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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 

 
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 主任研究官） 

  
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（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。 
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）

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、23物質のLC50値を取得してその有用性について検討してきた。本年度は新

たに26物質について検討を行い、TIPS法の用量設定に応用可能なLC50値を算出した。さらに、これまで

の検討で得られた49物質のLC50値とラット4時間吸入ばく露試験におけるLD50値との相関解析を行った

結果、水溶性物質、アルコール基やエーテル基、エポキシ基を有する化学物質では、LC50値とLD50値が正

の相関を示し、類似する特性を有する化学物質では毒性応答が類似する可能性が示唆された。加えて、

相関解析で得られた近似式によるLD50の予測値と、これらの物質の実際のLD50の報告値がある概ね一致

することが示されたことから、A549-NRU assayの結果から、in vivoにおけるLD50値を推測できる可能性が

示唆された。 

一方、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
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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。 
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 
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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（ 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。 

 

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 値を推定し、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）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 アッセイ）を

構築し、23 種類の化学物質の LC50 値を取得して

TIPS 法における LD50 値と良好な相関を確認して

いた。 

本年度はA549-NRUアッセイの有用性をさらに

検証するため、新たに 26 種類の化学物質の LC50

値を算出し、TIPS 法の用量設定への応用可能性を

評価した。あわせて、これまで得られた 49 物質の

LC50値とラット4時間吸入曝露試験におけるLD50

値との相関解析を行った。 

 
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。 

 

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（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
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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。 

 

B1-3) 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。 

 

B2. in vitro 試験の実施 
[被験物質] 

本研究で使用した被験物質を Table 1 に示す。

昨年度までに実施した 23 物質（表中下線）に加え

て、本年度は 26 物質で A549-NRU アッセイを実

施した。また、これまでに実施した合計 49 物質で

得られた LC50 値を用いて、以降に記す解析を実施

した。なお、培養細胞としてヒト肺腺癌細胞株

A549 を使用し、基本培地として 10%FBS 及び 1%

ペニシリン/ストレプトマイシン（P/S）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。また、ポリスチレンを溶解する物質（表

中*を付記した物質）についてはガラス製 6 wellプ

レートを使用し、その他の物質はポリスチレン製

6 wellプレートを使用し、試験に供した。 

 

[A549 NRUアッセイ] 

Day 0 において、6 wellプレートに A549 細胞

を 2x10
5
 cell 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および

Table 1 に示す基礎培地を含む溶媒を加えて混合

した。さらに調製した被験物質を vortex にて 5秒

程度強く振盪した。 

事前に用意した A549 細胞に対して、培地を吸

引後 PBS で 1回洗浄し、事前に調製した被験物質

混合培地を dish 内に添加した。その後、インキュ

ベーター（37℃/ 5% CO2）にて 15 分間インキュベ

ーションした。 

Neutral red 法による吸光度測定を行うために、

Neutral red含有 RPMI培地を調製した（最終濃度

0.33%）。顕微鏡観察を実施後、培地を吸引し、PBS

で 2回洗浄後、Neutral red含有 RPMI溶液を dish

内に添加した。その後、インキュベーターにて 3-

4 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dishを shaking

した。新しく用意した 96 wellプレートに、dish 内

の酢酸-エタノール溶液を 180 uLずつ移し替え、

吸光度計にて 540 nm波長の計測を行った。 

 

[LC50 値の算出および相関解析] 

Neutral red 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 値を算出した。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 値を算出した。また、以降に記す

LC50（A549-NRU）を用いた相関解析では、Pearson
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の相関分析を行い、得られた結果を散布図として

作図した。 

 

[LC50（A549-NRU）と被験物質の特性（分子量、

水オクタノール分配係数)との相関分析] 

LC50 (A549-NRU)と、分子量や水への親和性な

ど被験物質の特性との相関について、検討を行っ

た。分子量との相関について、分子量が一定では

ない Polyacrylic acid を除いた 48 物質で検討を行

った。また水への親和性については水オクタノー

ル分配係数（log Kow）を使用した。log Kow は、化

学物質が 2 つの非混和性相（通常はオクタノール

と水）の間でどのように分散するかを説明する重

要な因子である。log Kow が高いほど親油性（脂溶

性）であり、log Kow が低いほど親水性（水溶性）

であることを示す。log Kow が判明している 46 の

物質で検討を行った。 

 

