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Ⅰ  調査概要 

１．調査目的 

ＰＲＴＲ制度の導入や環境実態調査により、化学物質が事業所等から大気や水、

土壌等に排出され、一般環境中から広範囲に検出される現状が把握されつつある。

特に大気系、水系等にまたがって存在している化学物質については、人が単一の媒

体だけでなく、複数の媒体（吸入、経口及び経皮）からばく露を受ける可能性があ

ることから、より大きな影響を与えることが懸念されている（複数の媒体からのば

く露により、単一の媒体からのばく露のみの場合と比べて、より大きな影響を受け

ることを、”複数媒体影響”と称する）。 

平成１４年度までの本調査によると、クロロホルムにおいては複数媒体（吸入及

び経口）ばく露により腫瘍の発生が顕著に増加することが確認された。したがって、

複数媒体影響が確認されたクロロホルムを用いて、複数媒体影響発現のメカニズム

を明らかにすることは、他の物質について、複数媒体影響の有無を予測するための

基礎的知見として役立つと考えられるため、平成１６年度から平成１８年度に複数

の媒体からのばく露と、単一の媒体からのばく露との相違点を明確にし、複数媒体

影響が発生する機序を解明するため、クロロホルムを用いた複数媒体影響の発生メ

カニズムに関する調査研究を実施している。 

さらに、クロロホルム以外で複数媒体影響を示す化学物質を調査するため、平成  
１５年度は、水系、大気系のいずれの環境中においても検出され、複数の媒体から

のばく露が予測される化学物質のうち、Ｎ,Ｎ-ジメチルホルムアミド（以下 DMF と

略す）について複数媒体ばく露による予備的な動物実験（２８日間反復投与試験）

を実施し、平成１６年度複数媒体影響・複合リスク基礎調査合同検討会における承

認を得た後、平成１６年度末から複数媒体（吸入及び経口）ばく露による長期間動

物試験を開始した。 

この動物試験では、DMF 複数媒体影響をがん原性をエンドポイントとして検索す

ることより、動物の寿命に近い２年間の複数媒体ばく露をする必要がある。また、

腫瘍の発生状況を統計学的に解析する際、各群の使用動物数は５０匹を必要とし、

９０日反復投与試験での 1０匹/群の５倍の規模の試験となることから、吸入チャン

バー及びそれに付随する装置や空調施設も大規模なものを必要とする。従って、平

成１７年度及び平成１８年度は、DMF の複数媒体ばく露を同施設で継続して実施し、

ばく露期間中は、吸入ばく露装置の稼動・制御、動物の飼育管理、飼育環境の監視・

制御、DMF の吸入ばく露と濃度監視及び DMF の飲水調製と濃度確認、動物の一般

状態の観察と各種測定（体重、摂餌量、飲水量等）を実施した。平成１９年度は、
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２年間の複数媒体ばく露を終えた動物の尿検査、解剖、臨床検査、及び病理学的検

査を実施し、長期動物試験から得られたデータを総合的に解析し、DMF の複数媒体

影響を考察した。 

複数媒体影響の発生メカニズムに関する調査研究については、平成１９年度は、

過去３年間のクロロホルムによる研究成果を総合的に解析し、クロロホルムの複数

媒体影響の発生機序を考察した。 

 

２．調査内容 

（１）複数媒体ばく露による長期試験 

DMF をラットに長期間（２年間）にわたり複数媒体（吸入及び経口）ばく露

し、ばく露期間中は、吸入ばく露装置の稼動・制御、動物の飼育管理、飼育環

境の監視・制御、DMF の吸入ばく露と濃度監視及び DMF の飲水調製と濃度確

認、動物の一般状態の観察と各種測定（体重、摂餌量、飲水量、尿検査等）を

実施した。また２年間の複数媒体ばく露を終えた動物については、解剖、臨床

検査、及び病理学的検査を実施し、長期動物試験から得られたデータを総合的

に解析し、DMF の複数媒体影響を考察した。 
 
（２）複数媒体影響の発生メカニズムに関する調査研究 

クロロホルムによる複数媒体影響の発生メカニズムを解明するために、平成

１６年度は、５日間ばく露と１日間ばく露の比較により未変化体の組織中蓄積

性について検討し、また平成１７年度はクロロホルム代謝物についての分析法

の確立及びクロロホルムの吸入投与における代謝物の定量を行った。さらに、

平成１８年度は、複数媒体（吸入及び経口）ばく露におけるクロロホルム代謝

物の定量を実施した。 
平成１９年度は、これらの結果を総合的に解析し、クロロホルムの複数媒体

影響の発生機序を考察した。 
 

３．調査結果 

（１）複数媒体ばく露による長期試験 

各吸入チャンバーの DMF 濃度は、全ばく露期間を通じて、設定濃度の 200 
ppm 及び 400 ppm とほぼ近似した値に制御され、飲水中の DMF 濃度も全投

与期間を通じて、設定濃度の 800 ppm 及び 16000 ppm とほぼ近似した値に調
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製された。また、動物の飼育期間中の環境は、設定の環境基準で制御され、動

物は良好な飼育環境で飼育された。 
動物の生死状況に顕著な群間差は認められなかった。一般状態の観察では、

DMF 複数媒体ばく露の影響と思われる特徴的な所見は認められなかった。体

重の推移では、DMF 投与群にばく露開始直後より複数媒体ばく露濃度に依存

した体重増加の抑制が見られ、その傾向は最終計測の 104 週まで継続した。摂

餌量は、吸入 200 +経口 800 ppm 群、吸入 200 +経口 1600 ppm 群、吸入 400 +
経口0 ppm群、吸入400 +経口800 ppm群及び吸入400 +経口1600 ppm群で、

ほぼ全投与期間を通じて低値を示し、体重の増加抑制との関連が示唆された。

また、飲水量は、吸入 200 +経口 1600 ppm 群と吸入 400 +経口 1600 ppm 群

で、ほぼ全投与期間を通じて低値で推移し、体重の増加抑制との関連が示唆さ

れた。 
実施した検査においては、DMF ばく露による肝臓毒性及び肝腫瘍の発現と関

連性の高いと思われる項目に顕著な変化が認められた。すなわち、総ビリルビ

ン、総コレステロール、AST、ALT 及びγ－GTP の増加、剖検における肝臓

の結節及び白色斑発生率の増加、肝臓の実重量及び体重比の増加がみられた。

また、非腫瘍性病変では前腫瘍性病変としての肝変異小増殖巣の発生増加、腫

瘍性病変では DMF 投与群で肝細胞腺腫及び肝細胞癌の顕著な発生増加があっ

た。 
複数媒体ばく露群の肝臓腫瘍の発生は、吸入或いは経口の単独ばく露群と比

較して有意に増加した。特に、複数媒体ばく露群の吸入 200+経口 800ppm 群

（DMF 推定総摂取量：165mg/kg/day）と吸入 200+経口 1600ppm 群（DMF
推定総摂取量：205mg/kg/day）の発生率は、吸入 400+経口 0ppm の単独吸入

ばく露群（DMF 推定総摂取量：242 mg/kg/day）より DMF 推定総摂取量が少

ないにもかかわらず肝臓腫瘍の発生率が高かった。さらに、DMF 複数媒体ば

く露群の肝細胞癌の発生率は、複数経路ばく露群の吸入ばく露濃度と経口投与

濃度に対応する単一吸入ばく露群と単一経口ばく露群の肝細胞癌の発生率の合

計を大きく上回った。特に、複数経路ばく露群における悪性度の高い低分化型

の肝細胞癌の発生は、吸入或いは経口単独ばく露群と比較して顕著に増加した。

これらの結果から、DMF の複数媒体ばく露は、肝発がんに対して相加以上の

相乗作用があると結論した。 
（２）複数媒体影響の発生メカニズムに関する調査研究 

化学物質の複数媒体ばく露による健康障害に関する調査研究について環境省

の委託により、クロロホルムについてラットを用いた動物実験による複数媒体
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ばく露（吸入ばく露（大気）と経口ばく露（水質）を合わせたばく露）による

影響調査を行った。すなわち、２年間にわたりラットにクロロホルムを含む空

気を吸入させ、同時にクロロホルムを含む水を飲水として与えながら飼育し（複

数媒体ばく露）、クロロホルムを含む空気を吸入させて飼育したラット、及びク

ロロホルムを含む水を飲水として与えて飼育したラット（単一媒体ばく露）と

比較した。その結果、クロロホルムについては、単一媒体ばく露と比較して、

複数媒体ばく露によりラットの腎臓に相乗的に腫瘍が発生した。この結果を受

けて、動物実験による複数媒体ばく露による影響調査から得られた複数媒体影

響の原因等を調べるため、クロロホルムの複数媒体ばく露による体内濃度への

影響を動物実験により調査し、組織中の濃度の面から複数媒体影響のメカニズ

ムに関する研究を行った。クロロホルムを複数媒体ばく露させたラットの臓器

組織（腎臓、肝臓、脳、肺、脂肪）及び血液におけるクロロホルムの濃度を経

時的に測定し、吸入のみ、及び経口のみのばく露の場合と比較した。その結果、

複数媒体ばく露したラットの腎臓におけるクロロホルムの組織濃度は吸入ばく

露と経口ばく露を単に加算した場合の組織濃度と比較して、約２倍上昇がみら

れたことから、クロロホルムの２年間にわたる複数媒体ばく露による腎臓腫瘍

発生の顕著な増加との関連が示唆された。 
これらの複数媒体投与による生体影響のメカニズムをさらに明らかにするた

めに、平成１６年度は、体内の蓄積性に関する面から複数媒体のメカニズムを

検討するために、クロロホルムを 5 日間繰り返し複数媒体ばく露し、血液及び

組織（肝臓、腎臓、脂肪）中のクロロホルム未変化体の濃度を測定し、単回ば

く露した測定結果と比較する調査研究を行った。また、平成１７年度は胆汁中

のクロロホルム代謝物について注目し、吸入ばく露を実施しながら胆汁を採取

する方法及びその代謝物のＬＣ-ＭＳによる分析法を確立し、実際に吸入ばく露

後の代謝物の定量を実施した。さらに平成１８年度は、平成１７年度に確立し

た分析法により、クロロホルムをラットに複数媒体ばく露し、胆汁中のクロロ

ホルム代謝物の濃度を測定し、単独ばく露した測定結果と比較し、クロロホル

ムの胆汁中の代謝物への複数媒体影響について検討した。 
以上、平成１９年度は過去３年間のクロロホルムによる研究成果をまとめ、

クロロホルムの複数媒体影響の発生メカニズムについて、総合的に考察した。 
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Ⅱ 調査方法と結果 

