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採択 

経済協力開発機構（OECD）の化学物質の試験に関するガイドラ
イン 

90 日間（亜慢性）吸入毒性試験 

要約 

1. 本改訂版試験ガイドライン 413（TG 413）は、亜慢性期間（90 日間）の吸入

経路による被験化学物質の毒性を十分に明らかにし、定量的な吸入リスク評価に向

け頑健なデータを提供するよう設計されている。本試験ガイドライン改訂の主要な

推進力となったのは、ナノ材料に関する試験への対応、ならびに吸入ガス、蒸気お

よびエアロゾルの試験に関し進歩を遂げている科学の現状反映であった。今回の改

訂では、主試験の実際のデザイン、被験化学物質の物理的形状（ガス、蒸気、液体

のエアロゾル、または固体のエアロゾル）への依存性、ならびに、用量設定試験ま

たはそれ以外の情報から、被験化学物質が肺に沈着および残留し、局所または全身

への悪影響発現を示すか否かについて特に取り上げている。最低でも主試験はげっ

歯類の雄 10 匹および雌 10 匹の群からなり、被験化学物質には 3 段階以上の濃度レベ

ルで 90 日間（13 週間）にわたり 6 時間／日、また濾過空気（陰性対照）または溶媒

（溶媒対照）に曝露させる。次いで、曝露期間終了後、24 時間以内に動物を屠殺す

る。1 週間当たりの曝露日数は通常 5 日間であるが、1 週間当たり 7 日間曝露しても

よい。すべての被験化学物質について、気管支肺胞洗浄（BAL）を実施する。これ

を達成するため、肺を次のとおり分割する。左肺は病理組織検査に用い、右肺は気

管支肺胞洗浄液（BALF）の分析に用いる。回復群を計画する場合、回復群も肺の分

割による BAL 分析を可能とする。被験化学物質が肺に残留する可能性がある場合、

試験責任者は、肺クリアランスに関わる挙動および移動について情報提供可能な肺

負荷量測定（後者は、被験化学物質が固体のナノ材料の場合、特に関連する）など、

追加の曝露後観察（PEO）期間を検討できる。本試験ガイドラインでは、被験化学

物質の全体的な毒性をより詳細に明らかにするため、トキシコキネティクスならび

に／または全身毒性評価（例えば、免疫、肝臓、神経および／もしくは心血管への

影響の評価）など、任意の追加調査も提案する。追加所見およびその解析に関する

さらなるガイダンスは、改訂版ガイダンス文書 39 (1)に見出せる。 
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はじめに 

