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表題

2′.ア ニ リノ .6′.[N.エ チ ル .N.(4‐トリル )ア ミノ ]‐3′‐メチル ス ピロ [イ ンペ ン ゾフ ラ ン

‐1(3H),9′・[9H]キサンテン]‐3‐オンのラットを用いた急性経口投与毒性試験

詩縄験目的

2′‐ア ニ リノ .6′.[N‐エ チノレ N‐(4. トリル )ア ミノ ].3′‐メチル ス ピ ロ [イ ンペ ン ゾフ ラン

‐1(3H),9 ′‐[9H]キサンテン]‐3‐オンを雌のラットに 1回、強制経 口投与 し、急性毒性に関

する情報を得ることを日的とした。

試験法

本試験は、 OECD 化学品テス トガイ ドライン 423 「Acute oraI Toxicity-Acute Toxic

C1assMethod 」 (1996年 3月 22 日採択、2001 年 12月 17 日改訂)1)に基づいて実施し
た 。

GLP 対応

本試験は、平成 15年 11月 21 日付け、薬食発第 1121003 号、平成 15・11・17製局第 3
号、環保企発第 031121004号、厚生労働省医薬食品局長、経済産業省製造産業局長、環境
省総合環境政策局長連名通知「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基
準について」及び「OECD Principles ofGood Laboratory Practice」 (November26,1997)

を適用した。

動物福祉

本試験は、平成 18年 4月 28日付け、環境省告示第 88号「実験動物の飼養及び保管並
びに苦痛の軽減に関する基準」、平成 18年 6月 1日付け、厚生労働省大臣官房厚生科学
課長通知「厚生労働省の所管する実施機関における動物実験等の実施に関する基本指針」
及び平成 18年 11刀 27 日付け、ロ本バイオアッセイ研究センター制定「動物実験に関す
る指針」を遵守した。また、本試験は日本バイオアッセイ研究センターの動物実験委員会
で承認された。

試験委託者

経済産業省製造産業局化学物質管理課
東京都千代田区霞ヶ関 1-3-1

試験施設及び運営管理者

日本バイオアツセイ研究センター

神奈川県秦野市平沢 2445
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試験日程

試 験 開 始 日 2009年 9月 24日
動 物 導 入 日 2009年 9月 29日
被験物質投与 日 第 1段階 2009年 10月 6日

第 2段階 2009 年 10月 1O FI
解 剖 終 了 日 第 1段階 2009年 10月 20日

第 2段階 2009 年 10月 24 日
試 験 終 了 日 2010年 1月 19ロ

試験関係者一覧

試 験 責 任 者 : (試験管理部)

報告書案 作成者 (試験管理部)

被験物質の管理・分析 (試験管理部)
(試験管理部)
(試験管理部)

被験物質投与液の (試験管理部)
調製・投与

動 物 管 理 : (試験管理部)
(試験管;理部)

病 理 検 査 : (病理検査部)
(病理検査部)
(病理検査部)

試 験 情 報 管 理 (企画調整部)
(企画調整部)
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試資料の,保管

試験計画書、標本、生データ、被験物質、記録文書、最終報告書、信頼性保証証明書、
その他本試験に係る資料は、試資料保管施設に保管する。なお、被験物質
た 。

保管期間は、最終報告書提出後、原則として 10年間とする。ただし、
ても被験物質及び標本については品質が評価に耐え得る期間の保管とする。

試験責任者 (最終報告書作成者)の署名、捺印及び日付

試験管理部

なお、被験物質は 50gを保管し

ただし、この期間にあっ
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陳 述 書

試験名 :2'‐アニリノ・6′‐[N‐エチル・N・(4‐トリル )アミノ]・3′・メチルスピロ [インペンゾフラ

ン・1(3H),9′・[9H]キサンテン]・3・オンのラットを用いた急性経□投与毒性試験

本試験は、試験計画書に基づき、また、平成 15年 11月 21 日付け、薬食発第 1121003
号、平成 15・11・17製局第 3号、環保企発第 031121004 号、厚生労働省医薬食品局長、経

済産業省製造産業局長、環境省総合環境政策局長連名通知「新規化学物質等に係る試験を
実施する試験施設に関する基準について」及び「ORCD Principlesof Good Laboratory
Practice」 (November26,1997) を適用して実施された。

本報告書はその試験結果に基づいてまとめられたものに相違ありません。

日本バイオアツセイ研究センター

‐ .

