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6.　2世代繁殖毒性試験報告書
－ フタル酸ブチルベンジル －
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フタル酸ブチルベンジルのラットを用いた繁殖試験

1. 要約

  フタル酸ブチルベンジル(BBP)は，プラスチック可塑剤(床壁タイル用，塗料用，ペース

ト用，人工皮革，室内装飾品用)として用いられている1)。BBPは，程度は弱いもののエス

トロゲン受容体への結合性が認められており2)，3)，酵母増殖試験4)，レポーター遺伝子アッ

セイ3),4)及びヒト乳ガン細胞を用いる細胞増殖試験5),6)でエストロゲン作用があると報告さ

れているが，子宮増殖アッセイでは子宮重量に変化はみられていない7),8)。また，ハーシュ

バーガーアッセイにおいて球海綿体筋+肛門挙筋重量の減少がみられ，抗アンドロゲン作用

も疑われているが7)，内分泌かく乱作用を有するか否かは未だ不明である。

  BBP の 0，100，200 及び 400 mg/kg/day を１群当たり雌雄各 24 匹の Crj:CD(SD) IGS

ラットに 2 世代にわたって強制経口投与し，親動物の繁殖能力と仔動物の発生・発育に及

ぼす影響を検討した。

親動物の一般状態では，対照群でもみられた流涎がF0動物の200 mg/kg以上の群及びF1

動物の100 mg/kg以上の群で増加した。体重及び摂餌量では，投与期間を通して，各用量

群のF0及びF1世代の雌雄親動物においても，BBP投与に関連する変化は認められなかった。

摂餌効率では，400 mg/kg群においてF0親動物の雌及びF1親動物の雌雄で効率の低下がみ

られた。繁殖能力に関する指標では，F0及びF1親動物の正常性周期率，交尾率，出産率，

妊娠期間，着床数，分娩率，精巣及び精巣上体尾部の精子数，精巣上体精子の運動率及び

異常形態精子の出現率にはいずれの用量群においてもBBP投与に関連する変化は認められ

なかった。しかし，F1親動物では400 mg/kg群において受胎率の低下と雄の包皮分離の遅

延がみられた。今回F1親動物ではF0親動物に比べて対照群を含め妊娠動物数の減少がみら

れ，ガイドラインの要求を必ずしも十分に満たすことはできなかった。しかし，対照群を

含むBBP各投与群の妊娠組雌雄と非交尾，非妊娠組雌雄の性周期，剖検所見，組織所見な

どについて詳細に検討することにより，200 mg/kg群以下では不明確であったが，400

mg/kg群においてBBPの雄生殖器や副生殖器に対する影響に起因した生殖毒性を検出する

ことができたものと考えられる。臓器重量では，F0親動物の200 mg/kg以上の群において

雄で腎臓の絶対重量に有意な高値，雌で肝臓の絶対及び相対重量に有意な高値，腎臓の絶

対重量に有意な高値，400 mg/kg群において雄で肝臓及び腎臓の相対重量に有意な高値，

精巣上体の絶対重量に有意な低値，雌で腎臓の相対重量に有意な高値がみられた。F1親動

物では，200 mg/kg以上の群において雄で精巣上体の絶対重量に有意な低値，肝臓の相対

重量に有意な高値，400 mg/kg群において雄で精嚢の絶対重量に有意な低値，雌で肝臓の

相対重量に有意な高値がみられた。血清中ホルモンレベルでは，BBP投与に関連する変化

は認められなかった。剖検及び病理組織学的検査では，F0親動物において，剖検では雌雄

ともに異常はみられなかったが，病理組織学的検査では雄の400 mg/kg群で精巣のライデ

ィッヒ細胞過形成，精巣上体の管腔内精細胞残渣がみられた。F1親動物において，剖検で

は，雄の100 mg/kg以上の群で精巣の軟化，400 mg/kg群で精巣の矮小，精巣上体の無形成，

形成不全及び矮小がみられた。病理組織学的検査では，雄の100 mg/kg以上の群で精巣の

精細管のびまん性萎縮，精巣上体の管腔内精子減少及び管腔内精細胞残渣，400 mg/kg群
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で精巣のライディッヒ細胞過形成，精巣上体の両側性の部分的無形成，片側性の無形成及

び片側性の部分的無形成がみられた。媒体投与群でみられた流涎については，従来当研究

所ではオリーブ油やコーン油などの油類を投与媒体として強制経口投与したときにこれら

が有する何らかの誘発作用に起因してみられる現象と解釈していた。しかし，今回検討し

た結果油類投与時の流涎の原因については強制経口投与に際しての手技的要因の関与を含め

今後さらに検討を要すると考えられた。また，同様に摂餌効率の低下，低い繁殖成績などにつ

いても，詳細は不明ではあるものの，強制経口投与の技術的条件に付随する何らかの影響であ

る可能性を否定できなかった。

仔動物の一般状態では，F1及びF2仔動物ともにBBP投与によると考えられる変化は認め

られなかった。仔動物の体重では，F1仔動物で100 mg/kg以上の群の雄で一過性の有意な

低値がみられたが，F2仔動物では雌雄とも異常はみられなかった。F1及びF2仔動物の出産

仔数，性比，生存率，発育分化検査成績及び反射反応性検査成績では，BBP投与に関連す

る変化は認められなかった。肛門生殖突起間距離では，F1仔動物の雌の100 mg/kg以上の

群で有意な高値を示し，F2仔動物の雄の100 mg/kg以上の群で有意な低値がみられた。臓

器重量において，F1及びF2仔動物の雄の400 mg/kg群で脾臓重量の絶対及び相対重量に有

意な低値がみられた。

以上の如く，今回の実験において雄で包皮分離の遅延や精巣の精細管のびまん性萎縮，

精巣のライディッヒ細胞過形成，雌雄で肛門生殖突起間距離の変動がみられた。包皮分離

の遅延は抗アンドロゲン作用特有の現象ではないが，抗アンドロゲン作用により誘発され

ること 9)，精巣の精細管のびまん性萎縮が低テストステロンにより誘発されること 10)，精

巣のライディッヒ細胞過形成は抗アンドロゲン作用を有する物質やエストロゲン作用を有

する物質による特有の現象ではないが，抗アンドロゲン作用を有する物質やエストロゲン

作用を有する物質により出現すること 11),12)，肛門生殖突起間距離の変動はげっ歯目での成

長過程におけるホルモン作用のパラメーターであり 13)，抗アンドロゲン作用を示すフルタ

マイド 14)やエストロゲン作用を示すジエチルスチルベスチロール 15)投与により変動するこ

とから，本実験では変動はみられなかったが，BBP 投与でテストステロンや FSH が変動

するとの報告 16)や上述のエストロゲン作用や抗アンドロゲン作用を疑う報告を考慮すると，

BBP の内分泌かく乱作用を否定できないように考えられた。また，F0 及び F1 親動物に対

する影響に関して，BBP の 100 mg/kg は流涎，精巣の精細管のびまん性萎縮，精巣上体の

管腔内精子減少及び管腔内精細胞残渣のみられる用量であると考えられた。繁殖能力に関

しては，400 mg/kg は受胎率の低下と雄の包皮分離に遅延がみられる用量であると考えら

れた。

F1及びF2仔動物に対しては，100 mg/kgは雄動物の体重の低値及び肛門生殖突起間距離

の低値がみられる用量であると考えられた。

したがって，本実験条件下においてBBPを2世代にわたってラットに投与した場合，親動

物に対する影響に関しては，BBPの100 mg/kgで流涎，精巣の精細管のびまん性萎縮，精

巣上体の管腔内精子減少及び管腔内精細胞残渣のみられたことから無影響量(NOEL)及び

無毒性量(NOAEL)は100 mg/kg/day 未満である。親動物の繁殖能力については，400 mg/kg

で受胎率の低下と雄の包皮分離に遅延がみられたが，200 mg/kg/day以下では著しい繁殖
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成績に対する影響はない。また，仔動物の発生・発育に対する無影響量及び無毒性量は，

100 mg/kgで雄動物の体重の低値及び肛門生殖突起間距離の低値がみられたことから100

mg/kg/day未満であると結論される。
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2. 検体名及び純度：フタル酸ブチルベンジル (BBP)，純度 98.0％

(和光純薬工業株式会社，Lot No. GI01)

3. 試験実施機関：財団法人　化学物質評価研究機構

4. 試験目的：新エネルギー・産業技術総合開発機構 (NEDO) の研究プロジェクトである「化

学物質の内分泌かく乱効果に対する評価及び試験法の開発事業」の一環として，

フタル酸ブチルベンジルをラットに 2 世代にわたって強制経口投与し，親動物

の繁殖能力と仔動物の発生・発育に及ぼす影響を検索することを目的とした。

5. 試験動物：Crj:CD(SD)IGS ラット(日本チャールス・リバー株式会社)，1 群雌雄各 24 匹，

F0 親動物は投与開始時 5 週齢，F1 親動物は投与開始時 3 週齢。

6. 投与期間：投与開始から仔動物の離乳まで，F0 及び F1 親動物ともに，雄で約 15 週間，

雌で約 19 週間。

(2001 年 1 月 16 日～2001 年 9 月 22 日)。

7. 投与方法：被験物質はオリーブ油(株式会社　フヂミ製薬所，ロット番号 016OAA)に溶解

させた。投与は雌雄ともに交配前，交配期間中(朝雌雄ともにおのおののケージ

に戻し，その状態で投与)，雌は妊娠期間，分娩日(当日の分娩前又は分娩途中

の例では分娩終了後)及び哺育期間，雄は雌の分娩終了後剖検日まで，動物 1

匹あたり 5mL/kg を週 7 日間， 0， 100， 200 及び 400 mg/kg/day の用量で

強制経口投与を行った。投与には 5 週齢以上の雌及び 5-9 週齢までの雄では使

い捨てのカテーテル (テルモ株式会社，ポリ塩化ビニル製導尿カテーテル，外

径 8/3mm，全長 8-12cm)を，10 週齢以上の雄では同じく使い捨てのカテーテ

ル(テルモ株式会社，ポリ塩化ビニル製導尿カテーテル，外径 10/3mm，全長

13-15cm)を注射筒に接続して使用した。離乳以後 4 週齢までの雌雄に対しては

金属製胃管を注射筒に接続して用いた。

　　　　　なお，当初は混餌投与での試験の実施を予定していたが，BBP と基礎飼料との

混合が困難であるため，調製液の安定性が高い強制経口投与で試験を実施した。

8. 投与用量の設定理由：被験物質の投与量は，BBP のラットにおける 2 世代繁殖毒性試験：

予備試験 (財団法人 化学物質評価研究機構で実施)の結果に基づいて設定した。

予備試験では，BBP の 125，250，500 及び 1,000 mg/kg/day を 1 群当たり雌

雄各 8 匹の Crj:CD(SD)IGS ラットに，交配前 4 週間，交配期間及び雌では出

生仔の離乳まで，雄では交配終了後の剖検前日まで投与し，親動物の繁殖能力

及び仔動物の成長に及ぼす影響を検討した。その結果，1,000 mg/kg では母動

物の体重増加抑制がみられ，全ての母動物の仔動物が死産あるいは死亡した。

また 500 mg/kg では仔動物に死産や死亡がみられたが，250 mg/kg 以下では卵
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巣重量が若干低下したのみであった。以上のことから，本試験では出生仔に若

干の影響がでることが予想される 400 mg/kg/day を高用量とし，以下公比 2 で

200，100 mg/kg/day を中，低用量として設定した。

9. 飼育条件

9.1 飼料： 固型飼料(NIH-07M，30kGy γ線滅菌済，日本クレア株式会社)を自

由摂取させた。

9.2 飲料水： 日田市上道水 (塩素添加水 )を自動給水装置又は給水びんにより自由摂

取させた。

9.3 飼育環境： 温度 21-25℃，相対湿度 40-70％，換気回数 10-15 回/時間，明暗サイ

クル 12 時間間隔(7 時点灯-19 時消灯)に設定したバリアーシステムの

飼育室で、ステンレス製金網床ケージ(280 W×440 D×150 H mm、ト

キワ科学器械株式会社)に個別飼育した。妊娠 17 日から離乳日までは床

敷(サンフレーク，日本チャールス・リバー株式会社)を敷いたポリカーボ

ネイト製平床ケージ(265 W×426 D×200 H mm，トキワ科学器械株式会

社)に個別又は一腹ごとに飼育した。
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10. 方法及び試験項目（表１，図 1）