2. OECD の化学物質の試験に関するガイドラインは、毒性学的反応の評価にお

ける科学的進歩、動物愛護の観点および規制ニーズの変化を踏まえて定期的に見直

しされている。亜慢性吸入試験ガイドライン 413（TG 413）の初版(2)は、1981 年に

採択された。本ガイドラインは、科学の現状を反映し、現在および将来の規制上の

ニーズを満たすため、2009 年に改訂された。今回の最新改訂版の主要な推進力とな

っているのは、ナノ材料を含んだ粒子エアロゾルの試験への対応である。ナノ粒子

と微粒子は連続体として共存し、処理されたナノ粒子の試料は、その発生方法およ

び物理化学的組成に応じ、試験空気中で凝集する傾向があると認められる。今回の

最新版で最も注目すべき特徴は、次のとおりである。 

● 今回の改訂では、病理組織検査および BAL分析に向けた肺の分割により、す

べての被験化学物質を対象に実施される気管支肺胞洗浄液（BALF）の具体

的な測定結果を必要とする。計画された回復群も BALF 分析の対象とする。 

● 用量設定試験またはそれ以外の関連情報から、吸入された試験粒子が難溶性

で、肺に残留する可能性があると示唆される場合、肺における粒子の肺沈着

および残留に関する情報を提供する肺負荷量測定を実施する。曝露終了後 24
時間以内に、すべての被験化学物質を対象に BALF 分析および肺負荷量測定

を実施し、1～2 回の追加の曝露後観察（PEO）間隔で行える。追加の PEOの

必要性、曝露後間隔の持続期間、および PEO のタイミングは、試験の目的、

ならびに用量設定試験および／またはそれ以外の関連情報の結果に基づき、

試験責任者が判断する（例えば、肺内残留の測定には PEO-1；また、クリア

ランス動態の評価に肺負荷量測定を 3 回要する場合には PEO-1、PEO-2、
PEO-3；補遺および GD 39 参照）。 

● 主試験の濃度レベル評価のため主に実施される（1 回または複数の）用量設

定試験は、BALF 分析も対象とすべきであり、肺負荷量測定も対象にできる。

用量設定試験は、肺機能の性別による感受性差、体温などに関する情報を提

供するデザインにすることも考えられるが、頑健性を失わないよう慎重に計

画とバランスをとるべきである。 

● TG 413 の 2009 年版では、微粒子のエアロゾルの空気動力学的質量中央径

（MMAD）が 1～3 μm、幾何標準偏差（σg または GSD）が 1.5～3.0 であるこ

とを要件とした。ナノ範囲のエアロゾルの試験に適応し肺領域での沈着を増

強するため、可能な限り新たな基準である MMAD 2 µm 以下、σg 1～3 を満た

すこと。本基準を満たせない場合、粉砕など本基準を満たすため講じられた

取り組みに関する記述を含め、その正当性を試験報告書に示す（GD 39 参

照）。 

3. 亜慢性吸入毒性試験は主に、職業環境における作業員のリスクを評価するた

めの規制濃度を得るために使用される。この試験は、ヒトの居住、消費者、輸送、

環境に関するリスクの同定および評価にも用いられる。本ガイドラインでは、被験

化学物質に 1 日 1 回 90 日間反復吸入曝露後の悪影響を明らかにできる。亜慢性吸入



 OECD/OCDE 413 │ 3  
 

© OECD 2018 

毒性試験由来データは、定量的リスク評価および慢性試験の濃度選択に使用できる。

本試験ガイドラインで用いられる専門用語の定義は、GD 39 (1)に見出せる。 

最初に考慮すべき事項 

4. 試験の質を向上させ、動物の使用を最小限にし、試験を繰り返す必要性を回

避するため、主試験の実施前に、試験実施施設は被験化学物質に関する入手可能な

すべての情報を検討する。適切な試験濃度の選択に役立つことになる情報には、被

験化学物質の同一性、化学構造、物理化学的特性、in vitro または in vivo 毒性試験の

結果、予測される用途およびヒト曝露の可能性、構造的に関連する化学物質につい

て入手可能な（Q）SARデータおよび毒性データ、ならびに他の反復曝露試験由来デ

ータが含まれると考えられる。固体のエアロゾルを検討する場合、肺におけるその

残留および動態に関する情報を得ることが有用である。全身毒性（例えば、免疫毒

性、神経毒性、肝毒性、心血管系への影響）が試験の過程で予測または観察される

場合、試験責任者は、関連する毒性学的エンドポイントの適切な評価結果を含める

選択を行える。特定の検査に関連する曝露のタイミングはきわめて重要であると考

えられるが、そうした付加的な活動の実施を、主試験のデザインの妨げとはしない

こと。 

5. 被験化学物質が（単一または複数の）難溶性物質のエアロゾルとして生成さ

れる場合、溶解度の測定を含む次元、形態、および物理化学的特性評価を可能な限

り実施する。ナノ材料の特性評価については、試験責任者は、「製造されたナノ材

料の適用性に関する OECD 試験ガイドラインの予備審査」(3)ならびに「試料調製お

よび粒子量測定に関するガイダンス文書」(4)を参照する。 

6. 緩徐に除去される難溶性粒子の呼吸可能な（または肺胞の）分画は、各連続

曝露期間に蓄積する可能性がある。肺内残留の程度は、肺負荷量測定により評価で

きる。これらの粒子の一部は、生体内に広く移動し分布する可能性がある。肺関連

リンパ節（LALN）の負荷量測定は移動を示すことができ、標的器官の負荷量測定に

よりさらに実証できる。移動の影響は、全身毒性作用を考慮することにより評価で

きる。肺負荷量データは、ヒトリスク評価用の実験動物において、毒性所見の妥当

性を排除するのに用いることはできない。詳細なガイダンスは、GD 39 (1)に示され

ている。 

7. 腐食性または刺激性の被験化学物質の希釈は、望ましい毒性の程度となる濃

度で検討できる。動物をこれらの被験化学物質に曝露させる場合、目標濃度は、顕

著な疼痛および苦痛を生じない十分な低濃度とするが、その濃度反応曲線は、規制

上および科学上の試験の目的に達するレベルを示すのに十分であること。その濃度

については、望ましくは、きわめて重要なエンドポイント、刺激の閾値、および発

現時期に関する情報を提供する、適切にデザインされた用量設定試験に基づいてそ

の都度選択する（段落 14～16 参照）。濃度選択の正当性を示すこと。 

8. 疼痛で明らかに瀕死の動物、あるいは重度の持続的な苦痛の徴候を示す動物

は、人道的に屠殺する。瀕死動物は、試験中に死亡した動物と同様にみなされる。

瀕死動物または重度の苦しみを示す動物を屠殺する判断基準、および予測可能な死

亡か差し迫った死亡かの認識に関するガイダンスは、「人道的エンドポイントとし

ての臨床徴候の認識、評価、使用に関する OECD ガイダンス文書 19」（GD 19）(5)
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のテーマとなっている。 