１．複数媒体ばく露による長期試験 

【材料及び方法】 

（１）被験物質 

・名称 ： N,N-ジメチルホルムアミド（N,N-Dimethylformamide） 
・略称 ： DMF（以下、この略称を使用） 
・構造式及び分子式 (分子量) ： 

C NH

CH3

CH3

O

 
C3 H7 NO ( 分子量：73.09 ) 

・CAS No. ： 68－12－2 
・製造元 ： 和光純薬工業株式会社 
・グレード ： 試薬特級 
・ロット番号 ： CEE 4042、SDL3394、LTK2732 
・純度 ： 99.5%以上 
・保管条件 ： 室温、遮光条件下で気密容器に保管 

 
（２）実験動物及び飼育管理 

① 実験動物：F344/DuCrlCrlj（旧 F344/DuCrj）雄性 SPF ラット 

② 飼育環境 
検疫期間 馴化・ばく露期間 

環 境 検疫室 
（713, 714 室） 

吸入試験室 
(704,712 室) 

吸入チャンバー 
(CH-1～9) 

温    度 23 ± 2 ℃ 22 ±  2 ℃ 23 ± 2 ℃ 
湿    度 55 ± 15 % － 55 ± 15 % 

照    明 12 時間点灯(8:00～20:00) 
/12 時間消灯(20:00～8:00) 

12 時間点灯(8:00～20:00) 
/12 時間消灯(20:00～8:00)  

換気回数 15 ～ 17 回／時 15 ～ 17 回／時 12 ± 1 回／時 
ケージへの動物 

収容方法 群飼（5 匹／ケージ） 単飼 

ケージの材質 ステンレス製 
ラット群飼網ケージ 

ステンレス製 
ラット５連網ケージ 

ケージ寸法 W340×D294×H176 (mm) /5 匹 W150×D270×H176 (mm) /1 匹 
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③ 飼料：CRF-1 固型飼料（30KGy γ線照射滅菌飼料） 

④ 飲水：脱イオン水（秦野市水をフィルターでろ過し、紫外線照射、脱イオン

して、さらにフィルターろ過したもの。）で所定の濃度に調製した被験物質混

合飲水を飲水として加圧式自動給水装置により自由摂取させた。 

 
（３）群番号、群名称、動物番号及び動物数等 

吸入濃度（ppm）  0 200 400 

0 

(群番号) 
(群名称) 
(動物番号) 
(動物数) 

0 
吸入0ppm+経口0ppm 
1001－1050 
50匹 

3 
吸入200ppm+経口0ppm 
1301－1350 
50匹 

6 
吸入400ppm+経口0ppm 
1601－1650 
50匹 

800 

(群番号) 
(群名称) 
(動物番号) 
(動物数) 

1 
吸入0ppm+経口800ppm 
1101－1150 
50匹 

4 
吸入200ppm+経口800ppm 
1401－1450 
50匹 

7 
吸入400ppm+経口800ppm 
1701－1750 
50匹 

経 
口 
投 
与 
濃 
度 

(ppm) 
1600 

(群番号) 
(群名称) 
(動物番号) 
(動物数) 

2 
吸入0ppm+経口1600ppm 
1201－1250 
50匹 

5 
吸入200ppm+経口1600ppm 
1501－1550 
50匹 

8 
吸入400ppm+経口1600ppm 
1801－1850 
50匹 

 

（４）ばく露方法（資料 1 の FIGURE 1 参照） 

被験物質のばく露方法は、吸入チャンバー内の動物に 1 日 6 時間の全身ばく露

による吸入（経気道投与）と被験物質混合飲水の自由摂取による経口投与を組み

合わせた、複数媒体ばく露（吸入及び経口投与）とした。 
それぞれの投与方法は以下のとおりとした。 

① 吸入 

イ）経路 
全身ばく露による経気道投与 

ロ）期間 
群構成日の翌日から 104 週-7 日までの期間、週 5 日（祝祭日を除く）、      

6 時間／日とした。 

ハ）濃度 
200 ppm 及び 400 ppm の 2 段階（公比 2.0）の濃度を設定した。 
なお、吸入 0 ppm 群（群番号：0, 1, 2）のチャンバーは新鮮空気のみを

換気した。 

二）発生方法と濃度監視・調整 
発生容器内のDMFを一定温度下で清浄空気のバブリングにより蒸発さ
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せた。この DMF 蒸気を流量計を用いて一定量を吸入チャンバー上部のラ

インミキサーに供給した。 
吸入チャンバー内の DMF 濃度はガスクロマトグラフにより監視し、そ

の濃度データをもとに設定濃度になるように、DMF の吸入チャンバーへ

の供給量を調節した。 

② 経口投与 

イ）経路 
飲水の自由摂取による経口投与 

ロ）期間 
群構成日から 104 週-7 日までの期間、7 日／週、24 時間／日の連続投

与とした。 

ハ）濃度 
800 ppm 及び 1600 ppm の 2 段階（公比 2.0）の濃度を設定した。 
なお、経口 0 ppm 群（群番号：0, 3, 6）の動物には、被験物質混合飲水

の調製に用いる脱イオン水 （市水：秦野市水道局供給水をフィルターで

ろ過し、紫外線照射、脱イオンして、さらにフィルターろ過したもの）の

みを自由摂取させた。 

ニ）被験物質混合飲水の調製・投与方法  
調製は、DMF を市水（秦野市水道局供給水）をフィルターでろ過し、

紫外線照射、脱イオンして、さらにフィルターろ過した水（以下、脱イオ

ン水）に回転混合により溶解して行った。 
投与は、調製済みの被験物質混合飲水の入った加圧式給水タンクに圧縮

空気導管を接続し、エアーコンプレッサーで加圧（0.5 kg/cm2）し、一定

の圧力（許容範囲：0.4～0.6 kg/cm2）を加わえた後、給水配管へのステ

ンレス導管（内径 3 mm）と加圧式給水タンクを接続し、各ノズルから動

物に自由摂取させることにより行った。 
被験物質混合飲水の調製頻度は加圧式給水タンクの交換頻度に合わせ

週 1 回とし、調製日は交換日の前日とした。 
 
（５）観察・測定・検査項目及び方法 

① 動物の一般状態の観察  

検疫及び馴化期間には、動物導入時（検疫開始日：－2 週-1 日）、最終検疫
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時（馴化開始日：－1 週-1 日）及び群構成時（馴化最終日：0 週-0 日）に、

全動物について詳細な一般状態の観察、その他の日は毎日 1 回、全動物につ

いて生死確認を行った。 
投与期間には、全動物について、毎週 1 回、基準日（各週の 7 日）に詳細

な一般状態の観察及び基準日以外の日は毎日 1 回、生死確認を行った。 

② 体重測定  

検疫及び馴化期間には、全動物について、動物導入時（検疫開始日：－2
週-1 日）、最終検疫時（馴化開始日：－1 週-1 日）及び群構成時（馴化最終

日：0 週-0 日）に測定した。 
投与期間は、全動物について、14 週までは毎週、それ以降は 18、22、26、

30、34、38、42、46、50、52、54、58、62、66、70、74、78、82、86、
90、94、98、102 及び 104 週の基準日（各週の 7 日）に体重の測定を行っ

た。また、死亡動物の搬出時にも行った。 

③ 摂餌量の測定  

投与期間は、全動物について、14 週までは毎週、それ以降は 18、22、26、
30、34、38、42、46、50、52、54、58、62、66、70、74、78、82、86、
90、94、98、102 及び 104 週の基準日（各週の 7 日）に摂餌量の測定を行

った。 
摂餌量（1 匹 1 日当たり）は、原則として、給餌量（残餌量測定週の前週

の 7 日）と残餌量（摂餌量測定週の 7 日）の差を 7 日間で除して算出した。 

④ 摂水量の測定 

投与期間には、加圧ボンベ毎に、14 週までは毎週、それ以降は 18、22、
26、30、34、38、42、46、50、52、54、58、62、66、70、74、78、82、
86、90、94、98、102 及び 104 週の基準日（各週の 7 日）に摂水量の測定

を行った。 
摂水量（1 匹 1 日当たり）は、原則として、給水時の加圧ボンベ全体重量

（残水量測定週の前週の 7 日）と残水量測定時の加圧ボンベ全体重量（摂水

量測定週の 7 日）の差を計測週内の生存延べ匹・日数で除して算出した。 

⑤ 経口からの被験物質の摂取量 

摂水量（1 匹 1 日当たり）、設定濃度（800 ppm、1600 ppm）及び摂水量

測定週の動物の平均体重を用いて、体重 1kg 当りの 1 日の被験物質摂取量（g 
/ kg / day）を算出した。 
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⑥ 尿検査  

投与期間終期まで生存している採尿可能な動物について、新鮮尿を採取し、

尿試験紙 (マルティスティックス、バイエル社製) を用いて下記の項目につ

いて検査を行った。 
[検査項目] ｐＨ、蛋白、グルコース、ケトン体、ビリルビン、潜血、

ウロビリノーゲン 

⑦ 血液学的検査 

定期解剖時に生存していた採血可能な動物について、剖検直前にエーテル

麻酔下で腹大動脈より EDTA2 カリウム入り採血管に採血し、下記の項目

について検査した。検査方法・単位・小数点以下桁数は、資料１の TABLE A
に示した。 
なお、検査対象動物は解剖日前日夕方より絶食させた。 
[検査項目] 赤血球数、ヘモグロビン濃度、ヘマトクリット値、平均赤血球

容積(MCV)、平均赤血球ヘモグロビン量(MCH)、平均赤血球ヘ

モグロビン濃度(MCHC)、網赤血球比、血小板数、白血球数、

白血球分類 

⑧ 血液生化学的検査 

定期解剖時に生存していた採血可能な動物について、剖検直前にエーテル

麻酔下で腹大動脈よりヘパリンリチウム入り採血管に採血し、遠心分離して

得られた血漿を下記の項目について検査した。検査方法・単位・小数点以下

桁数は、資料１の TABLE A に示した。 
なお、検査対象動物は解剖日前日夕方より絶食させた。 
[検査項目] 総蛋白、アルブミン、A/G 比、総ビリルビン、グルコース、総

