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研究代表者： 小川 久美子 （国立医薬品食品衛生研究所 病理部 部長） 

  
研究要旨 
本研究では、(1) in vivo 試験代替法として、吸入暴露が想定される物質の毒劇物判定における TIPS

法の検証、及び、(2) in vitro 試験代替法として、ヒト肺癌細胞株(A549)の細胞毒性を指標とした評価法

を検討・精緻化し、毒劇物の指定に資する手法の確立を図ることを目的としている。 

毒物又は劇物は、原則、動物を用いた急性毒性試験における LD50／LC50 値から判定されており、投

与方法には経口、経皮及び吸入が想定されている。しかし、全身吸入暴露法は大規模な暴露装置が必要

となるなどの困難があるため、吸入毒性情報は限定的である。本研究課題では、汎用性の高い経気管肺

内噴霧投与法（Trans-tracheal intrapulmonary spraying；TIPS 法）による気管内投与毒性試験について、急

性吸入毒性試験の代替法としての有用性をより堅固なものにすることを目的とする。令和 5 年度は、令

和 4 年度に実施した TIPS 法による急性毒性試験の病理組織学的検査及び新たに 8 物質（2-ブトキシエ

タノール、N,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミン、クロロアセトン、2,3-ブタンジオン、o-クロロフェ

ノール、メタクリロニトリル、1-ニトロプロパン及びシクロヘキサノン）について TIPS 法による LD50
値の判定及び毒性影響の検討を実施した。得られた TIPS 法の LD50 を吸入暴露法及び in vitro の Neutral 
red assay から換算した LD50／LC50 と比較した。その結果、TIPS 法の LD50 が吸入暴露法の 0.5～2 倍

であった物質が 5/14 物質、0.25～0.5 倍であった物質が 3/14 物質、0.25 倍以下であった物質が 6/14 物質

であった。TIPS 法の LD50 は吸入暴露法と同程度、又は低値を示したことから、TIPS 法では吸入暴露

法と比較して毒性が同等あるいは強く表れる物質がある可能性が考えられた。また、Neutral red assay は

TIPS 法による急性毒性とある程度相関すると考えられ、急性毒性試験の投与濃度設定に有用な指標と

なりえる可能性が考えられた。 
 また、近年はin vitro試験等に基づく、毒性や刺激性等から判断する評価法も希求されている。昨年度

より、本研究ではラットを用いた被験物質の経気管肺内噴霧投与法（Trans-tracheal intrapulmonary 
spraying；TIPS法）を行う際のin vitro投与量設定法として、ヒト肺腺癌細胞株A549を用いた改変Neutral 
Red Uptake assay（A549 NRU assay）を構築し、試験プロトコールの最適化とその有用性について検討を

行っている。本年度は水溶性物質8種に加えて有機溶媒などの非水溶性物質10種についてもLC50の検討

を行った。加えて、昨年度及び本年度に得られたLC50について、4時間ラット吸入ばく露試験における 
LD50との相関解析を行った。その結果、非水溶性物質についてもA549 NRU assayによってLC50が得ら

れることをはじめて明らかにした。また水溶性物質においてLC50（A549 NRU assay）がLD50（4 時間
ラット吸入ばく露試験）と正の相関が得られたことから、A549 NRU assayがin vitro投与量設定法として

有用であることが確認できた。 
 さらに、検体に発がん性が疑われる場合は、TIPS法にて肺内への4時間吸入毒性試験終了後の残存動

物について無処置にて長期に観察することによって、発がん性を評価への応用が期待される。事実、

我々はいくつかの多層カーボンナノチューブ（MWCNT）についてTIPS投与後長期観察することによっ

て発癌性を見出し報告してきた。TIPS法は生理食塩水または、墨汁投与試験の実施により、最大2.0 
mL/kg体重の容量での4回投与まで一般状態の異常及び死亡例が見られなかったことから、この研究で
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TIPS法による短期試験後2年まで観察することによって、長期吸入暴露試験に代わる試験法の開発を行

なってきた。被験物質は、このプロジェクトで今までに検索されてきた13物質物質のうち、IARC 
Monographにおけるヒトにおける発がん物質（要因）の分類においてGroup 2A（おそらくあり）4物質、

Group 2B（可能性あり）4物質、Group 3（疑われるがデータ不十分）2物質であるが、TIPSによる短期

投与2年後の発がん性との整合性について解析を進めている。 

 
キーワード：吸入、急性毒生、経気管肺内噴霧投与法、A549 NRU assay、代替法 

 
研究分担者：高須伸二  

国立医薬品食品衛生研究所 病理部 主任研究官 

研究分担者：赤根弘敏  
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研究分担者：津田洋幸 
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研究分担者：魏 民 
大阪公立大学大学院医学研究科 環境リスク評価

学 准教授 
研究協力者：藤岡正喜 

大阪公立大学大学院医学研究科 分子病理学 

特任講師 

 

A．研究目的 

A1. ラットを用いた TIPS法 
毒物又は劇物は、原則、動物を用いた急性毒性

試験における LD50／LC50 値から判定されてお

り、投与方法には経口、経皮及び吸入が想定され

ている。特にヒトへの吸入暴露が想定される化合

物については吸入による評価が必要である。しか

し、全身吸入暴露法は大規模な暴露装置が必要と

なるため、実施可能な施設はわずかであり、頭部

／鼻部暴露法は拘束ストレスが影響する。そうし

た背景から国際的にも、化学品の分類および表示

に関する世界調和システム（GHS）における吸入

毒性情報は限定的である。 
津田研究分担者等は、これまでにラットを用い

た被験物質の経気管肺内噴霧投与法（Trans-
tracheal intrapulmonary spraying；TIPS 法）による

汎用性の高い吸入暴露評価法を開発し、多種の多

層カーボンナノチューブ（MWCNT-7 等）の肺又

は胸膜中皮に対する発がん性を報告した 1)。また、

急性吸入毒性試験の代替法開発に関する先行科

研費研究では、TIPS 法による LD50 の暴露量と

吸入暴露法によるLC50から求められる暴露量と

の差は、施設間最大許容差異の 4 倍以内とその有

用性が示された 2)。しかし、吸入暴露試験の代替

法として確立するには更なる検証が必要である。 
 本研究課題では津田らにより検討されてきた

TIPS 法による気管内投与毒性試験について、急

性吸入毒性試験の代替法としての有用性をより

堅固なものにすることを目的とする。本年度は、

令和 4 年度に実施した TIPS 法の病理組織学的

検査及び新たに 8 物質（2-ブトキシエタノール、

N,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミン、クロ

ロアセトン、2,3-ブタンジオン、o-クロロフェノ

ール、メタクリロニトリル、1-ニトロプロパン、

シクロヘキサノン）について TIPS 法による

LD50 値の判定及び毒性影響の検討を実施した。 
 
A2. in vitro 試験の実施 
近年は in vitro 試験等に基づく、毒性や刺激性等

から判断する評価法も希求されている。また、前

述の経路の内、特に重要なヒトへの吸入ばく露が

想定される化合物は、吸入による評価が必要であ

るが、全身吸入ばく露法は大規模なばく露装置が

必要となるため、実施可能な施設は世界的にみて

もわずかである。そこで、全身吸入ばく露法の代

替法としてラットを用いた被験物質の経気管肺

内 噴 霧 投 与 法  (Trans-tracheal intrapulmonary 

spraying；TIPS 法) を用いることとするが、その用

量設定のために多数のラットを用いることは 3R 
(Replacement, Reduction, Refinement) の観点から

適切ではない。そこで、本研究では細胞株を用い
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た in vitro 法により LC50 を推定し、少ない匹数で

TIPS 法を行うための、in vitro 投与濃度設定試験

を開発する。その方法として、取り扱いが簡便で

かつヒトの肺胞上皮由来であるヒト肺腺癌細胞

株(A549)の細胞毒性を指標とした評価法を検討・

精緻化し、毒劇物の指定に資する手法の確立を図

ることを目的とする。 

昨年度の研究で、我々はラットを用いた TIPS 法

の in vitro 投与量設定法として、細胞毒性評価法

として一般的に知られている Neutral Red Uptake 
Cytotoxicity Assay を一部改変した A549 NRU 
assay を用いて、その汎用性と結果の妥当性につ

いて検討を行い、TIPS 法における LD50 値と良好

な相関が得られている。本年度は A549 NRU assay
の汎用性を検証するために、水溶性物質に加え非

水溶性物質についても新たに A549 NRU assay で

検討を実施した。 
 
A3. 用量設定と外挿性検討 
従来のラットにおける４時間吸入毒性データ

（LD50 ４時間値）を、津田らが多層カーボンナ

ノチューブ（MWCNT）の長期毒性評価において

考案してきた簡便な経気管肺内噴霧投与（TIPS）
法を用いて応用しようとするものである。用量設

定については A549 肺がん細胞を用いた in vitro 急

性毒性試験から得られた値を用いて、TIPS 法応用

して LD50 値を見出そうとするものである。これ

によって高額な専用の吸入暴露施設を要しない

安価な吸入毒性の評価方法が可能となる。被験物

質に発がん性が疑われる場合は、TIPS 法にて肺内

に４時間吸入毒性試験終了後残存動物において

無処置にて長期に観察することによって、発がん

性を評価することもできるかについて、明らかに

しようとするものである。 

 
B. 研究方法 
B1. ラットを用いた TIPS法 
B1-1) ラットを用いた TIPS 法による気管内投与

急性吸入毒性試験の病理組織学的検査 
令和 4 年度に実施した TIPS 法 6 試験（N,N-ジメ

チルアセタミド（CAS RN: 127-19-5）、N,N-ジメチ

ルホルムアミド（CAS RN: 68-12-2）、tert-ブチル

アルコール（CAS RN: 75-65-0）、アクリル酸（CAS 
RN: 79-10-7）、2-ジメチルアミノエタノール（CAS 
RN: 108-01-0）、ヘキサヒドロ-1H-アゼピン（CAS 
RN: 111-49-9））について、気管、気管支、肺、肝

臓、心臓、脾臓、胸腺、腎臓、副腎の病理組織学

的検査を実施した。 
 
B1-2) ラットを用いた TIPS 法による気管内投与

急性吸入毒性試験におけるLD50の判定並びに吸

入暴露法及び in vitro Neutral red assay との比較 
新規被験物質として 2-ブトキシエタノール（CAS 
RN: 111-76-2）、N,N,N',N'-テトラメチルエチレン

ジアミン（CAS RN: 110-18-9）、クロロアセトン

（CAS RN: 78-95-5）、2,3-ブタンジオン（CAS RN: 
431-03-8）、o-クロロフェノール（CAS RN: 95-57-
8）、メタクリロニトリル（CAS RN: 126-98-7）、1-
ニトロプロパン（CAS RN: 108-03-2）及びシクロ

ヘキサノン（CAS RN: 108-94-1）について TIPS 法

によるLD50値の判定及び毒性影響の検討を実施

した。 
投与は昨年度と同様に 12 週齢の F344 ラット

にイソフルラン吸入麻酔下（導入 4%）で、ラッ

ト用金属製気管内噴霧スプレー（針長 80 mm、内

径 0.8 mm、外径 1.0 mm）（夏目製作所）及び喉頭

鏡（夏目製作所）を用いて 1日 4回（1時間間隔）

で投与した。1 回当たりの投与容量は 2.0 mL/kg
とした。投与量は、過去に報告された吸入暴露法

の LC50 値を既報のラット呼吸量（J Appl Toxicol. 
2000, 20(4):273-90.）を用いて換算した値（LD50
（inhalation））及び本研究班で魏らが実施した in 
vitro の Neutral red assay の結果を考慮して設定し

た。 
令和 4 から 5 年度に実施した被験物質 14剤の

TIPS 法で得られた LD50 値（LD50（TIPS））を

LD50（inhalation）または in vitro Neutral red assay
から求めた値（LD50（Neutral red assay））と比較

した。なお、LD50（Neutral red assay）は本研究班

のヒト肺癌細胞(A549)を用いた in vitro Neutral red 
assay における LC50（uL/mL）を TIPS 法の被験

物質投与溶液の濃度とした場合の総投与量とし
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て概算した。 
 