.

▲

之0/○年 ′月 円 日

‐2o/O1- / 月 /夕 日

試験責任者

運営管理者

・IV ‐
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石三束頂小生 狂泉言正言:正目自警書

表題 ・アニリノ・6′‐[N‐エチル‐N・(4‐トリル)アミノ]‐3 メチルスピロ[インペンゾフラ

ン‐](3H),9′・[9H]キサンテン]‐3・オンのラットを用いた急性経口投与毒性試験

試験番号 0 7 4 8

被験物質の名称 21‐アニリノ・‐[N・エチル・N‐(4‐トリル )アミノ]‐3らメチルスピロ[インペンゾフラ

ン‐1(3H),9'‐[9H]キサンテン]‐3‐オン

本試験は、OECD 化学品テス トガイ ドライン 423 「Acute ora]Toxicity-AcuteToxicC1assMethod 」 (1996
年 3月 22日採択、2001年 12月 17日改訂) に基づいて実施された。
最終報告書には、試験で使用した方法及び手順が正確に記載されており、報告結果は、試験の生データを
正確に反映していることを認める。
なお、監査・査察の実施日及び報告日は以下のとおりである。

対 象 監査・査察実施日 運営管理者及び試験責任者への報告日

試験計画書 2009年 09月 24日 2009年 09月 24日

試験動物の受け入れ・検疫 2009年 09月 29日 2009年 09月 30日

被験物質濃度調製 2009年 09月 28日 2009年 09月 28日

群構成
2009年 10月 05日 2009年 10月 05日

動物飼育管理操作

投与作業 2009年 10月 06日 2009年 10月 06日

病理解剖 2009年 10月 20日 2009年 10月 20日

被験物質の管理

データの取り扱い管理

2009年 09月 28日、 12月 18日 2009年 09月 28日、 12月 18日

2009 年 12月 15~18 日→
2009年 12月 18日

最終報告書
2009年 12月 15~18 日

2010年 01月 19日 2010年 01月 19日

2 010 年 1月 19 ロ

信頼性保証責任者

所 属 中央労働災害防止協会

日本バイオアッセイ研究センター

職 名 信頼性保証主管

氏 名 ‘ー
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Ⅰ 要約 
 

2’-アニリノ-6’-[N-エチル-N-(4-トリル)アミノ]-3’-メチルスピロ[イソベンゾフラン

-1(3H), 9’-[9H]キサンテン]-3-オンの急性経口毒性を検討するために、OECD化学品テスト

ガイドライン 423「Acute Oral Toxicity－Acute Toxic Class Method」1) に基づき、試験を

実施した。 
動物は Crl:CD(SD)ラットの 8 週齢の雌を使用した。投与は 1 投与段階（1 群）につき 3

匹を用いて、2000 mg/kg の投与量で 2 段階実施した。 
第 1 段階及び第 2 段階ともに 2000 mg/kg の投与による死亡は認められなかった。また、

一般状態、体重推移及び剖検での異常も観察されなかった。 
2000 mg/kgの投与量で死亡がみられなかったことから、2’-アニリノ-6’-[N-エチル-N-(4-

トリル)アミノ]-3’-メチルスピロ[イソベンゾフラン-1(3H), 9’-[9H]キサンテン]-3-オンは、

GHS （ Globally Harmonised Classification System for Chemical Substances and 
Mixtures）における急性毒性の等級として Category 5 (>2000 mg/kg)に分類される。 
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Ⅱ 材料・方法 
 
1. 被験物質及び媒体 
 
1.1 被験物質の名称等 
 
 名   称：  2’-アニリノ-6’-[N-エチル-N-(4-トリル)アミノ]-3’-メチルスピロ[イソベ

ンゾフラン-1(3H), 9’-[9H]キサンテン]-3-オン 
2’-Anilino-6’-[N-ethyl-N-(4-tolyl)amino]-3’-methylspiro 
[isobenzofuran-1(3H),9’-[9H]xanthen]-3-one 

 別   名： ETAC 2)

  CAS No.：  59129-79-2 
 
1.2 被験物質の構造式、分子式及び分子量 
 
  構 造 式：  

O

O
O

N
H

             

N

 

 分 子 式： C36H30N2O3

分 子 量： 539 
 
1.3 被験物質の物理化学的性状等2)