[LC50（A549-NRU）と LD50（ラット 4 時間吸入ば

く露試験)との相関解析] 

A549-NRU アッセイで得られた LC50（A549-

NRU）の汎用性を確認するため、これまでに報告

されているラット 4 時間吸入ばく露試験における

LD50（ラット 4 時間吸入ばく露試験）を用いて、

相関解析を行った。なお、動物を用いた吸入ばく

露試験における LD50 値は、以下の情報源から入手

した。 

• PubChem（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov） 

• 製品評価技術基盤機構（NITE） 

(https://www.chem-

info.nite.go.jp/chem/english/ghs/ghs_nite_all_fy_e

.html） 

• Haz-Map (https://haz-map.com/) 

• National Institute for Occupational Safety and 

Health (NIOSH) 

(https://www.cdc.gov/niosh/rtecs/default.html) 

なお LD50 値は、ラット 4 時間吸入による LD50

値が範囲濃度で記載報告されている場合、相関分

析には記載されている低濃度値を使用した。 

 

[LC50（A549-NRU）と官能基に基づいた被験物質

の特性との相関分析] 

被験物質について官能基ごとに群分けし

（Table 2）、A549-NRU の LC50 値とラット 4 時間

吸入ばく露試験における LD50 値を用いて、相関解

析を行った。 

 

[A549-NRU assay と 3T3-NRU assay の比較検討] 

ラット 4 時間吸入ばく露試験における LD50 値

を用いて、マウス線維芽細胞 3T3 細胞による NRU 

assay で LC50 値が得られていた水溶性物質

（ acetonitrile, acetone, N,N-dimethylformamide, 

sodium arsenite）における LC50 値の相関分析を行

い、その相関性を A549 細胞で得られた成果と比

較検討した。 

 

（倫理面への配慮） 

動物及びヒトサンプルは使用していないため、

倫理面の問題はないと判断された。 

 

B3. 用量設定と外挿性検討 
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 
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おける呼吸器の毒性評価並
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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）、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）を取りまとめた。 

[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、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。 

 

C1-2)  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）を比較した。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 区分を比較した。 

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
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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。 

 

C2. in vitro 試験の実施 
[LC50（A549-NRU）と被験物質の特性（分子

量、水オクタノール分配係数）との相関分析] 

A549-NRU アッセイで得られた LC50（A549-

NRU）値については、水溶性、非水溶性いずれ

の被験物質においても、安定的に LC50（A549-

NRU）値が得られた。LC50（A549-NRU）と分子

量や水への親和性などの被験物質の特性および

ラット 4 時間吸入ばく露試験における LD50 値を

検討したところ、被験物質の分子量と LC50

（A549-NRU）との間で、中程度の有意な負の相

関を示した（r 値= -0.4206, p = 0.0029）（Figure 

1A）。また被験物質の log Kow と LC50（A549-

NRU）との間で、中程度の有意な負の相関を示

した（r 値= -0.6697, p < 0.0001）。 

 

[LC50（A549-NRU）と親水性や官能基に基づい

た被験物質の特性との相関分析] 

A549-NRU アッセイの LC50 値と既報のラッ

ト 4 時間吸入ばく露試験における LD50（ラット

4 時間吸入ばく露試験）値の相関解析結果につい

ては、水溶性物質の LC50（A549-NRU）値が

LD50（ラット 4 時間吸入ばく露試験）値と有意

に正の相関（r 値= 0.4850, p = 0.0140）を示し

た。A549-NRU アッセイで強い毒性を示す水溶

性物質がラット 4 時間吸入ばく露試験でも強い

毒性を示すことが示された。 

官能基ごとに相関性を検討した結果、アルデ

ヒド及びケトン基を有する物質で有意な正の相

関（r 値= 0.8887, p = 0.0032）、アルコール基、

エーテル基、エポキシ基を有する物質で有意な

正の相関（r 値= 0.7191, p = 0.0290）をそれぞれ

示した。 

相関解析で得られた近似式を用いて得られる

LD50 の予測値と、実際のラット 4 時間吸入ばく

露試験における LD50 値について比較した結果を

Table 3 に示した。予測された LD50 値と実際の吸

入ばく露における LD50 値の比が 0.5～2 倍であっ

た物質が 25/42 物質; 0.2～0.5 倍あるいは 2～5 倍

であった物質が 10/42 物質であり、5 倍〜10 倍で

あった物質が 3 物質、10 倍以上は 2 物質であ

り、0.2~5 倍の物質は 83.3%であったことから、

予測値は吸入ばく露試験結果に近似しているこ

とが示された。 

 

