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研究要旨 

毒物及び劇物取締法（毒劇法）によって指定された化合物に対する吸入曝露の評価は、多くの事業場に

おいて、安全性試験は動物を用いた経口・皮膚塗布・腹腔内投与等で代替されている。その理由は、吸

入曝露試験専用施設とその稼働に高額な費用が必要であることによる。本研究の目的は、吸入曝露試験

の絶対的な不足を補う目的で、それに代わり得る気管内投与法を開発してOECD等へ提示を目指すことに

ある。津田らはラットによる経気管肺内噴霧投与（TIPS）による試験法を開発し、世界に先駆けて４種

の異なった形状の多層カーボンナノチューブ（MWCNT）および１種のチタン酸カリウムの毒性と肺と胸膜

中皮における発がん性を明らかにし、吸入曝露試験に替わる気管内投与の有用性を国内外に示してきた

（吸入曝露試験の実施されたMWCNTは世界でMWCNT-７の１種のみ）。この手法を毒物劇物の有害性評価に

適用できるように改良して普遍的な評価試験法として発展させようとするものである。今年度は、日本

バイオアッセイ研究センターにて試験された1,4-dioxane（dxn）（化学工業溶剤・抽出に汎用・生物難

分解性）をモデル物質として選び、そのLC50値51.3mg/L/4hを350gのラットへの換算値481mg/300ｇ

（≑1600mg/kg）と計算して、この値が「実施するモデル試験」の用量範囲に入る様に用量の試行実験を

実施した。これらの実験において、分担研究者での再現確認、dxnの毒性、in vitro毒性試験、DNA障害

性、次年度を考慮してfullerene whisker等についても検討した。 

その結果、１時間に１回、３時間に４回（０、１、２、３時）投与した総投与量において 1040mg/kg で

は致死率は 14.3％、1300mg/kg では 57.1％、1560mg/kg では 57.1％、2000mg/kg では 71.4％であり、生

存個体は７日間観察に後致死させた。これによるLD50値は1300mg〜1560mg/kgであり、JBRCの1600mg/kg 

に近似する値であったことから、TIPS 法のモデルとして有用である可能性が示された。 
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Ａ．研究目的 

空気中の化学物質は不可避的に体内に取り込まれる

ため、事業場における気中物質の安全性の評価と管

理は重要である。わが国でも毒物及び劇物取締法（毒

劇法）により指定された多数の化合物の毒性評価は、
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経口・皮膚塗布・腹腔内投与等で代替されている。

また、GHS に記載されている物質には実際必要な吸

入曝露試験が実施されているものは非常に少ない。

発がん性については WHO/IARC では今までに 1000 種

以上の環境物質・要因について危険度を分類をして

いるが、そのうちヒトに吸入曝露リスクのある物

質・要因の約 25%は吸入曝露試験以外の投与方法に

よって代替されている。その理由は、吸入曝露試験

には大規模な専用施設とその稼働に高額な費用が要

求されるためである。 

本研究の目的は、吸入曝露試験の絶対的不足を補

う目的で、実施容易な気管内投与法を開発して国内

外において標準的試験法としての採用を提案するこ

とにある。申請者はラットにおける気管内投与法に

よって、ナノサイズの炭素・金属繊維や粒子の障害

性について「経気管肺内噴霧投与法（TIPS 法）」を

開発し、世界に先駆けて５種の異なった形状のカー

ボンナノチューブと一種のチタン酸カリウムの肺ま

たは胸膜中皮における発がん性を見出し、吸入曝露

試験に替わる気管内投与の有用性を国内外に示して

きた。これは、OECD TEST GUIDELINE: DRAFT GUIDANCE 

DOCUMENT ON INHALATION TOXICITY TESTING #39 (p59)