 
 性 状： 微着色粉末 
 沸 点： ― 
 融 点： 205℃以上 
 溶 解 性： 水に不溶 
 保管条件： 室温かつ遮光 
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被歌物質の使用ロット等

使用ロット番号 :
製 造 元 : 一 ′

純 度 : 99,0%( 検査成績書データ)

被験物質の同一性 (Appendix l)

皮験物質の同一性は、赤外分光光度計 (Shi・nadzu FfrIR-8200PC) を用いて測定した赤

吸収スペクトルを文献値3)と比較することで確認した。

その結果、被験物質の赤外吸収スペクトルが文献値と同じ波数にピークを示したことから、

験物質は 2′‐アニリノー6′-[N-エチノレN‐(4‐トリル )アミノ]‐3′‐メチルスピロ[インペンゾフ

ン‐1(3H),9 ′‐[9H]キサンテン]‐3‐オンであると判断した。

被験物質の安定性 (Appendix 2)

、使用開始前 (投与開始前)と使用終了後 (投与動物の飼育観察終了
) に、高速液体クロマ トグラフ (Agilent Technologies lo90) を用いて測定したクロマ

グラムを比較することで確認した。

その結果、使用開始前と使用終了後のクロマトグラムに差がみられなかったことから、被

この期間において安定していたと判断した。

媒体

称 : オリブ油 (日本薬局方)

製 造 元 : 丸石製薬(株)

ロ ッ ト番 号 : 8×01

保 管 条 件 : 室温かつ遮光

投与

投与方法

とした。午前 9時から 12時の時間帯に胃ゾンデとシリンジを用いて 1回

ロ投与を実施した。

勿は、投与前日の 16時以降から投与後約 3時間まで絶食させた。

‐4‐



(Study No. 0748) 

2.2 投与用量及び投与液量 
 
 被験物質の製造元発行の「製品安全データシート」2) に、「ラットのLD50値は16000 mg/kg
以上」と記載されている。この情報をもとに、第 1 段階の投与用量をOECD化学品テスト

ガイドライン 423 1) で推奨されている最高用量の 2000 mg/kgとした。第 2 段階以降の投与

用量は、前投与段階の投与 3 日後までの生死状況をもとに、Figure 1 に示したフローチャ

ートに従い決定した。 
 第 1 段階の 2000 mg/kg で投与 3 日後までに死亡が認められなかったため、第 2 段階の投

与用量も 2000 mg/kg とした。第 2 段階の投与でも死亡がみられなかったため、第 3 段階は

実施しなかった。 
投与液量は体重 1kg 当り 10 mL とし、投与日の投与直前に測定した体重をもとに個体別

に算出した。 
 
2.3 被験物質投与液の調製方法 
 
 秤量した被験物質にオリブ油を加えて攪拌し、200 mg/mL の濃度（wt/vol）になるよう

に調製した。被験物質はオリブ油に懸濁した状態であった。投与液は投与日の投与前に調製

した。 
  
2.4 被験物質調製液中の被験物質の濃度及び均一性 （Appendix 3, 4） 
 
 被験物質調製液中の被験物質の濃度及び均一性は、第 1 段階の投与日前に上記調製方法

で作製した調製液を用いて確認した。OECD化学品テストガイドライン 423 1) で規定されて

いる 5 mg/kg、50 mg/kg、300 mg/kg及び 2000 mg/kgの投与用量、すなわち濃度（wt/vol）
に換算して 0.5 mg/mL、5 mg/mL、30 mg/mL及び 200 mg/mLの被験物質調製液を作製し、

濃度毎に調製容器内の調製液を 7 点サンプリングし、それぞれの被験物質濃度を高速液体

クロマトグラフ（Agilent Technologies 1090）を用いて測定した。 
 その結果、被験物質調製液における 7 点の平均濃度は各設定濃度に対して 98～101％の

範囲にあり、7 点における濃度のばらつきは変動係数 0.74～4.64％の範囲にあった。 
 
3. 動物 
 
3.1 試験動物 
 
 動物は日本チャールス・リバー(株)（神奈川県横浜市港北区新横浜 3-17-6）筑波飼育セン

ター生産の Crl:CD(SD)ラット（SPF）の雌を使用した。 
 この動物を選択した理由は、毒性試験で一般的に使用され背景データが豊富な動物種及び

系統であること、またOECD化学品テストガイドライン 423 1) で雌動物が推奨されているこ
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とによる。 
 雌 23 匹を 7 週齢で導入し、導入日を含む 7 日間を検疫と馴化を兼ねて飼育した。一般状