10.1 一般状態及び死亡：全例について投与開始日から，雌は F1 出生仔の哺育状態も含め

て出生仔の離乳(生後 21 日)後剖検前日まで，雄は剖検前日まで毎

日 1 回以上観察した。

10.2 体重，体重増加量，摂餌量及び摂餌効率：雄の体重は投与開始日及びそれ以降剖検日

まで原則として週 1 回測定した。雌の体重は投与開始日及びそれ以

降原則として週 1 回，妊娠後は妊娠日(妊娠 0 日)，7，14 及び 20

日，分娩日(哺育 0 日)，4，7，14 及び 21 日に測定した。雄の体重

増加量は投与開始日から 14 週まで，雌の体重増加量はそれぞれの

期間の投与開始日から，育成前期間は投与 10 週まで，妊娠期間は

20 日まで，哺育期間は 21 日までの値から算出した。摂餌量は体重

測定日あるいは給餌の都度各ケージの給餌量と残餌量を測定し，給

餌日数で除して 1 匹当たりの平均摂餌量を算出した。哺育期間中の

雌については，1 腹当たりの摂餌量として算出した。ただし，交配

期間中は除いた。摂餌効率は雄では投与開始日の体重，雌では投与

開始日，妊娠 0 日，分娩 0 日の体重を基準に算出した。

10.3 交配及び妊娠の確認：F0 親動物は雌雄ともに投与開始の 5 週齢から 10 週間後の 15

週齢時，F1親動物は雌雄ともに投与開始の 3 週齢から 10 週間後の

13 週齢時に，雌を夕刻に雄のケージに移し，1：1 で連続同居方式

で交配させた。翌日から毎日，午前中に腟栓及び腟垢中の精子の有

無を調べ，それらのうちいずれかが認められた場合に交尾が行われ

たものと判断して，その日を妊娠 0 日とし、専用ケージに移し個別

飼育した。交尾の確認できなかった雌は、元のケージに戻し 2 週間

を限度として交尾が確認されるまで上記の方法で交配を繰り返し

た。妊娠は，出産の有無及び剖検時に子宮を長軸に沿って切開し，

硫化アンモニウム水溶液に浸漬して着床痕の有無を調べることに

より確認した。F1親動物は，全群を通じて最も多くの出産がみられ

た日を含んだ 5 日間に出産した F0 親動物の各腹から雌雄ともに 1

ないし 2 匹の F1仔動物を離乳時に無作為に選抜した。選抜されなか

った動物は生後 25-27日に剖検した。

10.4 繁殖に関する指標：親動物の繁殖期間中における観察結果に基づき，次の指標を算出

した。

性成熟：雄は包皮分離及び雌は腟開口を生後 43 日に観察した。

性周期＝正常性周期を示す雌数／検査雌数

交尾率＝交尾を認めた雄又は雌数／交配に用いた雄又は雌数

受胎率(授精率)＝妊娠雌数／交尾を認めた雄又は雌数

出産率＝生存仔出産雌数／妊娠雌数
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交尾所要日数

妊娠期間：交尾を認めた日から分娩終了までの期間

着床数：剖検時に着床痕を計数した

分娩率(出生率)(％)＝(出産仔数／着床数)×100

出産仔数

10.5 精子検査： F1 出生仔を分娩した雌と交配した雄の各群 10 匹について，剖検時

に検査した。

精巣の精子数：血球計算盤を用いて顕微鏡下で計数した。

精巣上体尾部の精子数：血球計算盤を用いて顕微鏡下で計数した。

精巣上体尾部の精子運動能：ハミルトン精子運動解析装置(IVOS）

を用いて調べた。

精巣上体尾部の精子形態：塗抹染色標本を作製し，顕微鏡下で各個

体 200 個観察して，正常形態精子の出現率を求めた。

10.6 ホルモンレベル測定：雄については剖検日，雌については F1 出生仔離乳後の剖検日

(F1 出生仔の離乳(生後 21 日)後性周期が発情期を示す日に各群か

ら動物順の雌雄各 6 匹ずつ，非絶食下でエーテル麻酔後に腹大動脈

から採血して血清を得た。血清中の LH，FSH 及びテストステロ

ン濃度は EIA 法を用いて測定した。また，エストラジオール濃度

は RIA 法を用いて株式会社パナファーム・ラボラトリーズにて測

定した。

LH：Rat LH EIA system，Amersham pharmacia biotech

FSH：Rat FSH EIA system，Amersham pharmacia biotech

テストステロン： Testosterone EIA Kit， Cayman Chemical

Company

エストラジオール ：DPC エストラジオールニ抗体キット，

Diagnostic Products Corporation

10.7 仔動物に関する指標：哺育期間中における一般状態を，毎日観察した。仔動物は，

哺育 4 日に各腹の哺育仔数を無作為に 8匹(可能な限り雄 4 匹，雌 4

匹)に調整した。間引きされた動物はエーテル麻酔下で安楽死させ

外表観察を実施した後 10%中性緩衝ホルマリン中に保存した。
体重：哺育 0，4，7，14 及び 21 日に個体別に測定した。

外表：哺育 0 日に観察した。

肛門生殖突起間距離：哺育 4 日に測定した。

出産生仔性比＝雄出産仔数／雌出産仔数

哺育 0 日生存率(％)＝(哺育 0 日生存仔数／出産仔数)×100

哺育 4日生存率(％)＝(哺育 4日生存仔数／哺育 0日生存仔数)×100
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哺育 21 日生存率(％)＝(哺育 21 日生存仔数／哺育 4 日に選抜した

仔数)×100

10.8 仔動物の発育分化：

各腹の生存哺育仔全例について，下記項目の有無を記録した。

①耳介開展：哺育 4 日

②切歯萌出：哺育 13 日

③眼瞼開裂：哺育 15 日

④腟開口：生後 36 日

⑤陰茎包皮分離：生後 43 日

10.9 仔動物の反射反応性検査：

各腹の生存哺育仔全例について，下記項目の有無を記録した。

①全身痛覚反応：哺育 5 日

②背地走性：哺育 9 日

③空中正向反射：哺育 16 日

④耳介反射：哺育 16 日

10.10 臓器重量： F0 及び F1 親動物について，肝臓，腎臓，精巣，精巣上体，腹葉前

立腺，精嚢(凝固腺含む)，卵巣，子宮，脳(大脳，小脳)，脾臓，下

垂体，甲状腺(上皮小体を含む)，副腎の湿重量を測定した。離乳日(哺

育 21 日)に剖検した各腹１匹の F1 及び F2 仔動物について，脳，

脾臓，胸腺の湿重量を測定した。なお，両側性器官については左右

を各々測定し，前立腺については腹葉のみとし，甲状腺及び上皮小

体，精嚢(凝固腺を含む)については，10%中性緩衝ホルマリン液で

固定後，翌日に測定した。

10.11 剖検： 雌は F1 出生仔離乳(哺育 21 日)後性周期が発情期を示す日に，雄は

剖検日にエーテル麻酔下で安楽死させた後，器官・組織の肉眼的観

察を行った。なお，死亡ないし瀕死動物及び出生仔のすべてが死亡

した母動物は発見次第剖検し，生存動物と同様組織採取，臓器重量

測定及び病理組織学的検査を行った。

10.12 病理組織学的検査：F0 及び F1 親動物の肝臓，腎臓，精巣，精巣上体，前立腺，精

嚢(凝固腺を含む)，卵巣，子宮，腟，脳，脾臓，下垂体，甲状腺(上

皮小体を含む)，副腎，乳腺について病理組織学的検査を実施した。

10.13 統計学的解析： F0 及び F1 世代の体重，体重増加量，摂餌量，摂餌効率，臓器重量，

交尾所要日数，妊娠期間，着床痕数，精子検査項目(精子数)，ホル
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モン測定項目，F2 世代の体重，F1 及び F2 出生仔の産仔数，出産

生仔数，肛門生殖器突起間距離，臓器重量については Bartlett の

等分散検定を行い，5%の有意水準で等分散が認められた場合，一

元配置の分散分析を行った。分散分析において有意差が認められた

場合は，対照群と各投与群との間で Dunnett 多重比較検定法によ

る検定を行った。等分散が認められない場合 Kruskal-Wallis の順

位和検定法で検定を行い，有意差が認められた場合は，ノンパラメ

トリックの Dunnett 法で対照群との間の有意差検定を行った。F0

及び F1 世代の一般状態の出現頻度，出産率，出生率，異常性周期

出現率，剖検及び病理組織学的所見の出現頻度，F1 及び F2 出生仔

の性比，発育分化の項目，反射反応性(反応性検査)の項目，F0 及び

F1 世代の交尾率，受胎率及び授精率についてはカイ二乗検定(ただ

し，いずれかの周辺度数が 10 以下なら Fisher の直接確率検定)で

対照群との間の有意差検定を行った。F0 及び F1 世代の精子検査項

目(motility，異常精子出現率)，摂餌効率，F1 及び F2 出生仔の外

表異常率，4 日生存率，離乳率の各項目については Kruskal-Wallis

で検定を行い，有意差が認められた場合は，対照群と各投与群との

間でノンパラメトリックの Dunnett 法による検定を行った。F1 及

び F2 出生仔の外表異常率，4 日生存率，離乳率及び出生日から離

乳日まで個別に測定した体重は，1 腹を標本単位として処理した。

試験成績の評価に当たっては有意水準 1%又は 5%で対照群との差

が認められた場合に有意の変動とした。

表１. 試験の概要

世代 期間（週間） 作業手順 試験項目
育成（10） 動物の一般状態を毎日観察。

体重及び摂餌量を週 1 回測定。
摂餌効率を算出。

交配（2） 雌雄を 1:1 で同居。腟栓及び腟
垢中の精子の有無により交尾
を確認。交尾確認日を妊娠 0 日
とした。

動物の一般状態を毎日観察。
交配前 2 週間雌の腟垢を採取し
て，性周期を観察。

妊娠（3） 動物の一般状態を毎日観察。
体重(妊娠 0，7，14 及び 20 日)
及び摂餌量(妊娠 0-7，7-14 及び
14-20 日)を測定。
摂餌効率を算出。

F0

出産 出産確認日を哺育 0 日とした。 出産仔，生存仔及び死産仔の性
と数，生存仔の外表検査を記録。
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世代 期間（週間） 作業手順 試験項目
F0 哺育（3） 哺育 4 日に，各腹の哺育仔数を

8 匹(可能な限り雄 4 匹，雌 4
匹)に調整。間引きした動物は
外表観察を実施した後 10%中
性緩衝ホルマリン中に保存。

動物の一般状態を毎日観察。
親動物の体重(哺育 0，4，7，14
及び 21日)及び摂餌量(哺育 0-7，
7-14 及び 14-21 日)を測定。
摂餌効率を算出。
生存仔数を哺育 0，4，7，14 及
び 21 日に記録。
哺育仔体重を哺育 0，4，7，14
及び 21 日に測定。
哺育仔の肛門生殖突起間距離を
哺育 4 日に測定，耳介展開を哺
育 4 日，切歯萌出を哺育 13 日，
眼瞼開裂を哺育 15 日に観察。
哺育仔の反射反応性検査を哺育
5 から 16 日に実施。

F0/F1 離乳 交尾した雄は交配期間終了以
降に安楽死。
雌で仔動物を分娩した動物は
哺育 21 日以降，非分娩動物は
交尾確認後 25 日以降，非交尾
動物は交配期間終了後に安楽
死。
仔動物は各腹雌雄 1 匹を親動
物に選抜。選抜されなかった仔
動物は生後 25-27 日に安楽死。

親動物の剖検及び肝臓，腎臓，
精巣，精巣上体，腹葉前立腺，
精嚢(凝固腺含む)，卵巣，子宮，
脳，脾臓，下垂体，甲状腺(上皮
小体を含む)，副腎の重量測定。
親動物の肝臓，腎臓，精巣，精
巣上体，前立腺，精嚢(凝固腺を
含む)，卵巣，子宮，腟，脳，脾
臓，下垂体，甲状腺(上皮小体を
含む)，副腎，乳腺の病理組織学
的検査。
雌雄各群 6 匹を用いて血清中ホ
ルモンレベル (テストステロン，
FSH，LH，エストラジオール )
を測定。
雌を妊娠せしめた雄の各群 10
例を用いて精巣の精子数，精巣
上体尾部の精子数，精子運動能
及び精子形態を検査。
雌の性周期検査。
離乳仔の剖検及び脳，胸腺，脾
臓の重量測定。
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世代 期間（週間） 作業手順 試験項目
育成（10） 動物の一般状態を毎日観察。