に引用され、また Archives of Toxicology, Particle 

and Fibre Toxicology（5-Year IF は夫々6.04 およ

び 8.40）等に掲載されるようになり、気管内投与の

有用性が認められつつある。実施あたって技術的な

考慮から液状物質、固形体等をまず試行検体として

選び、日本バイオアッセイ研究センター（JBRC）に

て吸入曝露試験において LC50 の得られている

1,4-dioxane（dxn）について、その TIPS 投与によ

る毒性評価方法にについて検討した。 
 
Ｂ．研究方法 

１）in vitro 毒性試験及び、２）ラットを用い経気

管肺内噴霧投与（TIPS）法による投与実験を行った。 

❶in vitro 毒性試験： 

ヒト肺がん由来のA549細胞を用いてdxnを100、

200mg/mLを培地に加えて、neutral redの取り込みを

指標として60分までの取り込み率を算定した。 

❷ラットを用いたin vivo 試験： 

ラットの肺１回換気量、呼吸数、体重等を勘案して、

JBRCにおける吸入曝露試験の実施されたdxnを選び、

そのLC50に相当する値の得られる条件をTIPS法にお

ける投与用量、投与回数、投与時間（回数）につい

て検討した。 

１）11-12週齢のF344雄性ラット（330-350g）を用い

た。検体は蒸留水中にて超音波ブレンダーによる分

散処理をした直後に投与した。日本バイオアッセイ

研究センター（JBRC）におけるラット 

6400ppm/6h/day/L/4hの13週の吸入曝露試験におい

てLC50値は51.3mg/L/4hであったことから、吸入量を

350ｇラットに換算して481mg/300ｇラット

（≑1600mg/kg）を得た。これを目安にしてTIPS法に

於ける用量設定と投与手順について、最適条件を探

索した。 

２）実験デザインは、dxnを、11-12週齢雄ラット

（330-350g）11日間に６回（０、３、５、７、９、

11日目）投与した。用量は10、25、50、75，100，152，

175，200mg/ラット×６回となる様に投与してLD50値

の得られる投与量を検定した（各群２匹）。 

３）上記の結果に基づき、新たに急性肺障害による

斃死が少なく、腎、肝に対する毒性の観察され得る

用量と投与期間、回数を検討するためにラット１匹

あたりの総投与量:200、300または400mg/ラット（＝

50,75,100mg/ラット×４回投与）と設定して投与終

了後最長11日まで観察した。以下の投与を行って

LD50値を求めた。 

①１時間に１回（計３時間で投与終了） 

②３時間に１回（計12時間で投与終了） 

③12時間に１回（計48時間で投与終了） 

④１日１回（計４日で投与終了） 

以上から、生存率、肺・腎障害の程度を評価した。

この結果、①②③④の全モデルにおいて生存率は

100%であり、そのうち、①のモデル３時間に４回（０、

１、２、３時）で投与した方法において肺障害が軽

微で、アポトーシスカウントでみる腎尿細管上皮障

害はもっとも顕著であった。 

４）以上から得られた致死用量に基づき、以下の投

与におけるLD50値を①〜⑥の方法における結果から

投与終了までの致死率（LD）より求めた。 

① 溶媒 LD=0 

② 240mg/kg×4回 (960mg/kg) LD=0 

③ 320mg/kg×4回 (3回計960mgで１匹死亡、4回総投

与量1040mg/kg) LD=1/7 

④ 400mg/kg×4回 (400mg1回で１匹死亡→残り3匹は

300mg/kg×3回 4回総投与量1300mg/kg) LD=4/7 

⑤ 480mg/kg×4回 (480mg1回で１匹死亡→残り３匹

は360mg/kg×3回、4回総投与量1560mg) LD=4/7 

⑥ 560mg/kg×4回 (560mg1回で１匹死亡→残り３匹

は420mg/kg×3回 4回総投与量1560mg) LD=5/7 
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以上の①〜⑥のグループのうち、JBRCの吸入曝露実

験のLC50に近似のLD50（投与終了時）を得るグルー

プ抽出した。 
 
（倫理面の配慮） 

本研究における倫理面への配慮については、各班員

は「動物の保護及び管理に関する法律(昭和48年10

月1日、法律第105)」並びに「実験動物の飼育及び保

管等に関する基準(昭和53年3月27日、総理府告示第6

号)を遵守するとともに、当該法令の規程に基づく各

施設の動物実験倫理委員会の審査を経た上で研究を

実施する。ヒト組織から得た材料を用いる研究は行

わない。 
 
Ｃ．研究結果 

❶in vitro 毒性試験： 

neutral redの取り込み率は、200mg/mLではすべての

時間で10％以下、100mg/mLでは1分〜30分までは70〜

80％、60分で50％であった。これを体重300gのラッ

トの肺容積10mLに単純換算すると1000mg/肺となり、

投与後60分の50％致死量（LD50）はおよそ1000mg/300

ｇ以下とされた。 

❷ラットを用いたin vivo 試験： 

最終的な実験モデルの決定に至った上記方法４）の

結果、総投与量において1040mg/kgでは致死率は

14.3％、1300mg/kg、1560mg/kgでは57.1％、2000mg/kg

では71.4％であった。すなわち、LD50値は1300mg〜

1560mg/kgであることが分かった。現在、１時間に１

回（０, １, ２, ３時）計３時間に４回で投与終了

後、生存ラットについては7日後に屠殺剖検して、血

清生化学的検査と臓器の病理学的変化について検討

している。 

 
Ｄ．考察 

比較的毒性の強いdxnの評価において、投与間隔をお

いた気管内投与の実験では肺に対する蓄積毒性が顕

著にみられ、それによる投与終了中または終了後の

斃死率が高いことが分かった。これに基づいて、dxn

について予備試験で得られたLDより低い用量で検討

した結果、LD50域は1300mg/kg（400×1＋300×3）〜

1560mg/kg（480×１＋360×3mg）であることが分か

った。この値はdxnの吸入曝露におけるLC50値

（≑1600mg/kg）に近似するもので、本方法の１時間

に１回（０, １, ２, ３時間経過時）計４回投与し、

さらに生存ラットについては週間経過観察する方法

が最適である事がわかった。 
 
Ｅ．結論 

これにより、比較的毒性の強い物質の吸入毒性LC50

値に近い用量にて実施した気管内投与の実験では、

意外であるが短期間投与の方が生存率が高く、この

方法においてJBRCの吸入曝露試験によるLC50に近似

するLD50値が得られることが分かってきた。 

この結果に基づき、吸入毒性の報告されている以下

の各種の検体：fullerene whisker、acrolein、

1,2-dichloropropane 、 dichloromethane 、

N,N-dimethylformamide 、 tetrachloroethylene 、

glycidol、 xyrol、  (nanowhisker),acrylic acid 

polymer (neutralized, cross-linked)等について検

証を実施してデータの集積を重ねつつ短期の全身臓

器の変化も観察し得る手法を構築する予定である。 
 
Ｆ．健康危険情報 
なし 
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