[A549-NRU assay と 3T3-NRU assay の比較検討] 

A549あるいは3T3細胞を用いて得られたLC50

値とラット4時間吸入ばく露試験におけるLD50値

の相関分析を行った結果は、いずれも解析物質数

の制限で有意差がないものの、A549-NRUのLC50値

と水溶性化学物質のラット4時間吸入によるLD50

値との相関は、強い正の相関（r = 0.8698、p = 0.1302）

を示した一方で、3T3-NRUのLC50値とでは、弱い

正の相関（r = 0.3768、p = 0.6232）に留まった。 

 

C3. 用量設定と外挿性検討 
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。 

 

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おける呼吸器の毒性評価並
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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。 

 

D1-2) 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、
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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。 

 

D2. in vitro 試験の実施 
本研究では昨年度に構築した A549-NRU アッ

セイを用いて、これまでに実施した 23 物質に加

えて、本年度は 26 物質について、TIPS 法へ外挿

可能な LC50 値が算出できた。また、得られた

LC50 値の意義について、分子量や水オクタノー

ル分配係数（log Kow）による親水性の程度、官

能基などの化学的特性に基づいて、吸入ばく露

試験における LD50 値との相関について検討し

た。その結果、被験物質の分子量あるいは log 

Kow と LC50（A549-NRU）との間で、中程度の有

意な負の相関を示すことが明らかとなった。分

子量が高い化学物質ほど LC50 値が低く、毒性が

高いことを示している。同様に、log Kow が高い

（親油性が高い）化学物質ほど LC50 値が低く、

毒性が高いことを示している。 

また、既報のラット 4 時間吸入ばく露試験に

おける LD50 値との相関性を検討した結果、水溶

性物質、アルコール基、エーテル基、エポキシ

基を有する物質で正の相関をそれぞれ示したこ

とから、同じ性質や官能基を有する化学物質は

類似した毒性を有することが示唆された。さら

に、相関解析で得られた近似式を用いた LC50 

(A549-NRU)から得られた予測値は、ラット 4 時

間吸入ばく露試験の報告値に近似していた。以

上より、A549-NRU アッセイで得られた LC50 値

から、4 時間吸入ばく露試験における LD50 値を

推定可能であることが示唆された。一方で、予

測値と報告値との乖離が大きな物質もみられて

おり、予測精度を向上させるためには、様々な

被験物質による検証が必要である。 

A549-NRU と 3T3-NRU の LC50 値とラット 4

時間吸入による LD50 値の相関性を比較した結

果、A549 細胞は 3T3 細胞よりもラット吸入毒性

試験との相関性が強く、ラットの吸入毒性を予

測する NRUアッセイでの使用に適していること

が示唆された。 

 

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
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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 
E1. ラットを用いた TIPS法 
E1-1) 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。 

 

E1-2) 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。 

 

E2. in vitro 試験の実施 
本研究により、A549 NRU アッセイで得られ

た LC50 値は、ラットの吸入ばく露試験における

LD50 値と相関することが明らかとなり、特に水

溶性化学物質やアルデヒド基、ケトン基、アル

コール基、エーテル基、エポキシ基を有する化

学物質において、高い相関性が認められた。こ

れらの物質に対しては、A549 NRU アッセイの

結果から LD50 値を予測できる可能性が示唆され

た。今後は、さらなる物質を対象とした検証と

知見の蓄積を通じて、A549 NRU アッセイの汎

用性と予測精度の向上を図る必要がある。 

 
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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チン誘発ラット AKI to CKDモデルにおける