（倫理面への配慮） 
動物を用いた実験は国立医薬品食品衛生研究所

実験動物倫理委員会の承認を得た上で、関係法令

を遵守して実施した。動物の飼育・処置に当たっ

ては、動物愛護の精神に則るとともに倫理規定に

十分配慮し、気管内投与は麻酔下で実施し、解剖

時には麻酔下での安楽死を施すなど、苦痛軽減に

努めた。 
 
B2. in vitro 試験の実施 
[被験物質及び細胞株] 
本年度において、使用した被験物質を表 1 に示

す。評価に用いる培養細胞として吸入ばく露を想

定し、ヒト肺腺癌細胞株 A549 を選択し、液体培

地として 10%FBS 及び 1%ペニシリン/ストレプト

マイシン含有 RPMI-1640（L-グルタミン、フェノ

ールレッド含有）を使用した。 
 
表１ 被験物質及び使用した培地並びに LC50(A549 

NRU assay)と LD50(4 時間ラット吸入ばく露試験換

算値) 

 
[A549 NRU assay] 

A549 NRU assay の概要について、図 1 に示す。 
Day 0 に お い て 、 6-well プ レ ー ト (1,2-

Dichloropropane 及び Carbon tetrachloride の場合は

ガラス製、その他の物質の場合はポリスチレン製)
に A549 細胞を 2 x 105 細胞で播種した。Day 1 に

は、被験物質の調製のために、15 mL チューブに

被験物質を培地と混合し、vortex にて 5秒程度強

く振盪した。 
培地を吸引後 PBS で 1回洗浄し、事前に調製し

た被験物質を混合した培地(水溶性物質の場合は

10%FBS含有 RPMI-1640、非水溶性物質の場合は、

2% DMSO含有 RPMI-1640(1,2-Dichloropropane)、
1%エタノール含有 RPMI-1640(Allyl acetate)、2%エ

タノール含有 RPMI-1640(1-Nitropropane, Carbon 
tetrachloride, Cyclohexanone, Dichloromethane, 

Methacrylonitrile, o-Chlorophenol, Quinoline))を well
内にそれぞれ添加した(2 ml/well; 2 wells/被検物

質)。その後 37℃の 5% CO2 インキュベーターに

て 15分間インキュベーションした。 
培地を吸引し、さらに PBS で 2回洗浄後、調製

した Neutral red含有 RPMI溶液(Neutral red 最終濃

度 0.33%)を well 内に添加した。その後、37℃の

5%CO2 インキュベーターにて 3 時間インキュベ

ーションした。インキュベーション完了後、培地

を除去し PBS で 2 回洗浄し、酢酸-エタノール溶

液(50%エタノール + 49% ミリ Q 水 + 1% 氷酢

酸)を 1 mLずつ加えプレートを shaking すること

で細胞内に取り込まれた Neutral red を回収した。

新たに用意した 96 well プレートに、Well 内の酢

酸-エタノール溶液を 180 µLずつ移し替え、吸光

度計にて 540 nm の波長で計測を行った。 

なお、各被験物質について、2 回以上独立した

試験を行った。 
 

[LC50 の算出] 
A549 NRU assay にて得られた吸光度について、

近似曲線をGraphPad Prism softwareで解析し、LC50

を算出した。詳細な方法として、近似曲線の投与

濃度を Log 変換した値を用いて、非線形回帰(カ

ーブフィット法)で得られた値を log(agonist) vs 
normalized response – Variable slope解析にて LC50

を算出した。 

 
[A549 NRU assay で得られた LC50 値の検証] 
昨年度および本年度で得られた各被験物質の 

A549 NRU assay における LC50 値について、毒

No. Chemicals CAS RN
Water 

soluble
Vehicle FBS

LC50 (µL/mL)

A549 NRU 

assay

Estimated 

LD50 (mg/kg) 

in TIPS
c

1
a 1-Chloro-2-propanol 127-00-4 ○ RPMI-1640 + 34.96 311.8

2
a 1-Nitropropane 108-03-2 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 11.18 89.1

3
a 1,2-Dichloroethane 107-06-2 × 2% DMSO in RPMI-1640 - 6.3 62.7

4
b 1,2-Dichloropropane 78-87-5 × 2% DMSO in RPMI-1640 - 2.88 26.7

5
a 2-Butoxyethanol 111-76-2 ○ RPMI-1640 + 23.33 168.2

6
a 2,3-Butanedione 431-03-8 ○ RPMI-1640 + 10.2 80.7

7
a Acetylacetone 123-54-6 ○ RPMI-1640 + 16.07 124.9

8
a Allyl acetate 591-87-7 × 1% Ethanol in RPMI-1640 - 15.99 118.6

9
b Carbon tetrachloride 56-23-5 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 2.25 28.7

10
a Chloroacetone 78-95-5 ○ RPMI-1640 + 0.1 0.9

11
a Cyclohexanone 108-94-1 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 16.86 127

12
a Dichloromethane 1975/9/2 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 12 127.2

13
a Glycidol 556-52-5 ○ RPMI-1640 + 12.27 112.2

14
a Methacrylonitrile 126-98-7 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 22.14 141.7

15
a N,N,N',N'-

Tetramethylethylenediamine
110-18-9 ○ RPMI-1640 + 4.91 30.5

16
a o -Chlorophenol 95-57-8 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 0.98 9.9

17
a Polyacrylic Acid 5000 9003-1-4 ○ RPMI-1640 + 105.3 84.24

18
a Quinoline 91-22-5 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 1.41 12.3

a 
Use 6-well polystyrene plate and  

b 
Use 6-well glass plate.

c 
Estimated LD50 value (mg/kg) in TIPS are calculated from the following formula based on a rat  body weight of 250 g

 LD50 value (mg/kg) = (LC50 (µl/ml)*2*Density)/0.25
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性情報などの情報が化学物質毎に収載されてい

る  Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) よ
り 4時間ラット吸入ばく露試験における LD50 値

を収集し、LC50 (A549 NRU assaay) および LD50 (4
時間ラット吸入ばく露試験 ) との相関比較

(Pearson の相関分析)を実施し、得られた結果を散

布図として作図した。 
 

図 1 A549 NRU assay の概要 

 
B3. 用量設定と外挿性検討 
４時間吸入毒性試験のデータ（LD50４時間値）

に代わるTIPS投与法の短期毒性試験における生

存（LD50 値群を含む致死を免れた動物）につい

てその後 2 年間無処置観察することによって、

被験物質の発がん性についての解析を実施して

いる。 

（倫理面への配慮） 

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した。ヒト

組織から得た材料は扱っていない。 

 
C. 研究結果 
C1. ラットを用いた TIPS法 
C1-1) ラットを用いた TIPS 法による気管内投与

急性吸入毒性試験の病理組織学的検査 
気管、気管支、肺、肝臓における病理組織学的所

見は以下の通りであった。 
① N,N-ジメチルアセタミド 
2560 mg/kg群の投与日死亡例では、軽度から重度

の気管、気管支、細気管支および肺胞上皮の壊死、

肺の軽微な急性炎症並びに軽微から軽度なうっ

血、水腫および出血がみられた。 
投与後 14日まで死亡が認められなかった用量に

おいては、640 mg/kg群の 1例で軽微な細気管支

の粘液細胞化生がみられた。 
② N,N-ジメチルホルムアミド 
4000 mg/kg群の投与日死亡例では、軽微から重度

な気管、気管支、細気管支および肺胞上皮の壊死、

肺の軽微な急性炎症並びに軽微から重度なうっ

血、水腫および出血がみられた。 
2000 mg/kg群の投与後 3日死亡例では、軽微から

中等度な細気管支および肺胞上皮の壊死並びに

肺の急性炎症、軽微から重度な肺のうっ血、水腫

および出血に加え、軽度から中等度な気管、気管

支、細気管支および肺胞上皮の再生/過形成がみ

られた。また、肝臓で重度な小葉中心性肝細胞壊

死がみられた。 
投与後 14日まで死亡が認められなかった用量に

おいては、500 および 1000 mg/kg 群の各 1 例で

軽微な細気管支の粘液細胞化生、1000 mg/kg群の

1例で軽微な気管支の粘液貯留がみられた。 

• 培養上清の除去
• PBS洗浄
• 1%ニュートラルレッド
添加培地へ交換

6

• ニュートラルレッド
添加培地の除去

• PBS洗浄
• 酢酸-エタノール
混合液の添加

8

OD(560nm)値の測定

10

懸濁液96well plateへ
滴下

9

7

6 well plateへの
細胞の播種

1

培養上清除去後、

被験物質混合培地の
添加

4

ヒト肺腺がん細胞株
A549

24時間培養
(CO2インキュベーター)

2

5

被験物質の投与系列
の準備

3

LC50(A549 NRU assay)
の算出

15分間培養
(CO2インキュベーター)

3時間培養
(CO2インキュベーター)
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③ tert-ブチルアルコール 
1600 mg/kg群の投与日死亡例では、中等度から重

度の気管、気管支、細気管支および肺胞上皮の壊

死、肺の軽微な急性炎症並びに軽微から中等度な

うっ血、水腫および出血がみられた。 
投与後 14日まで死亡がみられなかった用量にお

いては、200 および 800 mg/kg群で軽微な細気管

支の粘液細胞化生が散見された。 
④ アクリル酸 
63、125 および 250 mg/kg群の投与日死亡例では、

重度の気管、気管支、細気管支および肺胞上皮の

壊死、肺で軽微から軽度な急性炎症、軽微から重

度なうっ血、水腫および出血がみられた。 
31 mg/kg群の投与後 8 から 11日の死亡例では、

中等度から重度な気管、気管支、細気管支および

肺胞上皮の壊死、肺の急性炎症、軽微から重度な

肺のうっ血、水腫および出血に加え、中等度から

重度な気管支および細気管支上皮の再生/過形成、

軽度から中等度の気管支および細気管支の肉芽

組織、軽度な肺胞中核の肥厚、軽度から中等度の

細気管支の粘液細胞化生、気管から肺胞腔内の粘

液貯留がみられた。また、肝臓で軽微から軽度な

小葉中心性肝細胞壊死がみられた。 
31 mg/kg群の投与後 14日生存例では、軽度から

重度な気管支および細気管支上皮の再生/過形成、

軽微な気管支および細気管支の肉芽組織、軽度な

肺の急性/慢性炎症、軽微な水腫、軽微から重度な

細気管支の粘液細胞化生、軽微から軽度な気管か

ら肺胞腔内の粘液貯留が認められた。 
投与後 14日まで死亡がみられなかった 16 mg/kg
群では、軽微から中等度な単核細胞浸潤、細気管

支の粘液細胞化生、軽微な細気管支および肺胞の

粘液貯留が認められた。 
⑤ 2-ジメチルアミノエタノール 
300 mg/kg群の投与日死亡例では、軽度から重度

な気管、気管支、細気管支および肺胞上皮の壊死、

肺で軽微から中等度な急性炎症、軽微から重度な

うっ血、水腫および出血がみられた。 
150 mg/kg群の投与後 1 から 2日死亡例では、重

度な気管、気管支、細気管支および肺胞上皮の壊

死、軽微から重度な気管から肺の急性炎症、気管

および気管支粘膜下の水腫、肺のうっ血、水腫お

よび出血がみられた。また、1例の肝臓で軽微な

小葉中心性肝細胞壊死がみられた。 
投与後 14日まで死亡が認められなかった用量に

おいては、19 および 75 mg/kg群で軽微な細気管

支の粘液細胞化生が散見された。 
⑥ ヘキサヒドロ-1H-アゼピン 
31、63 および 125mg/kg 群の投与日死亡例では、

中等度から重度な気管、気管支、細気管支および

肺胞上皮の壊死、肺で軽微から軽度な急性炎症、

軽微から中等度なうっ血、水腫および出血がみら

れた。 
31 mg/kg群の投与後 4 から 12日死亡例では、中

等度から重度な気管、気管支、細気管支および肺

胞上皮の壊死、中等度な肺の急性/慢性炎症、軽微

から重度な肺のうっ血、水腫および出血に加え、

軽微から中等度な気管、気管支、細気管支および

肺胞上皮の再生/過形成がみられた。また、投与後

11 から 12日死亡例で、軽微から中等度な気管支

および細気管支の肉芽組織、軽微から重度な気管

支から肺胞腔内の粘液貯留が認められた。 
投与後 14日まで死亡が認められなかった用量に

おいては、16 mg/kg群で軽微から軽度な気管、気

管支、細気管支上皮の再生/過形成並びに細気管

支の粘液細胞化生、気管腔内の粘液貯留、8 mg/kg
群で軽微な気管上皮の再生が散見された。 
気管および肺以外の諸臓器の病理組織学的検査

において、各物質の投与後 14日生存例および投

与後 1 日以降の死亡例で、胸腺で萎縮および

tingible body macrophage の増加、脾臓で白脾髄の

萎縮、副腎で皮質のびまん性肥大および空胞の増

加が散見されたが、投与後の状態悪化に伴ってみ

られる二次的な変化と考えられた。心臓、脾臓、

胸腺、肝臓、腎臓、副腎において、その他の被験

物質投与に関連した変化は認められなかった。 
 
C1-2) ラットを用いた TIPS 法による気管内投与

急性吸入毒性試験におけるLD50の判定並びに吸

入暴露法及び in vitro Neutral red assay との比較 
令和 4 年度に実施した 6 剤及び令和 5 年度に実

施した被験物質 8 剤の TIPS 法で得られた LD50
（TIPS）、及び吸入暴露試験の LC50 値から換算

した LD50（inhalation）または in vitro Neutral red 
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assay から求めた LD50（Neutral red assay）と比較