態を毎日観察し、導入日と検疫・馴化終了日（群分け日）には体重を測定した。 
検疫・馴化期間中に一般状態や体重の推移に異常がみられなかった動物の中から、体重の

中央値に近い雌 18 匹を試験動物として選定した（群分け時体重範囲、208～226g）。 
選定されなかった雌 5 匹は群分け後に安楽死させた。 

 
3.2 群の構成と動物数 
 
 群の構成は 6 群（6 投与段階）とし、1 群当り 3 匹の動物数とした。 

群 名 称（投与段階） 投与用量   動物数（動物番号） 

第 1 段階 2000 mg/kg 1  3 匹（2001～2003） 
第 2 段階 2000 mg/kg 1  3 匹（2101～2103） 
第 3 段階  投与未実施a) 1  3 匹（2201～2203） 
第 4 段階  投与未実施a) 1  3 匹（2301～2303） 
第 5 段階  投与未実施a) 1  3 匹（2401～2403） 
第 6 段階  投与未実施a) 1  3 匹（2501～2503） 

 a) 第 2 段階までの投与でGHSに定められた急性毒性の等級が決定したため、第 3 段階以

降の投与は実施しなかった。 
 
3.3 群分け方法 
 
 群分けは、第 1 段階の投与前日に群間の体重の偏りを小さくする群分け方法（適正層別

方式）4) で行った。18 匹の試験動物のうち、初めに体重値の大きい動物から順に各群に 1
匹ずつ無作為に割り当て、二巡目以降は各群の動物の合計体重を比較し、値の小さい群から

順に体重値の大きい動物を割り当てた。 
 
3.4 動物の個体識別 
 
動物の個体識別は尾に油性マーカーで色素塗布する方法で行った。ケージには個体識別番

号を記したラベルを付した。 
 
3.5 使用飼育室及び他試験・異種動物との区別 
 
動物はバリア区域内の独立した飼育室（713 室）に収容し、室入口の扉に試験番号、動物

種及び動物番号を表示し、他試験及び異種動物と区別した。 
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3.6 投与時週齢 
 
 投与時の週齢は第 1 段階及び第 2 段階ともに 8 週齢であった。 
 
3.7  飼育条件 
 
1) 飼育環境 
 飼育室の環境条件及び使用したケージ等を以下に示した。 飼育室の温度と湿度は実測値

の範囲を＜ ＞内に示した。 
 温度：23±2℃ ＜22.8 – 23.1℃＞ 

湿度：55±15% ＜47 – 53%＞  
 明暗サイクル：12 時間点灯(8:00～20:00)／12 時間消灯(20:00～8:00) 
 換気回数：15～17 回／時 
 ケージへの動物の収容方法：単飼 
ケージの材質・形状・寸法等： 
ステンレス製 2 連網ケージ（170(W)×294(D)×176(H) mm／匹） 

 飼育器材の滅菌方法： 
 飼育器材（ラック・ケージ・餌箱・給水ノズル・作業台車・トレー等）は、オートクレ

ーブを用いて滅菌（約 120℃、15 分以上）した。 
 

2) 飼料 
 飼料は、オリエンタル酵母工業(株)（東京都板橋区小豆沢 3-6-10）千葉工場生産の CRF-1
固型飼料（30KGy-γ線照射滅菌飼料、Lot No.090805）を使用し、固型飼料給餌器により

自由摂取させた。ただし、投与前日の 16 時以降、投与後約 3 時間まで絶食させた。 
 使用した飼料の栄養成分と夾雑物の分析データは、オリエンタル酵母工業(株)から入手し

保管した。夾雑物の分析結果については、試験計画書に規定した許容基準と照合して異常の

ないことを確認した。 
 
3) 飲水 
 飲水は市水（神奈川県秦野市水道局供給）をフィルターろ過、紫外線照射し、自動給水装

置により自由摂取させた。 
 飲水の水質は、試験施設として実施している飲水の定期サンプリングによる水質検査結果

を、水道法を参考にして試験計画書で規定した項目及び許容基準と照合して、異常のないこ

とを確認した。水質検査は、(財)食品薬品安全センター秦野研究所（神奈川県秦野市落合

729-5）に依頼し、その結果は保管した。 
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4. 観察・検査 
 
