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令和６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 
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（LD50,４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 
現在の所、13 物質の２年間の観察期間を終了して

いる。屠殺時の所見は、各群各用量群の加算 32匹

〜54匹における肉眼的にほぼ腫瘍病変と考えられ

る結節病変について、腫瘍の発生頻度について

IARC Monograph に掲載されているデータと、今回

の腫瘍発生データとについて、13 物質について肉

眼的所見を整理した（組織標本作成中）。これらの

物質のうち 4 物質は IARC Monograph 分類で４物

質が G2A, 3 物質が G2B、２物質が G3、残りの 4

物質が未評価であった。これらのうち、F344雄ラ

ットの多い白血病を除外すると、Glycidol(G2A) に

おいて、乳腺・肝・睾丸腫瘤 

N,N-Dimethylformamide(G2A)において、肝腫瘤 

の発生において、IATC の報告による腫瘍発生臓器

との一致を見た。臓器に拘らない腫瘤発生では更

に多くの臓器において一致をみた。早急に病理組

織標本を作成し、詳細に検索する予定である。 

 

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

るヒトに対する発がん物質（要因）分類が 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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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腫瘍を疑う結節性病変の

発生を 2種の検体にて観察し得たが、早急に病理

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。 
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