試験方法の説明 

動物種の選択 

9. 一般に用いられている実験室系統の健康な若齢成熟げっ歯類を使用する。望

ましい動物種はラットである。他の動物種を用いる場合には、その正当性を示すこ

と。 

動物の準備 

10. 雌は未経産で非妊娠のものを用いる。無作為化日の動物は、7～9 週齢の若齢

成体とする。体重は、性別ごとの平均体重の±20%以内とする。動物は無作為に選び、

個体識別ができるように印を付け、試験開始前に飼育ケージで 5日間以上飼育して飼

育室の条件に馴化可能にする。 

動物の飼育 

11. 観察を容易にし混乱を避けるため、望ましくは皮下トランスポンダーにより、

動物を個体識別する。実験での動物飼育室の温度は 22 ± 3°C とする。相対湿度は、

理想的には 30～70%の範囲に維持する。曝露前および曝露後、動物は通常性別およ

び濃度別にケージで群飼するが、1 ケージ当たりの動物数は、各動物の明確な観察の

妨げにせず、喰殺および闘争による損失を最小限に抑える。鼻部のみの曝露を用い

る場合、拘束チューブにより動物に過度の物理的、熱的、運動抑制ストレスを課さ

ないこと。飼育室データにより、これらのストレスが懸念されないことが立証され

ている場合を除き、動物を拘束チューブに馴化させる。エアロゾルを全身チャンバ

ーで曝露させる動物は、曝露中個別に収容することで、ケージ内同居動物の被毛を

介した被験エアロゾルの濾過を回避できる。曝露中を除き、従来の認証された実験

室用飼料を使用できると共に、市中の飲料水を無制限に供給する。照明は人工照明

で 12 時間明期、12 時間暗期の順序とする。 

吸入チャンバー 

12. 亜慢性吸入毒性試験は、常に動的吸入チャンバーにおいて実施される。気流

のない静的吸入チャンバーの使用は認められない。吸入チャンバーを選択する場合、

被験化学物質の性質および試験の目的を考慮する。液体または固体のエアロゾル、

および凝縮してエアロゾルを形成可能な蒸気の試験では、望ましい曝露様式は鼻部

のみ（この用語は、頭部のみ、鼻部のみ、または吻部のみを包含する）である。特

別な目的の試験であれば、動的全身曝露様式を用いることでより優れた結果を獲得

可能であるが、そのことを試験報告書で正当化すること。全身チャンバーを用いる

場合、環境の安定性を確保するため、被験動物の総体積はチャンバーの体積の 5%を

超えないこと。鼻部のみおよび全身の曝露法の原則とその特有の利点および欠点は、

GD 39 (1)で検討されている。  
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毒性試験 

限界濃度 

13. 検討する最大濃度については、1）達成可能な最大濃度、2）十分な酸素供給

を維持する必要性、および／または 3）動物愛護に関する検討事項を考慮する。デー

タに基づく限度がない場合、国連の化学品の分類および表示に関する世界調和シス

テムの急性試験の限度を使用できる（すなわち、最大濃度の限度はエアロゾル 5 
mg/L、蒸気 20 mg/L、ガス 20,000 ppm）。ガスまたは高揮発性の被験化学物質（冷却

