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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

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（ intra-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 6 年度は、令和 5 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 10 物質について TIPS 法による LD50 値の判定及び毒性影響の検討を実

施した。これまでに TIPS 法による試験を実施した 24 剤のうち、TIPS 法の LD50が吸

入暴露法の 0.5～2 倍であったものが 13 剤、0.25～0.5 倍であったものが 5 剤、0.25 倍

以下であったものが 6 剤であった。この結果は、昨年度までの結果と同様の傾向であっ

たことから、TIPS 法では全身吸入暴露法と比較して毒性が同等、あるいは強く表れる

物質があることが確認された。また、昨年度までの検討と同様に TIPS 法の LD50 と

Neutral red assay 法の LD50の間に強い正の相関性が認められた。各剤について TIPS
法の 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

較したところ、18 剤では TIPS 法による有害性区分が既報の区分と概ね一致し、6 剤で

は TIPS 法でより強い有害性区分に分類された。後者の化合物は、皮膚刺激性の GHS
分類においても強い有害性区分に分類されており、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。 
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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（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 5 年度に実

施した TIPS 法の病理組織学的検査及び新

たに 10 物質について 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における LD50 の判

定 

新規被験物質として 1-クロロ-2-プロパ

ノール（CAS RN: 127-00-4）、2-メトキシエ

タノール（CAS RN: 109-86-4）、2-ニトロプ

ロパン（CAS RN: 79-46-9）、アセトニトリ

ル（CAS RN: 75-05-8）、酢酸アリル（CAS 

RN: 591-87-7）、アリルアルコール（CAS RN: 

107-18-6）、アニリン（CAS RN: 62-53-3）、

2-ブトキシエタノール（CAS RN: 111-76-2）、

マロノニトリル（CAS RN: 109-77-3）及び

メチルヒドラジン（CAS RN: 60-34-4）につ

いて TIPS 法による LD50値を判定した。 

投与は 12週齢の F344 ラットまたは 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 3)を用いて

換算し、in vitro 試験の結果等も考慮して設

定した。 

また、本法において難水溶性物質の投与

を想定し、人工肺サーファクタントの新規

投与媒体としての可能性を検討した。人工

肺サーファクタントは、既報（YAKUGAKU 

ZASSHI 2012. 132(7) 817―822）4)を参考に

調整し、キシレンの溶解性を検討した。 

 

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のおける呼吸器の

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 
令和 5 度に実施した TIPS 法 8 試験（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
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（CAS RN: 108-03-2）及びシクロヘキサノ

ン（CAS RN: 108-94-1））並びに令和 6 度に

実施した TIPS 法 5 試験（1-クロロ-2-プロ

パノール、2-ニトロプロパン、酢酸アリル、

アリルアルコール及びアニリン）について、

気管、気管支、肺、肝臓、脾臓、腎臓の病

理組織学的検査を実施した。また、酢酸ア

リル及びアリルアルコールについては、さ

らに胃、小腸及び大腸の病理組織学的検査

を実施した。 

 

B-3) 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 

令和6年度までに実施した被験物質計24

剤について、TIPS 法で求められた LD50

（LD50（TIPS））を全身吸入暴露試験法の

LD50（LD50（inhalation））及び in vitro Neutral 

red assayから求めたLD50（LD50（NRU assay））

と比較した。さらに、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）を基に GHS 分類における気体の

判定基準に準じて各被験物質を分類し、既

報の吸入による急性毒性、皮膚刺激性及び

眼刺激性に関する GHS 区分と比較した。 

 

（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 
令和 6 年度までに実施した被験物質 24

剤について、投与後 3日までにみられた死

亡例における一般状態所見（24 剤）を Table 

1-1～1-4 に、気管、気管支、肺、肝臓、脾

臓、腎臓、胃、小腸及び大腸の病理組織学

的所見（19 剤）を Table 2-1～2-5 に示す。 

[一般状態] 

投与後の一般状態観察において、メタクリ

ロニトリルを除いた 23 剤で、呼吸不整が

みられた。また、12 剤（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、

2,3-ブタンジオン、シクロヘキサノン、2-イ

ソブトキシエタノール、tert-ブチルアルコ

ール、アセトニトリル、N,N-ジメチルホル

ムアミド、N,N-ジメチルアセトアミド）で

はさらに重度の呼吸困難が認められた。 

その他、アニリンでチアノーゼ、2-ブトキ

シエタノールで蒼白及び赤色尿、2-イソブ

トキシエタノールで赤色尿、1-ニトロプロ

パンで自発運動低下、傾眠及び歩行失調、

2-ニトロプロパンで蒼白、体温低下及び自

発運動低下、1-クロロ-2-プロパノールで自

発運動低下及び傾眠、メチルヒドラジンで

強直性痙攣、マロノニトリルで振戦、間代

性痙攣及び腹臥位/横臥位、メタクリロニト

リルで腹臥位/横臥位及び間代性痙攣、酢酸

アリルで泥状便、腹臥位/横臥位及び虚脱、

アリルアルコールで泥状便、自発運動低下

及び虚脱が観察された。 

 

