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研究要旨 

毒物及び劇物（毒劇物）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。ヒトへの吸入暴露が想定される化合物については、吸入

試験による評価が必要であるが、全身暴露法は大規模な暴露装置が必要となるため、実施可能な施設がわずか

である。また、頭部/鼻部暴露法は、長期間の拘束ストレスが結果に影響しうる。そうした困難さから、毒劇物

判定並びに化学品の分類および表示に関する世界調和システム（GHS）分類に使用可能な吸入毒性情報は限定

的である。また、近年は 3R に配慮した in vitro 評価法も希求されている。本研究では、吸入暴露が想定される

物質の毒劇物判定における in vivo 試験代替法として、経気管肺内噴霧投与法（Intra-tracheal intrapulmonary 

spraying；TIPS 法）の検証、及び、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。 

TIPS 法の検証に関して、令和 7 年度に実施したラットを用いた TIPS 法による急性気管内投与毒性試験で

は、2-イソブトキシエタノールにおいて血液系への影響、メチルヒドラジン及びマロノニトリルにおいて神経

系への影響が認められ、TIPS 法では呼吸器以外の臓器に対する影響も検出可能であることが確認された。特

に、神経系への影響が認められた 5 物質はいずれも TIPS 法における LD50が NRU assay から算出した LD50よ

りも低値であり、in vivo 試験における死亡率に関与している可能性が示唆された。本年度に急性気管内投与毒

性試験を実施したテトラヒドロフラン、メチルエチルケトンを含む毒劇物区分外（GHS 区分 4）に分類される

5 物質は、いずれも TIPS 法による有害性区分が既報の急性吸入毒性試験による区分と概ね一致したことから、

毒劇物判定における本法の有用性が示唆された。また、難水溶性物質の新規投与媒体として人工肺サーファク

タントの適用可能性を検討した結果、本投与条件下において人工肺サーファクタント様液は一般状態、体重お

よび肺に顕著な影響を示さず、生理食塩水と同程度の肺内分布を示す可能性が示唆された。 

A549 細胞毒性を指標とした in vitro 試験法に関して、本年度は、先行研究において小川班により構築された

A549-NRU assay を用い、新たに 13 物質の細胞毒性評価を実施した。すべての被験物質において、A549 細胞

に対する用量依存的な細胞毒性が認められ、再現性の高い安定した in vitro LC50（A549-NRU）値が得られた。

これまでに検討した 48 物質に本年度の 13 物質を加えた計 61 物質を対象として、in vitro LC50値とラット 4 時

間吸入暴露試験由来の in vivo LC50 値との相関解析を行った。その結果、水溶性化合物及びアルデヒド・ケト

ン官能基を有する化学物質において、両者の間に有意な正の相関が認められた。また、concordance 評価では、

13 被験物質のうち 10 物質（77%）、計 61 物質では 45 物質（74%）が、in vitro LC50値と in vivo LC50値の差が

±1 log10 単位以内となる許容範囲内に収まった。さらに、A549-NRU assay から得られた LC50値に基づいて TIPS

用 LD50推定値を算出し、実施中の TIPS 試験における初期投与量設定に活用した。以上の結果から、A549-NRU 

assay は、急性吸入毒性評価における in vitro 予測評価系として有用であり、毒劇物指定に資する in vitro 試験

代替法となり得ることが示された。また、本 assay により得られる LC50 値は、TIPS 試験における初期投与量

設定に科学的根拠を与える情報としても有用であると考えられた。今後は、適用可能な化学物質の範囲をより

明確にするとともに、実施中の TIPS 試験との比較検証を通じて、本手法の妥当性及び実用性をさらに検討す

る必要がある。 

毒物/劇物判定と暴露経路に関する情報収集では、急性吸入毒性評価のための in vivo 試験代替法としての

TIPS 法、及び in vitro 試験代替法としての A549 細胞の細胞毒性を指標とした評価法の意義を解析するため、

評価値に及ぼす暴露経路並びに投与方法の影響を検討することを目的とした。これまでに検討してきた 49 の

被験物質について、ラットにおける経口による急性毒性の LD50 を公表情報から確認し、吸入による急性毒性

の LC50 と比較し、GHS 区分及び毒劇物判定を検討した。経口および吸入による急性毒性のデータが揃ってい

る 45 化合物のうち、約 80%は経口暴露よりも吸入暴露において急性毒性が高度であった。特に、規制対象外 
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Ａ．研究目的 