体重及び摂餌量を週 1 回測定。
雄は包皮分離を生後 43 日に観
察，雌は腟開口を生後 36 日に観
察。
摂餌効率を算出。

交配（2） 雌雄を 1:1 で同居させた。腟栓
及び腟垢中の精子の有無によ
り交尾を確認。交尾確認日を妊
娠 0 日とした。

動物の一般状態を毎日観察。
交配前 2 週間雌の腟垢を採取し
て，性周期を観察。

妊娠（3） 動物の一般状態を毎日観察。
体重(妊娠 0，7，14 及び 20 日)
及び摂餌量(妊娠 0-7，7-14 及び
14-20 日)を測定。
摂餌効率を算出。

出産 出産確認日を哺育 0 日とした。 出産仔，生存仔及び死産仔の性
と数，生存仔の外表検査を記録。

F1

哺育（3） 哺育 4 日に，各腹の哺育仔数を
8 匹(可能な限り雄 4 匹，雌 4
匹)に調整。
間引きした動物は外表観察を
実施した後 10%中性緩衝ホル
マリン中に保存。

動物の一般状態を毎日観察。
親動物の体重(哺育 0，4，7，14
及び 21日)及び摂餌量(哺育 0-7，
7-14 及び 14-21 日)を測定。
生存仔数を哺育 0，4，7，14 及
び 21 日に記録。
哺育仔体重を哺育 0，4，7，14
及び 21 日に測定。
哺育仔の肛門生殖突起間距離を
哺育 4 日に測定，耳介展開を哺
育 4 日，切歯萌出を哺育 13 日，
眼瞼開裂を哺育 15 日に観察。
哺育仔の反射反応性検査を哺育
5 から 16 日に実施。
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世代 期間（週間） 作業手順 試験項目
F1/F2 離乳 交尾した雄は交配期間終了以

降に安楽死。
雌で仔動物を分娩した動物は
哺育 21 日以降，非分娩動物は
交尾確認後 25 日以降，非交尾
動物は交配期間終了後に安楽
死。
仔動物は哺育 21 日に安楽死。

親動物の剖検及び肝臓，腎臓，
精巣，精巣上体，腹葉前立腺，
精嚢(凝固腺含む)，卵巣，子宮，
脳，脾臓，下垂体，甲状腺(上皮
小体を含む)，副腎の重量測定。
親動物の肝臓，腎臓，精巣，精
巣上体，前立腺，精嚢(凝固腺を
含む)，卵巣，子宮，腟，脳，脾
臓，下垂体，甲状腺(上皮小体を
含む)，副腎，乳腺の病理組織学
的検査。
雌雄各群 6 匹を用いて血清中ホ
ルモンレベル (テストステロン，
FSH，LH，エストラジオール )
を測定。
雌を妊娠せしめた雄の各群 10
例を用いて精巣の精子数，精巣
上体の精子数，精子運動能及び
精子形態を検査。
雌の性周期検査。
離乳仔の剖検及び脳，胸腺，脾
臓の重量測定。
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雄24匹 雄 雄 最終屠殺(tk)
+

雌24匹 雌 雌 母動物 tk
F1仔 tk (F1親動物に選抜されなかった仔)
▲ 腹仔数調整(8匹/腹)

 
1 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
5 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

 分娩

雄仔 雄24匹 雄 雄 tk
+

雌仔 雌24匹 雌 雌 母動物 tk
▲腹仔数調整(8匹/腹) F2仔 tk

 
1 2 3 4 ～ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

0 1 2 3 4 5 6 ～ 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
　

F1、F2離乳仔  

血清ホルモン濃度(雌雄各6匹/群)

剖検、臓器重量(24匹/群)

病理組織学的検査
(対照群と高用量群で各24匹.高用量群で異常がみられたとき、中、低用量群まで検査)

剖検、臓器重量(24匹/群)

図 1. 2世代繁殖毒性試験のタイムスケジュール

 : 性成熟 ;雄生後43日、雌生後36日(各24匹/群)
 : 性周期(雌24匹/群)
 : AGD、発育分化、反射反応(F1、F2仔について全例)

病理組織学的検査
(対照群と高用量群で各24匹.高用量群で異常がみられたとき、中、低用量群まで検査)
剖検(雌雄全例)、臓器重量(雌雄各1匹/腹)

F0、F1
F0、F1雄

F0、F1雌

精子検査(10匹/群)

試験期間中の検査

試験終了時の検査

週齢

投与期間(週)
週齢

投与期間(週)

F1 世代

 ▲
試験開始

 : 投与せず

  ▼F0親動物の割り振り:雌雄各24匹/群
F0 世代

交配前

(10週間)

交配
(最大
14日間)
(約22日間)

妊娠 哺育

(21日間)

 離乳

    ▼F1親動物の選抜:雌雄各24匹/群

 : 投与

妊娠 哺育

(21日間)

 誕生

(約22日間) 

分娩 離乳

～
～

▲▲

▲

(21日間)

交配
(最大
14日間)

(10週間)

交配前哺育

▲ ▲
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11. 結果及び考察：試験結果の概要を，要約表 2. に示す。

11.1 親動物の繁殖能力等に及ぼす影響について

11.1.1 一般状態及び死亡（要約表2.）

(1) F0親動物

1) 雄

投与直後の一過性の流涎が0，100，200及び400 mg/kg群で14，19，20及び24匹み

られ，400 mg/kg群で出現頻度が有意に増加した。

BBP投与に関連のない動物の死亡(投与過誤)が，交配前育成期間に200 mg/kg群で1

例みられた。

2) 雌

交配前育成期間では，流涎が0，100，200及び400 mg/kg群で4，3，18及び24例み

られ，200 mg/kg以上の群では出現頻度が有意に増加した。

妊娠期間では，流涎が0，200及び400 mg/kg群で1，11及び22例みられ，200 mg/kg

以上の群では出現頻度が有意に増加した。

哺育期間では，流涎が200及び400 mg/kg群で2及び19例みられ，400 mg/kg群では

出現頻度が有意に増加した。

なお，これらの流涎は雄と同様に投与直後の一過性のものであった。

 (2) F1親動物

1) 雄

投与直後の一過性の流涎が0，100，200及び400 mg/kg群で5，15，22及び24例み

られ，100 mg/kg以上の群では出現頻度が有意に増加した。

BBP投与に関連のない動物の死亡(投与過誤あるいは事故)が，0 mg/kg群で2例，100

mg/kg群で1例みられた。

2) 雌

交配前育成期間では，流涎が0，100，200及び400 mg/kg群で1，2，7及び24例み

られ，200 mg/kg以上の群では出現頻度が有意に増加した。

妊娠期間では，流涎が200及び400 mg/kg群で4及び17例みられ，出現頻度が有意に

増加した。

哺育期間では，流涎が200及び400 mg/kg群で2及び11例みられ，400 mg/kg群では

出現頻度が有意に増加した。200 mg/kg群の1例で自発運動低下，呼吸数減少，紅涙，

鼻・口周囲の汚れ，下腹部の汚れ，鼻出血，死亡がみられた。

なお，これらの流涎は雄と同様に投与直後の一過性のものであった。

結論：すべてのBBP投与群で流涎がみられた。これは，他に明らかな自律神経系に対

する影響がみられなかったこと，出現頻度が延べ発現頻度を含め用量依存的に増加し

ていることからBBPの有する刺激性17｣ ,18｣に起因した結果と考えられる(添付資料1表

１)。しかし，投与直後の一過性変化のものであり，他に関連した変化がないことか
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ら毒性学的には意義の低いものと考えられる。なお，今回F0及びF1両世代の対照群

の雌雄でも流涎がみられたが，これはオリーブ油やコーン油などを媒体として強制経

口投与をした際に，これら油類が有する何らかの流涎誘発作用によって投与直後にみら

れる一過性変化と考えられる19),20)(添付資料1表2)。しかし，投与過誤もみられているこ

とから，強制経口投与に際しての手技的要因の関与も否定できない。

11.1.2 体重及び体重増加量（要約表2.，Tables 1 and 16）

(1) F0親動物

1) 雄

100，200及び400 mg/kg群で0 mg/kg群とほぼ同じ体重推移を示した。

2) 雌

200 mg/kg群において，育成期間の投与5から10週，妊娠0日及び哺育0日に有意な

高値を示したが，用量依存性がなく，F1親動物ではみられないことから，偶発的変化

と考えられる。

(2) F1親動物

1) 雄

100，200及び400 mg/kg群で0 mg/kg群とほぼ同じ体重推移を示した。

2) 雌

400 mg/kg群において哺育期間の体重増加量に有意な高値を示した。

結論：BBPは400 mg/kgまでの用量において，F0及びF1雌雄親動物の体重に影響を及

ぼさなかったと考えられる。

11.1.3 摂餌量及び摂餌効率（要約表2.，Tables 2，3，17 and 18）

(1) F0親動物

1) 雄

200 mg/kg群で投与10週，400 mg/kg群で投与2及び3週に摂餌量の有意な高値がみ

られたが，一過性で，F1親動物ではみられず，毒性学的意義はないと考えられる。

2) 雌

400 mg/kg群で妊娠0～7日に摂餌効率の有意な低下がみられた。なお，200 mg/kg

群で育成期間の投与6～10週に摂餌量の有意な高値と育成期間の投与0-2週及び投与

0-4～0-10週でみられた摂餌効率の有意な増加は，用量依存性がなく，F1親動物では

みられないことから，偶発的な変化と考えられる。

(2) F1親動物

1) 雄

400 mg/kg群で投与0-5～0-10週に摂餌効率の有意な低下がみられた。

2) 雌

400 mg/kg群で育成期間の投与0-7～0-10週に摂餌効率の有意な低下，哺育0-4～0-21
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日に摂餌効率の有意な増加がみられた。なお，100 mg/kg群で育成期間の投与10週に

摂餌量の有意な高値，200 mg/kg群で妊娠0-20日に摂餌効率の有意な低下，400 mg/kg

群で育成期間の投与10週に摂餌量の有意な高値がみられた。これらの変化は，一過性

であるかあるいは用量依存性がないことから毒性学的意義はないと考えられる。しか

し，低下については，投与過誤もみられていることから，強制経口投与に際しての手技

的要因の関与も否定できない。

結論：F1親動物において400 mg/kg群で雌雄ともに投与0-7～0-10週に摂餌効率の低

下がみられた。BBPは200 mg/kgまでの用量では，F0及びF1雌雄親動物の摂餌効率に

影響を及ぼさないと考えられる。また，400 mg/kgまでの用量では，F0及びF1雌雄親

動物の摂餌量に影響を及ぼさないと考えられる。

11.1.4 繁殖能力（要約表2.，Tables 4，5，6，12，14，20，21，27 and 29）

親動物の繁殖能力に関する指標のうち，以下についてはF0及びF1親動物のいずれ

の用量群においても異常は認められなかった。

正常性周期率，交尾率，交尾所要日数，妊娠期間，着床数，出産率，分娩率(出生

率)，出産仔数，精巣及び精巣上体尾部の精子数，精巣上体精子の運動率及び異常形

態精子率

BBP投与により精子数が減少する21)との報告があるが，今回の実験では異常は認め

られなかった。受胎率については，F0親動物では異常は認められなかったが，F1親

動物では対照群を含め低い成績であった。この結果についてその原因を解明する目的

で性周期，剖検所見及び組織所見について詳細に検討した。つまり，F1親動物におい

て，対照群では非交尾の組が2組，非妊娠の組が5組みられた。これらの雌では剖検所

見に異常はみられず，組織所見として腟の軽度又は中等度粘液分泌亢進が3例，下垂

体の軽度ラトケ嚢遺残が1例みられた。他4例では性周期，下垂体を含め生殖器及び副

生殖器の剖検所見及び組織所見において異常はみられなかった。雄では剖検所見で精

巣の片側性腫大が1例みられたが，他では下垂体を含め生殖器及び副生殖器に異常は

みられなかった。組織所見では下垂体の軽度ラトケ嚢遺残が1例，前立腺の軽度円形

細胞浸潤が1例，精巣の片側性軽度精細管びまん性萎縮が1例，両側性軽度精子細胞基

底膜停滞が1例，両側性軽度成熟精子細胞離出阻害が2例みられたが，他3例では下垂

体を含め生殖器及び副生殖器の剖検所見及び組織所見において異常はみられなかっ

た。一方，妊娠雌では腟の結節が1例みられたが，他では下垂体を含め生殖器及び副

生殖器の剖検所見に異常はみられず，組織所見として下垂体の軽度ラトケ嚢遺残が1

例，腟の軽度扁平表皮嚢胞が1例みられた。また，雌を妊娠せしめた雄では精嚢の片

側性矮小が1例みられたが，他では下垂体を含め生殖器及び副生殖器の剖検所見に異

常はなく，組織所見で下垂体の軽度ラトケ嚢遺残が1例，前立腺の中等度円形細胞浸

潤が1例，精嚢の片側性中等度分泌減少が1例みられた。なお，交配前に雄が1例死亡
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したが，下垂体を含め生殖器及び副生殖器に特に異常はみられなかった(この例では