4.1 一般状態の観察 
 
投与前の動物については、毎日 1 回、一般状態の観察を行った。 
投与した動物については、投与日（観察 1 日）は、投与後約 1 時間継続して観察し、そ

の後は約 1 時間ごとに投与後約 6 時間まで観察した。観察 2 日以降の 14 日間は、毎日 1 回

の観察を行った。 
 
4.2 体重測定 
 
 投与した動物については、投与日の投与直前、その後は観察 2、4、8、11 及び 15 日に体

重を測定した。 
     
4.3 剖検 
 
 投与した全ての動物を観察 15 日に剖検した。動物はエーテル麻酔下で開腹後、腹大動脈

切断により放血・致死させてから肉眼による観察を行った。 
 
4.4 臓器の採取、保存 
 
 剖検した動物については、下記に示した臓器・組織を摘出し、10％中性リン酸緩衝ホル

マリン溶液で固定、保存した。 
 皮膚、鼻腔、鼻咽頭、喉頭、気管、肺（左肺に固定液を注入した）、骨髄（大腿骨）、リ

ンパ節（腋窩・鼠径等）、胸腺、脾臓、心臓、舌、唾液腺、食道、胃、小腸（十二指腸を含

む）、大腸、肝臓、膵臓、腎臓、膀胱、下垂体、甲状腺、上皮小体、副腎、卵巣、子宮、腟、

乳腺、脳、脊髄、末梢神経（坐骨神経）、眼球、ハーダー腺、筋肉、骨（大腿骨） 
 
4.5 投与未実施動物 
 
 投与に使用しなかった第 3 段階以降の動物は、第 2 段階の動物の搬出（投与した全ての

動物の飼育観察終了）後、実験動物技術研修用として有効利用した。 
 
5. 試験成績の信頼性への影響 
 
試験計画書と実施内容に不整合は認められなかった。また、試験成績の信頼性に影響を及

ぼすような飼育環境等の異常は認められなかった。 
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Ⅲ 試験成績 

 
1. 死亡状況 （Table 1）（Appendix 5） 
 2000 mg/kg を投与した第 1 段階と第 2 段階の動物計 6 例に死亡は認められなかった。 

 
2. 一般状態 （Table 1, 2）（Appendix 5） 
 2000 mg/kg を投与した第 1 段階と第 2 段階の動物に一般状態の異常は認められなかった。 

 
3. 体重 （Table 3）（Appendix 6） 
 2000 mg/kg を投与した第 1 段階と第 2 段階の動物に体重推移の異常は認められなかった。 

 
4. 剖検 （Table 4）（Appendix 7） 
 2000 mg/kg を投与した第 1 段階と第 2 段階の動物に異常は認められなかった。 

 
 
Ⅳ 考察 

 
 2’-アニリノ-6’-[N-エチル-N-(4-トリル)アミノ]-3’-メチルスピロ[イソベンゾフラン

-1(3H),9’-[9H]キサンテン]-3-オンのラットのLD50値は、16000 mg/kg以上であるとの報告2) 

以外に、本化合物の急性毒性に関する情報は得られていない。 
本試験の結果、第 1段階及び第 2段階の 2000 mg/kgの投与による死亡はなく、一般状態、

体重推移及び剖検での異常も認められなかった。 
以上のことから、2’-アニリノ-6’-[N-エチル-N-(4-トリル)アミノ]-3’-メチルスピロ[イソ

ベンゾフラン-1(3H), 9’-[9H]キサンテン]-3-オンのラットのLD50値は 2000 mg/kg以上であ

ると推定される。 

 
2000 mg/kg の投与量で死亡がみられなかったことから、2’-アニリノ-6’-[N-エチル-N-(4-

トリル)アミノ]-3’-メチルスピロ[イソベンゾフラン-1(3H), 9’-[9H]キサンテン]-3-オンは、

GHS における急性毒性の等級として Category 5 (>2000 mg/kg)に分類される。 

 
 
 
 

                                         -- 
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(Study No. 0748)

               2’-anilino-6’-[N-ethyl-N-(4-tolyl)amino]-3’-methylspiro[isobenzofuran-1(3H),9’-[9H]xanthen]-3-one
               in acute oral toxicity test - acute toxic class method