コレステロール、トリグリセライド、リン脂質、AST、ALT、
LDH、ALP、γGTP、CK、尿素窒素、クレアチニン、ナトリ

ウム、カリウム、クロール、カルシウム、無機リン 

⑨ 病理学的検査 

(イ) 剖検  
全動物について肉眼的観察を行った。 

(ロ) 臓器重量 
定期解剖動物について下記に示す各臓器の湿重量 (実重量) を電子天秤 

(メトラー，PM400) を用いて測定した。また、各臓器重量体重比 (臓器湿
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重量の搬出時体重に対する百分率) を算出した。 

副腎、精巣、心臓、肺、腎臓、脾臓、肝臓、脳 

(ハ) 病理組織学的検査  
全動物について下記の器官、組織を摘出し、10％中性リン酸緩衝ホルマ

リン溶液で固定後、それらを切り出し、パラフィン包埋、薄切、ヘマトキ

シリン・エオジン染色（ＨＥ染色）を行い、光学顕微鏡により検査した。 

皮膚、鼻腔 (3 箇所を横断) 、鼻咽頭、喉頭、気管、肺 (左肺に固定

液を注入する) 、骨髄 (大腿骨) 、リンパ節 (腋窩、腹壁等) 、胸腺、

脾臓、心臓、舌、唾液腺、食道、胃、小腸 (十二指腸を含む) 、大腸、

肝臓、膵臓、腎臓、膀胱、下垂体、甲状腺、上皮小体、副腎、精巣、

精巣上体、精嚢、前立腺、乳腺、脳、脊髄、末梢神経 (坐骨神経) 、
眼球、ハーダー腺、筋肉、骨 (大腿骨) 、肉眼的に変化のみられた器

官、組織 

なお、全動物の肝臓については、10％中性リン酸緩衝ホルマリン溶液で

固定後、それらを切り出し、パラフィン包埋、薄切、ＧＳＴ―Ｐ染色（注）を

行い、光学顕微鏡を用いて検査した。 
 

（注） 肝中央葉の 1 切片を 2 層デキストランの重合体視覚化システム

EnVision+(Dako、EV コペンハーゲン、デンマーク)を用い、抗 GST-P 抗体

により免疫組織化学的に染色した。 

  

(ニ) 一部の定期解剖動物の肝臓の一部を冷凍 (80℃以下) 保存した。 
 
（６）数値の取り扱いと表示及び統計方法 

① 数値の取り扱いと表示  

各数値データは測定機器の精度に合わせて表示した。 
チャンバー内の被験物質濃度については「ppm」を単位として、小数点以

下第 3 位まで測定し、小数点以下第 2 位を四捨五入し、小数点以下第 1 位ま

でを表示した。 
体重については「g」を単位とし、整数値の 1 の位まで測定し、表示した。 
摂餌量については「g」を単位とし、給餌量及び残餌量を小数点以下第１

位まで測定し、給餌量値から残餌量値を減じて摂餌量とした。この値を測定
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期間の日数で除し、1 匹の 1 日当たりの摂取量を算出し、小数点以下第 2 位

を四捨五入して小数点以下第 1 位までを表示した。 
摂水量については「g」を単位とし、給水量及び残水量を整数値で測定し、

給水量から残水量を減じて群の摂水量とした。この値を測定期間中の生存動

物の延べ匹・日数で除し、各群の 1 日当たりの平均摂水量を算出し、小数点

以下第 2 位を四捨五入して小数点以下第 1 位までを表示した。 
経口投与による被験物質の体重 kg 当りの 1 日摂取量は、摂水量に被験物

質の設定濃度を乗じ体重で除した値を g / kg body weight / day を単位とし

て、小数点以下第 4 位を四捨五入して小数点以下第 3 位まで表示した。 
臓器実重量については「g」を単位とし、小数点以下第 3 位まで測定し、

表示した。臓器重量体重比については臓器実重量値を搬出時体重で除し、パ

ーセント単位で小数点以下第 4 位を四捨五入し、小数点以下第 3 位までを表

示した。 
血液学的検査、血液生化学的検査は、資料１の TABLE A に示した単位及

び精度により表示した。 
なお、各数値データの平均値及び標準偏差は上記に示す桁数と同様になる

よう四捨五入を行い表示した。 

② 統計方法 

本試験で得られた測定値は、原則として、まず Bartlett 法により等分散の

予備検定を行い、その結果が等分散の場合には一元配置分散分析を行い、群

間に有意差が認められた場合は Dunnett の多重比較により平均値の検定を

行った。また、分散の等しくない場合には、各群を通して測定値を順位化し

て KruskalWallis の順位検定を行い、群間に有意差が認められた場合には

Dunnett 型の多重比較を行った。 
尿検査及び病理組織学的検査の非腫瘍性病変は、所見のみられなかった動

物をグレード 0、所見のみられた動物は、その所見の程度及び範囲等を基準

として 1～4 にグレード分けし、χ2検定を行った。 
なお、予備検定は 5%の有意水準で、最終検定は 5%及び 1%の有意水準で

両側検定を行った。 
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【結果】 

（1）動物の生死状況（資料 1 の FIGURE 2 及び TABLE 1 参照） 

試験期間をとおして、各群間で動物の生死状況に差はみられなかった。 
投与期間最終週（104 週）における動物の生存状況は、吸入 0+経口 0ppm 群

が 41/50 匹（82%）、吸入 0+経口 800ppm 群が 34/50 匹（68%）、吸入 0+経口

1600ppm 群が 40/50 匹（80%）、吸入 200+経口 0 ppm 群が 36/50 匹（72%）、

吸入 200+経口 800 ppm 群が 36/50 匹（72%）、吸入 200+経口 1600 ppm 群が

41/50 匹（82%）、吸入 400+経口 0 ppm 群が 37/50 匹（74%）、吸入 400+経口

800 ppm群が 43/50匹（86%）及び吸入 400+経口 1600 ppm群が 38/50匹（76%）

であった。 
吸入或いは経口単独投与群と複数媒体ばく露群の間で死亡率に統計的有意差

は認められなかった。 

 

（2）一般状態の観察所見 

群構成時（投与開始前）には、全ての動物は健康状態が良好で、一般状態に

異常な所見は認められなかった。 
投与開始後１週（投与開始後はじめての一般状態の詳細観察）では、立毛が

吸入 400+経口 0 ppm 群で 17/50 匹、吸入 400+経口 800 ppm 群で 16/50 匹及

び吸入 400+経口 1600 ppm 群で 20/50 匹に認められた。この所見は 2 週には吸

入 400+経口 1600 ppm 群の 1 匹を除いて全く認められなくなった。3 週以降は、

全ての群で DMF の複数媒体ばく露の影響と思われる特徴的な所見はみられな

かった。 

 

（3）体重（資料 1 の FIGURE 3、TABLE 2 参照） 

群構成時の体重は各群ともに 124 ± 7 g であり、良く揃っていた。 
投与開始後初めての測定の１週から、各群の体重は対照群と比較して増加の

抑制が認められた。すなわち、各群の体重の吸入 0+経口 0 ppm 群（対照群）

に対する百分率は、吸入 0+経口 800ppm 群：100％、吸入 0+経口 1600 ppm 群：

95％、吸入 200+経口 0 ppm 群：97％、吸入 200+経口 800 ppm 群：94％、吸

入 200+経口 1600 ppm 群：89％、吸入 400+経口 0 ppm 群：90％、吸入 400+
経口 800 ppm 群：89％及び吸入 400+経口 1600 ppm 群：88％であった。この

体重増加の抑制は、複数媒体ばく露を重ねる毎に顕著となり、ばく露開始後ほ
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ぼ１年（54 週）では、吸入 0+経口 0 ppm 群（対照群）に対する百分率は、吸

入 0+経口 800ppm 群：101％、吸入 0+経口 1600 ppm 群：97％、吸入 200+経
口 0 ppm 群：97％、吸入 200+経口 800 ppm 群：91％、吸入 200+経口 1600 ppm
群：87％、吸入 400+経口 0 ppm 群：81％、吸入 400+経口 800 ppm 群：75％
及び吸入 400+経口 1600 ppm 群：71％であった。さらに、最終計測のばく露

開始後 2 年（104 週）には、吸入 0+経口 800ppm 群：91％、吸入 0+経口 1600 
ppm 群：85％、吸入 200+経口 0 ppm 群：92％、吸入 200+経口 800 ppm 群：

87％、吸入 200+経口 1600 ppm 群：81％、吸入 400+経口 0 ppm 群：78％、

吸入 400+経口 800 ppm 群：76％及び吸入 400+経口 1600 ppm 群：71％であ

った。 

 

（4）摂餌量（資料 1 の FIGURE 4 及び TABLE 3 参照） 

投与開始後初めての測定の１週では、各群の摂餌量は、吸入 0+経口 0 ppm 群

（対照群）を 100 %としたとき、吸入 0+経口 800ppm 群：99 %、 吸入 0+経
口 1600ppm 群：93 ％、吸入 200+経口 0ppm 群：94 ％、吸入 200+経口 800ppm
群：89 ％、吸入 200+経口 1600ppm 群：83 ％、吸入 400+経口 0ppm 群：83 ％、

吸入 400+経口 800ppm 群：80 ％及び吸入 400+経口 1600ppm 群：80 ％であ

り、複数媒体ばく露濃度に対応した摂餌量の低値が認められた。それ以降、ば

く露開始後ほぼ１年（54 週）では、各群の摂餌量は、吸入 0+経口 0 ppm 群（対

照群）の 100 ％に対して、吸入 0+経口 800ppm 群：102 ％、吸入 0+経口

1600ppm 群：101 ％、吸入 200+経口 0ppm 群：98 ％、吸入 200+経口 800ppm
群：95 ％、吸入 200+経口 1600ppm 群：91 ％、吸入 400+経口 0ppm 群：95 ％、

吸入 400+経口 800ppm 群：93 ％及び吸入 400+経口 1600ppm 群：87 ％、ま

た、最終計測のばく露開始後 2 年（104 週）では、吸入 0+経口 0 ppm 群（対

照群）の 100 %に対して、吸入 0+経口 800ppm 群：107％、吸入 0+経口 1600ppm
群：100 ％、吸入 200+経口 0ppm 群：121 ％、吸入 200+経口 800ppm 群：

103 ％、吸入 200+経口 1600ppm 群：97 ％、吸入 400+経口 0ppm 群：101 ％、

吸入 400+経口 800ppm 群：103 ％及び吸入 400+経口 1600ppm 群：97 ％で

あった。 

 

（5）摂水量（資料 1 の FIGURE 5 及び TABLE 4 参照） 

投与開始後初めての測定の１週では、各群の摂水量は、吸入 0+経口 0 ppm 群
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（対照群）を 100 %としたとき、吸入 0+経口 800ppm 群：88 ％、吸入 0+経口