毒物及び劇物（毒劇物）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。ヒ

トへの吸入暴露が想定される化合物については、吸入

試験による評価が必要であるが、全身暴露法は大規模

な暴露装置が必要となるため、実施可能な施設がわず

かである。また、頭部/鼻部暴露法は、長期間の拘束ス

トレスが結果に影響しうる。そうした困難さから、毒劇

物判定並びに化学品の分類および表示に関する世界調

和システム（GHS）分類に使用可能な吸入毒性情報は限

定的である。また、近年は 3R に配慮した in vitro 評価

法も希求されている。 

津田研究協力者等は、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（ Intra-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

ん性を報告してきた 1, 2)。また、A549 ヒト肺癌細胞株を

用いた Neutral Red の取込を指標とした細胞毒性評価

（A549-NRU assay）が、in vivo 吸入毒性と相関するこ

とを報告してきた 3)。我々の先行科研費研究では、A549-

NRU assay の LD50 予測値とラット 4 時間吸入暴露の

LD50値がある程度一致すること、TIPS 法では全身吸入

暴露法と比較して毒性が同等、あるいは細胞傷害性や

刺激性が強い物質は強く表れる傾向があること、さら

に、TIPS 法の LD50は A549-NRU assay の LD50予測値よ

り高値となる傾向がみられたものの、両者の間に強い

正の相関性あることが示された。また、肝毒性や神経毒

性を示す物質は A549-NRU assay よりも TIPS 法の LD50

が低値となることも示された。 

本研究では、急性吸入毒性評価のための in vivo 試験

代替法としての TIPS 法、及び in vitro 試験代替法とし

ての A549 細胞の細胞毒性を指標とした評価法を検討・

精緻化するとともに、急性毒性の評価値に及ぼす暴露

経路の影響を検討し、毒劇物指定に資する手法の確立

を図ることを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

B-1-1) ラットを用いた TIPS 法による急性気管内投与

毒性試験における LD50の判定 

新規被験物質としてテトラヒドロフラン（CAS RN: 

109-99-9）、メチルエチルケトン（CAS RN: 78-93-3）、ビ

ス(2-クロロエチル)エーテル（CAS RN: 111-44-4）につ

いて TIPS 法による急性毒性試験を実施した。またプロ

ピレンオキシド（CAS RN: 75-56-9）、プロピオンアルデ

ヒド（CAS RN: 123-38-6）、エチレンジアミン（CAS RN: 

107-15-3）について実施中である。LD50 値の判定及び

LD50に基づいた GHS 分類を行い、既報の吸入による急

性毒性の有害性区分と比較する。 

投与は 8 週齢の SD 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）投与した。投与容量は 2.0 mL/kg とした。投与

量は、過去に報告された全身吸入暴露法の LC50値を既

報のラット呼吸量 4)を用いて換算した暴露量及び本年

度実施されたA549-NRU assayで得られた結果を考慮し

て設定した。 

 

B-1-2) ラットを用いた TIPS 法による急性気管内投与

毒性試験における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 

先行研究として令和 6 年度に実施した 3 試験（2-イ

ソブトキシエタノール、メチルヒドラジン及びメタク

リロニトリル）について、気管、気管支、肺、肝臓、脾

臓の病理組織学的検査を実施した。さらに 2-イソブト

キシエタノールについては腎臓、メチルヒドラジン及

びメタクリロニトリルについては脳の病理組織学的検

査を実施した。 

 

B-1-3) ラットを用いた TIPS 法による急性気管内投与

毒性試験における難水溶性物質投与のための新規投与

媒体の検討 

難水溶性物質の投与を想定し、人工肺サーファクタ

ントを新規投与媒体として用いる可能性を検討した。

から劇物または毒物に分類が変わる化合物が約 50％を占めていた。更に劇物から毒物に分類が変わる化合物

も認められた。このことから、吸入による毒性が懸念される化合物については、経口暴露の急性毒性データか

ら毒劇物の判断をすることは適切ではなく、毒物又は劇物の指定においては、吸入による毒性評価を実施する

か、あるいは、化合物の特徴に即した適切な換算方法を考慮する必要性があると考えられた。 
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人工肺サーファクタントは、既報 5)を参考に調製した。 