剤など）を検討する場合、この限度を超える必要があれば、その正当性を示すこと。

粒子の場合、2 mg/L 超でのエアロゾルの試験は、呼吸可能粒子径を維持／達成可能

な場合にのみ試みる（GD 39 参照）。 

用量設定試験 

14. 主試験のデザインは、用量設定試験の間に得られた情報に大いに左右される。

頑健な主試験の実施に十分な情報が既に存在する場合を除き、用量設定試験を実施

する。用量設定試験の主要な目的は、主試験の濃度レベル選択に関する情報提供に

あるが、頑健な主試験を保証可能な追加情報も提供できる。このことは、難溶性の

固体のエアロゾルを検討する場合、特に当てはまる。用量設定試験では、例えば、

分析方法、粒径分布、全身毒性、トキシコキネティクス、肺における被験化学物質

の溶解度、粒子の移動、毒性機序の発見、臨床病理検査（すなわち、血液学的検査

／血液生化学的検査）、病理組織検査、肺損傷のバイオマーカー、性別による感受

性差、BALF データ、ならびに主試験における無毒性濃度（NOAEC）、最小毒性濃

度（LOAEC）、最大許容濃度（MTC）および／またはベンチマーク濃度（BMC）の

推定値に関する情報を提供できる。試験責任者は、用量設定試験を用いて、動物へ

の過度のストレスなしに許容される上限濃度、および被験化学物質の毒性を最も適

切に特徴付けることになるパラメータを特定する。BAL は用量設定試験の曝露終了

時に実施し、曝露後期間中は定期的に実施できる。固体のエアロゾルを検討する場

合、被験化学物質の溶解度および曝露後の肺負荷量の評価を実施すると、主試験の

曝露後期間の持続期間、および曝露後観察（PEO）時点の間隔を判断する情報を得

ることができる。また、LALNの負荷量測定により、移動に関する情報を得ることも

できる。 

15. 用量設定試験は、1 つまたは複数の被験化学物質濃度レベルと対照群から構

成できる。選択したエンドポイントに応じ、通常、雄 5匹以下および雌 5匹以下に濃

度レベルごとに曝露させる。用量設定試験は最短で 5 日間、通常は 28 日間以内で継

続し、曝露後期間を含めることができ、それに応じて動物数を調整する。難溶性粒

子を検討する場合、被験化学物質の溶解度および肺負荷量の頑健な評価を可能にす

るため、用量設定試験を 28 日間より延長する必要が生じうる。主試験の濃度選択の

理論的根拠を、試験報告書に示すこと。用量設定に関するさらなるガイダンスにつ

いては、GD 39 (1)を参照のこと。 

主試験 

16. 主試験は、3 段階以上の被験化学物質濃度レベル、および同時陰性（空気）

対照または溶媒対照からなる（段落 30 参照）。補遺に示すとおり、本ガイドライン
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では、被験化学物質の性質に応じ 2つの試験デザインに区分する。通常、（ガス、蒸

気、エアロゾル、またはその混合物として）被験化学物質に用いるオプション A に

加え、オプション B は、肺内残留の可能性がある化学物質を検討する場合に用いる。

補遺に示すオプション A および B は典型的な試験デザインを明らかにした模式図で

あるが、実際の試験デザインは試験責任者の裁量に委ねられる。用量設定試験の情

報およびそれ以外のすべての入手可能な関連データを用い、試験デザインおよび適

切な曝露レベルの選択を行うこと（段落 14 参照）。 

17. 各群は、最低雄 10匹および雌 10 匹のげっ歯類からなり、1 日 6 時間、週 5日
の基準で 13週間（合計試験期間 90日以上）被験化学物質に曝露させる。動物には週

7 日の曝露もできる。肺内残留の可能性がある化学物質を検討する場合（補遺：オプ

ション B）、濃度ごとに雄 5 匹からなるサテライト群（すなわち、20 匹以上）を主

試験の群と同時に曝露させ、曝露終了時の肺負荷量測定について PEO-1 で評価し、

残留する用量に関する情報を提供する。用量設定試験により、いずれかの性で被験

化学物質に対する感受性がより高いことを示す場合、段落 20 記載のとおり、濃度-反
応を最適化するため雌雄異なる濃度レベルで曝露できる。 

18. ラット以外の種のげっ歯類を鼻部のみに曝露させる場合、種特異的な苦痛を

最小限に抑えるため、最大曝露期間を調整できる。6 時間／日未満の曝露時間を用い

る場合、または長時間（例えば、22 時間／日）の全身曝露試験を実施する必要があ

る場合、その根拠を示すこと。 

19. 曝露時間が 6 時間以下の場合、曝露時間中の給餌は控える。水は、全身曝露

の全期間を通じ供給できる。 

20. 選択する目標濃度は、標的器官の同定を可能にし、次の明確な濃度-反応を示

すこと。 

● 高濃度レベルは明確な毒性レベルとなるが、致死をもたらすことはなく、ま

た、致死に至るか、結果の意味のある評価を妨げると考えられる持続的な徴

候ももたらさない。エアロゾルを検討する場合、高濃度は、粒径分布の基準

を満たしながら到達できる最大達成可能レベルと考えられる（段落 39 参照）。 

● 中濃度レベルは、低濃度と高濃度との間の毒性作用に 1 段階を設けるため配

置する。 

● 低濃度レベルは、理想的には NOAEC に当たると考えられ、毒性の証拠をほ

とんどまたは全くもたらさない。 

中間屠殺 

21. 主試験での曝露期間中に中間屠殺を計画する場合、各曝露レベルでの動物数

を試験完了前の屠殺数だけ増加させる。中間屠殺を用いる根拠を示し、統計解析に

より中間屠殺について適切に説明する。 

サテライト群 

22. 適切な長さの投与後期間に、毒性の回復、持続、遅発性発現、または肺負荷

量を評価するため、付加的なサテライト群を主試験に追加できる。サテライト群を

設けた主試験の例を補遺に示す。試験責任者は、最も頑健なデータを獲得するため、

被験化学物質の物理化学的な特性および動態に基づき、試験デザインを改変できる
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ことが認められる。すべてのサテライト群は、主試験の実験動物と同一の濃度レベ

