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第1章

緒論

1．ダイオキシンとは

　ダイオキシン類がヒトの健康に重大な影響を及ぼすことは，1980年代から世界的に

大きな問題となってきた．ダイオキシン類は多塩化ジベンゾパラジオキシン

（polychlorinated　dibenzodioxin，　PCDD），多塩化ジベンゾフラン（polychlorinated

dibenzo釦ran，　PCDF），コ・プラナー多塩化ビフェニル（coplanar　polychlorinated　biphenyl，

Co－PCB）からなり，燃焼や化学物質製造の過程等で副産物として生成され，燃焼排

ガスや化学物質の不純物として排出され，広く分布するようになった環境汚染物質で

ある．土壌や大気，水中に拡散したダイオキシン類は地球環境を広範囲に移動して，

至る所に環境汚染を引き起こしている．PCDDsおよびPCDFsは難分解性であり，750

度以上の高温度でないと分解しないので，廃棄物の低温の焼却処理で問題を生じた．

また，難水溶解性で微生物によりほとんど生分解されず，脂肪親和性で難代謝性であ

るため，生物の脂肪組織に蓄積され，生物の食物連鎖で濃縮される．

　ダイオキシン類は毒1生が極めて強く，微量でも生体に影響を与える．生物が食餌か

ら摂取した場合，主に血液，肝臓，筋肉，皮膚，脂肪に分布していく．特に肝臓およ

び脂肪に多く蓄積される［1，2］．脂肪に蓄積されたたダイオキシン類は，常に血液中の

脂肪に結合して体内を循環すると言われている．一般に，ダイオキシン類は代謝され

にくく，肝ミクロゾームの薬物代謝酵素によりゆっくりと極性物質に代謝される［3－6］．

また，ダイオキシン類は主に糞中に排出され，尿中への排泄は少ないが，代謝および

排泄速度には大きな種差があり［7，8］，これらがダイオキシン類の半減期の種差とも関
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連している［9－ll］．さらに，ダイオキシン類は母体から胎児へ移行することが多くの

動物実験により示されているが，胎児の体内濃度が母体より高くなるとの報告はない

［12］．また，ダイオキシン類は脂肪親和性であるため母乳中にも分泌され，乳汁を介

して新生児に移行することもわかっている［13］．

2．ダイオキシンの化学構造

　ダイオキシン類の構造式をFig．1に示す．　PCDDは2つのベンゼン環が酸素2個で

連結されており，その結合からジオキシンと名付けられた．ベンゼン環にはいろいろ

な原子，基が結合することができ，環境汚染物質として問題になるのはハロゲン原子

が結合したもので，特に塩素が結合した多塩化ジベンゾジオキシンが重要である。ジ

オキシンには8個の塩素置換可能部位があり，その部位には1～8の番号が付けられ

ていて，8個の同属体と75種類の異性体がある．塩素の数と付く位置によって毒性に

は大きな差がある．後述するようにダイオキシンは特定の細胞内受容体を介して毒性

を発現する．ダイオキシン以外にも2つのベンゼン環が同一平面にある多塩化ジベン

ゾフラン（PCDF）およびコ・プラナー多塩化ビフェニル（Co－PCB）もこの受容体に

結合して類似の毒性を示すので，これらのものも含めてダイオキシン類という用語が

用いられる．PCDFにも8個の同属体と135種類の異性体があり，　Co－PCBにも4個

の同属体と13種類の異性体があり，ダイオキシン類には全部で223種がある．
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Fig．1ダイオキシン類の化学構造

3



3．ダイオキシン類の職業曝露および事故による曝露

　職業曝露

　職業曝露の事例としては，農薬の一種である2，4，5一トリクロロフェノール，および

その誘導体の合成と使用に関わる化学工場内での2，3，7，8－tetrachlorodibenzo「ρ一dioxin（

以下TCDD）の曝露による中毒例が知られている．本事例の疫学調査では，高濃度曝

露労働者の血中TCDD濃度レベルは通常人口集団の血中レベルの10～100倍であった

と言われている［14］．工場災害事例に共通して認められた非がん症状は，クロルアク

ネ（塩素ざ瘡）の発生である［15－20］．また，呼吸器がん，非ポジキンリンパ腫などの

発生率の上昇を伴った全がん死亡率の上昇が報告されている［21－25］．

　事故による曝露　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　地域的な事故汚染例として，アメリカのタイムズビーチの汚染，イタリアのセベソ

における化学品工場爆発事故等が知られている．セベソにおいて，最も顕著に認めら

れた非がん所見はクロルアクネで，ことに子供に多く観察された［26－28］．災害10年

以後に発生したがんについて解析すると，男子では直腸がん，リンパ造血系のがん，

および白血病，女子では消化器がん，胃がん，リンパ造血系のがん，および多発性骨

髄腫でのがん死亡の増加が認められた［29，30］．また曝露レベルの高い地域の住民で，

1997年4月（災害9ヶ月後）から翌年12月までの間に出産をみた74例では，出産児

の性が女子に偏っていた［31］．

　食品のPCB汚染による中毒が，日本（1968年）および台湾（1978年）において発

生している．いずれも熱媒体として用いられたPCBとともに，極少量のダイオキシ

ン類が食用油に混入したことによると言われている［32，33］．皮膚の色素沈着，爪の変

形着色，クロルアクネなどの他に歯の形成異常（早期萌出，永久歯胚欠如など）が知

られている［34］．
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4．ダイオキシン類の毒性

　ダイオキシン類は，実験動物にさまざまな毒1生を示すが，主要なものとしては，肝

毒性，免疫毒性，雄性および雌性生殖器関連障害を含む内分泌毒性，催奇形性（口蓋

裂，水腎症），発がん性などが知られている．ここでは，各国の耐容一日摂取量

（Tolerable　Daily　Intake，　TDI）の規制値算定の根拠として，しばしば引用されている

3つの報告および雌雄生殖器毒性を主として紹介する．

　ラット慢性毒性・発がん性併合試験

　Kocibaら［35］の報告によると，一群50匹の雌雄SDラットにTCDDを1，10，100

ng／kg／dayの用量で105週間混餌投与した結果，投与6ヶ月以降に100　ng／kg群の雌雄

および10ng／kg群の雌で体重増加抑制が認められ，100　ng／kg群の雌では死亡もみら

れた．10ng／kg以上の群では，非腫瘍性変化として肝臓に多数の炎症性，壊死性変化

が特に雌で強く認められ，多核肝細胞と胆管過形成も認められた．腫瘍性変化は，雌

雄いずれも100ng／kg群においてのみ認められ，雌で肝細胞がんおよび肺扁平上皮が

ん，雄で舌扁平上皮がん，雌雄で硬口蓋および鼻甲介の扁平上皮がんの発生率が有意

に上昇した．これらの結果から，NOAELはlng／kg／dayと考えられている．

　その他に，マウスやラットを用いた長期試験で甲状腺濾胞腺腫，口蓋・鼻甲介・舌

および肺の扁平上皮がん，リンパ腫の誘発が，ともに投与量71ng／kg／day（2年間の連

続投与）において認められている［36］．また，発がんメカニズムについては，遺伝子

傷害性を検出するための複数の試験系で陰性の結果が得られ，マウスやラットを用い

る二段階発がんの試験系でプロモーション作用が証明されている［37］．
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　ラット三世代繁殖試験

　Murrayら［38］の報告によると，　TCDDを1，10，100　ng／kg／dayの用量でSDラット

（FO世代総計，雄52，雌104）に与えて三世代繁殖試験を行った結果，．100　ng／kg群

での受胎率の著しい低下，10ng／kg群での子宮内死亡，同腹児数の減少，生後の体重

増加抑制などの変化がF1世代で認められている．そして，10および100　ng／kg／dayは

ラットの生殖発生毒性に悪影響を及ぼすと結論するとともに，lng／kg／dayはいずれの

世代にも受胎率，出生後体重，新生児生存率に影響を示さないことからNOAELであ

ると推定した．

　アカゲザルの慢性毒1生試験

　Rierら［39］の報告によると，　TCDDを飼料に5ppt（実測値126　pg／kg／day，　WHO計

算方式180pg／kg／dayに相当）および25　ppt（実測値630　pg／kg／day，　WHσ計算方式900

pg／kg／dayに相当）の割合で添加し，それを約4年間アカゲザルに与えたところ，25　ppt

群の3匹が重篤な子宮内膜症により死亡した．そこでTCDD投与終了10年後に残り

の生存サル全例の腹腔鏡検査法を行い，子宮内膜症の有無およびその程度の調査研究

を行った結果，TCDDの添加濃度に依存して子宮内膜症を有するアカゲザルの頻度お

よび重篤性が有意に増加した．即ち，対照群および5ppt群，25　ppt群に子宮内膜症

がそれぞれ33％，71％，86％の頻度でみられ，重篤度で分類すると中程度以上の子宮

内膜症は対照群ではみられなかったのに対し，5ppt群，25ppt群でそれぞれ43％，71％

であり，対照群に比べ有意に高かった．

　Rierら［39］による上記の実験においては，最小毒性量（lowest－observed－adverse－ef旧ect

level，　LOAEL）が126－180pg／kg／dayであり，この値が慢性毒性影響とした場合の毒性

値として最小になる．しかし，アカゲザルでは子宮内膜症の発生率が背景的に高いこ
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と，実験に使用した例数が少ないこと，十分に管理された実験とは言えない飼育環境

の不備があるとの理由から，日本の厚生省研究班は「この実験結果を根拠にTDIを設

定することは適切ではない」と判断した．その後，直ちにその問題に対応すべく「子

宮内膜症等に及ぼすダイオキシンの評価に関する研究」班が設立され，°Rierら［39］に

よる一連のアカゲザルの実験，特にTCDDの子宮内膜症を初めとする生殖器，内分泌

臓器障害に対する科学的知見としての妥当性の如何を検討評価した．その結果，1．

TCDDに由来する何らかの影響があった可能性は否定できない．2．　Rierの論文には科

学的に見て不確実な要素が複数存在するの2点が指摘され，特に第2点に関しては，

TCDD非投与の10年間の空白期間中の飼育条件が不明であること，25　ppt投与群には

2種類の異なった処置を受けたサルが含まれるが，この事に関する記載・説明がこの

論文には無いこと，統計処理に一貫性を欠く部分があることが指摘された．よって，

Rier論文の主旨は棄却できないが，科学的な数値データとしては採用せず，総合的に

は評価はできないものと結論された［40］．

　雄性生殖器毒性

　精子形成などアンドロジェン依存性性徴への影響：まず注目されるのは雄性性腺

に関連した障害である．ウィスコンシン大学のPetersonらのグループは，妊娠15日

のHoltzmanラットに64～1000　ng／kgのTCDDを単回経口投与して，出生後の雄児の

生殖機能にみられる影響を報告した［41－43］．その結果，精巣重量の減少，精子数の

減少，肛門一生殖器間距離（ano－genital　distance，　AGD）の短縮などの変化が低レベル

（64ng／kg）から認められ，胎生期でのTCDDの曝露は脱雄性化を生ずるものと結論

された．アメリカEnviro㎜ental　Protection　Agency（EPA）のLinda　Bimbaumのグルー

プ［44，45］は，対象動物として別系統のラットを用いてPetersonらの実験［41－43］を追試
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した．500ng／kg／dayを妊娠6～15日に経口投与されたLong　Evansラットでは，精巣

上体での精子数が，性成熟到達期で58％と低下し，成熟期では30％に減少していた

他，程度は小さいながらもAGDの短縮がみられ，　Petersonらの実験結果はほぼ追認

された形となった．

　血中の雄性ホルモン濃度およびそのレセプター数などの変化：Petersonらのグルー

プは，上述の実験［41－43］において同時に測定した血漿テストステロン濃度に変化が

みられたため，雄の脱雄性化やLH分泌パターンの雌性化をテストステロンの変動で

説明した．しかし，先のEPAのLong－Evansラットの実験［44，45］では，テストステロ

ン値に変化はみられず，精細管，前立腺，精巣」二体のアンドロジェン・レセプター

の数でも変化がなかったので，発症機序についての両者の判断は乖離した結果とな

った．一方，Bj　erkeら［46］の追試実験では，妊娠中に700　ng／kg以上のTCDDを曝露

して得られた出生児は，Petersonらの実験結果［41－43］と同様の傾向を示した．　Bjerke

らは，この結果から，胎生期もしくは授乳期にTCDDを曝露すると生殖器官のテスト

ステロンに対する反応性が変化すること，その結果，雄の行動の一部脱雄性化（雌性

化）が引き起こされるものとの推論した［46］．

　雌性生殖器毒性

　ダイオキシン類が，受胎率の低下，出生児の低体重および性周期の変調などを惹

起するという実験結果は，Murrayらによって系統的に研究されている［38］．また，妊

娠15日の母ラットにTCDDを単回経口投与して，200　ng／kg以上の用量で雌児動物に

おける生殖器の形態異常がみられている［47］．その他，500ng／kg／日以上の器官形成

期TCDD投与によって，ラットに腎形成異常［48］，マウスに口蓋裂や水腎症［48，49］

などの催奇形性が引き起こされることが報告されている．
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5．ダイオキシン類の毒性のメカニズム

　ダイオキシン類の毒性のメカニズムは，十分に解明されているとは言えないものの，

様々な毒性発現に共通するメカニズムとして，アリール炭化水素受容体

（arylhydrocarbon　receptor，　AhR）との結合が指摘されている［50］．ダイオキシン類に

起因する毒性や催奇形性が，AhRを持たないマウスでは観察されないという結果が得

られており［51－53］，ダイオキシン類の毒1生は細胞内にあるAhRを介して発現してい

ることを示唆している．

　AhRの存在は古くから予測されていたが，そのクローニングの報告は1991～1992

年である［54，55］．AhRは，通常，熱ショック蛋白（Hsp90）と結合しているが，ダイ

オキシン類との結合によりHsp90を解離し，　AhR核内移行因子（Ah－receptor　nuclear

translocator，　Amt）と会合する［50］．会合したAhR－Arntのヘテロ・ダイマーは，エス

トロジェン・レセプター（estrogen　receptor，　ER）遺伝子の上流域の生体異物応答配列

（xenobiotic　responsive　elements，　XRE）に結合する［50］．このXREはCYP　IAI遺伝子

上に見出されたCAC－GCNA／Tをコンセンサス配列とし［56］，その後，　CYP　IA2，グル

タチオンS一トランスフェラーゼなど種々の薬物代謝酵素の転写調節領域に見出され，

ダイオキシン類が薬物代謝酵素系の発現制御を行っている証拠とされている．興味深

いことに，このコンセンサス配列は，AhRとの結合に際してER遺伝子上位から見出

されたDRE（dioxin　responsive　elements）と特異的かつ競合的であった［57］．　AhR－Amt複

合体は，DREの制御領域のエンハンサーへのERの結合をブロックするという報告が

あり［58］，またダイオキシン類はAhRを介して核内のERレベルを下げて，エストロ

ジェン作用機構を抑制するという報告もある［59］．これらは，ダイオキシン類のエス

トロジェン抑制作用の少なくとも一部を説明する所見と考えられる．

　ダイオキシン類がAhRを介してその作用を発現する時，そのタンパク質は前述の
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ようにリガンドによって賦活化される転写活性化因子として機能し，さらに，AhRは

細胞質内でもチロシンのリン酸化など二次メッセンジャーの制御因子として作用し

ており，炎症や細胞分化に関与する遺伝子への関与も考えられている［60－62］．なお，

ダイオキシン類による発ガン性は，直接的に遺伝子を傷つけるのではなく，他の発ガ

ン物質による発ガン作用を促進する，いわゆるプロモーション作用によるとされてい

る［37］．ダイオキシン類の発ガン作用や，内分泌撹乱作用を始めとする様々な影響に

対するAhRの関与の詳細なメカニズムについては，なお今後の研究を待たねばなら

ないが，ダイオキシン類がAhRと結合することが，毒性発現のうえで重要な位置を

占めていることは明らかである．

6．ダイオキシン類の毒性当量

　一・般に，化学物質による毒性発現は，一一日当たりの曝露量よりも血中濃度や，体内

に存在する量（体内負荷量）に依存している．したがって，ダイオキシン類のように，

高い蓄積性を有し，体内からの消失半減期に著しい種差の認められる化学物質のヒト

における毒性を，毒性試験の結果に基づいて評価する場合には，動物での投与量や摂

取量をそのままヒトに当てはめることは，必ずしも適切ではないと言われている．

　TCDD以外のダイオキシン類による毒1生発現もAhR依存性であると考えられてお

り，この考えに基づき，TCDDを1とした毒性等価係数（TEF：Toxic　Equivalency　Factor）

が設定されている．さらに，複合曝露の際の毒性強度は，曝露された各ダイオキシン

類のTEF値に個々の曝露量（m）を乗算したものを総和して，　TCDDの毒性強度に換

算した毒性等量（TEQ：Toxic　Equivalent）を得ることで求められる．　TEQの算出式は

以下の通りである．TEQ＝Σm×TEQ
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7．ダイオキシン類の耐容一日摂取量

　TDI（耐容一・日摂取量）とは，長期にわたり体内に取り込むことにより健康影響が

懸念される化学物質について，その量まではヒトが一生涯にわたり摂取しても健康に

対する有害な影響が現れないと判断される一一日当たりの摂取量である．WHOは当面，

この水準が耐用し得るものとして，4PgTEQ／kg／dayを最大耐容摂取量と考え，究極的

な目標としてはヒトの摂取レベルを1PgTEQ／kg／day未満に低減していくことが適当

としている．日本では，1999年6月に中央環境審議会，生活環境審議会，食品衛生調

査会の合同委員会が，当面のTDIとして4PgTEQ／kg／dayを提言した［63］．その算定基

準をFig，2に示した．　TDIは，実験動物でのLOAELである86　ng／kgにおいて，ヒト

でもこの体内負荷量に達すると毒性が発現すると仮定し，これにヒトと実験動物で

の半減期の違い［9－ll］，個体差などを勘案しての10倍の不確実係数（いわゆる安全係

数）を考慮して算出されている．このTDIの数値（4　PgTEQ／kg／day）は行政的規則な

どの基本となる社会的に重要なものである．
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動物

毒性反応を起こす

　最小投与量

　　（LOAEL）

＊既存の各種毒性試験の結果のうち，

最低レベルの体内負荷量で毒性影響が

生じたものを選択

動物

　　　体内負荷量

　　（Body　Burder1）

＊体重1kgあたりの存在量

・ほぼ等しい

ヒト

最小毒性

計算式：

　体内負荷量Xln2

半減期7。5年x吸収率α5

ヒト

体内負荷量

（Body　Burden）

不確実係数；作用メカニズム及び体内動態に関する知見を

　　　　　　総合的に勘案して不確実係数を10とした。

　　　　　　（・個人差　）

　　　　　　（・NOAELでなく、　LOAELであること）

ヒト

　　　TDI

（耐容一日摂取量）

Fig．2体内負荷量を用いたダイオキシンのTDIの算定

　　（中央環境審議会等，1999より改編）
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8．本研究の目的

　以上のように，ダイオキシンは生体に様々な障害作用を及ぼすが，動物の種・系統

によりその感受性，毒性には大きな差があり，半減期も大きく異なる［9－11］．このた

め，げっ歯類などでのLOAEL体内負荷量からヒトのTDIを求めてよいか，疑問が残

る．また，毒性に対する感受性は，生後よりも胎生期に高いと言われている［41－47，

64－66］．そこで，我々は厚生労働省科学研究補助金を得て，よりヒトに近いと考えら

れるサルを用いて，現行の日本でのTDIの妥当性を検討することとなった．本研究の

目的は，現行TDI算定の基礎となった86　ng／kgの約1／3量および3倍量に相当する30

並びに300ng／kgを，体内負荷量がほぼ一定となるように算出された条件で，妊娠ア

カゲザルにTCDDを負荷し，その次世代に対する影響を検討することである．その中

でも最も高い関心を集めた雄性生殖能および雄性生殖器毒性に対する影響に関する

研究を行った．

　今回の一・連の実験は厚生労働省科学研究費の補助を受けて1999年に開始したもの

である．また，本実験は，株式会社新日本科学　安全性研究所の動物実験委員会によ

り承認されており，当委員会の動物実験倫理指針（1999年）に従って実施した．
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　　　　　　　　　　　　　　　　第2章　　　　　　　　’

TCDDのアカゲザルにおける出生前および出生後の児の発生

　　　　　　　　並びに母動物の機能に対する影響

1．導入

　ダイオキシン類がヒトの健康に重大な影響を及ぼすことは，1980年代から世界的に

大きな問題となってきた．ダイオキシン類は実験動物にさまざまな毒性を示すが，主

要なものとしては，肝毒性，免疫毒性，雄性および雌性生殖器関連障害を含む内分泌

毒1生，催奇形性（口蓋裂，水腎症），発がん性などが知られている［35－49］．

　日本における現行のダイオキシンおよびダイオキシン類に対するTDIは4pg

TEQ／kg／dayである［63］．この値は実験動物（主にげっ歯類）におけるLoAELから算

出されている．妊娠15日のラットに200ng／kgのTCDDを単回経口投与したところ，

膣糸遺残，陰核裂などの雌性生殖器形態異常がみられ［47］，この時の母動物の体内負

荷量は86ng／kgと見積もられている．このラットの試験で導き出された86　ng／kgの体

内負荷量に相応するヒトの1日摂取量は43．6pg／kg／dayと導き出され，その値に不確

実係数の10を適用し，ヒトのTDIである4Pg　TEQ／kg／dayは設定された．しかし，ヒ

トのTCDDの半減期（8．7年）［9］とげっ歯類の半減期（12．0～17．4日）［10，　l　l］の間

には大きな隔たりがあり，げっ歯類のLOAEL体内負荷量からヒトのTDIを推定して

良いものか疑問が残る．

　また，TCDDの毒性に対する感受性は，生後よりも胎生期に高いと言われている

［41－47，64－66］．ラットにおける母動物へのTCDD曝露は，成獣雄ラットへ直接TCDD

曝露をした際と類似の生殖器の異常を雄出生児へも引き起こすが［64－66］，その時の
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LOAELは，経胎盤iあるいは授乳によってTCDD曝露を受けた出生児［41－47］の方が，

成獣［64－66］のものよりもかなり低い．したがって，ヒトの健康リスクアセスメントの

観点からは，TCDD曝露を直接受けた世代（FO）のみならず，次世代（Fl）のTCDD

の影響を評価することは意義深いと考えられる．

　そこで，我々は厚生労働省科学研究補助金を得て，よりヒトに近いと考えられるサ

ルを用いて，現行の日本でのTDIの妥当性を検討することとなった．本研究の目的は，

現行TDI算定の基礎となった86　ng／kgの約1／3量および3倍量に相当する30並びに

300ng／kgの濃度のTCDDを，体内負荷量がほぼ一・定となるように算出された条件で

妊娠アカゲザルに曝露させ，その次世代に対する影響を検討することである．妊娠ア

カゲザルには，30あるいは300ng／kgの濃度のTCDDを妊娠20日に皮下投与し，そ

の後30日ごとにその5％量を維持量として分娩後90日まで投与した．TCDD曝露を

受けた母動物によって自然分娩および哺育された出生児は，性成熟に達するまで飼育

した．本章では，TCDD曝露を受けたアカゲザルにおける出生前および出生後の一般

的な発生に対する影響（出生児の雄性生殖器への影響については，第3および4章で

述べる）並びにその時の母動物の生殖機能に対する影響について述べる．

2．材料および方法

2．1．　動物

　入手後1ヶ月間の検疫済みで，健康状態に問題なく，規則的な月経周期を示す中国

産の雌アカゲザル（Mαcαcα〃2蜘加，Purp・se－bred，年齢4～10歳，体重3．53～6．40　kg）

を用いた．動物は，設定温度：26℃，設定湿度：50％，換気回数：15回／時間，照明：

1日12時間（午前6時～午後6時）の人工照明に調整された株式会社新日本科学　安

全性研究所（鹿児島）の霊長類試験区域において，USDA基準に適合したステンレス
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製ケージ（680mm×700　mm×770　mm）で個別飼育した．固型飼料（Teklad　Global

Certified　25％Protein　Primate　Diet，　Harlan　Sprague　Dawley　Inc．，　Indianapolis，　USA）を1日

当り約144g与・え，水道法水質基準に適合した水を自動給水装置で自由に摂取させた．

また，動物福祉および栄養補助の観点から，リンゴあるいはさつまいもを適宜与えた．

　雌アカゲザルは排卵期と考えられる月経発来後12，13および14日の3日間，性成

熟した雄動物（年齢5歳以」二，体重5kg以上）と交配させた．目視下で交尾行動を確

認し，3日間の交配期間の中間日（月経発来13日）を妊娠0日と定義した．妊娠18

日相当日に塩酸ケタミン（50mg／mL水溶液，0．1～0．2　mL／kg，　Sigma－Aldrich　Colporation，

St．　Louis，　USA）の筋肉内投与による麻酔■ドで，超音波診断装置（SSD－2000および

SSD－500，アロカ株式会社，東京）を用いて妊娠確認を行った．子宮内に胎のうが確

認された動物を妊娠動物とみなし，1群あたり約20匹を媒体投与群（対照群），30ng／kg

TCDD曝露群（30　ng／kg群）および300　ng／kg　TCDD曝露群（300　ng／kg群）の3群に

振り分けた．

　母動物は児を自然分娩させ，児の出生日を生後0日と定義した．新生児は，母動物

と同居させ，約1年後に離乳させた．離乳後は性成熟に達するまで個別に飼育し，最

終的に7歳の冬に剖検した．母動物については最終投与から約4年後に剖検を行った．

なお，動物からの排泄物等については周辺環境への影響を考慮して細心の措置を取っ

た．すなわち，飼育器材の洗浄液は全て活性炭を通した後，排水した．実験に使用し

たディスポーザブル製の器具，動物の死体，動物からの糞尿，血液サンプル等は全て

回収し，800°C以上の高温にて焼却した．

2．2．　被験物質およびその投与

　TCDD［ロット番号：110899，純度：98％（ガスクロマトグラフィー）］は，カナ
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ダのWellington　Laboratories㎞c．（Ontario，　Canada）から入手した．それを媒体［トル

エン／DMSO（1：2，　v／v）混合液］を用いて300　ng／mlの濃度に調製した．その溶液は

関東化学株式会社（東京）によって調製され，最終濃度をガスクロマトグラフィーに

よって確認した．

　初回投与として，妊娠20日の母動物の背部皮下に，0（媒体），30あるいは300ng／kg

のTCDDを注入した．不確実なTCDDの曝露・吸収を避けるために，経口投与では

なく，皮下投与を選択した．その後，望ましい体内負荷量を維持するために，30日お

きに1．5ng／kgあるいは15ng／kgのTCDD（すなわち初回投与の5％量）を妊娠期間中

およびその後分娩90日まで追加投与した．対照群には高用量群と同量の媒体を同期

間投与した．低用量にはラットLOAEL体内負荷量（86　ng／kg）［47］の約1／3にあたる

30ng／kgを，高用量には約3倍にあたる300　ng／kgを設定した．維持量投与計画（頻

度および投与量）は，アカゲザルにおけるTCDDの半減期が約1年であることを根拠

に計算，設定された［67］．

2．3．　母動物の観察および検査

　一一般状態を投与日は1日2回（投与前および投与後1～2時間），非投与日は1日1

回観察した．全母動物は自然分娩させ，分娩日および分娩状態を記録し，妊娠期間（妊

娠0日から母動物の出生児哺育を確認した日までの期間）を算出した．

　体重は，妊娠0，20，40，60，80，100，120および140日並びに分娩1，10，20，

30，40，50，60，70，80および90日に電子天秤（EP－41KAあるいはHP－40K，株式

会社工一・アンド・デイ，東京）を用いて測定した．

　摂餌量は，給餌個数（1個12g×12個）と残餌個数から，1日あたりの摂餌量を毎

日算出した．
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2．4．　血漿中および乳汁中TCDD濃度測定

　妊娠80日および140日，分娩後90日並びに最終投与後12ヵ月に，アカゲザル母

動物の大腿静脈からヘパリン加注射筒を用いて，約15mL／個体（血漿量として約7mL／

個体）を採取した．血液は遠心分離（3000LPm．，15分間）し，得られた血漿は測定

まで凍結状態で保存（－20°C）した．そのうち，対照群6例，30ng／kg群8例および

300ng／kg群16例のサンプルを株式会社島津テクノリサーチ（京都）に送付し，ガス

クロマトグラフィー質量分析法にて血漿中TCDD濃度を測定した．

　乳汁採取に際し，母動物を塩酸ケタミン（50mg／mL水溶液，0．1～0．2　mL／kg）の筋

肉内投与によって麻酔し，児を少なくとも3時間，親から離した．その後，乳房周囲

を温かい濡れタオルで清拭し，周辺から乳頭部に向けて柔らかく圧迫した（目視下で

血液の混入がみられた場合は破棄した）．乳汁採取は分娩後30～35日にかけておよ

び85～90日にかけて行い，総量として約5mL／個体を数日にかけて採取した．プール

した乳汁は測定まで凍結状態で保存（－20°C）した．そのうち，各群5例のサンプル

を株式会社島津テクノリサーチに送付し，ガスクロマトグラフィー質量分析法にて乳

汁中TCDD濃度を測定した．

2．5．　母動物の剖検

　最終投与から約3．5～4．5年経過した2004年1月～12月にかけて順次，剖検を行っ

た．ペントバルビタールナトリウム水溶液（64．8mg／mL，東京化成工業株式会社，東

京）を0．4mL／kgの容量で前腕槙i側皮静脈に投与し，麻酔下で放血後に剖検した．肉

眼的異常の有無を確認した後，下垂体，甲状腺（左右），副腎（左右），卵巣（左右），

胸腺，顎下腺（左右），脾臓，肺，肝臓，腎臓（左右），子宮の重量を電子天秤（HF－3000

あるいはHR－200，株式会社工一・アンド・デイ）を用いて測定した．
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2．6．　出生児の観察および検査

　出生時（生後1日）に全例について生死，性別および口腔内を含む外形を観察した．

その後，一・般状態を生後90日までは1日2回，それ以降は剖検まで毎日1回観察し

た．

　体重は，生後1，10，20，30，40，50，60，70，80，90，llO，130，150および180

日，その後は3ヵ月に1回，電子天秤（EP－41KAあるいはHP－40K，株式会社工一・

アンド・デイ）を用いて測定した．離乳前の食欲状態については親と同居していたた

め評価できなかったが，離乳後は児の食欲状態（摂餌量）についても観察した．

2．7．　出生児の血液学的検査

　生後180日およびその後は6ヶ月に1回，アカゲザル出生児の大腿静脈から約1．O

mL／個体を採血し，　EDTA－2Kで抗凝固処埋した全血を使用した．検査項目，測定方法

および使用機器については下表に示した．

検査項目 測定方法 機種＊

赤血球数

白血球数

ヘマトクリット値

ヘモグロビン濃度

血小板数

MCV
MCH
MCHC
網状赤1血球数

白血球分類＊＊

2角度レーザーフローサイトメトリー法

2角度レーザーフローサイトメトリー法

計算式により算出

シアンメトヘモグロビン変法

2角度レーザーフローサイトメトリー法

2角度レーザーフローサイトメトリー法

計算式により算出

計算式により算出

RNA染色法によるフローサイトメトリー法

ペルオキシダーゼ染色法および

2角度レーザーフローサイトメトリー法

ADVIA　120

＊：総合血液学検査装置（ADVIAI20，バイエル・ダイアグノスティクス，

　　Pittsburgh，　USA）

＊＊：好酸球，好塩基球，好中球，単球，リンパ球および大型非染色細胞に分類
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2．8．　出生児の血液生化学検査

　生後180日およびその後は6ヶ月に1回，アカゲザル出生児の大腿静脈から約3．O

mL／個体を採血し，室温で40～60分間静置後，遠心分離（3000　r．pm．，15分間）して

得られた血清を使用した．検査項目，測定方法および使用機器については下表に示し

た．

検査項目 測定方法 機種＊

ASAT
ALAT
ALP

CPK
総ビリルビン

総蛋白

トリグリセリド

総コレステロール

グルコース

尿素窒素

クレアチニン

無機リン

Ca

Na

K
Cl

JSCC標準化対応

JSCC標準化対応

JSCC標準化対応

JSCC標準化対応

バナジン酸酸化法

ビウレット法

GPO・HDAOS法，グリセリン消去法

COD・HDAOS法
ヘキソナーゼ・G－6－PHD法

ウレアーゼ・GIDH法

クレアチナーゼ・F－DAOS法

PNP・XDH法

MXB法
電極法

電極法

電極法

JCA－BM8

＊　自動分析装置（JCA－BM8，日本電子株式会社，東京）

2．9．　出生児の剖検

　アカゲザルは季節繁殖性を示すため，出生後7歳の冬の段階で剖検を実施した（雌：

2007年12月3日，雄2007年12月10日）．ペントバルビタールナトリウム水溶液（64．8

mg／mL，東京化成工業株式会社）を0．4　mL／kgの容量で前腕擁側皮静脈に投与し，麻

酔下で放血後に剖検した．肉眼的異常の有無を確認した後，下垂体，甲状腺（左右），

副腎（左右），精巣（左右），卵巣（左右），膵臓，胸腺，顎下腺（左右），脾臓，
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脳，肺，肝臓，腎臓（左右），精巣上体（左右），精嚢，前立腺，子宮の重量を電子

天秤（HF－3000あるいはHR－200，株式会社工一・アンド・デイ）を用いて測定した．

精巣はプアン液にて固定し，翌日10v／v％中性緩衝ホルマリンに移し変え，保存した．

その他の臓器は10v／v％中性緩衝ホルマリンにて，固定・保存した．

2．10．統計解析

　MUSCOT統計解析ソフトウェア（ユックムス株式会社，東京）を用いて検定を行

った．F検定により分散の一・様性の検定を行い，その結果，分散が一様の場合には

Student’s　t－testを用いて，分散が一様でない場合には順位変換を行った後Aspin－Welch

t－testを用いてTCDD曝露群と対照群との平均順位の対比較検定を行った．検定の有

意水準は5％とし，5％（P＜0．05）および1％（P＜0．01）の指標で表記した．全ての定

量データはMean±SE（standard　error　of　mean）で表記した．

3．結果

3．1．　母動物の一・般状態，体重，摂餌量および妊娠期間　　　　　　　．

　母動物の妊娠0日の日付，分娩日および妊娠期間をTable　l－1～1－3に，妊娠および

哺育期間中の体重推移をTable　2－1～2－6に示した．

　30あるいは300ng／kgのTCDDを母動物の妊娠期間および哺育期間（妊娠20日～

分娩90日）に曝露させても，いずれの群においても母動物の死亡はみられず，一般

状態，体重推移および食欲状態にTCDD曝露に起因すると考えられる異常はみられな

かった．また，母動物の哺育行動および授乳行動についても，いずれの群にも異常は

みられなかった．

　胎児死亡および流産がみられた母動物を除く平均妊娠期間は，対照群（21例）が
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160．1±L9日（144～171日），30　ng／kg群（20例）では162．9±1．5（150～175日），

300ng／kg群（18例）では165．4±2．2日（143～185日）であり，対照群とTCDD曝露

群との問に統計学的有意差はみられなかった．

3．2．　血漿中および乳汁中TCDD濃度

　血漿中および乳汁中TCDD濃度測定結果をそれぞれ，　Table　3および4に示した．

　30ng／kg群の妊娠80日，140日および分娩後90日の血漿中TCDD濃度は，それぞ

れ0．441±0．065，0．406±0．062および0．402±0．064pg／g（wet），300　ng／kg群ではそれぞ

れ4．294±0．556，2．883±0．841および1．906±0．529pg／g（wet）であった．特に，妊娠80

日の300ng／kg群では，測定した16母動物中の4母動物において6．3～8．7　pg／g（wet）

と，同群の他個体よりも高いTCDD曝露レベルを示した［No．34：6．3　pg／g（wet），　No．

37：8．6pg／g（wet），　No．40：7．1pg／g（wet），　No．57：8．7　pg／g（wet）］．最終投与後12ヵ

月目のTCDD濃度は，30　ng／kg群では0．022　pg／g（wet），300　ng／kg群では0．050　pg／g（wet）

であり，両群とも検出限界に近い値まで減少した．なお，対照群については，いずれ

の測定時点でも検出限界以下の濃度であった．

　分娩後30日～35日および分娩後85日～90日の乳汁中薬物濃度は，30ng／kg群では

それぞれ6．240±1．141および3．120±0．278pg／g（wet），300　ng／kg群ではそれぞれ84．600

±46．904および18．180±3．487pg／g（wet）であった．これらのことから，本実験におい

てもTCDDは乳汁移行することが示された．なお，対照群については，いずれの測定

時点でも検出限界以下，あるいはその近傍の濃度であった．

3．3．　FO母動物の剖検所見および器官重量

　FO母動物の器官重量測定結果をTable　5－1～5－3に示した．
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　30および300ng／kg群では，肺，肝臓および腎臓を中心に以下のような所見がみら

れた．30ng／kg群では，肺の結節（Nos．25，59），肝臓の嚢胞形成，粗造化，褐色巣，

赤色巣，白色巣あるいは白色結節（Nos．24，25，26，29，30，47，53，65）などが，

300ng／kg群では肺の結節（Nos．33，42，60，66），肝臓の嚢胞形成，腫瘤，赤色巣，

白色巣，黄色巣，黄白色巣あるいは白色結節（Nos．34，35，39，40，44，60，66），

腎臓の白色巣（No．40）などがみられた．なお，　Rierら［39］の報告によって危惧され

た子宮内膜症の発現は1例もみられなかった．

　母動物の器官重量については，30および300ng／kg群においてTCDD曝露の影響と

考えられる変化はみられなかった．なお，30ng／kg群の脳重量は対照群と比較して低

値を示したが，用量に依存しない偶発的変化であると判断した．

3．4．　出生児の生存状況

　流産，死産および児の生後死亡の発生頻度については，その詳細をTable　lに，そ

の概要をTable　6に示した．妊娠期間中の児の死亡（流産あるいは胚・胎児死亡）は

対照群，30および300ng／kg群でそれぞれ2，0および1例で，　TCDD曝露に伴う増加

はみられなかった．死産については比較的高頻度での発現となり，対照群，30および

300ng／kg群でそれぞれ3，5および3例の発現がみられたが，群問での差はみられな

かった．結果的に，出生時点（生後0日）の生存児数は，対照群，30および300ng／kg

群でそれぞれ18／23，15／20および16／20例であり，生後0日までの児の生存率に

TCDD曝露に伴う影響はみられなかった．

　出生後，離乳までの間に，対照群，30および300ng／kg群でそれぞれ1，1および2

例の死亡がみられたが，これらの頻度に群問で差はみられなかった．一一方，離乳直後

から1ヶ月の間に非常に高頻度の出生児の死亡がみられ，対照群で3例，300ng／kg
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群では6例の児の死亡を認めた．これらは，対照群でも3例と比較的に高頻度の死亡