人工肺サーファクタントをラット気管内に投与した

際の肺への影響を検討する目的で、8 週齢雄 SD ラット

（各群 3 匹）にイソフルラン吸入麻酔下で生理食塩水

に溶解した肺サーファクタント様液（30 mg/mL）を 2.0 

mL/kg の容量で 1 時間間隔にて計 4 回、気管肺内噴霧

投与した。対照群には生理食塩水を投与した。最終投与

の 1 時間後及び 12-14 日後に剖検し、肺を摘出して病

理組織学的検査に供した。 

人工肺サーファクタントの肺内分散性を検討する目

的で、8 週齢雄 SD ラット（各群 5 匹）にイソフルラン

吸入麻酔下で肺サーファクタント様液（6 または 30 

mg/mL）を 2.0 mL/kg の容量で気管肺内噴霧投与した。

肺内分布の可視化のために、投与液にはズダンブラッ

クを 0.2 mg/kg の投与量となるよう添加した。対照群に

は生理食塩水にズダンブラックを同様の量を添加して、

同様の方法で投与した。投与 1 時間後に剖検し、肺を

摘出後、肉眼写真を撮影し、得られた画像について画像

解析によりズダンブラックの分布状況を定量的に評価

した。 

さらに、人工肺サーファクタント様液の検討結果を

踏まえ、本年度に実施したラットを用いた TIPS 法によ

る急性気管内投与毒性試験の新規被験物質のうち、ビ

ス(2-クロロエチル)エーテル（CAS RN: 111-44-4）につ

いては、肺サーファクタント様液（30 mg/mL）を投与

媒体とした検討も実施した。 

 

B-2) in vitro 試験のデータ収集 

1．A549-NRU assay 

A549-NRU assay を用いて、13 物質の細胞毒性評価を

実施した。Day 0 に、6-well プレートに A549 細胞を 2 

× 105 cells/well で播種した。Day 1 に、被験物質を RPMI

培地中で、15 mL チューブを用いて調製し、vortex によ

り約 5 秒間混和した。事前に用意した A549 細胞から培

地を除去し、PBS で 1 回洗浄した後、調製した被験物

質含有培地を添加し、37℃、5% CO₂条件下で 15 分間イ

ンキュベーションした。 

細胞毒性評価は、Neutral Red uptake 法により実施し

た。Neutral Red 含有 RPMI 培地を調製し、顕微鏡観察

後、被験物質含有培地を除去してPBSで2回洗浄した。

その後、Neutral Red 含有 RPMI 培地を添加し、37℃、

5% CO₂条件下で 3 時間インキュベーションした。培地

を除去した後、PBS で 2 回洗浄し、酢酸–エタノール溶

液（50%エタノール、49% Milli-Q 水、1%氷酢酸）を各

well に 1 mL 添加して振盪した。溶出液を 96-well プレ

ートに 180 µL ずつ分注し、吸光度計を用いて 540 nm

における吸光度を測定した。 

 

2．in vitro LC50の算出 

Neutral Red assay により得られた吸光度データを

GraphPad Prism（GraphPad Software）を用いて解析し、

LC50 を算出した。各被験物質について、投与濃度を対

数変換した値を用い、非線形回帰解析（log[agonist] vs. 

normalized response-variable slope）により近似曲線を作

成し、LC50（A549-NRU）を求めた。 

 

3．in vitro LC50（A549-NRU）と in vivo LC50（ラット 4

時間吸入暴露試験）との相関解析 

A549-NRU assay で得られた in vitro LC50（A549-NRU）

と、既報のラット 4 時間吸入暴露試験における in vivo 

LC50 値との相関解析を行った。被験物質は、水溶性及

び官能基の種類に基づいて分類し、各群で解析を実施

した。相関解析には Pearson の相関分析を適用し、得ら

れた結果を散布図として示した。 

動物を用いた吸入暴露試験における LC50 値は、

PubChem、製品評価技術基盤機構（NITE）、Haz-Map 及

び National Institute for Occupational Safety and Health

（NIOSH）を情報源として収集した。なお、ラット 4 時

間吸入暴露試験における LC50値が範囲濃度として報告

されている場合には、相関解析にはその下限値を採用

した。 

 

4．A549-NRU assay とラット 4 時間吸入毒性試験にお

ける LC50値の concordance 評価 

各化学物質について、in vitro LC50値と、ppm から mg/mL

に換算した in vivo LC50相当値を比較し、その差を log10

フォールド変化として算出した。この値が±1 log10 単

位の範囲内に収まる場合を「許容範囲内」と定義した。 

 

B-3) 毒物/劇物判定と暴露経路に関する情報収集 

これまでに in vitro A549-NRU assay 及び経気管肺内

噴霧投与法を用いて検討してきた 49の被験物質につい

て、海外評価書及び厚生労働省の「職場のあんぜんサイ

ト」GHS 対応モデルラベル・モデル SDS 情報、

https://anzeninfo.mhlw.go.jp/anzen_pg/GHS_MSD_FND.as

px などの公開情報を検索して、ラットにおける経口に

よる急性毒性の LD50を確認し、吸入による急性毒性の

LC50と比較して、GHS 区分及び毒劇物判定を検討した。 

 