ルで同時に曝露させ、必要に応じ同時空気対照または溶媒対照を置くべきである

（段落 29 参照）。サテライト群のスケジュールおよびデザインは、被験化学物質が

固体のエアロゾルか否かに左右され、補遺の肺負荷量判定フローチャートを受け、

肺内残留となる可能性がある。被験化学物質が肺内残留となる可能性がある場合、

オプション B 記載の主試験を実施し、そうでない場合、オプション A 記載の主試験

を実施する。オプション A では、サテライト群を回復の評価に組み入れることがで

き、オプション B では、サテライト群を回復の評価および／または肺負荷量測定に

提供する。 

23. PEO-2 におけるサテライト回復群は、オプション A およびオプション B の濃

度ごとに雄 5匹および雌 5匹からなる。これらの回復群は、主試験の実験動物と同一

の濃度レベルで同時に曝露させ、必要に応じ同時空気対照または溶媒対照を置くべ

きである（段落 29 参照）。 

24. 肺内残留の可能性がある難溶性の固体のエアロゾルを検討する場合（補遺：

オプション B）、曝露後の様々な時点での肺負荷量測定のため、1 濃度当たり雄 5 匹

からなる 1つまたは 2つの付加的なサテライト群を追加できる。こうした付加的な肺

負荷量測定（すなわち、PEO-2および／または PEO-3）を試験デザインに追加できる

のは、試験責任者が被験物質曝露後のクリアランス動態の解明を望む場合である。

クリアランス動態に関する情報提供には通常 3つの時点を必要とするため、肺負荷量

測定を、曝露終了後24時間以内（PEO-1）および付加的な 2回のPEO（PEO-2、PEO-
3）において実施する。ただし、クリアランスがきわめて緩徐か否か同定することを

主要目的とする場合など、一部の状況下では、2 時点を用いて十分な情報を提供でき

る。肺負荷量測定は、雄の分時換気量が雌よりも高いため、肺負荷量がより大とな

りうる雄で実施するのが望ましい。 

25. 用量設定試験の結果およびそれ以外の入手可能な関連情報に基づき、試験責

任者は、曝露後期間の持続期間に加え、回復群での PEO-2 のタイミング、またオプ

ション B の場合、肺負荷量サテライト群での PEO-3 のタイミングを定める（補遺参

照）。オプション B の PEO-2 および PEO-3 のスケジュールは、肺クリアランスの予

測速度および曝露後回復期間の持続期間に左右されることになる。以下に、それ以

外に可能なオプションを示す。 

● より適切と判断される場合、試験責任者は、回復群（PEO-2）（含まれる場

合）の前に PEO-3 の計画を選択できる。 

● 2 回の曝露後時点の使用で十分と判断される場合、回復および肺クリアランス

の評価のタイミングを相互に調整可能であれば、肺負荷量測定を PEO-1（主

試験）および PEO-2（回復群）のみで実施できる。その後、PEO-3でのサテラ

イト群を試験から除外できる。 

● 試験責任者は、PEO-1（主試験）および PEO-3（サテライト群）での肺負荷

量測定の実施、ならびに、BALF分析での回復群（PEO-2）の雌雄両方の使用

を選択できる。 

26. PEO の選択およびタイミングに留意し、反復試験が不要なことを確保しなけ

ればならない。試験責任者は、PEO の選択およびタイミングを正当化し、これらの

点に明確に対処しなければならない。  
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27. 曝露終了時（PEO-1）および付加的な PEO 実施時（計画されている場合）、

BALF 分析が必要である。肺負荷量を測定する場合（オプション B）、回復群の

BALF 分析（PEO-2）は雌でのみ実施する（オプション B の群の雄は、肺負荷量測定

に用いるため。段落 24 参照）。 

28. オプション B では、付加的な群が肺負荷量測定（PEO-1 での主試験、PEO-2
および PEO-3 でのサテライト群）にのみ計画されるが、これらの動物では、被験化