が発現したこと，300ng／kg群での死亡はこの時期に特異的に偏ったことから，　TCDD

曝露に伴う変化ではなく，後述するように児のストレスに起因した変化と考えられた．

離乳跡1ヶ月から剖検時（7歳）までには，対照群，30および300ng／kg群でそれぞ

れ4，5および2例の死亡がみられた．対照群と30ng／kg群との間には差はみられず，

逆に300ng／kg群ではこの時期の死亡は両群よりも少なかった．

　剖検時（生後7歳）における生存率は，対照群，30および300ng／kg群でそれぞれ

555，60．0および37．5％と，300ng／kg群でみかけの生存率は低くなった．しかし，離

乳直後から1ヶ月の間に発現したストレスに起因すると考えられるこの時期特異的死

亡を除外した剖検時（生後7歳）における生存率は，対照群，30および300ng／kg群

でそれぞれ66．7，60．0および60．0％であり，児の生存率については群間における差は

なかったものと結論した．

3．5．　出生時の観察，出生児の体重推移および食欲状態

　出生時の性比（雄／雌）は，対照群，30および300ng／kg群でそれぞれ5／13，8／

7および9／7であった．TCDD曝露により危惧された性比の雌への偏りは，本試験で

はみられなかった．出生時点における児の外形観察では，目立った外形異常はみられ

なかったが，出生後，歯牙の萌出が顕著になるに連れて，300ng／kg群だけで歯の形成

異常（早期萌出，歯胚欠如など）が明らかとなった［68］．それ以外には出生児に外形

異常はみられなかった．

　出生児の体重をTable　7－1～7－6に，また雄出生児の体重推移をFig　3に示した．いず

れの時点においても，雌雄共に対照群と30および300ng／kg群との間に統計学的有意

差はみられなかったが，300ng／kg群の雄では生後3歳以降に，対照群と比較して約
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10％の体重増加の抑制がみられた．出生児の食欲状態については，TCDD曝露に起因

すると考えられる異常はいずれの群においてもみられなかった．

3．6．　出生児の血液学的検査

　出生時の生後180日（Table　8－1～8－4），生後36ヶ月（Table　8－5～8－8）および剖検

時（生後7歳，Table　8－9～8－12）における血液学的検査結果をTable　8に示した．

　リンパ球数およびその比率の減少が300ng／kg群の雌ではみられたが，これが児の

免疫機能に対する影響を示唆する変化であるかは不明であった．300ng／kg群の雄お

よび30ng／kg群ではTCDD曝露に起因すると考えられる変化はみられなかった．なお，

生後180日の検査では，赤血球数，ヘマトクリット値あるいはヘモグロ゜ビン濃度の低

値などの児の貧血傾向を示唆する変化がみられたが，これらはその後回復する一過性

の変化であった．他にも30および300ng／kg群では他にも統計学的有意差が散見され

たが，用量依存の無い変化であるか，対照群の変動範囲内の変化であると判断した．

3．7．　出生児の血液生化学検査

　出生時の生後180日（Table　9－1～9－4），生後36ヶ月（Table　9－5～9－8）および剖検

時（生後7歳，Table　9－9～9－12）における血液生化学検査結果をTable　9に示した．

　ASAT，　ALAT，　ALP（アルカリフォスファターゼ）および総ビリルビンの高値傾向

並びに総コレステロールの低値傾向などの，肝機能障害を疑わせるパラメータの変動

が300ng／kg群の雌雄でみられた．300　ng／kg群のそれ以外のパラメータおよび30

ng／kg群では，　TCDD曝露に起因すると考えられる変化はみられなかった．

3．8．　出生児が性成熟した段階での剖検所見および器官重量

　出生児の生後7歳時点での器官重量測定結果をTable　104～10－8に示した．
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　300ng／kg群の雄1例（No．39）および雌2例（Nos．35，42）では腎臓の白色巣（表

面および割面，左右）がみられたが，30ng／kg群および対照群ではいずれの出生児に

も異常はみられなかった．300ng／kg群では，その他に腎臓の白色巣がみられた動物

（No．42）において，肺の暗赤色巣および黄白色結節がみられたが，雌雄生殖器に関

してはいずれの出生児にも異常はみられなかった．

　出生児の器官重量については，30および300ng／kg群の雌において，卵巣および顎

下腺重量の高値がみられたが，その毒性学的意義は不明であった．雄ではTCDD曝露

の影響と考えられる変化はみられなかった．なお，30および300ng／kg群では他にも

統計学的有意差が散見されたが，用量依存の無い変化であるか，対照群の変動範囲内

の変化であると判断した．

4．考察

　現行TDI算定の基礎となった86　ng／kgの約1／3量および3倍量に相当する30並び

に300ng／kgの濃度のTCDDを，アカゲザルの妊娠20日から分娩後90日に体内負荷

量がほぼ一定となるように算出された条件で曝露させ，その次世代の出生前および出

生後の発生に対する影響並びにその時の母動物の生殖機能に対する影響について検

討した．TCDD曝露を受けた母動物によって自然分娩および哺育された出生児は，性

成熟に達するまで飼育し，7歳の冬に剖検した．

　30あるいは300ng／kgのTCDDを母動物の妊娠期間および哺育期間く妊娠20日～

分娩後90日）に曝露させても，母動物の一般状態，哺育および授乳行動，体重推移，

摂餌量並びに妊娠期間の長さに明らかな変化はみられなかった．しかし，流産，死産

および児の生後死亡が高頻度に起こり，最終的な7歳時点での評価例数は，対照群が

雄4例，雌6例，30ng／kg群が雄6例，雌3例，300　ng／kg群が雄3例，雌3例となっ
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た．特に，離乳直後から1ヶ月の間に非常に高頻度の児の死亡がみられ，対照群で3

例，300ng／kg群では6例の児の死亡を認めた．アカゲザルは他のマカカ属のサル（カ

ニクイザルなど）と比べても知能が高く，より外界の環境変化に対して感受性が高い

と一般的に言われている．したがって，この時期特異的な児の死亡については，アカ

ゲザルの特性，出生児の飼育の複雑さおよび難しさに起因するものと考えられた．一一

方，この時期の死亡を除いたアカゲザルの生後7歳の生存率としては妥当であり，実

験・飼育に関する不備はなかったものと判断した．さらに，今回の一連の実験におい

て，後述するような重要な雄性生殖能に対する毒性知見を検出できたことから，評価

児数としても十分な数は維持できたものと考えた．

　30ng／kg群の妊娠80日，140日および分娩後90日の血漿中TCDD濃度は，それぞ

れ0．441，0．406および0．402pg／g（wet），300　ng／kg群ではそれぞれ4．294，．2．883および

1．906pg／g（wet）であった．特に300　ng／kg群の妊娠80日では，測定した16母動物中の

4母動物（Nos．34，37，40，57）において，6．3～8．7　pg／g（wet）と同群の他個体よりも

高いTCDD曝露レベルを示し，これらの動物では妊娠後期の流産（No．34），死産（No．

37）あるいは出生後間もない死亡（1ヶ月以内，Nos．40，57）が起こった．30年以上

前にいくつかの研究グループによって実施されたTCDD曝露によるアカゲザルの発

生毒性試験においても，流産の増加が報告されている［69－71］．今回の実験では，300

ng／kg群での生存率については対照群との間に差はなかったものの，　TCDD曝露と流

産，死産あるいは出生後間もない死亡については，何らかの因果関係が存在する可能

性が考えられた．TCDD曝露レベルとその毒性変化の関連性についてはr，出生児の歯

の形成異常においてもみられた［68］．歯の形成異常は300ng／kg群だけでみられ，妊娠

80日における母体血漿中TCDD濃度が2．O　pg／g（wet）以下であった出生児では1例も

歯の異常がみられなかったのに対し，2．1～4．O　pg／g（wet）であった出生児では20％，4．1
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pg／g（wet）以上であった出生児では全例で歯の異常が認められた．なお，歯の形成異

常以外には催奇形性作用はみられず，歯の異常も児の摂食行動などその後の児の発育

に影響を与えるものではなかった．最終投与後12ヵ月目のTCDD濃度は，30　ng／kg

群では平均で0．038pg／g（wet），300　ng／kg群では0．056　pg／g（wet）であり，両群とも検出

限界［0．04pg／g（wet）］に近い値まで減少した．　Bowmanらによると，アカゲザルにおけ

るTCDDの半減期は約1年であると報告されている［67］．∠〉回の実験では，当初の想

定よりも早く血漿中TCDD濃度が減少した可能性は否めないが，出生児の歯の形成異

常，また後述する様々な雄性生殖器官への影響が確認されており，母動物のTCDD曝

露レベルとしては十分かつ妥当な量を担保できたものと考えた．また，乳汁中

TCDD濃度に関しては血漿中濃度よりも高いレベルであったことが確認された．

　出生児では，前述の歯の形成異常はみられたものの，性比，一般状態および食欲状

態については，TCDD曝露に起因すると考えられる異常はみられなかっ・た．体重に関

しては，雄の生後3歳以降に対照群と比較して約10％の体重増加抑制がみられたが，

この原因については不明であった．出生児の血液学的検査では，リンパ球数およびそ

の比率の減少が300ng／kg群の雌で，血液生化学検査では，　ASAT，　ALAT，　ALPおよ

び総ビリルビンの高値傾向並びに総コレステロールの低値傾向などの，肝機能障害を

疑わせるパラメータの変動が300ng／kg群の雌雄でみられたが，出生児の生殖能およ

び生殖器官への影響を評価する上で問題となるような変化ではなかった．出生児の生

後7歳時点での剖検では，腎臓の白色巣（表面および割面，左右）が300ng／kg群の

雄1例および雌2例で，肺の暗赤色巣および黄白色結節が雌1例でみられた．腎臓お

よび肺の変化は母動物の剖検においてもみられており，血液学的検査におけるリンパ

球数およびその比率の減少，血液生化学検査における肝機能パラメータの変動と合

わせて，アカゲザルにおけるTCDD曝露に起因した特徴的変化と考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　28



　以ヒのように，アカゲザルの妊娠20日から分娩後90日に30あるいは300ng／kgの

濃度のTCDDを曝露させた結果，出生児に歯の形成異常，血［液学的検査におけるリン

パ球数の減少，肝機能障害を疑わせる血液生化学パラメータの変動，肺並びに腎臓の

肉眼的異常所見などがみられたが，出生児の生殖能および生殖器官への影響を評価す

る上で障害となるような毒性変化は見出されなかった．
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5． Tables　an“Figures

Table　1－1　Pregnancy　outcome　including　gestational　length，　and　pre－and　postnatal　mortality

I）ose　level：Ong／kg

Animal
　No．

1）ate　on　Day

　　　Oof

gestation

　　1）ate　on

　　delivery

（abortion／feta

　　lde飢h）

Gest飢ion劉1

　　1ength

Gender　of

neaonate
Note

Date　of

o価spring

　death

Postnatal

　d劉yat　．

of猷spring

　death

　Postnata置day　at

necropsy（紐ge　of　7）

Female：2007／12／3

Male：2007／12／10

1 1999／11／30 2000／5／9 161 Female 2764

2 1999／12／3 2000／5／18 167 Female 2755

3 1999／12／11 2000／5／30 171 Fe皿ale Postnam且de紐th 2001／8／26 453

4 1999／12／11 2000／5／23 164 MaIe 2757

5 1999／12／14 2000／2／12 60 Fetal　death

6 1999／12／15 2000／6／3 171 Female 2739

7 1999／12／15 2000／5／7 144 Female 2766

8 1999／12／16 2①00／1／25 40 Fet劉l　death

9 1999／12／17 2000／6／3 169 Female Postnatal　death 2001／8／12 435

10 1999／12／18 2000／5／12 146 Male

11 1999／12／19 2000／5／21 154 Female 2752

12 1999／12／19 2000／5／31 164 Female 2742

13 1999／12／23 2000／5／21 150 Male 2759

14 1999／12／23 2000／5／27 156 Fe皿ale Stmbirth

15 1999／12／28 2000／6／10 165 Fe皿ale Postnatal　death 2002／6／3 723

46 1999／12／31 2000／6／10 162 Fe皿ale Postnatal　death 2005／8／20 1897

49 2000／1／1 2000／5／27 147 Male Stillbirth

58 200①／1／11 2000／6／26 167 Fe皿ale Postnatal　death 2000／9／28 94

61 2000／1／16 2000／6／17 153 Male Postnatal　death 2004／1／5 1297

62 2000／1／17 2000／7／6 171 Male 2713

63 2000／1／24 2000／7／6 164 Female Postnatal　death 2006／11／2 2310

64 2000／1／29 2000／7／2 155 Male 2717

69 2000／1／29 20①0／7／8 161 Female Postnat劉l　death 2001／8／7 395

Mean

S．E．

160．1

1．9
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Table　1－2　Pregnancy　outcome　including　gestational　length，　and　pre－and　postn3tal　mortality

Dose　level：30　ng／kg

Animal
　No．

Date　on　Day

　　　Oof

gestation

　　Date　on

　　de鼠ivery

（abortion／fet劉

　　置death）

Gestationa1

　　且ength

Gender　of

neaon3te
Note

Date　of

offspring

　death

Postnata且

　d劉yat

offSpring

　death

　Postnat劉l　d劉y　at

necropsy（age　of　7）

Female：2007／12／3

Male：2007／12／10

16 1999／11／28 2000／5／15 169 Male Postnatal　deat血 2003／3／25 1044

17 1999／12／6 2000／5／4 150 Male Stillbirth

18 1999／12／8 2000／5／26 170 Fe皿ale Postnata且death 2007／3／8 2477

19 1999／12／9 2①00／5／13 156 Male 2767

20 1999／12／11 2000／5／22 163 Female Stillbirth

21 1999／12／15 2000／5／22 159 Female 2751

22 1999／12／18 2000／5／30 164 Male 2750

23 1999／12／19 2000／6／3 167 Female Postnatal　death 2004／8／4 1523

24 1999／12／20 2000／5／26 158 Male Postnatal　deatb 2000／11／1 159

25 1999／12／22 2000／5／25 155 Male 2755

26 1999／12／22 2000／6／10 171 Fe皿ale Postnata夏death 2002／8／25 806

27 1999／12／25 2000／6／17 175 Male 2732

28 1999／12／26 2000／6／1 158 Fe皿ale Stmbirth

29 1999／12／26 2000／5／31 157 Female Stillbirth

30 1999／12／28 2000／6／7 162 Female 2735

47 1999／12／31 2000／6／10 162 Male 2739

5① 2000／1／2 2000／6／22 172 Female Stmbirth

53 2000／1／4 2000／6／18 166 Male 2731

59 2①00／1／11 2000／6／18 159 Female Postnatal　death 2007／3／16 2462

65 2000／3／3 2000／8／14 164 Female 2667

Mean

S．E．

162．9

1．5
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Table　1－3　Pregnancy　outcome　including　gestational夏ength，　and　pre－and　postn3ta夏mortality

Dose　level：300　ng／kg

Animal
　No．

D劉te　on　Day

　　　Oof

gestation

　　Date　on

　　delivery

（abortion／feta

　　ldeath）

Gestational

　　length

Gender　of

neaonate
Note

Date　of

of盤sp血g

　death

Postnat訊置

　day　at

of飴pring

　death

　Postnata置d紐y　at

necropsy（age　of　7）

Female：2007／12／3

Male：2007／12／10

31 1999／11／28 2000／5／17 171 Female 2756

32 1999／11／30 2000／5／16 168 Male Postnat劉且death 2001／8／26 467

33 1999／12／1 2000／4／29 150 Male 2781

34 1999／12／6 2000／4／12 128 Male Abortion

35 1999／12／12 2000／5／22 162 Fe皿ale 2751

37 1999／12／14 2000／5／26 164 Male Stiilbirth

38 1999／12／15 2000／5／27 164 Fe皿ale Postnat劉且death 2001／7／26 425

39 1999／12／18 2000／6／6 171 Male 2736

40 1999／12／19 2000／5／24 157 Female Postn劉ta且death 2000／6／19 26

41 1999／12／19 2000／5／10 143 Female Postnat劉置death 2001／7／6 422

42 1999／12／20 2000／6／1 164 Femle 2741

43 1999／12／23 2000／6／16 176 Male Stnlbirth

44 1999／12／25 2000／6／1 159 Male Postnat訊且de飢h 2007／6／4 2559

45 1999／12／27 2000／6／11 167 Fe皿ale Postnata且death 2001／8／7 422

51 2000／1／2 20①0／6／22 172 Male Postn紐ta畳death 2001／8／2 406

57 2000／1／9 2000／7／12 185 Male Postnatal　de劉th 2000／7／13 1

60 2000／1／14 2000／6／26 164 Male 2723

66 2000／2／25 2000／8／15 172 Male Moribundity 20①7／5／10 2459

67 2000／2／28 2000／4／8 40 Abortion

68 2①00／3／1 2000／8／17 169 Male Postnatal　death 2001／8／13 361

Mean

S．E．

165．4

2．2
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Table　2－1 Body　weight　of　FO　dams　（kg）　－　Gesヒa七ion　period

GrOUP　　Anima1
（ng／kg）　　　No・

GD　20 GD　40 GD　60 GD　80 GD　100 GD　120 GD　140

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

46

49

58

61

62

63

64

69

4．24

5．58

4．04

5．51

4．10

4．68

4．56

4．66

4。48

4．08

4．46

5．52

4．97

4．02

4．18

4．75

4．75

4．51

5．02

4．73

4．45

4．45

6．52

3．88

5．75

4．01

5．41

4。33

4．56

4．37

4．66

4。49

3．88

4．43

5．44

5．07

3．94

4．30

4。41

4．62

4．23

5．02

4．63

4．24

5．00

6．61

3．95

5．84

3．84

5．39

4．52

4．47

4．34

4．28

4．31

4．56

5．86

5．14

4．02

4．25

4．31

4．86

3．99

5．02

4．73

4．04

5．47

6．80

4．24

6．03

4．00

5．57

　一　a

4．65

4．69

4．44

4。29

4．68

6．40

5．28

4．01

4．24

4．48

5．24

4．21

4．88

4．90

4．27

5．27

6．92

4．51

6．15

4．40

5．88

4．46

4．91

4．74

4．10

4．58

6。50

5．45

3．96

4．24

4．57

5。55

4．23

5．56

5．25

4．67

5．43

7．04

4．55

6．40

4．18

6．06

4．73

5．21

4．73

4．40

4．47

6．62

5．75

4．01

4．51

4．95

5．82

4．60

6．00

5．34

4．74

5．35

7．42

4．86

6．59

4．53

6．25

5．02

5．58

4．96

4．63

4．60

6．66

6．00

4．11

4．55

5．40

6．13

3．92

6．04

5．84

4．82

5．45

7．68

Mean
S．E．

4．707

0．126

4．664

0．138

4．727

0．162

4．890

0．174

5．056

0．183

5．230

0．196

5．410

0。207

GD　：　Day　of　gesta七ion

Embryo／fe七al　deaヒh　GD60（a）， GD40（b）

Table　2－2 Body　weight：of　FO　dams　（kg）　－Lactaしion　period

GrOUP　　Anima1
（ng／kg）　　　No・

LD　1 工、D10 LD20 LD30 LD40 LD　50 LD　60 LD　70 LD80 LD　90

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

46

49

58

61

62

63

64

69

4．22

5．72

4．24

5．63

　一　a

4．68

4。80

　－　b

4．37

　一　C

4．10

6．04

5．48

　－　d

3．93

3。92

　一　e

4．22

5．54

4．68

4．09

4．68

7．11

4．10

5．47

4．23

5．38

4．86

4．67

4．40

4。21

5．81

5．52

4．22

4．51

4．25

5．56

5．02

4。09

5．11

7。20

4．33

5．65

4．26

5．14

4．86

4．53

4．24

4．26

6．14

5．70

4．42

4．58

4。44

5．08

4．94

3。75

4．97

7。33

3．95

5．38

3．88

5．03

4．88

4．55

4．04

4．29

5．69

5．76

3．89

4．33

3。75

5．32

4．37

3．73

4．46

7．27

3．93

5．65

4．16

4．84

5．03

4．55

4．22

4．31

5．93

5．66

4。35

4．65

3．80

5．21

4．56

4。07

4．93

7．14

4．32

5．19

4．13

5．11

5．03

4。52

4．36

4．31

5．73

5．64

3．65

4．49

4．08

5．36

4．60

4．04

4．83

7．26

3。89

5．60

4．10

5．07

4．82

4．51

4．05

4．38

5．20

5．72

4．18

4．67

4。29

5．43

4．19

4．12

4．82

7．34

4．30

5．51

4．68

4．91

4。88

4．90

4．17

4。46

5．63

5．86

4．22

4．60

4．06

5．38

4．46

4．02

4．86

7．22

4．30

5．54

4．35

4．89

5．17

4．61

4．46

4．36

5．66

5．77

4．17

4．75

3．91

5。43

4．33

4．08

4．84

5．77

7．39

4．19

5．48

4．30

5．03

4．42

4．20

4．30

5．86

5．48

5．86

4．04

4．76

4．00

5．21

4．41

4．13

4．32

5．86

7．22

Mean
S．E．

4．858

0．207

4。923

0．191

4．923

0．201

4．698

0。217

4．833

0．198

4．814

0。198

4。799

0．200

4．896

0．188

4．936

0．193

4．898

0．200

LD　3　Day　of　lact：a七ion

GD　：　Day　of　gesta七ion

Embryo／fetal　deat：h　GD60（a），　GD40（b）

St二ill　birしh　GD146（c），　GD156（d），　GD147（e） 33



Table　2－3 Body　weighヒ　of　FO　dams　（kg）　－　Gestaヒion　period

GrOUP　　　Anima1
（ng／kg）　　　No・

GD20 GD40 GD60 GD　80 GD　100 GD　120 GD　140

30

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

47

50

53

59

65

5。41

4．95

4．28

4．29

5．68

5．55

4．07

4。50

4．41

5．80

4．80

5．50

4．02

5．57

4。57

4．29

5．25

5．20

5．26

5．17

5．34

4．60

3．96

3．95

5．73

5．86

3．88

4．73

4．27

5．10

4．49

4．80

3．92

5．87

4．88

4．15

5．48

5．29

5．14

4。80

5．05

4．50

3．97

3．97

5．87

6．06

4．11

4．63

4．28

5．03

4．44

4。87

4．19

5。95

4。84

4。31

5。81

5．22

5．07

4．84

5．08

4。61

4．20

4．11

6．15

6．48

4．40

4。93

4．54

5．45

4．47

5。06

4。27

6．18

5。20

4．41

6。23

5．64

5．39

5．09

5．02

4．98

4．46

4．51

6．60

6．74

4．48

5．11

4．56

5．60

4．47

5．22

4．38

6．34

5．26

4。44

6．45

5．52

5．80

5．25

5．44

5．39

4．62

4．56

6．96

6．87

4．76

5．34

4．70

5．80

4．55

5．39

4。38

6．44

5．61

4，64

6．73

5．94

6．04

5．55

5．42

5。71

4．72

4．48

7．08

7．16

5．00

5．60

5．00

6．00

4．62

5．88

4。48

6．72

5．80

5．00

7．10

6．06

6．36

6．26

Mean
S．E．

4．929

0．130

4．812

0．147

4．851

0．149

5．095

0．165

5．260

0．175

5．486

0．183

5．723

0．197

GD　3　Day　of　gestation

Noヒ　significanし1y　differen七　from　contro1

Table　2－4 Body　weight二〇f　FO　dams　（kg）　－　Lactation　period

GrOUP　　　Animal
（ng／kg）　　　No・

1」D1 1」D10 LD20 工、D30 LD40 LD　50 LD　60 LD　70 LD　80 LD90

30

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

47

50

53

59

65

4。76

　－　a

3．96

4．16

　－　b

6．55

4．58

5．15

4．24

5．37

4．34

5．18

　－　C

　－　d

5．03

4．44

　－　e

5．52

5．51

5．75

5．10

4．10

4．09

6．36

4．32

5．48

4．38

4．93

4．65

5．37

4．71

4．55

5．58

5．62

5．64

5．07

4．12

3．93

5。93

4．28

5．35

4．29

5．18

4．94

4．74

4．99

4．39

5．14

5．40

5．32

4．87

3。82

3．60

6．09

3．85

5。16

3．90

4．78

4．14

4．77

5．28

4．15

5．14

5．36

5．45

4．83

4．23

3．83

6．08

4。32

5．30

4．26

5．08

4．85

5．07

5　02

4．24

5．31

5．43

5．68

5．28

3．91

3．62

6．25

4．37

5．36

3．76

5。32

4．88

5．22

4．92

4．06

5。33

5。43

5。38

5．38

4．50

4．03

6．17

4．48

5．24

4．28

5．20

4．87

5．30

4．92

4．06

5．42

5．54

5．39

5．44

4．35

4．10

6．23

4．52

5．18

4．16

5。31

5．10

5．15

4．85

4．16

5．42

5．44

5。44

5．35

4．38

3．80

5．93

4．39

5．08

4．21

5．29

5．19

5．01

4。72

4。62

5．47

5．38

5。49

5．04

4．10

3．90

5．91

4．31

4．13

4．40

5．05

5．30

4．98

4．89

3。93

5．48

5．42

5．50

Hean
s。E．

4。969

0．183

4．992

0．173

4．871

0．145

4．691

0．191

4．902

0．161

4．873

0．196

4．985

0．157

4．990

0．159

4．954

0．150

4．823

0．167

LD　：　Day　of　lac七aヒion

GD　3　Day　of　gesしation

Still　birth　GD150（a），　GD163（b》，　GD158（c），　GD172（e）

Prolapse　of　the　u七erus，　Sヒill　birth　GD157（d）

Noヒ　significantly　different　from　conしrol
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Table　2－5 Body　weigh七　〇f　FO　dams　（kg）　－　Gesta七ion　period

GrOUP　　　Anima1
（ng／kg）　　　No・

GD　20 GD　40 GD　60 GD　80 GD　100 GD　120 GD　140

300

31

32

33

34

35

37

38

39

40

41

42

43

44

45

51

57

60

66

67

68

4．32

4．32

4．79

4．40

4．38

4．21

4．12

5．66

4．86

4．92

5．33

6．52

4．77

4．86

4．98

5．06

4．80

5．46

4．76

4．84

4。59

4．67

4．91

4．25

4．43

4．21

4．09

5。73

4．85

4．75

5．27

6．50

4．49

4。52

5．22

5．26

4．87

5．52

4．52

4．63

4。75

4．67

4．86

4．41

4．41

4．24

4．13

5。78

4．55

4．63

5．26

6．75

4．52

4。37

5．39

5．03

5．00

5．63

　－　d

4．73

5．15

4．93

4．81

4．66

4．43

4．29

4．44

6．16

4．77

4．90

5．61

6．99

4．68

4．50

5．51

5．37

5．31

5．76

4．85

5．41

5．41

5．00

4．93

4．50

4．62

4．79

6．42

4．91

5．10

5．63

7．26

4．81

4．63

5．62

5．52

5。42

5．76

4．51

5．51

5．62

5．23

5．12

4．54

4．21

5．09

6．48

5．01

5．20

5．93

7。32

5．13

4．88

5．81

6．11

5．82

5．97

4．56

5．62

5．68

5．44

　－　a

4．66

4．32

5．51

6。82

5．22

5．75

6．36

7．50

5．50

5。32

5。95

6．00

6．06

6．79

5．10

Mean
S．E．

4．868

0．126

4．864

0．130

4。901

0．147

5．112

0．156

5．276

0．159

5。449

0．170

5．756

0．183

GD　3　Day　of　gestaしion

A1）or七ion　GD128（a），　GD40（d）

Noヒ　significant：ly　different　from　con七rol

Table　2鱒6 Body　weighヒof　FO　dams　（kg）　－　Lacヒaしion　period

GrOUP　　Anima1
（ng／kg）　　　No・

LD　1 LD10 1」D20 】」D30 LD40 】」D50 LD　60 】」D70 LD80 LDgO

300

31

32

33

34

35

37

38

39

40

41

42

43

44

45

51

57

60

66

67

68

4。46

5．35

4．82

　－　a

4．36

　－　b

4．83

6．11

5．05

4．97

5．96

　－　C

4。98

5．25

5．69

5．35

5．46

5．97

　－　d

4．56

4．52

5。35

4．74

4．43

4．69

6．02

4．44

4．64

5。44

4．49

4．99

5．14

　－　f

5．30

5．81

4．41

4．55

5．35

4．64

4．00

4．38

6．08

4．78

4．58

5。57

4．61

4．65

5．47

5。35

5．84

4．37

4。39

4。94

4．63

4．24

4．07

5．39

　－　e

4。43

5．32

4．45

4．63

5．46

4．96

5．49

4．53

4．39

4．65

4．90

4．07

4．25

6．12

4．35

5．50

4。61

4．43

5．46

4．80

5．90

4。54

4．32

5．39

4．48

4．50

4．33

6．05

4．53

5．58

4．55

4．70

5．72

4．99

5．64

4．63

4。42

4．66

4．89

4．39

4．46

5．40

4．74

5．57

4．50

4．66

5．66

5．12

5．74

4．61

4．44

5．46

4。44

4．31

4．20

5．68

4．75

5．56

4．46

4．69

5．86

5．07

5．84

4．86

4．30

5．46

4．88

4。47

4．40

5．68

4．71

5．52

4．52

4．71

6．03

4．85

5．53

4．79

4。50

5。36

4．79

4。28

4．39

5．44

4．82

5．55

4．51

4．74

5．49

4．80

5．24

4．84

Mean
s．E．

5．198

0．136

4．961

0．136

4．948

0．158

4．781

0．128

4．855

0．171

4．958

0．159

4．916

0．130

4。973

0．160

4．989

0．146

4．911

0．115

LD　3　Day　of　lacヒat：ion

GD　3　Day　of　gestaヒion

Abortion　GD128（a），　GD40（d）

Sヒill　bir七h　GD164（b），　GD176（c）

Fl　death　工」D26（e），　LD1（f）

Noヒ　significan七1y　different　from　conヒrol
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Table　3 Plasma　TCDD　concen七rations　in　FO　dams

Group
（ng／kg）

Animaユ
　　No．

Conceロヒration（P9／9（wet））

GD　80 GD　140 AD　90days AFA　12monしh8

0

1

2

3

4

6

11

く0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0。04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

Mean
S。E．

＜0．04 ＜0．04 ＜0．04 ＜0．04

30

16

17

18

19

20

21

22

29

0．72

0．41

0．63

0．52

0．29

0．15

0．47

0．34

0．63

0．30

0．65

0．50

0．25

0．19

0．43

0．30

0．59

0．51

0．34

0．24

0。33

0．11

＜0．04

＜0．04

＜0．04

＜0．04

Mean
S．E．

0．441

0．065

0．406

0．062

0．402

0．064

0．022

300

31

32

33

34

35

37

38

39

40

41

42

43

44

57

60

66

1．90

4．50

3．30

6．30

2．60

8．60

2．90

2．40

7．10

3．40

3．20

2．10

2．80

8．70

4．60

4．30

1．80

2．80

1．90

2．20

7．00

1．60

1．00

3．40

1．50

0．73

2．90

0．05

0．14

＜0．04

く0．04

0．06

Mean
S．E．

4．294

0．556

2．883

0．841

1．906

0．529

0．05

0．026

く0．04　was　regarded　as　［1011　wheロMean　and

　　　：Not　measured

GD　：　Day　of　gestaしion

AD　：After　Delivery
AFA　：　After　Final　Adminis七ratio11

S．E．　values　were　calculaしed．
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Table　4 Milk　TCDD　concenヒrations　in　FO　dams

Group
（119／kg）

Animal
　　No．

Concentration（P9／9（wet））

AD　30～35 AD　85～90

0

1

2

3

4

6

0．059

＜0．04

＜0．04

＜0．04

0．064

＜0．04

0．040

0．067

＜0．04

＜0．04

Mean
S．E．

0．025

0．015

0．021

0．014

30

16

18

19

21

22

5．800

8．400

6．700

2．100

8．200

2。600

2．900

2．900

4．200

3．000

Mean
S．E．

6．240

1．141

3．120

0．278

300

31

32

33

35

38

54．000

270．000

39．000

　12．000

48．000

18．000

27．000

22．000

　5．900

18．000

Mean
s。E．

84．600

46．904

18．180

3．487

＜0．04　was　regarded　as

AD　3　After　deユivery

11011whell　Mean　and　S．E．　values　were　calculated．
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Table　5－1 Organ　weight：s　in　FO　da皿3

GrOUP　　Anima：L

（ng／kg）　　No。

　コ　　　　　　　　　　

P↓しUIt．

　　　　mg

Thyr．R
　　　　　9

Thyr．L　Thy＝．LR

　　　　　9　　　　　　9

Adre．R
　　　　　9

Adre。L　Adre。LR　Ovary．R　　Ovary．LOvary．LR

　　　　　9　　　　　　9　　　　　　9　　　　　　9　　　　　　9

Thymu8
　　　　　9

0

2

3

4

5

6

7

9

12

15

46

61

62

63

64

69

109

112

103

103

98

107

137

152

　92

100

144

131

146

111

　96

0．71

0．32

0。58

0。30

0．60

0．58

0．39

0．34

0．21

0．28

0．30

0．39

0。38

0．29

0，29

O．67

0．30

0．62

0．31

0．58

0．50

0．50

0．39

0．22

0．26

0．29

0．28

0．39

0．37

0．24

L38
0．63

1。19

0．60

1．18

1．08

0．89

0．73

0．42

0．54

0．60

0。67

0．77

0。66

0．53

O．36

0．22

0．42

0．25

0．27

0．29

0．39

0．28

0．26

0．25

0．22

0．47

0．35

0．27

0．33

0．40

0。30

0。61

0。29

0。36

0。43

0．49

0．41

0．32

0．29

0．30

0．55

0．47

0．39

0．46

O．76

0．52

1．04

0．54

0．64

0．72

0．88

0．69

0。58

0．54

0．52

1．03

0．82

0．66

0．79

0．32

0．22

0．28

0。24

0．42

0．17

0．34

0．09

0．18

0．32

0．22

0．13

0．27

0．25

0。14

O．28

0．19

0．95

0．29

0。23

0。15

0．36

0．11

0．55

0．22

0．17

0．14

0．26

0．15

0。10

．0．60

　0．42

　1．23

　0．53

　0。65

　0．33

　0．70

　0．19

　0。73

　0．53

　0．39

　0。27

　0．53

　0．40

　0．24

6．0

1．1

3．5

1．8

1．0

1．6

2．8

6．7

2．1

3．6

2．3

2．4

5．3

0．8

5．8

Mean
S．E．

116．1

　　5．2

O．397

0．038

0。395

0。038

O．791

0．074

0．309

0．019

0．405

0．025

0．715

0．044

0．239

0．023

0。277

0．056

O．516

0．067

3．12

0．51

GrOUP　　A真imal
（ng／kg）　　No・

Subm．R

　　　　　9

Subm．1」　Subm．LR

　　　　　9　　　　　　9

Spleen
　　　　9

Braユn

　　　　9

Hearヒ

　　　　9

Lu夏9

　　　9

工」iver

　　　　9

Kid．R

　　　　9

Kid．L

　　　　9

Kid．LR

　　　　　9

Uteru8
　　　　　9

0

2

3

4

5

6

7

9

ユ2

15

46

61

62

63

64

69

1．3

1．4

1．3

0．8

1．6

0．6

1．4

1．0

1．5

1．2

1．O

O．8

1．0

1．4

0．8

1。4

1．4

1．2

0．8

2．0

0．6

1．4

1．0

1．4

1．1

1．0

0．7

1．0

1．3

0。9

2．65

2．82

2．46

1．52

3．62

1．26

2。75

2．05

2．84

2．37

1．96

1．53

2．03

2．75

1．67

5．6

2．8

4．8

4．2

　3。4

　3。4

　5．7

　6．2

　6．5

　5．0

13．9

　5．5

4．0

　6．2

　3．6

96．7

91．4

82．6

94。9

87．9

84。8

96．4

95．1

81．4

89．3

93．8

　82．3

107．3

85．8

98．5

19．8

18．2

28．2

21．7

23．8

20。3

29．0

30．0

16．5

23．6

25．1

30．6

20．2

20．7

20．8

45。0

24。7

37．1

34．8

31．8

42．9

32．4

42．6

30．7

36．8

81．9

83。4

36．1

34．2

35．4

105．1

92．9

121．8

　81．3

104。3

　88．0

138．9

115．5

　96．7

119．6

126．0

105．9

102．4

　95．4

　87．7

11．6

　9．1

10．7

　9．2

10．0

　9．3

10．8

10．5

　7．6

　9．8

13．1

11．5

　8．2

12．3

10．1

　11．0

　　9．4

　11．3

　　9．2

　　9。5

　　9。6

　10．9

　10。7

　　7。9

’

　9．7

　12．6

　11．7

　　8．6

　13．5

　10．2

22．6

18．4

22．0

18．4

19。5

18．9

21．8

21．2

15．5

19．5

25．7

23。1

16。8

25．8

20．3

　9．2

12．3

21．0

10．7

15。3

　9．1

16。3

　6．2

20．7

16。6

11．8

12．4

19．4

14。6

11．1

Mean
S．E．

1．14

0．08

1．15

0．09

2．29

0．17

5．39

0．68

91．21

　1．88

23．23

　1．15

41．99

　4．46

105．43

　　4．17

10。25

0．38

10．39

0．39

20．63

　0．76

13．78

　1．14

　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　コ　コ　　　　　　　　　

Pエtult．　3　P1しuエtary

Thyr．L　：　Thyroid　（工」eft）

Adre．R　：　Adrena1　（Right）

Adエe．工」R　：　Adrenal　（Lefし　＆　Right）

Ovary　L：Ovary（Lefし》
Kidn．R　：　Kidney　（Right）

Kid．LR　：　Kidney　（工」eft　＆　Right）

Subm。1」　；　Submandibular　gland　（エ」eft）

Thyr．R　：　Thyroid　（Right）

Thyr．LR　：　Thyroid　（工」eft　＆　Right）

Adre。L　：　Adrena1　（Lefヒ）

Ovary　R　：　Ovary（Right｝

Ovary．LR　3　0vary　（1」eft　＆　Right）

Kidn．L　：　Kidney　（Left）

Subm．R　3　Submandibular　gland　（Right）

Subm。LR　：　Sub凧andibular　gland　（Left　＆　Right｝

■
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Table　5－2 Organ　weights　in　FO　dams