[病理組織学的検査] 

19 剤の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、



 

  21 

水腫、出血が 19 剤で共通して観察された。 

②肝臓：N,N-ジメチルホルムアミド、2-ブ

トキシエタノール、2-ニトロプロパン及び

1-クロロ-2-プロパノールで小葉中心性肝

細胞壊死、酢酸アリル及びアリルアルコー

ルで小葉周辺性肝細胞壊死が認められた。 

③脾臓：2-ブトキシエタノールでうっ血、

褐色色素沈着、髄外造血亢進、メタクリロ

ニトリルでうっ血、褐色色素沈着がみられ

た。 

④腎臓：2-ブトキシエタノール及び 2-ニト

ロプロパンでヘモグロビン/赤血球円柱が

認められた。 

⑤消化器系：酢酸アリル及びアリルアルコ

ールで十二指腸、結腸及び直腸粘膜の壊死、

盲腸及び直腸における水腫が認められた。 

また、キシレンを生理食塩水及び人工調

整サーファクタントに添加した結果、キシ

レンは生理食塩水ではほとんど溶解しな

かった一方、人工サーファクタントでは

200 mg/mL程度の濃度まで懸濁することが

できた。 

 

C-2)  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 

令和 6 年度までに実施した被験物質 24

剤について、LD50（TIPS）を LD50（inhalation）

並びに LD50（NRU assay）と比較した結果

をTable 3に示す。24剤のうち、LD50（TIPS）

が LD50（inhalation）の 0.5～2 倍であったも

のが 13 剤、0.25～0.5 倍であったものが 5

剤、0.25 倍以下であったものが 6 剤であっ

た。 

LD50（TIPS）と LD50（inhalation）の相関

性を検討した結果、中程度の正の相関

（r=0.52）が認められた。一方、LD50（TIPS）

と LD50（NRU assay）の比較では強い正の

相関（ r=0.94）が認められ、線形近似

（R
2
=0.87）が得られた。 

LD50（TIPS）に基づく GHS 区分と吸入に

よる急性毒性、皮膚刺激性及び眼刺激性に

関するGHS区分との比較をTable 4に示す。 

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、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

ミン及び tert-ブチルアルコールの 6 剤では、

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

れたが、その他の 18 剤については有害性

の区分が概ね一致した。さらに、TIPS 法で

より強い有害性区分に分類された 6 剤のう

ち、tert-ブチルアルコールを除く 5 剤は in 
vitro Neutral red assay で低値を示す物質で

あり、既報の皮膚及び眼刺激性に基づく

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。 

 

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 

令和 6 年度までに TIPS 法による気管内

投与急性吸入毒性試験及び病理組織学的

検査を実施した 19 剤は、いずれも投与日

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広範囲に観察さ

れ、肺の急性炎症、うっ血、水腫、出血が

みられた。in vitro Neutral red assay において

細胞毒性が強い上位 6 剤（Table 1-1 及び 2-

1：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



 