CD44 の発現動態及び上皮間葉転換との関

連：日本獣医学会第 167回学術集会（令和 6

年 9月、北海道） 

14. 山上洋平，石井雄二，鈴木孝昌，中村賢志，
原島洋文，笠松建吾，高須伸二，相馬明玲，

杉山圭一，村上 智亮，小川久美子．アセトア

ミドのラット肝発がん過程における染色体

再構成の関与の検討：（日本毒性学会第 51回

学術年会（令和 6 年 7月、福岡） 

15. 赤根弘敏，高須伸二，魏民，藤岡正喜，豊田

武士，石井雄二， 畝山瑞穂，森川朋美，津田

洋幸，小川久美子．ラットを用いた化学物質

の吸入による毒劇物の判定における経気管

肺内噴霧投与（TIPS）法と全身吸入暴露法の

比較：（日本毒性学会第 51回学術年会（令和

6 年 7月、福岡） 

16. 豊田武士，赤根弘敏，高須伸二，石井雄二，

松下幸平，畝山瑞穂，森川朋美，小坂忠司，

田島均，青山博昭，小川久美子．ラット 28日

間反復投与毒性試験における病理組織学的/

免疫組織化学的解析による抗甲状腺物質の

早期検出および機序推定：（日本毒性学会第

51回学術年会（令和 6 年 7月、福岡） 

17. 畝山瑞穂，豊田武士，赤木純一，赤根弘敏，

森川朋美，小川久美子．γ-H2AX と幹細胞マ

ーカーの免疫染色を用いたラット肝発がん

物質早期検出法の検討：（日本毒性学会第 51

回学術年会（令和 6 年 7月、福岡） 

18. 松下幸平，豊田武士，赤根弘敏，赤木純一，

森川朋美，水田保子，小川久美子．アロプリ

ノール誘発ラット AKI to CKDモデルにおけ

る CD44 の発現：（日本毒性学会第 51回学術

年会（令和 6 年 7月、福岡） 

19. 吉田彩夏，橋本由弥，赤根弘敏，豊田武士，

小川久美子，齋藤嘉朗，花尻(木倉)瑠理，荒川

憲昭．急性肺傷害ラットモデルを用いた新規

間質性肺炎バイオマーカーの発現機序解析：

（日本プロテオーム学会 2024 年大会（令和 6

年 6月、青森） 

20. Masaki Fujioka, Min Gi, Arpamas 

Vachiraarunwong, Runjie Guo, Guiyu Qiu, Shugo 

Suzuki, Hideki Wanibuchi. Development of an in 

vitro Assay for Dose Selection in Trans-Tracheal 

Intrapulmonary Spraying Administration in Rat. 

（第 51 回日本毒性病理学会総会及び学術集

会、令和 6 年 7月 3日、福岡） 

21. 藤岡正喜、Vachiraarunwon Arpamas、邱桂鈺、

郭潤傑、鈴木周五、鰐渕英機、魏民．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 51回産業中毒・生物

学的モニタリング研究会、令和 6 年 12 月 8

日、東京） 

22. Ahmed HM Omnia,, Dina M. Saleh, Alexander 

DB., Alexander TW., Takase H.,
 
Takahashi S., 

Yudasaka M., Yuge R., Tsuda H.   Assessment 

of Pulmonary Toxicity and Carcinogenicity of 

Carbon Nano-Horns (CNH) and Carbon Nano-

Brushes (CNB) Using Intra Tracheal Instillation 

in the Rats （第 51 回日本毒性学会学術年会 

令和６年 7月 3-5日福岡） 

23. Ahmed HM Omnia,, Dina M. Saleh, Alexander 

DB., Alexander TW., Takase H.,, Hirose A., 

Kanno J., Naiki‐Ito A.,
 
Takahashi S., Yudasaka M,, 

Yuge R., Tsuda H.   Administration of Carbon 

Nano-Brushes (CNB) and Carbon Nano-Horns 

(CNH) into the rat lung does not induce lung 

cancer or pleural mesothelioma Carbon Nano-

Horns (CNH) and Carbon Nano-Brushes (CNB) 

do not induce lung cancer or pleural mesothelioma 

in the rat lung （第 41回日本毒性病理学会学

術集会 令和７年１月 30-31日 静岡） 

 

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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