GrOUP　　Anima1
（ng／kg）　　No・

　コ　　　　　　　コ

Pユtuユt．

mg

Thyr．R

　　　　　9

Thyr．L　Thyr．LR
　　　　　9　　　　　　　9

Adre．R

9

Adre。L　Adre。LR　Ovary．R　Ovary．1」Ovary．1」R

　　　　　9　　　　　　9　　　　　　9　　　　　　　9　　　　　　　9

Thymu8
　　　　　9

30

16

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

47

50

53

65

102

131

130

123

　76

128

102

131

118

122

　82

133

　72

132

111
　97

115

0．36

0．26

0．42

0．57

0。42

0．44

0．39

0．34

0．27

0．35

0．26

0．42

0．27

0。43

0．20

0．38

0．66

O．38

0．38

0．30

0．57

0．33

0．39

0．41

0．38

0．28

0．34

0。26

0．37

0。25

0。40

0．27

0．35

0．68

0．74

0．64

0．72

1．14

0．75

0．83

0。80

0。72

0．55

0．69

0．52

0．79

0．52

0．83

0．47

0．73

1．34

O．28

0．34

0．26

0．52

0．27

0．41

0．27

0．33

0．34

0。46

0．29

0．39

0．36

0．25

0．29

0．39

0。35

0。38

0．43

0．31

0．72

0．35

0．49

0．37

0．43

0。33

0．60

0．35

0。46

0．45

0．33

0．42

0．46

0．45

O．66

0。77

0．57

1．24

0．62

0．90

0．64

0。76

0．67

1．06

0．64

0．85

0．81

0．58

0．71

0．85

0．80

0．23

0．23

0．18

0．29

0．35

0．36

0．26

0．31

0．49

0．29

0．32

0。33

0．21

0。21

0．25

0。28

0．25

O。22

0．14

0．27

0．16

0．36

0．17

0．31

0．20

0．43

0．26

0。26

0．18

0。31

0．25

0．15

0．36

0。25

0。45

0．37

0．45

0．45

0．71

0．53

0。57

0．51

0．92

0．55

0．58

0．51

0。52

0。46

0．40

0．64

0．50

2．2

0．9

1．8

3．7

1．2

2．8

2．7

7．8

3．8

3。7

1．5

3．8

1．7

5，3

2。2

1．2

1．8

Mea夏

S．E．

112．1
　　4．9

0。379

0。028

0，373

0．027

0．752

0．053

0．341

0．018

0．431

0．025

O．772

0．043

0．285

0。018

0．252

0．020

0．536

0。031

2．83

0．43

GrOUP　　Anima1
（ng／kg｝　　No・

S亘bm．R

9

Subm．L　　Subm．LR

9 9

Spleen
　　　　　9

Brain

9

Hearヒ

9

Luロ9

　　　9

Liver

9

正くid。R

9

Kid．L

9

Kid．LR

9

U七erus

9

30

16

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

47

50

53

65

0．7

0．8

1．0

1．3

1．9

2．1

1．7

1．4

0．9

1．3

1．8

1．4

0。9

1．1

1。1

1。4

1．0

0．8

0．8

1．4

1．2

2．1

2．0

1。7

1．4

0．9

1．1

1．8

1．4

0．9

0．9

1．1

1．4

1．1

1．5

1．6

2．4

2。5

4。0

4．1

3．4

2。8

1．8

2．4

3．6

2．8

1．8

2．0

2。2

2．8

2．1

6．7

4．5

3．7

3．9

2．3

5．2

4．6

7．5

7．3

3．6

3．1

5．2

3．8

7．7

5．2

4．1

4．0

85。8

92．2

85．1

88．8

83．3

78．7

98．2

84．5

87．0

96。4

83。4

88．7

83．4

82．2

85．5

87。5

93．6

24．8

20．8

23．8

23．6

17．9

23．9

19．1

24．9

21．9

26．8

21．4

23．6

20．5

21．2

32．2

22．0

23．3

32．7

29．0

37．1

44．1

31．0

29．7

32．4

56．8

40．4

46．0

34．3

82．1

28。2

35。3

52．4

46．9

45．6

　91．7

　71．0

　99．6

124．3

　79．5

124．6

　92．0

105．9

　99．9

　81．8

108．2

105．5

　86．7

　88．1

111．4

　85．5

113．5

10．6

9。0

8．9

11．3

8．4

10．8

10。0

11．3

　8．7

10。3

　7。5

13．0

　9．4

7。9

14．8

　9．3

11．6

　10．3

　　8．8

　　8。7

　12。2

　　7．8

　11．1

　　9．4

　10．3

　　7。9

　10．3
°　7。9

　12．8

　　9．2

　　8．5

　14．3

　　9．2

　11。4

20．9

17。8

17．6

23。5

16．2

21．9

19．4

21．6

16．6

20．6

15。4

25．8

18．6

16．4

29．1

18．5

23。0

13．1

　7．5

20．6

15．8

10．7

10。3

　9．4

21．7

　9．2

11．2

17。5

23．3

14．0

15．3

14．5

11。0

13．3

Mean
s．E．

1．28

0．10

1．29

0．10

2．58

0．19

4．85

0．39

87．31★

　　1．26

23．04

　0．79

41．41

　3．28

98．19

　3．76

10．16

　0．46

10．01

　0。45

20．17

　0。90

14．02

　1．11

　コ　　　　　　　　　コ

Pltult．
Thyr．工」3

Adre．R　：

Adre．工」R

Ovary　工」

Kidn．R　：

Kid．LR　：

Subm．L
★P＜0．

　　　　　　コ　　　　　　　　　コ

　　　；　Pltuユtary

　　　　Thyroid　（エ」efし）

　　　　Adrena1　（Right）

　　　：　Adre皿a1　（Lefし　＆　Right）

　　　：　Ovary　（工」eft｝

　　　　Kidney（Right》

　　　　Kidney（Left＆Right）

　　：　Submandibular　gland　（Left）

05：Significantly　different　from conヒrol

Thyr。R　：　Thyroid　（Right）

Thyr。工」R　；　Thyroid　（Lefし　＆　Righヒ）

Adre．工」　：　Adrenaユ　（Lefし）

Ovary　R：Ovary（Right）
Ovary．LR　：　Ovary　（Lef七　＆　Righし）

Kidn．L：Kidney（Left）
Subm。R　：　Submaロdibular　gland　（Righし）

Subm．LR：Submandibular　gユand（Left＆Righヒ）

尊
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Table　5－3 Organ　weighヒs　in　FO　dalns

Group
（ng／kg）

　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　コ

Aユimal　P工tu工t．

　No・　　　　　　mg

Thyr．R
　　　　　9

Thyr．L　Thyr．LR

　　　　　9　　　　　　9

Adre．R
　　　　　9

Adre．L　Adre。1」R　Ovary。R　Ovary．LOvary．工」R

　　　　　9　　　　　　9　　　　　　9　　　　　　9　　　　　　9

Thymus
　　　　　9

300

31

33

34

35

37

39

40

41

42

44

45

51

57

60

66

68

121
108

114

75

76

103

76

111
99

121

111
140

132

　76

129

　91

O．26

0．34

0．25

0。37

0．63

0．33

0。43

0．35

0．28

0．38

0．50

0．34

0．43

0．46

0．29

0．37

0．31

0．33

0．27

0。27

0。59

0．29

0．41

0．34

0．29

0．36

0．54

0．39

0．44

0．44

0．27

0。32

O．57

0．67

0．52

0．64

1．22

0．62

0．84

0．69

0．57

0．74

1．04

0．73

0．87

0．90

0．56

0．69

O．29

0．35

0．25

0．36

0．29

0．30

0．30

0．33

0．31

0．35

0。33

0。33

0．35

0．28

0．31

0．32

0．44

0．52

0．38

0．46

0．38

0。33

0．47

0．39

0．41

0．44

0．39

0．40

0．48

0．39

0．34

0。44

0．73

0．87

0．63

0．82

0．67

0．63

0．77

0．72

0．72

0．79

0．72

0．73

0．83

0．67

0．65

0。76

0。15

0．33

0．19

0．12

0．19

0。32

0．26

0．29

0．16

0。26

0．28

0．20

0．21

0．19

0．14

0．30

0．21

0．21

0。31

0。26

0。20

0．96

0．43

0．21

0．26

0。39

0．19

1．29

0．23

1．15

0．19

0．18

O．36

0．54

0．50

0．38

0．39

1．28

0．69

0．50

0．42

0．65

0．47

1．49

0。44

1．34

0．33

0．48

2．8

3．0

0．9

1．3

0．8

2。2

1．5

2．3

5．0

1．5

2．6

1．2

1，4

3．5

3．0

1．2

Mean
S．E．

105．2

　　5．3

0．376

0．025

O．366

0．024

0．742

0．048

0．316

0．008

0．416

0．013

0．732

0．018

0．224

0。017

O．417

0．092

0．641

0。094

2．14

0。28

GrOUP　Animal
（ng／kg）　　No．

Subm．R
　　　　　9

Subm．L　Subm．LR
　　　　　9　　　　　　　9

Spleen
　　　　　9

　　　コBraln
　　　　9

Heart
　　　　9

Lung
　　　9

　コエ」工ver

　　　　9

Kid．R

　　　　9

Kid．L

　　　　9

Kid．LR
　　　　　9

Uterus
　　　　　9

300

31

33

34

35

37

39

40

41

42

44

45

51

57

60

66

68

1．5

1．0

1．1

0．6

0．9

1．1

1．8

1．0

1．3

0．7

1．4

1．3

1．0

1．3

1．2

1．0

1．4

0．9

L1
0．9

0．9

1．1

1．8

1．2

1．3

0．6

1．3

1．4

1．0

1．1

1．2

1．1

2。9

1．9

2．2

1．5

1．8

2．2

3。6

2．2

2．6

1．3

2。7

2．7

2。0

2。4

2．4

2．1

4．7

4．3

4．2

2．8

5．0

8。4

5．0

6．0

4．8

5．0

4．8

3．7

3．5

3．8

2．9

4．8

91．6

75．2

92．2

76．6

　98．7

　90．7

　99．0

　93．8

　87．9

　83．6

　85．3

　91．6

100．1

94．2

　98．5

　99．9

25．5

23。7

20．5

18．1

21．1

26．6

22．5

22．9

23．8

19．4

21．9

24．6

24．4

18．2

24．6

20．2

35．7

38．5

32．5

36．1

39．7

40．7

37。5

39．6

48．9

33．0

39．0

40．3

42．0

50．6

82．0

34．7

108．3

120．4

　85．4

　82．0

　89．6

116．7

101．2

　87．4

100．2

　86．0

　94．8

127．4

102．6

　82．6

　98．0

　92．2

10．2

10．5

10．0

7．9

10。7

13．5

　9．2

　9．9

10．7

10。3

10．4

11．9

11．7

　9．0

10．7

10．3

11。4

10．5

10。4

　8。4

10．5

12．0

　9．6

　9．6

11．4

10．5

10．2

12．7

11．5

　8．8

10．3

11．5

21．6

21。0

20．4

16．3

21．2

25．5

18．8

19．5

22．1

20．8

20。6

24．6

23．2

17．8

21．0

21．8

9。9

7．9

19．6

12。8

16．0

14。3

18．8

16．5

12．7

12．0

11．6

12．1

16．1

12．4

16，0

17。5

Meaロ
s．E．

1．14

0．07

1．14

0．07

2．28

0．14

4．61

0．33

91．18

　1．95

22。38

　0．65

41．93

2．94

98．43

　3．46

10．43

　0。32

10．58

　0。29

21．01

　0．58

14．14

　0．81

　　　　　　　　　　コ

P1しUユt．

Thyr．L：
Adre．R　：

Adre．LR

Ovary　L

Kidn．R

Kid．LR

Subln．L

Not Sエgniflcantly

　　　　コ　　　　　　　　　　

　：　Pltultary

　Thyroid　（Left）

　Adre真a1　（Right）

　；Adrena1　（Left　＆　Right）

：Ovary（Left）
：　Kidney　（Right）

：Kidney（Left＆Right）
：　Submandibular　gland　（Left）

　　　陰　　　　　　different　from　con七ro］，

Thyr．R：Thyroid　（Righし）
Thyr．LR　：　Thyroid　（1」efヒ　＆　Rigbし》

Adre．L　：　Adreユa1　（Lefし）

Ovary　R　；　Ovary（Right⇒

Ovary．LR　：　Ovary　（Left　＆　Right》

Kidn．L　：　Kidney　（工」eft｝

Subm．R　；Submandibular　gland　（Right）

S亘bm．LR　：Submandibular　gland　（Left　＆　Righし）
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Table　6

Pregnancy　outcome，　postnata夏mortality，　and　survival　rate　of　offspring

Ong／kg 30ng／kg 300ng／kg

］Number　of　d劉ms

Number　of紐bortions

INumber　of　stillbirths

Number　of　live　births

Number　of　early　postnatal　deaths

（until　weaning）

Number　of　offspring　th3t　died

within訊bout　l　month　after　weaning

］Number　of　offspring　th飢died

after　about　l　month紐fter　weaning

INumber　that　survived　unti且necropsy

（7ye紐rs　old）

Survival　rate（7　ye紐rs　old），％

Survival　rate（7　years　old），％，except　offspring　death

within勧bout　l　month　after　weanin

23

2

3

18

1

3

4

10

55．6

66．7

20

0

5

15

1

0

5

9

60．0

60．0

20

1

3

16

2

6

2

6

37．5

60．0

　σ）

y
）
　‘
①

冒6
≧

台
畠

7．00

6．00

5．00

4．00

3．00

2．00

1．00

0

一（〉－Ong／kg

　　　　30ng／kg

－　－300ng／kg

　　　　二♂：1〆ら

一一 1・

0 3 6

　　　　　　　　　　　／

グ

912182436486072
　　　Age（month）

Fig．3．

Body　weight　of　male　off忌pring　exposed　to　TCDD加厩θπo　and　during　lactation　at　dose　levels　of　O

（control），30　alld　300　ng／kg．　Numbers　of　male　off3pring　were　4，6and　5　in　the　control，30　and　300

ng／kg　groups，　respectively．　The　values　expressed　are　mean±SE．
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Table　7－1 Body　weigh七　〇f　male　offspring

Group
（ag／kg）

Animal
　No．

OM 1M 3M 6M 9M 12M 18M 24M 36M 48M 60M 72M FBW

0

4

13

61

62

64

O。42

0．54

0．40

0．44

O．48

0．57

0．55

0．53

0．61

0．42

0．71

0。79

0．77

0．71

0．64

0．91

1．15

0．96

1．00

0．93

0．90

1．42

1．28

1．10

NE

1．55

NE

1．54

1．31

1．53

1．86

2．26

2．09

1．78

2。12

2．28

2．68

2．51

2．22

2．56

2．53

3．44

2．77

2．67

2．84

3．04

4．09

一　a

3．28

3．99

4．09

5．67

4．45

6．11

4．98

6．71

5．45

6．21

6．18

6．93

7．14

8．17

Mean

S．D．

0．455

O．054

0．536 0。724　　0．989　　1．175　　1．483　　2．022　　2．450　　2．850　　3．600

0●071　　0．059 O。098　　0．225　　0．1：L5　　0．197　　0．194　　0．350　　0．519

5．080 5．838

0．964　　0．771

7．105

O．821

M　3　Days　after　bir七h　（Mon七h）
FBW　：　Final　body　weighヒ
NE　：　Not：examined
Deaしh　day　1297（a） ．

Tabユe　7－2 Body　weighヒ　of　male　offspring

Group
（ng／kg）

Animal
　No．

OM 1M 3M 6M 9M 12M 18M 24M 36M 48M 60M 72M FBW

30

16

19

22

24

25

27

47

53

0．45

O．41

0．46

0．35

0。45

0。48

0．38

0．57

0．39

0．43

0．57

0．40

O．51

0．53

0．54

0．61

O。45

O．55

0．69

0．50

0．68

0．62

0．72

0．73

O．67

O．93

0。81

一 b

0．91

0．80

0．90

0。99

0．96

1．29

1．13

1．20

1．11

1．15

1．34

1．24

1．56

1．28

1．33

1．36

1．33

1．60

1．72

1．83

1．84

1．97

1．73

1．93

1．86

1．99

2．31

2．13

2。45

2．14

2．12

2．55

r　a

2．84

2．37

3．31

2。50

2．41

3．03

4。29

3．68

3．84

3．64

3．50

3．83

4．79

5．30

5．84

4．97

4．03

4．21

5．56

5．69

6．87

6．61

5．16

6．37

6．97

6。56

8．30

8．01

6．61

7．50

Mean

S．D．

0．443

0．068

0．498

0．082

O．617　　0．860　　1．169 1．386　　1．840　　2。241　　2。743

0．106　　0．108　　0．125　　　0．139 O．093 O．202 0。380

3．797

0．273

4．857

0．676

6．043

0．671

7．325

O．731

M　：　Days　af七er　birth　（Mozlth）

FBW　：　Final　body　weigh七
NE　：　Not　examined
Deaしh　day　1044（a），　159（b）

Not：significan七ly　different　from　control

o

Table　7－3 Body　weight　of　male　offspring

Group
（ng／kg）

Animal
　No．

OM 1M 3M 6M 9M 12M 18M 24M 36M 48M 60M 72M FBW

300

32

33

39

44

51

60

66

68

0．44

0．35

0。43

0。48

0。47

0．42

0．41

0．47

0．54

0．42

0．56

0．44

0．48

O．57

0．56

0．46

0．55

0．64

0．75

0．55

0．55

0．76

0．70

0．56

0．61

0．88

0．88

0．75

0。68

1．03

1．03

0．91

0．80

1．22

1．27

1．09

0．90

1．32

1．27

1．15

O．84

1．50

1．59

1．39

0．94

1．52

1．38

一　e

一　a

NE

2．07

1．95

一　C

2．01

NE

2。20

2．43

2．47

2。39

2．14

2．57

2．60

2．65

2。29

2．52

3．60

3．80

3．78

2。48

3。23

4．75

5．19

5．09

3。44

4．50

6．03

6．33

5．18

3。84

5．08

7．48

7。88

一　b

一　d

6．82

Mean

S．D．

0．434 0．504

0。041　0．060

O．633　　0．845　　1．128　　1．309　　2．010　　2．326　　2．526　　3。378

O．093　　　0．153　　　0．188　　　0．297 O．060 O．147 0．140 0．552

4．594 5．292

O．701　　0。973

7．393

0．535

M　3　Days　af七er　birt：h　（Moロ七h）

FBW　3　Final　body　weigh七
NE　：Noし　examined
Death　day　467（a），　2559（b），　406（c》，　2459（d》，　361（e）

Not　significan七ly　differenヒ　from　contro1
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Table　7－4 Body　weight　of　female　offspring

Group
（ng／kg）

Animal
　Ho．

OM 1M 3M 6M 9M 12M 181近 24M 36M 48M 60M 72M FBW

0

1

2

3

6

7

9

11

12

15

46

58

63

69

0。41

0．44

0．45

0．42

0．33

0．34

0．34

0。47

0．45

0．44

0．35

0．46

0．51

0．48

0．78

0．48

0．56

0．59

0．43

0．59

0．72

0．57

0．48

0。34

0。70

0．55

0．48

0．78

0．61

0．56

0．59

O．55

0．59

0．72

0．75

0．75

0．39

0．70

0．61

0．72

0．95

0．70

0．59

0．88

O．68

0．72

0．86

1．01

1．00

一　e

O，95

1．06

0．97

1．23

1．09

0．84

1．38

0．87

0．73

1．32

1．42

1．27

1．37

1．42

1．15

1．43

1．32

0．86

ユ．62

0．94

0．94

1．67

1，66

1．35

1．67

HE

1．52

1．80

吻　a

1．65

2．00

一 b

1．57

1．86

2．26

1．66

1．91

一　9

1．93

2．20

2．08

2．38

2．04

2．20

口　C

1．71

2．35

2．68

2．56

2．36

2．58

2．61

2．22

1．85

2．79

3．47

3。09

3．73

3．02

3．08

3．43

2。53

3。34

4。03

3。49

4．12

3。82

4．00

3．67

3．00

4．69

4．28

3．55

4．41

4．56

4．44

4．04

一　d

4．43

5．37

4．09

4．65

4．95

4．75

5．00

一　f

Mean

S。D．

0．415　　0．558　　0。620

0．058　　0．122　　0．115

0．842　　1。159　　1●328　　1・803　　2．111　　2。456　　3●211　　3．853

0．156　　0．249　　0．315　　0．235　　0．222 0．303 0．365　　0．496

4．244　　4．802

0．348 0．428

M　：　Days　afヒer　birth　（Month）

FBW　3　Final　body　weight
NE　3　Not　examined
Death　day　453（a），　435（b｝，　723（c）， 1897（d｝，　94（e｝，　2310（f），　395（g）

Table　7－5 Body　weighヒ　of　femaユe　offspring

Group
（ng／kg）

A職imal
　No．

OM 1M 3M 6M 9H 12M 18M 24M 36M 48H 60M 72M FBW

30

18

21

23

26

30

59

65

0．40

0．45

0．39

0．34

0．40

0．43

0．45

0．44

0．55

0．50

0．43

0．51

0．41

0．55

0．64

0．83

0．77

0．63

0．79

0．53

0．77

0．79

1．09

0．95

0．86

1．02

0．72

1．10

1．07

1．34

1．27

1．02

1．36

0．90

1．39

1．21

1．60

1．48

1．15

1．67

1．11

1．81

1．68

2．28

2．01

1．70

2．00

1．80

NE

2．06

2．69

2．48

2．07

2．38

2．31

2．48

2．48

3．15

2．59

一　C

2．60

2．63

2．82

3．05

3．73

3．50

3．32

3。56

3。80

3．63

4．67

一 b

4。27

4。59

4．48

3．79

5．08

4．82

4．81

4．41

一　a

5．99

5．85

一　d

4．41

Mean

S。D．

0。408　　0．484　　0．708

0．038　　0．058　　0．109

0．933　　1．193　　1．433　　1．912　　2．353　　2。712　　3．493　　4．328　　4．582

0．147　　0．194　　0．278　　0．230　　0．229　　0。241　　0．276　　0．418 0．503

5．417

0．875

M　3　Days　after　birth　（Month）
FBW　3　Final　body　weighヒ
UE　：　Not　examined
Death　day　2477（a｝，　1523（b｝，　806（c），　2462（d｝

Not　significantly　different　from　eonしro1

帰

Table　7－6 Body　weight　of　female　offspring

Group
（ng／kg）

Animal
　NO．

OM 1皿 3M 6M 9M 12M 18M 24M 36H 48M 60M 72M FBW

300

31

35

38

40

41

42

45

0．40

0．37

0．37

0．28

0．29

0．46

0．41

0．50

0．43

0．46

一 b

0。37

0．56

0．54

0．64

O．67

0．62

0．56

0．80

0．81

0．87

0．87

0．83

O．84

O．91

0．99

1．17

1．11

0．99

1．16

1．19

1．36

1．44

1．29

1．05

1．44

1．48

1．58

1．91

1．88

一　a

一　C

2。06

一　d

2．17

2．22

2．34

2．68

2．77

2．43

3．26

3．52

3．35

4。27

4．27

5．10

4．29

4．41

4．82

3．63

4。35

5．67

Mean

S．D．

0。368　　0．477　　0．682

0．064　　0．071　　0．101

0．885　　1．163　　1．380　　1．950　　2．243　　2．627　　3．377　　4．547

0．059　　0・120　　0．187 O．096　　0．087 0．176 0．132 0．479

4．507

0．278

4．550

1．035

M　3　Days　afヒer　birヒh　（型［onth）

FBW　：Final　body　weighし
NE　：Noし　examined
Death　day　425（a），　26（b｝，　422（c），　422（d）

Not：significant：ly　differenし　from　conしrol
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Tabユe　8－1 Hemaヒ010gy　in　male　offspring　（Day　180　af七er　birth）

G＝OUP　　Animal
（ng／kg）number

　　RBC　　　　　WBC
（106／㎜3）（103／㎜3）

Hヒ
（亀）

恥
（9／dL）

　Plat．
（103／㎜3）

MCV
（f工、）

MCH
（P9）

MCHC
（9／dL）

Ret．
（鬼》

Eoβino．　Eoβi夏o．
（103㎜3）　（鬼》

0

4

13
61
62
64

5．56

4．92

6．17

5．51

5．24

11．3

15．0

18．7

13．5

13．1

37．9

34．6

38．7

38．1

37．6

13．3

11．5

13．4

12．2

12．6

542
551
435
589
395

68．2

70．3

62．7

69．1

71．8

23．9

23．4

21．7

22。1

24．0

35．1

33．2

34．6

32．0

33．5

1．0

1．4

0．7

1．0

1．3

0．00

0．30

0．19

0．27

0．00

0

2

1

2

0

Mean
S．E．

5．480
0。207

14．32
1．24

37．38
0。72

12．60

0．35

502。4
37．1

68．42

1．55

23。02
0。47

33。68
0．55

1．08

0．12

O．152

0．065

1．O

o。4

30

16
19
22
25
27
47
53

4．69

5．89

4．95

4。48

4．34

5．10

4．61

9．0

12．5

12．2

12．2

17．5

8．5

11．1

34．1

40。3

34．3

30．0

29．0

36．0

32．6

11．5

13．3

11．5

10．5

10．0

12．9

11．0

706
596
564
362
283
543
660

72。7

68．4

69．3

67．0

66．8

70．6

70．7

24。5

22．6

23．2

23．4

23．0

25．3

23．9

33．7

33．0

33．5

35．0

34．5

35．8

33．7

0。9

1．3

0．7

1．0

1．6

1．3

3．2

0．09

0．13

0．12

0．00

0．00

0．17

0．11

1

1

1
0

0

2

1

Mea皿
S．E．

4．866★

0．197

11．86
1．12

33．76★

　1．43

11．53
0．45

530．6
58．3

69．36

0．81

23．70
0．35

34．17
0．37

1．43

0．32

O．089

0．025

0．9

0．3

300

32
33
39
44
51
60
66
68

4．48

4。73

5．51

3．78

4．42

4．53

4．50

6．01

19．1

18．0

14．7

10．0

9．9

19．1

15．6

18．7

31．6

32．2

39．0

27．8

31．8

32．1

33．1

39．9

10．5

10．7

13．1

9．1

11．2

11．1

11．3

13．4

951
596
573
438
439
623
592
411

70．5

68．1

70．8

73．5

71．9

70．9

73．6

66．4

23。4

22．6

23．8

24．1

25．3

24．5

25．1

22．3

33．2

33．2

33．6

32．7

35．2

34．6

34。1

33．6

1。3

2。2

1．1

3。5

1．5

1．8

1．3

1．4

0．38

0．OO

O．00

0．00

0．00

0．76

0．62

1．50

2

0

0

0

0

4

4

8

Mean
s．E．

4．745★

0．246

15．64
1．37

33．44費

　1．43

11．30★

　0．49

577．9
61．0

70．71
0．88

23．89
0．39

33．78
0．29

1．76★

0．28

O．408

0．190

2．3

1．0

RBC3　Number　of　red　blood　ce1ユs
WBC3　Number　of　white　blood　cells
Eヒ3　Hemaしocri七　value
Hb：　Hemoglobin　concenヒra七ion
Plat．：　Number　of　blood　pユatelets

MCV：　Mean　corpuscular　volume
☆Pく0．053Significantly　different

製【CH：　Mean　corpuscular　hemoglobin
MCHC3　Mean　corpuscular　hemoglobin　concenヒraヒion
Ret．　（吃）3　Reticulocyしe　ra七io

Eosino。3　Number　of　eoβinophilic　ユeukocytes
Eosino．（尭）3　Eosinophilic　leukocyte　raしio

from　control

Table　8－2 Hematology　in　male　off3pring　（Day　180　aft二er　birセh）

Group　㎞imal
（ng／kg）11ulnber

　BaSO．
（103㎜3）

Baso．
　傷）

　Mono．
（103㎜3）

聖【ono．

　（竃）

Lymph。
（103㎜3）

Lymph．
　　傷）

Neutro．　　Neutro．
（103㎜3）　（鬼）

o

4

13
61
62
64

O．00

0．00

0．00

0．14

0．13

0

0

0

1

1

0．00

0．30

0．00

0．00

0．26

0

2

0

0

2

10．51
12．75

16。46
12．42
10。87

93
85
88
92
83

0．79

1．65

2．06

0．68

1．83

7

11
11
5

14

Mean
S。E．

0．054

0．033

O。4

0．2

0．112

0．069

O．8

0．5

12．602
1．056

88．2

1．9

1．402

0．280

9．6

1．6

30

16
19
22
25
27
47
53

0．18

0．00

0．00

0．49

0。00

0．00

0．00

2

0

0

4

0

0

0

0．18

0。38

0．37

0．24

0．53

0．17

0．44

2

3

3

2

3

2

4

7．47

10．63

10．37

9．88

15．40

7．14

7．77

83

85
85
81
88
84
70

1．08

1．38

1．34

1．59

1．58

1．02

2．78

12
11
11
13
9

12
25

Mean
S．E．

0．096

0．070

0．9

0．6

0．330★

0．052

2。7★費

　O．3

9．809

1．080

82。3★

2．2

1．539

0．223

13．3

2．0

300

32
33
39
44
51
60
66
68

0．00

0．00

0．15

0．00

0．OO

O．OO

O．00

0．00

0

0

1

0

0

0

0

0

0．57

0．18

0．00

0。20

0．20

0．57

0．16

0．19

3

1

0

2

2

3

1

1

13．94

16．74

12．05
8．80

8．02

16。62

12．48

16。27

73
93
82
88
81
87
80
87

4。20

1．08

2．50

1．00

1．68

1．15

2．34

0．75

22
6

17
10
17
6

15
4

Mean
S．E．

0．019

0．019

0．1

0．1

O．259

0．072

1．6

0。4

13．115
1。211

83．9

2．2

1．838

0．406

12．1
2．3

BaSO．3
Baso．

Mono．3
Mono．
Lymph．3
★P＜0．05，

　Number　of　basophilic　leukocyte3
（老）3　　Basophilic　leukocy七e　ratio

　Number　of　monocytes
（竃）：　Mo且ocy七e　ratio

　　逗umber　of　lymphocyヒes
　　★★P＜0。01　3Significantly　different

］」ymph．　（竃）；　Lymphocyte　raヒio

Neut：ro．3　Nu血ber　of　neut：rophilic　leukocytes
ロeutro．（塁）；　Neutrophilic　leukocyte　ratio

from　contro1
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Tab：Le　8－3 Hematology　in　female　offspring　（Day　工80　afヒer　bir七h）

Group　　」㎞ima1

（ng／kg）number
　　RBC　　　　　WBC

（106㎜3）（103㎜3）
Hヒ
（亀）

　Hb
（9／dL）

　Plaヒ．

（103㎜3）
MCV
（fL》

MCH
（P9）

MCHC
（9／dL）

Ret．
（鬼）

Eosino．　　Eosino．
（103㎜3）　（捲）

0

1

2

3

6

7

9

11
12

15
46
63
69

5．37

5．29

5．62

4．76

5．29

5．69

5．02

4．60

5．51

5。50

4．96

5．94

11．70

15．80

15．50
9．80

13．80

16。70

4。00

12．80

10．80

10．30

11．00

14．40

38．9

37．2

40．1

31．5

36．2

40．0

35．4

33．3

38．5

34．6

35．5

39．2

12．9

12．6

13。9

10．0

11。9

12．8

12．4

11．0

13．0

11．0

12，0

12．7

486
348
383
304
436
438
331
695
455
731
415
450

72．4

70．3

71．4

66．2

68．4

70．3

70．5

72．4

69．9

62．9

71．6

66．0

24．0

23．8

24．7

21．0

22．5

22，5

24。7

23。9

23．6

20．0

24。2

21．4

33．2

33。9

34．7

31．7

32．9

32．0

35．0

33．0

33．8

31．8

33．8

32。4

1．2

1．0

0．7

0．7

1．0

1．3

2．8

1．9

1．4

2．7

2．0

0．8

0．00

0．16

0．00

0．20

0．00

0．00

0．00

0．13

0．11

0．21

0．00

0．00

0

1

0

2

0

0

0

1

1

2

0

0

Mean
S．E．

5．296

0．114

12。217
1．000

36．70
0．79

12．18

0．31

456．0
38．1

69．36
0．85

23．03

0．44

33．18
0．32

1．46

0．21

0．068

0．025

0．6

0。2

30

18

21
23

26
30
59
65

5．61

5，47

5．61

4．91

5．08

4．90

5．68

12．30

17．30
8．80

10．50

16．30
9．60

8．80

38．4

36。8

38。2

33．5

35．8

34．3

37．1

12．6

12．3

12．7

11。2

12．0

12．0

12．6

687
244
426
634
490
440
468

68．4

67．3

68．1

68．2

70。5

70．0

65．3

22．5

22．5

22．6

22．8

23．6

24。5

22．2

32．8

33．4

33．2

33．4

33．5

35．0

34。0

0．9

0．8

0．9

1．9

0．3

1．2

0。7

0．00

0．35

0．00

0．53

0．00

0．19

0．09

0

2

0

5

0

2

1

斑ean
S。E．

5．323

0．131

11．943
1．338

36．30
0．71

12．20

0．20

484．1
55．0

68．26
0．65

22．96

0．31

33．61
0．27

0。96

0．19

0．17

0．08

1．4

0。7

300

31
35
38
41
42

45

4．60

4。73

5．04

4．96

5．81

5．00

13。90

11．10

17。40

23。60
14．90

17．80

34．6

34．8

33．7

31．5

37．5

31．9

11．6

12．0

10．5

9．5

12．4

10．4

283
438
478
628
574
462

75．2

73。6

66。9

63。5

64．5

63．8

25．2

25．4

20．8

19．2

21．3

20．8

33．5

34．5

31．2

30．2

33．1

32．6

1．1

0．9

2．4

1．4

0．9

1．4

0．00

0．11

0．17

0．OO

O．15

0．OO

0

1

1

0

1

0

Mean
S．E．

5．023
0．ユ72

16．450★

　1．745

34．00曹

　0．89

11．07★

0．45

477．2
48．9

67．92
2．12

22．12
1．05

32．52
0．64

1．33

0．24

0．072

0．033

0．5

0．2

RBC　3

WBC：

H七3

Hb　3

Plaし

MCV：
嚢Pく0．

　Number　of
　耳umber　of

Hematocriヒ
Hemo910bin
．：　Number

　Meaロ

　　　　　　　　　　of

　　　　　　corpuscular

O5；significantly

red　blood　cells
white　blood　cells
value
concentration
　　blood　platelets
　　　　　　　volume

　　　　　　different

MCH：　Mean　corpuscular　hemo910biロ
MCHC　3　Mean　corpuscular　hemoglobin　concentraしion
Reヒ．（器）；　Reticulocyte　ra七io
Eosino．3　　Nu皿be＝　of　eosiロophilic　leukocyteβ

Eosino．（器）3　Eosiロophilic　leukocyte　raしio

from　contro1

Table　8－4 Hemaしology　iユ　female　offspring　（Day　180　afしer　birth）

GrOUP　　AIlima1

（nq／kg｝number
　Ba80。
（103㎜3）

BaSO．
　傷）

　Mono．
（ユ03㎜3）

Mono．
　（亀｝

Lymph．
（103㎜3）

工」ymph．

　　（捲）

Neu七ro．　　Neuしro．
（1。3㎜3）　（吃）

0

1

2

3

6

7

9

11
12

15
46
63

69

0．00

0．00

0。OO

O。00

0。14

0．00

0．00

0．00

0．11

0．00

0．11

0。OO

0

0

0

0

1

0

0

0

1

0

1

0

0．47

0．32

0．00

0．00

0．41

0．17

0．04

0．26

0．43

0．10

0．00

0．14

4

2

0

0

3

1

1

2

4

1

0

工

10．06

13．75

12．56

7．35

11．18

15．36

2．68

10．75

8．64

8．14

10．56

12．82

86
87

81
75
81
92
67

84
80
79
96

89

1．17

1．58

2．95

2．25

2．07

1．17

1．28

1．66

1．51

1．85

0．33

1．44

10
10

19
23
15
7

32
13

14

18
3

10

Mean
S．E．

0．030

0．016

0．3

0．1

0．195

0．051

1．6

0．4

10．321
0．970

83．1

2．2

1．605

0．188

14．5

2．2

30

18

21
23
26
30
59
65

O．00

0．00

0．OO

O．OO

O．00

0．OO

O．00

0

0

0

0

0

0

0

0．49

0．52

0。26

0．21

0。33

0．ユ9

0．09

4

3

3

2

2

2

1

10．82

13．32
7．22

8．19

13．53

7．87

7．39

88
77
82
78
83

82
84

0．98

3．11

1．32

1．58

2．45

1．34

1．23

8

18
15
ユ5

15
14

14

Mean
s．E．

0．000

0。000

0．0★

0．0

0．299

0．060

2．4

0．4

9．763

1．048

82．0

1．4

1．716

0．292

14．1

1．1

300

31
35
38
4ユ

42
45

0．14

0。00

0．00

0．00

0．00

0．18

1

0

0

0

0

1

0．14

0．22

0．35

0．94

0。00

0．53

1

2

2

4

0

3

12．37

9．44

12．88

17．70

12．67

15．49

89
85
74
75
85
87

1．25

1．33

4．00

4．96

2．09

1．60

9

12
23

21
14
9

Mean
S．E．

0．053

0．034

0。3

0．2

0．363

0．137

2．0

0。6

13．425雪

　1．160

82．5

2．6

2．538

0．638

14．7

2．5

BaSO。3
BaSO．

Mono．3
賊ono．

工」ymph．：

★Pく0。052Significaユヒly　different

　Number　of　basophilic　leukocyte8
（竃）：　Basophilic　leukocyしe　ratio

　Number　of　mo皿ocytes
（鬼）3　Monocyte　raしio

　　Number　of　lymphocytes
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　from　contro1

Lymph．　（吃）：　　Lylnphocyヒe　ra七io

Neuしro．：　Number　of　neutrophilic　leukocy七es
Neuしro．（監）：　Neutrophilic　leukocyte　ratio
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Table　8－5 Hematology　iロmale　offspring　（36　mon七h　afしer　birth）

GrOUP　　Anima1
（鳳9／kg）n㎜ber

　　RBC　　　　　WBC

（106㎜3）（103㎜3）
H七

傷）

　Hb
（9／dL｝

　Plat．
（103㎜3）

McV
（fL）

MCH
（P9）

MCHC
（9／dL）

Reヒ．
（鬼）

Eo8ino．　　Eosino．
（103㎜3）　（鬼）

0

4

13

61
62
64

5．66

5．32

5．85

5．48

5．07

4．30

7．21

11．96
5．06

5．53

43．2

40．3

43．9

44．3

40．3

13．7

13．3

14．4

14．5

13．2

339
359
325
384
273

76．3

75．6

75．0

80．9

79．6

24．2

24．9

24．6

26．5

26．1

31．7

33．0

32．8

32．7

32．8

1．2

1．9

1．1

1．5

0．8

0．02

0．05

0．82

0．07

0．02

0．5

0．7

6．9

1．3

0．4

Mean
s．E．

5．476

0．135

6．812

1．373

42．40
0．88

13．82

0．27

336．0
18．6

77．48
1．17

25．26
0．44

32．60
0．23

1．30

0．19

0．196

0．156

1．96

1．24

30

19
22
25
27
47
53

6．16

5．43

4．52

5．12

5．50

5．60

7．50

6．28

4．47

5．57

4．41

8．97

44．4

41．4

34．0

36．9

44．0

43．8

14．4

13．4

11．3

12．0

14．4

14．1

400
386
456
377
364
416

72．1

76．3

75。2

72．1

79．9

78。3

23．4

24．7

25．1

23．4

26．1

25。2

32．5

32．3

33．3

32．5

32．7

32．3

0．8

1．2

1．3

0．9

1．3

1．1

0．05

0．08

0．01

0．27

0．03

0．03

0．6

1．2

0。3

4．8

0．8

0．4

Mean
s．E．

5．388

0．222

6．200

0．729

40．75
1．77

13．27

0．54

399。8★★

　13．4

75．65

1．30

24．65
0．44

32．60
0。15

1．10

0．09

0．078

0．040

1．35

0．70

300

33

39
44
60

66

5．42

5．92

5．86

5．35

5．40

7．24

6．03

8．67

8．25

9．66

39．5

43．5

45．1

43．2

42．4

12．9

14．4

14．8

13．7

13．8

460
341
314
424
425

72．9

73．5

77．0

80．7

78．5

23．8

24．3

25．2

25．6

25．5

32．6

33．0

32。7

31．7

32。5

0．8

1．2

1．4

0．9

1．4

0．06

0．05

0．51

0．35

0．55

o．9

0．9

5．8

4．2

5．7

Mean
S．E．

5．590

0．123

7．970

0．621

42．74
0．92

13．92

0．32

392．8
27．8

76．52
1．48

24．88
0．35

32．50

0．22

1．14

0．12

0．304

0．107

3．50

1．10

RBC：

WBC：

Ht3
Hb　3

Plat．3
MCV：
★★P＜0

　Number　of　red　blood　cells
　Number　of　white　blood　ce1ユs

Hematocrit　value
Hemoglobin　concentration
　　　Number　of　blood　platelets

　Mean　corpuscular　voユume
．01：Significantly　different　from

MCH　3　Mean　corpuscular　hemo9ユobin
MCHC：　Mean　corpu8cuユa＝　hemoglobi夏　concen七ra七ion
Ret：。　傷）3　ReticulOCyte　ra七io