学物質のトキシコキネティクスおよび毒性（回復を含む）の理解に役立ちうる追加

パラメータについて検討できる（GD 39参照）。これらの追加パラメータは、補遺で

は未定（TBD）と称されている。PEO-1 で得られた知見を用いて PEO-3 で検討する

追加パラメータを選択でき、例えば、PEO-1 と PEO-3 との間の持続期間からそうし

た検討を行える場合が挙げられる。例えば、PEO-3 では、左肺またはそれ以外の器

官について、追加の病理組織検査を実施できる。 

対照動物 

29. 同時陰性（空気）対照動物は、被験化学物質ではなく濾過空気に曝露させる

ことを除き、被験群の動物と同一の方法で取り扱う。試験空気生成の補助に水以外

の溶媒を用いる場合、陰性（空気）対照群ではなく溶媒対照群を用いる。溶媒とし

ては可能な限り、水を使用する。水を溶媒として使用した場合、対照群には曝露群

と同じ相対湿度の空気に曝露させる。適した溶媒の選択は、適切に実施された事前

試験または歴史的データに基づく。溶媒の毒性が既知でない場合を除き、陰性対照

と溶媒対照の併用は奨励されない。歴史的データから溶媒が無毒性であることが明

らかになった場合、陰性（空気）対照群は不要で、溶媒対照群のみを使用する。溶

媒中で調製された被験化学物質の事前試験から、無毒性であることが認められた場

合、本溶媒は検討した濃度で無毒性ということになり、この溶媒対照を用いる。 

曝露条件 

濃度管理 

30. ガス、蒸気、エアロゾル、またはそれらの混合物としての被験化学物質に、

動物を曝露させる。検討される物理的状態は、被験化学物質の物理化学的特性、選

択した濃度、および／または被験化学物質の取り扱い中および使用中に存在する可

能性が最も高い物理的形状に左右される。吸湿性で化学反応性が高い被験化学物質

は、乾燥空気条件下で検討する。爆発濃度にならないよう、注意する。段落 39～42
記載の基準に従って、固体の物質は、粒径を縮小する機械的処理を受けることがで

きる。機械的処理（粉砕）に関するさらなるガイダンスは GD 39 (1)に提示されてい

る。 

溶媒を用いた被験化学物質の調製 

31. 理想的には、被験化学物質は溶媒なしで検討し、固体のエアロゾルは乾燥し

て発生させる。被験化学物質の適切な濃度および粒径を得るため、溶媒を用いる必

要がある場合、可能な限り水を用いる。被験化学物質を溶媒に溶解する場合、その

溶媒の安定性を立証する。  
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曝露条件のモニタリング 

チャンバー内の気流 

32. 曝露チャンバーを通る気流を慎重に制御し、継続的にモニターし、各曝露中

少なくとも 1時間に 1回記録する。試験空気中の濃度（または経時的安定性）のリア

ルタイムモニタリングは、すべての動的パラメータに不可欠な測定であり、関連す

るすべての動的吸入パラメータを管理する間接的な手段となる。濃度をリアルタイ

ムでモニタリングする場合、気流の測定頻度を各曝露当たり 1日 1回に減らしてもよ

い。鼻部のみのチャンバーでの再呼吸を回避するよう、特に配慮する。酸素濃度は

19%以上、二酸化炭素濃度は 1%以下とする。これらの基準を満たせないと考えられ

る理由がある場合、酸素濃度および二酸化炭素濃度を測定する。曝露初日の測定で、

これらのガスが適切なレベルにあると示された場合、さらなる測定は不要である。 

チャンバー内の温度および相対湿度 

33. チャンバー内の温度は 22 ± 3°C に維持する。曝露鼻部のみの曝露および全身

曝露のいずれにおいても、被験動物の呼吸域の相対湿度を継続的にモニタリングし、

可能であれば曝露を実施するたびに 1時間おきに相対湿度を記録する。相対湿度は、

望ましくは 30～70%の範囲に維持すべきであるが、被験化学物質が試験方法の妨げ

になるため、これを達成できない（例えば、水ベースの製剤を検討する場合）か、

測定できないかのいずれかが考えられる。 

被験化学物質：名目濃度 

34. 名目濃度は、生成した被験化学物質の質量を、吸入チャンバーシステムを通

過する空気の総体積で除した値である。実行可能な場合はいつでも、曝露チャンバ

ーの名目濃度を算出し記録する。名目濃度は、動物の曝露の特性評価には用いない

が、名目濃度と分析濃度の比較は試験系の生成効率の指標となるため、生成に関す

る問題の発見に使用できる。 

被験化学物質：分析濃度 

35. 分析濃度は、吸入チャンバー内の動物の呼吸域で採取された被験化学物質の

濃度である。分析濃度は、特異的方法（例えば、直接採取後、吸着または化学反応

による方法を用い、その後の分析により特性評価）か、非特異的方法（例えば、フ

ィルターを用いた重量分析）のいずれかにより入手できる。重量分析の使用は、単

一成分の固体のエアロゾルか低揮発性液体のエアロゾルの場合のみ容認でき、事前

試験での適切な被験化学物質特異的な特性評価により裏付ける。多成分の固体のエ

アロゾル濃度も重量分析により測定できるが、それには、この浮遊物質の組成が出

発物質と類似していることを立証する分析データが必要である。この情報を入手で

きない場合、試験経過中に一定間隔で（理想的には浮遊状態において）被験化学物

質の再分析を要することがある。蒸発または昇華しうるエアロゾル物質の場合、す

べての相が選択された方法により捕集されたことを示す。  
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36. 可能であれば、1 バッチ分の被験化学物質を試験期間全体を通じて用い、被