した結果は以下の通りであった。 
LD50（TIPS）と LD50（inhalation）を比較した

結果、TIPS 法の LD50 が吸入暴露法の 0.5～2 倍

であった物質が 5/14 物質、0.25～0.5 倍であった

物質が 3/14 物質、0.25 倍以下であった物質が 6/14
物質であり、LD50（TIPS）は LD50（inhalation）
と同程度、又は低値を示した。 

LD50（TIPS）と LD50（Neutral red assay）を比

較した結果、LD50（TIPS）と LD50（Neutral red 
assay）の差は 7剤で 2 倍以内、6剤で 2～5 倍以

内であり、5 倍を超える差がみられたのはクロロ

アセトンの 1剤のみであった。また、LD50（TIPS）
と LD50（Neutral red assay）の相関性を検討した

結果、強い正の相関（r=0.95）が認められ、線形

近似（R2=0.91）が得られた。 
 

C2. in vitro 試験の実施 
[A549 NRU assay] 

A549 NRU assayを実施し得られた各被験物質

のLC50およびLC50より算出したTIPS法のLD50 (換
算値) を表１に示す。 

1-Chloro-2-propanol の LC50 は 34.96 uL/mL で

あり、TIPS 法における LD50  (換算値) は 311.8 
mg/kg であった。1-Nitropropane の LC50 は 11.18
 uL/mL であり、TIPS 法における LD50 (換算値) 

は 89.1 mg/kg であった。1,2-Dichloroethane の L
C50 は 6.30 uL/mL であり、TIPS 法における LD

50  (換算値) は 62.7 mg/kg であった。1,2-Dichlor
opropane の LC50 は 2.88 uL/mL であり、TIPS 法
における LD50  (換算値) は 26.7 mg/kg であった。

2-Butoxyethanol の LC50 は 23.33 uL/mL であり、

TIPS 法における LD50 (換算値) は 168.2 mg/kg 
であった。2,3-Butanedione の LC50 は 10.20 uL/m

L であり、TIPS 法における LD50  (換算値) は 8
0.7 mg/kg であった。Acetylacetone の LC50 は 16.

07 uL/mL であり、TIPS 法における LD50 (換算

値) は 124.9 mg/kg であった。Allyl acetate の L
C50 は 15.99 uL/mL であり、TIPS 法における L

D50 (換算値) は118.6 mg/kgであった。Carbon tetr

achloride の LC50 は 2.25 uL/mL であり、TIPS 法

における LD50  (換算値) は 28.7 mg/kg であった。

Chloroacetone の LC50 は 0.10 uL/mL であり、TI
PS 法における LD50  (換算値) は 0.9 mg/kgであ

った。Cyclohexaneの LC50 は 16.86 uL/mL であり、

TIPS 法における LD50  (換算値) は 127.0 mg/kg 
であった。Dichloromethane の LC50 は 12.00 uL/

mL であり、TIPS 法における LD50  (換算値) は 
311.8 mg/kg であった。Glycidol の LC50 は 12.27

 uL/mL であり、TIPS 法におけるLD50 (換算値) 
は 112.2 mg/kg であった。Methacrylonitrile の L
C50 は 22.14 uL/mL であり、TIPS 法における L

D50 (換算値) は 141.7 mg/kg であった。N,N,N’,N’

-Tetramethylethylenediamine の LC50 は 4.91 uL/m
L であり、TIPS 法における LD50 (換算値) は 30.

5 mg/kg であった。o-Chlorophenol の LC50 は 0.9
8 uL/mL であり、TIPS 法における LD50 (換算値)

 は 9.9 mg/kg であった。Polyacrylic Acid 5000 
の LC50 は 105.30 uL/mL であり、TIPS 法におけ

る LD50 (換算値) は 84.2 mg/kg であった。Quino

line の LC50 は 1.41 uL/mL であり、TIPS 法にお

ける LD50 (換算値) は 12.3 mg/kg であった。 
 

表 2 昨年度及び本年度使用被験物質の LC50(A549 

NRU assay)と LD50(4 時間ラット吸入ばく露試験換

算値) 

ppmc mg/kgd

1a 1-Chloro-2-propanol 127-00-4 ○ 38.97 1000 41

2a 1-Nitropropane 108-03-2 × 11.14 6200 237

3a 1,2-Dichloroethane 107-06-2 × 7.84 1000 42

4b 1,2-Dichloropropane 78-87-5 × 3.33 6059 294

5a 2-Butoxyethanol 111-76-2 ○ 21.03 486 25

6a 2-Dimethylaminoethanol 108-01-0 ○ 2.59 1641 63

7a 2,3-Butanedione 431-03-8 ○ 10.09 5200 192

8a Acetylacetone 123-54-6 ○ 15.62 1224 53

9a Acrylic acid 1979/10/7 ○ 1.88 1730 54

10a Allyl acetate 591-87-7 × 14.83 250 11

11b Carbon tetrachloride 56-23-5 × 3.58 8000 528

12a Chloroacetone 78-95-5 ○ 0.12 121 5

13a Cyclohexanone 108-94-1 × 15.88 8000 337

14a Dichloromethane 1975/9/2 × 15.9 18371 670

15a Glycidol 556-52-5 ○ 14.02 580 18

16a Hexahyro-1H-azepine 111-49-9 ○ 1.39 604 26

17a Methacrylonitrile 126-98-7 × 17.71 328 9

18a N,N,N',N'-
Tetramethylethylenediamine 110-18-9 ○ 3.81 1318 66

19a N,N-Dimethylacetamide 127-19-5 ○ 141.89 1238 46

20a N,N-Dimethylformamide 1968/12/2 ○ 109.18 7500 235

21a o-Chlorophenol 95-57-8 × 1.24 2270 125

22a Polyacrylic Acid 5000 9003/1/4 ○ 10.53 8 18

23a Quinoline 91-22-5 × 1.53 N/A N/A

N/A: Not available,  a Use 6-well polystyrene plate,    b Use 6-well glass plate.
c Information on the LD50 of 4-hours rat inhalation (ppm) of these chemicals was obtained from PubChem
d LD50 value (mg/kg) are calculated from the following formula based on a rat  body weight of 250 g:
    LD50 value (mg/kg) = 0.042*1000*LC50 (ppm)*(MW/24.45/1000)*0.25

No. Chemicals CAS RN Water
soluble

LD50
4-hours rat LC50 (mg/ml) 

A549 NRU assay
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[A549 NRU assay で得られた LC50 値の検証] 
昨年度及び本年度にて得られた LC50 (A549 

NRU assay) および Pubchem より収集した LD50 
(4 時間ラット吸入ばく露試験)を表 2 に示す。水

溶性物質 (14 種) および非水溶性物質 (9 種) ご
とに Pearson の相関解析を行い、得られた散布図

を図 2 に示す。Pearson の相関解析の結果、水溶

性物質では r 値が 0．5792 と正の相関性を示し、

加えて P 値が 0.0300 と有意な相関が示された 
(図 2A) 。非水溶性物質では r 値が -0.2867 と弱
い負の相関が示され、 P 値が 0.4545 であり、統

計学的有意差はみられなかった (図 2B) 。 
 

図 2 水溶性物質(A)および非水溶性物質(B)における

LC50(A549 NRU assay)および LD50(4 時間ラット吸入

ばく露試験)の相関比較 

 
C3. 用量設定と外挿性検討 
現在の所、8物質について２年の観察期間を終

了している。屠殺時の所見は、6物質の各群32匹

〜56匹の肉眼的結節性病変はGlycidol（IARC 2

A）において肺に１匹認められた。それ以外の投

与群には、肺、胸膜中皮、肝、腎等において肉眼

的に観察される結節性病変はみられていない。病

理組織標本を作成し、詳細に検索する予定であ

る。 

 
D. 考察 
D1. ラットを用いた TIPS法 
D1-1) ラットを用いた TIPS 法による気管内投与

急性吸入毒性試験の病理組織学的検査 
令和 4 年度に TIPS 法による気管内投与急性吸入

毒性試験を実施した 6剤は、いずれも投与日から

投与後 4日の死亡例において肺のうっ血、水腫、

出血がみられ、気管から肺胞上皮にかけて壊死が

観察された。さらに、アクリル酸及びヘキサヒド

ロ-1H-アゼピン投与群の投与後 8 日以降の死亡

例では、投与による上皮傷害を示唆する上皮の再

生/過形成が認められた。以上の所見から、被験物

質曝露による気道上皮の直接傷害に起因し呼吸

困難に至ったものと考えられた。組織学的検索を

行った心臓、脾臓、胸腺、肝臓、腎臓および副腎

において、死因と考えられる所見は認められなか

ったことからも、呼吸器系への影響が主な毒性標

的と考えられた。 
LD50（TIPS）と LC50（吸入暴露）が概ね 5 倍

以内であった N,N-ジメチルアセタミド、N,N-ジメ

チルホルムアミド及び tert-ブチルアルコールと

比較し、TIPS 法でより強い毒性が表れたアクリ

ル酸、2-ジメチルアミノエタノール及びヘキサヒ

ドロ-1H-アゼピンでは、上皮の壊死や炎症性反応

が強い傾向がみられた。さらにアクリル酸及びヘ

キサヒドロ-1H-アゼピン投与群の投与後 8 日以

降の死亡例では、気管から細気管支で肉芽組織の

形成がみられ、これらの物質による組織傷害性の

強さが示唆された。LD50（TIPS）と LD50
（inhalation）の差の大きさに関し、令和 5 年度に

投与実験を実施した 2-ブトキシエタノール、

N,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミン等につ

いても病理組織学的検査を実施して呼吸器及び

全身諸臓器への毒性影響を検討していく予定で

ある。また、呼吸器系以外の臓器に対して毒性標

14 chemicals-Water soluble

Pearson correlation 
r = 0.5792
P value = 0.0300*
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的性を有する化学物質についても LD50（TIPS）
と LD50（inhalation）の相関性について検討が必