Eoβino。3　Humber　of　eosinophilic　leukocytes
Eoβi且o。　（老）：　　Eo8inophilic　leukocyte　ratio

contro1

Table　8－6 Hema七〇10gy　in　male　off8priロg　（36　moaしh　afしer　birth》

GrOUP　Anima1
（ロ9／kq）number

　BaSO．
（103㎜3）

BaSO．
　（零）

　Mono．
（103㎜3）

Mono．
　（亀）

Lymph．
（103㎜3）

工・ymph．

　　（亀）

Neutro．　　Neutro．
（103㎜3）　（吃）

　　LUC
（103㎜3）

LUC
（堵）

0

4

13

61
62
64

0。03

0．02

0．06

0．02

0．01

0．6

0。3

0．5

0．4

0．1

0．12

0．16

0．54

0．16

0．15

2．9

2．3

4．6

3．2

2．7

3．07

5．61

4．99

3。42

4．64

71．4

77．9

41．7

67．7

83．7

O．98

1．27

5．32

1．32

0．70

22．9

17．6

44．5

26。1

12．6

0．08

0．09

0．22

0．07

0．03

1．8

1．3

1．8

1．3

0．5

Mean
s．E．

0．028

0．OO9

O．38

0．09

O．226

0．079

3．14

0．39

4．346

0．479

68．48
7．23

1．918

0．858

24．74
5．45

0．098
0．032

1．34

0．24

30

19
22
25
27
47
53

0．02

0。04

0．00

0．02

0。01

0．05

0．3

0．6

0．1

0．3

0．3

0．6

0．20

0．40

0．08

0．16

0．18

0．46

2．6

6．4

1．8

2．9

4．0

5．1

3．47

3．82

1．47

3．65

2．76

4．88

46．2

60．9

32．8

65．5

62．7

54．4

3．67

1．85

2．84

1．36

1．39

3．44

48．9

29．4

63．6

24．4

31．5

38．4

0．10

0．09

0．07

0．12

0．04

0．10

1．2

1．3

2。8

1．8

0．6

0．4

Mean
S．E．

0．023

0．008

0．37

0．08

0．247

0．061

3．80

0．70

3．342

0．467

53．75
5．05

2．425

0．420

39．37
5．96

0．087

0．011

1．35

0．36

300

33
39
44
60

66

0．02

0．03

0．05

0．07

0．08

0．3

0．5

0．5

0．8

0．8

0．12

0．18

0．34

0．32

0．20

1．6

3．0

3。9

3。9

2．1

4．43

3．49

6．15

6．11

7．20

61．2

57．9

70．9

74．1

74．6

2．50

2．12

1．45

1．25

1．47

34．5

35．1

16．7

15．1

15．2

0．11

0．15

0．18

0．16

0．16

1．2

2．0

1。0

1．2

1。7

煙ean
S．E．

0．050

0．011

0．58

0．10

0．232

0．042

2。90

0。47

5．476

0．666

67．74

3．44

1．758
0．236

23．32
4．70

0．152
0．012

1．42

0．19

Baso．：

Baβo．

Mono．3
Mono．

Lymph．3
Noヒ　significantly　different

　Number　of　basophilic　leukocyteβ
（吃）3　Basophilic　leukocyヒe　ra七io

　Number　of　monocytes
（吃）3　Mo耳ocyしe　raしio

　　Numbe＝of　lymphocytes
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　from　conしro1

Lymph．（堵）3　町mphocyte　ratio
Neuヒro．3　恥血ber　of　neuヒrophilic　leukocyヒes
Neuヒro．　（亀）；　Ueutrophilic　工eukocyt：e　rat：io

LUC言　Number　of　large　unstained　cells
I」UC　傷）3　　Large　unsヒained　ceユユ　ratio
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Table　8－7 Hematology　in　female　offspri且g　（36　month　afしer　birヒh）

GrOUP　　Anima1
（ng／kg）n㎝ber

　　RBC　　　　　WBC
（106／㎜3）（103／㎜3》

Ht
（竃》

恥
（9／dL》

　Plat．
（103／㎜3）

MCV
（fL）

MCH
（P9）

MCHC
（9／dL）

Ret．
（竃）

　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

EOSエno．　　Eo8工no．
（103／㎜3）　（零）

0

1

2

6

7

11
12

46
63

5．32

5．43

4．77

4．98

5．39

4．65

5．52

5．74

6．66

7．96

4．81

2．63

9．52

3．63

4．21

7。06

41．9

45．1

35．9

36．1

41．9

35．8

42．1

42。7

13．4

13．5

11．1

12．0

13．5

11．8

13．8

13。5

318
274
388
348
536
372
340
492

78．8

83．1

75．3

72．6

77。8

77．1

76。3

76。3

25．2

24．8

23．4

24．2

25．1

25．5

24．9

24．1

31．9

29．9

31．0

33．3

32．3

33．1

32．7

31．6

1．0

1．0

1．3

0．8

1．0

1．3

1．2

0．6

0．02

0．03

0．04

0．01

0．12

0．06

0．04

0．04

0．4

0．3

0．9

0．5

1．3

1．6

1．0

0．6

Mean
s．E．

5．225

0．136

5．810

0．836

40．19
1．30

12．83

0。36

383．5

31．2

77．16
1．07

24．65
0．25

31．98
0．40

1．03

0．09

0．045
0．012

0．83

0．16

30

18

21
23
30
59

65

5．65

5．75

5．53

4．68

4．95

5．66

3．95

5．08

10．39

10．88
8．03

8．08

43．0

42。4

43．5

38．1

41．1

42．6

13．2

13．6

13．2

12．3

12．6

13．4

523
261
332
338
368
396

76．2

73．8

78．5

81．3

83．1

75．2

23．3

23．6

23．9

26。3

25．5

23．7

30．6

32．0

30．4

32。3

30．7

31．5

1．2

1．1

1．3

1．1

1．3

1．5

0．03

0．03

0．03

0．35

0．06

0．03

o．9

0．6

0．3

3．2

0．8

0．4

Mean
S．E．

5．370

0．181

7．735
1．133

41．78

0．81

13．05

0。20

369．7
35．8

78．02
1．48

24。38
0．50

31．25
0．33

1．25★

O．06

0．088

0．053

1．03

0．44

300
31
35
42

5．33

5．36

5．89

2．62

2．88

8．84

42．7

43．4

42．6

13．7

14．1

13．9

363
289
444

80．1

81．0

72．3

25．8

26．3

23．6

32．2

32．5

32．7

0．8

0．9

1．3

0．01

0．01

1．23

0．3

0．4

14．0

Mean
S．E。

5．527

0．182

4．780

2．031

42．90鳶

　0．25

13．90★

　O．12

365．3
44．8

77．80
2。76

25．23
0．83

32．47
0．15

1．00

0．15

0．417

0．407

4．90

4．55

RBC；

WBC：
H七：

Hb　3

Plat．：

MCV　3

★PくO．

　Number　of　red　blood　cells
Nu」r㎡）er　of　whiしe　blood　cel15

Hematocri七　value
Hemo910bin　co箆ce就raしion
　　　Number　of　bユood　platelets

Meaロco叩uscular　vol㎜e
O5：Sig且ificant：ly　different

MCH：　Mean　corpu8cular　hemoglobi口　　　　　　　　　　　　　。

MCHC：Hean　corpu8cular　hemoglobin　conceロtration
Ret：．　（捲）：　RetiCulOCyヒe　raヒiO

Eo8ino．：　Number　of　eosinophilic　leukocyヒe8
Eosino．　（零）3　Eosinophilic　leukocyte　ratio

from　conヒrol

Table　8－8 Hemat二〇10gy　in　female　offspring　（36　month　after　birth）

GrOUP　　Aエェi皿al

（ng／kg）number
　BaSO．
（103㎜3）

Baso．
　（捲）

　Mono．
（103㎜3）

Mono．
　（器）

Lymph．　　　1」ymph。

（103㎜3）　（亀）
Neuヒro．　　Neutro．
（103㎜3）　（尭》

　　LUC
（103㎜3）

LUC
傷）

0

1

2

6

7

11
12
46
63

0．03

0．05

0。01

0．01

0。07

0．01

0．01

0．02

O。5

0．6

0．3

0．3

0．8

0．3

0．2

0．3

0．18

0．42

0．25

0．07

0．25

0．19

0．15

0．28

2．7

5．2

5．2

2．7

2．7

5．3

3．6

3．9

4．54

5．51

3．10

2．00

4．57

2．19

3．07

4．69

68．2

69．2

64。5

75．9

48．0

60．4

72．9

66．4

1．83

1．81

1．34

0．51

4．43

1．09

0．86

1．99

27．5

22．7

27．9

19．5

46．5

30．1

20。4

28．2

O．05

0．15

0．06

0．03

0．07

0．08

0．08

0．04

0．7

1．8

1。2

1．O

O．8

2．3

1．9

0．6

Meaロ
s．E。

0．026

0．008

0．41

0．07

O．224

0．037

3．91

0．42

3．709

0．456

65．69

3．04

1．733

0。43

27．85

3．00

O．070

0．013

1．29

0．22

30

18
21
23

30
59

65

0．01

0。01

0．03

0。03

0。03

0．03

0。4

0．2

0。3

0．3

0．3

0．3

O．21

0．17

0．65

0．46

0．35

0．22

5。4

3。4

6．3

4．2

4．4

2．7

2．51

3．42

3．42

6．98

5．79

4．98

63．6

67．2

32．9

64．2

72．2

61．6

1．12

1．41

6．11

2．95

1．69

2．74

28．2

27．7

58．8

27．1

21．1

33．9

0．06

0．05

0．13

0．11

0．10

0．09
，

1．6

0．9

1．3

1．0

1．3

1．1

Meaロ
s．E．

0．023

0．004

O．30

0．03

O．343

0．075

4．40

0．53

4．517

0．691

60．28

5．68

2．670

0．75

32．80
5．46

0．090

0．012

1．20

0．10

300
31
35
42

0．02

0．OO

O．06

0．7

0．1

0．7

0．12

0．10

0．32

4．4

3．6

3．6

1．66

1．53

5．67

63．4

53．1

64．2

O．77

1．18

1．42

29．5

40．9

16．1

0．04

0．05

0．14

1．6

1．8

1．5

Mean
S．E．

O．027

0．018

O．50

0．20

0．180

0．070

3．87

0．27

2．953

1．359

60．23

3．57

1．123

0．19

28．83

7。17

O．077

0．032

1．63

0．09

Ba80．：

BaSO．
Mono．；

Mono．
Lymph．：

Not　significantly　different

　Number　of　basophilic　leukocytes
（鬼）3　Basophilic　leukocyヒe　raヒio

　Number　of　mo口ocyt：es
（鬼）：　Monocyte　ratio

　　Nu血ber　of　lymphocyヒes
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　from　conヒro1

工」ylnph．　（吃》；　Lymphocy七e　rat：io

Neuヒro．：　Number　of　neutrophilic　leukocyt：es
Neu七ro．　（竃》；　Neu七rophilic　leukocy七e　raヒio

LUC：　Number　of　large　unstained　cells
LUC　（吃）：　Large　unsヒained　cell　raヒio
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Table　8－9 Hemaヒ010gy　in　male　offspring（aヒnecropsy）

GrOUP　Animaユ
（ng／kg）number

　RBC
106㎜3

　WBC
103㎜3）

Ht
（鬼）

恥
（9／dL｝

　Plaし．

（103㎜3）
MCV
（fL）

MCH
（P9》

MCHC
（9／dL）

Reし．

（吃）

Eosino．　Eosino．
（103㎜3）　（器）

0

4

13
62

64

5．25

5。22

5．08

5．16

7．96

6．83

4．22

3．66

41．1

42．9

40．7

42．O

13．0

13．2

13。8

13．4

446
323
318
269

78．2

82．2

80．2

81．4

24．8

25．4

27．1

26．0

31．7

30．9

33．8

31．9

1．2

1．4

1．6

1．3

0．24

0．04

0．09

0．02

3．1

0．7

2．1

0．6

Mean
s．E．

5．178

0．037

5．668

1．030

41．68

0．49

13．35

0．17

339．0

37．7

80．50

0．87

25．83

0．49

32．08

0．61

1．38

0．09

0．098

0．050

1．63

0．60

30

19
22
25
27
47
53

5．98

5．29

5．33

4．79

5．16

5．15

20．16

9．73

3．93

5．35

14。22

15．65

42．9

42．6

41．0

35．8

41。4

40．9

14．1

13．1

13．7

11．2

13。3

13．5

392
402
440
392
494
419

71．7

80．5

76．9

74．6

80．2

79．4

23．6

24．7

25．7

23．3

25．9

26．2

32．9

30．7

33．4

31．2

32．2

33．0

1．1

1．2

1．0

0．9

2．5

1．2

0．14

0．05

0．08

0．07

0．11

0．03

0．7

0．5

2．0

1．3

0．8

0．2

Mean
s．E．

5．283

0．160

11．507★

2．568

40．77

1．05

13．15

0．41

423．2★

　16．0

77．22
1．44

24．90

0．50

32．23

0．44

1．32

0。24

0．080

0．016

0．92

0．26

300
33

39
66

5．19

5．79

5．33

9．82

5。72

10．73

38．6

43．9

43．4

12．6

14．4

13．6

420
276
406

74．4

75．8

81．5

24．2

24．8

25．6

32．5

32．7

31．4

1．3

0．8

1．2

0．36

0。08

0。76

3．7

1．5

7．1

Mean
S．E．

5．437

0．181

8．757

1．541

41．97

1．69

13．53

0．52

367．3

45．8

77。23

2．17

24．87

0．41

32．20

0．40

1．10

0．15

0．400

0．197

4。10

1．63

RBC　3　　Number　of　red　blood　cells

WBC　3　Number　of　whit：e　blood　ceユls

Hヒ：　Hematocrit　value

H1）3　Hemoglobin　concentration
Plat．3　Number　of　blood　plaヒeユets

MCV3　Mean　corpuscular　volume
★P＜0．053Significantly　different

MCH：　Mean　corpuscular　hemoglobin
MCHC　3　Mean　corpuscular　hemo9ユobin　concentraヒion
Ret。　（吃）3　RetiCuユOCyte　ra七iO

Eosino．3　Number　of　eosinophilic　leukocyしes
Eosino．　（鬼）：　　Eosinophilic　leukoσyte　rat：io

from　conしro1

Table　8－10 Hematology　in　male　offsprinq（a七necropsy）

GrOUP　Animal
（ng／kg）number

　BaSO．
（103㎜3）

BaSO．
　（竃）

　Mono．
（103㎜3）

Mono．
　（～も｝

Lymph．
（103㎜㍉

Lymph。
　　佳》

Neu七ro．　　Neutro．

（103㎜3）　（制
　　LUC
（103㎜3）

Luc
（鬼）

0

4

13

62

64

0．03

0．02

0．01

0．02

0。3

0．3

0．3

0．6

0．09

0．18

0．06

0．12

1．1

2．7

1．4

3．4

4．69

2．71

2．26

2．32

58．9

39．7

53．6

63。5

2．83

3．79

1．77

1．15

35．6

55．5

41．9

31。3

0．07

0．08

0．03

0．02

0．9

1．2

0．6

0．6

Mean
S』．

0．020

0．OO4

0．38

0．08

0．113

0．026

2．15

0．54

2．995

0．574

53．93

5．15

2．385

0．583

41．08

5．28

0．050

0．015

0．83

0．14

30

19

22

25
27
47
53

0．07

0．03

0．01

0．02

0．08

0．02

0．3

0．3

0．2

0．3

0．6

0。1

0．72

0。40

0．11

0．19

0．31

0．32

3．6

4．1

2．7

3．5

2．2

2．1

3。41

2．43

1．32

3．03

6．12

1．72

16．9

25．0

33．6

56．6

43．0

11．0

15．71

6．77

2．37

1．97

7．50

13．52

78．0

69．6

60．3

36．9

52．7

86．4

0．10

0．05

0．05

0．08

0．10

0．04

0．5

0．6

1．3

1．4

0．7

0。2

Mean
s．E．

0．038

0．012

0．30

0．07

0．342★

0．087

3．03

0．33

3。005

0。700

31．02★

6．93

7．973★

2．307

63．98★

7．31

0．070

0．011

0．78

0．19

300
33

39
66

0．02

0．01

0．07

0．2

0．2

0．6

0．33

0．12

0．20

3．3

2．2

1．9

5．22

2．17

7．47

53．1

38．0

69．6

3．79

3．20

1．98

38．6

56．1

18．5

0．10

0．12

0．25

1．0

2．1

2．4

Mean
S．E．

0．033

0．019

0．33

0．13

0．217

0．061

2．47

0．43

4．953

1．536

53．57

9．13

2．990

0．533

37．73

10．86

0．157重

0。047

1．83費

0．43

BaSO．3

BaSO．

Mono．3

Mono．

Lymph．3
★P＜0．05：Significantユy　dエfferenヒ

　Number　of　basophilic　leukocyte3
（老）：　Basophilic　leukocyte　raヒio

　Number　of　monocyヒes
（堵》3　Monocy七e　ratio

　　Number　of　lymphocytes
　　　　　　　　　　　　　　　　「 from　con七rol

Lymph．（尭）：Lymphocyヒe　raしio

Neutro．3　Number　of　neuしrophilic　leukocy七es
Neutro．（竃》3　Neuヒrophilic　leukocyte　ra七io
工」UC　3　Number　of　large　unsヒained　cells

LUC　（器）；　Large　un3tained　cell　ratio
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Table　8－11 Hematology　in　female　offspring（at　necropsy）

GrOUP　Animal
（ng／kg）number

　RBC
106㎜3

　WBC
103㎜3

Hヒ

（制

　Hb
（9／dL）

　Plaし．

（103㎜3）
MCV
（fL）

MCH
（P9）

MCHC
（9／dL）

Ret．
（堵）

　　　ロEosユno．
（103㎜3

　　　　Eosエno．
　　（尭｝

0

1

2

6

7

11

12

4．65

4．76

4．64

4．99

4．91

4．36

8．17

13．01

9．40

3．91

15．99

7．53

37．0

37．3

34．8

36．1

37．8

34．2

12．2

11．9

10．8

12．0

12．5

11．3

455
455
666
319
456
469

79．6

78．5

74．9

72。3

76．9

78．4

26．3

25．0

23．2

24．0

25．4

25．9

33．0

31．9

31．0

33．2

33．0

33．0

1．1

1．2

1．3

0．1

1．2

1．4

0．09

0．11

0．07

0．01

0．98

0．20

1．1

0．8

0．8

0．1

6．2

2．6

Mean
s。E．

4。718

0．092

9．668

1．743

36．20

0．59

11．78

0．25

470．0

45．4

76．77

1．11

24．97

0．48

32．52

0．36

1．05

0．19

0．243

0．149

1．93

0．92

30
21
30

65

5．26

4．66

5．39

15．83

11．54

11．35

39．9

38．5

38．5

12．8

12．2

12．4

340
323
473

76。0

82．7

71．4

24．4

26．1

23．0

32．1

31．6

32．2

1．4

0。9

0．8

0．46

0．19

0。15

2．9

1．6

1．3

Mean
s．E．

5．103★

0．225

12．907

1．463

38．97★★

　O．47

12。47

0．18

378。7

47。4

76．70

3．28

24．50

0．90

31．97

0．19

1．03

0．19

0．267

0．097

1．93

0．49

300
31
35

42

4．64

4．78

5．15

23．60

5．05

4．88

32．5

37．1

37．0

11．2

12．5

12．1

729
307
350

69．9

77。7

72．0

24．1

26．1

23．5

34．4

33．6

32．6

1．1

0．9

0．8

0．07

0．13

0．96

0．3

2．6

19．7

Mean
S．E．

4．857

0．152

11．177

6．212

35．53

1．52

11．93

0．38

462．0

134．1

73。20
2。33

24．57

0．79

33．53

0．52

0．93

0．09

0．387

0．287

7．53

6．12

RBC：　Number　of　red　blood　cells
WBC：　　Number　of　white　blood　cells

Hヒ：　Hematocrit：value
Hb　3　Hemoglobin　concentra七ion
Pユaし。；　闘umber　of　blood　pla七eleヒs

MCV3　Mean　corpuscular　volume
★PくO．05，★☆Pく0．01　3

MCH；Mean　corpuscuユar　hemo910bin
MCHC　3　Mean　corpuscular　hemoglobin　concen七ra七ion
Re七．　（吃）：　Re七iculOCyte　ratiO

Eosino．：　　Number　of　eosinophilic　leukocyt：es

Eosino．（吃）：Eosinophiユicユeukocyte　ra七io

Significan七ly　differenヒ　from　contro1

Tabユe　8－12 Hematology　in　female　offspring（at　llecropsy）

GrOUP　　Anima1
（ng／kg）number

　BaSO．
（103㎜3）

Baso．
　傷）

　Mono．
（103㎜3）

Mono．
　傷）

工」ymph．

（103㎜3）
Lymph．
　　傷）

Neuしro．　　Neutro．
（103㎜3）　（毛）

　　工」UC

（103㎜3）
LUC
（招）

0

1

2

6

7

11
12

0．02

0．07

0．04

0．06

0．08

0．02

0．2

0．5

0．4

1．5

0．5

0．3

0．22

0．41

0．19

0．13

0．37

0．23

2．7

3。2

2．0

3．3

2．3

3．0

3．98

7．16

4．94

2．77

6．86

4．69

48．7

55．1

52．5

70．8

42．9

62。2

3．76

5．11

4．08

0．86

7．51

2．26

46．0

39．3

43。4

21．9

47．0

30．0

0．10

0．15

0．08

0．10

0．19

0．14

1．2

1．1

0．9

2．4

1．2

1．8

Mean
S．E．

0．048

0．010

0．57

0．19

0。258

0．044

2．75

0．21

5．067

0．688

55．37

4．05

3．930

0．939

37．93

4。08

0．127

0．017

1。43

0．23

30
21
30

65

0．06

0．05

0．02

0．4

0．5

0．2

0．38

0．35

0．20

2．4

3．1

1．8

6．77

6．73

4．46

42．8

58．3

39．3

8．05

4．11

6．41

50．9

35．6

56．5

0．11

0．10

0．10

0．7

0．9

0．9

Mean
S．E．

0．043

0．012

0。37

0．09

0．310

0．056

2。43

0．38

5．987

0．763

46．80
5．84

6。190

1．143

47．67

6．25

0．103

0．003

0．83★

0．07

300
31

35
42

0．07

0．02

0．02

0．3

0．3

0．4

0．81

0．11

0．28

3．4

2．1

5．8

3．71

1．89

1．89

15．7

37．4

38．8

18．87

2．85

1．60

79．9

56．4

32．7

0．08

0．06

0．13

0．3

1．2

2．7

Meaロ
s．E．

0．037

0．017

0．33

0．03

0．400

0．211

3．77

1．08

2．497★★

　0．607

30．63★嚢

　7．48

7。773

5。560

56．33

13．63

0．090

0．021

1．40

0．70

BaSO．：

Baso．

Mono．：

Mono．

Lymph．3
★Pく0．05，★★Pく0

　Number　of　basophilic　leukocytes
（毛）3　　Basophilic　leukocyヒe　ratio

　Number　of　monocy七es
（亀）3Hoロocyte　ra七io

　　Number　o　f　lymphocyt：es
　　　　　　　．01　3 Significan七ly　differenヒ

　Lymph。　（老）：　　Lymphocyte　ratio

　Neuしro．：　Nu血be＝of　neutrophilic　leukocytes
　Heuヒro．（蓄》：Neutrophilic　leukocyte＝atio
　】」UC：　Number　of　large　unstained　ceユls

　LUC　（亀）3　Large　unstaiロed　cell　rat：io

from　contro1
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Ta上）1e　9－1 Serum　biochemisヒry　in　male　offspriロg　（Day　180　aft：er　bir七h》

Gヱoup
（ng／kg）

㎞imal
　No．

ASAT
（エu／L）

ALAT
（エu／L》

　ALP
にU／L》

　CPK
（エu／L》

T．Bi1．

（mg／dL）

T．Prot：．

（9／dL）

T．Chol．
（mg／dL）

　TG工」

（mg／dL）

0

4

13

61
62
64

32
42
37
32
43

14
14
23
21
34

2074
1048
961
1659
1404

168
1486
236
181
207

0．240

0。230

0．200

0．240

0．230

6．6

7．8

7．1

7．2

7．5

234
239
219
198
235

24
37

20
28
42

Mean
S．E．

37．2

2．4

21．2

3．7

1429。2
204。2

455．6
257．9

0．228

0．007

7．24

0．20

225．0
7．6

30．2

4．1

30

16
19
22
25
27
47
53

25
25
41
29
30
47
61

40
29
2ユ

32
27
27
19

1322
1906
1501
1589
1028
1089
941

228
330
473
705
2523
295
242

0．30

0．30

0．19

0．26

0．30

0．27

0．22

6．1

6．7

7．1

6．9

6．4

6．7

6。1

331
164
163
266
162
218
176

65
28
20
32
16
25
31

Mean
S』．

36．9

5．1

27．9
2．6

1339．4
131．7

685．1
312．7

0．263砦

0．016

6．57費★

0．15

211．4
24．7

31．0
6．1

300

32
33
39
44
51
60
66
68

46
77
40
48
58
46
41
38

14
37
29
45
工5

22
17
15

1071
2742
1008
1279
840
1282
1261
2491

548
168
693
144
568
111
169
354

0。28

0．49

0．30

0．26

0。51

0．36

0．20

0．41

7．6

6。4

6．9

5．9

6．1

6．8

6．3

5．7

154
141
209
136
224
181
182
218

94
127
88
60

211
122
39
87

｝mistry

　　　　　　Mean

in　mi　S。E．

49．3★

　4．5

24．3
4．1

1496．8
251．4

344．4
81．2

0．351曹★

　0．039

6．46★

0．22

180．6☆

12．2

103．5★費

　18．5

Notes）　ASAT
　　　　　　ALAT

　　　　　　ALP

　　　　　　CPK

　　　　　　★Pく0．05，

：Aspar七aヒe　aminotransferase
：Alanine　aminot：ransferase
：A工kaline　phosphaヒase
：Creaヒine　phosphokiロase
★★Pく0．01：Significa二tly　differen七

T．Bil．

T．Prot．

T．Cho1．

TGL
from　co】ユtro1

：Toヒal　prot：ein

：Albumin
：Toしal　chole8しerol

：Triglyceride

Ta二ble　9－2 Serum　biochemistry　in　male　offspring　（Day　180　aft：er　birt：h》

Group
（ng／kg）

Animal
　No．

Glucose
（mq／dL）

　BUN
（mg／dL）

Creaし．
（mg／dL）

　　工P

（mg／dL）

　　Ca

（mg／dL）

　　Na
（mEq／L》

　　K
（mEq／L）

　　Cl

（mEq／L》

0

4

13

61
62
64

103
106
110
101
114

20．8
17．5

14．5

15．1

16．7

0．79

0．76

0．66

0．83

0．94

5．36

6．35

7．13

3．99

6。01

11．3

10．7

9。7

9．0

10．8

146
149
151
153
148

4．4

4．1

4．1

5．1

5．6

105
108
116
111
109

Mean
S．E．

106．8
2．4

16．92
1．11

O。796

0．046

5．768

0．528

10．30

0．42

149．4
　1．2

4．66

0．30

109．8
　1．8

30

16
19
22
25
27
47
53

121
28
100
127
227
91
108

23．9

21．1

45．0

19．4

17．1

19．4

13．2

0．84

0．64

0．88

0。73

0．83

0．70

0．75

5．37

7．07

7．26

6．14

8．01

6．29

6。47

10．1

10．4

11．1

10．4

11．1

10．6

12．2

145
150
146
144
147
148
148

5．3

5．1

4．8

4．6

4．4

4．1

4．2

110
112
109
109
110
109
113

Mean
S．E．

114．6

22．4

22。73
3．92

0．767

0．032

6．659
0．326

10．84
0．27

146．9★

　0．8

4．64

0．17

110．3
0．6

300

32
33
39
44
51
60
66
68

109
125
86
67
72
ユ29

179
114

16．3

13．8

13．4

16．3

23．6

15．0

13．4

11．1

0．82

0．67

0．64

0．63

0．64

0，63

0．77

0．43

5．16

6．04

5．33

5．31

3。58

7．85

4．96

5．97

10．6

9．2

11．5

9．5

11．9

11．1

10．9

11．6

146
146
148
147
146
147
144
145

3．9

4．7

5．0

5．1

3．3

4．7

3．7

4．7

110
108
108
110
106
114
107
112

Mean
s．E．

110．1
12．8

15．36
1．32

O．654★

O．041

5．525
0。427

10．79
0．35

146．1★

　o。4

4．39

0．23

109．4
　0．9

Notes） Gユucose
BUN
Creaし．

工P

★Pく0． 053Significanヒly　dエfferent：　from　coロtrol

：Glucose
：Blood　urea　nitrogen
　　　　　コ　　　　　コ
：Creaヒユnユne

：工norganic　phosphorus

Ca
Na
K
C1

：Caユcium

：Sodium
　　　　　　ロ：Potass：LUm

：Ch工oride
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Table　9－3 Serum　biochemistry　in　fema工e　offspring　（Day　180　aft：e＝　birth》

Group
（ng／kg）

Animal
　No．

ASAT
（エu／L》

ALAT
（エu／』）

　AI」P

（エu／L）

　CPK
（エu／L）

T．Bil．
（mg／dL）

T．Proヒ．
（9／dL）

T．Cho1．
（mg／dL）

　TGL
（mg／dL》

0

1

2

3

6

7

9

11
12
15
46
63
69

78
89
55
45
28
66
59
29
38
37
37
36

29
44
26
28
19
103
39
14
20
23
24
46

1304
1430
1210
1424
1561
750
875
1198
2322
1545
1503
993

413
4319
2184
258
105
459
358
201
189
203
742
240

O．38

0。52

0．37

0。19

0．32

0．42

0．22

0．23

0．29

0．21

0．35

0．25

6．6

7．3

6．9

7．0

7．1

6．9

6．4

7。2

6．9

7．1

6．9

6．6

268
381
251
221
225
728
129
176
287
202
213
191

36
47
38
34
30
go
49
18
12
13
80
17

Mean
S．E．

49．8
5。7

34．6
6．8

1342．9
117．4

805．9
358．3

O．313

0．029

6．91

0．08

272．7
45．2

38．7

7．2

30

18
21
23
26
30
59
65

34
46
41
51
43
62
29

32
27
22
29
27
89
14

1023
1425
1570
2450
1348
1342
1487

334
341
266
316
1746
386
259

0．31

0．26

0．43

0．25

0。25

0。54

0．47

6．9

7．6

7．0

6．9

6．6

6．1

7。0

324
238
345
158
148
488
277

105
30
108
39
56
135
104

Mean
S．E．

43．7
4．1

34．3
9．4

1520．7
168．0

521．1
204．8

0．359

0．045

6．87

0．17

282。6
44．6

82．4費費

15．2

300

31
35
38
41
42
45

41
48
29
28
74
43

20
27
16
16
49
24

1426
1589
1014
1341
894
1332

98
633
165
202
221
525

O．25

0．39

0．19

0．16

0。38

0．28

6．7

7．2

6．0

6．0

7。1

7．6

166
205
138
243
237
265

34
27
69
23
99
75

Mean
s．E．

43．8

6．8

25．3

5．1

1266．0
106．7

307．3
88．7

0．275

0．039

6，77

0．27

209。0
20．0

54．5
12．6

可otes）ASAT　　：Asparヒate　aminotransferase
　　　　　　ALAT　　　　　：Alanine　a臨inotransferase

　　　　　　ALP　　　　　　：Alkaline　phosphatase

　　　　　　CPK　　　　　　：Creatine　phosphokinase

　　　　　　勅P＜0．01；Significantly　different　from　contro1

T．Bi1．

T．Prot．
T．Cho1．

TGL

：Total　protein
：Albu皿in

：Total　cholesヒero1
：Trig工yceride

Table　9－4 Ser㎜biochemistry　in　female　offspring　（Day　180　afヒer　birth）

Group
（ng／kg）

Animal
　No．

Glucose
（mg／dL）

　BUN
（皿9／dL）

Creat．
（mg／dL）

　　工P

（mg／dL）

　　Ca
（mg／dL）

　　Na
（mEq／L）

　　K
（mEq／L）

　　C1

（mEq／L）

0

1

2

3

6

7

9

11
12
15
46
63
69

103
168
167
81
126
102
106
72
80

105
124
92

21．0

16．3

19．0

17．4

20．6

19．6

22．0

10．9

19．5

15．8

12．8

23．8

0．69

0．84

0．74

0。75

0．68

0．69

0．69

0．71

0．83

0．75

0．76

0．47

5．11

5．21
6．56

5．78
6．06

5．08

4．47

6．78

4．99

7．74

8．27

6．96

10。5

8．0

10．5

10．9

11．7

10．9

9．9

9．5

11．4

11．0

10．8
9。7

147
147
144
149
147
147
128
149
148
150
149
148

4。7

5．1

4．0

5．2

5．3

5．7

4．2

5．1

3．8

5．5

5．2

4．6

111
112
110
110
111
112
88
113
109
109
108
11ユ

Mean
S．E．

110．5
　9．0

18．23
1．09

0．717

0．027

6．084
0．344

10。40
0．29

146．1
　1．7

4．87
0．18

108．7
1．9

30

18
21
23
26
30
59
65

96
91
104
125
工35

103
109

34．3

16．3

11．5

14．8

16．1

15．9
15．2

0．65

0．8

0．67

0．79

0．61

0．52

0．55

5．92

5．87

10．36
5．30

6．49

6．98

6．51

10．9

10．4
ユ1．0

11．7

10．6

10．7

11．1

148
147
146
151
146
146
149

5．4

4。3

4．9

4。5

4．0

5．2

5．1

108
109
104
109
109
108
112

Mean
S．E．

109．0
5．9

17．73
2．83

0．656

0．041
6。776
0．632

10．91
0．16

147．6
　0．7

4．77
0．19

108．4
　0．9

300

31
35
38
41
42
45

64

121
92

111
64

111

17．9

16．1

24．9

15．0

13．7

10．6

0．70

0．75

0．97

0．8

0．61
0．66

5．46

6．19

4．21

4．34

4．64
5．60

10．8

10．9

8．8

9．6

7．3

11．4

148
151
144
147
147
148

5．2

4．8

3．6

3．9

3。7

4．7

111
112
109
108
108
109

圏【ean

s．E．

93．8

10．2

16．37
1．98

0．748

0．052

5．073鳶

0．324

9．80

0．63

147．5
　0．9

4．32★

0．27

109．5
　0．7

Notes）Glucose　　：Glucose
　　　　　　BUN　　　　　　：Blood　urea　ユitrogen

　　　　　　Crea七．　　　：Crea七ini口e

　　　　　　工P　　　　　　　：工norganic　phosphorus

　　　　　　★Pく0．053Significantly　diffe＝enヒ from　con七ro1

Ca
Na
K
Cl

：Calcium
：Sodium
：Po七assiu皿

：Chloride
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Table　9－5 Serum　biochemistry　in凱ale　offsprinq（36　month　afヒer　bir七h）

Group
（ng／kg）

Animal
　No．

ASAT
にu／L｝

ALAIr
（エu／L）

ALP
（エU／L）

　CPK
にu／L）

T．Bi1．

（mg／dL）

T．Prot．
（／dL）

T．Cho1．

（m／dL》

　TGL
（m／dL）

o

4

13

61
62
64

57
45
52
50
96

71
37

56
77

212

858
1275
784
1048
1467

193
444
1011
258
284

O．17

0．24

0．14

0．17

0．18

7．7

7．9

7．6

7．4

7．3

133
160
171
187
155

20
30
85

38
26

Mean
S．E．

60．0

9．2

90．6

31．1

1086．4

127．6

438．0

149．1

0．180

0．016

7．58

0．11

161．2
8．9

39．8

11．7

30

19

22
25
27
47

53

39
69

74
49
74
75

87

91
179
47
112
90

1279
1509
944
898
1349
1102

279
695
465
130
218
308

0．27

0．22

0．25

0．17

0．15

0．09

7．8

7．3

7．1

7．7

7．5

6．8

120
123

181
173
160
122

33

26
16

31
69

71

Mean
S．E．

63．3

6．3

101．0

17．8

1180．2

98．0

349。2

82．6

0．192

0．028

7．37

0．15

146．5
11．4

41．0

9．5

300

33

39
44
60

66

77
42
55

119
91

133
54
81

239
110

1402
1424
1383
828
2082

137
187
344
223
122

0．30

0．25

0．21

0．15

0．22

7．5

7．4

8．2

7．5

7．4

118
163
159
95

130

26
27
43
44
52

Mean
S．E．

76．8

13．5

123．4

31．8

1423．8

198．8

202．6

39．7

0．226

0．025

7．60

0．15

133．0

12．8

38．4

5．1

Notes）　ASAT
　　　　　　　ALAT

　　　　　　　ALP

　　　　　　　CPK

　　　　　　　Noヒ signifエcantly　dエffere二t

：Aspar七ate　aminotransferase
；Alanine　amino七ransferase
；Alkaline　phosphaセase
：Creatine　phosphokinase
　5　　　　　　　　　’　　　　　　　　　from　contro1