1600ppm 群：77 ％、吸入 200+経口 0ppm 群：83 ％、吸入 200+経口 800ppm
群：79 ％、吸入 200+経口 1600ppm 群：72 ％、吸入 400+経口 0ppm 群：79 ％、

吸入 400+経口 800ppm 群：77 ％及び吸入 400+経口 1600ppm 群：74 ％であ

り、複数媒体ばく露濃度に依存した摂水量の低下が見られた。それ以降、ばく

露開始後ほぼ一年（54 週）では、各群の摂水量は、吸入 0+経口 0 ppm 群（対

照群）の 100 ％に対して、吸入 0+経口 800ppm 群：103 ％、吸入 0+経口

1600ppm 群：98 ％、吸入 200+経口 0ppm 群：107 ％、吸入 200+経口 800ppm
群：98 ％、吸入200+経口1600ppm群：93 ％、吸入400+経口0ppm群：104 ％、

吸入 400+経口 800ppm 群：99 ％及び吸入 400+経口 1600ppm 群：98 ％、ま

た、最終計測のばく露開始後 2 年（104 週）では、吸入 0+経口 0 ppm 群（対

照群）の 100 %に対して、吸入 0+経口 800ppm 群：146％、吸入 0+経口 1600ppm
群：126 ％、吸入 200+経口 0ppm 群：106 ％、吸入 200+経口 800ppm 群：

99 ％、吸入 200+経口 1600ppm 群：88 ％、吸入 400+経口 0ppm 群：99 ％、

吸入 400+経口 800ppm 群：97 ％及び吸入 400+経口 1600ppm 群：96 ％であ

った。 

 

（6）吸入チャンバー内 DMF 濃度（資料 1 の TABLE ５参照）及び環境制御 

吸入チャンバー内の目標 DMF 濃度を、３、４及び５群（チャンバー番号：

CH-3、CH-4、CH-5）は 200 ppm 及び６、７及び８群（チャンバー番号：CH-6、
CH-7、CH-8）は 400 ppm として調整し、動物にばく露した。 
各吸入チャンバーの DMF 濃度監視結果は、全ばく露日の平均値が CH-3：

201.3 ± 2.0 ppm、CH-4：201.8 ± 2.9 ppm、CH-5：199.7 ± 1.7 ppm、

CH-6：400.0 ± 3.3 ppm、CH-7：401.3 ± 2.8 ppm 及び CH-8：400.7 ± 2.9 
ppm であり、ほぼ設定濃度に近似した値であった。 
また、吸入チャンバー内環境は、全飼育期間を通じて、設定の温度：23 ± 2 ℃、

湿度：55 ± 15 %及び換気回数 12 ± 1 回／時（換気量：860 Ｌ／分）に制御

され、動物は良好な環境で飼育された。 

 

（7）経口投与した DMF の摂取量（資料 1 の TABLE 6 参照） 

飲水の DMF 設定濃度を、１、４及び７群は 800 ppm 及び２、５及び８群は

1600 ppm に調製し、投与した。 

14 



測定した摂水量と体重値をもとに、経口投与した DMF の１日、体重 1kg 当

たりの摂取量を算出した。経口投与による DMF の摂取量は、吸入 0+経口

800ppm 群：0.030～0.086 g/kg/day、吸入 0+経口 1600ppm 群：0.059～0.157 
g/kg/day、吸入 200+経口 800ppm 群：0.031～0.082 g/kg/day、吸入 200+経口

1600ppm 群：0.062～0.159 g/kg/day、吸入 400+経口 800ppm 群：0.037～
0.085g/kg/day 及び吸入 400+経口 1600ppm 群：0.076～0.162g/kg/day であっ

た。 

 

（8）尿検査（資料 1 の TABLE 7 参照） 

ビリルビンの有意な低下が吸入 200+経口 0ppm 群、吸入 200+経口 800ppm
群、吸入200+経口1600ppm群、吸入400+経口0ppm群、吸入400+経口800ppm
群及び吸入 400+経口 1600ppm 群にみられた。蛋白の有意な低下が吸入 400+
経口 1600ppm 群にみられた。 

 

（9）血液学的検査（資料 1 の TABLE ８参照） 

ヘモグロビン及びヘマトクリット値の有意な低下が吸入200+経口0ppm群以

外の全ての投与群でみられた。また、平均赤血球容積(MCV)及び平均赤血球ヘ

モグロビン量(MCH)は全ての投与群で、また平均赤血球ヘモグロビン濃度

(MCHC)は吸入 0+経口 800ppm 群及び吸入 200+経口 0ppm 群以外の全ての投

与群で有意な低下がみられた。 
血小板数の有意な増加が吸入 200+経口 0ppm 群及び吸入 400+経口 0ppm 群

以外の全ての投与群でみられた。 
網赤血球比の有意な低下が吸入 200+経口 1600ppm 群及び吸入 400+経口

1600ppm 群で、また有意な増加が吸入 400+経口 800ppm 群でみられた。 
リンパ球比の有意な増加が 200+経口 1600ppm 群及び吸入 400+経口

1600ppm 群にみられた。 

 

（10）血液生化学的検査（資料 1 の TABLE 9 参照） 

総ビリルビン、総コレステロール、りん脂質、AST,ALT 及びγ－GTP の有

意な増加が全ての投与群でみられた。 
ALP の有意な増加が吸入 0+経口 800ppm 群、吸入 0+経口 1600ppm 群を除
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く全ての投与群にみられた。 
総蛋白は吸入 200+経口 0ppm 群、吸入 200+経口 800ppm 群、吸入 400+経

口 0ppm 群、吸入 400+経口 800ppm 群及び吸入 400+経口 1600ppm 群、トリ

グリセライドは吸入 0+経口 800ppm 群、吸入 0+経口 1600ppm 群、吸入 200+
経口0ppm群及び吸入200+経口1600ppm群、ＬＤＨは吸入200+経口1600ppm
群、吸入 400+経口 1600ppm 群、カルシウムは吸入 0+経口 800ppm 群、吸入

0+経口 1600ppm 群、吸入 200+経口 0ppm 群、吸入 200+経口 800ppm 群及び

吸入 400+経口 0ppm 群で、それぞれ有意な増加がみられた。 
また、アルブミンは吸入 400+経口 0ppm 群、吸入 400+経口 800ppm 群及び

吸入 400+経口 1600ppm 群で有意な増加、吸入 0+経口 800ppm 群と吸入 0+経
口 1600ppm 群で有意な低下がみられた。尿素窒素は吸入 0+経口 800ppm 群と

吸入 0+経口 1600ppm 群で有意な増加、吸入 400+経口 800ppm 群で有意な低

下がみられた。 
A/G 比は経口吸入 0+800ppm 群と吸入 0+経口 1600ppm 群、グルコースは吸

入 0+経口 1600ppm 群、吸入 200+経口 1600ppm 群、吸入 400+経口 800ppm
群及び吸入 400+経口 1600ppm 群、クレアチニンは吸入 200+経口 0ppm 群と

吸入200+経口800ppm群を除く全ての群で、ナトリウムは吸入0+経口800ppm
群、吸入 0+経口 1600ppm 群、吸入 200+経口 0ppm 群及び吸入 200+経口

800ppm 群で、それぞれ有意な低下がみられた。 
 

（11）剖検（資料 1 の TABLE 10 参照） 

肝臓の結節が DMF 投与量に応じた発生率の増加を示し、各群の発生動物数

（発生率）は、吸入 0+経口 0ppm 群：0 匹（0％）、吸入 0+経口 800ppm 群：4
匹（8％）、吸入 0+経口 1600 ppm 群：11 匹（22％）、吸入 200+経口 0 ppm 群：

16 匹（32％）、吸入 200+経口 800 ppm 群：26 匹（52％）、吸入 200+経口 1600 
ppm 群：45 匹（90％）、吸入 400+経口 0 ppm 群：22 匹（44％）、吸入 400+
経口 800 ppm 群：44 匹（88％）及び吸入 400+経口 1600 ppm 群：44（88％）

であった。 
また、肝臓の白色斑も DMF 投与量に応じた発生率の増加を示し、各群の発

生動物数（発生率）は、吸入 0+経口 0ppm 群：1 匹（2％）、吸入 0+経口 800ppm
群：1 匹（2％）、吸入 0+経口 1600 ppm 群：1 匹（2％）、吸入 200+経口 0 ppm
群：2 匹（4％）、吸入 200+経口 800 ppm 群：17 匹（34％）、吸入 200+経口

1600 ppm 群：16 匹（32％）、吸入 400+経口 0 ppm 群：10 匹（20％）、吸入

400+経口 800 ppm 群：26 匹（52％）及び吸入 400+経口 1600 ppm 群：27（54％）
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であった。 

（12）臓器重量（資料 1 の TABLE 11, 12 参照） 

肝臓の実重量は、吸入 200+経口 0ppm 群と吸入 400+経口 0ppm 群を除く全

ての投与群、体重比は、吸入 200+経口 0ppm 群を除く全ての投与群で吸入 0+
経口 0ppm 群に対して有意な増加が認められた。 
腎臓実重量は吸入 0+経口 800ppm 群、吸入 0+経口 1600ppm 及び吸入 200+

経口 0ppm 群で有意な増加、吸入 400+経口 0ppm 群、吸入 400+経口 800ppm
群及び吸入 400+経口 1600ppm 群で有意な低下がみられた。また、腎臓体重比

は全ての投与群で有意な増加がみられた。 
副腎、精巣、心臓、肺、脾臓及び脳の実重量は投与量に対応した低下がみら

れた。 
心臓、肺及び脳の体重比は投与量に対応した増加がみられた。 
 

（13）病理組織学的検査 

① 非腫瘍性病変（資料 1 の TABLE 13 参照） 

肝臓において、前腫瘍性病変である肝変異小増殖巣の発生が、吸入 0+経口

0ppm 群に比べて DMF 投与群で増加した。即ち、明細胞性小増殖巣は吸入 0+
経口800ppm群を除く全ての投与群で、好酸性小増殖巣は、吸入0+経口800ppm
群と吸入 0+経口 1600ppm 群を除く全ての投与群で、好塩基性小増殖巣は、吸

入 200+経口 1600ppm 群、吸入 400+経口 0ppm 群及び吸入 400+経口 800ppm
群で、また、肝海綿状変性が全ての投与群で発生増加がみられた。なお、胆管