Administration Dose Number of
stage (mg/kg) animals

           1st 2000 3

           2nd 2000 3

Table 1  Mortality of female rats treated orally with

Number of deaths

0

0

for 14 days
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(Study No. 0748)

               2’-anilino-6’-[N-ethyl-N-(4-tolyl)amino]-3’-methylspiro[isobenzofuran-1(3H),9’-[9H]xanthen]-3-one
               in acute oral toxicity test - acute toxic class method

Administration Dose Number of
stage (mg/kg) animals

           1st 2000 3

           2nd 2000 3

Parentheses represent the number of animals.

Table 2  Clinical signs of female rats treated orally with

Clinical signs

No abnormalities detected (3)

No abnormalities detected (3)
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(Study No. 0748)

               2’-anilino-6’-[N-ethyl-N-(4-tolyl)amino]-3’-methylspiro[isobenzofuran-1(3H),9’-[9H]xanthen]-3-one
               in acute oral toxicity test - acute toxic class method

Administration Dose Number of
stage (mg/kg) animals Days        1        2        4        8       11       15

           1st 2000 3 193 ± 6 216 ± 11 226 ± 4 239 ± 8 251 ± 17 263 ± 20

           2nd 2000 3 206 ± 5 229 ± 8 239 ± 4 251 ± 5 259 ± 7 272 ± 5

Data represent mean ± S.D.

Table 3  Body weight changes of female rats treated orally with

Body weights (g)
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(Study No. 0748)

               2’-anilino-6’-[N-ethyl-N-(4-tolyl)amino]-3’-methylspiro[isobenzofuran-1(3H),9’-[9H]xanthen]-3-one
               in acute oral toxicity test - acute toxic class method

Administration Dose Number of
stage (mg/kg) animals

           1st 2000 3

           2nd 2000 3

Parentheses represent the number of animals.

Table 4  Necropsy findings of female rats treated orally with

Necropsy findings

No abnormalities detected (3)

No abnormalities detected (3)
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Appendix 1 

 
 
 

Identity of                            
2’-Anilino-6’-[N-ethyl-N-(4-tolyl)amino]-3’-methylspiro

[isobenzofuran-1(3H),9’-[9H]xanthen]-3-one 
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(Study No,0748)

IDENTITY OF 2′‐ANILINO-6 ′‐[N‐団THYL ‐N-(4‐TOLYL)AMINO]-3 ′-MBTHY]LSPIR0

[ISOBENZOFURAN ‐1(3日),9′‐[9日]XANT 日露N]‐3‐ONB

m u nce :2 ′‐Anilino- ‐[N‐eth l-N-(4‐tol l)amino]-3 ′-meth,ls iro[isobenzo 負・ran ‐

:Lot No,

1,SpectraI Data

lnfrared Spectrolnetry

1nstru1工lent :shi1nーadzu FT1R ‐8200PC1111 鞄ared spectrolneter

Ce11 :KBr

Resolution :4cm .1
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ln登ared SPectruln of Literature Data ☆

Result:霊園諺墓誓璽塵誓鷺讐馨悪霊慰霊悪習電器電撃望塵塵霊園trum・
2, Conclusion:Thetestsubstance was identi6ed as 2′‐anilino・6′・[N‐ethyl・N‐(4・tolyDamino] ・3′・

nlethylspiro[isobenzo 負,ran‐1(3H),9 ′‐[9H]xanthen]-3.one by in舞ared spectrum,

‐ 19 ‐



 
Appendix 2 

 
 
 

Stability of 
2’-Anilino-6’-[N-ethyl-N-(4-tolyl)amino]-3’-methylspiro

[isobenzofuran-1(3H),9’-[9H]xanthen]-3-one 
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(Study No,0748)

STABILITY OF 2′‐ANILINO-6 ′.[N‐国THYL ‐N‐(4-TOLYL)AMINO]-3 ′-MET 日YLSPIR0

[ISOB図NZOFURAN-1(3 日),9′‐[9:H]XANTHBN]-3 ‐ONE

Test substance :2 ′・Anilino ・ ・[N・ethyl ・N‐(4・mw 凹晒酬憎顕岨詞 幽 i1n 雌品N直 晒・鴎孟-囲幽 m 削 "砲・懲 n・
　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1(3H),9′‐[9H]×anthen]‐3・one 盤熊-‐"* 鴬擬き謡 酸結き醍 濯寝礎馨幾鍵盤霧竪議蓉 蕩