T．Bil．

T．Prot．

T．Chol．

TGL

：Total　protein
：Albumin

：Total　cholestero1
：Triglyceride

Table　9－6 Serum　biochemis七ry　in　male　offspring　（36　moユt：h　afヒer　birヒh）

Group
（ng／kg》

Animal
　No．

Gユucose
（mg／dL）

　BUN
（mg／d』）

Creat．
（mg／dL｝

　　工P

（mg／dL）

　　Ca

（mg／dL｝

　　Na

（mEq／L）

　　K
（mEq／L》

　　Cl

（mE／L｝

0

4

13

61
62

64

69

84

75
79

71

34．3

33．5

25．1

33．5

29．8

0．64

0．48

0．42

0．52

0，53

5。44

6．80

5．24

7．18

6．41

11，0

10．2

9．8

10．7

10．0

153
146
148
155
151

4．4

3．9

4．3

4．5

4．6

106
106
105
104
110

Mean
S．E．

75．6

2．7

31．24

1．72

0．518

0．036

6．214

0．378

10．34

0．22

150．6
　1．6

4．34

0．12

106．2
1．0

30

19

22

25
27

47

53

70
67

56

76
86

70

23．6

35．8

25，4

40．4

27．8

33．4

0．54

0．43

0．54

0．49

0．46

0．60

6．39

6．15

6．36

5．31

6。48

4．86

10。6

9．9

10．2

10．5

10．0

10．0

155
150
150
150
152
150

4．5

4．5

4．2

4．8

5．0

5．5

111
108
114
107
107
106

Mean
s．E．

70．8

4．1

31．07

2．67

O．510

0．025

5．925

0。275

10．20

0。12

151．2
0．8

4．75

0．19

108．8
1．2

300

33

39
44

60

66

72

90
69

86

117

26．6

22．8

17．8

36．9

24．6

0．57

0．51

0．38

0．55

0。35

5．08

6．24

6．56

5．40

7。08

10．1

10．2

10。4

10．1

9．9

148
153
154
151
145

4。0

4．7

5．1

4．9

4．6

107
109
107
103
108

Meaユ
s．E．

86．8

8．5

25．74

3．15

0．472

0．045

6．072

0．369

10．14

0．08

150．2

　1．7

4．66

0．19

106．8

1．0

Notes》 Glucose
BUN
Crea七．

工P

No七 si⊆nificanヒly　dエffere鳳t

：Glucose
：Blood　urea　ni七rogen
　　　　　　　　　　　　コ
：Creaヒユnユne

：工norganic　phosphorus
　　　　　　　　　　‘　　　　　　　　from　conヒrol

Ca
Na
K
Cl

：Calcium
：Sodium
　　　　　　　コ：PO七aSSユU皿

：Chloride
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Table　9－7 Ser㎜biochemis七ry　in　fe皿ale　offspring（36　mon七h　after　bir七h）

Group
（ng／kg）

Animal
　No．

ASAT
（エu／L）

AI」AT

（エu／L｝

　ALP
（エU／L）

　CPK
（エu／L）

T．Bil．

（mg／dL）

T．Proヒ．

（9／dL）

T．Cho1．
（mg／dL）

　TGL
（m／dL）

o

1

2

6

7

11
12

46
63

77

91
53

33

48
48

100
81

69

66

58

44

55

37

109
201

891
987

1152
1116
ユ121

367

609

1392

512
637
643
483
336
425
275
96

0．20

0．11

0。21

0。21

0．19

0．22

0．18

0．18

7．9

7．6

7。1

7。4

7．4

7．2

7．7

7．6

202
110
195
179
182
165
119
179

37

50
56
18
60
62

24

41

Mean
S．E．

66．4

8．5

79．9

18．9

954．4

116．0

425．9

65．7

0．188

0．012

7．49

0．09

166．4

12．O

43．5

5．8

30

18

21
23
30
59

65

83

60

59

29
36

43

208
75
102
37

65

55

1177
916

1128
1231
963

1827

633
1230
202
141
347

287

O．27

0。29

0。16

0。08

0．18

0．13

7．1

7．2

7．7

6．8

7．4

7．4

161
102
126
99

224
137

31
17

86

68

123
75

Mean
S．E．

51．7

8．0

90．3

25．1

1207．0

133．7

473．3

166．6

0．185

0．033

7．27

0．13

141．5

19．0

66．7

15。7

300
31
35
42

107
66

121

228
116
176

1025
1339
1168

326
664
215

O。25

0．34

0．20

7．4

7．4

7。4

103
130
103

19

21
35

鯉【ean

s．E．

98。O★

16．5

173．3嚢

32．4

1177．3
90，8

401．7

135．0

0．263★

0．041

7．40

0．00

112．O★

9．0

25，0

5．0

Notes》　ASAT
　　　　　　A』AT

　　　　　　ALP

　　　　　　CPK

　　　　　　★P＜0． 05：Sユg肌fエca就ly　dエfferen七

：Aspar七a七e　amino七ransferase

：Ala鳳ine　amino七ransferase
：Alkaliロe　phosphaヒase

：Creaヒine　phosphokinase
畢　　’　噛　　　　　　　　’　　　　　　　　from COロヒrol

T．Bil．

T．Proヒ．

T．Chol．

TGL

：Total　proヒein

：Alb㎜in

：Total　choles七erol

：Triglyceride

Table　9－8 Serum　biochemisヒry　in　female　offspring　（36　month　af七er　birt：h）

Group
（ng／kg》

㎞imal
　No．

Glucose
（mg／dL》

　BUN
（mg／dL）

Crea七。

（mg／dL）

　　工P

（mg／dL》

　　Ca

（皿9／dL》

　　Na

（mEq／L）

　　K
（mEq／L）

　　C1

（皿E／L）

0

1

2

6

7

11
12

46
63

112
117
88
86

81
72

77

100

28．9

40．8

35．0

21．7

28。4

39．5

45．5

24．0

O．57

0．56

0．54

0．49

0．45

0．51

0．38

0．57

5．54

5．54

6．86

5．98

5．36

3．77

5．91

7．74

10．6

10．1

9．9

10．4

10．6

9．9

10．0

10．8

148
152
153
153
150
147
147
156

4．0

4．0

4。9

4．4

4．5

4．6

5．1

5．2

105
109
110
110
108
107
105
109

胞【ean

S．E．

91．6

5．8

32．98

3．02

0．509

0．024

5。838

0．409

10．29

0．13

150．8
1．2

4．59

0．16

107．9
0．7

30

18
21
23
30
59
65

86

71
67

103
94

76

22．8

17．9

30．6

24．5

36．7

23．3

0．5

0．51

0．58

0．46

0．55

0．4

6．74

6．57

5．51

6．49

5．06

8．03

10．2

10．0

10．7

9．5

10．4

10．4

151
151
154
149
149
148

4．9

4．1

5．5

4．4

4．9

4．3

109
109
113
110
108
108

Mean
s。E．

82。8

5．7

25．97

2．71

0．500

0．026

6．400

0．424

10．20

0．17

150．3

0．9

4．68

0．21

109．5
　0．8

300
31
35
42

38

68

65

31。2

21．1

21．2

0．54

0．52

0．46

5．92

5．81

5．15

10．8

9．9

10．5

153
156
150

4．0

3．8

4．8

111
112
104

Mean
s。E．

57．0★★

　9．5

24．50

3．35

0．507

0．024

5．627

0．240

10．40

0．26

153．0
1．7

4．20

0．31

109．0
2．5

Noしes） Glucose
BUN
Crea七．

工P

勅P＜o． 01：Significanヒ1y　dエfferenヒ　from　con七rol

：Glucose
：Blood　urea　nit：rogen
　　　　　　コ　　　　　コ：Creaヒ：Lnユ：1e

：工norganic　phosphorus

Ca
Na
K
C1

：Caユcium

：Sodium
：PO七assium

：Chloride
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Table　9－9 Serum　biochemis七ry　in　male　offspring（at　necropsy）

Group
（n／k）

Ani皿al
　No．

ASAT
にU／L｝

ALAT
（エu／L）

　ALP
（エu／L）

　CPK
（エu／L》

T．Bil．

（m／dL）

T．Proヒ．

（／dL）

T．Cho1．

（m／dL）

　TGL
（m／dL）

0

4

13

62

64

26
61
52
40

47
66
65
82

568
356
561
419

728
63

258
119

0．15

0．17

0．14

0．14

7．3

7．9

6．8

7．3

111
117
130
154

21
25
43

33

Mean
s．E．

44．8

7．6

65．0

7．2

476．0

52．7

292．0

151．0

0．150

0．007

7．33

0．22

128．0
9．5

30．5

4，9

30

19

22

25
27
47

53

25
41
29
30
47
61

45
63

47
40
60

66

725
748
573

371
607

727

134
91
122
111
195
120

0．28

0．20

0．24

0．17

0．13

0．18

7．6

7．7

7．5

7．6

7．5

6．5

124
136
178
166
168
99

58
24
22
29
58
26

Mean
S．E．

38．8

5．6

53．5

4．4

625．2

58．6

128．8

14．5

0．200★

0．022

7．40

0．18

145．2

12．5

36．2

7．0

300
33

39
66

36
40
97

51
72
219

667

638
897

119
747
77

O．17

0．21

0。15

7．2

7．4

8．O

98

151
142

37
27

36

Hean
S．E．

57．7

19．7

114．0

52．8

734．0費

81．9

314．3

216．7

0。177

0。018

7．53

0．24

130．3

16．4

33．3

3．2

No七es）ASAT
　　　　　　ALAT

　　　　　　ALP

　　　　　　CPK

　　　　　　★PくO． 053signエfユcantly　dエfferen七

：Asparしate　amino七ransferase
：Alaエエine　amino七ransferase

：Alkaline　phosphatase
：Crea七ine　phosphokinase
　　°　”　　　　　　　　　from　conヒrol

T．Bi1．

T．P：Oヒ．

T．Chol．

TG1」

：Toヒal　proヒein

：Albumin

：Total　cholesterol
：Triglyceride

Table　9－10 Seruln　biochemistry　in　male　offspring　（at　necropsy）

Group
（ng／kg）

Animal
　h「o．

Glucose
（mg／dL）

　BUN
（mg／dL）

Creat．
（皿9／dL）

　　工P

（mg／dL）

　　Ca

（mg／dL）

　　Na

（mE／L）

　　K
（mEq／』）

　　c1

（mE／L）

0

4

13

62
64

87

94

151
79

28．0

54．6

41．8

28．3

0．93

0．95

1．23

0．98

3．36

3．90

5．01

4．17

9．9

10．3

9．8

9．8

149
148
146
153

4．6

4．5

4．2

4．0

103
109
106
110

Hean
s．E．

102．8

16．4

38．18

6．35

1．023

0．070

4．110
0．344

9．95

0．12

149．0
　1．5

4．33

0．14

107．0
1．6

30

19
22
25
27
47
53

50
90
84

76

76
53

25．0

31．3

27．3

31．2

21．1

24．6

0．88

1．04

0．98

1．14

0．78

1．09

4．40

4．26

4。75

3．68

4．59

3．97

10．0

10。5

9。8

10．5

9．9

9．9

150
154
148
152
150
153

．
3．7

4．2

4．0

4．1

4。2

3．8

111
108
109
112
109
111

Mean
s．E．

71．5★

6．7

26．75

1．64

0．985

0．055

4。275

0．162

10．10

0．13

151．2

0．9

4。OO★

0．09

110．0★

　0．6

300
33
39
66

93

111
136

25．6

23．8

22．6

0．97

1．05

0．99

3．62

3．59

5．45

9．8

10．1

10．6

146
152
156

3．8

3．8

4．8

107
109
114

Mean
S．E．

113．3

12．5

24．00

0．87

1．OO3

0．024

4．220

0．615

10．17

0．23

151．3
　2．9

4．13

0．33

110．0
2．1

Notes）Glucose
　　　　　　BUN

　　　　　　Creat．

　　　　　　工P

★Pく0。053Significantly　dエfferent：　from　con七ro1

：Glucose
：Blood　urea　nitrogen
　　　　　コ　　　　　コ
：Creatユn：Lne

：工norganic　phosphorus

Ca
Na
K
Cユ

：Calcium
：Sodiu皿
　　　　　　コ：PotaSS：Lum

：Chloride

■
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Table　9－11 Ser㎜biochemistry　in　female　offspring（a七nec＝opsy）

Group
（n／k）

Animal
　No．

ASAT
（エu／L）

ALAT
（エu／L）

ALP
（エu／L）

　CPK
（エu／L）

T．Bi1．

（m／dL）

T．Prot：．

（／dL）

T．Chol．

（m／dL｝

　TGL
（m／dL｝

0

1

2

6

7

11
12

43

71
47
53

40
36

51
93

82

42
86

71

284
395
399
878
604
200

162
850
134
190
94

247

0。22

0．19

0．16

0．18

0．13

0．16

7．5

6．8

6．8

7．4

7．0

7．5

168
115
176
234
186
187

45
44
49
16
88
41

Mean
S．E．

48．3

5．1

70．8

8．3

460．0

100．3

279．5

116．0

0．173

0．013

7。17

0．14

177。7

15．7

47．2

9．5

30
21
30
65

21
24
294

34

50

217

266
356
676

　71

　88
14848

O．17

0．07

0．14

7．4

7．1

7．4

112
99

144

30
55
117

Mean
S．E．

113．0

90。5

100．3

58．5

432．7

124．4

5002．3
4922．8

0．127

0．030

7．30

0。10

118．3嚢

13．4

67．3

25．9

300
31
35
42

13

323
43

13

872
55

2396
785
270

237
204
203

0．10

0．18

0．17

8．0

7。4

6．9

92

90

111

48
23
37

Mean
S．E．

126。3

98．7

313．3

279．6

1150．3

640．3

214．7

11．2

0。150

0。025

7．43

0．32

97．7資鷺

6．7

36．0

7．2

Not：es）ASAT
　　　　　　ALAT

　　　　　　ALP

　　　　　　CPK

　　　　　　費P＜0．05，

：Asparヒaヒe　aminotransferase
：Alanine　aminoしransferase
：Alkaline　phosphatase
：Creaヒine　phosphokinase
費★P＜0．013Sigロificanヒly　differen七

　　　T．Bil．

　　　T．Prot．

　　　T．Choユ．

　　　TGL

from　con七rol

：Total　proヒein
：Albu皿in

：To七al　choles七erol

：Triglyceride

Tabユe　9－12 Ser㎜biochemisしry　in　female　offspring（aしnecropsy）

Group
（n／k）

Animal
　No．

Glucose
（m／dL）

　BUN
（m／dL）

Creaヒ．

（m／dL）

　　工P

（m／dL）

　　Ca

（m／dL》

　　Na

（mE／L）

　　K

（mE／L）

　　C1

（mE／L）

0

1

2

6

7

11
12

82
122
102
104
84
86

26．4

20．7

34．7

21．0

29．3

30．4

0．58

0．41

0．75

0．56

0．54

0．64

5．19

4．08

5．12

4．40

2．85

3．97

10．1

8．2

9．5

9．6

10．2

9．5

149
145
153
150
151
146

4．2

4．4

4．7

4。7

5．0

3．8

108
111
112
110
110
108

Mean
S．E．

96．7

6．4

27．08
2．25

0．580

0．046

4．268
0．353

9．52

0．29

149．0
1．2

4．47

0．17

109．8
　0．7

30
21
30
65

91
113
88

17．0

24．0

27．8

0．57

0．54

0．51

4．84

4。56

6。24

9。7

9．7

10．0

151
152
154

4．1

3．8

4．9

112
111
109

Mean
S．E．

97．3

7．9

22．93

3．16

0．540

0．017

5．213

0．520

9．80

0．10

152．3
0．9

4。27

0．33

110．7
　0．9

300
31
35
42

83
73
66

19．1

27．2

23。3

0．39

0．52

0．74

3。94

4．14

3．90

9．7

9．3

9．4

148
153
151

5．1

4．4

4．0

109
110
110

Mean
S．E．

74．0★

4．9

23．20

2．34

0．550

0．102

3．993

0．074

9．47

0．12

150。7
1．5

4．50

0。32

109．7
0．3

Notes）Glucose
　　　　　　BUN

　　　　　　Creat．

　　　　　　工P

　　　　　　★Pく0． 05：Significantly　dエfferent　from　co就ro1

：Glucose
：Blood　urea　niしrogen
　　　　　コ　　　　　コ
ニCreaヒユnユne

：Inorganic　phosphorus
　　　　　　　　　　　　　■

Ca
Na
K
C1

：Calci㎜
：Sodium
　　　　　　コ：POヒaSSユUm

：Chloride
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　　　　　　　　　　　　　　　　第3章

胎生期・授乳期にTCDD曝露を受けた雄アカゲザルの精液性状，

　　　　　　　　精巣および精巣上体に対する影響

1．導入

　ここ50年間において，全世界的に毎年約1％のヒト精子濃度の減少が起こっている

との報告が西欧諸国からなされており［72－76］，ヒト精子数の減少や他の男性生殖器障

害にも環境ホルモン（外因性内分泌掩乱化学物質）が関与している可能性が指摘され

ている［72，73］．ダイオキシン類は内分泌麗乱化学物質として知られている有機汚染物

質であり，少ない曝露においても雄性生殖器官への影響を含む強い毒性を持つことが

示唆されている．ラットにおける妊娠および授乳期のTCDD曝露は，30～1000　ng／kg

以下の曝露においても精子数の減少［43－45，77－79］，精巣および精巣上体重量の減少

［43，80］などの雄出生児の生殖器官に悪影響を引き起こすことが知られている．

　Rierらは，成獣アカゲザルの実験において，5あるいは25　pptの濃度のダイオキシ

ンを混ぜた餌を長期間（4年）与え続けると，10年後の子宮内膜症の発生頻度とその

重篤度が有意に増加したと報告している［39］．成獣雄アカゲザルにTCDD曝露させて

雄性生殖器への影響を評価した実験は少ないが，精細管における精母細胞の著しい減

少，精子細胞および精子の脱落がTCDD混餌投与を行ったAllenらの実験において報

告されている［81］．アカゲザルを用いたTCDD曝露による発生毒1生試験（次世代に対

する影響）は，30年以上前にいくつかの研究グループによって報告されている［69－71］．

しかし，それらの実験の主たる所見は流産であり，胎生期および授乳期のTCDD曝露

による雄アカゲザル出生児への生殖器官に対する影響を評価したものはない．
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　そこで，我々は胎生期および授乳期にTCDD曝露を受けた雄アカゲザル出生児の雄

性生殖器官および雄性生殖能に対する影響について着目し，アカゲザルを用いた長期

間の発生毒性試験を開始した．TCDD曝露を受けた母動物によって自然分娩および哺

育された雄出生児は，性成熟に達するまで飼育し，6歳の段階で精液性状の検査およ

び受胎能の確認を行った．その後，7歳の段階で剖検し，精巣および精巣上体を病理

組織的に精査した．

2．材料および方法

　使用した動物，飼育条件，被験物質，投与方法およびその妥当性についての詳細は

第2章にて記載した．胎生期および授乳期にTCDD曝露を受けた雄アカゲザル出生児

が，十分性成熟に達したと考えられる6歳の段階で，精液検査および受胎能の確認を

行った．その後，7歳の冬の時点で剖検を行い，精巣および精巣上体の病理組織的検

査を実施した．

2．1．　肛門一生殖器間距離および陰茎長の計測

　出生児の肛門一生殖器間距離（anogenital　distance，　AGD，陰茎基部と肛門前端の間

の距離）および陰茎長を生後1日，90日，その後は半年おきに1回計測した．

2．2．　精液検査

　出生児が性成熟に十分達していると考えられる6歳の冬の段階で実施した．精液は

Valerioら［82，83］の方法を参考にして，陰茎への電気刺激によって採取した．動物を

保定器に入れて座位に保定し，動物が落ちついた時点で陰茎を引き出し，アルコール

綿花で軽く拭いた．自家製の幅約5mmのスリット状のアルミホイルを陰茎の基部お
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よび亀頭の下部に装着し，日本光電九州株式会社（福岡）製の電気刺激装置（型式：

SEN－3401）およびアイソレーター（型式：SS－203J）を用いて，20～30　V，10～20　mA

の単相交流電流を数秒間隔で断続的に通電させた（毎秒10～20刺激，30～50ミリ秒

間隔）．射出された精液はガラス製の試験管に受け，約37°Cに調整された恒温槽に

速やかに浸け，その後の検査のために必要に応じて生理食塩水で適宜希釈した．

　採取した精液は，色調，精液量，凝固物重量，精子生存率（％，運動精子比率），

精子活動性（運動性の段階化），総精子数，精子濃度（総精子数／精液量）および精

子奇形率（％，奇形精子比率，ローズベンガルで染色した精子塗抹標本を使用）につ

いて評価した．精子活動性は精子の運動状況を以下の5段階に分類することにより評

価した［＋＋＋（100）：極めて活発な前進運動を行う，＋＋（75）：活発な前進運動を

行う，＋（50）：緩慢な前進運動を行う，±（25）：旋回または振り子運動を行う，一

（0）：非運動精子］．そして，以下の計算式により，個体ごとの精子活動性を算出

した．

精子活動性＝［（＋＋＋比率×100）＋（＋＋比率×75）＋（＋比率×50）＋（±比率×

25）　］　／100

　これらの精液検査は，それぞれの出生児に対して2週間隔で3回試行した．採取当

日に1～2分間の電気刺激によっても射出精子が得られなかった動物については，更

なる電気刺激を最大3日連続で実施した．3日間の電気刺激においても評価可能な精

液が採取できなかった場合は，その動物の当該試行は「精液採取不能」と判断した．

なお，個別値についてはそれぞれの動物の3試行間のばらつきの程度も考慮し，3試

行の平均値をその動物の個別値とはしなかった．そのかわり，その動物が示した最高

値がその動物が持つ最大の能力であり，最も評価に適した値と考えて，最高値をその

ままその動物の個別値として採用した．
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2．3．　精巣および精巣上体の病理組織的検査

　7歳の冬の段階で剖検を実施し，臓器の肉眼的異常の有無を確認した後，精巣およ

び精巣上体を摘出し，重量を測定した．精巣はプアン液にて固定し，翌日10v／v％中

性緩衝ホルマリンに移し変え，保存した．精巣上体は10v／v％中性緩衝ホルマリンに

て，固定・保存を行った．なお，対照群の動物番号4および30ng／kg群の動物番号

22については，生後6歳の精液検査結果が比較的良好であったにも関わらず，精巣

の病埋組織的検査では精細管の精上皮が未熟であった（精祖細胞および精母細胞の数

および配列は正常であるが，精子細胞だけが極端に少ない）．これらは，アカゲザル

が季節繁殖性であることから，季節的に未熟な段階で剖検を実施してしまったもの

と判断し，生後7歳時点の評価（臓器重量および病理組織的検査）の対象からは除外

した．精巣および精巣上体の重量も評価対象を対照群，30および300ng／kg群のそれ

ぞれ3，5および3例として再評価し，以降の精巣および精巣上体の病埋組織的検査

も同じ評価例数で行った．

　10v／v％中性緩衝ホルマリンで固定・保存された精巣および精巣上体は，常法に従

ってパラフィンに包埋，薄切し，ヘマトキシリン・エオジン染色スライド標本を作製

した．また，精巣については，精細管のステージ鑑別のためにPAS染色スライド標

本も作製した．これらのスライド標本を光学顕微鏡下で観察した．

　精巣に関しては，最初にCle㎜ontら［84，85］およびDreefら［86］のカニクイザルある

いはアカゲザルにおける方法を参考に，精細管のステージ鑑別を行った．精子は精子

形成サイクルと呼ばれる一連の過程（精祖細胞→精母細胞→精子細胞→精子）を経て

形成されるが，アカゲザルおよびカニクイザルを始めとするマカカ属のサルでは，そ

れらが12のステージに区分されている［84－86］．精上皮細胞（生殖細胞およびセルト
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リ細胞）は，核の色調，形状および大きさを観察することによって，容易にその種類

と精細管ステージが判別できるため，これらの手法を用いて12ステージ分類を行っ

た．その後，12に分類された各精細管をさらに5つの区分（ステージII～IV，　V～VI，

VII～VIII，　IX～XおよびXI～1）に分け，動物ごとの5区分精細管ステージ比率を算

出し，ステージ特異的にTCDDの影響…が発現していないか確認した．これらの精細管

ステージ比率算出には，その信頼性確保の観点から，少なくとも300～400の精細管

を観察した．さらに，我々はTCDD曝露によって精細管が軽度に萎縮している感触を

得たため，5区分された各ステージ精細管のそれぞれ5つの精細管短径を計測するこ

とによって，各動物の5ステージ区分精細管の平均短径を算出した（1動物あたりト

ータル25の精細管を計測）．算出には，可能な限り円形に近い断面を持つ精細管を

採用した．

　次に，TCDD曝露によってある特定の生殖細胞が特異的に影響を受けている可能性

を探るべく，精細管中のセルトリ細胞および生殖細胞（精祖細胞：spe㎜atogonia，精

母細胞：spe㎜atoc外es，精子細胞：spe㎜atidsに分類）を計数した．これらの計数に

はステージVII～VIIIにある5つの精細管を用いた．また，セルトリ細胞は化学物質

の曝露など外界からの環境変化影響を受けても，その数は最も影響を受けないことが

知られており，1精細管あたりのセルトリ細胞数もその選択した精細管の大きさに比

例してほぼ一定である［87］．したがって，常法に従い，各精細管のセルトリ細胞あた

りの精祖細胞，精母細胞および精子細胞比率についても算出した．

　精巣上体については，スライド断面あたりの精巣上体管，精巣上体管上皮細胞層，

精巣上体管内腔，精巣上体管内腔内の貯留精子の各エリア面積を算出した．これらの

算出には動物あたり30の精巣上体管を用い，選択した精巣上体管の大きさによる算

出誤差を補正する目的で，精巣上体管面積あたりの各上皮細胞層，精巣上体管内腔，
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精巣上体管内腔内の貯留精子比率についても算出した．

　上述の精細管の平均短径計測，セルトリ細胞および生殖細胞の計数，精巣上体の各

エリア面積の算出には，画像解析ソフトウェア「analySIS」　（Olympus　Soft㎞aging

Solutions　GmbH，　MUnster，　Ge㎜any）を用いて行った．

2．4．　雄性ホルモンの測定

　血清中のテストステロンおよびインヒビンB濃度の測定を6歳の冬（精液検査と同

時期）に行った．これらの測定は約4週間の間隔で2回実施した．また，7歳の冬の

剖検時に採取した凍結精巣組織を用いて，精巣中のテストステロンおよびその代謝活

性体である5αジヒドロテストステロン（DHT）についても測定した．これらの雄性

ホルモンの測定は，株式会社新日本科学　薬物代謝分析センター（和歌山県海南市）

の協力を得て，テストステロンおよびDHTはラジオイムノアッセイ（RIA）法で，イ

ンヒビンBはエンザイムイムノアッセイ（EIA）法にて行った．それぞれの測定法（濃

度算出法）の概要を以下に示した．

　テストステロン（DiaSorin，　Inc．，　Vercelli，　Italy）およびDHT（Diagnostic　Systems

Laboratories，　Inc．，　Webster，　USA）濃度は，標準的なRIAチューブ固相法にて測定した．

標準曲線用試料の放射能カウント数から，ガンマーカウンター内蔵のコブラ5005，

5010システムソフトのAuto　splineにより標準曲線を作成し，放射能カウント数を標

準曲線に当てはめて求めた．データの計算処埋に用いる放射能カウンド数は，二重測

定の平均値を用いた．血清中テストステロン濃度はng／mLの単位で，組織内濃度は

ng／gの単位で小数点以下2桁まで表示した．

　インヒビンB濃度は標準的なEIA法にて測定し，　Multiskan　Ascentで吸光度を測定

した（主波長：492㎜）．4－parameters　logistic　curve丘tプログラム（Ascent　So且ware，　Lerwick，
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UK）で得られた標準曲線を用いて，各wellの試料濃度を算出し，二重測定の平均を

求めた．血清中インヒビンB濃度はpg／mLの単位で小数点以下2桁まで表示した．

2．5．　統計解析

　MUSCOT統計解析ソフトウェア（ユックムス株式会社）を用いて検定を行った．　F

検定により分散の一様性の検定を行い，その結果，分散が一様の場合にはStudent’s

t－testを用いて，分散が一様でない場合には順位変換を行った後Aspin－Welch　t－testを

用いて，TCDD曝露群と対照群との平均順位の対比較検定を行った．頻度データにつ

いてはFisherの直接確率法で検定した．検定の有意水準は5％とし，5％（P＜0．05）お

よび1％（P＜0．Ol）の指標で表記した．全ての定量データはMean土SE（standard　error

ofmean）で表記した．

3．結果

3．1．　肛門一生殖器間距離，陰茎長，精巣および精巣上体重量

　出生時および生後820日時点まで生存していた雄出生児の肛門一生殖器間距離

（AGD）をTable　l　lに示した．　AGDについては，対照群と30および300　ng／kg群と

の間に統計学的有意差はみられなかったが，300ng／kg群の出生時および生後820日時

点のAGDは対照群の83および94％であった．陰茎長については，　TCDD曝露に伴う

と考えられる差は，いずれの測定時点においてもみられなかった．

　剖検時（生後7歳時点）における精巣および精巣上体の重量をTable’11に示した．

精巣（両側）重量は，対照群，30および300ng／kg群でそれぞれ41．83，28．94および

31．17g（相対重量：5．51，3．86および4．23　g／Final　BW）であり，　TCDD曝露を受けた

両群ともに対照群の約70％に減少した．精巣上体重量については，対照群，30およ

び300ng／kg群でそれぞれ6．57，5．50および6．30　g（相対重量：0．88，0．74および0．84
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g／Final　BW）であり，30　ng／kg群では対照群の84％に減少したが，300　ng／kg群では対

照群とほぼ同程度の値であり，本変化は用量に依存した変化ではなかった．

3．2．　精液性状

　出生児の生後6歳における精子検査（精液性状）結果をFig．4およびTable　12－1～

12－7に示した．

　これらの精液検査は，それぞれの出生児に対して2週間隔で3回試行した．1試行

につき最大3日連続（1～2分間／日）での電気刺激を施し，3日間の電気刺激におい

ても評価可能な精液が採取できなかった場合に，その動物の当該試行を「精液採取不

能」と判断した．300ng／kg群では，3動物の7試行において評価可能な精液の採取が

できなかった（3試行×5動物，計15試行実施）．300ng／kg群における評価可能な精

液が採取できた頻度（8／15試行，53％）は，対照群（4動物，12／12試行，100％）

と比較して統計学的に有意に減少した．30ng／kg群（6動物，16／18試行，89％）で

は対照群との間に統計学的有意差はみられなかった．

　300ng／kg群では，総精子数（47．93×106）が対照群（140．75×106）と比較して約1／3

に減少し，精子濃度（456．97×106／mL）は対照群（3963．33×106／mL）と比較して著し

い減少を示した（P＜0．Ol）．また，統計学的な有意差はみられなかったものの，同群

では精子生存率（57．33％）および精子活動性（61．25％）が，対照群（精子生存率：86．35％，

精子活動1生：73．78％）と比較して減少し，精液量（0．185mL）および凝固物重量（559．38

mg）は対照群（精液量：0。098　mL，凝固物重量：158．25　mg）と比較して増加した．

　30ng／kg群では，総精子数および精子濃度について，対照群との間に統計学的有意

差はみられなかったが，精子生存率（72．37％），精子活動性（65．63％），精液量（0．238

mL）および凝固物重量（428。02　mg）については，300　ng／kg群と同様の傾向を示した．

また，精子生存率および精子活動性の減少，並びに凝固物重量の増加については，用
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量依存的な変化であった．

　精子奇形率および精液の色調については，群間で差はみられず，TCDD曝露に伴う

影響はみられなかった．

3．3．　精巣の病理組織的検査

　精巣の病理組織的検査結果をFig．5，　Table　13および14に示した．

　最初に光学顕微鏡下にて精巣を観察した結果，30および300ng／kg群の精細管は対

照群と比較して軽度に小さく，精上皮の生殖細胞数も軽度に減少していることが示さ

れた（Fig．5）．しかし，生殖細胞，セルトリ細胞およびライディッヒ細胞の形態に

ついては，いずれの群においても異常はみられなかった．

　次のステップとして，TCDDの精子形成ステージ特異的な影響の有無を評価するた

めに，精細管のステージ鑑別を行った（Table　l3）．アカゲザルの精子形成サイクル

は12のステージに区分されている［84－86］．12に分類された各精細管をさらに5つの

区分（ステージII～IV，　V～VI，　VII～VIII，　IX～XおよびXI～1）に分け，動物ごと

の5区分精細管比率を算出した．その結果，精細管比率はいずれの区分ステージにお

いてもTCDD曝露群と対照群との問に差はみられず，　TCDD曝露に伴うステージ特異

的な精細管比率の増減はみられなかった．精細管の平均短径については，30および

300ng／kg群（166．8および166．2ロm）において対照群（185．4ロm）の約89％まで減少

した．これらの変化には用量依存性はなく，TCDD曝露両群ともに同程度の減少であ

った．またステージ特異的な精細管短径の減少もみられなかった．

　さらにその次のステップとして，TCDDの生殖細胞特異的な影響の有無を評価する

ために，精細管中のセルトリ細胞および生殖細胞（精祖細胞：spe㎜atogonia，精母細

胞：spe㎜atocytes，精子細胞：spe㎜atidsに分類）を計数した（Table　l　4）．これらの
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計数にはステージVII～VIIIにある精細管を用い，生殖細胞数をセルトリ細胞数で補

正した値も評価に供した．30および300ng／kg群では，精母細胞数（56．8および66．3）

および精子細胞数（69．8および74．5）が対照群（精母細胞数：71．2，精子細胞数：96．7）

と比較して低値を示し，その減少の程度は精母細胞よりも精子細胞が大きかった．セ

ルトリ細胞あたりの精母細胞数および精子細胞数についても同様の傾向を示し，30

ng／kg群のセルトリ細胞あたりの精母細胞（4．3）および精子細胞（5．4），並びに300　ng／kg

群のセルトリ細胞あたりの精子細胞（6．9）については，対照群（精母細胞：6．1，精

子細胞数：9．6）と比較して低値を示した．300ng／kg群のセルトリ細胞数（11．2）およ

び精祖細胞数（8．5）についても，対照群（セルトリ細胞数：13．7，精祖細胞数：9．4）

と比較して低値傾向を示したが，セルトリ細胞あたりの精祖細胞は対照群と差が無く，

その毒性学的意義は無いものと考えられた．30ng／kg群では，セルトリ細胞数および

精祖細胞数並びにセルトリ細胞あたりの精祖細胞において，対照群との間に差はみら

れなかった．

3．4．　精巣上体の病理組織的検査

　精巣上体の病理組織的検査結果をFig．6およびTable　l　5に示した．

　最初に光学顕微鏡下にて精巣上体を観察した結果，30および300ng／kg群の精細上

体管は対照群と比較して明らかに小さく，精細上体管内の精子も明らかに減少してい

た（Fig．6）．精細上体管上皮細胞の形態については，いずれの群においても異常は

みられなかった．

　次のステップとして，スライド断面あたりの精巣上体管，精巣上体管上皮細胞層，

精巣上体管内腔および精巣上体管内腔内の貯留精子の各エリア面積を，画像解析装置

を用いて算出した（Table　l5）。また，精巣上体管の大きさによる算出誤差を補正す
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る目的で，精巣上体管面積あたりの各上皮細胞層，精巣上体管内腔，精巣上体管内腔

内の貯留精子比率についても算出し，評価に供した．30および300ng／kg群の精巣上

体管（153873および138778μm2）および精巣上体管内腔（82421および70851μm2）

の各エリア面積は，対照群（精巣上体管：252589μm2，精巣上体管内腔：127190μm2）

と比較して統計学的に有意に減少し，300ng／kg群の精巣上体管内腔内の貯留精子

（9979μm2）面積も，対照群（54126μm2）と比較して統計学的に有意に減少した．

また，30ng／kg群の精巣上体管内腔内の貯留精子（8764μm2）のエリア面積も，対照

群と比較して統計学的な有意差はみられないものの，300ng／kg群と同程度に減少した．

精巣上体管あたりの各エリア面積比率については，30および300ng／kg群の精巣上体

管上皮細胞層比率（50．2および50．7％）は，対照群（35．3％）と比較して統計学的に

有意に増加したのに対し，300ng／kg群の精巣上体管内腔比率（49．3％）および精巣上

体管内腔内の貯留精子比率（6．1％）は，対照群（精巣上体管内腔比率：64．7％，精巣

上体管内腔内の貯留精子比率：17．3％）と比較して統計学的に有意に減少した．30ng／kg

群の精巣上体管内腔比率（49．8％）および精巣上体管内腔内の貯留精子比率（4．6％）

は300ng／kg群と同程度に減少した．

3．5．　雄性ホルモン濃度

　生後6歳時点でのテストステロンおよびインヒビンB濃度並びに剖検時に採取した

精巣中のテストステロンおよびその代謝活性体であるDHT濃度を以下に示した．

　対照群，30ng／kg群および300　ng／kg群の血清中テストステロン濃度はll．85，11．95

および9．33ng／mLであり，精巣中のテストステロン濃度は185．23，296．78および205．50

ng／gであり，精巣中のDHT濃度は2．Ol，2．45および1．66　ng／gであった．これらのホ

ルモン濃度については，群間で明らかな差はみられず，雄性生殖能に影響を与える変
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化ではないものと判断した．なお，30および300ng／kg群の血清中インヒビンB濃度

（341．98および362．44pg／mL）は対照群（195．51　pg／mL）と比較して統計学的に有意

に上昇した（P＜0．05）．

4．考察

　アカゲザルの胎生期および授乳期（妊娠20日から分娩後90日）にTCDDを曝露さ

せ，その出生児の精液性状，精巣および精巣上体に対する影響について評価した．

　胎生期および授乳期（妊娠20日から分娩後90日）にTCDDの30あるいは300　ng／kg

を曝露させたアカゲザルの出生児を生後6歳の性成熟に達する時期まで生育させ，そ

の精液性状に対する影響を確認した結果，300ng／kg群では総精子数が対照群と比較し

て約1／3に減少し，精子濃度は対照群と比較して著しく減少した（P＜0．01）．これらの

射出精子数の雄出生児における減少は，TCDDを妊娠15日のラットに単回投与した

いくつかの実験においても報告されている［44，45，77，88，89］．さらに，Mocarelliらに

よると，イタリアのセベソでの工場爆発事故によって幼少期にTCDD被爆を受けた男

性住民においても，同様の射出精子濃度の減少が22年後の疫学調査において報告さ

れている［90］．したがって，経胎盤あるいは幼少期TCDD曝露により，射出精子数お

よび射出精子濃度の減少が引き起こされるのは間違いないようである．一方，30ng／kg

のTCDDを胎生期および授乳期に曝露させても，アカゲザル出生児の射出精子数およ

び射出精子濃度の減少はみられなかった．これらのことから，TCDD胎生期および授

乳期曝露に伴うアカゲザル出生児の射出精子数および射出精子濃度に対する影響に

ついては，30ng／kgと300　ng／kgとの間に閾値があり，それは現行の日本におけるTDI

［63］算出の基となったLOAEL値，86　ng／kgに近似しているものと考えられた．

　当初，我々は300ng／kg群で生じた射出精子数の減少を説明できる所見が，精巣で
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見出されることを期待した．しかし，我々の予想に反して，出生児の精巣における