剖検のみ実施した)。100 mg/kgでは非交尾の組が2組，非妊娠の組が1組みられた。こ

れらの雌では交配直前まで異常な性周期を示した1例を含め全例で下垂体を含め生殖

器及び副生殖器の剖検所見に異常はみられず，組織所見として下垂体の軽度ラトケ嚢

遺残が1例，腟粘膜の軽度萎縮が1例みられた。雄では3例全例で下垂体を含め生殖器

及び副生殖器の剖検所見に異常はみられず，組織所見で下垂体の軽度ラトケ嚢遺残が

1例みられた。一方，妊娠雌では交配開始直前まで異常な性周期を3例が示したが，こ

れらを含め剖検所見に異常はみられず，組織所見として卵巣の軽度卵胞嚢胞増加が2

例みられた。また，雌を妊娠せしめた雄では，剖検所見で精巣の片側性軟化が1例み

られ，この例では組織所見で精巣の片側性重度精細管びまん性萎縮，軽度肉芽組織及

び軽度ライディッヒ細胞過形成，片側性精巣上体の重度管腔内精子減少及び軽度管腔

内精細胞残渣がみられた。しかし，他の例では下垂体を含め生殖器及び副生殖器の剖

検所見及び組織所見に異常はみられなかった。200 mg/kgでは非交尾の組が4組，非妊

娠の組が3組みられた。これらの雌では7例全例で下垂体を含め生殖器及び副生殖器の

剖検所見に異常はみられず，組織所見では5例に異常はみられず，腟の軽度又は中等

度粘液分泌亢進が2例みられた。雄では下垂体を含め生殖器及び副生殖器の剖検所見

に異常はみられず，組織所見として精巣の両側性軽度精子細胞の基底側停滞が１例み

られた。一方，妊娠雌では，剖検所見で子宮の内容液過剰貯留が1例，組織所見で卵

巣の軽度卵胞嚢胞増加が1例みられたが，他の例では下垂体を含め生殖器及び副生殖

器の剖検所見及び組織所見に異常はみられなかった。また，雌を妊娠せしめた雄では，

剖検所見として精巣の片側性軟化及び片側性腫大が1例みられ，この例では組織所見

として精巣の両側性中等度精細管びまん性萎縮，精巣上体の片側性重度管腔内精子減

少及び片側性軽度管腔内精細胞残渣がみられた。また，他の1例で精巣の片側性軟化

がみられ，この例では組織所見で精巣の片側性中等度精細管びまん性萎縮，精巣上体

の片側性中等度管腔内精子減少及び片側性軽度管腔内精細胞残渣(この例では，剖検

所見で異常のみられなかった側の精巣及び精巣上体を使用して精子検査を実施して

いるが，いずれの項目についても検査結果に異常はみられていない )がみられた。他

の例では下垂体を含め生殖器及び副生殖器の剖検所見に異常はみられなかったが，組

織所見で精巣の片側性中等度精細管びまん性萎縮及び精巣上体の片側性軽度管腔内

精細胞残渣が1例みられた。400 mg/kgでは非交尾の組が4組，非妊娠の組が7組みら

れた。これらの雌では11例全例で下垂体を含め生殖器及び副生殖器の剖検所見に異常

はみられなかった。組織所見では卵巣の軽度卵胞嚢胞増加が1例，腟粘膜上皮の軽度

萎縮が1例みられたが，他の9例では下垂体を含め生殖器及び副生殖器の組織所見に異

常はみられなかった。雄では剖検所見として，7例で下垂体を含め生殖器及び副生殖

器の異常はみられなかったが，他の4例において精巣の両側性矮小が2例，片側性矮小

が1例，精巣の両側性軟化が3例，片側性軟化が1例，精巣上体の両側性低形成が1例，

部分的無形成を含む両側性低形成が1例，片側性無形成及び片側性低形成が1例，片側

性低形成が1例，精嚢の部分的無形成を含む低形成が1例みられた。組織所見では精巣
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の両側性重度精細管びまん性萎縮が3例，両側性軽度ライディッヒ細胞過形成が3例，

片側性中等度精細管びまん性萎縮が1例，片側性軽度精細管びまん性萎縮が1例，精巣

上体の両側性部分的無形成が1例，片側性部分的無形成及び片側性無形成が2例及び片

側性部分的無形成が1例，精嚢の片側性無形成が1例，下垂体の軽度ラトケ嚢遺残が1

例，前立腺の軽度円形細胞浸潤が1例みられた。他の4例では下垂体を含め生殖器及び

副生殖器に異常はみられなかった。一方，妊娠雌では下垂体を含め生殖器及び副生殖

器の剖検所見に異常はなく，組織所見として下垂体の極軽度または軽度ラトケ嚢遺残

が3例みられた。また，雌を妊娠せしめた雄の剖検所見では，精巣及び精巣上体の片

側性矮小が3例みられたほか，精巣の片側性腫大が1例みられた。これらは組織所見と

して，前者では精巣の片側性重度精細管びまん性萎縮及び片側性軽度ライディッヒ細

胞過形成が2例(この2例については，剖検所見で異常のみられなかった他側の精巣及

び精巣上体を使用して精子検査を実施しているが，いずれの項目についても検査結果

に異常はみられていない)，精巣上体の片側性重度管腔内精子減少が2例，精巣の片側

性中等度精細管びまん性萎縮及び精巣上体の片側性重度管腔内精子減少が1例，精巣

上体の片側性軽度管腔内精細胞残渣が1例みられ，後者では精巣の片側性軽度精細管

のびまん性萎縮がみられた。他の例では前立腺の軽度円形細胞浸潤が1例，下垂体の

軽度前葉嚢胞形成が2例，同じく軽度ラトケ嚢遺残が1例みられた。

なお，全てのBBP投与群の全ての雌を妊娠せしめた雄ならびに全ての非交尾組の雄

及び非妊娠組の雄において，上記の所見以外に精子形成に影響を及ぼすと思われる変

化はみられなかった。

以上の如く，BBP投与群の非交尾組の雌及び非妊娠組の雌でみられた変化はいずれ

も程度が軽く，用量依存性がみられず，同投与群の妊娠雌でも同様にみられるもので

あり，投与と関連性は認められなかった。雄については，400 mg/kg 群で精巣の矮小，

軟化，精細管びまん性萎縮や精巣上体無形成等がみられた。これらのうち，非妊娠組

の雄の3例でみられた変化は，雌を妊娠せしめた雄や他の非妊娠組の雄でみられた精

巣及び精巣上体での変化が代償可能な片側性の障害であるのに対し，いずれも両側性

の重度な障害であることから十分に非妊娠の原因になると考えられる。また，同群の

雄では剖検において精巣の矮小，病理組織学的検査において精巣の精細管のびまん性萎

縮，ライディッヒ細胞過形成の出現頻度が有意に増加したこと，BBP投与による受胎率

低下の報告22)もあることから，BBP投与により惹起された雄の精巣及び精巣上体への

障害により受胎率が低下した可能性が高いように思われた。一方，200 mg/kgの非妊

娠組の雄でみられた精巣の精子細胞の基底側停滞は程度が軽く，代償可能な片側性の

変化であり，BBP投与による受胎率への影響の可能性は低いように思われた。また，

BBP投与群でみられた下垂体のラトケ嚢遺残等他の変化は程度が軽く，用量依存性も

なく，対照群でも同様の頻度でみられるものであった。

なお，腟開口(F1動物)については有意差はみられなかったが，対照群での出現頻度

が24/24とすべての例で発現していた。今回腟開口は生後36日の１回しか観察してお

らず，36日が腟開口完了後の観察日であった可能性も否定できない。そのため，今回
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の結果からはBBP投与による腟開口についての影響の有無について十分には評価で

きないと思われた。

(1) 包皮分離（要約表2.，Table 14）

F1親動物の400 mg/kg群において有意な低値がみられた。

BBP投与により包皮分離が遅延するとの報告があり23)，今回の実験においても再現

することができた。

結論：繁殖成績については，F0 親動物では対照群を含め影響はみられなかったが，F1

親動物では対照群を含め低い成績が得られた。F0 親動物と F1 親動物とでほぼ同様な操

作を実施しているが，投与期間が F0 親動物では生後 5 週から F1 親動物の離乳後の剖

検日までに対し，F1 親動物は F0 親動物の妊娠から F2 仔動物の離乳後の剖検日までと，

F1 親動物では F0親動物に比べて F0母動物の妊娠成立から生後４週まで母動物からの

間接的暴露を含め投与期間が長い。この期間は母動物においても仔動物においてもスト

レスに対して特に敏感な時期であり，今回の試験と同様の Crj:CD(SD)IGS ラットを使

用した強制経口投与による 2世代繁殖試験や 1 世代繁殖試験，生殖試験での対照群にお

いて低い繁殖成績がみられている(添付資料 2)。しかし，今回の試験ではこれらより更

に繁殖成績が悪かった。これらの試験の対照群では一般状態の変化は報告されていない

こと，今回の試験では通常使用する飼料より植物性エストロゲンの含有量が若干低い飼

料を使用するなど飼育環境要因においても繁殖成績に影響を及ぼすと考えられる明ら

かな変動は認められなかったことから，母動物への強制経口投与，母動物や仔動物での

体重測定等のストレスに加え，母動物でみられた流涎の原因となる刺激や味等が仔動物

に直接または間接的に影響した結果，F1 親動物の各群での低い繁殖成績となった可能

性が考えられた。

今回の試験では，低い繁殖成績についての直接的な理由は明確にはならなかったが，

上述したような試験環境要因による可能性が高かった。しかしこの場合，これらの影響

が対照群を含む各群に極端な偏りをもたずに現れたかどうかは不明である。対照群の受

胎率が低いため，繁殖成績の結果についての信頼性は低いが，仮に各群に一様に試験環

境要因が作用したと仮定して，群間を統計処理した結果などをもとにすると，剖検所見

や病理組織学的所見での結果から400 mg/kgでは繁殖成績に影響があったものと推察さ

れた。

今回の場合，200 mg/kg以下において統計処理結果に有意な差は認められなかったが，

仮定した試験環境要因の均一性が実証できないため，同量以下でBBPが繁殖成績に影響

を及ぼさないとは結論できない。しかし，本試験で検討した限りにおいては，親動物の

生殖器官の病理学的検査での変化以外，精子検査，ホルモン値等に影響はみられておら

ず，200 mg/kg以下でのBBPの繁殖への影響を否定することはできないが，同量以下に

おいて繁殖能について影響があるとの肯定的な証拠も何ら認められなかった。このこと

から，今回BBPの200 mg/kg以下での繁殖能についての結論はだせなかったが，200
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mg/kg以下では重篤な生殖毒性を惹起するとは考え難い。