（倫理面の配慮） 

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、苦痛軽減に努めることとした。また、投与

動物に異常な姿勢や行動、呼吸異常等の強い苦痛の兆

候がみられた場合は速やかに安楽死させた。 

https://anzeninfo.mhlw.go.jp/anzen_pg/GHS_MSD_FND.aspx
https://anzeninfo.mhlw.go.jp/anzen_pg/GHS_MSD_FND.aspx
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Ｃ．研究結果 

 

C-1-1) ラットを用いた TIPS 法による急性気管内投与

毒性試験における LD50 の判定及び in vitro Neutral red 

assay における LC50の比較 

令和 7年度までに TIPS法による急性気管内投与毒性

試験により判定した 27 物質の LD50（TIPS）に基づく

GHS 区分を急性吸入毒性に基づく区分と比較した結果、

21 物質については有害性の区分が概ね一致した。o-ク

ロロフェノール、ヘキサヒドロ-1H-アゼピン、アクリル

酸、2-ジメチルアミノエタノール及び N,N,N',N'-テトラ

メチルエチレンジアミンの 5 物質では、LD50（TIPS）

に基づく GHS 区分が既報の GHS 区分よりも強い有害

性区分に分類され、in vitro Neutral red assay で低値を示

す物質であり、既報の皮膚刺激性に基づく GHS 区分に

おいて強い有害性区分（GHS 区分 1）に分類されるも

のと一致した。また 1 物質（ビス(2-クロロエチル)エー

テル）では、LD50（TIPS）に基づく GHS 区分が既報の

GHS 区分よりも強い有害性区分に分類された。 

 

C-1-2) ラットを用いた TIPS 法による急性気管内投与

毒性試験における呼吸器及び全身諸臓器の毒性評価に

よる吸入毒性機序解析 

[一般状態] 

先行研究においてTIPS法による急性毒性試験を実施

した 3 物質について、2-イソブトキシエタノール 400 

mg/kg 群で呼吸不整及び赤色尿、800 mg/kg 群で呼吸困

難がみられた。メチルヒドラジン 30 mg/kg 群で呼吸不

整及び強直性痙攣、マロノニトリル 30 及び 60 mg/kg 群

で呼吸不整、振戦、間代性痙攣及び腹臥位/横臥位が観

察された。 

新規被験物質としてTIPS法による急性毒性試験を実

施した 3 物質について、テトラヒドロフラン 300、600

及び 1200 mg/kg群で呼吸不整、メチルエチルケトン 300

及び 600 mg/kg 群で呼吸不整、1200 mg/kg 群で呼吸困

難がみられた。ビス(2-クロロエチル)エーテル投与にお

いて、生理食塩液を媒体とした 80 及び 120 mg/kg 群で

呼吸不整及び自発運動低下、120 mg/kg 群で傾眠、また

人工肺サーファクタント様液を媒体とした 120 及び

240 mg/kg 群で呼吸不整、120 mg/kg 群で自発運動低下

及び傾眠、240 mg/kg 群で呼吸困難が観察された。 

 

[病理組織学的検査] 

病理組織学的検査において、以下の所見が認められ

た。 

1. 呼吸器系：気管、気管支、細気管支及び肺胞上皮の

壊死、肺の急性炎症、うっ血、水腫、出血が 2-イソブト

キシエタノール、メチルヒドラジン及びメタクリロニ

トリルに共通して観察された。 

2. 脾臓：赤色尿が認められた 2-イソブトキシエタノー

ル 400 mg/kg 群でうっ血がみられた。 

その他、肝臓、腎臓及び脳において、被験物質投与に

よる影響は認められなかった。 

 

C-1-3) ラットを用いた TIPS 法による急性気管内投与

毒性試験における難水溶性物質投与のための新規投与

媒体の検討 

人工肺サーファクタント様液投与群では、最終投与 1

時間後及び 12～14 日後のいずれの点においても、体重

及び肺重量に人工肺サーファクタント様液投与に関連

した変化は認められなかった。肺の病理組織学的検査

においても、投与に起因すると考えられる所見は認め

られなかった。 

また、画像解析によるズダンブラックの肺内分布の評

価を行った結果、いずれの肺サーファクタント様液投

与群においても、対照群と比較してズダンブラック陽

性面積に有意な差は認められなかった。 

 

C-2) in vitro 試験のデータ収集 

1．A549-NRU assay 

13 被験物質すべてにおいて、A549 細胞に対する細胞

毒性が用量依存的に認められた。いずれの被験物質に

おいても、再現性の高い安定した in vitro LC50（A549-

NRU）値が得られた。 

 