要と考えられる。 
 
D1-2) ラットを用いた TIPS 法による気管内投与

急性吸入毒性試験におけるLD50の判定並びに吸

入暴露法及び in vitro Neutral red assay との比較 
TIPS 法の LD50 と吸入暴露法及び in vitro の

Neutral red assay から換算した LD50／LC50 を比

較した結果、TIPS 法の LD50 が吸入暴露法の 0.5
～2 倍であった物質が 5/14 物質、0.25～0.5 倍で

あった物質が 3/14 物質、0.25 倍以下であった物

質が 6/14 物質であり、TIPS 法の LD50 は吸入暴

露法と同程度、又は低値を示した。このことから、

TIPS 法では吸入暴露法と比較して毒性が同等、

あるいは強く表れる物質がある可能性が考えら

れた。これまで実施した病理組織学的検査におい

て、TIPS 法で吸入暴露法と比較してより強い毒

性が表れた物質では呼吸器の傷害が強い傾向が

みられた。このことから、TIPS 法でより強い毒

性を示す要因の一つに、被験物質の呼吸器上皮に

対する直接的な傷害性や細胞毒性が関係する可

能性が考えられた。今後、呼吸器以外に毒性標的

を有する化学物質の検索も含めて、被験物質の物

性、細胞毒性、呼吸器刺激性、ADME、毒性発現

機序など考慮し、毒性が強く出る要因について、

さらなる検討が必要であると考えられた。 
LD50（TIPS）と LC50（Neutral red assay）を比

較した結果、両者の間に強い正の相関性が認めら

れ、5 倍を超える差がみられたのはクロロアセト

ンの 1 剤のみであった。このことから、in vitro 
Neutral red assay における LC50 は TIPS 法による

LD50 とある程度相関する可能性が考えられた。

さらに、アクリル酸やヘキサヒドロ-1H-アゼピン

では LD50（TIPS）と LC50（inhalation）の差が

0.03 倍から 0.09 倍と大きな差がみられていたが、

このような物質においても LC50（Neutral red 
assay）との差は最大で 3 倍程度であった。従っ

て、LC50（Neutral red assay）は TIPS 法による急

性毒性試験の投与濃度設定の指標となりえる可

能性が考えられた。しかし、何れの被験物質にお

いても LC50（Neutral red assay）は LD50（TIPS）

よりも低値を示していたことから、投与量の換算

方法など、さらなる検討が必要であると考えられ

た。 
 

D2. in vitro 試験の実施 
本研究では昨年度より、ラットを用いた TIPS

法の投与量を設定する準備試験として、急性経口

毒性を予測するための in vitro 細胞毒性試とし

て知られている Neutral Red Uptake Cytotoxicity 
Assay (OECD GD 129)の一部を改変した A549 
NRU assay を実施している。LC50 (A549 NRU 
assay) を基に実施した TIPS 法 (赤根ら) で得ら

れた LD50 は、おおむね相関がみられたことから、

A549 NRU assay は TIPS 法の LD50 を決定する

ための in vitro 代替投与量設定試験法として有

用であることが示唆されている。 
本年度は、昨年度に引き続き水溶性物質の 

LC50 を検討することで TIPS 法の LD50 を決定

すると共に、新たに有機溶媒などの非水溶性物質

にて A549 NRU assay を実施した。その結果、水

溶性溶媒のみならず、非水溶性溶媒についても 
LC50 を算出することが出来た。したがって、これ

まで検討が困難であった有機溶媒などの非水溶

性物質についても、A549 NRU assay によって

LC50 を算出できることが明らかとなった。 
また、水溶性物質において、A549 NRU assay で

得られた LC50 は 4 時間ラット吸入ばく露試験に

おける LD50 と正の相関が得られたことから、

A549 NRU assay が水溶性物質における有用な 
LC50 の in vitro 評価法であることが明らかとな

った。一方、非水溶性物質については負の弱い相

関がみられた。非水溶性物質の官能基や溶解度、

細胞障害性の有無などの化学性状ごとに相関解

析を行うことで、A549 NRU assay の精緻化を図る

予定である。 

 
D3. 用量設定と外挿性検討 
Glycidol投与群の肺における肉眼的所見で

は、LD50値に近い高用量群で明らかな結節性病

変の発生を 1例観察したが、前がん病変の発生

についても病理組織学的に検討をした上で、こ
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の方法の発がん試験としての有用性について結

論を出したい。 
 
E. 結論 
E1. ラットを用いた TIPS法 
病理組織学的検索では、気道上皮の壊死及び

肺のうっ血、水腫等が共通してみられた。LD50
（TIPS）と LD50（inhalation）または LD50
（Neutral red assay）を比較した結果、TIPS 法は

吸入暴露法と比較して毒性が同等、あるいは強

く表れる物質がある可能性が考えられた。ま

た、Neutral red assay における LC50 は TIPS 法に

よる急性毒性とある程度相関する可能性が考え

られ、急性毒性試験の投与濃度設定に用いる指

標となりえる可能性が考えられた。 
 

E2. in vitro 試験の実施 
本年度は、昨年度構築した TIPS 法の in vitro 投

与量設定試験である A549 NRU assay の汎用性お

よび in vivo 評価系における LD50 値との相関比較

を実施した、その結果、A549 NRU assay により有

機溶媒などの非水溶性物質においても LC50 を算

出することが可能となった。また、水溶性物質に

ついては LC50 (A549 NRU assay)が LD50 (4時間ラ

ット吸入ばく露試験)と緩やかな正の相関を示さ

れた。今後も引き続き、A549 NRU assay の汎用性

を検証すると共に、非水溶性物質における知見を

蓄積することで、A549 NRU assay の精緻化を図る。 

 
E3. 用量設定と外挿性検討 
４時間吸入毒性試験のデータ（LD50４時間

値）に代わる TIPS 投与法による短期毒性試験に

おける生存（LD50 値群を含む致死を免れた動

物）について発がん性評価への応用を検討中で

あり、結果が期待される。 
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能性，松下幸平，豊田武士，赤根弘敏，森川

朋美，小川久美子，第 50回日本毒性学会学

術年会 2023 年 6月，神奈川 

19. γ-H2AX を指標とした化学物質の腎発がん性

早期検出系の開発，豊田武士，松下幸平，赤

根弘敏，森川朋美，小川久美子，第 50回日
本毒性学会学術年会 2023 年 6月，神奈川 

20. 結晶子径 6 nm の二酸化チタンナノ粒子のラ

ットにおける 90日間反復経口投与毒性試

験，赤木純一，水田保子，赤根弘敏，畝山瑞

穂，豊田武士，小川久美子，第 50回日本毒

性学会学術年会 2023 年 6月，神奈川 
21. 2-Isopropyl-N-2,3-trimethyl buthylamideの包括

的毒性評価，石井雄二，瀧本憲史，満元達

也，高須伸二，並木萌香，能美健彦，小川久

美子，日本食品化学学会 第29回総会・学術大

会 2023年6月，富山 
22. 藤岡正喜、魏民、芝野佳奈、邱桂鈺、

Vachiraarunwong Arpamas、郭潤傑、鈴木周

五、鰐渕英機. 化学物質のラット経気管肺内

噴霧投与法のin vitro投与量設定法の開発（第

50回産業中毒・生物学的モニタリング研究

会、令和5年11月18日、東京） 
23. Min Gi, Masaki Fujioka, Kana Shibano, Guiyu Qiu, 

Arpamas Vachiraarunwong, Runie Guo, Anna 

Kakehashi, Shugo Suzuki, Hideki Wanibuchi. 
Development of an in vitro dosing assay for trans-
tracheal intrapulmonary spraying administration of 

chemicals in rats（第40回日本毒性病理学会総会

及び学術集会、令和6年1月24日、東京） 

24. Tsuda H.  Carbon nanotubes (CNT),  innovative 
materials of the 21st century: carcinogenicity 
evaluation of CNT with different wall structures, 

The 51st International Symposium of the Princess 
Takamatsu Cancer Research Fund (2023年11月、

東京) 

 
G. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 

  該当なし 

2. 実用新案登録 

  該当なし 

3. その他 

  該当なし 
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別添 ４  
厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

毒物又は劇物の指定等に係る急性吸入毒性試験の代替法の開発及び 

その精緻化に関する研究 

令和５年度 分担研究報告書 

ラットを用いたTIPS法による気管内投与急性吸入毒性試験及び呼吸器の毒性評

価並びに全身諸臓器の毒性評価による吸入毒性機序解析に関する研究 
 
研究分担者 高須伸二 国立医薬品食品衛生研究所 主任研究官 

赤根弘敏 国立医薬品食品衛生研究所 主任研究官 
小川久美子 国立医薬品食品衛生研究所 病理部長 

A. 研究目的 
毒物又は劇物は、原則、動物を用いた急

性毒性試験におけるLD50／LC50値から判

定されており、投与方法には経口、経皮及

び吸入が想定されている。特にヒトへの吸

入暴露が想定される化合物については吸

研究要旨 
毒物又は劇物は、原則、動物を用いた急性毒性試験における LD50／LC50 値から判

定されており、投与方法には経口、経皮及び吸入が想定されている。しかし、全身吸入

暴露法は大規模な暴露装置が必要となるなどの困難があるため、吸入毒性情報は限定的

である。本研究課題では、汎用性の高い経気管肺内噴霧投与法（Trans-tracheal 
intrapulmonary spraying；TIPS 法）による気管内投与毒性試験について、急性吸入毒

性試験の代替法としての有用性をより堅固なものにすることを目的とする。 
令和 5 年度は、令和 4 年度に実施した TIPS 法による急性毒性試験の病理組織学的検

査及び新たに 8 物質（2-ブトキシエタノール、N,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミ

ン、クロロアセトン、2,3-ブタンジオン、o-クロロフェノール、メタクリロニトリル、1-
ニトロプロパン及びシクロヘキサノン）について TIPS 法による LD50 値の判定及び毒

性影響の検討を実施した。得られた TIPS 法の LD50 を吸入暴露法及び in vitro の

Neutral red assay から換算した LD50／LC50 と比較した。その結果、TIPS 法の LD50
が吸入暴露法の 0.5～2 倍であった物質が 5/14 物質、0.25～0.5 倍であった物質が 3/14
物質、0.25 倍以下であった物質が 6/14 物質であった。TIPS 法の LD50 は吸入暴露法と

同程度、又は低値を示したことから、TIPS 法では吸入暴露法と比較して毒性が同等あ

るいは強く表れる物質がある可能性が考えられた。また、Neutral red assay は TIPS 法

による急性毒性とある程度相関すると考えられ、急性毒性試験の投与濃度設定に有用な

指標となりえる可能性が考えられた。 
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入による評価が必要である。しかし、全身

吸入暴露法は大規模な暴露装置が必要と

なるため、実施可能な施設はわずかであり、

頭部／鼻部暴露法は拘束ストレスが影響

する。そうした背景から国際的にも、化学

品の分類および表示に関する世界調和シ

ステム（GHS）における吸入毒性情報は限

定的である。 
津田研究分担者等は、これまでにラット

を用いた被験物質の経気管肺内噴霧投与

法（Trans-tracheal intrapulmonary spraying；
TIPS 法）による汎用性の高い吸入暴露評価

法を開発し、多種の多層カーボンナノチュ

ーブ（MWCNT-7 等）の肺又は胸膜中皮に

対する発がん性を報告した 1)。また、急性

吸入毒性試験の代替法開発に関する先行

科研費研究では、TIPS 法による LD50 の暴

露量と吸入暴露法による LC50 から求めら

れる暴露量との差は、施設間最大許容差異

の 4 倍以内とその有用性が示された 2)。し

かし、吸入暴露試験の代替法として確立す

るには更なる検証が必要である。 
 本研究課題では津田らにより検討され

てきた TIPS 法による気管内投与毒性試験

について、急性吸入毒性試験の代替法とし

ての有用性をより堅固なものにすること

を目的とする。本年度は、令和 4 年度に実

施した TIPS 法の病理組織学的検査及び新

たに 8 物質（2-ブトキシエタノール、

N,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミン、

クロロアセトン、2,3-ブタンジオン、o-クロ

ロフェノール、メタクリロニトリル、1-ニ
トロプロパン、シクロヘキサノン）につい

て TIPS 法による LD50 値の判定及び毒性

影響の検討を実施した。 
 
B. 研究方法 
B-1) ラットを用いた TIPS 法による気管内

投与急性吸入毒性試験の病理組織学的検

査 
令和 4 年度に実施した TIPS 法 6 試験（N,N-
ジメチルアセタミド（CAS RN: 127-19-5）、
N,N-ジメチルホルムアミド（CAS RN: 68-
12-2）、tert-ブチルアルコール（CAS RN: 75-
65-0）、アクリル酸（CAS RN: 79-10-7）、2-
ジメチルアミノエタノール（CAS RN: 108-
01-0）、ヘキサヒドロ-1H-アゼピン（CAS 
RN: 111-49-9））について、気管、気管支、

肺、肝臓、心臓、脾臓、胸腺、腎臓、副腎

の病理組織学的検査を実施した。 
 
B-2) ラットを用いた TIPS 法による気管内

投与急性吸入毒性試験における LD50 の判

定並びに吸入暴露法及び in vitro Neutral red 
assay との比較 
新規被験物質として 2-ブトキシエタノー

ル（CAS RN: 111-76-2）、N,N,N',N'-テトラメ

チルエチレンジアミン（CAS RN: 110-18-9）、
クロロアセトン（CAS RN: 78-95-5）、2,3-ブ
タンジオン（CAS RN: 431-03-8）、o-クロロ