11.1.5 臓器重量（要約表2.，Tables 8，9，23 and 24）

(1) F0親動物

200 mg/kg以上の群において雄で腎臓の絶対重量に有意な高値，雌で肝臓の絶対及び

相対重量に有意な高値，腎臓の絶対重量に有意な高値，400 mg/kg群において雄で肝臓

及び腎臓の相対重量に有意な高値，精巣上体の絶対重量に有意な低値，雌で腎臓の相対

重量に有意な高値がみられた。なお，200 mg/kg群の雌で子宮の相対重量の低値がみら

れたが，用量依存性がなく，F1親動物ではみられないことから，BBP投与による変化

とは考えられない。

(2) F1親動物

200 mg/kg以上の群において雄で精巣上体の絶対重量に有意な低値，肝臓の相対重量

に有意な高値，400 mg/kg群において雄で精嚢の絶対重量に有意な低値，甲状腺の相対

重量に有意な高値，雌で肝臓の相対重量に有意な高値がみられた。

BBP投与による肝臓及び腎臓の重量増加ならびに精巣上体及び精嚢の重量減少は報

告があり16),23)，今回の実験においても再現することができた。BBP投与による報告のあ

る精巣の重量減少は22),24)今回みられなかったが，以前の報告で減少がみられたのはいず

れも750 mg/kg以上であり，投与量による違いが考えられた。なお，400 mg/kg群にお

いて雄でみられた甲状腺の相対重量の有意な高値については，絶対重量では変化がみら

れず，F0親動物においても異常は認められないことから偶発的変化と考えられる。なお，

200 mg/kg 以上の群でみられた肝臓と腎臓の重量増加については，11.1.7の剖検及び病

理組織学的検査の項でみられた精巣での変化とともに他のフタル酸エステル類でもみ

られる25～28)もので本物質に特有の変化とは考えられなかった。これらの毒性影響につい

てはフタル酸エステル類によるPPAR(Peroxisome proliferator-activated receptor)の

関与する脂質代謝反応等のかく乱作用が示唆されており29～31)，本物質でみられたこれら

器官への影響が同様の機序による可能性が考えられた。

結論：BBP投与の影響として200 mg/kg以上の用量でF0雌雄親動物の腎臓，雌親動物

の肝臓重量に有意な高値，400 mg/kgで雄の肝臓重量に有意な高値，精巣上体重量に

有意な低値がみられた。F1親動物では200 mg/kg以上の用量で雄の肝臓重量に高値，

精巣上体重量に低値，400 mg/kgで雄の精嚢重量に低値，雌の肝臓重量に高値がみら

れた。

11.1.6 血清中ホルモン測定（要約表2，Tables 7 and 22）

(1) F0親動物

テストステロン，FSH，LH及びエストラジオール濃度には，対照群の間で有意な差

はみられなかった。

(2) F1親動物
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テストステロン，FSH，LH及びエストラジオール濃度には，400 mg/kg群と対照群

の間で有意な差はみられなかった。

BBP投与により血清中のテストステロン濃度が増加し，FSH濃度が低下するとの報告

があるが14)，今回の実験では認められなかった。以前の報告ではこれらの変動は500

mg/kgでみられており，今回の最高投与量が400 mg/kgであることから，投与量の差に

起因した違いかもしれない。

結論：BBPは400 mg/kgの用量では，F0及びF1雌雄親動物のホルモン濃度に影響を及

ぼさなかったと考えられる。

11.1.7 剖検及び病理組織学的検査（要約表2.，Tables 10, 11, 25，26 and 30）

(1) F0親動物

剖検では雌雄ともに異常はみられなかった。病理組織学的検査では雄において400

mg/kg群で精巣のライディッヒ細胞過形成，精巣上体の管腔内精細胞残渣がみられた。

これらは自然発生的にもみられ程度も軽いが，F1親動物でもみられており，BBP投与

による影響を否定できない。なお，精巣のセルトリ細胞への影響は認められなかった。

(2 ) F1親動物

剖検では，雄において400 mg/kg群で精巣の矮小が有意に増加した。また，100 mg/kg

以上の群で精巣の軟化，400 mg/kg群で精巣上体の無形成，形成不全及び矮小がみられ

た。病理組織学的検査では，雄において400 mg/kg群で精巣精細管のびまん性萎縮及び

ライディッヒ細胞過形成が有意に増加した。また，100 mg/kg以上の群で精巣の精細管

のびまん性萎縮，精巣上体の管腔内精子減少及び管腔内精細胞残渣，400 mg/kg群で精

巣のライディッヒ細胞過形成，精巣上体の両側性の部分的無形成，片側性の無形成及び

片側性の部分的無形成がみられた。BBP投与によるこれらの影響は報告されており
16),32),33)，今回の実験においても再現することができた。F1親動物での変化はF0親動物で

変化がみられた投与量より低い量でみられており，胎内暴露に起因した可能性が考えられ

た。なお，400 mg/kg群の雄のF1親動物でみられた精巣や精巣上体の形態学的影響はラ

ットにおけるテトラクロロジベンゾダイオキシン(TCDD)類の妊娠中期に投与の際に見

られる変化と類似したものであった34),35)。フタル酸エステル類の精巣毒性についてはそ

の作用機序は明確には解明されておらず，これらの原因がTCDD類と同様の作用機序に

よる可能性も考えられた。また，精巣の矮小，軟化やライディッヒ細胞の過形成等は，

遺伝的自己免疫疾患を示すラットにおいて同様の形態的異常が観察されている36)。400

mg/kg群のF1雄親動物では脾臓で絶対重量の低値傾向がみられており，何らかの免疫的

変化を示唆している可能性もあり，これらの形態的異常が免疫系を介する機能異常に起

因する可能性を否定できないように思われた。今回精巣のセルトリ細胞への影響は認め

られなかった。

結論：BBP は 100 mg/kg 以上の用量において，F1 雄動物の精巣及び精巣上体に器質
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的影響を及ぼした。

11.2 仔動物の発生・発育に及ぼす影響

11.2.1 一般状態及び死亡（要約表2.，Tables 12 and 27）

(1) F1仔動物

雌雄とも100，200及び400 mg/kg群にBBP投与によると考えられる異常はみられなか

った。

(2) F2仔動物

雌雄とも100，200及び400 mg/kg群にBBP投与によると考えられる異常はみられなか

った。

結論：BBPは400 mg/kgまでの用量において，F1及びF2仔動物の一般状態に影響を及

ぼさなかったと考えられる。

11.2.2 体重（要約表2.，Tables 16 and 31）

(1) F1仔動物

雄では100 mg/kg以上の群で哺育0日に有意な低値がみられた。雌では異常はみられ

なかった。

(2) F2仔動物

雄では100 mg/kg群で哺育0日に有意な低値がみられた。雌では100及び400 mg/kg群

で哺育0日に有意な低値がみられた。これらは用量依存性もなく一過性の変化で，BBP

投与による影響とは考えられない。

結論：BBP投与により，100 mg/kg以上の群でF1仔動物の雄で哺育0日の体重に低値

がみられた。しかし，その後の哺育期間では異常は認められなかった。

11.2.3 出産生仔性比，仔動物の生存率，外表検査及び肛門生殖突起間距離

（要約表2.，Tables 12，13，14，27，28 and 29）

F1及びF2仔動物の出産生仔性比，生存率及び外表検査には，いずれの用量群におい

ても異常は認められなかった。

(1) F1仔動物

雌では100 mg/kg以上の群で肛門生殖突起間距離(mm/3√体重)に有意な高値がみられ

た。これは，明確な用量依存性はなく，F2仔動物にもみられず，この系統の正常範囲内

ではあるが，BBP投与により雌の肛門生殖突起間距離が高値を示すとの報告16)があるこ

とから，BBPによる影響を否定できないと考えられる。

(2) F2仔動物

雄では100 mg/kg以上の群で肛門生殖突起間距離(mm/3√体重)に有意な低値，100及

び400 mg/kg群で肛門生殖突起間距離(mm)に有意な低値がみられた。
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BBP投与により雄の肛門生殖突起間距離が低値を示すとの報告16),23)があり，今回の実

験においても再現することができた。

結論：BBP投与により，肛門生殖突起間距離について100 mg/kg 以上のF1雌仔動物

で有意な高値，F2雄仔動物で有意な低値がみられた。

11.2.4 発育分化（要約表2.，Tables 14 and 29）

F1及びF2仔動物の雌雄で，耳介開展，切歯萌出及び眼瞼開裂の各指標には，異常

は認められなかった。

結論：BBPは400 mg/kgまでの用量において，F1及びF2仔動物の発育分化に影響を及

ぼさなかったと考えられる。

11.2.5 反射反応（要約表2.，Tables 15 and 30 ）

F1及びF2仔動物の雌雄で，全身痛覚反応，背地走性，空中正向反射及び耳介反射

の各指標には，異常は認められなかった。

結論：BBPは400 mg/kgまでの用量において，F1及びF2仔動物の反射反応に影響を及

ぼさなかったと考えられる。

11.2.6 剖検（要約表2.，Tables 25 and 34）

哺育途中で死亡したF1又はF2仔動物，F1親に選抜されなかったF1離乳仔，又はF2

離乳仔の剖検では，いずれの用量群においてもBBP投与の影響と考えられる変化は認

められなかった。

結論： BBPは400 mg/kgまでの用量において，F1及びF2仔動物の剖検所見に影響を

及ぼさなかったと考えられる。

11.2.7 臓器重量（要約表2.，Tables 23，24，32 and 33）

(1) F1仔動物

400 mg/kg群の雄で脾臓の絶対及び相対重量に低値がみられた。

(2) F2仔動物

400 mg/kg群の雄で脾臓の絶対及び相対重量に低値がみられた。

結論：BBP投与により，400 mg/kgの用量でF1及び F2仔動物の脾臓重量に影響が認

められた。ただし，F1親動物では器質的変化も重量変化も認められなかったことから，

軽微なものと考えられる。
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11.3 NOEL（無影響量）及びNOAEL（無毒性量）に関する考察

以上のことから，F0及びF1親動物に対する影響に関して，BBPの100 mg/kgは流涎，

精巣の精細管のびまん性萎縮，精巣上体の管腔内精子減少及び管腔内精細胞残渣のみら

れる用量であると考えられた。繁殖能力に関しては，400 mg/kgは雄の包皮分離に遅延

がみられる用量であると考えられた。

F1及びF2仔動物に対しては，100 mg/kgは雄動物の体重の低値及び雄動物の肛門生殖

突起間距離の低値がみられる用量であると考えられた。

したがって，本実験条件下でBBPを2世代にわたってラットに投与した場合，親動物に

対する影響に関しては，BBPの100 mg/kgで流涎，精巣の精細管のびまん性萎縮，精巣

上体の管腔内精子減少及び管腔内精細胞残渣のみられたことから無影響量 (NOEL)及び

無毒性量 (NOAEL)は100 mg/kg/day 未満である。親動物の繁殖能力については，400

mg/kgで受胎率の低下と雄の包皮分離に遅延がみられたが，200 mg/kg/day以下では著し

い繁殖成績に対する影響はない。また，仔動物の発生・発育に対する無影響量及び無毒

性量は，100 mg/kgで雄動物の体重の低値及び肛門生殖突起間距離の低値がみられたこ

とから100 mg/kg/day未満であると結論される。
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35) 鈴木勝士. 2,3,7,8-テトラクロロベンゾ-p-ダイオキシンによる雄生殖器の発生歪曲の分子機

序に関する研究。　厚生科学研究費補助金(生活安全総合研究事業)分担研究報告書 2000、1-

13.