2．in vitro LC50（A549-NRU）と in vivo LC50（ラット 4

時間吸入暴露試験）との相関解析 

これまでに検討した 48 物質に新たに 13 被験物質を

加え、計 61 物質を対象として、LC50（A549-NRU）値

と化学物質の水溶性及び官能基特性との関係を解析し

た。その結果、先行する 48 物質の解析結果と同様に、

水溶性化合物及びアルデヒド・ケトン官能基を有する

化学物質において、LC50（A549-NRU）値とラット 4 時

間吸入暴露試験由来の in vivo LC50値との間に有意な正

の相関が認められた。相関係数は、それぞれ 0.36 及び

0.90 であった。 

 

3．A549-NRU assay とラット 4 時間吸入毒性試験にお

ける LC50値の concordance 評価 

in vitro LC50（A549-NRU）値とラット 4 時間吸入毒性

試験由来の in vivo LC50 値について、log10 変換値の差

が±1 log10 単位以内に収まる場合を「許容範囲内」と定

義した。13 被験物質のうち 10 物質（77%）がこの基準

を満たした。さらに、これまでに検討した 48 物質を加

えた計 61 物質を対象とした解析では、61 物質中 45 物

質（74%）が許容範囲内に収まった。 
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4．A549-NRU assay 由来の LC50値に基づく TIPS 用 LD50

推定値 

共同研究者である小川及び高須の研究グループによ

り確立された算出式に基づき、A549-NRU assay から得

られた in vitro LC50値を用いて TIPS 用 LD50推定値を算

出した。本研究で新たに得られた 13 物質の LC50（A549-

NRU）値及び TIPS 用 LD50推定値は、実施中の TIPS 試

験における初期投与量設定に用いられている。 

 

C-3) 毒物/劇物判定と暴露経路に関する情報収集 

49 化合物のうち、経口および吸入による急性毒性のデ

ータが揃っている物質は 45 化合物であった。得られた

LD50及び LC50から求めた GHS 区分を比較したところ、

経口による急性毒性区分が吸入による急性毒性区分を

上まわるもの（経口区分 4, 吸入区分 3 あるいは 2 な

ど）が 38 化合物（84.4％）、経口による急性毒性区分と

吸入による急性毒性区分が同等のものが 6 化合物

（13.3％）であった。また、経口による急性毒性区分が

吸入による急性毒性区分を下まわるもの（経口区分 2, 

吸入区分 3）は 1 化合物（2.2％）であった。 

さらに、経口暴露と吸入暴露で毒物劇物分類が変わら

ないものは 14 化合物（31.1％）であり、経口暴露では

規制対象外で吸入暴露では劇物に分類されるものは 20

化合物（44.4％）、経口暴露では劇物で吸入暴露では毒

物に分類されるものは 4 化合物（8.9％）、経口暴露では

規制対象外で吸入暴露では毒物に分類されるものは 6

化合物（13.3％）であった。また、経口暴露では毒物に

分類され吸入暴露では劇物に分類されるものは 1 化合

物（2.2％）認められた。 

 