フェノール（CAS RN: 95-57-8）、メタクリ

ロニトリル（CAS RN: 126-98-7）、1-ニトロ

プロパン（CAS RN: 108-03-2）及びシクロ

ヘキサノン（CAS RN: 108-94-1）について

TIPS法によるLD50値の判定及び毒性影響

の検討を実施した。 
投与は昨年度と同様に 12週齢の F344 ラ

ットにイソフルラン吸入麻酔下（導入 4%）

で、ラット用金属製気管内噴霧スプレー

（針長 80 mm、内径 0.8 mm、外径 1.0 mm）

（夏目製作所）及び喉頭鏡（夏目製作所）

を用いて 1日 4回（1時間間隔）で投与し

た。1 回当たりの投与容量は 2.0 mL/kg と

した。投与量は、過去に報告された吸入暴

露法の LC50 値を既報のラット呼吸量（J 
Appl Toxicol. 2000, 20(4):273-90.）を用いて

換算した値（LD50（inhalation））及び本研

究班で魏らが実施した in vitro の Neutral red 
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assay の結果を考慮して設定した。 
令和 4から 5年度に実施した被験物質 14
剤の TIPS 法で得られた LD50 値（LD50
（TIPS））を LD50（inhalation）または in vitro 
Neutral red assay から求めた値（ LD50
（Neutral red assay））と比較した。なお、

LD50（Neutral red assay）は本研究班のヒト

肺癌細胞(A549)を用いた in vitro Neutral red 
assay における LC50（uL/mL）を TIPS 法の

被験物質投与溶液の濃度とした場合の総

投与量として概算した。 
 
（倫理面への配慮） 
動物を用いた実験は国立医薬品食品衛生

研究所実験動物倫理委員会の承認を得た

上で、関係法令を遵守して実施した。動物

の飼育・処置に当たっては、動物愛護の精

神に則るとともに倫理規定に十分配慮し、

気管内投与は麻酔下で実施し、解剖時には

麻酔下での安楽死を施すなど、苦痛軽減に

努めた。 
 
C. 研究結果 
C-1) ラットを用いた TIPS 法による気管内

投与急性吸入毒性試験の病理組織学的検

査 
気管、気管支、肺、肝臓における病理組織

学的所見を Table 1-1～1-6 に示す。 
② N,N-ジメチルアセタミド 
2560 mg/kg群の投与日死亡例では、軽度か

ら重度の気管、気管支、細気管支および肺

胞上皮の壊死、肺の軽微な急性炎症並びに

軽微から軽度なうっ血、水腫および出血が

みられた。 
投与後 14 日まで死亡が認められなかった

用量においては、640 mg/kg 群の 1 例で軽

微な細気管支の粘液細胞化生がみられた。 
② N,N-ジメチルホルムアミド 
4000 mg/kg群の投与日死亡例では、軽微か

ら重度な気管、気管支、細気管支および肺

胞上皮の壊死、肺の軽微な急性炎症並びに

軽微から重度なうっ血、水腫および出血が

みられた。 
2000 mg/kg群の投与後 3日死亡例では、軽

微から中等度な細気管支および肺胞上皮

の壊死並びに肺の急性炎症、軽微から重度

な肺のうっ血、水腫および出血に加え、軽

度から中等度な気管、気管支、細気管支お

よび肺胞上皮の再生/過形成がみられた。ま

た、肝臓で重度な小葉中心性肝細胞壊死が

みられた。 
投与後 14 日まで死亡が認められなかった

用量においては、500 および 1000 mg/kg群
の各 1例で軽微な細気管支の粘液細胞化生、

1000 mg/kg群の 1例で軽微な気管支の粘液

貯留がみられた。 
③ tert-ブチルアルコール 
1600 mg/kg群の投与日死亡例では、中等度

から重度の気管、気管支、細気管支および

肺胞上皮の壊死、肺の軽微な急性炎症並び

に軽微から中等度なうっ血、水腫および出

血がみられた。 
投与後 14 日まで死亡がみられなかった用

量においては、200 および 800 mg/kg 群で

軽微な細気管支の粘液細胞化生が散見さ

れた。 
④ アクリル酸 
63、125 および 250 mg/kg 群の投与日死亡

例では、重度の気管、気管支、細気管支お

よび肺胞上皮の壊死、肺で軽微から軽度な

急性炎症、軽微から重度なうっ血、水腫お

よび出血がみられた。 
31 mg/kg群の投与後 8 から 11日の死亡例

では、中等度から重度な気管、気管支、細

気管支および肺胞上皮の壊死、肺の急性炎

症、軽微から重度な肺のうっ血、水腫およ

び出血に加え、中等度から重度な気管支お

よび細気管支上皮の再生/過形成、軽度から
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中等度の気管支および細気管支の肉芽組

織、軽度な肺胞中核の肥厚、軽度から中等

度の細気管支の粘液細胞化生、気管から肺

胞腔内の粘液貯留がみられた。また、肝臓

で軽微から軽度な小葉中心性肝細胞壊死

がみられた。 
31 mg/kg 群の投与後 14 日生存例では、軽

度から重度な気管支および細気管支上皮

の再生/過形成、軽微な気管支および細気管

支の肉芽組織、軽度な肺の急性/慢性炎症、

軽微な水腫、軽微から重度な細気管支の粘

液細胞化生、軽微から軽度な気管から肺胞

腔内の粘液貯留が認められた。 
投与後 14日まで死亡がみられなかった 16 
mg/kg 群では、軽微から中等度な単核細胞

浸潤、細気管支の粘液細胞化生、軽微な細

気管支および肺胞の粘液貯留が認められ

た。 
⑤ 2-ジメチルアミノエタノール 
300 mg/kg 群の投与日死亡例では、軽度か

ら重度な気管、気管支、細気管支および肺

胞上皮の壊死、肺で軽微から中等度な急性

炎症、軽微から重度なうっ血、水腫および

出血がみられた。 
150 mg/kg群の投与後 1 から 2日死亡例で

は、重度な気管、気管支、細気管支および

肺胞上皮の壊死、軽微から重度な気管から

肺の急性炎症、気管および気管支粘膜下の

水腫、肺のうっ血、水腫および出血がみら

れた。また、1 例の肝臓で軽微な小葉中心

性肝細胞壊死がみられた。 
投与後 14 日まで死亡が認められなかった

用量においては、19 および 75 mg/kg 群で

軽微な細気管支の粘液細胞化生が散見さ

れた。 
⑥ ヘキサヒドロ-1H-アゼピン 
31、63 および 125mg/kg群の投与日死亡例

では、中等度から重度な気管、気管支、細

気管支および肺胞上皮の壊死、肺で軽微か

ら軽度な急性炎症、軽微から中等度なうっ

血、水腫および出血がみられた。 
31 mg/kg群の投与後 4 から 12日死亡例で

は、中等度から重度な気管、気管支、細気

管支および肺胞上皮の壊死、中等度な肺の

急性/慢性炎症、軽微から重度な肺のうっ血、

水腫および出血に加え、軽微から中等度な

気管、気管支、細気管支および肺胞上皮の

再生/過形成がみられた。また、投与後 11 か

ら 12 日死亡例で、軽微から中等度な気管

支および細気管支の肉芽組織、軽微から重

度な気管支から肺胞腔内の粘液貯留が認

められた。 
投与後 14 日まで死亡が認められなかった

用量においては、16 mg/kg群で軽微から軽

度な気管、気管支、細気管支上皮の再生/過
形成並びに細気管支の粘液細胞化生、気管

腔内の粘液貯留、8 mg/kg 群で軽微な気管

上皮の再生が散見された。 
気管および肺以外の諸臓器の病理組織学

的検査において、各物質の投与後 14 日生
存例および投与後 1日以降の死亡例で、胸

腺で萎縮および tingible body macrophage の

増加、脾臓で白脾髄の萎縮、副腎で皮質の

びまん性肥大および空胞の増加が散見さ

れたが、投与後の状態悪化に伴ってみられ

る二次的な変化と考えられた。心臓、脾臓、

胸腺、肝臓、腎臓、副腎において、その他

の被験物質投与に関連した変化は認めら

れなかった。 
 
C-2) ラットを用いた TIPS 法による気管内

投与急性吸入毒性試験における LD50 の判

定並びに吸入暴露法及び in vitro Neutral red 
assay との比較 
令和 4 年度に実施した 6剤及び令和 5 年度

に実施した被験物質 8 剤の TIPS 法で得ら

れた LD50（TIPS）、及び吸入暴露試験の

LC50 値から換算した LD50（inhalation）ま
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たは in vitro Neutral red assay から求めた

LD50（Neutral red assay）と比較した結果を

Table 2 に示す。 
LD50（TIPS）と LD50（inhalation）を比

較した結果、TIPS 法の LD50 が吸入暴露法

の 0.5～2 倍であった物質が 5/14 物質、0.25
～0.5 倍であった物質が 3/14 物質、0.25 倍

以下であった物質が6/14物質であり、LD50
（TIPS）は LD50（inhalation）と同程度、又

は低値を示した。 
LD50（TIPS）と LD50（Neutral red assay）

を比較した結果、LD50（TIPS）と LD50
（Neutral red assay）の差は7剤で2倍以内、

6剤で 2～5 倍以内であり、5 倍を超える差

がみられたのはクロロアセトンの 1剤のみ

であった。また、LD50（TIPS）と LD50
（Neutral red assay）の相関性を検討した結

果、強い正の相関（r=0.95）が認められ、線

形近似（R2=0.91）が得られた。 
 
D. 考察 
D-1) ラットを用いた TIPS 法による気管内

投与急性吸入毒性試験の病理組織学的検

査 
令和 4 年度に TIPS 法による気管内投与急

性吸入毒性試験を実施した 6剤は、いずれ

も投与日から投与後 4日の死亡例において

肺のうっ血、水腫、出血がみられ、気管か

ら肺胞上皮にかけて壊死が観察された。さ

らに、アクリル酸及びヘキサヒドロ-1H-ア
ゼピン投与群の投与後 8日以降の死亡例で

は、投与による上皮傷害を示唆する上皮の

再生/過形成が認められた。以上の所見から、

被験物質曝露による気道上皮の直接傷害

に起因し呼吸困難に至ったものと考えら

れた。組織学的検索を行った心臓、脾臓、

胸腺、肝臓、腎臓および副腎において、死

因と考えられる所見は認められなかった

ことからも、呼吸器系への影響が主な毒性

標的と考えられた。 
LD50（TIPS）と LC50（吸入暴露）が概

ね 5倍以内であったN,N-ジメチルアセタミ

ド、N,N-ジメチルホルムアミド及び tert-ブ
チルアルコールと比較し、TIPS 法でより強

い毒性が表れたアクリル酸、2-ジメチルア

ミノエタノール及びヘキサヒドロ-1H-アゼ
ピンでは、上皮の壊死や炎症性反応が強い

傾向がみられた。さらにアクリル酸及びヘ

キサヒドロ-1H-アゼピン投与群の投与後 8
日以降の死亡例では、気管から細気管支で

肉芽組織の形成がみられ、これらの物質に

よる組織傷害性の強さが示唆された。LD50
（TIPS）と LD50（inhalation）の差の大きさ

に関し、令和 5 年度に投与実験を実施した

2-ブトキシエタノール、N,N,N',N'-テトラメ

チルエチレンジアミン等についても病理

組織学的検査を実施して呼吸器及び全身

諸臓器への毒性影響を検討していく予定

である。また、呼吸器系以外の臓器に対し

て毒性標的性を有する化学物質について

も LD50（TIPS）と LD50（inhalation）の相

関性について検討が必要と考えられる。 
 
D-2) ラットを用いた TIPS 法による気管内

投与急性吸入毒性試験における LD50 の判

定並びに吸入暴露法及び in vitro Neutral red 
assay との比較 
TIPS 法の LD50 と吸入暴露法及び in vitro
の Neutral red assay から換算した LD50／
LC50 を比較した結果、TIPS 法の LD50 が

吸入暴露法の0.5～2倍であった物質が5/14
物質、0.25～0.5 倍であった物質が 3/14 物

質、0.25 倍以下であった物質が 6/14 物質で

あり、TIPS 法の LD50 は吸入暴露法と同程

度、又は低値を示した。このことから、TIPS
法では吸入暴露法と比較して毒性が同等、

あるいは強く表れる物質がある可能性が

考えられた。これまで実施した病理組織学
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的検査において、TIPS 法で吸入暴露法と比