験試料はその純度、均一性および安定性が維持される条件下で保存する。試験開始

前に、被験化学物質の純度に加え、技術的に実行可能であれば、その同一性、なら

びに同定された混入物質および不純物の量など、被験化学物質の特性評価を行う。

これらの評価は次に示すデータにより立証可能であるが、これらに限定されるもの

ではない：保持時間および相対ピーク面積、質量分析またはガスクロマトグラフィ

ー分析による分子量、あるいはその他の推定値。被験試料の同一性は試験実施施設

の責務ではないが、試験実施施設では、試験依頼者の特性評価を少なくとも限られ

た方法（例えば、色、物理的性質など）で確認することが賢明であると考えられる。 

37. 曝露空気は、実行可能な限り一定に保つ。曝露条件の安定性を立証するため、

リアルタイムモニタリング装置（例えば、エアロゾルではエアロゾル光度計、蒸気

では全炭化水素分析計など）を使用してもよい。チャンバーの分析濃度は、曝露レ

ベルごとに各曝露日に 3回以上測定する。限定的な気流速度または低濃度のため実行

できない場合、曝露期間ごとに 1試料の採取を容認できる。その場合、曝露時間全体

を通じて試料採取することが理想的である。個々のチャンバー濃度試料のチャンバ

ー濃度平均値からの逸脱は、ガスおよび蒸気では±10%以内、液体または固体のエア

ロゾルでは±20%以内とする。チャンバーの平衡到達時間（t95）を算出し報告する。

曝露期間は、被験化学物質生成時間を含む。曝露期間については、チャンバーの平

衡到達（t95）および減衰到達に要する時間を考慮する。t95 の推定に関するガイダン

スは、GD 39 (1)に見出せる。 

38. ガス／蒸気およびエアロゾルからなるきわめて複雑な混合物（例えば、目的

主導で最終的に用いる製品／装置から噴射される燃焼空気および被験化学物質）で

は、各相が吸入チャンバー内で異なる挙動を示す可能性がある。したがって、各相

（ガス／蒸気およびエアロゾル）の指標物質（分析対象：通常は検討する製剤中の

主要活性物質）を少なくとも 1つ選択する。被験化学物質が混合物（例えば製剤）で

ある場合、有効成分またはその構成要素（分析対象）だけでなく、製剤全体の分析

濃度を報告する。分析濃度に関するさらなる情報は、GD 39 (1)に見出せる。 

被験化学物質：エアロゾルの粒径分布 

39. 下気道の十分な曝露を確保するため、エアロゾルは可能な限り以下の基準を

満たすこと。ラットの空気動力学的質量中央径（MMAD）は 2 µm 以下、幾何標準偏

差（σg または GSD）は 1～3 とする（GD 39 参照）。この基準を満たすため合理的に

取り組むべきであるが、実質的に達成できない場合、専門家の判断を用いるべきで

ある。エアロゾルを凝縮し形成可能な蒸気については、粒径測定を実施する。沈着

モデルを用い、エアロゾルが気道の特定の部分にどの程度あるいはどの部分に到達

しているか推定できる。これにより、単回曝露後の肺負荷量データの裏付けもでき

る（GD 39参照）。ラット以外の種を検討する場合、下気道の十分な曝露をもたらす

粒径分布のエアロゾルの使用要件について同様に考慮し、このことに基づき、選択

した粒径の範囲を正当化する。MMAD の基準を満たせない場合、その正当性を試験

報告書に提示する。  
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40. 微細なエアロゾルの粒径分布は、カスケードインパクターか（熱力学的相当

