､雌雄共通の変化でもないこと

から､毒性学的意義はないものと考えられる｡

30 mg/kg群の雄に認められたカルシウムの高値､また､ 30および120 mg瓜g群の

雄に認められた尿素窒素の高値については､それらの各個体値は､尿素窒素において

･19･ Study No.06･ 119

304



120 mg/kg群の1例(16.8 mg/dL)が基準値の範囲を僅かに上回った以外は､いずれ

も基準値の範囲【カルシウム: 8.9-10.8(mg/dL)､尿素窒素: 10.5-16.7(mg/dL)]内の値

であり､また､用量相関性のない変化であることから､投与とは無関係な偶発的変化と

判断したoまた､ 120 mg晦群で雌に認められた塩素の高値についても､その各個体

値は､いずれも基準値の範酎96-108(mEq凡)】内の値であり､むしろ､対照群の値が

やや低値傾向であったこと､また､用量相関性のない変化であることなどから､投与と

は無関係な偶発的変化と判断した｡また､雄回復群の500 mgnig群に認められた血糖

値の低値および無機リン濃度の高値､雌サテライト群の500 mg瓜g群に認められたカ

リウム濃度の低値についても､それらの各個体値は､血糖において1例(130 mg/dL)､

カリウムにおいて2例(3.74､ 3.68 mg/dL)が基準値の範囲を僅かに外れた以外は､

いずれも基準値の範酎血糖: 131-182(mg/dI人カリウム: 3.79-5.44(mg/dL)】内の値

であり､また､血糖値およびカリウム濃度の変化は投与期間終了時の検査では認められ

ていないことなどから､いずれの変化も被験物質とは無関係な偶発的なものと判断したo

精子形成サイクル検査では､ 500 mg/kg群でステージⅩ Ⅱの精祖細胞数に有意な高

値が認められたが､その変化の程度は極僅かで､他のステージに有意な変化はなく､ま

た､病理組織学検査においても精巣に変化は認められないことから､被験物質投与によ

る影響とは考え難い｡

詳細な臨床観察､感覚反射機能検査､握力および自発運動量の測定並びに神経系器

官･組織の病理学検査において､被験物質の神経行動毒性を示唆する変化は認められな

かった｡

以上のような､投与期間中あるいは投与期間終了時の検査で認められた変化は､回復

期間中あるいは回復期間終了時の検査においては回復あるいは回復傾向にあり､可逆的

な変化であると判断した｡また､遅発的な毒性影響と考えられる変化も認められなかっ

た｡

本試験で認められたものと類似した肝臓に対する影響は､当研究所で実施したビスフ

ェノールA･EO付加物(平均付加モル数5モル)のラットにおける反復投与毒性.生殖

発生毒性併合試験においても認められている3) (未発表)｡
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2.生殖発生毒性について

雌の性周期検査において､被験物質投与各群の平均性周期に有意な変化は認められな

かったが､ 500mg瓜g群で性周期の乱れを生じた個体が17匹中5匹に認められ､その

発現は有意に高かった｡内分泌撹乱物質として知られるビスフェノールAの28日間反

復投与において､発情休止期の延長傾向が報告4)されており､本試験においても軽度

ながら被験物質投与の影響が認められたものと考えられる｡なお､当研究所で実施した

ビスフェノールA-EO付加物(平均付加モル数5モル)についての本試験と同様の試験

では､性周期の乱れを生じた個体が認められたものの､その発現に有意な変化はなく､

また､用量依存性もなかった3) (未発表)0

性周期以外に､雌雄親動物の生殖能に対する影響は認められなかった｡

児動物については､ 500mg倣g群で新生児体重に低値傾向が認められ､晴育0日の雌

および噂育4日の雄で有意な低値が認められた｡雌親動物の体重および摂餌畳に影響が

ないことから､新生児体重の変化は被験物質投与の影響と考えられるa

児動物の剖検において､ 30 mg戊g群で牌臓の大型化､ 120 mg仮g群で左贋動脈遺残ま

たは胸腺額部残留を呈する例が1例ずつ認められたが､用量相関性のない低い発現率の

変化であることから､自然発生的範噂のものと判断した｡

児動物に対し､その他の発生に関する各指標において被験物質投与による影響は認め

られなかったo

以上の結果から､ビスフェノールA-PO付加物(平均付加モル数5モル)の親動物-

の反復投与における無影響量(NOEL)および無毒低量(NOAEL)は､雌雄とも120

mg/kg以上の群で総タンパク濃度の低下および小腸に対する影響が認められたことか

ら､いずれも30 mgnig/dayと推定したo　また､生殖発生毒性に関するNOELおよび

NOAELは､ 500 mg瓜g群で性周期および新生児体重に影響が認められたことから､い

ずれも120 mg瓜g/dayと推定したo
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