36) Musto, N.A., Santen R.J., Huckins C., and  Bardin C.W. (1978) The Hre Rats: A model for

late-onset seminiferous tubule failure in man In Animal Models for Research on

Contraception and Fertility. Edited by. Alexander, N.J., Harper &Row, Publisher, pp

372-384.
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添付資料 1

表1 流涎の延べ発現頻度

投与量 投与量

(mg/kg/day) (mg/kg/day)

雄 0 40 0 29

100 198 100 79

200 550 200 311

400 1525 400 1463

雌 0 10 2 0 0 1 0 0

100 4 0 0 100 3 0 0

200 211 21 2 200 115 11 2

400 1096 228 149 400 838 152 58

妊娠期間 哺育期間

F0世代

全試験期間

F1世代

全試験期間

育成期間 妊娠期間 哺育期間 育成期間
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添付資料 1-続き

表2 オリーブ油を媒体としたラットを用いた28日間反復経口投与試験における
対照群での流涎の発現状況*

1 11 /12 9 /12 51 4 /12 3 /12
2 5 /12 7 /12 52 5 /12 8 /12
3 7 /12 4 /12 53 8 /12 3 /12
4 9 /12 10 /12 54 6 /12 8 /12
5 9 /12 5 /12 55 6 /12 6 /12
6 8 /12 6 /12 56 6 /12 6 /12
7 7 /12 2 /12 57 3 /12 6 /12
8 9 /12 5 /12 58 5 /12 4 /12
9 7 /12 6 /12 59 8 /12 10 /12
10 9 /12 8 /12 60 8 /12 5 /12
11 10 /12 6 /12 61 7 /12 7 /12
12 7 /12 1 /12 62 7 /12 7 /12
13 4 /12 7 /12 63 7 /12 6 /12
14 8 /12 4 /12 64 9 /12 10 /12
15 7 /12 4 /12 65 5 /12 5 /12
16 6 /12 2 /12 66 7 /12 6 /12
17 6 /12 7 /12 67 8 /12 3 /12
18 5 /12 2 /12 68 7 /12 7 /12
19 8 /12 7 /12 69 7 /12 8 /12
20 8 /12 4 /12 70 7 /12 4 /12
21 10 /12 5 /12 71 7 /12 4 /12
22 7 /12 5 /12 72 10 /12 7 /12
23 8 /12 8 /12 73 0 /12 2 /12
24 7 /12 4 /12 74 8 /12 6 /12
25 4 /12 4 /12 75 4 /12 7 /12
26 8 /12 6 /12 76 9 /12 7 /12
27 5 /12 4 /12 77 11 /12 7 /12
28 9 /12 9 /12 78 8 /12 6 /12
29 9 /12 8 /12 79 4 /12 4 /12
30 4 /12 4 /12 80 8 /12 7 /12
31 6 /12 5 /12 81 8 /12 4 /12
32 10 /12 4 /12 82 6 /12 4 /12
33 4 /12 5 /12 83 1 /12 1 /12
34 0 /12 3 /12 84 8 /12 3 /12
35 3 /12 5 /12 85 2 /12 4 /12
36 6 /12 6 /12 86 7 /12 6 /12
37 6 /12 4 /12 87 8 /12 3 /12
38 8 /12 4 /12 88 5 /12 2 /12
39 2 /12 3 /12 89 8 /12 6 /12
40 6 /12 3 /12 90 8 /12 9 /12
41 6 /12 2 /12 91 8 /12 3 /12
42 9 /12 5 /12 92 6 /12 8 /12
43 7 /12 3 /12 93 12 /12 7 /12
44 2 /12 7 /12 94 5 /12 5 /12
45 9 /12 4 /12 95 7 /12 3 /12
46 7 /12 2 /12 96 7 /12 5 /12
47 4 /12 6 /12 流涎総数
48 6 /12 4 /12 動物総数
49 5 /12 3 /12
50 3 /12 4 /12

*1999年1月31日開始から2002年3月5日終了までの過去5年間に当機構で化審法スクリーニング毒性試験である　
 ｢ラットを用いた28日間反復経口投与試験｣233試験(総使用動物数5,552匹、雌雄各2,796匹)を実施した。　
 これらの試験で使用した媒体は、オリーブ油、5%アラビアゴム水溶液、0.5%CMC-Na水溶液及び精製水であっ
 た。それらのうち対照群で流涎のみられた試験は、媒体としてオリーブ油を使用した試験96中96試験のみで、
 いずれも投与直後の一過性のものであった。一方、他の媒体を使用した試験では流涎は一切みられなかった。

試験 発現例数/観察例数
♂ ♀

   発現例数/観察例数
♂ ♀

試験

635
1152

497
1152
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添付資料 2

Crj:CD(SD)IGS の 2世代繁殖試験等における強制経口投与での対照群の受胎率＊

　＊　妊娠動物数/交配使用動物数×100

1. 2世代繁殖試験 1)

　　F0：   22/25 (88.0%)

    F1：   17/22 (77.3%)

2. 2世代繁殖試験 2)

F0：   22/25 (88.0%)

    F1：   18/22 (81.8%)

3. 2世代繁殖試験 3)

F0：  24/25 (96.0%)

    F1：  23/25 (92.0%)

4.　1世代試験 4)

匹数の具体的記載はないか、以下の項目についての記載あり。

F1：Mating index(number of animals with evidence of copulation/number of

animals cohabitated×100)=80.0%

    F1：Fecundity index(number of animals bearing litters/number of animals

copulating×100)=87.5%

上記の項目から上記の受胎率を計算すると、

0.8×0.875×100=70%

5. 生殖試験(妊娠 7日から分娩 21日投与)5)

　　F1：  16/21(76.2%)

出典

1) Nagao, T., Ohta, R., Marumo, H., Shindo, T., Yoshimura, S., and Ono, H. (2000)

Effect of butyl benzyl phthalate in Sprague-Dawley rats after gavage administration: a

two-generation study. Reprod. Toxicicol., 14, 513-532.
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2) Nagao, T., Wada, K., Marumo, H., Yoshimura, S., and Ono, H. (2001) Reproductive

effects of nonylphenol in rats after gavage administration: a two-generation study.

Reprod. Toxicol., 15, 293-315.

3) Ema, M., Fujii, S., Furukawa, M., Kiguchi, M. Ikka, T., and Harazono, A. (2001) Rat two-

generation reproductive toxicity study of bisphenol A. Reprod. Tocicol., 15, 505-523.

4) Malley, L.A., Everds, N.E., Makovec, G.T., and Kennedy, Jr., G.L. (2002) Reproductive and

repeated dose toxicity of cyclododecatriene(CDDT) in rats following oral(gavage) treatment.

Drug Chem. Toxicol. 25(2), 149-170.

5) Sato, T. and Nonaka, N. Accumulation of background data in Crj:CD(SD)IGS rats on

reproductive and developmental toxicity study. In biological reference data on CD(SD)IGS

rats-1999. CD(SD)IGS study group, Yokohama,182-189.
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表 2.　試験結果の概要

世代 親動物：F0　　仔動物：F1 親動物：F1　　仔動物：F2
投与量（mg/kg/day） 0 100 200 400 0 100 200 400

雄 0/24 0/24 1/24 0/24 2/24 1/24 0/24 0/24死亡または屠殺
雌 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 1/24 0/24

雄 全試験期間 流涎 14/24 19/24 20/24 24/24▲ 5/24 15/24▲ 22/24▲ 24/24▲
育成期間 流涎 4/24 3/24 18/24▲ 24/24▲ 1/24 2/24 7/24△ 24/24▲
妊娠期間 流涎 1/24 0/22 11/22▲ 22/23▲ 0/21 0/22 4/20△ 17/20▲

一般状態
雌

哺育期間 流涎 0/20 0/19 2/20 19/21▲ 0/15 0/20 2/16 11/13▲
検査動物数 24 22 22 23 20 21 20 20雄
全試験期間 439.7±35.1 447.0±48.1 460.1±58.5 435.1±54.5 561.8±85.2 561.4±67.7 545.6±47.5 527.4±55.7
検査動物数 20-24 19-24 19-23 20-24 15-23 19-24 15-24 12-24
育成期間 177.8±29.1 180.8±22.4 205.9±29.6＊1) 181.8±23.7 236.8±38.1 239.1±27.1 236.1±24.7 228.8±27.3
妊娠期間 120.1±21.1 105.4±14.0 108.0±33.4＊2) 109.7±14.9 128.1±41.0 129.6±26.8 111.1±19.8 117.4±20.2

体重増加量(g)

雌

哺育期間 -9.3±17.0 -9.6±17.0 -18.2±15.3＊3) -6.6±21.2 -21.6±20.8 -16.2±13.8 -20.6±17.6 -4.2±14.2△
検査動物数 22-24 19-24 21-24 21-24 22-24 23-24 24 24雄
全試験期間 20.4-24.8 20.9-24.9 21.5-25.8＊4) 20.6-25.9＊5) 15.0-28.6 15.4-28.6 15.0-27.7 15.1-29.5
検査動物数 20-24 19-24 19-24 20-24 15-24 19-24 15-24 12-24
育成期間 14.5-17.2 15.6-17.5 16.1-18.4＊6) 15.2-17.4 13.5-19.0 13.8-19.6＊7) 13.4-19.1 13.5-19.6＊7)

妊娠期間 16.6-19.3 16.3-18.8 16.9-19.3 16.3-19.5 18.3-22.4 19.1-24.3 19.5-22.8 18.3-22.4

摂餌量(g)

雌

哺育期間 19.9-56.3 20.5-54.3 21.6-57.0 22.1-55.0 21.6-56.2 23.3-58.0 21.7-51.4 25.4-57.4
検査動物数 24 24 23-24 24 23-24 24 24 24雄
全試験期間 45.2-24.1 43.8-24.3 44.6-24.1 45.3-23.4 54.1-28.2 52.8-28.0 52.3-27.9 52.7-26.2＊8)

検査動物数 20-24 19-24 19-24 20-24 15-24 19-24 15-24 12-24
育成期間 34.9-15.7 34.3-15.4 36.7-17.1＊9) 33.6-15.6 47.5-19.7 46.9-19.2 47.7-19.4 47.0-18.5＊10)

妊娠期間 21.7-32.7 20.7-29.6 19.0-30.8 18.2-30.4＊11) 21.2-31.1 18.4-29.7 19.2-26.2＊12) 17.5-28.7

摂餌効率(％)

雌

哺育期間 1.5--1.2 -3.5--1.4 -9.4--2.1＊13) -3.6--0.8 -7.0--2.5 -3.4--1.7 -3.1--2.6 8.0--0.5＊14)

性成熟 包皮分離(生後 43日) ― ― ― ― 23/24 17/24 22/24 14/24▼
交尾率 24/24 22/24 22/23 23/24 21/23 22/24 20/24 20/24
受胎率(授精率) 20/24 19/22 20/22 21/23 16/21 21/22 17/20 13/20
検査動物数 10 10 10 10 10 10 10 10
精巣 93.0±15.3 99.0±12.2 85.1±17.0 91.3±7.5 102.8±8.7 108.8±12.7 103.4±13.5 100.3±11.0精子数 a)

(x106/g) 精巣上体尾部 611.7±112.4 666.4±66.6 621.8±51.0 616.0±72.0 619.8±62.8 637.7±89.6 663.0±93.0 612.1±95.9
精子運動率(%)a) 70.8±18.7 64.6±21.4 73.6±17.7 58.3±15.5 56.3±16.7 71.2±20.2 60.0±21.2 66.1±12.8

親
動
物

繁殖能力
[Mean±S.D.]

雄

精
子
検
査

異常形態精子率(%)a) 0.3±0.4 ― ― 0.2±0.2 0.0±0.0 ― ― 0.1±0.2
△/▽および▲/▼：統計学的に有意な高値/低値（それぞれ p≦0.05 および p≦0.01）。a）雌を妊娠せしめた雄について検査した。－：検査せず。
1）投与 5～10 週に有意な高値。2）妊娠 0 日に有意な高値。3）哺育 0 日に有意な高値。4）投与 10 週に有意な高値。5）投与 2，3週に有意な高値。6）投与 6～10 週に有意な高値。7）投与 10 週に有意な
高値。8）投与 0-5～0-10 週に有意な低値。9）投与 0-2，0-4～0-10 週に有意な高値。10）投与 0-7～0-10週に有意な低値。11）妊娠 0-7日に有意な低値。12）妊娠 0-20日に有意な低値。13）哺育 0-7日に
有意な低値。14）哺育 0-4～0-21 日に有意な高値。
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表 2.　試験結果の概要（続き－2）

世代 親動物：F0　　仔動物：F1 親動物：F1　　仔動物：F2
投与量（mg/kg/day） 0 100 200 400 0 100 200 400

性成熟 腟開口(生後 36日) ― ― ― ― 24/24 24/24 22/24 22/24
正常性周期率 24/24 24/24 21/23 22/24 21/23 17/24 23/24 24/24
交尾率 24/24 22/24 22/23 23/24 21/23 22/24 20/24 20/24
受胎率 20/24 19/22 20/22 21/23 16/21 21/22 17/20 13/20
出産率 20/20 19/19 20/20 21/21 15/16 20/21 16/17 13/13
交尾所要日数 3.5±2.47 2.0±1.15▽ 2.3±1.25 3.6±2.64 3.0±1.80 3.4±3.20 3.1±2.14 3.1±1.92
妊娠期間(日) 21.9±0.37 21.7±0.45 21.9±0.31 21.9±0.36 22.1±0.26 21.8±0.55 22.0±0.52 22.1±0.49
着床数 14.9±1.80 12.9±3.14 14.0±3.52 14.0±2.16 13.3±3.77 14.1±4.67 10.8±4.68 12.8±3.56

分娩率(出生率)(%) 85.6 93.9 93.6 91.5 86.4 92.3 80.9 91.0

繁殖能力
[Mean±S.D.]