較してより強い毒性が表れた物質では呼

吸器の傷害が強い傾向がみられた。このこ

とから、TIPS 法でより強い毒性を示す要因

の一つに、被験物質の呼吸器上皮に対する

直接的な傷害性や細胞毒性が関係する可

能性が考えられた。今後、呼吸器以外に毒

性標的を有する化学物質の検索も含めて、

被験物質の物性、細胞毒性、呼吸器刺激性、

ADME、毒性発現機序など考慮し、毒性が

強く出る要因について、さらなる検討が必

要であると考えられた。 
LD50（TIPS）と LC50（Neutral red assay）

を比較した結果、両者の間に強い正の相関

性が認められ、5 倍を超える差がみられた

のはクロロアセトンの 1 剤のみであった。

このことから、in vitro Neutral red assay にお

ける LC50 は TIPS 法による LD50 とある程

度相関する可能性が考えられた。さらに、

アクリル酸やヘキサヒドロ-1H-アゼピンで

は LD50（TIPS）と LC50（inhalation）の差

が 0.03 倍から 0.09 倍と大きな差がみられ

ていたが、このような物質においてもLC50
（Neutral red assay）との差は最大で 3 倍程

度であった。従って、LC50（Neutral red assay）
は TIPS 法による急性毒性試験の投与濃度

設定の指標となりえる可能性が考えられ

た。しかし、何れの被験物質においても

LC50（Neutral red assay）は LD50（TIPS）
よりも低値を示していたことから、投与量

の換算方法など、さらなる検討が必要であ

ると考えられた。 
 
E. 結論 
病理組織学的検索では、気道上皮の壊死及

び肺のうっ血、水腫等が共通してみられ

た。LD50（TIPS）と LD50（inhalation）ま

たは LD50（Neutral red assay）を比較した

結果、TIPS 法は吸入暴露法と比較して毒

性が同等、あるいは強く表れる物質がある

可能性が考えられた。また、Neutral red 
assay における LC50 は TIPS 法による急性

毒性とある程度相関する可能性が考えら

れ、急性毒性試験の投与濃度設定に用いる

指標となりえる可能性が考えられた。 
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Table 1-1. Histopathological findings in F344 rats treated with N,N-dimethylacetamide 

 

Table 1-2. Histopathological findings in F344 rats treated with N,N-dimethylformamide 

 

 

  

Dose (mg/kg)  320 640 1280 2560
Necropsy day  14 14 14 0

No. of animals examined  6 6 6 6

Trachea Necrosis, epithelium - - - + ! +++

Bronchi Necrosis, epithelium - - - ++ ! +++

Lung Necrosis, bronchioles/alveoli, diffuse - - - ++ ! +++
Inflammation, acute alveolar/interstitial - - - ±
Congestion - - - +
Edema - - - ± ! +
Hemorrhage - - - ± ! +
Metaplasia, mucous cell, bronchioles - - ! ± - -

Liver / / - -
±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
/, not examined

Dose (mg/kg)  500 1000 2000 4000
Necropsy day  14 14 3 0

No. of animals examined  5 6 5 6

Trachea Necrosis, epithelium - - - ± ! +++
Regeneration, epithelium - - + ! ++ -

Bronchi Necrosis, epithelium - - - +++
Regeneration, epithelium - - + ! ++ -
Mucus retention, bronchial lumen - ! ± - - -

Lung Necrosis, bronchioles/alveoli, diffuse - - - ! ++ ++ ! +++
Inflammation, acute alveolar/interstitial - - ± ! ++ ±
Congestion - - + ! ++ + ! +++
Edema - - ± ! + + ! ++
Hemorrhage - - - ! +++ ± ! ++
Regeneration/hyperplasia, bronchioles - - + ! ++ -
Metaplasia, mucous cell, bronchioles - ! ± - ! ± - -

Liver Necrosis, hepatocyte, centrilobular / - +++ -
±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
/, not examined
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Table 1-3. Histopathological findings in F344 rats treated with t-butyl alcohol 

 

Table 1-4. Histopathological findings in F344 rats treated with acrylic acid 

 

 

 

  

Dose (mg/kg)  200 400 800 1600
Necropsy day  14 14 14 0

No. of animals examined  6 5 5 3

Trachea Necrosis, epithelium - - - ++ ! +++

Bronchi Necrosis, epithelium - - - +++
-

Lung Necrosis, bronchioles/alveoli, diffuse - - - +++
Inflammation, acute alveolar/interstitial - - - ±
Congestion - - - +
Edema - - - +
Hemorrhage - - - ± ! +
Metaplasia, mucous cell, bronchioles - ! ± - - ! ± -

Liver / / - -
±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
/, not examined

Dose (mg/kg)  16 63 125 250
Necropsy day  14 14 8-11 0 0 0

No. of animals examined  6 3 3 6 6 3

Trachea Necrosis, epithelium - - - ! ++ +++ +++ +++
Mucus retention, tracheal lumen - - ! + - ! + - - -

Bronchi Necrosis, epithelium - - - ! +++ +++ +++ +++
Regeneration/hyperplasia, epithelium - - ! + - ! ++ - - -

- - ! ± - ! + - - -
Mucus retention, bronchial lumen - - ! ± ± ! + - - -

- -
Lung Necrosis, bronchioles/alveoli, diffuse - - ++ ! +++ +++ +++ +++

Inflammation, acute/chronic alveolar/interstitial - - ! + ++ ! +++ ± ± ! + ±
Congestion - - ± ! +++ ± ! +++ ++ +++
Edema - - ! ± - ! + + + +
Hemorrhage - - + ! ++ ± ! + ± ! + ±

Regeneration/hyperplasia, bronchioles - ++ ! +++ ++ ! +++ - - -
Thickening, alveolar septa, multifocal - + - ! + - - -

- - ! ± + ! ++ - - -

± ! ++ - -

Mucus retention, bronchioles/alveoli - ! ± ± ! + + - - -
Metaplasia, mucous cell, bronchioles ± ! ++ ± ! +++ + ! ++ - - -

Liver Necrosis, hepatocyte, centrilobular - - ± ! + - - -
±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
/, not examined

Infiltration, mononuclear cell,
  peribronchiolar/alveolar/perivascular
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Granulation tissue, bronchioles

Granulation tissue, subepithelial
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Table 1-5. Histopathological findings in F344 rats treated with 2-dimethylaminoethanol 

 

Table 1-6. Histopathological findings in F344 rats treated with hexahydro-1H-azepine 

 

  

Dose (mg/kg)  19 75 150 300

Necropsy day  Day  14 Day  14 Day  1-2 Day 0

No. of animals examined  6 6 6 6

Trachea Necrosis, epithelium - - +++ +++

Inflammation, acute - - ± ! +++ -

Edema, submucosa - - ± ! +++ -

Bronchi Necrosis, epithelium - - +++ +++

Inflammation, acute - - ± ! +++ -

Edema, submucosa - - ± ! ++ -
-

Lung Necrosis, bronchioles/alveoli, diffuse - - +++ + ! +++

Inflammation, acute alveolar/interstitial - - ++ ± ! +

Congestion - - ± ! +++ ± ! +

Edema - - + ! ++ ± ! +

Hemorrhage - - ± ! + ± ! +

Metaplasia, mucous cell, bronchioles - ! ± - ! ± - -

Liver Necrosis, hepatocyte, centrilobular / - - ! ± -

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe

/, not examined

Dose (mg/kg)  8 16 63 125

Necropsy day  14 14 11-12 4 0 0 0

No. of animals examined  4 6 2 1 3 6 6

Trachea Necrosis, epithelium - - - ! +++ +++ +++ +++ +++

Regeneration/hyperplasia, epithelium - ! ± - ! ± - ! ± - - - -

Granulation tissue, subepithelial - - - ! ++ - - - -

Mucus retention, tracheal lumen - - ! ± - - - - -

Bronchi Necrosis, epithelium - - - ! +++ +++ +++ +++ +++

Regeneration/hyperplasia, epithelium - - ! + - ! ± ++ - - -

Granulation tissue, subepithelial - - ± ! ++ - - - -

Mucus retention, bronchial lumen - - ± ! + - - - -
- -

Lung Necrosis, bronchioles/alveoli, diffuse - - ++ ! +++ +++ ++ ! +++ ++ ! +++ ++ ! +++

Inflammation, acute/chronic alveolar/interstitial - - ++ ++ + + ± ! +

Congestion - - ++ ! +++ +++ ± ! ++ ± ! ++ ± ! ++

Edema - - + ! +++ ± + + ± ! +

Hemorrhage - - + ! +++ + ± ! ++ ± ! ++ + ! ++

Regeneration/hyperplasia, bronchioles - - ! ± - ! ++ + - - -

Mucus retention, bronchioles/alveoli - - +++ - - - -

Metaplasia, mucous cell, bronchioles - - ! + - - - - -

Liver Necrosis, hepatocyte, centrilobular / - - - - - -

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe

/, not examined
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Table 2. C om parison of LD 50 in TIP S w ith those in inhalation study and in in vitro  N eutral red assay.

Test substance LD 50 (m g/kg)
LD 50 (TIP S)

/ LD 50 (Inhalation)*

LD 50 (TIP S)

/ LD 50 (N eutral red assay)**

N ,N -D im ethylacetam ide 1280 - 2560 2.0 - 4.0 1.1 - 2.3

N ,N -D im ethylform am ide 1000 - 2000 0.91 - 1.8 1.1 - 2.3

tert-B utyl alcohol 800 - 1600 0.18 - 0.36 2.2 - 4.4

A crylic acid 16 - 31 0.03 - 0.06 0.53 - 1.0

2-D im ethylam inoethanol 75 - 150 0.09 - 0.17 3.6 - 7.2

H exahydro-1H -azepine 16 - 31 0.04 - 0.09 1.4 - 2.8

2-B utoxyethanol 200 - 400 0.79 - 1.6 1.2 - 2.4

N ,N ,N ',N '-Tetram ethylethylenediam ine 120 - 240 0.13 - 0.26 3.9 - 7.9

C hloroacetone 32 - 64 0.48 - 0.96 34 - 69

2,3-B utanedione 320 - 640 0.12 - 0.24 4.0 - 7.9

o-C hlorophenol 20 - 40 0.07 - 0.13 2.0 - 4.0

M ethacrylonitrile 50 - 100 0.38 - 0.76 0.35 - 0.71

1-N itropropane 240 - 480 0.30 - 0.60 2.7 - 5.4

C yclohexanone 160 - 320 0.11 - 0.22 1.3 - 2.5

*LD 50 (Inhalation) referred to the previous reports.