Ｄ．考察 

D-1-1) TIPS 法における LD50 と全身吸入暴露試験法に

おける LD50及び in vitro Neutral red assay における LC50

の比較 

本年度 TIPS 法による LD50 が得られた 3 物質を加え

た計 27 物質について、毒劇物判定における本法の有用

性を検討する目的で、LD50（TIPS）に基づいた GHS 分

類を行い、既報の吸入による急性毒性の有害性区分と

比較した。その結果、21 物質は TIPS 法による有害性区

分が既報の区分と概ね一致した。27 物質のうち毒劇物

区分外（GHS 区分 4）の 5 物質はいずれも有害性区分

が概ね一致したことから、毒劇物判定における本法の

有用性が示唆された。フェノール類、カルボキシル基及

びアミノ基を有する 5 物質（o-クロロフェノール、ヘキ

サヒドロ-1H-アゼピン、アクリル酸、2-ジメチルアミノ

エタノール、N,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミン）

では TIPS 法でより強い有害性区分に分類され、魏らが

実施した in vitro Neutral red assay で強い細胞毒性を示

し、組織学的検索で気管及び肺に重度な呼吸上皮壊死

が観察された。さらに、既報の皮膚刺激性の GHS 分類

においても強い有害性区分（GHS 区分 1）に分類され

ていた。以上より、TIPS 法の結果に基づいて GHS 分類

した場合、細胞傷害性や刺激性が強い物質は、吸入試験

に比較して強い有害性区分に分類される可能性がある

と考えられた。 

一方、in vitro Neutral red assay における細胞毒性がよ

り軽度であり、既報において皮膚刺激性に関して GHS

区分 2 以上に分類された物質は、概ね既報と同程度の

有害性区分に分類された。さらに TIPS 法では呼吸器以

外の臓器に対する影響も検出可能であり、呼吸器系の

軽度な傷害に加えて神経系への影響がみられた物質で

LD50（TIPS）が LD50（NRU assay）よりも低値を示した。 

現在さらに GHS 区分 4（毒劇物区分外）に分類され

る 3 物質について、TIPS 法による急性毒性試験を実施

中である。 

 

D-1-2) ラットを用いた TIPS 法による急性気管内投与

毒性試験における呼吸器及び全身諸臓器の毒性評価に

よる吸入毒性機序解析 

令和 7年度までに TIPS法による急性気管内投与毒性

試験及び病理組織学的検査を実施した物質は計 24物質

となった。いずれの被験物質も投与日から投与後 3 日

の死亡例において気管から肺胞上皮にかけて壊死が観

察され、肺の急性炎症、うっ血、水腫、出血がみられた。

24 物質のうち in vitro Neutral red assay において細胞毒

性が強い上位 6 物質（クロロアセトン、o-クロロフェノ

ール、ヘキサヒドロ-1H-アゼピン、アクリル酸、2-ジメ

チルアミノエタノール及びテトラメチルエチレンジア

ミン）は気管から肺に特に重度の壊死が認められ、細胞

毒性の強さとの関連性が示唆された。 

令和 7 年度に病理組織学的検査を実施した 3 物質は、

一般状態観察における呼吸器系に関する所見及び病理

組織学的検査で認められた気管及び肺における所見は

軽度な傾向がみられた。また呼吸器系以外の影響とし

て以下の所見が認められた。 

①血液系への影響を示唆する所見として、2-イソブト

キシエタノールで赤色尿、脾臓のうっ血が認められた。 

②神経系への影響を示唆する所見として、メチルヒド

ラジンで強直性痙攣、マロノニトリルで振戦及び間代

性痙攣が認められた。なお、病理組織学的検査において、

脳を含め呼吸器系以外の臓器に被験物質投与による影

響は認められなかった。 

令和 7 年度までに全身諸臓器の毒性評価を実施した

被験物質のうち神経系への影響を示唆する所見が認め

られた 5 物質（メチルヒドラジン、マロノニトリル、

メタクリロニトリル、酢酸アリル、アリルアルコール）

では、いずれも LD50（TIPS）が LD50（NRU assay）より

も低値であり、投与部位局所における細胞毒性に加え
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て神経系への影響が in vivo 試験における死亡率に関与

している可能性が示唆された。一方、血液系への影響を

示唆する所見がみられた 3 物質（2-イソブトキシエタ

ノール、アニリン、ブトキシエタノール）では、LD50

（TIPS）が LD50（NRU assay）よりも高値であったこと

から急性気管内投与における血液系への影響の死亡率

への関与は比較的軽度である可能性が示唆された。 

 

D-1-3) ラットを用いた TIPS 法による急性気管内投与

毒性試験における難水溶性物質投与のための新規投与

媒体の検討 

昨年度までの検討において、人工肺サーファクタン

トが難水溶性物質であるキシレンの溶解性を改善する

ことを確認している。今年度は、人工肺サーファクタン

トを本法における難水溶性物質の新規投与媒体として

適用する可能性について検討した。 

TIPS 法による急性気管内投与毒性試験と同様の条件

で人工肺サーファクタント様液をラットに投与した結

果、一般状態、体重、肺重量ならびに肺の病理組織学的

検査において、人工肺サーファクタント様液投与に関

連した変化は認められなかった。さらに、ズダンブラッ

クを指標とした肺内分布の画像解析においても、人工

肺サーファクタント様液投与群と生理食塩水群との間

に有意な差は認められず、本試験条件下では生理食塩

水と同程度の肺内分布を示す可能性が示された。 

以上より、人工肺サーファクタント様液は、TIPS 法

による急性気管内投与毒性試験における難水溶性物質

投与の媒体として適用できる可能性が示された。そこ

で、ビス(2-クロロエチル)エーテルを被験物質として、

人工肺サーファクタント様液を媒体とした急性気管内

投与毒性試験を実施した。その結果、生理食塩水への溶

解限界を上回る濃度で被験物質を調製・投与でき、本剤

の LD50を判定することができた。今後、本剤の病理組

織学的検査を実施するとともに、人工肺サーファクタ

ント様液を媒体とした試験事例を蓄積して、投与媒体

としての適用性をさらに検証する。 

 