TCDD曝露の影響は小さかった．300　ng／kg群における射出総精子数は対照群の約1／3

まで減少していたにもかかわらず，精巣重量，精細管短径および精細管中の精子細胞

数の減少は，それぞれ対照群の70，89および77％であった．さらに，300ng／kg群で

はごく軽度の精祖細胞および精母細胞数の減少がみられたものの，セルトリ細胞あた

りのこれらの生殖細胞数比率については対照群との間に差はみられなかった．興味深

いことに，母体へTCDDを曝露させたラット出生児においても類似の変化がみられて

いる．Grayらは，妊娠15日にLong　EvansラットへTCDDを曝露させたところ，800

ng／kg以上の群でラット出生児における射出精子数の減少がみられたが，いずれの群

においても精巣重量あるいは一日精子生産量（daily　spe㎜．　production，　DSP）の減少は

検出できなかったと報告した［44，45］．加えて，母体へのTCDD曝露によって，ラッ

ト出生児に精巣重量の減少を伴わない軽度なDSPの減少がみられた報告［43，79］，あ

るいはラット出生児に精巣重量およびDSPの減少を伴わなかった実験報告がある［78，

91］．これらのことから，たとえ影響を受けたとしても，TCDD曝露によって引き起

こされる精巣重量，精細管短径および精細管中の生殖細胞（特に精子細胞数）の減少

は，射出精子数に対する影響と比較すると，その毒性学的重要度は低いものと考えら

れた．

　出生児の精巣上体重量については，対照群とTCDD曝露群の間に統計学的有意差は

みられなかったが，精巣上体の病理組織的検査では30および300ng／kg群の精巣上体

管は対照群と比較して明らかに小さく，精巣上体管内腔内の貯留精子数も明らかに少

なかった．病理形態計測では，30および300ng／kg群の精巣上体管，精巣上体管内腔

および精巣上体管内腔内の貯留精子の各エリア面積は，対照群と比較して明らかに減

少した．一方，30および300ng／kg群の精巣上体管あたりの精巣上体管上皮細胞層比
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率は対照群と比較して統計学的に有意に増加し，精巣上体管の萎縮は精巣上体管上皮

細胞層の構造的変化に起因するものではなく，精巣上体管内腔内の貯留精子数減少を

伴った精巣上体管内腔の狭窄に起因するものと考えられた．胎生期および授乳期

TCDD曝露に伴うアカゲザル出生児の精巣上体管内貯留精子数の減少はラットでの

報告と一致する［43－45，77－79］．したがって，胎生期および授乳期にTCDD曝露を受け

た次世代にとって，精巣上体管内貯留精子数は，射出精子数と同様にDSPあるいは

精細管内の生殖細胞数カウントよりも感受性の高い評価指標と考えられた．射出およ

び精巣上体内貯留精子数の減少を説明するために，Sommerらは精巣上体および輸出

管の上皮細胞の貧食活性が上昇し，それらが射出精子数の減少に関与したのではない

かと推察した［77］．Faqiらは雌Wistarラットに初回投与として25，60あるいは300

ng／kgのTCDDを交配前2週間の時点で投与し，その後1／5量である5，12あるいは

60ng／kgのTCDDを週1回維持量として投与した実験において，全TCDD曝露群にお

いて精巣上体管内貯留精子数の減少と精子の精巣上体内通過時間の延長がみられた

と報告している［79］．我々は，今回のアカゲザルにおける実験において，TCDD曝露

に起因した射出および精巣上体内貯留精子数の減少を説明するための十分な実験デ

ータを持ち合わせていないが，精子の精巣上体内通過時間の延長，精巣上体および輸

出管における上皮細胞の貧食活性上昇などが関与した可能性があると推察した．

　ラットでは，雄出生児のAGD短縮が，母体へのTCDD曝露に起因する一・つの感受

性高い指標として挙げられている［43，44，78，91］．今回の実験では，300ng／kg群の雄

出生児の出生時点でのAGDは，対照群の約83％と軽度に低値を示したが，生後820

日時点では対照群の約94％まで回復した．また，陰茎長についてはTCDD曝露群と

対照群との間で統計学的な有意差はみられず，その形態についてもいずれの群におい

ても異常はなかった．外生殖器の発達についてはアンドロゲン依存的と言われている
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ため，Mablyらは循環テストステロンおよびその活性代謝体であるDHTの濃度を，

TCDDを妊娠15日のラットに単回投与した実験における出生児で確認し，テストス

テロンおよびDHT濃度の減少がみられたと報告している［43］．しかし，今回の我々の

実験では，血清中テストステロン濃度，精巣中のテストステロンおよびDHT濃度に

ついて，TCDD曝露群と対照群との問に雄性生殖能に影響を与えるような差は認めら

れなかった．これらのことを総合的に考えると，TCDDをアカゲザルの胎生期および

授乳期に曝露させても，その出生児ではAGDおよび外生殖器の発達については全く

影響を及ぼさないか，毒性学的に意義の無いレベルの影響しか及ぼさないものと考え

られた．

　当初，我々は交配実験を実施し，受胎能を調べることが最も直接的なTCDD曝露を

受けた出生児の生殖能力を評価する手法だと考えていた．そこで，胎生期および授乳

期にTCDD曝露を受けた雄児と性成熟した無処置雌，あるいはTCDD曝露を受けた

雌児と性成熟した無処置雄との問で交配実験を試みた．交配は，出生児が十分性成熟

に達していると考えられる年齢である6歳の繁殖期（1月～3月）に行った．しかし，

2例のTCDD曝露を受けた雌児（30および300　ng／kg群の各1例）を除き，対照群の

交配組み合わせにおいても妊娠動物を得ることはできなかった．これらの交配では，

全ての組み合わせで交配期間中に交尾行動がみられ，対照群の精液性状は背景値と比

較しても遜色ないレベル（例を挙げると，対照群の総精子数：140．8±52．9×106，背

景値の総精子数：167．4±62．2×106）であったにもかかわらず，結果として受胎能を

評価することは出来なかった．この原因について十分に説明することは難しいが，一

つの可能性として，それぞれのホームケージでの個別飼育での影響が考えられた．こ

れは，アカゲザルの社会性および習性を考慮して群飼育を試みた際に，群れ内での闘

争がみられ，数例の動物の死亡が起こってしまった結果から，性成熟に達するまでの
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動物の生存性向上を最優先に考えた処置であった．ところが，特に幼少期のサルにと

って，互いに触れ合い，遊ぶ行動が，アカゲザルの精神行動発達にとって重要であっ

た可能性は否定できない．そのことが児の受胎能評価の失敗に関連したものと推察し

た．胎生期および授乳期にTCDD曝露を受けたアカゲザル出生児の受胎能評価はでき

なかったものの，我々はそれらの出生児において射出精子数および精巣土体内貯留精

子数の減少を見出すことができたため，アカゲザル出生児の生殖能力をある程度評価

できたものと考えた．

　精液検査では，胎生期および授乳期TCDD曝露により，アカゲザル出生児の精子生

存率および精子活動性が用量依存的に減少する傾向が示された．加えて，300ng／kg

群ではいくつかの試行において評価可能な精液が採取できず，その頻度は対照群と比

較して統計学的に有意に増加した．これらの所見は，TCDD曝露に伴いアカゲザル出

生児の副生殖器，前立腺および精嚢に影響がもたらされている可能性を示唆すると考

えられた．さらに，今回の試験では30および300ng／kg群において，精液量および凝

固物重量の増加もみられた．したがって，次のステップでは胎生期および授乳期に

TCDD曝露を受けたアカゲザル出生児の前立腺および精嚢に対する影響について検

討した．
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5．Tables　and　Figures

Table　ll

Anogenital　distance， and　testis　and　epididymis　weights　of　maie　of飴pring

Ong／kg 30ng／kg 300ng／kg

Anogenital　distance（mm）

　　PND　la）

　　PND　820b）

37．6±0．81

90．6±1．69

37．3±2．86

87．0±1．67

31．3±2．96

84．6±3．33

Organ　weight（paired）c）

Testes－Absolute（g）

Testes－Relative（g／Final　B．W．）

Epididymides－Absolute（g）

Epididymides－Relative（g／Final　B．W．）

41．83±15．28

　5．51±1．80

　6．57±0．96

　0．88±0。09

28．94±4．43

3．86±0．58

5．50±0．46

0．74±0．06

31．17±3．53

4．23±0．50

6．30±1．21

0．84±0．13

PND：Postnatal　days．　B．W．：Body　weight．

a　Numbers　of　of猶pring　were　5，8and　8　in　the　control，30　and　300　ng／kg　groups，　respectively．

b　Numbers　ofoffbpring　were　5，7and　5　in　the　control，30　and　300　ng／kg　groups，　respectively．

c　Numbers　ofoff忌pring　were　3，5and　3　in　the　control，30　and　300　ng／kg　groups，　respectively．

The　values　expressed　are　mean±SE．

There　were　no　significant　dif琵rences　in　any　landmark　when　compared　with　the　control　group．

80



2
ε
窪

⊇
9
毎

∈

Φ

の

6
ε

だ
．≡P

①
≧

∈

⊇
コ

o
o
O

0．40

0．30

0．20

0．10

0．00

800

600

400

200

0

0　30300
（ng／kg）

0　30300
（ng／kg）

（

ζ
蓬

＄
’5
∈

6
Q一

の

（㊤o
ヒ
×

）
ら⊂
⊃

o
E
6

望

四
〇

ト

100

80

60

40

20

0

350

300

250

0200
150

α100
50

　0

0　30300
（ng／kg）

0　30300
（ng／kg）

（

ζ
：茎

鳶

墓

8

2
ξ

s
い
×

　
⊆
o
覇
」
ロ⊂
Φ

o
⊆
o
o
E
6
Q一

の

100

80

60

40

20

0

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

　　　0

0　30300
（nglkg）

0　30300
（ng／kg）

Fig．4．

Effbcts　on　semen　quality　in　male　of鶯pring　exposed　to　TCDD　in　utero　and　durlng　lactation　at

dose　levels　of　O（control），30　and　300　ng／kg．　A：Semen　volume，　B：Spe㎜viability，　C：

Spe㎜activity，　D：Coagulum　weight，　E：Total　spe㎜count，　F：Spe㎜concentration．

Numbers　of　male　off合pring　were　4，6and　5　in　the　control，30　and　300　ng／kg　groups，

respectively．　The　values　expressed　are　mean±SE．　＊＊Significant　diffbrence　f士om　the

control　group（P＜0．01）．
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Table 12－1 エロdividual　semen　analysis　daしa　in　male　offspring　（Semen　color）

　Dose
（ng／kg）

Animal
number 1st　time

Semen　color
　2ndヒime 3rdヒime

0

4

13

62

64

YW

四
四
㎜

YW
YW

四
副

四
四
鼎
四

30

19

22

25

27

47

53

㎜
鼎

四
四
鼎

剛
剛
鼎
剛
剛
剛

四
柵

“
柵
四

300

33

39

44

60

66

鼎

鼎

四

鼎

剛
剛

剛
剛

YW

剛

3

3

3

Yellowish　whi七e
Mi工ky　whi七e

No　available　semen　obヒaiロed

Table 12－2 工ndividual　semen　analysis　daヒa　in　male　offspring　（Semen　volume）

　Dose
（ng／kg》

Animal
number 1sヒ　ヒime

　　　　Semen　volume

2nd　time　　　　3：Ld

（mL）

　ロヒエme BEST

0

4

13

62

64

0．04

0．02

0．06

0．27

0．02

0．02

0．05

0．06

0．02

0．01

0．02

0．03

0．04

0．02

0．06

0．27

Mean
S．E．

0．098

0．058

0．038

0．010

0．020

0．004

0．098

0．058

30

19

22

25

27

47

53

0．83

0．02

0．41

0．03

0．03

0．33

0．05

0．03

0．08

0．03

0．05

0．21

0．01

0．06

0．06

0．03

0．83

0．05

0．03

0。41

0．06

0．05

Mean
S．E．

0．264

0．160

0．095

0．048

0．074

0．035

0．238

0．132

300

33

39

44

60

66

0．03

0。12

0．09

0．30

0．17

0．16

0．11

0．11

0．17

0．16

0。30

0．11

Mean
S．E．

0．075

0．045

0．195

0．105

0．138

0．016

0．185

0．041

一　　3　No　available　semen　obしained

No七　significanしly　different　from　control
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Table 12－3 工ndividual　semen　analysis　data　in　male　offspring　（Coagulum　weight）

　Dose
（119／kg）

Animaユ

number 1sヒ　ヒime

　　CoagUlum　weight（mg）

2nd　time　　　　3rdヒime BEST

0

4

13

62

64

NO
NO
78

555

　NO

　NO

　NO

162．3

NO
NO
NO
NO

　0。0

　0．0

78．0

555．0

Mean
S．E．

316．5

238．5

162。3 158．25

133．52

30

19

22

25

27

47

53

1826
　67

368
166

NO

765．6

　NO

　NO
226．5

　170

　NO

　655

　NO

137．1

148．4

104．6

　NO

1826．0
　67．0

137．1

368．0

170．0

　0。0

Mean
S．E．

606．8

411．2

387．4

189．8

261。3

131．6

428．02

284．18

300

33

39

44

60

66

152

1069

273．9

944．0

147

NO

527

747

147．3

273。9

1069．0

747．3

Mean
S．E．

610．5

458．5

609．0

335．1

473．9

175．2

559。38

213．37

NO　3　No　coagulum　obtained
－　　3　No　available　semen　ob七ained

Not　significantly　differen七from　conヒrol

Table 12－4 工ndividual　semen　analysis　data　in　male　offspring　（Sperm　viabiliヒy）

　Dose
（ng／kg）

Animal
number 1st　t二ime

　　Sperm　viability　（宅）

2nd　ヒime　　　　3　rd　しime BEST

0

4

13

62

64

79．8

52．9

91．7

57．1

0．0

27．4

95．9

94．1

98．7

0．0

87．4

97．9

98．7

52．9

95．9

97．9

Mean
S．E．

70．38

9．24

54．35

24．13

71．00

23．81

86．35

11．17

30

19

22

25

27

47

53

65．2

91．2

96．5

79．0

76．7

0．0

66．2

12．5

95。7

57．9

87．2

50．7

11．9

96．2

23。3

89．8

65．2

91．2

12。5

96．5

79。0

89．8

Mean
S．E．

81。72

5．54

53．25

15．96

54．38

17．01

72．37

12．81

300

33

39

44

60

66

74．4

12．5

58。4

35．7

0．0

55。4

81．7

73．2

0．0

74．4

81．7

73．2

Mean
S。E．

43。45

30．95

47。05

11．35

52．58

18．36

57．33

19．20

一　　：　No　available　semen　ob七ained

Not　significantly　different　from　con七ro1
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Table 12－5 工ndividual　semen　analysis　daヒa　in　male　offspring　（Sperm　acヒivity）

　Dose
（ng／kg）

Animal
num］ber 1sヒ　time

　　　Sperm　activi七y　（鬼）

2：Ld　t：ime　　　　3rd　time BEST

0

4

13

62

64

80．0

35．0

57．5

70．0

0．0

20．0

82．5

85．0

88．8

0．0

72．5

88．8

88．8

35．0

82．5

88．8

Mean
S．E．

60．63

9．70

46．88

21．68

62．53

21．19

73．78

13．01

30

19

22

25

27

47

53

62．5

70．0

80．0

82．5

57．5

0．0

60．0

8．8

87．5

35．0

75．0

20．0

6．3

95．0

1．3

52．5

62．5

70．0

8．8

95．0

82．5

75．0

Mean
S．E．

70．50

4．83

44。38

14．57

35．02

17．45

65．63

12．24

300

33

39

44

60

66

60．0

12．5

40．0

47．5

0．0

35．0

95．0

90．0

0．0

60．0

95．0

90．0

Mean
S．E．

36。25

23．75

43。75

3．75

55．00

22．82

61．25

21．83
一　　言No　available　semen　obヒained

No七significantly　differenしfrom contro1

Table 12－6 工ndividual　selnen　analysi8　daしa　in　male　offspring　（Total　sperm　count）

　Dose
（ng／kg）

Animal
number 1s七　t：ime

Total　sperm　count　（×10）
2nd　t二ime　　　　3　rd　ヒime BEST

0

4

13

62

64

97．3

　8．4

151．6

98．0

4。8

14．0

60．3

281。5

95．6

32。6

33．1

158．6

97．3

32．6

151．6

281．5

Mean
S．E．

88．83

29．67

90．15

64．93

79．98

30．09

140．75

52．85

30

19

22

25

27

47

53

220．9

76．0

565．5

112．2

25．2

73．7

43．8

　3．4

340．9

62．8

57．7

65．5

92．4

83．2

17．2

258．1

220．9

92．4

　3．4

565．5

112．2

258．1

Mean
S．E．

199．96

96．87

97．05

49．78

103．28

40．82

208．75

80．60

300

33

39

44

60

66

18．7

3．3

41．6

33．5

0．0

59。2

88．3

44．2

0．0

59．2

88．3

44。2

Mean
S．E．

11．00

7．70

37。55

4．05

47．93

18．41

47．93

18．41

一　　3No　available　semen　obヒained

Not　significantly　different　from　control
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Tabユe　　12－7 工ndividual　semen　analysis　data　in　male　offspring　（Sperm　concentraヒion）

　Dose
（ng／kq）

Animal
number

　　　　　　　　　Sperm　concentraしion　　（×10／ml」）

18t　time　　　　2nd　time　　　　3rd　time　　　　　　　BEST

0

4

13

62

64

2432．50

420．00

2526．67

362．96

240．00

700．00

1206．OO

4691．67

4780．00

3260．00

1655．00

5286．67

4780．0

3260．0

2526．7

5286．7

皿ean
S．E．

1435．53

603．20

1709．42

1013．47

3745．42

819．11

3963．35

644．OO

30

19

22

25

27

47

53

266．14

3800．00

1379．27

3740．00

840．00

223．33

876．00

113．33

4261．25

2093．33

1154．00

311．90

9240．00

1386．67

286．67

8603．33

311．9

9240ざ0

113．3

4261．3

3740．0

8603．3
Hean
S．E．

2005．08

741．78

1453．54

633．13

3965．71

2035．47

4378．30

1598．27

300

33

39

44

60

66

623．33

27．50

462．22

111．67

　0．00

370．00

802．73

401．82

　0．0

623．3

802。7

401．8

Mean
S．E．

325．42

297．92

286．95

175。28

393．64

164．05

456．95嚢費

　172．98

一　　：　No　avaiユabユe　semen　obしai且ed

★Pく0．053Sigロificanヒ1y　differenヒ　from　contro1

A B C
5　　τ　r

r　舶
「

P　　　　　響

F

． ♂：

：娠
，　「　　　　　　　P

o
ご

し　　　、戸　「　　　　’．

F藍9．5．

Photomicrographs　of　the　seminifbrous　tubules　of　male　of猶pring　exposed　to　TCDD加厩επo

and　during　lactation　at　dose　levels　of　O（control），30　and　300　ng／kg．　A　slight　decrease　in　the

diameter　of　the　seminifbrous　tubules　in　the　30（B）and　300（C）ng／kg　groups　was　noted　when

compared　with　the　control　group（A）．　There　were　no　significant　diffbrences　in　the　ratio　of

spe㎜atogonia　per　Se貰oli　cell　in　the　TCDD－exposure　groups；however，　the　number　and　ratio

per　Se賃oli　cell　in　spe㎜atids　were　reduced　in　the　30　and　300　ng／kg　groups　when　compared

with　the　control　group．　Scale　bar＝100ロm。

85



Table　13

Ratio　of　5　seminiferous　tubule　classifications　and　the　diameters

Ong／kg 30ng／kg 300ng／kg

Number　of　male　offsp血g

Ratio　of　5　seminiferous　tubule

ClaSSifiCatiOnS　（％）

Stage　II　to　IV

Stage　V　to　VI

Stage　VII　to　VIII

Stage　IX　to　X

　　Stage　XI　to　I

Diameters　of　the　seminiferous

tubules（μm）

　　Stage　II　to　IV

　　Stage　V　to　VI

　　Stage　VII　to　VIII

　　Stage　IX　to　X

　　Stage　XI　to　I

　　Total

3

17．1

14．3

18．1

21．6

30．5

185．4±18．69

184．4±1556

182．1±15．14

183．7±15．14

184．4±16．08

184．0±15．81

5

10．9

17．7

17．6

21．9

31．3

165．5±10．14

170．2±8．68

166．3±10．65

167．6±6．42

164．6±8．04

166．8±8．57

3

10．4

16．2

15．0

22．7

35．7

164．8±14．25

166．0±ll．26

166．1±11．59

169．3±8．72

164．9±ll．38

166．2±11．39

The　values　expressed　are　mean土SE．

There　were　no　significant　diffbrences　in　any　landmark　when　compared　with　the　control　group．
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Table　14

The　numbers　of　Sertoli　and　germ　cells（classified　as　spermatogonia，　spermatocytes，　and

spermatids）per　cmss　section　and　the　ratio　of　germ　cells　per　Sertoli　cell　from　Stage　VH

or　VIII　seminifemus　tubules

0119／kg 30ng／kg 300ng／kg

Number　of　male　of6spring　　　　　　　　　3

Numbers　of　cells　in　the　seminiferous　tubules

（ratio　per　Sertoli　cel1）

　　Sertoli　cells　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13．7±1．61

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9．4±0．85

　　Spe㎜atogonia
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（0．8）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　71．2：ヒ7．23

　　Spe㎜atoc誕es
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（6．1）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　96．7±21．03

　　Spe㎜atids
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（9．6）

5

13．2±0．58

9．6±0．54

　　（0．7）

56．8±二8．83

　　（4．3）

69．8±9．76

　　（5．4）

3

11．2±0．90

　8．5±1．77

　　　（0．8）

66．3±13．67

　　　（5．9）

74．5±12．32

　　　（6．9）

The　values　expressed　are　mean±SE．

There　were　no　significant　diffbrences　in　any　landmark　when　compared　with　the　control　group．

A B C

一
Fig．6．

Photomicrographs　of　the　ductus　epididymidis　in　male　offSpring　exposed　to　TCDD加厩θγo

and　during　lactation　at　dose　levels　of　O（control），30　and　300　ng4【g．　Area臼of　the　ductus

epididymidis　and　cavity　in　the　ductus　epididymidis，　and　reserved　spe㎜in　the　cavity　were

significantly　reduced　ill　the　30（B）and　300（C）ng／kg　groups　when　compared　with　the　control

group（A）．　Scale　bar＝200口m．
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Tab旦e　15

Areas　of　the　ductus　epididymis，　epithelial　cell　layer　and　cavity　of　the　ductus　epididymis，

and　reserved　sperm　in　the　cavity（per　cross　section）

Ong／kg 30ng／kg 300ng／kg

Number　of　male　offspring

Ductus　epididymis（ロm2）

Epithelial　cell　layer（ロm2）

Cavity（ロm2）

Reserved　spe㎜（ロm2）

Epithelial　cell　layer

／Ductus　epididymis（％）

Cavity／Ductus　epididymis（％）

Reserved　spe㎜

／Ductus　epididymis（％）

　　　　　　3

252589±31701

　80040±7165

127190±18827

54126±17119

35．3±3．37

64．7±3．37

17．3±4．65

　　　　　　5

153873±16173＊

　71451±6080

82421±ll660＊

　　8764±2407

50．2±3．38＊

49．8±3．38＊

4．6±0．95

　　　　　　3

138778±11092＊

67927±10042

70851±12196＊

　9979±4534＊

50．7±6．24＊

49．3±6．24＊

6．1±1．88＊

The　values　expressed　are　mean±SE．

＊Significant　diffbrence　ffom　the　control　group（P＜0．05）．
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　　　　　　　　　　　　　　第4章

胎生期・授乳期にTCDD曝露を受けた雄アカゲザルの

　　　　　　　前立腺および精嚢に対する影響

1．導入

　TCDDは内分泌撹乱化学物質として知られている有機汚染物質であり，少ない曝露

においても強い毒性を持つことが知られている．是永らによると，妊娠および授乳期

間にTCDDを負荷させたアカゲザル母動物を最終投与から約4年後に剖検したところ，

alpha－smooth　muscle　actin（alpha－SMA）陽性肝細月包の増加，trans∬o㎜ing　growth　factor　beta

（TGFロ）タンパク発現レベルの上昇，　vascular　endothelial　cadherin（VEカドヘリン）

タンパク発現レベルの減少がみられ，それらが肝臓の血管内皮細胞損傷に寄与したと

報告している［92］．今回，TCDD曝露を受けた母動物から生まれた児において，精子

および精液性状の悪化，すなわち射出精子数および精巣上体内貯留精子数の減少，精

子生存率および精子活動性の低下がみられたことを第3章にて報告した．さらに，こ

れらのアカゲザル出生児においては精液量および凝固物重量の増加もみられ，TCDD

曝露に伴いアカゲザル出生児の副生殖器，前立腺および精嚢に影響がもたらされてい

る可能性が示唆された．

　ラットでは，出生児における前立腺重量の減少が，妊娠期間のTCDD曝露によって

引き起こされる最も感受性の高い毒性指標の一・つとして認識されている［44，80，91，

93］．Fritzらによると，妊娠期間にTCDDを曝露させたC57BL／6Jマウス母動物から

生まれた児を老齢期に確認した実験において，背外側前立腺における箭状構造発生頻

度上昇を伴う前立腺の発育障害がみられたと報告している［94］．マウス前立腺におけ
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る箭状構造発現は，前立腺ガンと関連性がある変化と考えられており，発生初期での

TCDD曝露は前立腺ガン罹患率を高める可能性があると示唆している［94］．

　そこで，今回，胎生期および授乳期にTCDD曝露を受けた雄アカゲザル出生児の副

生殖器に対する影響について着目し，病理組織的に精査した．また，そこで前立腺に

おける顕著な病理組織的変化を認めたため，オリゴDNAマイクロアレイ解析および

Real－time　quantitative　polymerase　chain　reaction（Real－time　PCR）の手法を用いて，　TCDD

曝露を受けたアカゲザル出生児の前立腺に対する影響を遺伝子発現レベルでも評価

した．

2．材料および方法

　使用した動物，飼育条件，被験物質，投与方法およびその妥当性についての詳細は

第2章にて記載した．胎生期および授乳期にTCDD曝露を受けた雄アカゲザル出生児

が十分性成熟に達したと考えられる7歳の冬の時点で剖検を行い，以下の検査を実施

した．

2．1．　前立腺および精嚢の病理組織的検査

　剖検時に前立腺および精嚢を摘出し，臓器の肉眼的異常の有無を確認した後，重量

を測定した．摘出した臓器は2分して，その約半分を液体窒素で凍結し，その後の

RNA抽出作業まで一80°Cで保存した．残りの半分は10v／v％中性緩衝ホルマリンにて，

固定・保存し，常法に従ってパラフィンに包埋，薄切し，ヘマトキシリン・エオジン

染色スライド標本を作製した．これらのスライド標本を光学顕微鏡下で観察した．

　前立腺については，画像解析ソフトウェア「analySIS」　（Olympus　So丘㎞aging

Solutions　GmbH）を用いて，1動物あたり20の腺（スライドを4区画に分け，それぞ
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れの区画から平均的で円形に近い断面を持つ5個の前立腺組織を採用）の上皮細胞丈

を計測し，その平均値を算出した．精嚢についても画像解析ソフトウェアを用いて1

スライドあたりの管全体および内腔の面積を算出し，精嚢の内腔面積比率を算出した．

2．2．　RNAの抽出

　凍結保存していた前立腺組織をTrizol存在下で，　Polytron　Homogenizer（Kinematica，

Littau－Luceme，　Switzerland）を用いて粉砕した．粉砕した懸濁液にクロロホルムを加え

て，ボルテックスミキサーを用いて撹拝し，遠心分離させた．分離したクロロホルム

層を分取して，イソプロパノールを加えて麗枠し，さらに遠心分離させてTotal　RNA

を抽出した．抽出したTotal　RNAは，　RNeasy　columns（QIAGEN，　valencia，　usA）を用

いて精製した．精製したTotal　RNAは，　NanoDrop分光光度計（NanoDrop　Technologies，

Wilmington，　USA）を用いて260／280nmの吸光度を測定し，抽出したTotal　RNAの濃

度確認を行った．また，Agilent　Bioanalyzer　2100およびRNA　Nano　LabChip　Kit（Agilent

Tec㎞ologies，　Palo　Alto，　USA）を用いて電気泳動を行い，　RNAのIntegrity　Numbers（

RrN）測定を実施して，抽出したTotal　RNAの純度確認を行った．　RrN値が7以上の

サンプルだけを用いて，その後の解析を行った．

2．3．　オリゴDNAマイクロアレイ解析

　Total　RNAをLow　RNA　Input　Linear　Amplification　Kit（1－color，　Agilent　Technologies）

を用いて，Cyanine　3でラベルされたcRNAを作製した．このcRNAとAgilent　Rhesus

Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Tec㎞ologies）を65°Cで17時間ハイブ

リダイゼーションさせた．ハイブリダイズさせたスライドグラスを洗浄し，Agilent

scanner（Agilent　Technologies）を用いてイメージスキャンした．スキャンしたイメー
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ジは，Agilent’sFeature　Extraction　software（バージョン9．5，　Agilent　Technologies）を用

いてスポットの数値化を行い，GeneSpring　GX　7．3．lso丘ware（Agilent　Technologies）を

用いて解析を行った．得られたアレイデータは，Agilent社推奨の1－color実験の

No㎜alizationシナリオに従って正規化（No㎜alization）させた．具体的には，アレイ

間のシグナル強度の系統的な誤差を補正して，生物学的な変動を抽出するPer　Chip

No㎜alizationを選択した．搭載されている約22，000遺伝子の中で，対照群とTCDD

曝露群の発現レベルを比較して1．5倍以上の差がみられ，かつOne－way　parametric

ANOVA　testsを実施して，有意水準5％（Pく0．05）の差があった遺伝子に着目した．

2．4．　Real－time　PCRを用いたmRNA発現レベルの定量

　以下の4つの遺伝子について，その発現量を定量し，DNAマイクロアレイで得ら

れた結果の信頼性を確認するために，Real－time　PCRでの解析を行った．　DNAデータ

ベース（NCBI　The　Entrez　Nucleotide　database）の情報をもとに，7GルZ4，7G1詔1，

COL躍1，　MMP2の4遺伝子について配列情報を入手した．

　7G《44（NM　OO3241）

　7G朋1（NM　OOO660）

　Cα1オ1（NM　OOOO88）

　溜P2　（NM　OO4530）

　Primer3　program（htt：／／fピodo．wi．mitedu／c　i－bin／rimer3／rimer3　www．c　i）を用いて，

非特異的結合の可能性を可能な限り排除し，増幅に最適と思われるプライマーペアー

を設計した．設計したプライマーペアーの塩基配列をTable　l　6に示した．
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Table　l　6

Gene　transcript　targets，　primer　sequence　and　GeneBank　accession　number　of　sequences　used

食）rassay　design（Real－time　quantitative　PCR）

Gene Primer　Sequence（5’－3’） Gene　Bank　account

7「0ル〆4

00∠1メ11

7「0月91

ル〃励P2

F：5’－ACACAGGCTGCCATTACG－3’
R：5’－AGGGAGCTCTCAGTCAGCA－3’

F二5LGACAGAGGCATAAAGGGTCAC－3’
R：5LAGGACCAGAGGCTCCAGA－3’

F：5LGCCGACTACTACGCCAAGGA－3’
R：5LTGCTGTGTGTGCTCTGCTTG－3’

F：5’－CCGGAAAAGATTGATGCAG－3’
R：5’－GGTCAGTGGCTTGGGGTA－3’

NMOO3241

NM　OOOO88

NM　OOO660．3

NMOO4530

　設計したプライマーペアーでの増幅を確認し，ABI　7500　instrument（Applied

Biosystems，　Foster　City，　USA）とTaqMan　Gene　Expression　Assay（Applied　Biosystems）

を用いて，対照群とTCDD曝露群におけるReal－time　PCRを行った．増幅反応は50°C

で2分間，95°Cで10分間を40サイクル実施し，その後95°Cで15秒，60°Cで1分

間の条件で増幅させた．全ての遺伝子の発現量は，内因性標準として選択した18S

rRNAの発現量で補正した．なお，これらの測定は3重測定で行った．

2．5．　統計解析

　オリゴDNAマイクロアレイ解析に関しては，　GeneSpring　GX　7．3．l　so負ware（Agilent

Tec㎞ologies）に内在の機i能を用いて，　One－way　parametric　ANOVA　testsを実施した．

それ以外の定量データ（Real－time　PCRを除く）は，　MUSCOT統計解析ソフトウェア

（ユックムス株式会社）を用いて検定を行った．F検定により分散の一様性の検定を

行い，その結果，分散が一・様の場合にはStudent’s　t－testを用いて，分散が一様でない
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場合には順位変換を行った後Aspin－Welch　t－testを用いて，　TCDD曝露群と対照群との

平均順位の対比較検定を行った．検定の有意水準は5％とし，5％（P＜0．05）および1％

（P＜0．Ol）の指標で表記した．全ての定量データはMean土SE（standard　error　of　mean）

で表記した．なお，Real－time　PCRについては，統計処理を行わなかった．

3．結果

3．1．　前立腺の病理組織的検査

　前立腺の重量をTable　10に，前立腺の病理組織的検査結果をFig．7に，前立腺の上

皮細胞丈計測結果をTable　l　7に示した．

　剖検時（生後7歳時点）の前立腺重量は，対照群，30および300ng／kg群でそれぞ

れ2．40，2．10および2．109（相対重量：0．34，0．28および0．299／Final　BW）であった．

絶対重量ベースで，30および300ng／kg群の前立腺重量は，対照群の約86％に減少し

たが，統計学的な有意差はみられない軽微な変化であった（Table　10）．

　しかし，光学顕微鏡下での前立腺の観察を実施したところ，30および300ng／kg群

では，用量に依存した腺組織の減少および間質組織の増大が対照群と比較してみられ

た（Fig．7A～7c）．さらに高倍で観察すると，対照群の前立腺（Fig．7D）では内腔を

裏打ちするように配列され，丈が高い円柱上皮を持つ，良く発達した多くの腺組織と

その周囲に筋繊維性の間質組織がみられたが，TCDD曝露群の上皮細胞丈は扁平化し

ていた（Fig．7E）．そこで，次にその上皮細胞丈を画像解析装置を用いて測定したと

ころ，30および300ng／kg群ではそれぞれll．266および10．434ロmであり，対照群の

上皮細胞丈（15．464ロm）と比較して統計学的に有意に減少していた（Table　l7）．さ

らには，炎症性細胞浸潤（マクロファージ，好中球およびリンパ球）（Fig．7F），腺

上皮細胞の崩壊（脱落および空胞化）（Fig．7G），そして多くの繊維芽細胞（Fig．7H）
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の存在が300ng／kg群では明らかとなった．これらの中で主たる変化は繊維化であり，

炎症性細胞浸潤および腺上皮細胞の崩壊は限局的な変化であった．これは生後7歳の

時点ではすでにかなりの広範な領域が繊維芽細胞に置き換わっており，限局的な変化

になったものと考えられた．30ng／kg群においても300　ng／kg群と同様の傾向がみら

れたが，300ng／kg群と比較するとその影響は明らかに小さかった．

3．2．　精嚢の病理組織的検査

　精嚢の重量をTable　lOに，精嚢の病理組織的検査結果をFig．8に，精嚢の内腔面積

算出結果をTable　17に示した．

　剖検時（生後7歳時点）の精嚢重量は，対照群，30および300ng／kg群でそれぞれ

14．73，16．98および21。07g（相対重量：1．99，256および2．91　g／Final　BW）であった．

絶対重量ベースで，30および300ng／kg群の精嚢重量は，それぞれ対照群の約115お

よび143％と用量依存的な増加を示したが，個体間のばらつきが大きく，統計学的な

有意差はみられなかった（Table　10）．

　光学顕微鏡下で精嚢を観察した結果，TCDD曝露群では対照群と比較して精嚢の内

腔が拡張していた（Fig．8A～8E）．さらに高倍で観察すると，対照群では良く発達し

た上皮細胞を持つ多くの腺構造の集合体として精嚢が形成され，その中心内腔には適

度な分泌物様物が貯留している（Fig．8c）．一方，　TCDD曝露群では一見して分泌物

の貯留が多く，内腔の拡張がみられ，腺を構成する上皮細胞の丈も対照群と比較して

低くなっていた（Fig．8D，8E）．そこで，次に画像解析装置を用いて，管全体および

内腔の面積を算出し，精嚢の内腔面積比率を算出したところ，30および300ng／kg群

ではそれぞれ18．15および18．91％であり，対照群の10．20％と比較して統計学的に有

意に増加していた（Table　l7）．
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3．3．　前立腺のDNAマイクロアレイ解析結果

　前立腺におけるDNAマイクロアレイを用いた網羅的な遺伝子発現解析結果を

Table　18および19に示した．なお，今回実施した全DNAマイクロアレイ解析データ

は，National　Center飴r　Biotechnology　In飴㎜ation　Gene　Expression　Omnibus（NCBI　GEO，

www．ncbi．nlm．nih．gov／geo／）の遺伝子発現データベースに登録されている（Accession

No．　GSE20043）．

　対照群とTCDD曝露群の発現レベルを比較して，300　ng／kg群で1．5倍以上の発現量

の差がみられ，One－way　parametric　ANOVA　testsを実施して有意水準5％（P＜0．05）の

差があった遺伝子は，1502遺伝子（up－reguration：654遺伝子，　down－reguration：848

遺伝子）であった．その中でヒト由来のGeneBank　accession　numberが付いており，さ

らにPub　Medにおいて文献検索可能であった280遺伝子（up－reguration：105遺伝子，

down－reguration：175遺伝子）の詳細を，　Table　18（up－reguration）およびTable　19

（down－reguration）に示した．

　それらの280遺伝子の中で，さらに今回の前立腺の病理組織的変化に関連すると考

えられる遺伝子を5つのカテゴリーに分類し，Table　20に示した．

　300ng／kg群では，7つの繊維化に関連する遺伝子（7GM4，　GREM1，　COMP，

COZ班1，　L㎝f，耳W7Mおよび7GF81）のup－regurationがみられ，特に300　ng／kg群

の7α～44は469倍という驚くようなfold　changeを示した．一・方，30　ng／kg群のこれら

の遺伝子の変動は7GM4（ibld　change：2．05）を除いて軽微であった．さらに，3つの

炎症反応に関連する遺伝子（〃Pσ，オ㎜1および㎜5F15）のup－reguration，2つの

細胞構成要素の崩壊に関連する遺伝子（砒αMおよびMMP2）のup－reguration並び

に腺上皮細胞の正常配列，およびapico－basal極性維持に関連するオRHGEF18の

down－regulationが300　ng／kg群ではみられた．30　ng／kg群においてもL11）G，オ㎜1，
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㎜8F15，オLα、嵐MMP2および浸RHGEF18の各遺伝子の変動は，300　ng／kg群と同