増生は全ての投与群で発生減少が認められた。 
腎臓において、近位尿細管における褐色色素沈着が吸入 200+経口 800ppm 群、

吸入 200+経口 1600ppm 群、吸入 400+経口 0ppm 群、吸入 400+経口 800ppm
群及び吸入 400+経口 1600ppm 群で吸入 0+経口 0ppm 群に比べて有意な発生

増加が見られた。なお、慢性腎症については吸入 0+経口 800 ppm 群と吸入 0+
経口 1600 ppm 群に程度の増強、吸入 400+経口 800 ppm 群と経口 400+経口

1600 ppm 群に発生減少がみられた。 
その他、膵臓の萎縮は吸入 0+経口 800 ppm 群を除く全ての投与群で発生減

少認められた。また、甲状腺のＣ細胞増生は吸入 200+経口 1600 ppm 群と吸入

400+経口 1600 ppm 群、前立腺の過形成が吸入 400+経口 1600 ppm 群で発生

減少がみられた。 
その他の各組織・器官には DMF 投与によると思われる非腫瘍性病変の発生
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への影響は認められなかった。 

② 腫瘍性病変（資料 1 の TABLE 14 参照） 

肝臓において、DMF 投与群で肝細胞腺腫及び肝細胞癌の顕著な発生増加がみ

られた。 
肝細胞腺腫を持つ動物数（発生率）は、吸入 0+経口 0ppm 群：1 匹（2％）、

吸入 0+経口 800ppm 群：6 匹（12％）、吸入 0+経口 1600 ppm 群：8 匹（16％）、

吸入200+経口0 ppm群：15匹（30％）、吸入200+経口800 ppm群：28匹（56％）、

吸入 200+経口 1600 ppm 群：45 匹（90％）、吸入 400+経口 0 ppm 群：26 匹

（52％）、吸入 400+経口 800 ppm 群：43 匹（86％）及び吸入 400+経口 1600 ppm
群：46 匹（92％）であった。 
悪性度の高い肝細胞癌については、その組織学的特徴から二つのタイプに分

類された。タイプ 1 の肝細胞癌の組織像は、基本的に細胞質に富んでいて円形

の核を有する正常肝細胞に類似した肝細胞が充実性あるいは索状に配列してい

る（写真１参照）。タイプ 2 の肝細胞癌は、細胞質が乏しく紡錘形のクロマチン

に富んだ核を有する腫瘍細胞が充実性に増生する組織像を呈する（写真２参照）。

タイプ２の肝細胞癌は、タイプ 1 の肝細胞癌よりも低分化で悪性と考えられた。 
肝細胞癌を持つ動物数（発生率）は、吸入 0+経口 0ppm 群：0 匹（0％）、吸

入 0+経口 800ppm 群：0 匹（0％）、吸入 0+経口 1600 ppm 群：4 匹（8％）、

吸入 200+経口 0 ppm 群：1 匹（2％）、吸入 200+経口 800 ppm 群：6 匹（12％）、

吸入 200+経口 1600 ppm群：14匹（28％）、吸入 400+経口 0 ppm群：2匹（4％）、

吸入 400+経口 800 ppm 群：12 匹（24％）及び吸入 400+経口 1600 ppm 群：

14 匹（28％）であった。 
低分化型肝細胞癌を持つ動物数（発生率）は、吸入 0+経口 0ppm 群：0 匹（0％）、

吸入 0+経口 800ppm 群：0 匹（0％）、吸入 0+経口 1600 ppm 群：1 匹（2％）、

吸入 200+経口 0 ppm 群：0 匹（0％）、吸入 200+経口 800 ppm 群：5 匹（10％）、

吸入 200+経口 1600 ppm 群：5 匹（10％）、吸入 400+経口 0 ppm 群：2 匹（4％）、

吸入 400+経口 800 ppm 群：9 匹（18％）及び吸入 400+経口 1600 ppm 群：9
匹（18％）であった。 
肝臓腫瘍が死因と診断された動物は、吸入 200+経口 1600ppm 群：2/50 匹、

吸入 400+経口 0ppm 群：2/50 匹、吸入 400+経口 800ppm 群：4/50 匹及び吸

入 400+経口 1600ppm 群：4/50 匹であり、DMF 投与量に応じた増加傾向がみ

られた。しかしこの変化は、吸入 0+経口 0ppm 群（対照群）と比べて統計的有

意差はみられなかった（資料 1 の TABLE 1４参照）。 
その他の組織或いは器官に DMF 投与と関連する腫瘍の発生増加が認められ

18 



なかった。また、腫瘍の転移の増加は認められなかった（資料１の TABLE 15
参照）。 

③ GST-P 染色標本の光学顕微鏡による観察 

DMF 全投与群において、主として中心静脈周囲から広がるように、肝細胞が

GST-P に染まる所見が認められた。この所見を GST-P 陽性領域（GST-P 
positive area）と定義した。GST-P positive area は、中心静脈に近いほど GST-P
に濃く染まり、また中心静脈から離れるほど GST-P に薄く染まる傾向がみられ、

かつ、細胞毎に GST-P 染色性の程度は異なっていた。この所見は、DMF 全投

与群において認められ、投与用量に応じてその染色域の面積が広くなる傾向が

認められた。しかし、DMF を投与しない、吸入 0+経口 0 ppm 群では GST-P
陽性領域は全く認められなかった。 
一方、GST-P に均一に濃染した肝細胞の増殖巣が、対照群を含む全群で認め

られた。この肝細胞増殖巣は、その周囲の肝細胞とは境界が明瞭であり、染色

性は各細胞とも均一に濃染する傾向が見られた。GST-P陽性の肝細胞増殖巣は、

吸入 0+経口 0 ppm 群を含む全群で認められた。 
今回の試験においては肝臓腫瘍の発生が多くの個体に認められ、腫瘍発生動

物と発生していない動物、また腫瘍の大きさ及び数の違いにより、肝臓標本に

おいて、GST-P 陽性領域（GST-P positive area）と GST-P 陽性の肝細胞増殖

巣を観察できる領域が個体毎にまちまちであり、定量的データを得ることが不

可能であった。特に、２から３個の GST-P 陽性肝細胞からなる増殖巣の識別は

GST-P 陽性領域の妨害によりさらに定量的識別を困難にさせられた。 
従って、今回の試験の GST-P 染色標本の光学顕微鏡による観察では、DMF

投与量に応じて GST-P 陽性領域（GST-P positive area）が広いと思われたが、

GST-P 陽性の肝細胞増殖巣は、各群及び各個体間での観察結果を比較すること

は不可能であった。 
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【考察】 
DMF を雄ラットに 104 週間にわたり複数媒体（吸入及び経口）ばく露し、得られ

た動物の飲水量と飲水中 DMF 濃度及びばく露空気の DMF 測定値、体重値等を用い

て各群の推定 DMF 摂取量を算出し以下に示した。 
 
 

DMF 推定摂取量 
DMF 推定摂取量 (mg/kg/day) 

群名称 
吸入 飲水（経口） 合計 

I-0 + O-0 ppm 0 - 0 
I-0 + O-800 ppm 0 44 44 
I-0 + O-1600 ppm 0 82 82 
I-200 + O-0 ppm 121 - 121 
I-200 + O-800 ppm 121 44 165 
I-200 + O-1600 ppm 121 84 205 
I-400 + O-0 ppm 242 - 242 
I-400 + O-800 ppm 242 47 289 
I-400 + O-1600 ppm 242 96 338 

註） 

・I：Inhalation、O：Oral 
・1 日（6時間）当たりの呼吸量：561 ml/min, kg body weight × 60 分 × 6 時間/日＝0.202ｍ3/6hr,kg body weight 

Mauderly, J. L., Tesarek, J. E., Sifford, L. J., and Sifford, L. J. 1979. Respiratory measurements 

of unsedated small laboratory mammals using nonrebreathing valves. Lab. Anim. Sci. 29:323– 329.） 

・DMFの換算係数   Convertion factor( at 20℃ )：1 ppm＝3 mg/ｍ3

Environmental Health Criteria 114 Dimethylformamide. International Programme on Chemical Safety 

(IPCS). Geneva, World Health Organization (WHO), 1991. 

・従って、1日（6時間）の体重 1 kg当たりの吸入量（estimated amount of DMF uptake）は、1 ppmの吸入ばく

露によるDMFの推定摂取量（吸収率を 100%として計算）：3 mg/ｍ3×0.202ｍ3/6hr, kg body weight＝0.606 mg/ 

6hr, kg body weight 

 

各群の DMF 推定総摂取量は、単独吸入群では吸入 200+ 経口 0 ppm 群：121 
mg/kg/day 及び吸入 400 + 経口 0 ppm 群：242 mg/kg/day、単独経口投与群では吸

入 0 + 経口 800 ppm 群：44 mg/kg/day 及び吸入 0+経口 1600 ppm 群：82 mg/kg/day、
複数媒体ばく露群では吸入 200 + 経口 800 ppm 群：165 mg/kg/day、吸入 200 + 経
口 1600 ppm 群：205 mg/kg/day、吸入 400 + 経口 800 ppm 群：289 mg/kg/day 及

び吸入 400 + 経口 1600 ppm 群：338 mg/kg/day であった。 
 
104 週間にわたり DMF を複数媒体（吸入及び経口）ばく露し、ばく露期間中は、

動物の生死確認及び一般状態の観察、体重測定、尿検査（ばく露期間終期）、また、

ばく露終了後は、動物を解剖し、剖検、臓器重量測定、血液学的検査、血液生化学的

検査及び病理組織学的検査を行った。その結果、動物の生存率及び一般状態の観察結

果には DMF 投与による顕著な影響はみられなかった。一方、体重の増加抑制が全投

与期間を通じてみられた。また肝臓重量（実重量及び体重比）の増加がみられた。血
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液生化学的検査では、総ビリルビン、総コレステロール、リン脂質、AST、ALT、ALP、
γGTP の増加がみられた。肝臓には臓器重量（実重量と体重比）の増加が認められ、

組織所見としては、前腫瘍性病変である肝変異小増殖巣の発生増加が、また腫瘍性病

変としては、肝細胞腺腫、肝細胞癌及び低分化型肝細胞癌の発生増加がみられた。 
 
これらの所見について、吸入 0+経口 0ppm 群（対照群）を基準群とする各群間と

の検定に加えて、次の検定を行った。すなわち、経口単独投与影響に与える吸入ばく

露の影響を調べるために、吸入 0+経口 800ppm 群を基準群とし、吸入 200+経口 800 
ppm 群、吸入 400+経口 800 ppm 群の間、及び吸入 0+経口 1600ppm 群を基準群と