D-2) in vitro 試験のデータ収集 

本研究では、先行研究において小川班により構築さ

れた A549-NRU assay を用い、新たに 13 物質について

in vitro LC50（A549-NRU）値を算出した。その結果、こ

れまでに検討した 48 物質を含む解析と同様に、水溶性

物質及びアルデヒド・ケトン官能基を有する化学物質

において、in vitro LC50値とラット 4 時間吸入暴露試験

由来の in vivo LC50値との間に正の相関が認められた。

このことから、類似した物理化学的特性や官能基を有

する化学物質では、共通した毒性発現特性を示す可能

性が示唆された。 

また、concordance 評価では、7 割以上の物質におい

て、A549-NRU assay から得られた in vitro LC50 値とラ

ット 4 時間吸入暴露試験由来の in vivo LC50値との差が

±1 log10 単位以内の範囲に収まった。この結果は、A549-

NRU assay により得られる細胞毒性情報が、急性吸入毒

性評価における in vitro 予測評価系として有用であるこ

とを支持するものである。したがって、本 assay は、急

性吸入毒性評価における in vitro 試験代替法として、毒

劇物指定に資する評価手法となり得ると考えられる。 

さらに、A549-NRU assay 由来の LC50値に基づいて算

出した TIPS 用 LD50推定値は、実施中の TIPS 試験にお

ける初期投与量設定に活用されている。これにより、

TIPS 試験の投与量設定をより合理的かつ効率的に行う

ことが可能となり、in vivo 試験の効率化及び使用動物

数の削減にも寄与することが期待される。すなわち、

A549-NRU assay は、急性吸入毒性評価における in vitro

予測評価系として有用であるとともに、TIPS 試験の初

期投与量設定に科学的根拠を与える評価手法としても

有用であると考えられる。 

一方で、本 assay の適用性は、化学物質の水溶性や官

能基特性に依存する可能性があり、すべての化学物質

に一律に適用できるとは限らない。特に、肝毒性や神経

毒性など、肺局所の細胞毒性以外の機序により急性毒

性を示す物質については、A549-NRU assay のみでは毒

性を十分に反映できない可能性がある。今後は、適用可

能な化学物質の範囲をより明確にするとともに、より

広範な化学物質を対象とした追加検証を通じて、本手

法の妥当性及び実用性をさらに検討する必要がある。 

 

D-3) in vitro 試験のデータ収集 

検討した 45 化合物のうち、約 80%は経口暴露よりも

吸入暴露において急性毒性が高度であった。特に、規制

対象外から劇物または毒物に分類が変わる化合物が約

50％を占めていた。更に劇物から毒物に分類が変わる

化合物も認められた。このことから、吸入による毒性が

懸念される化合物については、経口暴露の急性毒性デ

ータから毒物劇物の判断をすることは適切ではないと

考えられた。 

 

Ｅ．結論 

E-1) ラットを用いた TIPS 法による急性気管内投与毒

性試験 

2-イソブトキシエタノールにおいて血液系への影響、

メチルヒドラジン及びマロノニトリルにおいて神経系

への影響が認められ、TIPS 法では呼吸器以外の臓器に

対する影響も検出可能であった。特にメチルヒドラジ

ン及びマロノニトリルを含め神経系への影響が認めら

れた 5 物質はいずれも LD50（TIPS）が LD50（NRU assay）

よりも低値であり、in vivo 試験における死亡率に関与

している可能性が示唆された。また本年度に TIPS 法に
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よる急性気管内投与毒性試験を実施したテトラヒドロ

フラン、メチルエチルケトンを含む毒劇物区分外（GHS

区分 4）に分類される 5 物質は、いずれも有害性区分が

既報の区分と概ね一致し、毒劇物判定における本法の

有用性が示唆された。 

 

E-2) in vitro 試験のデータ収集 

本研究により、A549-NRU assay は、急性吸入毒性評価

における in vitro 予測評価系として有用であり、毒劇物

指定に資する in vitro 試験代替法となり得ることが示さ

れた。また、本 assay から得られた LC50 値に基づいて

TIPS 試験における初期投与量を設定することは、投与

量設定に科学的根拠を与えるとともに、in vivo 試験の

効率化、使用動物数の削減及び評価精度の向上に資す

ると考えられる。さらに、本研究で得られた知見は、実

施中のTIPS試験への適用を通じて検証が進められてお

り、急性吸入毒性評価における in vitro 試験代替法とし

ての妥当性及び実用性の検証、並びに手法のさらなる

精緻化に寄与する基盤的知見を提供するものと考えら

れる。 

 

