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令和 2 年度 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：気管内投与による化学物質の有害作用とくに発癌性の効率的評価手法の開発に関する研

究：迅速化かつ国際化に向けてに関する研究  

 

分担研究課題名：吸入曝露物質の有害性評価における経気管肺内噴霧投与法の有用性の解析

に関する研究 

   

分担研究者 内木 綾 名古屋市立大学大学院医学研究科実験病態病理学 准教授  

研究要旨 

生活環境には様々な化学物質が存在し、経気道的に体内に取り込まれる物質は多いため、

気中物質有害物質のリスク評価と管理は重要である。しかしながら、吸入曝露試験には専用施

設と莫大な費用を要するため、わが国では吸入曝露しうる毒物および劇物取締法（毒劇法）に

よって指定された化合物の安全性試験は、経口・皮膚塗布・腹腔内投与等で代替されている。

本研究の目的は、ナノサイズの繊維・粒子体の有害性試験法として開発した経気管肺内噴霧

投与法（TIPS 法）を、毒劇法指定物質の有害性評価に応用することにある。 

まず、既に日本バイオアッセイ研究センターで吸入曝露試験が実施された 1,4-ジオキサン 

（LC50 値 1,600mg/kg）を標準物質として TIPS 法を実施したところ、3 時間に 4 回（開始時、１，

２，３時間後）投与することにより、TIPS LD50 値は 1,350-1,560mg/kg となり、4 時間吸入曝露

LC50 (4h)と近似する値が導き出されることがわかった。この方法により、さらに被験物質数を増

やして TIPS LD50 値を求めたところ、吸入曝露試験の LC50 (4h)と TIPS 法による LD50 上限値

の比率は、1,4-ジオキサンを含め、アクリル酸ポリマー、とエチレングリコールモノエチルエーテ

ルアセテートでは 1:1 であり、吸入曝露試験における LC50 (4h)の範囲内であった。その他の被

験物質における比率は、グリシドール 1:1.7-2.4、アセチルアセトン 1:2.0-3.6、N,N-ジメチルホ

ルムアミド 1:1.9-3.8、N,N-ジメチルアセトアミド 1:3.0-3.9 であり、 大でも 4 倍未満であった。

以上より、現時点で少なくとも 3 つの被験物質において、TIPS 法で得られる LD50 値について、

吸入曝露用量の範囲のデータが得られている。その他の被検物質に対しても、細かい用量設

定を行うことにより、応用可能であると考えられる。 

 

Ａ．研究目的 

生活環境には様々な化学物質が存在し、経気道

的に体内に取り込まれる物質は多いため、吸入曝露

による実用的な健康影響評価手法を開発することは

極めて重要である。しかしながら毒物および劇物取

締法（毒劇法）によって指定された、空気中有害物質

の多くは、経口、皮膚塗布や腹腔内投与など別経路

の投与による動物試験により代替されている。この背

景には、吸入曝露試験を実施するための特殊施設

や高額な費用が関係している。 

申請者らはこれまでに、ナノサイズの繊維・粒子体

の有害性試験法として、簡便な経気管肺内噴霧投与

法（TIPS 法）を用いた試験デザインを開発してきた。

これまでに TIPS 法をもちいて世界に先駆けて 4 種の

異なった形状のカーボンナノチューブと１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

性を示している。本研究では、毒劇法指定物質の有
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害性評価を高度化および迅速化するべく、TIPS 法に

よる評価を応用することにある。 

今年度は、既に日本バイオアッセイ研究センター

（JBRC）における吸入曝露試験にて LC50 値が得ら

れている物質について、まず in vitro における LD50

値を算出し、TIPS 法における投与濃度を決定した。

F344 ラットに対して TIPS 投与を行い、得られる LD50

値の妥当性について、吸入曝露試験の LC50 (4h)と

比較検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

令和元年度には、1,4-ジオキサン （DOX）を用い

て、3時間に4回（開始時、1，2，3時間後）投与する方

法を開発してきた。今年度は、以下に示す被験物質

についてTIPS投与によるLD50値を算出することとした。

まず、被験物質投与に対する肺癌細胞株A549の細

胞生存率をNeutral red assayにより計測し、LD50値を

算出した。またこの値をもとにTIPS投与用量を求め、

この値を挟む4～７用量を設定した。１用量につき8匹

ずつとし、候補用量域の1/4量を3時間で4回投与した。

この研究では研究代表者の津田と、投与・動物の観

察・剖検・病理解析において共同作業で実施した。 

 

被験物質 

(1) 1,4-ジオキサン （DOX）：洗剤用品原料、溶剤 

脳、肝、腎障害、IARC Group 2B 

(2) グリシドール (Gly)：天然油脂、ビニル樹脂安定剤、

肝障害、IARC Group 2A 

(3) N,N-ジメチルホルムアミド (DMF)：アクリル樹脂の

合成、肝障害、IARC Group 2A 

(4) アクリル酸ポリマー (PAP)：洗剤、顔料 

肺障害、IARC Group 3 

(5) アセチルアセトン (ACA)：接着剤原料、溶剤 

吸引毒性、発がん性データなし 

(6) エチレングリコールモノエチルエーテルアセテー

ト (EGMA)：塗料、インキ、 

血液・精巣毒性、発がん性データなし 

(7) N,N-ジメチルアセトアミド (DMA)：反応溶媒、肝腫

瘍発生、IARC Group 2B 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験については、平成 18 年 4 月 28 日環境