雌

出産仔数 13.0±3.27 12.2±3.22 13.3±3.74 13.0±2.19 12.3±2.84 13.8±3.69 10.2±4.37 11.6±3.40
検査動物数 20 19 20 21 14 19 16 13

肝臓(g) 20.46±1.34 21.53±3.18 22.36±3.38 23.33±3.70 23.10±3.49 24.19±3.77 24.29±2.28 25.94±3.21
腎臓(右)(g) 1.79±0.17 1.87±0.17 1.91±0.21 1.94±0.21 2.05±0.28 2.06±0.29 2.04±0.34 2.05±0.25
腎臓(左)(g) 1.74±0.15 1.84±0.18 1.88±0.23△ 1.90±0.18△ 1.99±0.26 1.98±0.27 1.99±0.30 1.99±0.26
精巣(右)(g) 1.71±0.13 1.80±0.13 1.78±0.17 1.69±0.18 1.93±0.17 1.92±0.12 1.92±0.14 1.84±0.58
精巣(左)(g) 1.72±0.14 1.78±0.13 1.79±0.17 1.68±0.19 1.91±0.20 1.92±0.12 1.86±0.18 1.81±0.27
精巣上体(右)(g) 0.66±0.07 0.68±0.05 0.67±0.05 0.63±0.07 0.72±0.06 0.71±0.09 0.67±0.04 0.60±0.17▽
精巣上体(左)(g) 0.65±0.07 0.66±0.06 0.66±0.05 0.61±0.06▽ 0.73±0.07 0.68±0.08 0.64±0.07▽ 0.61±0.10▼
腹葉前立腺(g) 0.77±0.21 0.67±0.20 0.74±0.17 0.63±0.18 0.69±0.22 0.70±0.17 0.63±0.10 0.60±0.16
精嚢(g) 1.88±0.20 1.85±0.18 1.88±0.20 1.74±0.24 1.86±0.19 1.77±0.19 1.69±0.14 1.62±0.29▽
脳(g) 2.09±0.06 2.12±0.07 2.10±0.07 2.09±0.09 2.17±0.08 2.14±0.08 2.12±0.09 2.09±0.09
脾臓(g) 0.83±0.11 0.77±0.10 0.79±0.11 0.80±0.16 0.90±0.24 0.85±0.14 0.84±0.13 0.83±0.10
下垂体(mg) 12.9±1.4 13.0±1.2 13.4±1.3 13.1±1.8 15.2±2.4 14.8±1.7 14.2±2.0 14.4±2.0
甲状腺(mg) 24.0±4.7 22.5±4.0 25.3±4.4 26.1±4.1 25.9±7.2 26.0±5.6 26.6±5.9 31.3±6.9
副腎(右)(mg) 27.6±4.3 28.4±2.5 28.6±4.4 28.8±4.2 33.5±5.8 30.2±3.6 30.3±3.2 32.7±4.3

絶対重量

副腎(左)(mg) 29.9±5.4 29.6±2.7 31.5±4.6 29.4±4.3 35.1±7.1 32.2±3.7 32.7±3.7 33.7±4.8
肝臓(g) 3.53±0.18 3.63±0.29 3.71±0.33 4.04±0.32▲ 3.58±0.24 3.74±0.24 3.84±0.23△ 4.19±0.23▲
腎臓(右)(g) 0.31±0.03 0.32±0.03 0.32±0.03 0.34±0.04 0.32±0.03 0.32±0.03 0.32±0.04 0.33±0.02
腎臓(左)(g) 0.30±0.03 0.31±0.03 0.32±0.03 0.33±0.03▲ 0.31±0.03 0.31±0.03 0.31±0.03 0.32±0.02
精巣(右)(g) 0.30±0.03 0.31±0.03 0.30±0.04 0.30±0.03 0.30±0.04 0.30±0.04 0.31±0.03 0.30±0.09
精巣(左)(g) 0.30±0.03 0.30±0.03 0.30±0.04 0.29±0.03 0.30±0.04 0.30±0.04 0.30±0.03 0.29±0.04
精巣上体(右)(g) 0.11±0.01 0.12±0.01 0.11±0.01 0.11±0.01 0.11±0.01 0.11±0.02 0.11±0.01 0.10±0.03
精巣上体(左)(g) 0.11±0.01  0.11±0.01 0.11±0.01 0.11±0.01 0.11±0.01 0.11±0.02 0.10±0.01 0.10±0.02
腹葉前立腺(g) 0.13±0.04 0.11±0.04 0.12±0.03 0.11±0.03 0.11±0.03 0.11±0.03 0.10±0.02 0.10±0.02
精嚢(g) 0.33±0.04 0.32±0.04 0.32±0.04 0.30±0.04 0.29±0.05 0.28±0.05 0.27±0.03 0.26±0.04
脳(g) 0.36±0.02 0.36±0.03 0.35±0.03 0.37±0.03 0.34±0.04 0.34±0.04 0.34±0.03 0.34±0.04
脾臓(g) 0.14±0.02 0.13±0.01 0.13±0.01 0.14±0.02 0.14±0.02 0.13±0.02 0.13±0.02 0.13±0.02
下垂体(mg) 2.2±0.3 2.2±0.2 2.2±0.2 2.3±0.3 2.4±0.4 2.3±0.3 2.3±0.2 2.3±0.4
甲状腺(mg) 4.2±0.8 3.8±0.6 4.2±0.7 4.6±1.0 4.1±1.2 4.1±0.9 4.2±0.8 5.1±0.9△
副腎(右)(mg) 4.7±0.6 4.8±0.6 4.8±0.7 5.0±0.8 5.2±0.7 4.7±0.7 4.8±0.4 5.3±0.7

親
動
物

臓器重量
[Mean±S.D.]

雄

相対重量
(wt/100g)

副腎(左)(mg) 5.1±0.8 5.0±0.6 5.2±0.7 5.1±0.8 5.4±0.8 5.0±0.8 5.2±0.6 5.5±0.7

△/▽および▲/▼：統計学的に有意な高値/低値（それぞれ p≦0.05 および p≦0.01）。
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表 2.　試験結果の概要（続き－3）

世代 親動物：F0　　仔動物：F1 親動物：F1　　仔動物：F2
投与量（mg/kg/day） 0 100 200 400 0 100 200 400

検査動物数 20 19 19 20 15 19 15 12
絶対重量 肝臓(g) 11.36±1.34 11.71±0.75 12.70±0.91▲ 12.56±1.10▲ 12.79±1.29 13.15±1.24 13.74±1.65 14.01±1.45

腎臓(右)(g) 1.06±0.13 1.09±0.08 1.18±0.10▲ 1.14±0.11△ 1.10±0.15 1.20±0.11 1.23±0.20 1.16±0.16
腎臓(左)(g) 1.01±0.12 1.07±0.08 1.13±0.11▲ 1.13±0.12▲ 1.09±0.15 1.16±0.11 1.17±0.22 1.15±0.17
卵巣(右)(mg) 50.1±10.4 48.0±6.7 50.7±9.4 46.6±7.4 56.0±8.4 62.6±11.1 57.4±10.3 51.5±12.1
卵巣(左)(mg) 48.1±9.0 47.9±5.8 46.7±9.9 46.3±8.3 56.2±7.8 62.0±9.1 57.6±8.7 53.2±9.5
子宮(g) 0.79±0.14 0.73±0.12 0.72±0.11 0.76±0.10 0.74±0.11 0.75±0.09 0.80±0.09 0.83±0.15
脳(g) 1.88±0.06 1.86±0.07 1.94±0.08 1.89±0.08 1.95±0.09 1.96±0.08 1.96±0.06 2.01±0.09
脾臓(g) 0.50±0.06 0.49±0.05 0.53±0.06 0.49±0.07 0.55±0.06 0.56±0.05 0.56±0.06 0.54±0.08
下垂体(mg) 15.7±2.7 14.7±2.2 15.7±2.1 14.1±2.0 17.2±3.3 17.7±2.1 17.5±2.4 15.9±1.7
甲状腺(mg) 20.2±4.7 19.3±4.6 18.9±3.6 22.2±6.1 22.6±3.5 23.7±7.7 22.1±5.4 22.4±4.3
副腎(右)(mg) 32.1±4.4 32.7±4.87 33.3±5.4 31.4±5.0 33.2±5.7 34.6±4.9 32.4±3.4 34.8±4.1
副腎(左)(mg) 34.8±6.1 35.9±4.8 36.2±5.5 33.5±4.7 34.9±5.7 37.1±4.5 35.1±4.0 36.9±3.5
肝臓(g) 3.74±0.24 3.86±0.16 3.96±0.27▲ 4.12±0.26▲ 4.04±0.23 3.99±0.28 4.09±0.34 4.38±0.24▲
腎臓(右)(g) 0.35±0.03 0.36±0.03 0.37±0.03 0.37±0.03△ 0.35±0.03 0.36±0.03 0.37±0.04 0.36±0.03
腎臓(左)(g) 0.33±0.03 0.35±0.02 0.35±0.03 0.37±0.03▲ 0.34±0.03 0.35±0.03 0.35±0.05 0.36±0.04
卵巣(右)(mg) 16.4±2.5 15.7±1.7 15.8±3.0 15.3±2.3 17.7±2.2 19.0±3.1 17.1±3.0 16.1±3.3
卵巣(左)(mg) 15.9±2.9 15.8±2.1 14.6±3.1 15.2±2.7 17.8±2.3 18.8±2.7 17.2±2.6 16.6±2.2
子宮(g) 0.26±0.04 0.24±0.04 0.22±0.03▼ 0.25±0.03 0.24±0.03 0.23±0.03 0.24±0.03 0.26±0.04
脳(g) 0.62±0.06 0.62±0.06 0.61±0.04 0.62±0.05 0.62±0.05 0.60±0.05 0.59±0.06 0.63±0.06
脾臓(g) 0.17±0.02 0.16±0.02 0.17±0.02 0.16±0.02 0.18±0.01 0.17±0.01 0.17±0.01 0.17±0.02
下垂体(mg) 5.2±0.9 4.8±0.6 4.9±0.7 4.6±0.6 5.4±0.9 5.4±0.7 5.2±0.7 5.0±0.4
甲状腺(mg) 6.7±1.6 6.4±1.5 5.9±1.1 7.3±1.9 7.2±1.2 7.2±2.3 6.6±1.4 7.0±1.4
副腎(右)(mg) 10.6±1.2 10.8±1.5 10.4±1.8 10.3±1.7 10.5±1.6 10.6±1.7 9.7±1.5 10.9±1.1

臓器重量
[Mean±S.D.]

雌

相対重量
(wt/100g)

副腎(左)(mg) 11.5±1.9 11.8±1.6 11.3±1.9 11.0±1.6 11.0±1.5 11.3±1.7 10.5±1.7 11.6±1.2
矮小 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 6/24△精巣

軟化 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 1/24 2/24 4/24
無形成 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 1/24
低形成 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 3/24

雄

精巣上体

矮小 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 0/24 4/24

剖検所見

雌 全臓器 異常なし 24/24 24/24 24/24 24/24 24/24 24/24 24/24 24/24
片側性の矮小 0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 1/11(3/13) b)

両側性の矮小 0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 2/11(0/13) b)

片側性の軟化 0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 1/11(0/13) b)

精巣

両側性の軟化 0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 3/11(0/13) b)

片側性の無形成 0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 1/11(0/13) b)

片側性の低形成 0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 2/11(0/13) b)

親
動
物

剖検所見
（非交尾・
非妊娠）

雄

精巣
上体

両側性の低形成 0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 2/11(0/13) b)

△/▽および▲/▼：統計学的に有意な高値/低値（それぞれ p≦0.05 および p≦0.01）。b）：妊娠例。



フタル酸ブチルベンジル

表 2.　試験結果の概要（続き－4）

世代 親動物：F0　　仔動物：F1 親動物：F1　　仔動物：F2
投与量（mg/kg/day） 0 100 200 400 0 100 200 400

精細管のびまん性萎縮 0/24 0/5 0/3 0/24 1/24 1/24 3/24 9/24△精巣
ライディッヒ細胞過形成 0/24 0/5 0/3 1/24 0/24 1/24 0/24 5/24△
両側性の部分的無形成 0/24 0/5 0/3 0/24 0/24 0/24 0/24 1/24
片側性の無形成 0/24 0/5 0/3 0/24 0/24 0/24 0/24 2/24
片側性の部分的無形成 0/24 0/5 0/3 0/24 0/24 0/24 0/24 3/24
管腔内精子減少 0/24 0/5 0/3 0/24 0/24 1/24 2/24 3/24