E-3) in vitro 試験のデータ収集 

今回検討した 45 化合物の結果からは、吸入による急

性毒性は、経口による急性毒性よりも高度になる場合

が多いため、吸入による暴露シナリオが想定される化

合物については、経口による毒性評価をそのまま外挿

することは不適切であると考えられた。該当する化合

物の毒物又は劇物の指定においては、吸入による毒性

評価を実施するか、あるいは、化合物の特徴に即した適

切な換算方法を考慮する必要性があると考えられた。 
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織化学的解析を用いたヨウ素取込み及び脱ヨウ素
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7 年 9 月、名古屋） 
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会、令和 7 年 9 月、石川） 
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和 7 年 9 月、石川） 
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Fujioka, Runjie Guo, Guiyu Qiu, Ikue Noura, 

Kawamura Yurina, Anna Kakehashi, Hideki Wanibuchi, 

Min Gi. Structure-Dependent Hepatotoxicity and 

Carcinogenic Potential of PFASs in Immortalized 
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令和 7 年 9 月、石川） 
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石川） 

18. 梯アンナ、西土井悠作、野浦郁恵、邱桂鈺、ワチ

ラアルンウオン アルパマス、藤岡正喜、魏民、

鰐渕英機、鈴木周五．ヒト浸潤性膵管癌における

新規診断及び予後マーカーとして Peroxiredoxin 3

の解析：（第 84 回日本癌学会学術総会、令和 7 年

9 月、石川） 

19. 藤岡正喜、鈴木周五、魏民、ワシラアルンウオン 

アルパマス、邱桂鈺、郭潤傑、鰐渕英機．有機ヒ

素化合物ジフェニルアルシン酸の経胎盤ばく露に

よる F1 マウス肝発がん機序における DNA メチル

化異常の関与：（メタルバイオサイエンス研究会

2025、令和 7 年 9 月、東京） 

20. 邱桂鈺、魏民、鈴木周五、藤岡正喜、梯アンナ、ワ

シラアルンウオン アルパマス、野浦郁恵、郭潤

傑、鰐渕英機．有機ヒ素化合物ジフェニルアルシ

ン酸の発達期ばく露によるラット海馬に及ぼす影

響：（メタルバイオサイエンス研究会 2025、令和 7

年 9 月、東京） 

21. Arpamas Vachiraarunwong, Shugo Suzuki, Masaki 

Fujioka, Runjie Guo, Guiyu Qiu, Ikue Noura, 

Kawamura Yurina, Anna Kakehashi, Hideki Wanibuchi, 

Min Gi. Comparative hepatotoxicity of carboxylate and 

sulfonate per- and polyfluoroalkyl substances in 

immortalized human hepatocytes：（第 52 回産業中毒・

生物学的モニタリング研究会、令和 7 年 10 月、大

阪） 

22. 鈴木周五、魏民、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英機．

動物モデルを用いた職業性膀胱がんの研究につい
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究会、令和 7 年 10 月、大阪） 
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ウスにおける肝発がん機序の検討：（第 30 回ヒ素

シンポジウム、令和 7 年 12 月、大阪） 

24. Arpamas Vachiraarunwong, Masaki Fujioka, Shugo 

Suzuki, Runjie Guo, Guiyu Qiu, Yurina Kawamura, 

Ikue Noura, Anna Kakehashi, Min Gi, Hideki 

Wanibuchi. Comparative evaluation of responses to 

inorganic arsenicals and their metabolites in of 

Toxicology 2026 Annual Meeting and ToxExpo, San 

Diego, U.S.A. (Mar. 22-25, 2026) 

25. Min Gi, Arpamas Vachiraarunwong, Masaki Fujioka, 

Yurina Kawamura, Anna Kakehashi, Hideki Wanibuchi, 

Shugo Suzuki. A novel in vitro toxicology assay for 

predicting inhalation toxicity in rats. Society of 

Toxicology 2026 Annual Meeting and ToxExpo, San 

Diego, U.S.A. (Mar. 22-25, 2026) 

26. Shugo Suzuki, Masaki Fujioka, Guiyu Qiu, Arpamas 

Vachiraarunwong, Anna Kakehashi, and Min Gi. 

Evaluation of the Hepatoxic Effects of Various PFAS in 

a Short-Term Rat Study. Society of Toxicology 2026 

Annual Meeting and ToxExpo, San Diego, U.S.A. (Mar. 

22-25, 2026) 
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