様の傾向を示したが，300ng／kg群よりも変動率は小さかった．加えて，4つのガン化

に関連する遺伝子（up－reguration：〃E7，　down－reguration：PEM（，5RDM　1および

PRDM5），および5つのガン抑制に関連する遺伝子（up－reguration：オPRG1および

ECRG4，　down－reguration：ZFF3，　FO呪C1およびR翫β）の変動が300　ng／kg群でみら

れた．

3．4．　Real－time　PCRを用いたmRNA発現レベルの確認

　前立腺におけるDNAマイクロアレイを用いた網羅的な遺伝子発現解析結果を踏ま

えて，その中でも代表的な4つの遺伝子（7Gλ44，7GF81，　COL〃1およびMMP2）

を選択し，それらのmRNA発現レベルをReal－time　PCRを用いて確認した．その結果

をFig．9に示した．

　300ng／kg群では，繊維化および細胞構成要素の崩壊に関連する4つの選択した全て

の遺伝子において，対照群と比較して発現レベルの上昇が確認された（7Gハ44：約7220

倍，rGF81：約1．45倍，　CO〃オ1：約4．07倍，　MMP2：3．08倍）．30　ng／kg群では，

7GM4は用量に依存した増加を示したが，7G紹1，COL1オ1およびMMP2については，

対照群よりもごく軽度に減少，あるいはほぼ同程度の発現レベルを示した．300ng／kg

群における発現レベルは，DNAマイクロアレイ解析とReal－time　PCRとの間でほぼ同

様の発現パターンを示したことから，本実験におけるDNAマイクロアレイ解析結果

は信頼性が高いものと判断した．

4．考察

　アカゲザルの胎生期および授乳期（妊娠20日から分娩後90日）に30あるいは300
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ng／kgの濃度のTCDDを曝露させ，その出生児の前立腺および精嚢に対する影響につ

いて評価した．前立腺においては，DNAマイクロアレイ解析およびReal．time　PCRを

用いたmRNA発現レベルの定量化により，その影響を詳細に検討した．’

　前立腺の病理組織的検査では，30および300ng／kg群において用量に依存した腺組

織の減少，および問質組織の増大が対照群と比較してみられた．さらには，限局的な

変化ではあったものの，炎症性細胞浸潤および腺上皮細胞の崩壊が，TCDDを胎生期

および授乳期のみに曝露された7歳のアカゲザル出生児においてみられた．これらの

事実は，炎症反応および腺組織の崩壊を伴った繊維化が，TCDDの胎生期および授乳

期曝露から7年経ったアカゲザル出生児において，現在進行形で起こっていたことを

示唆するものと考えられた．共同研究者の一・人である是永らは，TCDDの最終投与か

ら4年経ったアカゲザル母動物の肝臓における内皮細胞損傷について報告している

［92］．その報告では，今回のアカゲザル出生児における前立腺の繊維化と類似の変化

として，アカゲザル母動物における肝臓の洞様毛細血管周囲の繊維化を示唆する

alpha－SMA陽性肝細胞の増加がみらたと述べている［92］．しかし，アカゲザルにおけ

るTCDD半減期は約1年と考えらており，アカゲザル出生児に残留したTCDDが進

行中の前立腺の繊維化に寄与したとは考えにくい．したがって，胎生期および授乳期

TCDD曝露によって被った影響が7年後まで残存し，それがエピジェネティックな影

響として生後7歳のアカゲザル出生児に及んだものと推察した．

　DNAマイクロアレイ解析では，繊維化に関連すると考えられる遺伝子（7GM4，

GREM1，　COMP，　CO五1オ1，五しM，砺V7Mおよび7GF81）［95－105］や，炎症反応に関

連すると考えられる遺伝子（〃PG，オ㎜1および㎜8F15）［106－108］，並びに細胞

構成要素の崩壊に関連すると考えられる遺伝子（寵C痴4，MMP2およびオR匠1GEF18）

［100，109－ll2］の発現変動が300　ng／kg群において確認され，7GM4，7GF31，　CO五〃1
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並びにMMP2の発現上昇は，　Real－time　PCRにおいても確認された．これらのmRNA

発現レベルの変動は前立腺における病理組織的変化と合致し，7歳においても進行中

の変化であるとする今回の推察を補強した．繊維化は細胞あるいは組織損傷からの

回復および治癒反応として知られている．サイトカインの誘導によって起こる繊維

芽細胞の凝集と増殖は，損傷を受けた組織を修復するためにコラーゲン原繊維（膠原

原繊維）を産生する［104，105］．炎症性細胞浸潤および腺上皮の崩壊が今回の実験でも

みられており，損傷を受けた組織への応答反応として広範に繊維化が及んだことが

示唆される．トランスグルタミナーゼは，ペプチド結合グルタミン残基とリジン残基

の不可逆性の架橋結合を触媒する能力を持ち［95］，細胞外基質（extracellular　matrix，

ECM）の安定化に寄与している［96］．また，トランスグルタミナーゼは，最も有力な

繊維形成誘導性のサイトカインである7G1昭1の活性化を通じて，直接的に繊維化進

行の役割を担っているとの報告がある［104］．TCDD曝露を受けた300　ng／kg群のアカ

ゲザル出生児の前立腺においても7GM4および7GFβ1の発現上昇がみられたため，

これらの遺伝子変動が前立腺の繊維化に重要な役割を果たしたものと考えられた．

正常な組織では，ECM成分の産生と分解のバランスが維持されている．　ECM成分の

主要な成分は，繊維芽細胞によって産生される1型コラーゲン（COL　1．41）であるが

［104］，マトリックスメタロプロテアーゼ（matrix　metalloproteinase，　MMP）はECM成

分の分解に関与している物質として知られており，繊維化の進行はCOL躍1と一MMP2

の不均衡によって引き起こされると考えられている［99－101，110，lll］．また繊維化

では，特徴的な1型コラーゲンの過剰な産生が起こり，それはMMP2の活性化を伴っ

ていることが知られている［99－101，llO，111］．これらを総合的に考えると，

COL〃1とル艦P2の不均衡：およびル1MP2の活性化がTCDD曝露を受けたアカゲザル

出生児の前立腺で起き，それらが繊維化の進行しやすい状況を作り出したと考えら
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れた．さらには，是永らによると，7GF8タンパクの発現上昇，コラーゲン繊維の増

生に関連するalpha－SMA陽性肝細胞数の増加がTCDD曝露を受けた母動物において

もみられたことから［92］，繊維化とTCDD曝露の関連1生は疑いようの無いものと考え

られた．

　著しい7GM4の発現上昇が，300　ng／kg群のDNAマイクロアレイ解析および

Real－time　PCRにおいてみられた．この酵素は，交尾後に形成される膣栓においてタ

ンパク質架橋形成を担っていると言われており［113］，また，膣内での精子輸送にも関

連している［95］．今回，第3章では，胎生期および授乳期にTCDD曝露を受けたアカ

ゲザル出生児の精液検査において，精液量および凝固物重量の増加がみられた．また，

TCDD曝露を受けたアカゲザル出生児の精嚢では，用量依存的な精嚢重量の増加と分

泌物の過剰貯留を示唆するような内腔の拡張がみられた．したがって，著しい7G《44

の発現上昇および精嚢における変化は，精液の凝固物質の過剰形成および精液成分の

変性に関連し，前立腺の腺組織の崩壊および繊維化とも相乗して，アカゲザル出生児

の精子生存率および精子活動性の用量依存的減少にも関与したものと推察した．

　当初，胎生期および授乳期のTCDD曝露によってアカゲザル出生児の前立腺に上皮

一 問葉転換（epithelial－mesenchymal　transition，　EMT）［ll4，115］のような状況が起こって

いる可能性が考えられた．そこで，上皮細胞の変化について，細胞間接着の減弱を疑

い，カドヘリンやインテグリンのDNAマイクロアレイ結果に着目したが，それらの

発現減少はみられなかった．さらに，epithelial　cadherin（CDH1）およびintegrin　alpha

（刀＞7Gオ6）について，　Real－time　PCRを用いてmRNAレベルを確認したが，　DNAマ

イクロアレイと同様の傾向であった（CDH1：1．68倍，．W7G辺6：1．35倍，300　ng／kg

における対照群との発現比率）．したがって，細胞間接着および上皮細胞機能に関連

する遺伝子が変動しなかった要因として，上皮細胞の劇的な変化は7歳のアカゲザル
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出生児では限局的な変化であり，すでに広範な領域が間質細胞に置き換わっていたか

らであると推察した．

　DNAマイクロアレイ解析では，ガン化に関連する可能性がある4つの遺伝子の発

現変動（ME7のup－reguration，　PEM（，3RD54および．PRDM5のdown－reguration）

［ll6－119］がみられた．　Fritzらは，妊娠期間にTCDD曝露を受けたC57BL／6Jマウス出

生児を老齢期に剖検した実験において，前立腺ガンと関連性があると考えられる背外

側前立腺の節状構造の発生頻度上昇について報告している［94］．今回のアカゲザルを

用いた実験では，前立腺ガンに関する病理組織的証拠はいずれの出生児にもみられず，

また，前立腺ガンのマーカーであるPSA（prostate－speci恥antigen）の本体であるカリ

クレイン3遺伝子［120，121］の発現レベルの上昇がDNAマイクロアレイの結果ではみ

られなかったことから（－2．26倍，300ng／kgにおける対照群との発現比率），前立腺

ガンである可能性は否定された．さらには，ガンの抑制と関連する5つの遺伝子の発

現変動qPRG1および．ECRG4のup－reguration，ππF3，　FO呪C1およびREZβのdown

－reguration）［122－126］もみられた．これらを総合的に考えると，胎生期および授乳期

にTCDD曝露を受けた7歳のアカゲザル出生児において，ガンが誘導されやすい環境

が示唆されたが，生理学的および分子生物学的な抵抗性および拮抗性が働き，繊維化

を通じて安定性が保たれたものと推察した．

　アカゲザルの胎生期および授乳期にTCDDを曝露させた結果，前立腺では用量に依

存した腺組織の減少および間質組織の増大がみられ，その実態は炎症性細胞浸潤およ

び腺組織の崩壊を含んだ前立腺の広範な繊維化であった．精嚢では，用量依存的な精

嚢重量の増加，分泌物様物の過剰貯留を示唆するような内腔の拡張がみられた．前立

腺のDNAマイクロアレイ解析では，繊維化，炎症反応および細胞構成要素の崩壊に

関連する遺伝子の発現変動が確認され，300ng／kg群のReal－time　PCRでは，7GM4，
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7GFβ1，　COL班1並びにMMP2の発現上昇が確認された．以上のことから，炎症反応

および前立腺腺組織の崩壊を伴った前立腺の繊維化は，TCDDの最終曝露から7年経

ったアカゲザル出生児においても現在進行形の変化であった可能性を示唆され，そ

れらの出生児では前立腺の機能障害が生じていた可能性が強い．TCDD曝露によっ

てもたらされた前立腺の機能障害は，精嚢における変化とも相乗して，次世代アカ

ゲザルの精液性状悪化（射出精子数の減少，精子生存率および精子活動性の低下）に

寄与した可能性が示唆された．
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Fig．7．

Photomicrographs　of　the　prostates　of　male　offヨpring　exposed　to　TCDD加躍θ70　and　during

lactation　at　dose　levels　of　O（control），30　and　300　ng／kg．　A　dose－dependent　decrease　in　the

number　of　glands　of　the　prostate，　and　a　dose－dependent　increase　in　interstitium　tissue　in　the

30（B）and　300（C）ng／kg　groups　were　shown　when　compared　with　the　control　group（A）．

At　higher　magniHcation，　the　no㎜al　appearance　of　glands　of　the　prostate　and　surrounding

五bromuscular　stroma　has　well－dif艶rentiated　glands　with　tall，　columnar　epithelial　lining　cells

（D，arrowhead）；however，　epithelial　heights　in　the　TCDD－exposed　groups　tended　to　be　flat（E，

arrowhead）．　Inflammatory　cell　infiltration　in　the　glandular　lumens（F，　asterisk），　disruption

of　the　glandular　epithelium（G，　arrow）and　a　large　number　of　fibroblasts（H）were　also

observed　in　the　300　ng／kg　group．　Scale　bar＝500口m　fbr（A－C）and　50ロm　fbr（D－H）．
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Table　17

Histomorphometry　in　the　prostate　and　seminal　vesicle　in　male　o伽pring

Onglkg 30ng／kg 300ng／kg

Epithelial　height　of　glands　of　the　prostate（口m）

Rate　of　the　lumen　per　total　seminal　vesicle

（per　cross　section，　％）

15．4±1．6

10．2±2．7

10．8±0．5＊

18．2±2．0＊

10．4±1．1＊

18．9土0．6＊

The　values　expressed　are　mean±SE．

＊Significant　diffbrence　ffom　the　control　group（P＜0．05）．

Fig．8．

Photomicrographs　of　the　seminal　vesicle　of　male　off忌pring　exposed　to　TCDD加㍑彪ro　and

during　lactation　at　dose　levels　of　O（control），30　and　300　ng／kg．　An　increase　in　lumen　of

seminal　vesicle（B）was　shown　in　the　TCDD－exposed　groups　when　compared　with　the　control

group（A）．　At　higher　magni五cation，　the　no㎜al　appearance　of　seminal　vesicle　has

well－diffbrentiated　epithelial　cells　and　the　lumen　is　tight（C）；however，　epithelial　heights　in

the　TCDD－exposed　groups　tended　to　be　flat　and　the　lumen　of　the　seminal　vesicle　is　expanded

in　the　30（D）and　300（E）ng／kg　groups．　Scale　barニ500口m　fbr（A，　B）and　50口m　fbr

（C－E）．
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Table　l8

List　of　diffbrentially　expressed　genes　in　the　prostate（up－regulation），　by　microarray　analysis

Fold　change

（300ng／kg）αノ

Fold　change

（30ng／kg）わゾ
卵励01cノ Descripti・nの

＋468．86 ＋2．05 7Gル14 Transglutaminase　4（prostate）

＋25．17 ＋1．54 砂W＞2 Vanin　2

＋14．27 一
1．72 κR723 Keratin　23（histone　deacetylase　inducible）

＋10．60 ＋2．05 Lπ）σ Lipase　endothelial

＋10．39 ＋4．18 CR棚 Crystallin　alpha　A

＋9．57 ＋1．20 GREハ41
Gremlin　l　homolog　cysteine

（Xenopus　laevis）

㎞ot　super魚mily

＋9．49 ＋1．76 M4L2 Mal　T－cell　dif飴rentiation　protein　2

＋6．61 ＋1．85 Pノ＞OC Prepronociceptin

＋6．33 一 2．76 HL4－B M句or　histocompatibility　complex　class　I　B

＋6．27 一
2．01 ODD Odd－skipped　homolog（Drosophila）

＋5．65 ＋1．93 GPR　74 Gprotein－coupled　receptor　74

＋5．55 ＋4．21 αVR　1 Cannabinoid　receptor　l（brain）

＋5．36 ＋2．94 しBD Ubiquitin　D

＋4．96 ＋1．57 Fc五R　1オ

Fc　ffagment　of　IgE　high　affinity　I

polypeptide

receptor　fbr；alpha

＋4．95 ．
1．69 且∫D11β2 Hydroxysteroid（11－beta）dehydrogenase　2

＋4．75 ＋1．76 0∬⑳加 Organic　solute　transporter　alpha

＋4．64 一 2．22 1朋4 Iroquois　homeobox　protein　4

＋4．45 ＋1．68 PPPIR14C
Protein　phosphatase　l　regulatory

14C

（ir血ibitor）　subunit

＋4．20 ＋1．65 ．4㎜1 Annexin　A　l

＋4．03 ＋1．85 ル1｝協 V－myb　myeloblastosis　viral　oncogene homolo9（avian）

＋3．78 ＋3．68 」PDE〃 Phosphodiesterase　IA　calmod　l°uln－dependent

＋3．68 ＋1．05 COMP Cartilage　oligomeric　matrix　protein

＋3．66 ＋2．40 05BPム3 Oxysterol　binding　Protein－like　3

＋357 ＋4．86 ノVD5714

N－deacetylase∠N－sulfbtransfbrase

glucosaminyl）4

（heparan

＋3．19 ＋1．59 β3αVτ5
UDP－GlcNAc：betaGal

3－N－acetylglucosaminyltransfbrase　5

beta－1

All　selected　genes　showed　statistically　significant　dif琵rences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05）．

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratio　of　mean　expression　values（300　ng／kg　group　v3　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（30　ng／kg　group　v3　control　group）

c）　Sylnbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Tec㎞ologies）
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Table　18（continued）

List　of　diffbrentially　expressed　genes　in　the　prostate（up－regulation），　by　microarray　analysis

Fold　change

（300ng／kg）の

Fold　change

（30ng／kg）房
の励01の D・・c・ipti・nの

＋2．93 一
1．65 3100／望2 S100　calcium　binding　protein　A2

＋2．91 ＋1．27 COZ　1．41 Collagen　type　I　alpha　l

＋2．90 ＋2．47 5五M43E
Sema　domain　immunoglobulin　domain（Ig）short　basic

domain　secreted（semaphorin）3E

＋2．90 ＋2．10 πの．R63 WD　repeat　domain　63

＋2．84 一 2．03 ∬Gβ1．8P3 Integrin　beta　l　binding　Protein　3

＋2．82 ＋154 α4五3∬14 Galactose－3－0－sulfbtransfbrase　4

＋2．80 ＋1．51 5DF2〃 Stromal　cell－derived　factor　2－like　1

＋2．78 ＋1．58 ㎜ア15
Tumor　necrosis　factor（ligand）superfamily　member

15

＋2．75 ＋2．64 んLα一M Activated　leukocyte　cell　adhesion　molecule

＋2．73 ＋1．24 ル伍7
Met　proto－oncogene　（hepatocyte　growth　factor

receptor）

＋2．64 ＋1．14 」Lびル1 Lumican

＋2．62 ＋1．88 ノVル歪BR Neuromedin　B　receptor

＋2．61 ＋1．98 CFH Complement　factor　H

＋2．60 ＋2．26 0εRF Osmosis　responsive　factor

＋2．59 ＋1．69 8100／44
S100　calcium　binding　protein　A4（calcium　protein

calvasculin　metastasin　murine　placental　homolo9）

＋258 一 1．67 1R2（1 Iroquois　homeobox　protein　1

＋2．51 ＋2．36 PγG五
Phosphorylase　glycogen；1iver（Hers　disease　glycogen

storage　disease　type　VI）

＋2．48 ＋1．60 （辺H乙1 Complement　factor　H－related　1

＋2．43 ＋1．61 ZIVF597 Zinc　finger　protein　597

＋2．42 ＋1．85 ZDH万C13 Zinc　finger　DHHC　domain　containing　13

＋2．39 ＋1．70 η匠Eル14 Transmembrane　protein　4

＋2．39 ＋3．39

㎜
XKell　blood　group　precursor－related　X－linked

＋2．37 ＋1．35 吻V15オ
Wingless－type　MMTV　integration　site　family

member　5A

＋2．36 ＋1．61 M照）23B Matrix　metalloproteinase　23B

All　selected　genes　showed　statistically　significant　diffbrences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05）．

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（300　ng／kg　group　v3　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（30　ng／kg　groupソ5　control　group）

c）　Symbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Tec㎞ologies）
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Table　18（continued）

List　of　diffbrentially　expressed　genes　in　the　prostate（up－regulation），　by　microarray　analysis

Fold　change

（300ng／kg）αノ

Fold　change

（30ng／kg）わノ

5ン〃2わ01の D・・c・ipti・nの

＋2．36 ＋2．87 五P乙 Macaca　mulatta　lipoprotein　lipase

＋2．36 ＋4．85 κムκβ1 Macaca　mulatta　plasma　kallikrein　B　1

＋2．35 ＋1．92 醐〔刀＞6 NOLI∠NOP2／Sun　domain　family　member　6

＋2．35 ＋1．56 COP1 CARD　only　protein

＋2．33 ＋2．76 ．4PRG1 ．AJ）20　region　protein

＋2．26 ＋1．83 ERO1五β ERO　1－like　beta（S．　cerevisiae）

＋2．26 ＋2．16 PR∬16 Protease　serine　16（thymus）

＋2．25 ＋1．55 ノVFE2五3 Nuclear　factor（erythroid－derived　2）－like　3

＋2．24 ＋2．04 3H91 sHQ　l　homolo9（s．　cerevisiae）

＋2．20 ＋1．71 （Pノ＞E2 Copine　II

＋2．19 ＋1．80 ㎜ア15 Synovial　sarcoma　X　breakpoint　4

＋2．17 ＋1．61 α1C2 Chloride　intracellular　channel　2

＋2．16 ＋5．59 K五κB1 Kallikrein　B　plasma（Fletcher　factor）1

＋2．12 ＋2．07 NR4／望2 Nuclear　receptor　subfamily　4　group　A　member　2

＋2．11 ＋2．03 PRLR Prolactin　receptor

＋2．11 ＋1．67 7℃7E1」L T－complex－associated－testis－expressed　1－like

＋2．10 ＋1．95 A乙4P1五2 Nucleosome　assembly　protein　1－like　2

＋2．10 ＋2．98 」L」』L兄P2

Leukocyte　immunoglobulin－like　receptor　pseudogene

2

＋2．08 ＋3．13 ∬8∬41
ST8　　　alpha－N－acetyl－neuraminide　　　alpha－2

8－sialyltransfbrase　l

＋2．07 一
1．53 7rGE81 Trans飴㎜ing　growth魚ctor　beta－induced　68kDa

＋2．06 ＋1．62 P〃（2 Polo－like　kinase　2（Drosophila）

＋2．05 ＋2．01 7Fα）2」L1 Transcription　factor　CP2－like　1

＋2．04 ＋2．28 C4BPβ Complement　component　4　binding　protein　beta

＋2．03 ＋2．14 C100げ79 Chromosome　l　O　open　reading　ffame　79

＋2．02 ＋1．54 ノ＞FM Nuclear　transcription　factor　Y　alpha

＋2．02 ＋2．07 ∬HP盟1 FSH　primary　response（LRPRl　homolog　rat）1

＋2．02 ＋153 GEPη Glutamine－fhlctose－6－phosphate　transaminase　l

All　selected　genes　showed　statistically　significant　diffbrences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05）．

＋：up－reguIation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（300　ng／kg　groupソ3　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（30　ng／kg　group　v3　control　group）

c）　Sylnbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Technologies）
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Table　l8（continued）

List　of　dif艶rentially　expressed　genes　in　the　prostate（up－regulation），　by　microarray　analysis

Fold　change

（300ng／kg）αノ

Fold　change

（30ng／kg）1り
5ン励01cノ Desc・ipti・nの

＋2．00 ＋1．74 五〇C127540 HMG21ike

＋1．97 ＋1．68 EC沢G4 Esophageal　cancer　related　gene　4　protein

＋1．97 ＋1．60 RんDgB RADg　homolog　B（S，　cerevisiae）

＋1．97 ＋1．74 GσCγ1！望3 Guanylate　cyclase　l　soluble　alpha　3

＋1．95 ＋1．94 5ZCO1．42
Solute　carrier　organic　anion　transporter　familymember

lA2

＋1．94 ＋1．79 DD火53 DEAD（Asp－Glu－Ala－Asp）box　polypeptide　53

＋1．93 ＋2．18 GPR　126 Gprotein－coupled　receptor　126

＋1．93 ＋1．80 鯉125 Ring　finger　protein　l　25

＋1．89 ＋1．90 3z∫
Steroid　sulfatase（microsomal）arylsulfatase　C　isozyme

S

＋1．87 ＋1．20 ル1ル歪P2
Matrix　metalloproteinase　2（gelatinase　A　72kDa

gelatinase　　72kDa　type　IV　collagenase）

＋1．86 ＋1．61 5ZC24オ1
Solute　carrier　family　24（sodium／potassium／calcium

exchanger）member　1

＋1．85 ＋1．75 Z4」LDO1 Transaldolase　1

＋1．84 ＋2．19 CDH2 Cadherin　2　type　l　N－cadherin（neuronal）

＋1．82 一 156 κα＞KF1 Potassium　chamel　sub魚mily　K　member　1

＋1．81 ＋1．53 ㎜72H2βE Histone　2　H2be

＋1．75 ＋1．83 1F116 Interfbron　gamma－inducible　protein　16

＋1．73 ＋1．58 ．4DD3 Adducin　3（ga㎜a）

＋1．71 ＋1．56 F乙ノ90650 Laeverin

＋1．71 ＋1．95 〃り1～31 WD　repeat　domain　31

＋1．69 ＋1．62 3MC5〃
SMC5　structural　maintenance　of　chromosomes　5－1ike　1

（yeast）

＋1．66 ＋153 E￥72 Exostoses（multiple）2

＋1．64 ＋1．86 CD〃92 CDW92　antigen　　　　　°

＋1．64 ＋6．91 7z8K1 Tau　tubulin　kinase　1

＋1．64 ＋1．54 CG匹90 CGI－90　protein

AII　selected　genes　showed　statistically　significant　dif琵rences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05）．

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratlo　ofmean　expression　values（300　ng／kg　group　v5　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（30　ng／kg　group　v3　control　group）

c）　Symbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Technologies）
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Table　l8（continued）

List　ofdiffbrentially　expressed　genes　in　the　prostate（up－regulation），　by　microarray　analysis

Fold　change

（300ng／kg）‘”

Fold　change

（30ng／kg）’り

卵〃め01cノ 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●D・・c・ipti・nの

＋1．63 ＋1．70 ．4棚3 Annexin　A3

＋1．62 ＋1．92 ∫㎜1）5 Syntaxin　binding　protein　5（tomosyn）

＋1．61 一
1．62 CD　C42」野）1 CDC42　ef飴ctor　protein（Rho　GTPase　binding）1

＋1．60 ＋1．58 C60ヴ146 Chromosome　60pen　reading　ffame　146

＋1．58 ＋2．20 HRH1 Histamine　receptor　H　1

＋1．57 ＋1．55 5丑3βP5 SH3－domain　binding　protein　5（BTK－associated）

＋1．55 一
1．60 CG1－37 Comparative　gene　identification　transcript　37

＋1．54 ＋2．OO Ra￥ Radixin

＋1．53 ＋3．54 五〇C81691 Exonuclease　NEF－sp

＋153 ＋1．65 C210が119 Chromosome　210pen　reading　ffame　119

＋1．53 一 2．15 ．4LDH1別
　「

Aldehyde　dehydrogenase　l　family　member　B　l

＋1．53 一 2．38 、4LD1／3β2 aldehyde　dehydrogenase　3　family　member　B2

＋1．51 一
1．89 β24G2 BCL2－associated　athanogene　2

AII　selected　genes　showed　statistically　significant　dif琵rences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05）．

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratio　of　mean　expression　values（300　ng／kg　group　v3　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　of　mean　expression　values（30　ng／kg　group　v3　control　group）

c）　Symbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Tec㎞ologies）
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T訊ble　lg

List　of　diffbrentially　expressed　genes　in　the　prostate（down－regulation），　by　microarray　analysis

Fold　change

（300ng阪9）αノ

Fold　change

（30ng／kg）ω
卵励01‘ソ Desc・ipti・nの

一 25．67 ＋1．53 GFER
Growth　factor　augmenter　of　liver　regeneration（ERV　l

homolog　S．　cerevisiae）

一 10．62 一
1．79 η7F3 Trefbil　factor　3（intestinal）

一 9．01 ＋1．94 M）㎜ Neuronal　pentraxin　receptor

一
8．13 ＋2．89 5pZ8／V1 Spectrin　beta　non－erythrocytic　1

一
8．07 ＋3．34 OR　10／望3 Olfactory　receptor　family　10subfamily　A　member　3

一 8．05 ＋2．20 LOC51236 Brain　protein　I　6

一 8．04 一 2．05 PEM Proe函（ephalin

一 7．58 ＋1．81 DOC2オ Double　C2－like　domains　alpha

一 6．70 一 2．20 PO7E2 Protein　expressed　in　prostate　ovary　testis　and　placenta　2

一
6．15 一 2．89 ．47P2B3 ATPase　Ca＋＋transporting　plasma　membrane　3

一 6．01
一 2．79 ノV∬ Neurotensin

一
5．22 ＋2．31 α一βP1 Calcium　binding　protein　1（calbrain）

一 4．67 ＋2．05 β3G，473
Beta－1　　　　　　　3－glucuronyltransfbrase　　　　　　　3

（91ucuronosyltransfbrase　I）

一 4．54 一
1．64 ル1zz）1 Midline　1（Opitz／BBB　syndrome）

一
4．51 ＋1．98 7E∬P2 Testis　serine　protease　2

一 4．30 ＋1．61 ∬n4ノ＞102 Tetraspanin　10

一
3．93 ＋1．56 βル1P1 Bone　morphogenetic　protein　1

一
3．38 ＋1．70 ZRX4 Yippee－like　3（Drosophila）

一 3．29 一
1．51 FOほ℃1 Forkhead　box　C　1

一
3．28 ＋1．78 C4五ML5 Calmodulin－like　5

一 3．25 ＋1．58 几ノ32416
Homolog　of　mouse　skeletal　muscle　sarcoplasmic

reticulum　protein　JP－45

一 3．23 ＋2．80 ノVW7 Nicotinamide　N－methyltransfbrase

一
3．21

一
1．63 α4五3573 Galactose－3－0－sulfbtransfbrase　3

一 3．20 ＋1．50 3RD5オ1
Steroid－5－alpha－reductase　alpha　polypeptide　1　（3－oxo－5

alpha－steroid　delta　4－dehydrogenase　alpha　1）

一
3．17 一

1．78 P4ルfα
Peptidylglycine　　alpha－amidating　　monooxygenase

COOH－te㎜inal　interactor

All　selected　genes　showed　statistically　significant　dif艶rences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05）．

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（300　ng／kg　group　v3　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　of　mean　expression　values（30　ng／kg　group　v3　control　group）

c）　Symbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Technologies）
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Table　l9（continued）

List　of　diffbrentially　expressed　genes　in　the　prostate（down－regulation），　by　microarray　analysis

Fold　change

（300ng／kg）‘θ

Fold　change

（30ng／kg）ゐノ

5ン〃め01（ソ D・・c・ipti・n‘0

一 3．16 ＋1．61 3α￥14 SRY（sex　dete㎜ining　region　Y）－box　14

一 3．13 ＋2．57 Zβ7B16 Zinc　finger　and　BTB　domain　containing　16

一 3．13 ＋156 1乙13 Interleukin　13

． 3．09 ＋2．01 PC5K4 Proprotein　convertase　subtilisir遜【exin　type　4

一 3．04 ＋2．07 H（ン11）．G Chromosome　condensation　protein　G

一 3．03 ＋1．70 OPRL　1 Opiate　receptor－like　1

一 3．02 一
1．73 DRF1 Dbf4－related　factor　1

一
3．Ol ＋1．66 1Z乙ノノ3 Inter－alpha（globulin）inhibitor　H3

一 2．97 ＋153 Fム〃4871 Coronin　actin　binding　Protein　6

． 2．96 ＋3．32 ノVPHP1 Nephronophthisis　1（juvenile）

一 2．93 ＋2．05 ノヴαV Fidgetin

一
2．91 ＋153 β24R1ノ乙1 BarH－like　1（Drosophila）

一
2．85 ＋2．27 PP1）4C Protein　phosphatase　4（魚㎜erly　X）catal》嘘ic subunit

一 2．82 ＋1．86 （二4ル醒2β
Calcium／calmodulin－dependent　protein　kinase（CaM

kinase）II　beta

一 2．76 ＋1．96 KLK3 Kallikrein　3（prostate　specific　antigen）

一 2．65 一 2．33 8児4ノ＞K2 SH3　and　multiple　ankyrin　repeat　domains　2

一 2．63 ＋2．19 GPηオ Camitine　palmitoyltransfbrase　l　A（liver）

一 2．59 ＋1．51 C7E7V C－te㎜inal　tensin－like

一
2．58 ＋1．58 ZIVF195 Zinc　finger　protein　195

一 2．57 ＋1．56 ル〃C4」L．五2 MICAL－like　2

一 2．55 ＋1．70 C190κβ3 Chromosome　190pen　reading　f士ame　33

一
2．53 ＋1．90 CムπZ1 Clathrin　heavy　polypeptide－like　1

一 2．52 一 2．41 κα＞F1
Potassium　voltage－gated　chamel

member　1

subfamily　F

一 2．47 一 2．85 ．4Pムノ〉 Apelin　AGTR．Ll　ligand

． 2．47 ． 158 3σ7M
Small　glutamine－rich　tetratricopeptide

（TPR）－containing　alpha

repeat

All　selected　genes　showed　statistically　significant　diffbrences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05），

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（300　ng／kg　groupり3　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（30　ng／kg　group　v3　control　group）

c）　Symbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Technologies）
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T訊b且el9（continued）

Fold　change

（300ng／kg）‘θ

Fold　change

（30ng／kg）ゐノ

卵〃め01cノ D・・c・ipti・nψ

一 2．47 一 2．96 α）F5
Growth　diffbrentiation　factor　5　（cartilage－derived

morphogenetic　protein－1）

一 2．46 ＋1．57 5EZ6L2 Seizure　related　6　homolog（mouse）－like　2

一 2．44 ＋1．84 PRル刀「7 Protein　arginine　N－methyltransfbrase　7

一 2．43 ＋1．60 〃ZRE WIRE　protein

一 2．43 一
1．88 3σα￥ Sulfite　oxidase

一 2．42 ＋1．70 7RP　76
Transient　receptor　potential　cation　channel　subfamily

Vmember　6

一
2．41 ＋3．16 RIPK1

Receptor　　（TNFRSF）－interacting　　serine－threonine

kinase　1

一
2．41 ＋1．57 MMP28 Matrix　metalloproteinase　28

一 2．40 ＋2．06 Eん4ノノ Fatty　acid　amide　hydrolase

一 2．35 一
1．66 五〇C161931 Testis　nuclear　RNA－binding　protein－like

一 2．35 一
1．08 PRDル15 PR　domain　containing　5

一 2。32 ＋1．67 σ五Rオ2 Glycine　receptor　alpha　2

一 2．32 ＋2．39 Z／＞F192 Zinc且nger　protein　I　92

一 2．30 一 157 CBL￥6 Chromobox　homolog　6

． 2．29 ＋1．55 σGη Ga㎜a－glutamyltrans艶rase　1

一 2．24 ＋1．90 8乙伍74／11 Sulfbtransfbrase　family　4A　member　l

一 223 ＋1．52 CRBβ1 Crystallin　beta　B　l

一 2．23 ＋1．54 GZ43 Gap　junction　protein　alpha　346kDa（connexin　46）

一 2．22 ＋1．60 σσZ乙4 Ga㎜a－glutamyltrans免rase－like　4

一 2．22 一
1．88 GR〃の1 Glutamate－rich　WD　repeat　containing　1

一 2．18 一 151 X4β2 XPA　binding　protein　2

一 2．18 ＋1．66 ZM7297 Zinc　finger　protein　297

一 2．18 一 2．49 GPR88 G－protein　coupled　receptor　88

一 2．16 ＋2．10 LIM2 Lens　intrinsic　membrane　protein　219kDa

． 2．16 ＋1．91 C60κβ2 Chromosome　60pen　reading　fセame　32

一 2．15 ＋2．82 ㎜12 Zinc　finger　protein　312

一 2．15 ＋2．01 3｝773 Synaptotagmin　XIII

List　ofdiffbrentially　expressed　genes　in　the　prostate（down－regulation），　by　microarray　analysis

All　selected　genes　showed　statistically　significant　diffbrences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05）．

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratio　of　mean　expression　values（300　ng／kg　group　v3　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　of　mean　expression　values（30　ng／kg　group　v3　control　group）

c）　Syllnbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Technologies）
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T劉ble　l9（continued）

List　of　diffbrentially　expressed　genes　in　the　prostate（down－regulation），　by　microarray　analysis

Fold　change

（300ng／kg）αノ

Fold　change

（30ng／kg）わノ

卵〃め01cノ De・c・ipti・nの

一 2．15 ＋1．71 、4C7R2β Activin　A　receptor　type　llB

一 2．14 ＋2．60 RG313 Regulator　of　G－protein　signalling　13

一 2．14 ＋2．82 ．4／VGP皿3 Angiopoietin－like　3

一 2．14 ＋2．78 αN95830 AILT5830

一 2．14 ＋2．66 五αY Lysyl　oxidase

一 2．14 ＋1．68 」Pα）HI　IX Protocadherin　l　l　X－linked

一 2．11
一

1．62 τ77㎜ Tweety　homolog　3（Drosophila）

一 2．09 ＋2．09 ．4」L」P乙 Alkaline　phosphatase　liver／bone／kidney

． 2．07 一
1．61 ．4Rθα4P1 Rho　GTPase　activating　protein　1

一 2．06 ＋2．04 E五《403
Engulfhユent　and　cell　motility　3

elegans）

（ced－12　homolog　C．

一 2．06 ＋1．70 GRル〃 Glutamate　receptor　metabotropic　7

一 2．05 ＋2．14 G〃PR　1 GLI　pathogenesis－related　l（glioma）

一 2．01
．

1．91 β∬P1 Beaded　filament　structural　protein　l filensin

一
2．01 ＋1．59 激P7B／V2 Spectrin　beta　non－erythrocytic　2

一 2．00 ＋1．82 乃RPM4
Transient　receptor　potential　cation

Mmember　4

channel　subfamily

一 1．99 ＋153 ノ＞EY1 Nuclear　transcription　factor　X－box binding　1

一
1．99 ＋1．91 、4K∠1）8Z Akinase（PRKA）anchor　protein　8－like

一 1．97
一

1．53 ．4RHσEF18 Rho／rac　guanine　nucleotide　exchange 魚ctor（GEF）18

一 1．96
一 2．03 REZβ

V－rel　reticuloendotheliosis　viral　oncogene　homolog　B

nuclear　factor　of　kapPa　light

enhancer　in　B－cells　3（avian）

polypeptide　gene

一 1．96 一 159 E8㎜L1 Estrogen－related　receptor　beta　like　1

一 1．95
一 2．50 ．4DCX4P1 Adenylate　cyclase　activating　polypeptide　1（pituitary）

一
1．95

一
1．72 HZF3オ Hypoxia　inducible　factor　3　alpha　subunit

一
1．93 ＋2．85 LOC51760 B／Kprotein

．
1．93 ＋1．95 Gオ88 Growth　arrest－specific　8

一
1．93

一
1．52 ．4K1 Adenylate　kinase　1

All　selected　genes　showed　statistically　significant　dif琵rences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05）．

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratio　of　mean　expression　values（300　ng／kg　groupγ3　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（30　ng／kg　group　v3　control　group）

c）　Symbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Technologies）
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T劉ble　l9（continued）

List　of　diffbrentially　expressed　genes　in　the　prostate（down－regulation），　by　microarray　analysis