Lot No. :

1.High Perあrmance Liquid Chromatography

1nstru1nent : Agilent Technologies 109O High Per危rmanceLiquid ChromatograPh

column :L‐column ODS(4,6 mm の × 15 cm)

ColumnTemperature: 40 0C

p切にbile Phase :Acet 。nitrile:Distilled water = 95 : 5

F1ow Rate :1 111IJmin

Detector :UV(29o nm)

1ldectionVolume : 10トーL

Date Analyzed peak No.Retention Time AJ・ea

(min) (%)

2009,10.02 1 3.587 100

2009,10.27 1 3.590 100

Result: High Per金rmance liquid chromatography indicated one major peak(peak No.1)

analyzed on 2009,10.2 and one m 勾or peak(peak No.1)analyzed on 2009,10,27.No

new trace impurity peak in the test substance analyzed on 2009.10.27 wasdetected

2. Conch ・sion: The test substance was stable 恥r the Period that the testsubstance had been

used 金r thestudy

‐21 ‐

1 l i l l . 1

-か馨蔓.・*鴬擬き謡 は置き恐碓てきで馨 幾鍵盤霧霧 謡 蕩



 
Appendix 3 

 
 
 

Concentration of test sample 
(2’-Anilino-6’-[N-ethyl-N-(4-tolyl)amino]-3’-methylspiro

[isobenzofuran-1(3H),9’-[9H]xanthen]-3-one) 
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(Study No. 0748) 

CONCENTRATION OF TEST SAMPLE (2’-ANILINO-6’-[N-ETHYL-N-(4-TOLYL)AMINO]-
3’-METHYLSPIRO[ISOBENZOFURAN-1(3H),9’-[9H]XANTHEN]-3-ONE) 
 
 

Analytical Method : The samples were analyzed by high performance liquid  
chromatography. 

 
    Instrument  : Agilent Technologies 1090 High Performance Liquid Chromatograph 
 
    Column  : L-column ODS (4.6 mmφ × 15 cm) 
 
    Column Temperature: 40 ℃  
 
    Mobile Phase : Acetonitrile : Distilled water = 95 : 5 
 
  Flow Rate  : 1 mL/min 
 
    Detector  : UV (290 nm) 
 
    Injection Volume : 10 μL 
 
 
 

       Target Concentration 
                  
     Date Analyzed 500a   5000    30000  200000 
 
     2009.09.28  505b (101)c   4970 ( 99.4)   30200 (101) 196000 ( 98.0) 
 

  a μg/mL 
    b μg/mL (Mean measured concentration.) 
    c % (Mean measured concentration/target concentration × 100.) 
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Appendix 4 

 
 
 

Homogeneity of test sample 
(2’-Anilino-6’-[N-ethyl-N-(4-tolyl)amino]-3’-methylspiro

[isobenzofuran-1(3H),9’-[9H]xanthen]-3-one) 
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(Study No. 0748) 

HOMOGENEITY OF TEST SAMPLE (2’-ANILINO-6’-[N-ETHYL-N-(4-TOLYL)AMINO]-
3’-METHYLSPIRO[ISOBENZOFURAN-1(3H),9’-[9H]XANTHEN]-3-ONE) 
 
 

Analytical Method : The samples were analyzed by high performance liquid  
chromatography. 

 
    Instrument  : Agilent Technologies 1090 High Performance Liquid Chromatograph 
 
    Column  : L-column ODS (4.6 mmφ × 15 cm) 
 
    Column Temperature: 40 ℃  
 
    Mobile Phase : Acetonitrile : Distilled water = 95 : 5 
 
  Flow Rate  : 1 mL/min 
 
    Detector  : UV (290 nm) 
 
    Injection Volume : 10 μL 
 
 
 

                    Target Concentration 
                  
         500a   5000  30000  200000 
 
    Coefficient of Variation 4.64b   0.74    3.87  1.01 
 
    a μg/mL 
    b % (n=7) 
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Appendix 5 

 
 
 

Clinical signs (Individual) 
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Appendix 6 

 
 
 

Body weights (Individual) 
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Necropsy findings (Individual) 
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