  22 

との関連性が示唆された。上記に加えて 6

剤（Table 1-2：2,3-ブタンジオン、シクロヘ

キサノン、tert-ブチルアルコール、アセトニ

トリル、N,N-ジメチルホルムアミド 4000 

mg/kg 群及び N,N-ジメチルアセトアミド）

では一般状態観察において呼吸困難がみ

られた。呼吸器系以外への影響を示唆する

一般状態所見や、組織学的検索を行った肝

臓、脾臓及び腎臓における死因と考えられ

る所見が認められなかったことから、これ

らの物質は TIPS 法による曝露においては

呼吸器系への影響が主な毒性標的であり、

被験物質曝露による気道、肺胞上皮の直接

傷害に起因し呼吸困難に至ったものと考

えられた。 

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、

アニリンでチアノーゼ、2-ブトキシエタノ

ールで蒼白、赤色尿、脾臓のうっ血、褐色

色素沈着及び髄外造血亢進、腎臓のヘモグ

ロビン/赤血球円柱、2-イソブトキシエタノ

ールで赤色尿、2-ニトロプロパンで蒼白、

腎臓のヘモグロビン/赤血球円柱、メタクリ

ロニトリルで脾臓のうっ血及び褐色色素

沈着が認められた。 

②麻酔作用に関する所見として、1-ニトロ

プロパンで自発運動低下、傾眠及び歩行失

調、2-ニトロプロパンで自発運動低下、1-ク

ロロ-2-プロパノールで自発運動低下及び

傾眠が認められた。 

③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、メタクリ

ロニトリルで間代性痙攣、マロノニトリル

で振戦及び間代性痙攣、酢酸アリル及びア

リルアルコールで虚脱が認められた。 

④肝臓への影響として、N,N-ジメチルホル

ムアミド、2-ブトキシエタノール、2-ニトロ

プロパン、1-クロロ-2-プロパノールで小葉

中心性肝細胞壊死、酢酸アリル及びアリル

アルコールで小葉周辺性肝細胞壊死が認

められた。 

⑤消化器系への影響として、酢酸アリル及

びアリルアルコールで十二指腸、結腸及び

直腸粘膜の壊死、盲腸及び直腸の水腫が認

められた。 

これらの物質は、一般状態観察において

呼吸困難は認められず、病理組織学的検査

で認められた気管及び肺における壊死は

軽度な傾向がみられた。特に、LD50（TIPS）

が LD50（NRU assay）よりも低値であった

7 剤（メチルヒドラジン、メタクリロニト

リル、マロノニトリル、酢酸アリル、アリ

ルアルコール、2-ニトロプロパン、1-クロロ

-2-プロパノール）では、上記の神経系や肝

臓への影響が 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。 

また、人工肺サーファクタントはキシレ

ンの溶解性を著しく改善したことから、本

法において難水溶性物質を投与するため

の新規投与媒体となる可能性が考えられ

た。今後、人工肺サーファクタントを投与

媒体として用いた際の肺内分布や生体影

響、至適濃度などを検討することで、投与

媒体としての妥当性を検討する。 

 

D-2) 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 

本年度までに実施した 24 剤のうち、LD50

（TIPS）が LD50（inhalation）の 0.5～2 倍で

あったものが 13 剤、0.25～0.5 倍であった

ものが 5 剤、0.25 倍以下であったものが 6

剤であり、何れの被験物質の LD50（TIPS）

とも LD50（inhalation）と同程度、又は低値

を示した。この結果は、昨年度までの検討

結果と同様の傾向を示したことから、TIPS

法では全身吸入暴露法と比較して毒性が
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同等、あるいは強く表れる物質があること

が確認された。 

LD50（TIPS）と LD50（NRU assay）の比

較では、LD50（TIPS）は LD50（NRU assay）

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が認められたこ

とから、Neutral red assay は TIPS 法による

急性毒性と相関することが確認され、LD50

（NRU assay）は TIPS 法による急性毒性試

験の投与量設定の指標となりえる可能性

が示された。 

さらに、毒劇物判定における本法の有用

性を検討する目的で、各剤について 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、18/24 剤では TIPS 法

による有害性区分が既報の区分と概ね一

致し、6/24 剤では TIPS 法でより強い有害

性区分に分類された。TIPS 法でより強い有

害性区分に分類された 6 剤のうち、十分な

急性吸入毒性情報が得られなかった tert-ブ
チルアルコールを除く 5 剤（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）

は、魏らが実施した in vitro Neutral red assay

で強い細胞毒性を示した剤であり、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

経系や肝臓等への影響がみられた 7 剤で

LD50（TIPS）が LD50（NRU assay）よりも

低値を示した。以上のことから、本法は、

呼吸器以外への影響を考慮した急性毒性

の評価が可能であり、細胞毒性や刺激性と

併せた評価を行うことで、毒劇物判定及び

GHS 分類のための急性吸入毒性試験の代

替法として有用である可能性が示された。 

 

E. 結論 
E-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 

病理組織学的検査を行った物質では、い

ずれも死亡例の気管から肺胞上皮の壊死、

肺の急性炎症、うっ血、水腫、出血が認め

られた。TIPS 法の結果に基づき被験物質

を GHS 分類すると、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、組織学的検査において

気管から肺に特に重度の壊死が認められた

ことから、毒性の増強は呼吸器上皮への直

接的な細胞毒性の強さとの関連性が示唆さ

れた。それ以外の物質は概ね既報と同程度

の有害性区分に分類された。また、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 LD50（TIPS）が

LD50（NRU assay）よりも低値であった 7

剤では神経系や肝臓への影響が認められ、

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。本法は、細胞毒性や

刺激性と併せた評価を行うことで、毒劇物

判定及び GHS 分類のための急性吸入毒性

試験の代替法として有用である可能性が示

された。 
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E-2) 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 

本年度までに求められた LD50（TIPS）

と LC50（inhalation）及び LC50（Neutral red 

assay）を比較した結果、TIPS 法は全身吸

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、in vitro の Neutral red assay にお

ける指標は 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が、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。 
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Table 1-1. Clinical signs in rats 

 

 

Table 1-2. Clinical signs in rats 

 

 

Table 1-3. Clinical signs in rats 

 

 

Table 1-4. Clinical signs in rats 
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Table 2-1. Histopathological findings in rats 

 

 

Table 2-2. Histopathological findings in rats 

 

 

Table 2-3. Histopathological findings in rats 
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Table 2-4. Histopathological findings in rats 

 

 

Table 2-5. Histopathological findings in rats 
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Table 3. Comparison of LD50 in TIPS with those in inhalation study and in vitro Neutral red assay 
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Table 4 GHS classes based on TIPS, inhalation, skin and eye irritation 
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