し、吸入 200+経口 1600 ppm 群、吸入 400+経口 1600 ppm 群の間の有意差検定を行

った。また、吸入単独の影響に与える経口投与の影響を調べるために、吸入 200+経
口 0 ppm 群を基準群とし、吸入 200+経口 800 ppm 群、吸入 200+経口 1600 ppm 群

の間、及び吸入 400+経口 0 ppm 群を基準群とし、吸入 400+経口 800 ppm 群、吸入

400+経口 1600 ppm 群の間の有意差検定を行った。その結果を次頁の表に示した。 
搬出時体重及び肝臓重量（実重量と体重比ともに）については、吸入 0+経口 0 ppm

群に対しては、吸入 200+経口 0 ppm 群を除く全群で有意な体重の低値と肝臓重量の

高値がみられ、その変化は DMF 推定総摂取量に対応していた。また、吸入 0+経口

800ppm 群或いは吸入 0+経口 1600ppm 群に対しては３つの複数媒体群（吸入 200+
経口 1600 ppm 群、吸入 400+経口 800 ppm 群及び吸入 400+経口 1600 ppm 群）、ま

た、吸入 200+経口 0 ppm 群或いは吸入 400 ppm+経口 0 ppm 群に対しては４つの複

数媒体群（吸入 200+経口 800 ppm 群、吸入 200+経口 1600 ppm 群、吸入 400+経口

800 ppm 群及び吸入 400+経口 1600 ppm 群）で有意な体重の低値と肝臓重量の高値

がみられた。 
血液生化学的検査では、肝機能パラメータである総ビリルビン、AST、ALT、ALP

及びγ－GTP が、吸入 0+経口 0 ppm 群に対しては、全 DMF 投与群で有意な高値が

みられた。特に、総ビリルビン、AST 及び ALT は、経口単独投与群（吸入 0+経口

800 ppm 群、吸入 0+経口 1600 ppm 群）及び吸入単独投与群（吸入 200+経口 0 ppm
群、吸入 400+経口 0 ppm 群）と比較して４つの複数媒体群（吸入 200+経口 800 ppm
群、吸入 200+経口 1600 ppm 群、吸入 400+経口 800 ppm 群及び吸入 400+経口 1600 
ppm 群）とも有意な高値を示した。また、各項目とも DMF 推定総摂取量が 242 
mg/kg/day である吸入 400+経口 0 ppm 群より DMF 推定総摂取量の少ない複数媒体

投与群の吸入 200+経口 800 ppm 群（DMF 推定総摂取量：165 mg/kg/day）と吸入

200+経口 1600 ppm 群（DMF 推定総摂取量：205 mg/kg/day）でより高値であった。
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 ＤＭＦの複数媒体投与の影響が顕著に見られた所見

吸入ばく露空気中DMF濃度 (ppm) 0 200 400
飲水中DMF濃度 (ppm) 0 800 1600 0 800 1600 0 800 1600

0 44 82 121 165 205 242 289 338
検査動物数 41 34 40 36 36 41 37 43 37

定期解剖時（１０５週）体重 (g) 平均値 410 369 a 346 a 378 359 a,c 333 a,b,c 324 a 313 a,b,c 290 a,b,c

標準偏差 67 41 44 26 18 29 41 20 29

肝臓実重量 (g) 平均値 12.108 14.027
a

14.144
a

12.848 14.274
a,c

16.452
a,b,c

12.700
a

15.217
a,b,c

15.455
a,b,c

標準偏差 2.042 1.587 2.015 2.182 1.817 2.976 2.993 2.529 2.950
肝臓体重比 (%) 平均値 3.002 3.841 a 4.183 a 3.421 3.981 a,c 4.998 a,b,c 3.943 a 4.877 a,b,c 5.312 a,b,c

標準偏差 0.609 0.555 1.022 0.693 0.552 1.133 0.996 0.877 0.877

総ビリルビン (mg/dl) 平均値 0.29 0.46 a 0.41 a 0.38 a 1.06 a,b,c 1.22 a,b,c 0.55 a 1.17 a,b,c 1.85 a,b,c

標準偏差 0.56 0.76 0.28 0.39 1.99 0.87 0.55 1.35 1.17
AST (IU/L) 平均値 113 217 a 383 a 204 a 520 a,b,c 947 a,b,c 273 a 408 a,b,c 487 a,b,c

標準偏差 91 186 564 117 420 1320 172 214 290
ALT (IU/L) 平均値 46 95 a 146 a 85 a 204 a,b,c 388 a,b,c 117 a 206 a,b,c 220 a,b,c

標準偏差 43 47 135 42 138 555 44 215 186
ALP (IU/L) 平均値 224 238 263 354 a 414 a,b 510 a,b,c 389 a 506 a,b,c 542 a,b,c

標準偏差 120 75 118 172 138 170 153 169 142
G-GTP (IU/L) 平均値 8 22 a 29 a 23 a 25 a 29 a 19 a 24 a,c 23 a

標準偏差 6 12 37 10 11 17 8 8 13

検査動物数 50 50 50 50 50 50 50 50 50

病理組織学的所見：前がん病変

肝変性細胞小増殖巣 20 14 31 a 37 a 41 a,b 46 a,b,c 45 a 46 a,b 47 a,b

病理組織学的所見：腫瘍性病変

肝細胞線種 1 6 a 8 a 15 a 28 a,b,c 45 a,b,c 26 a 43 a,b,c 46 a,b,c

肝細胞癌 0 0 4 a 1 6 a,b,c 14 a,b,c 2 12 a,b,c 14 a,b,c

肝細胞線種 + 肝細胞癌 1 6 a 12 a 16 a 30 a,b,c 46 a,b,c 26 a 45 a,b,c 47 a,b,c

低分化肝細胞癌 0 0 1 0 5 a,b,c 5 a,c 2 9 a,b,c 9 a,b,c

DMF推定総摂取量 (mg/kg/day)

a,b,c : 無処置対照群（吸入０＋経口0ppm群）との検定(a )，単独経口投与群（経口400ppm或いは経口800ppm）との検定(b )及び 単独吸入ばく露群（吸入200ppm或いは吸入400ppm）との検

定(ｃ ),  p<0.05 有意、項目１）はダンネッット多重比較検定を項目2）はカイ２乗検定を実施した。.

項目1)

項目2)
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IARC の発がん性評価（IARC、1999）によると、DMF はグループ 3（人に対す

る発癌物質に分類できない）に分類されている。その根拠として Malley ら（1994）
の報告、すなわち、DMF をラットとマウスに 2 年間吸入ばく露した実験で、発癌性

がみられなかったという報告が採用されていることが一部根拠となっている。 しか

し、最近、妹尾ら（2004）は、DMF を 200、400 及び 800ppm の濃度で 2 年間吸

入ばく露した実験から雌雄のラットに肝細胞腺腫と肝細胞癌、雌雄マウスに肝細胞

腺腫、肝細胞癌及び肝芽腫を発生させることを示した。 
本研究では、DMF を雄 F344 ラットに 104 週間、吸入と経口の複数媒体ばく露し

た結果、肝細胞腫瘍、特に悪性の肝細胞腫瘍の発生を著しく増加させるという結果

が得られた。すなわち、複数媒体投与群の肝細胞腺腫と肝細胞癌の発生は、単独経

口投与群及び単独吸入投与群と比較して有意な増加を示した。また、肝細胞癌のう

ち低分化型肝細胞癌の発生についても、単独経口投与群と比較して全ての複数媒体

投与群で有意な高値、単独吸入投与群の発生として吸入 200+経口 1600 ppm 群を除

いた複数媒体投与群で有意な高値を示した。肝臓腫瘍の発生と DMF 推定総摂取量

の関係についてみると、DMF 推定総摂取量がそれぞれ 165 と 205mg/kg/日である吸

入 200+経口 800 ppm と吸入 200+経口 1600 ppm の複数媒体ばく露群の両群に複数

媒体影響を示唆する結果が認められた。これらの 2 つの複数媒体ばく露群は、単独

吸入ばく露群である吸入 400+経口群（DMF 推定総摂取量 242mg/kg/日）より DMF
推定総摂取量が少ないにもかかわらずより大きく、特に肝細胞癌、さらに悪性度の

高い低分化型肝細胞癌の発生増加が顕著であった。 
複数媒体ばく露群における肝細胞腺腫の発生は、吸入或いは経口投与の単独ばく

露群の肝細胞腺腫の発生の合計の 1.2 から 2.0 倍に増加した(次頁図の（Ａ）参照)。 
また、肝細胞癌の発生は、吸入或いは経口投与の単独ばく露群の肝細胞癌の発生の

合計の 2.3 から 6.0 倍に増加した(次頁図の（Ｂ）参照)。 さらに、上記の肝細胞癌

より形態学的に悪性度の高い、低分化型の肝細胞癌の発生は、吸入或いは経口投与

の単独ばく露群の発生の合計に比べてさらに大きく増加した(次頁図の（Ｃ）参照)。   
本研究結果は、DMF 複数媒体ばく露による悪性の肝臓腫瘍の発生の増加は相加以

上の相乗作用があることを示した。 
従って、米国 EPA(2000)によって化学物質混合物の影響に適用された概念(「相乗

性」)に従うと、DMF に吸入と経口の複数媒体ばく露されたラットにみられた吸入

と経口の単独ばく露の２つの発癌作用の合計を上回る複数媒体投与による相乗作用

と考えられた。 
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単独:吸入200 ppm(121 mg/kg/day) / 経口800 ppm(44 mg/kg/day)

複数媒体:吸入200+経口800 ppm(165 mg/kg/day)

単独:吸入200 ppm(121 mg/kg/day) / 経口1600 ppm(82 mg/kg/day)

複数媒体:吸入200+経口1600 ppm(205 mg/kg/day)

単独:吸入400 ppm(242 mg/kg/day) / 経口800 ppm(44 mg/kg/day)

複数媒体:吸入400+経口800 ppm(289 mg/kg/day)

単独:吸入400 ppm(242 mg/kg/day) /経口1600 ppm(82 mg/kg/day)

複数媒体:吸入400+経口1600 ppm(338 mg/kg/day)

単独:吸入ppm(121 mg/kg/day) / 経口800 ppm(44 mg/kg/day)

複数媒体:吸入200+経口800 ppm(165 mg/kg/day)

単独:吸入200 ppm(121 mg/kg/day) / 経口1600 ppm(82 mg/kg/day)