** LC 50 (N eutral red assay) w as calculated as the total dose (four doses) assum ing that the LC 50 (uL/m L)

determ ined in present in vitro  study w as the concentration of test substance solution used in TIP S study.
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毒物又は劇物の指定等に係る急性吸入毒性試験の代替法の開発及び 

その精緻化に関する研究 

令和５年度 分担研究報告書 

in vitro 試験の実施 
 

研究分担者 魏 民 

大阪公立大学大学院医学研究科 環境リスク評価学 准教授 

研究協力者 藤岡 正喜 

大阪公立大学大学院医学研究科 分子病理学 特任講師 

A. 研究目的 
毒物又は劇物（毒劇物）は、原則として動

物を用いた急性毒性試験における LD50・

LC50 値から判定されており、投与方法には

経口、経皮及び吸入が想定されている。一

方、近年は in vitro 試験等に基づく、毒性や

刺激性等から判断する評価法も希求されて

いる。また、前述の経路の内、特に重要なヒ

トへの吸入ばく露が想定される化合物は、

吸入による評価が必要であるが、全身吸入

ばく露法は大規模なばく露装置が必要とな

るため、実施可能な施設は世界的にみても

わずかである。そこで、全身吸入ばく露法の

代替法としてラットを用いた被験物質の経

研究要旨 

毒物又は劇物（毒劇物）は、原則として動物を用いた急性毒性試験におけるLD50・LC50値

から判定されており、投与方法には経口、経皮及び吸入が想定されている。一方、近年は

in vitro試験等に基づく、毒性や刺激性等から判断する評価法も希求されている。昨年度

より、本研究ではラットを用いた被験物質の経気管肺内噴霧投与法（Trans-tracheal 

intrapulmonary spraying；TIPS法）を行う際のin vitro投与量設定法として、ヒト肺腺癌細胞

株A549を用いた改変Neutral Red Uptake assay（A549 NRU assay）を構築し、試験プロトコ

ールの最適化とその有用性について検討を行っている。本年度は水溶性物質8種に加えて

有機溶媒などの非水溶性物質10種についても LC50 の検討を行った。加えて、昨年度及び

本年度に得られたLC50について、4時間ラット吸入ばく露試験における LD50 との相関解

析を行った。その結果、非水溶性物質についても A549 NRU assay によって LC50 が得

られることをはじめて明らかにした。また水溶性物質においてLC50（A549 NRU assay）

が LD50（4 時間ラット吸入ばく露試験）と正の相関が得られたことから、A549 NRU assay 

がin vitro投与量設定法として有用であることが確認できた。 
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気 管 肺 内 噴 霧 投 与 法  (Trans-tracheal 

intrapulmonary spraying；TIPS 法) を用いる

こととするが、その用量設定のために多数

のラットを用いることは 3R (Replacement, 

Reduction, Refinement) の観点から適切では

ない。そこで、本研究では細胞株を用いた in 

vitro 法により LC50 を推定し、少ない匹数で

TIPS 法を行うための、in vitro 投与濃度設定

試験を開発する。その方法として、取り扱い

が簡便でかつヒトの肺胞上皮由来であるヒ

ト肺腺癌細胞株(A549)の細胞毒性を指標と

した評価法を検討・精緻化し、毒劇物の指定

に資する手法の確立を図ることを目的とす

る。 

昨年度の研究で、我々はラットを用いた

TIPS 法の in vitro 投与量設定法として、細

胞毒性評価法として一般的に知られている

Neutral Red Uptake Cytotoxicity Assay を一部

改変した A549 NRU assay を用いて、その汎

用性と結果の妥当性について検討を行い、

TIPS 法における LD50 値と良好な相関が得

られている。本年度は A549 NRU assay の汎

用性を検証するために、水溶性物質に加え

非水溶性物質についても新たに A549 NRU 

assay で検討を実施した。 

 

B. 研究方法 
[被験物質及び細胞株] 

本年度において、使用した被験物質を表 1

に示す。評価に用いる培養細胞として吸入

ばく露を想定し、ヒト肺腺癌細胞株 A549 を

選択し、液体培地として 10%FBS 及び 1%ペ

ニシリン/ストレプトマイシン含有 RPMI-

1640（L-グルタミン、フェノールレッド含有）

を使用した。 

 

 

表１ 被験物質及び使用した培地並びに

LC50(A549 NRU assay)と LD50(4時間ラット吸

入ばく露試験換算値) 

 
[A549 NRU assay] 

A549 NRU assay の概要について、図 1 に

示す。 

Day 0 において、6-well プレート(水溶性

物質の場合はポリスチレン製、非水溶性物

質の場合はガラス製)に A549 細胞を 2 x 105

細胞で播種した。Day 1 には、被験物質の調

製のために、15 mL チューブに被験物質を

培地と混合し、vortex にて 5 秒程度強く振

盪した。 

培地を吸引後 PBS で 1回洗浄し、事前に

調製した被験物質を混合した培地(水溶性

物質の場合は 10%FBS含有 RPMI-1640、非

水溶性物質の場合は、2% DMSO含有 RPMI-

1640(1,2-Dichloropropane)、1%エタノール含

有 RPMI-1640(Allyl acetate)、2%エタノール

含 有 RPMI-1640(1-Nitropropane, Carbon 

tetrachloride, Cyclohexanone, Dichloromethane, 

Methacrylonitrile, o-Chlorophenol, Quinoline))
を well 内にそれぞれ添加した(2 ml/well; 2 

wells/被検物質)。その後 37℃の 5% CO2イ

ンキュベーターにて 15 分間インキュベー

ションした。 

No. Chemicals CAS RN
Water 

soluble
Vehicle FBS

LC50 (µL/mL)

A549 NRU 

assay

Estimated 

LD50 (mg/kg) 

in TIPS
c

1
a 1-Chloro-2-propanol 127-00-4 ○ RPMI-1640 + 34.96 311.8

2
a 1-Nitropropane 108-03-2 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 11.18 89.1

3
a 1,2-Dichloroethane 107-06-2 × 2% DMSO in RPMI-1640 - 6.3 62.7

4
b 1,2-Dichloropropane 78-87-5 × 2% DMSO in RPMI-1640 - 2.88 26.7

5
a 2-Butoxyethanol 111-76-2 ○ RPMI-1640 + 23.33 168.2

6
a 2,3-Butanedione 431-03-8 ○ RPMI-1640 + 10.2 80.7

7
a Acetylacetone 123-54-6 ○ RPMI-1640 + 16.07 124.9

8
a Allyl acetate 591-87-7 × 1% Ethanol in RPMI-1640 - 15.99 118.6

9
b Carbon tetrachloride 56-23-5 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 2.25 28.7

10
a Chloroacetone 78-95-5 ○ RPMI-1640 + 0.1 0.9

11
a Cyclohexanone 108-94-1 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 16.86 127

12
a Dichloromethane 1975/9/2 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 12 127.2

13
a Glycidol 556-52-5 ○ RPMI-1640 + 12.27 112.2

14
a Methacrylonitrile 126-98-7 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 22.14 141.7

15
a N,N,N',N'-

Tetramethylethylenediamine
110-18-9 ○ RPMI-1640 + 4.91 30.5

16
a o -Chlorophenol 95-57-8 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 0.98 9.9

17
a Polyacrylic Acid 5000 9003-1-4 ○ RPMI-1640 + 105.3 84.24

18
a Quinoline 91-22-5 × 2% Ethanol in RPMI-1640 - 1.41 12.3

a 
Use 6-well polystyrene plate and  

b 
Use 6-well glass plate.

c 
Estimated LD50 value (mg/kg) in TIPS are calculated from the following formula based on a rat  body weight of 250 g

 LD50 value (mg/kg) = (LC50 (µl/ml)*2*Density)/0.25
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培地を吸引し、さらに PBS で 2回洗浄後、

調製した Neutral red含有 RPMI溶液(Neutral 

red 最終濃度 0.33%)を well 内に添加した。

その後、37℃の 5%CO2インキュベーターに

て 3 時間インキュベーションした。インキ

ュベーション完了後、培地を除去し PBS で

2回洗浄し、酢酸-エタノール溶液(50%エタ

ノール + 49% ミリ Q水 + 1% 氷酢酸)を 1 

mLずつ加えプレートを shaking することで

細胞内に取り込まれた Neutral red を回収し

た。新たに用意した 96 well プレートに、Well

内の酢酸-エタノール溶液を 180 µL ずつ移

し替え、吸光度計にて 540 nm の波長で計測

を行った。 

なお、各被験物質について、2回以上独立

した試験を行った。 

 
[LC50 の算出] 

A549 NRU assay にて得られた吸光度につ

いて、近似曲線を GraphPad Prism software で

解析し、LC50 を算出した。詳細な方法とし

て、近似曲線の投与濃度を Log 変換した値

を用いて、非線形回帰(カーブフィット法)で

得られた値を log(agonist) vs normalized 

response – Variable slope解析にて LC50 を算

出した。 

 
[A549 NRU assayで得られたLC50値の検証] 
昨年度および本年度で得られた各被験

物質の A549 NRU assay における LC50 値

について、毒性情報などの情報が化学物質

毎 に 収 載 さ れ て い る  Pubchem 
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) より 4 時
間ラット吸入ばく露試験における LD50 値

を収集し、LC50 (A549 NRU assaay) および

LD50 (4 時間ラット吸入ばく露試験) との

相関比較(Pearson の相関分析)を実施し、得

られた結果を散布図として作図した。 
 

図 1 A549 NRU assayの概要 

 
C. 研究結果 
[A549 NRU assay] 

A549 NRU assayを実施し得られた各被

験物質のLC50およびLC50より算出したTIPS

法のLD50 (換算値) を表１に示す。 

1-Chloro-2-propanol の LC50 は 34.96 uL/

mL であり、TIPS 法における LD50  (換算

値) は 311.8 mg/kg であった。1-Nitropropa

• 培養上清の除去
• PBS洗浄
• 1%ニュートラルレッド
添加培地へ交換

6

• ニュートラルレッド
添加培地の除去

• PBS洗浄
• 酢酸-エタノール
混合液の添加

8

OD(560nm)値の測定

10

懸濁液96well plateへ
滴下

9

7

6 well plateへの
細胞の播種

1

培養上清除去後、

被験物質混合培地の
添加

4

ヒト肺腺がん細胞株
A549

24時間培養
(CO2インキュベーター)

2

5

被験物質の投与系列
の準備

3

LC50(A549 NRU assay)
の算出

15分間培養
(CO2インキュベーター)

3時間培養
(CO2インキュベーター)
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ne の LC50 は 11.18 uL/mL であり、TIPS 

法における LD50 (換算値) は 89.1 mg/kg 

であった。1,2-Dichloroethane の LC50 は 6.

30 uL/mL であり、TIPS 法における LD50  

(換算値) は 62.7 mg/kg であった。1,2-Dich

loropropane の LC50 は 2.88 uL/mL であり、

TIPS 法における LD50  (換算値) は 26.7 m

g/kg であった。2-Butoxyethanol の LC50 は 

23.33 uL/mL であり、TIPS 法における LD

50 (換算値) は 168.2 mg/kg であった。2,3-B

utanedione の LC50 は 10.20 uL/mL であり、

TIPS 法における LD50  (換算値) は 80.7 m

g/kg であった。Acetylacetone の LC50 は 1

6.07 uL/mL であり、TIPS 法における LD50

 (換算値) は 124.9 mg/kg であった。Allyl a

cetate の LC50 は 15.99 uL/mL であり、TIP

S 法における LD50 (換算値) は118.6 mg/kg

であった。Carbon tetrachloride の LC50 は 2.

25 uL/mL であり、TIPS 法における LD50  

(換算値) は 28.7 mg/kg であった。Chloroac

etone の LC50 は 0.10 uL/mL であり、TIPS

 法における LD50  (換算値) は 0.9 mg/kg

であった。Cyclohexaneの LC50 は 16.86 uL

/mL であり、TIPS 法における LD50  (換算

値) は 127.0 mg/kg であった。Dichlorometh

ane の LC50 は 12.00 uL/mL であり、TIPS 

法における LD50  (換算値) は 311.8 mg/kg 

であった。Glycidol の LC50 は 12.27 uL/m

L であり、TIPS 法におけるLD50 (換算値) 

は 112.2 mg/kg であった。Methacrylonitrile 

の LC50 は 22.14 uL/mL であり、TIPS 法に

おける LD50 (換算値) は 141.7 mg/kg であ

った。N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine 

の LC50 は 4.91 uL/mL であり、TIPS 法に

おける LD50 (換算値) は 30.5 mg/kg であ

った。o-Chlorophenol の LC50 は 0.98 uL/m

L であり、TIPS 法における LD50 (換算値) 

は 9.9 mg/kg であった。Polyacrylic Acid 5

000 の LC50 は 105.30 uL/mL であり、TIP

S 法における LD50 (換算値) は 84.2 mg/kg

 であった。Quinoline の LC50 は 1.41 uL/m

L であり、TIPS 法における LD50 (換算値) 

は 12.3 mg/kg であった。 

 
表 2 昨年度及び本年度使用被験物質の

LC50(A549 NRU assay)と LD50(4時間ラット吸

入ばく露試験換算値) 