Fold　change

（300ng／kg）αノ

Fold　change

（30ng／kg）わノ
卵励01cノ Desc・ipti・nψ

一 1．90
一

1．77 EIF339
Eukaryotic　translation　initiation　factor　3　subunit　g　eta

116kDa

一 1．90 ＋2．33 C200ψ51 Chromosome　200pen　reading　f士ame　151

一 1．89 ＋1．56 PIGρ Phosphatidylinositol　glycan　class　Q

一 1．87
一

1．53 α4α
Uveal　autoantigen　with　coiled－coil　domains　and

a田（yrin　repeats

一 1．87 ＋154 ノ＞0り641 NADPH　oxidase　activator　l

一
1．86 ＋1．94 PR∬8 Protease　serine　8（prostasin）

一
1．85 ＋1．77 Gσ7五44 Ga㎜a－glutamyltrans艶rase－like　activity　4

一
1．85 ＋1．59 FD呪R Ferredoxin　reductase

一
1．85

一
1．68 LE7M1

Leucine　zipper－EF－hand　containing　transmembrane

protein　1

一
1．85

一 3．24 〃『γOC
Myocilin　　trabecular　　meshwork　　inducible

glucocorticoid　response

一
1．85 ＋2．59 771C21！望 Tetratricopeptide　repeat　domain　21A

一
1．85 ＋2．24 C190祓8 Chromosome　190pen　reading　ffame　l　8

一
1．85

一
1．90 ．43α、1 Achaete－scute　complex－like　1（Drosophila）

一
1。85 ＋1．69 c4Pソ＞9 Calpain　9

一
1．85

一
1．61 M4P2K3 Mitogen－activated　protein　kinase　kinase　3

一 1．84
一

1．72 幽L40082 KIAAOO82

一
1．83 ＋2．08 57GIRR Single　Ig　IL－1R－related　molecule

一
1．83 ＋1．53 ．4．βC1 ATP－binding　cassette　sub－family　A

一
1．83

一
1．87 κ五F16 KrupPe1－like　factor　16

一
1．83 ＋1．51 αRD　14 Caspase　recnlitment　domain　family　member　14

一
1．81 ＋2．05 灘5 Nuclear　RNA　export　factor　5

一
1．81 ＋1．65 ㎜η

tRNA　　　　（5－methylaminomethyl－2－thiouridylate）

－methyltransfbrase　1

一
1．80 ＋1．88 ．4GER Advanced　glycosylation　end　product－specific　receptor

一 1．79
一
2．71 C210ヴ62 Chromosome　210pen　reading　f㌃ame　62

一 1．77 ＋1．51 Fβ天L4 F－box　and　leucine－rich　repeat　protein　4

All　selected　genes　showed　statistically　significant　dif琵rences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05）．

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratio　of　mean　expression　values（300　ng／kg　group　v3　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　of　mean　expression　values（30　ng／kg　group　v3　control　group）

c）　Sylnbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Technologies）
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Tab且e　l9（continued）

List　of　diffbrentially　expressed　genes　in　the　prostate（down－regulation），　by　microarray　analysis

Fold　change

（300ng／kg）αノ

Fold　change

（30ng／kg）ノ’ノ

卵〃め01‘ソ D・・c・ipti・nの

一 1．76 ＋1．56 ∠弘κ4 ELK4　ETS－domain　protein（SRF　accessory　protein　l）

一
1．75 ＋1．74 κ∠二4418〃 KIAA　l　811protein

一 L75 ＋2．16 ．4EσP Apical　early　endosomal　glycoprotein　precursor

一 1．75 ＋1．59 pz乙Rβ Paired　immunoglobin－like　type　2　receptor　beta

一 1．74
一

1．78 五＆4ル1P Limbic　system－associated　membrane　protein

一 1．74 ＋2．19 ルの／71L Myelin　transcription　factor　1－like

一
1．72 ＋1．69 C200〃81 Chromosome　200pen　reading　ffame　81

一 1．72
一

1．69 7「OMM34 Translocase　of　outer　mitochondrial　membrane　34

一
1．71 ＋1．68 ．MECη Mucoepide㎜oid　carcinoma　translocated　1

一
1．70 ＋1．50 ム4．MB2 Laminin　beta　2（laminin　S）

一
1．70 ＋156 α4ββR1 Ga㎜a－aminobutyric　acid（GABA）Breceptor　1

一 1．70 ＋1．54 HO敷℃9 Homeo　box　C9

一
1．70 ＋2．23 ．4β7別 Ankyrin　repeat　and　BTB（POZ）domain　containing　1

一 1．69 ＋1．63 五〇C553158 PRR5－ARHGAP　8　fUsion

一
1．69 ＋1．91 7GD8

　　　　　　　　　　　　・

TDP－glucose　46－dehydratase

一
1．69

一
1．85 1～1）ε6κ42 Ribosomal　protein　S6　kinase　90kDa　polypeptide　2

一 1．67 ＋1．53 G醐
Glucosamine（N－acetyl）－6－sulfatase（Sanfilippo　disease

IIID）

一
1．67 ＋2．46 7R∠M9 Tripartite　motif：containing　9

一 1．66
一

1．56 L五G乙1 Lethal　giant　larvae　homolog　1（Drosophila）

一
1．66 ＋1．55 ．4P1∫1 Adaptor－related　protein　complex　l　sigma　l　subunit

一
1．65 ＋1．72 」M3溜 Microseminoprotein　beta一

一 1．64
．

1．79 κ1∠！望0232 KIAAO232　gene　product

一
1．64 ＋1．50 ルα4 Melanoma　inhibitory　activity

一
1．64 ＋3．36 z乙Dノ～1 Immunoglobulin－like　domain　containing　receptor　1

一
1．62 ＋1．60 ∬B3 SPRY　domain－containing　SOCS　box　protein　SSB－3

一
1．62

一
1．85 R、4117 Retinoic　acid　induced　I　7

一
1．61 ＋1．51 α）5F3五 Cleavage　and　polyadenylation　specific　factor　3－like

一
1．60 ＋5．22 亙EσR1 Neuronal　growth　regulator　1

All　selected　genes　showed　statistically　significant　dif飴rences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05）．

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（300　ng／kg　groupソ3　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（30　ng／kg　group　v3　control　group）

c）　Symbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Tec㎞ologies）
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Tab且e　l9（continued）

List　ofdiffbrentially　expressed　genes　in　the　prostate（down－regulation），　by　microarray　analysis

Fold　change

（300ng生9）〃ノ

Fold　change

（30ng／kg）わノ

卵〃め01‘ソ D・・c・ipti・nψ

一 1．60 ＋1．88 ＆M4PC4
Small　nuclear　RNA　activating　complex

190kDa

polypeptide　4

一 159 ＋1．54 1ム昭五 IlvB（bacterial　acetolactate　synthase）－like

一 1．59 ＋2．11 γPEム1 Yippee－like　1（Drosophila）

．
1．59 ＋1．69 ．4α1（詔 Acetyl－Coenzyme　A　carboxylase　beta

一
1．58 ＋1．78 8Z41）2 Signal－transducing　adaptor　protein－2

一
1．58 ＋1．85 KαVMB3

Potassium　large　conductance　calcium－activated

subfamily　M　beta　member　3

cha㎜el

一
1．57 ＋1．71 ∬ZP SNAP25－interacting　protein

一
1．57 ＋1．55 ノVα）1「18

Nudix（nucleoside　diphosphate　linked　moiety　X）－type

motif　l　8

一
1．57 ＋1．74 RZEZ　1 Regulator　of　telomere　elongation　helicase　1

一 1．57 ＋1．75 ハ1GC52000 CXYorf1－related　protein

一
1．56 一

1．59 〃DR　1 WD　repeat　domain　1

一
1．55 ＋1．61 H∫（ン1RG HSCARG　protein

一
1．54 ＋1．79 〃MR Lipocalin－interacting　membrane　receptor

一
1．54

一
2．01 R匠109 Ras　homolo99ene　family　member　Q

一
1．54 ＋1．73 α4BRG1 Ga㎜a－aminobutyric　acid（GABA）Areceptor　ga㎜a　1

一
1．53 ＋1．58 CDκ10 Cyclin－dependent　kinase（CDC2－like）10

一 153 ＋2．86 （ン｛LML　6 Calmodulin－like　6

一
1．53 ＋2．71 KZF12 Kinesin　family　member　12

一
1．53 ＋1．59 ZM743 Zinc　finger　protein　43（HTF6）

一
1．52 一

1．87 BHD Folliculin

．
1．52 ＋1．74 α4βRオ2 Gamma－aminobutyric　acid（GABA）Areceptor　alpha　2

一
1．50 ＋1．50 H∫3373．41 Heparan　sulfate（glucosamine）3－0－sulfbtransfbrase　3Al

All　selected　genes　showed　statistically　significant　diffbrences　in　the　300　ng／kg　group（P＜0．05）．

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（300　ng／kg　group　v8　control　group）

b）　Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（30　ng／kg　group　v3　control　group）

c）　Symbol　in　LocusLink　database

d）Description　in　Agilent　Rhesus　Macaque　Gene　Expression　Microarrays（Agilent　Technologies）
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T訊b且e20

1」ist　of　differentially　expressed　genes　associated　with　histopathological　ch紐nges　in　the

prostate，　by　microarray　analysis

Category βン〃吻1の Accessionδゾ
Fold　change

（30ng／kg）cノ

Fold　change

（300ng／kg）の
Reference

Fibrogenesis 1「CM4

C児EMl

COMP
COL1．41

L乙ηMr

〃7V115∠

1「CFB1

NM　OO3241

NMO13372

NM　OOOO95

NM　OOOO88

NM　OO2345

NM　OO3392

NM　OOO660

＋2．05

＋1．20

＋1．05

＋1．27

＋1．14

＋1．35

－ 1．53

＋468．86

＋9．57

＋3．68

＋2．91

＋2．64

＋2．37

＋2．07

　　【95，961

　　　　【971

　　　　【981

　　【99－1011

　　　【1021

　　　11031

llO1，104，1051

Inflamm飢ory

　　「esponse

　LIP（7

．4㎜1

17VE∫F15

NM　OO6033

NM　OOO700

NM　OO5118

＋2．05

＋1．65

＋1．58

＋10．60

＋4．20

＋2．78

【1061

【1071

【1081

Disruption　of　cell　　　／1L（ン1ノ匠

　　component　　　　．MMP2

　　　　　　　　　　　　　　　　．4R」配CEF18

NM　OO1627

NM　OO4530

NMO15318

＋2．64

＋1．20

－ 1．53

＋2．75

＋1．87

－ L97

　　　【1091

【100，110，1111

　　　1112】

Tumorigenesis 　ルfE　7

PENK
5jR1）5」41

PRDM5

NM　OOO245

NM　OO6211

NM　OOlO47

NMO18699

＋1．24

－ 2．05

＋1．50

－ 1．08

＋2．73

－ 8．04

－ 3．20

－ 2．35

【1161

【1171

11181

【1191

Antitumorigenesis ．4PR　Cl

E（沢C4

7FF3

FOXCl
1己EZβ

NM　178342

NMO32411

NM　OO3226

NM　OO1453

NM　OO6509

＋2．76

＋1．68

－ 1．79

－ 1．51

－ 2．03

＋2．33

＋1．97

－ 10．62

－ 3．29

－ L96

【1221

【1231

【1241

11251

11261

All　selected　genes　showed　statistically　significant　diffbrences　in　the　300　ng／kg　group

（P＜0．05）．

＋：up－regulation，一：down－regulation

a）　Syrnbol　in　LocusLink　database

b）GeneBank　accession　number

c）Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（30　ng／kg　groupソ8　control　group）

d）Fold　change，　ratio　ofmean　expression　values（300　ng／kg　group　v5　control　group）
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Fig．9．

（A）Effbcts　on　relative　mRNA　expression　levels　in　male　off忌pring　exposed　to　TCDD加班θγo

　　　and　during　lactation　at　dose　levels　of　O（control），30　and　300　ng／kg．　Real－time

　　　quantitative　PCR　was　conducted　fbr　4　selected　genes（7Gゐ44，7GF81，　CO五1頭1，　and

　　　。Mル歪P2）that　showed　diffbrential　expression　in　microarray　analysis．　Real－time

　　　quantitative　PCR　and　data　collection　were　per鉛㎜ed　using　the　ABI　7500　instrument　and

　　　TaqMan　Gene　Expression　Assays　（Applied　Biosystems，　Foster　City，　USA）．

　　　Quantitative　values　were　nomlalized　to　18S　ribosomal　RNA．　Each　bar　represents　the

　　　mean土SE．

（B）The　comparison　of　fbld　changes　between　Real－time　quantitative　PCR　and　microarray

　　　analysis　in　the　selected　genes．　The　fbld　changes　in　the　300　ng／kg　group　are　described　in

　　　each　analysis．　The　expression　pattems　were　similar　between　Real－time　quantitative

　　　PCR　and　microarray　analysis．
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　　　　　　　　　　　　　　　　第5章

　　　　　　　　　　　　　　　　総合考察

　本研究では，現行TDI算定の基礎となった86　ng／kgの約1／3量および3倍量に相当

する30並びに300ng／kgの濃度のTCDDを，アカゲザルの妊娠20日から分娩後90

日に体内負荷量がほぼ一定となるように算出された条件で曝露させ，その次世代の出

生前および出生後の発生に対する影響について検討した．TCDD曝露を受けた母動物

によって自然分娩および哺育された出生児は，性成熟に達した7歳の冬に剖検し，雄

出生児の精液検査，ホルモン濃度の測定，精巣，精巣上体，前立腺，精嚢の病理組織

検査を行った．前立腺においては，DNAマイクロアレイ解析およびReal－time　PCRを

用いたmRNA発現レベルの定量化により，その影響を詳細に検討した．

　その結果，30あるいは300ng／kgのTCDDを母動物の妊娠期間および哺育期間（妊

娠20日～分娩後90日）に曝露させても，母動物の一般状態や哺育，授乳行動，体重

推移，摂餌量並びに妊娠期間の長さに明らかな変化はみられなかった．流産，死産お

よび児の生後死亡の頻度についても，対照群とTCDD曝露群との間に明らかな差はみ

られなかったものの，妊娠80日の血漿中TCDD濃度が同群の他個体よりも高い曝露

レベルを示した300ng／kg群の4動物では，全例において妊娠後期の流産，死産ある

いは出生後1ヶ月以内の死亡が引き起こされた．また，アカゲザルにおけるTCDD曝

露と流産の増加については，いくつかの研究グループによって報告されている［69－71］．

したがって，TCDD曝露と流産，死産あるいは出生後間もない死亡については，何ら

かの因果関係の存在する可能性が示唆された．

　出生児では，歯の形成異常［68］はみられたものの，性比，一般状態および食欲状態

については，TCDD曝露に起因すると考えられる異常はみられなかった．体重に関し
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ては，性成熟を迎える雄の生後3歳以降に，対照群と比較して約10％の体重増加抑制

がみられたが，この原因については明らかにできなかった．出生児の生後7歳時点で

の剖検では，腎臓の白色巣が300ng／kg群の雄1例および雌2例で，肺の暗赤色巣お

よび黄白色結節が雌1例でみられた．腎臓および肺の変化は母動物の剖検においても

みられており，血液学的検査におけるリンパ球数およびその比率の減少，血液生化学

検査における肝機能パラメータの変動と合わせて，アカゲザルにおけるTCDD曝露

に起因した特徴的変化と考えられた．一・方，30ng／kg群では，特記すべきTCDD曝露

の影響は見出されなかった．以上のように，アカゲザルの胎生期および授乳期に30

あるいは300ng／kgの濃度のTCDDを曝露させた結果，出生児に体重増加抑制傾向（雄），

歯の形成異常，血液学的検査におけるリンパ球数の減少，肝機能障害を疑わせる血液

生化学パラメータの変動，肺および腎臓の肉眼的異常所見などが300ng／kg群におい

てみられたが，出生児の生殖能および生殖器官への影響を評価する上で障害となるよ

うな毒陸変化は見出されなかった．

　アカゲザル出生児の精液検査では，300ng／kg群の総精子数が対照群と比較して約

1／3に減少し，同群の精子濃度は対照群と比較して統計学的に有意に著しく減少した．

これらの雄出生児における射出精子数の減少は，TCDDを妊娠15日のラットに単回

投与したいくつかの実験においても報告されている［44，45，77］．さらに，イタリアの

セベソでの工場爆発事故によって幼少期にTCDD被爆を受けた男性住民においても，

同様の射出精子濃度の減少が22年後の疫学調査において報告されている［90］．したが

って，経胎盤あるいは幼少期TCDD曝露により，射出精子数および射出精子濃度の減

少が引き起こされることは，間違いないと考えられた．さらに，アカゲザル出生児の

精巣上体の病理組織的検査においても，精巣上体管内腔内の貯留精子数の有意な減少

が30および300ng／kg群でみられ，これに伴い両群の精巣上体管は対照群と比較して
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萎縮していた．一一方，精巣に関しては，予想に反してTCDD曝露の影響は小さかった．

すなわち，300ng／kg群における射出総精子数は対照群の約1／3まで減少していたにも

かかわらず，精巣重量，精細管短径および精細管中の精子細胞数の減少は，それぞれ

対照群の70，89および77％であった．ささらに，300ng／kg群ではごく軽度の精祖細

胞および精母細胞数の減少がみられたものの，セルトリ細胞あたりのこれらの生殖細

胞数比率については対照群との間に差はみられなかった．これらの変化は，興味深い

ことにラットにおける報告とも合致している［43－45，78，79，91］．これらのことから，

TCDD曝露に伴う精巣あるいは精子形成に対する影響は，精巣上体精子数あるいは射

出精子数に対する影響と比較すると弱く，その毒性学的重要度あるいは感受性は低い

ものと考えられた．

　ラットでは，AGD短縮が，母体へのTCDD曝露に起因する一つの感受性高い指標

として挙げられており，その原因として母体あるいは出生児のアンドロゲン濃度の減

少が考えられている［43，44，78，91］．今回の実験では，300ng／kg群の雄出生児の出生

時点でのAGDは，対照群と比較して短縮傾向を示したものの，生後3歳時点では対

照群と同程度まで回復した．また，陰茎長については差がみられず，その形態につい

ても異常はなかった．さらに，今回の実験では血清中テストステロン濃度，精巣中の

テストステロンおよびDHT濃度について，　TCDD曝露群と対照群との間に明らかな

差は認められなかった．これらのことを総合的に考えると，TCDDをアカゲザルの胎

生期および授乳期に曝露させても，その出生児ではAGDおよび外生殖器の発達につ

いては全く影響を及ぼさないか，毒性学的に意義の無いレベルの影響しか及ぼさない

ものと考えられた．また，TCDDの精巣（精子形成）あるいは精液性状に対する影響

も，アンドロゲン濃度の減少に起因するものとラットでは推察されているが［43－45，

78－79］，アカゲザルではその影響は顕著ではなく，他の可能性を示唆する結果と考え
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られた．

　精液検査では，他にも精子生存率および精子活動性が用量依存的に減少する傾向が

示された．加えて，300ng／kg群ではいくつかの試行において評価可能な精液が採取で

きず，その頻度は対照群と比較して統計学的に有意に増加した．さらに，精液量およ

び凝固物重量については，TCDD曝露に伴って用量依存的に増加する傾向が示された．

これらの所見は，TCDD曝露に伴いアカゲザル出生児の副生殖器，前立腺および精嚢

に何らかの影響がもたらされている可能性を示唆するものと考え，次に，胎生期およ

び授乳期にTCDD曝露を受けたアカゲザル出生児の前立腺および精嚢に対する影響

について着目した．前立腺の病理組織的検査では，30および300ng／kg群において用

量に依存した腺組織の減少および間質組織の増大が対照群と比較してみられた．さら

には，限局的な変化ではあったものの，炎症性細胞浸潤および腺上皮細胞の崩壊が，

7歳のアカゲザル出生児においてみられた．これらの事実は，炎症反応および腺組織

の崩壊を伴った繊維化が，TCDD曝露から7年経ったアカゲザル出生児において現在

進行形で起こっていたことを示唆するものと考えられた．しかし，アカゲザルにおけ

るTCDD半減期は約1年［67］であると考えらており，アカゲザル出生児に残留した

TCDDが進行中の前立腺の繊維化に寄与したとは考えにくい．さらに，その残留した

TCDDがアンドロゲン濃度の減少を引き起こして前立腺へ影響した可能性は極めて

低い．したがって，胎生期および授乳期TCDD曝露によって被った影響が7年後まで

残存し，それがエピジェネティックな影響として生後7歳のアカゲザル出生児に及ん

だものと推察した．

　前立腺のDNAマイクロアレイ解析では，繊維化に関連する遺伝子（7GM4，

σREM1，　CO《4P，　CO五1オ1，五㎝1，砺V7Mおよび7G1昭1）［95－105］，炎症反応に関連

する遺伝子（L、PG，オ㎜1および㎜8F15）［106－108］，並びに細胞構成要素の崩壊
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に関連する遺伝子（混C4M，　MMP2およびオRHGEF18）［100，109－112］の発現変動が

300ng／kg群において確認され，7GM4，7GF81，　COL〃1およびMMP2の発現上昇は，

Real－time　PCRにおいても確認された．これらのmRNA発現レベルの変動は前立腺に

おける病理組織変化と合致し，7歳においても進行中の変化であるとする今回の推察

を補強した．繊維化は細胞あるいは組織損傷からの回復および治癒反応として知ら

れている．サイトカインの誘導によって起こる繊維芽細胞の凝集と増殖は，損傷を

受けた組織を修復するためにコラーゲン原繊維を産生する［104，105］．トランスグル

タミナーゼは，ペプチド結合の不可逆的な架橋結合を触媒する能力を持ち［95］，ECM

の安定化に寄与している［96］．また，トランスグルタミナーゼは，最も有力な繊維形

成誘導性のサイトカインである7GF81の活性化を通じて，直接的に繊維化進行の役

割を担っている［104］．TCDD曝露を受けた300　ng／kg群のアカゲザル出生児の前立腺

においても7Gルf4および7GF別の発現上昇がみられたため，これらの遺伝子変動が

前立腺の繊維化に重要な役割を果たしたものと考えられた．また正常な組織では，

ECM成分の産生と分解のバランスが維持されている。　ECM成分の主要な成分は繊維

芽細胞によって産生される1型コラーゲン（COL1．41）であるが［104］，　MMPはECM

成分の分解に関与している物質として知られており，繊維化の進行はCO五〃1と

MMP2の不均衡によって引き起こされると考えられている［99－101，　llO，　lll］．さら

に，繊維化では，特徴的な1型コラーゲンの過剰な産生が起こり，それはMMP2の活

性化を伴っていることが知られている［99－101，llO，　ll1］．これらを総合的に考える

と，Cα1オ1とMMP2の不均衡およびMMP2の活性化がTCDD曝露を受けたアカゲ

ザル出生児の前立腺で起き，それらが繊維化が進行しやすい状況を作り出したと考

えられた．

　著しい7Gλ44の発現上昇が，300　ng／kg群のDNAマイクロアレイ解析および
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Real－time　PCRにおいてみられた．この酵素は，交尾後に形成される膣栓においてタ

ンパク質架橋形成を担っていると言われており［ll3］，膣内での精子輸送にも関連して

いる［95］．生後6歳で実施した精液検査では，精液量および凝固物重量の用量依存的

な増加がみられた．また，精嚢では用量依存的な精嚢重量の増加，分泌物の過剰貯留

を示唆するような内腔の拡張がみられた．したがって，著しい7GM4の発現上昇およ

び精嚢における変化は，精液の凝固物質過剰形成および精液成分の変1生に関連し，前

立腺の腺組織崩壊および繊維化とも相乗して，アカゲザル出生児の精子生存率および

精子活動1生の用量依存的減少にも関与したものと推察した．

　当初，TCDDの胎生期および授乳期曝露によってアカゲザル出生児の前立腺に上皮

一 間葉転換（EMT）［114，　l　l5］のような状況が起こっている可能性を考えた．そこで，

上皮細胞の変化について，細胞間接着の減弱を疑い，カドヘリンやインテグリンの

DNAマイクロアレイ結果に着目したが，それらの発現減少はみられなかった．さら

に，CDH1および刀＞7Gオ6について，　Real－time　PCRを用いてmRNAレベルを確認し

たが，DNAマイクロアレイと同様に発現減少はみられなかった．これらは，上皮細

胞の崩壊および炎症性細胞浸潤などの上皮における劇的な変化は，7歳のアカゲザル

出生児ではすでに限局的な変化であり，広範な領域が間質細胞に置き換わっていたた

めと推察した．また，DNAマイクロアレイ解析では，ガン化に関連する可能性があ

る4つの遺伝子の発現変動（ME7のup－reguration，　PEM，8RDM1およびPRDM5の

down－reguration）［ll6－119］がみられた．　EMTはガン細胞の浸潤時に起こる現象である

［114，115］ことから，胎生期および授乳期にTCDD曝露を受けた前立腺においてガン

あるいはガン化が起こっている可能性を危惧したが，病理組織的にはガン細胞の存在

は確認されず，前立腺ガンのマーカーであるPSAの本体であるカリクレイン3遺伝

子［120，121］の発現レベルの上昇もみられなかったことから，前立腺ガンの可能性は
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否定された．さらには，今回のDNAマイクロアレイの結果からは，ガンの抑制と関

連する5つの遺伝子の発現変動（オPRG1およびECRG4のup－reguration，7FF3，FO必C1

およびREZβのdown－reguration）［122－126］もみられた．これらを総合的に考えると，

胎生期および授乳期にTCDD曝露を受けた7歳のアカゲザル出生児において，ガンが

誘導されやすい環境が示唆されたが，生理学的および分子生物学的な拮抗作用が働き，

繊維化を通じて前立腺の安定が保たれたものと推察した．しかし，前立腺の繊維化に

よって，前立腺の機能障害が生じていた可能性が強い．TCDD曝露によってもたら

された前立腺の機能障害は，精嚢における変化とも相乗して，次世代アカゲザルの

精液性状悪化（射出精子数の減少，精子生存率および精子活動性の低下）に寄与した

可能性が示唆された．

　以上のように，300ng／kg群ではTCDD曝露の影響により，雄出生児の体重増加抑

制傾向，歯の形成異常，血液学的検査におけるリンパ球数の減少，肝機能障害を疑わ

せる血液生化学パラメータの変動，肺および腎臓の肉眼的異常所見，射出および精巣

上体管内貯留精子数の減少，精子生存率および精子活動性の減少傾向，前立腺におけ

る炎症反応並びに腺組織の崩壊を伴った繊維化などの数々の変化を引き起こした．一

方，30ng／kg群ではそれらの変化はみられないか，みられたとしても300　ng／kg群と

比較すると軽微な変化であった．これらのことから，TCDD胎生期および授乳期曝露

に伴うアカゲザル出生児の影響については，30ng／kgと300　ng／kgとの間に閾値があ

り，それは現行の日本におけるTDI［63］算出の基となったLOAEL値，86　ng／kgに近似

しているものと考えられた．また，今回の実験の結果からは，現行のTDIは妥当な数

値であると考えられた．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　第6章

　　　　　　　　　　　　　　　　　要約

　現行TDI算定の基礎となった86　ng／kgの約1／3量および3倍量に相当する30並び

に300ng／kgの濃度のTCDDを，アカゲザルの妊娠20日から分娩後90日に体内負荷

量がほぼ一・定となるように算出された条件で曝露させ，その次世代の出生前および出

生後の発生に対する影響を検討した．TCDD曝露を受けた母動物によって自然分娩お

よび哺育された出生児は，性成熟に達した7歳の冬に剖検し，雄出生児の精液検査，

ホルモン濃度の測定，精巣，精巣上体，前立腺，精嚢の病理組織検査を行った．前立

腺においては，DNAマイクロアレイ解析およびReal－time　PCRを用いたmRNA発現

レベルの定量化により，その影響を詳細に検討した．

以■ドの知見が得られた．

1．30あるいは300ng／kgのTCDDを母動物の妊娠期間および哺育期間（妊娠20日～

　分娩後90日）に曝露させても，母動物の一般状態や哺育，授乳行動，体重推移，

　摂餌量並びに妊娠期間の長さに明らかな変化はみられなかった．

2．流産，死産および児の生後死亡の頻度については，対照群とTCDD曝露群との問

　　に明らかな差はみられなかったが，妊娠中の血漿中TCDD濃度が高かった動物で

　　は，それらの間に因果関係の存在する可能性が示唆された．

3．出生児の性比，一般状態および食欲状態については，TCDD曝露に起因すると考

　　えられる異常はみられなかった．しかし，300ng／kg群の雄出生児では，性成熟を

　　迎える生後3歳以降に体重増加の抑制傾向がみられ，他にも歯の形成異常，リン

　　パ球数の減少，血液生化学検査における肝機能パラメータの変動，腎臓並びに肺

　　の肉眼的異常所見（腎臓の白色巣，肺の結節など）がみられた．
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4．精液検査では，300ng／kg群の総精子数が対照群と比較して約1／3に減少し，同群

　　の精子濃度は対照群と比較して著しく減少した．これらの雄出生児における射出

　精子数の減少は，ラットの実験およびイタリアのセベソでの工場爆発事故後（22

　年）の疫学調査結果とも一致した．

5．300ng／kg群では，精巣上体管腔内の貯留精子数の有意な減少およびこれに伴う

　精巣上体管の萎縮がみられたが，精巣重量，精細管短径，セルトリ細胞あたりの

　精祖細胞数，精母細胞数並びに精子細胞数比率についてはその影響は軽度であっ

　　た．精巣あるいは精子形成に対する影響は，精巣上体精子あるいは射出精子数に

　　対する影響と比較すると，毒性学的な重要度およびその感受性ともに低いものと

　　判断された．

6．雄出生児の肛門一生殖器間距離，外生殖器の発達に関しては，TCDD曝露群と対

　　照群との間に明らかな差は認められなかった．血清および精巣中アンドロゲン濃

　　度についても同様であり，TCDD曝露に伴う精子数の減少はアンドロゲン依存性

　　ではないと考えられた．

7．前立腺の病理組織学的検査では，30および300ng／kg群において用量に依存した

　　腺組織の減少および問質組織の増大がみられた．これらの実体は炎症細胞浸潤お

　　よび腺組織の崩壊を伴った繊維化であり，それらはTCDD曝露から7年経ったア

　　カゲザル出生児において現在進行形で起こっていたことが示唆された．

8．前立腺のDNAマイクロアレイ解析では，繊維化に関連する遺伝子（7GM4，

　　GREM1，　COMP，　COL1オ1，　L㎝1，珊V7Mおよび7G朋1）や，炎症反応に関連す

　　る遺伝子（L∬’G，オ㎜1および㎜8ア15），並びに細胞構成要素の崩壊に関連

　　する遺伝子q五α砿MMP2およびオRHGEF18）の発現変動が300　ng／kg群にお

　　いて確認され，7GM4，7GFβ1，　COL1オ1並びにMMP2の発現上昇はReal－time
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9．

PCRにおいても確認された．

精嚢では，用量依存的な精嚢重量の増加と分泌物の過剰貯留を示唆するような内

腔の拡張がみられた．著しい7GM4の発現上昇および精嚢における変化は，精液

の凝固物質の過剰形成および精液成分の変性に関連し，前立腺の腺組織の崩壊お

よび繊維化に起因する前立腺の機能障害とも相乗し，アカゲザル出生児の射出精

子数の減少，精子生存率並びに精子活動性の減少に関与したものと推察された．

10．30ng／kg群では射出および精巣上体管内貯留精子数の減少，精子生存率および精

　子活動1生の減少傾向，前立腺における炎症反応並びに腺組織の崩壊を伴った繊維

　化などの300ng／kg群でみられた数々の雄性生殖器の毒1生変化はみられないか，

　みられたとしても300ng／kg群と比較すると軽度であった．これらのことから，

　TCDDの胎生期および授乳期曝露に伴うアカゲザル出生児の影響については，30

　ng／kgと300　ng／kgとの問に閾値があり，それは現行の日本におけるTDI算出の基

　　となったLOAEL値，86　ng／kgに近似していると考えられた．
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Summ劉ry

TCDD　was　irOected　to　pregnant　rhesus　monkey　fbmales　on　Day　200f　gestation　at　an　initial

dose　of　300r　300　ng／kg，　the　low　dose　set　at　one－third　of　the　LOAEL　body　burden　of　TCDD

fbr　rodents（86　ng／kg）and　the　high　dose　at　about　three　times　the　LOAEL．　Additional　doses

of　TCDD　at　l．5　ng／kg　or　15　ng／kg（i．e．5％of　initial　dose）were　administered　by　irOection

every　30　days　during　the　gestation　and　lactation　periods　until　day　90　after　delivery，　to

maintain　the　desired　body　burden．　The　effbcts　of　TCDD　on　second　generation　pre－and

postnatal　development　were　investigated．　The　off合pring　were　delivered　naturally　and　nursed

by　TCDD－exposed　dams，　raised　until　the　age　of　sexual　maturity，　and　were　necropsied　at　the

age　of　7　years．　The　reproductive　ability　of　the　male　of猛pring　was　evaluated　by　semen

analysis，　ho㎜one　level　assay，　and　histopathology　of　the　testes，　epididymides，　prostate，　and

seminal　vesicles．　Amolecular　biology　approach（microarray　analysis　and　real－time

quantitative　PCR）was　adopted　fbr　characterization　ofthe　prostate　gland．

The　fbllowing　data　were　obtained．

1．

2．

3．

Gestational　and　lactational　exposure　ofpregnant　rhesus　monkeys　to　TCDD（丘om　Day　20

0f　gestation　until　Day　90　after　delivery）at　dose　levels　of　30　and　300　ng／kg　had　no　clear

effbct　on　general　maternal　condition，　nursing　behavior，　body　weight，　fbod　consumption

or　gestational　length．

There　were　no　clear　dif艶rences　in　the　incidences　of　abortion，　stillbirth　or　postnatal　death

of　off合pring　between　the　control　group　and　the　TCDD　exposure　groups；however，　a

causal　relationship　between　gestational　TCDD　exposure　levels　in　dams　and　fbtal／postnatal

loss　is　a　possibility．

There　were　no　TCDD－related　dif艶rences　in　sex　ratio　at　birth，　clinical　signs，　or　appetite

condition　in　the　of鶯pring．　However，　in　the　300　ng／kg　group，　body　weight丘om　the　age

of　3　years（close　to　reaching　sexual　maturity）was　suppressed　by　approximately　10％

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　129



4．

5．

6．

7．

when　compared　with　the　control　group．　Fu曲e㎜ore，　dental　abno㎜alities，　a　decrease

in　the　number　of　lymphocytes，　changes　in　serum　biochemistry　landmarks　fbr　hepatic

釦nction，　and　gross　abno㎜alities　in　the　kidneys（white飴cus）and　lungs（nodes）were

observed　in　the　of飴pring　in　the　300　ng／kg　group．

Semen　analysis　revealed　that　the　total　spe㎜count　in　the　300　ng／kg　group　was　reduced

by　approximately　one－third　that　in　the　control　group，　and　spe㎜concentration　in　this

group　was　significantly　reduced　when　compared　with　the　control　group．　Reductions　in

句aculated　spe㎜numbers　in　male　of臨pring　are　consistent　with　results丘om　rats　and　the

results　of　an　epidemiological　survey　of　adult　male　residents　of　Seveso，　Italy，　fbllowing

accidental　exposure　to　TCDD　in　infancy（22　years　previously）．

In　the　300　ng／kg　group，　the　ductus　epididymis　in　the　male　off合pring　was　clearly　smaller

than　in　the　control　group，　in　co切unction　with　a　decrease　in　reserved　spe㎜number　in　the

cavity　of　the　ductus　epididymis；however　effbcts　on　paired　testis　weight，　diameter　of　the

semini飴rous　tubules，　and　spe㎜atogonia，　spe㎜atoc外e　and　spe㎜atid　per　Se貢oli　cell

ratios　were　slight．　　Accordingly，　TCDD－induced　ef艶cts　on　the　testes　and

spe㎜atogenesis　are　judged　to　be　of　lesser　magnitude　and　sensitivity　than　the　changes　in

epididymal　and句aculated　spe㎜numbers．

There　were　no　diffbrences　in　AGD　or　external　genital　development　in　the　male　off合pring

between　the　control　group　and　TCDD　exposure　groups．　Circulatory　and　intra－testicular

androgen　levels　in　the　TCDD　exposure　groups　were　also　comparable　to　those　in　the

control　group．　Taken　together，　it　was　considered　that　the　reduction　in　spe㎜count

fbllowing加厩θ70　and　lactational　TCDD　exposure　were　not　caused．by　decreasing

androgen　levels　in　the　male　off忌pring．

Histopathological　examination　of　the　prostate　revealed　a　dose－dependent　decrease　in　the

number　of　glands，　and　a　dose－dependent　increase　in　interstitial　tissue　in　the　30　and　300

ng／kg　groups．　Notably，　infbmmatory　cell　infiltration　and　dismption　of　the　glandular
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8．

9．

10．

epithelium　were　also　observed　in　off合pring，7years　after　final　transplacental　and

lactational　TCDD　exposure．　　These　results　indicated　fibrosis　in　the　prostate

accompanied　by　inflammatory　responses　and　dismption　of　the　glands，　which　were

considered　to　be　ongoing　changes．

Diffbrential　mRNA　expressions　associated　with　fibrosis（7GM4，　GREM1，　COMP，

CO五1オ1，　L㎝f，〃7V万オand　7GFβ1），　inflammatory　response（LIPG，4㎜1　and

㎜SF15）and　disruption　of　cell　component　C4Lα一M，　MMP2　and．4RHGEF18）were

demonstrated　by　microarray　analysis，　and　up－regulation　of　7GM4，7GF81，　COL1オ1　and

ル艘P2　was　con且㎜ed　with　real－time　PCR．

In　the　seminal　vesicle，　a　dose－dependent　increase　in　weight　and　dilatation　of　the　lumen

indicating　secretion　retention　were　noted．　It　was　infbrred　that　marked　expression　of

7GM4　in　the　prostate　and　changes　in　the　seminal　vesicle　correlated　to　excess　production

of　coagulum　substance　and　alteration　of　semen　composition．　In　addition　to　alteration　of

semen　composition，　prostatic　dysfUnction　by　TCDD　exposure　induced　by　disruption　of

the　prostatic　glands　and丘brosis　may　have　been　involved　in　decreases　in　spe㎜count，

spe㎜viability　and　spe㎜activity　in　the　TCDD－exposed　rhesus　monkey　of飴pring．

At　30　ng／kg，　decreases　in句aculated　and　epide㎜al　spe㎜number，　spe㎜viability，　spe㎜

activity，　and　fibrosis　in　the　prostate，　accompanied　by　inflammatory　responses　and

disruption　of　glands　ofthe　prostate　noted　in　the　male　rhesus　monkey　off合pring　in　the　300

ng／kg　group　were　either　not　induced　or　were　of　lesser　magnitude．　Therefbre，　it　is

considered　that　the　effbct　of∫η鷹ro　and　lactational　TCDD　exposure　on　male

reproductive　ability　has　a　threshold　somewhere　between　30　and　300　ng／kg　and　is

probably　in　the　order　of　86　ng／kg，　the　value　set　as　the　current　TDI　in　Japan！
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