複数媒体:吸入200+Orl-1600 ppm(205 mg/kg/day)

単独:吸入400 ppm(242 mg/kg/day) / 経口800 ppm(44 mg/kg/day)

複数媒体:吸入400+経口800 ppm(289 mg/kg/day)

単独:吸入400 ppm(242 mg/kg/day) / 経口1600 ppm(82 mg/kg/day)

複数媒体:吸入400+経口1600 ppm(338 mg/kg/day)

単独:吸入200 ppm(121 mg/kg/day) / 経口800 ppm(44 mg/kg/day)

複数媒体:吸入200+経口800 ppm(165 mg/kg/day)

単独:吸入200 ppm(121 mg/kg/day) / 経口1600 ppm(82 mg/kg/day)

複数媒体:吸入200+経口1600 ppm(205 mg/kg/day)

単独:吸入400 ppm(242 mg/kg/day) / 経口800 ppm(44 mg/kg/day)

複数媒体:吸入400+経口800 ppm(289 mg/kg/day)

単独:吸入400 ppm(242 mg/kg/day) / 経口1600 ppm(82 mg/kg/day)

複数媒体:吸入400+経口1600 ppm(338 mg/kg/day)

Incidences of hepatocellular adenomas (%)

Incidences of hepatocellular carcinomas (%)

Incidences of poorly differentiated hepatocellular carcinoma (%)

4

4

8

8

12

28

24

2

2

28

0 10 20 30 40

(B)

52

52

16

16

56

90

86

30

30

12

12

92

0 20 40 60 80 100

4

4

2

2

10

10

18

18

0 5 10 15 20

(C)

(A)

図   肝細胞腫瘍の発生比較
       (A)：肝細胞線維腫、(B)：肝細胞癌、(C)：低分化型の肝細胞癌
               ・      ：複数媒体ばく露群の各腫瘍の発生率
               ・      ：吸入単独ばく露群の各腫瘍の発生率
               ・      ：経口単独ばく露群の各腫瘍の発生率
             グラフ各棒中の数字：各腫瘍の発生率
             括弧内の数字：DMF推定総摂取量
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平成 15 年度に本試験の予備試験として実施した、DMF を 28 日間にわたり吸入と

経口の複数媒体ばく露した実験において、肝細胞の核内増殖抗原（PCNA）陽性細

胞の出現率は、吸入或いは経口単独ばく露それぞれの合計とくらべ複数媒体ばく露

でより大きいこと（相加以上の変化）を見出した(Ohbayashi ら、2008)。DMF の遺

伝毒性に関しては、広範囲な in vitro 及び in vivo の遺伝毒性試験結果の報告から、

遺伝毒性が陰性であると考えられている(IARC、1999)。DMF によって誘発された

肝細胞発がんの作用メカニズムは、非遺伝毒性或いはその活性代謝物による肝細胞

の死と肝細胞の再生増殖の増加が、DMF によって誘発される肝発がんにおいては重

要な役割を担っていると考えられた。 
DMF は 体 内 で N-methylformamide(NMF) に 代 謝 さ れ 、 さ ら に

N(hydroxymethyl)-N-methylformamide(HMMF)或いはメチルイソシアネートに変

化する。NMF やメチルイソシアネートは、強力な肝臓毒性物質であると報告され

（Kestell et al., 1987; Gescher, 1993; Mráz et al., 1989 and 1993）、これらの代謝

物質が肝細胞傷害と細胞増殖の原因となり、肝発がんに関与している可能性がある。

従って、肝臓腫瘍に関する DMF の吸入と経口の複数媒体ばく露による相乗効果を

説明するために、肝臓中の DMF 及びその有毒代謝物の両者についての体内負荷を

考慮した生理学的薬物動態モデル (physiologically based pharmacokinetic model)
などの定量的研究が必要と思われる。 
大気系及び水系にまたがって存在するクロロホルムを雄ラットに２年間にわたり

吸入と経口の複数媒体ばく露により腎臓腫瘍が相加を超えて発生増加することが報

告された(長野ら、2006)。従って、大気系、水系にまたがって存在し、複数の媒体

（経口、吸入）からばく露を受ける可能性のある DMF やクロロホルムのリスクア

セスメントは複数媒体影響を考慮する必要があることを提言する。 
 

【結論】 
雄ラットに 104 週間にわたり DMF を複数媒体（吸入及び経口）ばく露し、動物

の生死確認及び一般状態の観察、体重測定、尿検査、剖検、臓器重量測定、血液学

的検査、血液生化学的検査及び病理組織学的検査を行った。その結果、DMF の複数

媒体ばく露は肝発がんに対して相加以上の相乗作用があると結論した。 
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２．複数媒体影響の発生メカニズムに関する調査研究 

【方法と結果】 

（１）平成 16 年度 
クロロホルムを5日間繰り返し複数媒体ばく露させたラットの血液及び臓器

組織（腎臓、肝臓、脳、肺、脂肪）におけるクロロホルムの濃度を経時的に測

定し、単回（1 日間）ばく露した場合と比較し、以下の結果を得た。なお、投

与した被験物質は経口ばく露では安定同意体であるクロロホルム-d を用い、経

口ばく露由来と吸入ばく露由来のクロロホルムを分離して測定した。 
①血液中クロロホルムの蓄積性 
イ)吸入ばく露由来のクロロホルム 

１日間複数媒体ばく露の吸入ばく露由来のクロロホルムの濃度の推移を

Fig1-1 に、5 日間複数媒体ばく露の吸入ばく露由来のクロロホルムの濃度

の推移を Fig1-2 に示した。６時間ばく露中の各採血時間における１日間ば

く露の濃度に対する５日間ばく露の濃度の比率は 1.0～1.1（Fig1-2）であ

り、1 日間と 5 日間の複数媒体ばく露におけるクロロホルムの血液中濃度

の推移はほぼ等しかった。 
ロ)経口ばく露由来のクロロホルム 

１日間複数媒体ばく露の経口ばく露由来のクロロホルムの濃度の由来を

Fig1-1 に、５日間複数媒体ばく露の経口ばく露由来のクロロホルム濃度の

推移を Fig1-2 に示した。６時間ばく露中の各採血時間における１日間ばく

露の濃度に対する５日間ばく露の濃度の比率は各時間とも 1.0（Fig1-2）
であり、1 日間と 5 日間の複数媒体ばく露におけるクロロホルムの血液中

濃度の推移はほぼ等しかった。以上の結果から、反復ばく露によるクロロ

ホルムの血液中への蓄積性はないと判断した。 
②組織中クロロホルムの蓄積性 
イ)吸入ばく露由来のクロロホルム 

１日間複数媒体ばく露由来のクロロホルムの濃度の推移を Fig2-1 に、5
日間複数媒体ばく露動物の吸入ばく露由来のクロロホルムの濃度の推移

を Fig2-2 に示した。各採取時間における 1 日間ばく露動物の濃度に対す

る 5 日間ばく露動物の濃度の比率は肝臓：0.8～1.2、腎臓：0.8～1.1、脂

肪：1.1～1.2 の範囲にあり(Fig.2-2)、クロロホルムの肝臓、腎臓、脂肪に

おける組織中濃度の推移は 1 日間と 5 日間の複数媒体ばく露の間に差がみ

られなかった。 
ロ)経口ばく露由来のクロロホルム 
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1 日間複数媒体ばく露動物の経口ばく露由来のクロロホルムの濃度の推

移を Fig3-1 に、5 日間複数媒体ばく露動物の経口ばく露由来の推移を

Fig3-2 に示した。各採取時間における 1 日間ばく露動物の濃度に対する 5
日間ばく露動物の濃度の比率は肝臓：0.8～1.1、腎臓：1.1～1.2、脂肪：

0.9～1.1 の範囲にあり(Fig.3-2)、クロロホルムの肝臓、腎臓、脂肪におけ

る組織中濃度の推移は 1 日間と 5 日間の複数媒体ばく露の間に差がみられ

なかった。以上の結果から、反復ばく露によるクロロホルムの各組織への

蓄積性はみられなかった 
 
（２）平成 17 年度 

①吸入ばく露動物における胆汁採取方法の確立 
クロロホルムの複数媒体ばく露による複数媒体メカニズムを胆汁中のク

ロロホルム代謝物の面から解明するために、吸入ばく露動物における胆汁採

取方法の確立及び胆汁中のクロロホルム代謝物の測定方法について検討し

た。吸入ばく露動物における胆汁採取方法は、以下のような状況で吸入ばく

露しながら胆汁を採取することが可能となった。 
イ）動物を吸入ばく露用ホルダーに固定し、吸入ばく露をしながら胆汁を

採取した 
ロ）胆汁が一定の流量（１分間に約１ｍL）で排出し、良好な再現性が得

られた 
ハ）動物に負担をかけることなく、１匹の動物から連続に胆汁を採取した 

②胆汁中のクロロホルム代謝物の定性及び安定性 
クロロホルム代謝物標準品及びクロロホルムをばく露して採取した胆汁

のマススペクトルから認められた 639m/z のピークはクロロホルム代謝物の

分子量 640 からプロトンが脱離したクロロホルム代謝物の偽分子イオンの

ピークであった(Fig.4)。また、13C 体のクロロホルムを投与した胆汁中のマ

ススペクトルで認められた 640m/z のピークは、投与したクロロホルムの

13C の炭素がグルタチオン代謝物として認められた(Fig.5)ことから､クロロ

ホルムがホスゲンを由来して、クロロホルム代謝物として胆汁中に排泄され

たことが証明された。 
胆汁中のクロロホルム代謝物の安定性に関して、37℃では、わずか 10 分

で初期濃度の半分まで濃度が低下した(Fig.6)。そこでクロロホルムをばく露

して採取した直後の胆汁を、LC-MS で測定するために蒸留水で 50 倍希釈し

た溶液の安定性は、60 分以上経過しても初期濃度をほぼ維持していた(Fig.7)。
このことから、クロロホルム代謝物は上記のしたように胆汁中の溶液では不
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安定であるが､蒸留水に 50 倍以上に希釈することにより安定であることが