 
[A549 NRU assayで得られたLC50値の検証] 
昨年度及び本年度にて得られた  LC50 

(A549 NRU assay) および Pubchem より収

集した LD50 (4 時間ラット吸入ばく露試

験)を表 2 に示す。水溶性物質 (14種) およ

び非水溶性物質 (9種) ごとに Pearson の相

関解析を行い、得られた散布図を図 2 に示

す。Pearson の相関解析の結果、水溶性物質

では r 値が 0．5792 と正の相関性を示し、

加えて P 値が 0.0300 と有意な相関が示

された (図 2A) 。非水溶性物質では r 値が 
-0.2867 と弱い負の相関が示され、 P 値が 
0.4545 であり、統計学的有意差はみられな

ppmc mg/kgd

1a 1-Chloro-2-propanol 127-00-4 ○ 38.97 1000 41

2a 1-Nitropropane 108-03-2 × 11.14 6200 237

3a 1,2-Dichloroethane 107-06-2 × 7.84 1000 42

4b 1,2-Dichloropropane 78-87-5 × 3.33 6059 294

5a 2-Butoxyethanol 111-76-2 ○ 21.03 486 25

6a 2-Dimethylaminoethanol 108-01-0 ○ 2.59 1641 63

7a 2,3-Butanedione 431-03-8 ○ 10.09 5200 192

8a Acetylacetone 123-54-6 ○ 15.62 1224 53

9a Acrylic acid 1979/10/7 ○ 1.88 1730 54

10a Allyl acetate 591-87-7 × 14.83 250 11

11b Carbon tetrachloride 56-23-5 × 3.58 8000 528

12a Chloroacetone 78-95-5 ○ 0.12 121 5

13a Cyclohexanone 108-94-1 × 15.88 8000 337

14a Dichloromethane 1975/9/2 × 15.9 18371 670

15a Glycidol 556-52-5 ○ 14.02 580 18

16a Hexahyro-1H-azepine 111-49-9 ○ 1.39 604 26

17a Methacrylonitrile 126-98-7 × 17.71 328 9

18a N,N,N',N'-
Tetramethylethylenediamine 110-18-9 ○ 3.81 1318 66

19a N,N-Dimethylacetamide 127-19-5 ○ 141.89 1238 46

20a N,N-Dimethylformamide 1968/12/2 ○ 109.18 7500 235

21a o-Chlorophenol 95-57-8 × 1.24 2270 125

22a Polyacrylic Acid 5000 9003/1/4 ○ 10.53 8 18

23a Quinoline 91-22-5 × 1.53 N/A N/A

N/A: Not available,  a Use 6-well polystyrene plate,    b Use 6-well glass plate.
c Information on the LD50 of 4-hours rat inhalation (ppm) of these chemicals was obtained from PubChem
d LD50 value (mg/kg) are calculated from the following formula based on a rat  body weight of 250 g:
    LD50 value (mg/kg) = 0.042*1000*LC50 (ppm)*(MW/24.45/1000)*0.25

No. Chemicals CAS RN Water
soluble

LD50
4-hours rat LC50 (mg/ml) 

A549 NRU assay
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かった (図 2B) 。 
 

図 2 水溶性物質(A)および非水溶性物質(B)に

おける LC50(A549 NRU assay)および LD50(4時

間ラット吸入ばく露試験)の相関比較 

 
D. 考察 
本研究では昨年度より、ラットを用いた

TIPS 法の投与量を設定する準備試験とし

て、急性経口毒性を予測するための in vitro 
細胞毒性試として知られている  Neutral 
Red Uptake Cytotoxicity Assay (OECD GD 
129)の一部を改変した A549 NRU assay を
実施している。LC50 (A549 NRU assay) を基

に実施した TIPS 法 (赤根ら) で得られた 
LD50 は、おおむね相関がみられたことから、

A549 NRU assay は TIPS 法の LD50 を決
定するための in vitro 代替投与量設定試験

法として有用であることが示唆されてい

る。 

本年度は、昨年度に引き続き水溶性物質

の  LC50 を検討することで  TIPS 法の 

LD50 を決定すると共に、新たに有機溶媒な

どの非水溶性物質にて A549 NRU assay を

実施した。その結果、水溶性溶媒のみなら

ず、非水溶性溶媒についても LC50 を算出

することが出来た。したがって、これまで検

討が困難であった有機溶媒などの非水溶性

物質についても、A549 NRU assay によって

LC50 を算出できることが明らかとなった。 

また、水溶性物質において、A549 NRU 

assay で得られた LC50 は 4 時間ラット吸入

ばく露試験におけるLD50と正の相関が得ら

れたことから、A549 NRU assay が水溶性物

質における有用な LC50 の in vitro 評価法

であることが明らかとなった。一方、非水溶

性物質については負の弱い相関がみられた。

非水溶性物質の官能基や溶解度、細胞障害

性の有無などの化学性状ごとに相関解析を

行うことで、A549 NRU assay の精緻化を図

る予定である。 

 

E. 結論 
本年度は、昨年度構築した TIPS 法の in 

vitro 投与量設定試験である A549 NRU assay

の汎用性および in vivo 評価系における LD50

値との相関比較を実施した、その結果、A549 

NRU assay により有機溶媒などの非水溶性

物質においてもLC50を算出することが可能

となった。また、水溶性物質については LC50 

(A549 NRU assay)が LD50 (4時間ラット吸入

ばく露試験)と緩やかな正の相関を示され

た。今後も引き続き、A549 NRU assay の汎

用性を検証すると共に、非水溶性物質にお

ける知見を蓄積することで、A549 NRU 

assay の精緻化を図る。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

令和 5年度 分担研究報告書 

 

研究課題名：毒物又は劇物の指定等に係る急性吸入毒性試験の代替法の開発 

及びその精緻化に関する研究 

 

分担研究課題名：in vitro試験による用量設定と in vivo への外挿性検討 

 

研究分担者  津田 洋幸  名古屋市立大学大学院医学研究科 特任教授

Ａ.研究目的 

従来のラットにおける４時間吸入毒性データ

（LD50 ４時間値）を、津田らが多層カーボンナ

ノチューブ（MWCNT）の長期毒性評価において

考案してきた簡便な経気管肺内噴霧投与（TIPS）
法を用いて応用しようとするものである。用量設

定については A549 肺がん細胞を用いた in vitro 急

性毒性試験から得られた値を用いて、TIPS 法応用

して LD50 値を見出そうとするものである。これ

によって高額な専用の吸入暴露施設を要しない安

価な吸入毒性の評価方法が可能となる。被験物質

に発がん性が疑われる場合は、TIPS 法にて肺内に

４時間吸入毒性試験終了後残存動物において無処

置にて長期に観察することによって、発がん性を

評価することもできるかについて、明らかにしよ

うとするものである。 
 

Ｂ.研究方法 

４時間吸入毒性試験のデータ（LD50４時間値）に代

わる TIPS 投与法の短期毒性試験における生存

（LD50 値群を含む致死を免れた動物）についてそ

の後 2 年間無処置観察することによって、被験物質

の発がん性についての解析を実施している。 

 

Ｃ.研究結果 

現在の所、8物質について２年の観察期間を終了

している。屠殺時の所見は、6物質の各群 32匹〜

56匹の肉眼的結節性病変は Glycidol（IARC 2A）

において肺に１匹認められた。それ以外の投与群

には、肺、胸膜中皮、肝、腎等において肉眼的に

観察される結節性病変はみられていない。病理組

織標本を作成し、詳細に検索する予定である。 

 

Ｄ.考察 

Glycidol投与群の肺における肉眼的所見では、

LD50 値に近い高用量群で明らかな結節性病変の

発生を 1例観察したが、前がん病変の発生につい

ても病理組織学的に検討をした上で、この方法の

発がん試験としての有用性について結論を出した

い。 
 

Ｅ.結論 

４時間吸入毒性試験のデータ（LD50４時間値）に

代わる TIPS 投与法による短期毒性試験における生

存（LD50 値群を含む致死を免れた動物）について

発がん性評価への応用を検討中であり、結果が期

待される。 
 

Ｆ．研究発表 

１．論文発表 

1. Sultana N, Fukamachi K, Jiegou Xu, Tsuda H, Suzui 
M. mRNA expression profile of cytokines in rat 

研究要旨 
 本研究は、ラットにおける４時間吸入毒性データ（LD50４時間値）の用量について、A549 肺がん細

胞を用いた in vitro 急性毒性試験から得られた値を用いることにより、経気管肺内噴霧投与（TIPS）によ

る簡便な急性吸入毒性試験を開発しようとするものである。これによって高額な専用の吸入暴露施設を

要しない安価な吸入毒性の評価方法が可能となる。検体に発がん性が疑われる場合は、TIPS 法にて肺内

への４時間吸入毒性試験終了後の残存動物について無処置にて長期に観察することによって、発がん性

を評価への応用が期待される。事実、我々はいくつかの多層カーボンナノチューブ（MWCNT）につい

て TIPS 投与後長期観察することによって発癌性を見出し報告してきた。TIPS 法は生理食塩水または、

墨汁投与試験の実施により、最大 2.0 mL/kg体重の容量での 4回投与まで一般状態の異常及び死亡例が

見られなかったことから、この研究で TIPS 法による短期試験後 2 年まで観察することによって、長期

吸入暴露試験に代わる試験法の開発を行なってきた。被験物質は、このプロジェクトで今までに検索さ

れてきた 13 物質物質のうち、IARC Monograph におけるヒトにおける発がん物質（要因）の分類におい

て Group 2A（おそらくあり）4 物質、Group 2B（可能性あり）4 物質、Group 3（疑われるがデータ不十

分）2 物質であるが、TIPS による短期投与 2 年後の発がん性との整合性について解析を進めている。 
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令和６年３月２９日 
                                         

国立医薬品食品衛生研究所長 殿 
                                                                                              
                   
                              機関名 国立医薬品食品衛生研究所 

 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 本間 正充          
 

   次の職員の令和５年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  化学物質リスク研究事業                              

２．研究課題名 毒物又は劇物の指定等に係る急性吸入毒性試験の代替法の開発及びその精緻化に関する

研究                 

３．研究者名  （所属部署・職名） 安全性生物試験研究センター病理部 ・ 部長              

    （氏名・フリガナ） 小川 久美子 ・ オガワ クミコ                      

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □  □ 

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 
 ☑   □ ☑ 国立医薬品食品衛生研究所 □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ

クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 

（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対

象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 
研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和６年３月２９日 
                                         

国立医薬品食品衛生研究所長 殿 
                                                                                              
                   
                              機関名 国立医薬品食品衛生研究所 

 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 本間 正充         
 

   次の職員の令和５年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  化学物質リスク研究事業                              

２．研究課題名 毒物又は劇物の指定等に係る急性吸入毒性試験の代替法の開発及びその精緻化に関する

研究                 

３．研究者名  （所属部署・職名） 安全性生物試験研究センター病理部 ・ 主任研究官              

    （氏名・フリガナ） 高須 伸二 ・ タカス シンジ                      

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □  □ 

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 
 ☑   □ ☑ 国立医薬品食品衛生研究所 □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ

クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 

（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対

象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 
研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和６年３月２９日 
                                         

国立医薬品食品衛生研究所長 殿 
                                                                                              
                   
                              機関名 国立医薬品食品衛生研究所 

 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 本間 正充        
 

   次の職員の令和５年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  化学物質リスク研究事業                              

２．研究課題名 毒物又は劇物の指定等に係る急性吸入毒性試験の代替法の開発及びその精緻化に関する

研究                 

３．研究者名  （所属部署・職名） 安全性生物試験研究センター病理部 ・ 主任研究官              

    （氏名・フリガナ） 赤根 弘敏 ・ アカネ ヒロトシ                   

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □  □ 

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 
 ☑   □ ☑ 国立医薬品食品衛生研究所 □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ

クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 

（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対

象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 
研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和６年３月３１日 
 
国立医薬品食品衛生研究所長 殿 

                              機関名 公立大学法人名古屋市立大学 
 
                      所属研究機関長 職 名 理事長 
 
                              氏 名 郡 健二郎         
 

   次の職員の令和５年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  化学物質リスク研究事業                             

２．研究課題名  毒物又は劇物の指定等に係る急性吸入毒性試験の代替法の開発及びその精緻化に関する

研究    

３．研究者名  （所属部署・職名）大学院医学研究科・特任教授                                

    （氏名・フリガナ）津田 洋幸・ツダ ヒロユキ                                  

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □  □ 

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 
 ☑   □ ☑ 名古屋市立大学 □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対

象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 
研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



【23公大医研第149号】 
2024年   4月   8日 

 
国立医薬品食品衛生研究所長 殿 
                              機関名 公立大学法人 大阪 
 

                      所属研究機関長 職 名 理事長 
                                                                                      
                              氏 名 福島 伸一              
 

   次の職員の令和５年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名 化学物質リスク研究事業                              

２．研究課題名 毒物又は劇物の指定等に係る急性吸入毒性試験の代替法の開発及びその精緻化に関する研究   

３．研究者名  （所属部署・職名） 大阪公立大学大学院医学研究科・准教授            

    （氏名・フリガナ） 魏 民（ギ ミン）                    

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ■ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ■ □  □ 

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 
 □   ■ □  □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ■ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 
研究倫理教育の受講状況 受講 ■   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ■ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ■（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 