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」に従った。本研究では、薬

物投与を行い、その変化を検証するとともに、動物を

安楽死させて組織を摘出し、標本作製に用いた。実

験の範囲を研究目的に必要な 小限度として、動物

の福祉に十分配慮した。今回行った動物実験は全て、

名古屋市立大学内の医学研究科実験動物研究教

育センターのコンベンショナルエリアで行い、当該施

設の動物実験指針に基づいた、倫理審査および遺

伝子組み換え実験の審査を受け、承認されたうえで

実施しており（医動 20-28）、当施設での動物実験規

程を遵守し、生命の尊厳に十分配慮した方法で動物

実験を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

1,4-ジオキサン （DOX）を用いた解析では、3時間

に4回（開始時、１，2，3時間後）投与する方法が、肺

障害が軽微で、毒性標的臓器である腎の近位尿細管

上皮のアポトーシス誘導率が高値であり、標的臓器に

おける有害性を評価するのに有効であると考えられ

た。今年度は、この研究プロトコールを他の被験物質

(2)～(7)にも応用して、in vivoにおけるLD50値を検討

した。以下に、投与量 (mg/kg)、生存率 （生存数／

母数）の概要を示す。 

 

(2) グリシドール (Gly)： 

10 (8/8), 20 (8/8), 40 (8/8), 80 (8/8), 160 (8/8), 320 

(0/8), 640 (0/8) 

LD50: 160～320 mg/kg 

 

(3) N,N-ジメチルホルムアミド (DMF)： 

40 (8/8), 80 (8/8), 160 (8/8), 320 (8/8), 640 (8/8), 

1280 (6/8), 2560 (0/8) 

LD50: 1280～2560 mg/kg 

 

(4) アクリル酸ポリマー (PAP)： 

0.3 (8/8), 1.0 (8/8), 3 (8/8), 10 (8/8), 30 (8/8), 60 

(8/8), 120 (7/8), 240 (1/8) 

LD50: 120～240 mg/kg 

 

(5) アセチルアセトン (ACA)： 

100 (8/8), 200 (8/8), 400 (8/8), 800 (0/8)  

LD50: 400～800 mg/kg 
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(6) エチレングリコールモノエチルエーテルアセテー

ト (EGMA)： 

500 (8/8), 650 (7/8), 800 (7/8), 1000 (1/8)  

LD50: 800～1000 mg/kg 

 

(7) N,N-ジメチルアセトアミド (DMA) 

320 (8/8), 640 (8/8), 1280 (6/8), 2560 (1/8) 

LD50: 1280～2560 mg/kg 

 

Ｄ．考察 

経気道的に曝露しうる劇物および毒物の有害性評

価において、TIPS 法は吸入曝露試験に代替しうる

も有用な方法の1つであると考えられる。さらに、吸入

曝露試験の投与量は、投与気中濃度から計算してい

るが、気管内投与では投与物質量が正確であること

から、TIPS 法から得られるデータは、より正確な有害

性評価につながる可能性がある。しかし被験物質の

溶液を気管内噴霧する場合、吸入曝露における気

化状態を考慮する必要がある。本研究では、in vitro

における LD50 値から、TIPS 投与濃度を算出するた

めに、分子量、換気量、曝露時間、呼吸容量や気化

体積等を考慮した換算式を用いた。その結果、得ら

れたTIPS法におけるLD50値の上限と下限の差異は

2 倍以内であり、吸入曝露試験における LC50 値のそ

れよりも十分に小さく、信頼度の高いデータと考えら

れた。また、吸入曝露試験のLC50 (4h)と TIPS 法によ

る LD50 の上限値の比率は、1,4-ジオキサン 1:1（吸

入曝露閾値内）、アクリル酸ポリマー1:1（吸入曝露閾

値内）、エチレングリコールモノエチルエーテルアセ

テート 1:1（吸入曝露閾値内）、グリシドール 1:1.7-2.4、

アセチルアセトン 1:2.0-3.6、N,N-ジメチルホルムアミ

ド 1:1.9-3.8、N,N-ジメチルアセトアミド 1:3.0-3.9 と

大で 4 倍未満であった。少なくとも 3 つの被験物質は

吸入曝露用量の範囲のデータが得られており、その

他の被検物質に対しても細かい用量設定を行うこと

により、解決できるものと考えられる。 

 

Ｅ．結論 

 比較的毒性の強い毒劇物について、吸入曝露試験の

LC50値に近い用量にてTIPS投与を実施した。様々なス

ケジュールで投与したところ、意外にも短期間（3時間）

の投与のほうが個体の生存率が高く、標的臓器の有害

性が検出されることが明らかになった。また、複数の被

験物質の検証から、TIPS法により、吸入曝露試験の

LC50に近似するLD50値が得られることがわかってきた。

今後は、吸入毒性が報告されている1,2-ジクロロプロパ

ン、ジクロロメタン等の物質や、LC50値が不明なものに

ついても検証し、データを蓄積していく予定である。 
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