わかった。 
 
（３）平成 18 年度 

平成１７年度に確立した分析法により、クロロホルムをラットに複数媒体ば

く露し、胆汁中のクロロホルム代謝物の濃度を測定し、単独ばく露した測定結

果と比較し、以下の結果を得た。 
①単独吸入ばく露による胆汁中クロロホルム代謝物及びグルタチオンの分析 

クロロホルム代謝物の濃度は、ばく露開始 1 時間目からばく露時間の経過

にともなって上昇し、ばく露 5 時間で最高濃度に達した。ばく露を終了する

と、ばく露終了後 1 時間で急速に濃度が減衰し、ばく露終了後 3 時間目では

ほぼ消失した。胆汁中のグルタチオン濃度は、クロロホルム代謝物の濃度上

昇より遅れて上昇し、ばく露終了後 2 時間目に最高濃度に達した(Fig.8)。 
②単独経口投与による胆汁中クロロホルム代謝物及びグルタチオンの分析 

クロロホルム代謝物の濃度は、投与開始 1 時間目から緩やかに上昇し、

投与 6 時間後に約 200μg/mL の最高濃度に達し、その後、緩やかに濃度が

減衰した。胆汁中のグルタチオン濃度は、クロロホルム代謝物の濃度上昇よ

り遅れて上昇し、クロロホルムを投与してから 8 時間後に約 400μg/mL に

達した(Fig.9)。 
③複数媒体ばく露による胆汁中クロロホルム代謝物及びグルタチオンの分析 

経口投与由来のクロロホルム代謝物の濃度は、投与開始 1 時間目から緩

やかに上昇し、投与 4 時間後に約 200μg/mL の濃度に達し、その後、緩や

かに濃度が減衰した。また、吸入ばく露由来では、クロロホルム代謝物の

濃度は、ばく露開始 1 時間目からばく露時間の経過にともなって上昇し、

ばく露 6 時間で最高濃度に達した。ばく露を終了すると、ばく露終了後 1
時間で急速に濃度が減衰し、ばく露終了後 3 時間目でほぼ消失した。胆汁

中のグルタチオン濃度は、クロロホルム代謝物の濃度上昇より遅れて上昇

した(Fig.10)。 
これらの結果から、複数媒体ばく露によるクロロホルムの胆汁中におけ

る代謝物の推移は、単独で経口投与あるいは単独で吸入ばく露したクロロ

ホルムの胆汁中における代謝物の推移とよく類似した結果であり､クロロ

ホルムの胆汁中における代謝物の推移の複数媒体ばく露による影響は認め

られなかった。 
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【まとめ】 
平成 16 年度から 18 年度の結果を下記にまとめると、 
イ）クロロホルム未変化体は、5 日間の複数媒体投与での繰返しばく露による

体内への蓄積性は認められなかった。 
ロ）クロロホルムをラットへばく露すると胆汁中に代謝物としてホスゲンのグ

ルタチオン抱合体が認められた。この抱合体は胆汁中で不安定であり、そのまま

では分析が困難であるが、クロロホルムをばく露して採取した胆汁を直ちに希釈

処理するとホスゲンのグルタチオン抱合体は安定であり、正確に測定することが

可能であった。 
ハ）クロロホルムの複数媒体ばく露と単独の吸入ばく露及び経口投与の胆汁中

クロロホルム代謝物の濃度推移を比較した結果、複数媒体ばく露による影響がな

いことがわかった。 
 
【考察及び今後の課題】 

平成 16 年度のクロロホルムの体内蓄積性に関する調査研究から、ばく露したク

ロロホルムが複数媒体の繰り返しばく露により特定の組織に蓄積することがない

ことがわかった。このことは、クロロホルムの複数媒体による生体影響により、

投与したクロロホルムの未変化体が組織に蓄積して、特に腎臓へ毒性影響を及ぼ

したことは支持されなかった。このことを受けて、平成 17 年度及び平成 18 年度

ではクロロホルムの代謝物であるホスゲンの体内での影響という面からクロロホ

ルムの複数媒体影響のメカニズムを調査した。この研究から、肝臓においてクロ

ロホルムから生成したホスゲンは、グルタチオン代謝により直ちに代謝解毒する

ことが明らかであった。しかし、腎臓においては、肝臓のような胆汁へ解毒する

代謝システムが存在しないため、同手法では腫瘍が発生している腎臓へのアプロ

ーチは困難であった。腎臓では、ホスゲンの毒性を強く受ける可能性があり、特

に複数媒体ばく露のように、標的組織が吸入と経口の両面から同時にクロロホル

ムにばく露された場合、腎臓がより強くホスゲンの毒性影響を受けて尿細管上皮

細胞が損傷し、その修復過程において細胞増殖を介して発がんが起こったことが

示唆される。 
クロロホルムの複数媒体ばく露による腫瘍発生の標的臓器は腎臓であるが、ホ

スゲンの体内における存在時間はきわめて短いため、ホスゲン自体をダイレクト

にとらえることは現在の技術では困難である。従って、複数媒体影響の発生メカ

ニズムの解明に関して、今後の検討項目としてクロロホルムをホスゲンに代謝す

る第一相代謝反応の酵素である CYP2E1 の活性について検討することが重要であ

る。すなわち、クロロホルムを単独ばく露したラットの腎臓と、複数媒体ばく露
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した肝臓中の薬物代謝酵素（CYP2E1）を比較すると、複数媒体ばく露した腎臓中

ではその活性がより高く誘導された可能性が考えられる。従って、今後のクロロ

ホルムのメカニズム影響の検討項目としては、複数媒体ばく露による腎臓中での

ホスゲン生成と関連する薬物代謝酵素であるCYP2E1の挙動についてそのmRNA
を測定し、腎臓内でのクロロホルムの複数媒体影響について検討することが必要

であると考えられる。 
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Ⅲ. 総括 
１．複数媒体ばく露による長期試験 

DMF を 0 ppm、200 ppm 及び 400 ppm の濃度に調整した空気の吸入（全身

ばく露）と DMF を 0 ppm 、800 ppm 及び 1600 ppm の濃度に調製した飲水の

経口投与（飲水の自由摂取）を組合わせた計 9 群構成での吸入と経口の同時投与、

すなわち複数媒体ばく露を 104 週間（2 年間）行った。ばく露期間中は、動物

の生死確認及び一般状態の観察、体重測定、尿検査（ばく露期間終期）、また、

ばく露終了後は、動物を解剖し、剖検、臓器重量測定、血液学的検査、血液生化

学的検査及び病理組織学的検査を行い、DMF の長期複数媒体ばく露の影響を検

索した。 
各吸入チャンバーの DMF 濃度は、全ばく露期間を通じて、設定濃度の 200 

ppm 及び 400 ppm とほぼ近似した値に制御され、飲水中の DMF 濃度も全投与

期間を通じて、設定濃度の 800 ppm 及び 16000 ppm とほぼ近似した値に調製さ

れた。また、動物の飼育期間中の環境は、設定の環境基準で制御され、動物は良

好な飼育環境で飼育された。 
動物の生死状況に顕著な群間差は認められなかった。一般状態の観察では、

DMF 複数媒体ばく露の影響と思われる特徴的な所見は認められなかった。体重

の推移は、DMF 投与群にばく露開始直後より複数媒体ばく露濃度に依存した体

重増加の抑制が見られ、その傾向は最終計測の 104 週まで継続した。摂餌量は、

吸入 200+経口 800 ppm 群、吸入 200+経口 1600 ppm 群、吸入 400+経口 0 ppm
群、吸入 400+経口 800 ppm 群及び吸入 400+経口 1600 ppm 群で、ほぼ全投与

期間を通じて低値を示し、体重の増加抑制との関連が示唆された。飲水量は、吸

入 200+経口 1600 ppm 群と吸入 400+経口 1600 ppm 群で、ほぼ全投与期間を

通じて低値で推移し、体重の増加抑制との関連が示唆された。 
実施した検査においては、DMF ばく露による肝臓毒性及び肝腫瘍の発現と関

連性の高いと思われる項目に顕著な変化が認められた。すなわち、総ビリルビン、

総コレステロール、AST、ALT 及びγ-GTP の増加、剖検における肝臓の結節及

び白色斑発生率の増加、肝臓の実重量及び体重比の増加がみられた。また、非腫

瘍性病変では前腫瘍性病変である肝変異小増殖巣の発生増加、腫瘍性病変では

DMF 投与群で肝細胞腺腫及び肝細胞癌の顕著な発生増加があった。 
複数媒体ばく露群の肝臓腫瘍の発生は、吸入或いは経口の単独ばく露群と比較

して有意に増加した。特に、複数媒体ばく露群の吸入 200+経口 800ppm 群（DMF
推定総摂取量：165mg/kg/day）と吸入 200+経口 1600ppm 群（DMF 推定総摂

取量：205mg/kg/day）の発生率は、吸入 400+経口 0ppm の単独吸入ばく露群

（DMF 摂取量 242 mg/kg/day）より DMF 推定総摂取量が少ないにもかかわら
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ず肝臓腫瘍の発生率が高かった。さらに、DMF 複数媒体ばく露群の肝細胞癌の

発生率は、複数媒体ばく露群の吸入ばく露濃度と経口投与濃度に対応する単一吸

入ばく露群と単一経口ばく露群の肝細胞癌の発生率の合計を大きく上回った。特

に、複数媒体ばく露群における悪性度の高い低分化型の肝細胞癌の発生は、吸入

或いは経口単独ばく露群と比較して顕著に増加した。 
これらの結果から、DMF の複数媒体ばく露は、肝発がんに対して相加以上の

相乗作用があると結論した。 
 
２．複数媒体影響の発生メカニズムに関する調査研究 

平成 16 年度のクロロホルムの体内蓄積性に関する調査研究から、ばく露した

クロロホルムが複数媒体の繰り返しばく露により特定の組織に蓄積することが

ないことがわかった。このことは、クロロホルムの複数媒体による生体影響によ

り、投与したクロロホルムの未変化体が組織に蓄積して、特に腎臓へ毒性影響を

及ぼしたことは支持されなかった。このことを受けて、平成 17 年度及び平成 18
年度ではクロロホルムの代謝物であるホスゲンの体内での影響という面からク

ロロホルムの複数媒体影響のメカニズムを調査した。この研究から、肝臓におい

てクロロホルムから生成したホスゲンは、グルタチオン代謝により直ちに代謝解

毒することが明らかであった。しかし、腎臓においては、肝臓のような胆汁へ解

毒する代謝システムが存在しないため、同手法では腫瘍が発生している腎臓への

アプローチは困難であった。腎臓では、ホスゲンの毒性を強く受ける可能性があ

り、特に複数媒体ばく露のように、標的組織が吸入と経口の両面から同時にクロ

ロホルムにばく露された場合、腎臓がより強くホスゲンの毒性影響を受けて尿細

管上皮細胞が損傷し、その修復過程において細胞増殖を介して発がんが起こった

ことが示唆された。 
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