雄

精巣
上体

管腔内精細胞残渣 0/24 0/5 0/3 1/24 0/24 1/24 3/24 1/24

病理組織学的
所見

雌 全臓器 異常なし 24/24 24/24 24/24 24/24 24/24 24/24 24/24 24/24

片側性の精細管の
びまん性萎縮

0/4 0/5 0/3 0/3 1/7(0/14)  b) 0/3 0/7 2/11(4/13) b)

両側性の精細管
びまん性萎縮

0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 3/11(0/13) b)

精巣

両側性のライディッヒ細
胞過形成

0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 3/11(0/13) b)

両側性の部分的
無形成

0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 1/11(0/13) b)

片側性の無形成 0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 2/11(0/13) b)

病理組織学的
所見

 (非交尾・
非妊娠)

雄

精巣
上体

片側性の部分的
無形成

0/4 0/5 0/3 0/3 0/7 0/3 0/7 3/11(0/13) b)

非交尾組数 0/24 2/24 1/23 1/24 2/23 2/24 4/24 4/24
非妊娠組数 4/24 3/22 2/22 2/23 5/21 1/22 3/20 7/20

異常性周期(非交尾・非妊娠) 雌 0/4 0/5 0/3 0/3 1/7 1/3 0/7 0/11
検査動物数 6 6 6 6 6 6 6 6

テストステロン(pg/ml) 6353±3389 ― ― 3706±1636 2386±638 ― ― 2129±1024
FSH(ng/ml) 104.8±29.2 86.4±17.9 134.8±43.5 79.2±8.1 57.5±10.2 ― ― 63.6±21.2
LH(ng/ml) 18.8±4.9 ― ― 14.3±2.7 10.9±2.2 ― ― 11.2±3.7

雄

エストラジオール(pg/ml) 5.1±1.6 ― ― 4.9±2.5 4.3±1.5 ― ― 4.6±1.8
検査動物数 6 6 6 6

テストステロン(pg/ml) 27±5 ― ― 27±4 30±8 ― ― 27±5
FSH(ng/ml) 68.9±7.5 ― ― 57.7±10.3 62.3±16.1 ― ― 78.4±23.8
LH(ng/ml) 8.5±1.5 ― ― 8.7±1.9 7.8±2.5 ― ― 10.0±4.1

親
動
物

ホルモンレベル

雌

エストラジオール(pg/ml) 7.0±3.8 ― ― 6.4±2.1 7.8±4.3 ― ― 10.6±10.3

△/▽および▲/▼：統計学的に有意な高値/低値（それぞれ p≦0.05 および p≦0.01）。b）：妊娠例。－：検査せず。



フタル酸ブチルベンジル

表 2.　試験結果の概要（続き－5）

世代 親動物：F0　　仔動物：F1 親動物：F1　　仔動物：F2
投与量（mg/kg/day） 0 100 200 400 0 100 200 400
出産生仔性比（雄／雌） 113/142 109/121 140/122 132/136 95/89 134/140 73/75 82/69

検査腹数 20 19 19-20 20-21 15 19-20 14-15 12-13
哺育 0日 98.4 99.2 99.0 98.2 100 99.3 93.4 100
哺育 4日 98.7 97.1 93.6 94.2 99.5 90.1 91.1 90.4

生存率(%)

哺育 21日 100 98.9 99.3 94.0 99.2 100 100 100
雄 全部位 異常なし 113/113 109/109 140/140 132/132 95/95 134/134 73/73 82/82外表異常
雌 全部位 異常なし 142/142 109/109 122/122 136/136 89/89 140/140 75/75 69/69
雄 哺育0日-21日 異常なし 113/113-72/72 109/109-68/68 140/140-78/78 132/132/-75/75 95/95-58/58 134/134-72/72 73/73-43/43 82/82-49/49一般状態

雌 哺育0日-21日 異常なし 142/142-83/83 121/121-76/76 122/122/-73/73 136/136-81/81 89/89/-57/57 140/140-79/79 75/75-60/60 69/69-47/47
検査腹数 20 19 19-20 20-21 15 19-20 14-15 12-13
哺育 0日 6.6±0.5 6.2±0.6▽ 6.2±0.6▽ 6.1±0.5▽ 6.9±0.6 6.3±0.6▼ 6.4±1.1 6.4±0.7
哺育 4日 10.7±1.3 10.9±1.8 10.3±1.3 10.3±1.1 11.5±1.9 10.0±1.5 11.7±2.5 10.4±1.7
哺育 7日 17.5±1.3  17.9±2.2 16.7±1.7 16.7±1.8 18.2±2.0 16.5±2.4 18.6±3.4 16.8±2.6
哺育 14日 35.4±2.1 36.4±2.8 35.2±2.8 34.5±2.7 35.5±3.2 35.2±3.3 36.6±5.0 34.2±3.8

雄

哺育 21日 58.8±3.6 59.5±4.7 58.2±4.7 56.6±4.3 59.3±4.4 56.5±5.8 59.1±9.0 55.3±6.7
検査腹数 20 19 19-20 21 15 19-20 14-15 12-13
哺育 0日 6.3±0.5 6.0±0.7 5.9±0.5 5.9±0.4 6.5±0.5 5.8±0.5▼ 6.1±1.0 6.0±0.6▽
哺育 4日 10.3±1.4 10.3±1.5 9.8±1.2 9.6±1.6 10.7±1.3 9.3±1.5 11.2±2.2 9.6±1.6
哺育 7日 16.8±1.6 17.0±2.3 16.0±1.6 15.8±2.1 17.4±1.7 15.5±2.3 18.0±3.2 15.7±2.6
哺育 14日 34.2±2.9 35.1±3.1 33.7±2.9 33.0±2.9 34.4±2.9 33.5±3.6 36.2±4.7 32.4±3.6

体重(g)
[Mean±S.D.]

雌

哺育 21日 56.8±3.6 57.4±5.0 55.4±4.8 54.0±4.8 56.8±4.1 53.5±6.0 58.2±7.7 52.4±6.6
検査動物数 112 106 137 124 95 128 70 78雄
哺育 4日 4.00±0.50 4.47±0.42 4.34±0.41 4.31±0.50 4.75±0.43 4.20±0.33▼ 4.39±0.56 4.08±0.55▼
検査動物数 139 116 120 129 88 130 70 69

肛門生殖突起間
距離(mm)

雌
哺育 4日 2.12±0.20 2.34±0.19△ 2.29±0.29 2.24±0.29 2.30±0.29 2.09±0.21 2.16±0.28 2.24±0.23
検査動物数 112 106 137 124 95 128 70 78雄

哺育 4日 2.02±0.20 2.02±0.16 2.00±0.18 1.98±0.19 2.12±0.16 1.96±0.11▽ 1.94±0.16▼ 1.87±0.21▼
検査動物数 139 116 120 129 88 130 70 69

肛門生殖突起間
距離(mm/3√BW)

雌
哺育 4日 0.98±0.08 1.08±0.09▲ 1.07±0.13△ 1.06±0.10△ 1.05±0.11 1.00±0.09 0.96±0.09 1.06±0.10

耳介開展 哺育 4日 112/112 106/106 137/137 124/124 95/95 128/128 70/70 78/78
切歯萌出 哺育 13日 68/72 57/68 74/78 71/75 54/58 63/72 39/43 46/49

雄

眼瞼開裂 哺育 15日 72/72 65/68 74/78 74/75 56/58 72/72 42/43 49/49

耳介開展 哺育 4日 139/139 116/116 120/120 129/129 88/88 129/129 70/70 69/69
切歯萌出 哺育 13日 79/83 75/76 71/73 80/82 52/57 68/79 57/60 43/47

仔
動
物

発育分化

雌

眼瞼開裂 哺育 15日 83/83 76/76 69/73 80/81 57/57 76/79 6060 47/47
△/▽および▲/▼：統計学的に有意な高値/低値（それぞれ p≦0.05 および p≦0.01）。



フタル酸ブチルベンジル

表 2.　試験結果の概要（続き－6）

世代 親動物：F0　　仔動物：F1 親動物：F1　　仔動物：F2
投与量（mg/kg/day） 0 100 200 400 0 100 200 400

全身痛覚反応 哺育 5日 72/72 68/68 78/78 76/76 58/58 72/72 43/43 49/49
背地走性 哺育 9日 72/72 68/68 78/78 75/76 58/58 72/72 43/43 49/49

空中正向反射 哺育 16日 72/72 68/68 78/78 75/75 58/58 72/72 43/43 49/49
耳介反射(1,000Hz) 哺育 16日 72/72 68/68 78/78 75/75 58/58 72/72 43/43 49/49

雄

耳介反射(20,000Hz) 哺育 16日 72/72 68/68 78/78 75/75 58/58 72/72 43/43 49/49
全身痛覚反応 哺育 5日 83/83 76/76 73/73 82/82 57/57 79/79 60/60 47/47
背地走性 哺育 9日 82/83 76/76 73/73 82/82 57/57 79/79 60/60 47/47
空中正向反射 哺育 16日 83/83 76/76 73/73 81/81 57/57 79/79 60/60 47/47

耳介反射(1,000Hz) 哺育 16日 83/83 76/76 73/73 81/81 57/57 79/79 60/60 47/47

反射反応

雌

耳介反射(20,000Hz) 哺育 16日 83/83 76/76 73/73 81/81 57/57 79/79 60/60 47/47
検査動物数 19 18 19 20 15 19 14 12

脳(mg) 1498.8±42.4 1507.3±45.1 1513.9±67.2 1506.2±55.1 1493.9±52.9 1454.7±60.0 1476.3±63.4 1493.8±50.7
脾臓(mg) 294.0±67.2 296.1±67.7 303.8±53.9 247.6±39.8▽ 305.4±65.5 268.1±70.7 281.5±63.1 229.4±54.5▽

絶対重量

胸腺(mg) 247.0±32.2 263.0±43.1 259.7±39.5 262.8±37.7 244.0±31.2 242.2±45.0 250.6±53.1 225.3±49.9
脳(mg) 2571.3±130.0 2531.5±195.0 2601.4±189.4 2650.4±200.4 2539.8±176.0 2587.5±240.3 2542.1±324.8 2739.8±244.5
脾臓(mg) 499.7±92.9 491.5±91.0 518.4±76.2 433.1±56.2▽ 514.2±89.5 466.5±79.1 472.8±47.6 413.5±58.8▼

雄

相対重量
(wt/100g)

胸腺(mg) 422.3±44.9 439.6±65.5 443.9±54.3 459.4±50.1 412.9±44.3 427.5±69.0 422.4±53.0 406.4±51.3
検査動物数 20 19 18 20 15 19 15 12

脳(mg) 1451.5±59.2 1447.0±55.0 1468.3±49.0 1440.1±50.4 1443.8±48.6 1414.8±63.8 1444.4±60.6 1398.3±72.0
脾臓(mg) 294.8±41.0 280.1±56.2 281.0±44.3 258.7±51.9 293.4±49.7 250.1±62.2 260.2±43.5 249.4±68.2

絶対重量

胸腺(mg) 254.4±34.6 254.9±41.7 248.7±37.7 260.0±46.0 264.9±45.0 247.2±56.1 241.5±44.6 229.6±43.5
脳(mg) 2567.2±158.8 2575.4±191.2 2639.8±219.8 2653.8±231.8 2545.0±155.8 2663.0±301.5 2589.0±250.7 2712.0±336.0
脾臓(mg) 518.8±56.3 494.4±78.9 501.3±60.2 471.7±74.3 513.9±64.6 460.1±74.3 462.4±61.6 469.2±80.6

臓器重量
(生後 21日)

[Mean±S.D.]

雌

相対重量
(wt/100g)

胸腺(mg) 448.5±53.7 451.9±68.2 445.3±61.0 476.3±77.5 464.7±66.7 458.5±81.7 427.9±54.6 437.5±37.6
雄 全臓器 異常なし 48/48 44/44 54/54 51/51 58/58 72/72 43/43 49/49

仔
動
物

剖検所見
(生後 21日) 雌 全臓器 異常なし 59/59 52/52 49/49 57/57 57/57 79/79 60/60 47/47

△/▽および▲/▼：統計学的に有意な高値/低値（それぞれ p≦0.05 および p≦0.01）。