径または光学を用いた）粒径測定装置などの代替機器の使用により、各濃度レベル

について望ましくは週 1回測定する。カスケードインパクターと代替機器により得ら

れた結果の同等性を示せた場合、試験全体を通じ代替機器を使用できる。 

41. エアロゾル曝露粒子数と粒径分布のいずれについても、非繊維性および等尺

性のナノ材料には、走査型移動度粒径測定装置、示差移動度分析器、または空気動

力学的粒径測定装置が選好される。マイクロオリフィスを用いた均一沈着インパク

ターは、繊維性物質を含むすべての材料に用いられ、質量および粒径分布の観点か

ら曝露濃度を測定できる。定量的に粒子曝露を測定する 2 種類以上の方法（すなわ

ち、粒子数、粒径分布または粒子質量）を用いる。ナノ材料を用いて製造されるエ

アロゾルは、通常、凝集粒子からなるため、ミクロサイズとナノサイズの両粒子を

含む粒径分布となりうる。したがって、上述の方法の組み合わせを用いて、このエ

アロゾルを特徴付ける必要があると考えられる。加えて、ナノ材料だけでなく、す

べての微粒子の粒径および形状のモニタリングおよび定性的確認に向け、走査型お

よび／または透過型電子顕微鏡を常に定期的に（例えば月 1回）用いる。粒子表面積

などそれ以外の尺度は、有用な補強になりうる。 

42. 主要な装置の捕集効率を確認するため、主要な装置と並行して、重力分析フ

ィルターまたはインピンジャー／ガスバブラーなど第 2の定量装置を用いる。粒径分

析により得られる質量濃度は、フィルター分析により得られる質量濃度の合理的な

限界値の範囲内とする（GD 39 (1)参照）。試験の初期相において、検討されたすべ

ての濃度で同等性を立証可能な場合、さらなる確認用の測定を省略できる。動物愛

護のため、試験の繰り返しとなりうる不確定なデータを最小限に抑える対策を講じ

る。 

観察 

43. 各曝露期間の前、曝露中、曝露後、また曝露後期間中、動物の臨床所見を得

る。曝露中の動物の反応に応じ、より頻回の観察が必要となりうる。動物拘束チュ

ーブの使用、全身チャンバーの照明不良、あるいは不透明なチャンバー空気により

動物の観察が妨げられる場合、曝露後の動物を慎重に観察する。翌日の曝露前の観

察では、毒性作用の可逆性または悪化について評価できる。試験実施計画書に曝露

後期間が含まれている場合、その期間中、動物を少なくとも 1 日 1 回観察する。 

44. 各動物の個体別記録を残すと共に、すべての観察結果を記録する。動物が人

道的な理由で屠殺された場合、または死亡した状態で発見された場合には、死亡時

刻を可能な限り精密に記録する。 

45. ケージ脇での観察には皮膚および被毛、眼、および粘膜の変化；呼吸器系お

よび循環器系の変化；神経系の変化；ならびに体性運動活動および行動パターンの

変化を含める。振戦、痙攣、流涎、下痢、嗜眠、睡眠、昏睡の観察に注意を向ける。

直腸温の測定により、被験化学物質投与や拘束に関連する反射性の呼吸緩徐、Paintal
（C線維刺激）反射、または体温低下／体温上昇の根拠の裏付けとなる証拠を提供で
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きる。試験実施計画書には、バイオモニタリング（尿／便の採取）、肺機能評価、

行動の変化など追加評価を含めることができる。 

体重 

46. 動物の個体別体重を、初回曝露日（Day 0）の直前、その後週 2 回（例えば、

曝露のない週末での回復を立証するため金曜日および月曜日、あるいは、全身毒性

の評価を可能にする時間間隔）、ならびに死亡または安楽死の時点で記録する。最

初の 4週間に体重への顕著な影響がない場合、残りの試験期間の体重測定を週 1回に

できる。曝露後期間がある場合、動物の体重を週 1回測定する。試験終了時、屠殺直

前にすべての動物の体重を測定することで、バイアスのない器官重量体重比の算出

を可能にする。 

摂餌量および摂水量 

47. 摂餌量は週 1 回測定する。摂水量も測定できる。試験実施計画書に曝露後期

間が含まれている場合、この測定を継続する。 

臨床病理検査 

48. 少なくとも投与期間および回復期間の終了時には、曝露期間中および曝露後

期間中、ならびに動物屠殺時の曝露動物および対照動物すべてを対象に、臨床病理

検査の評価を実施する。肺負荷量測定に用いるサテライト群では臨床病理検査の評

価は不要であるが、毒性（回復を含む）の理解に役立つとみなされる場合、選択さ

れたパラメータについて PEO-2 および PEO-3 で評価できる（段落 29 参照）。曝露終

了から採血までの時間間隔を記録する。血漿中半減期が短いパラメータ（例えば、

一酸化炭素ヘモグロビン［COHb］、コリンエステラーゼ［CHE］、メトヘモグロビ

ン［MetHb］）は、曝露終了後の試料採取が必要とされる。 

49. すべての毒性試験に通常要求される臨床病理検査パラメータを、表 1 に示す。

尿検査はルーチンベースでは要求されないが、予測または観察される毒性に基づき

有用とみなされる場合、実施できる。試験責任者は、被験化学物質の毒性をより正

確に特徴付けるため、追加パラメータ（コリンエステラーゼ、脂質、ホルモン、酸

／塩基平衡、メトヘモグロビンまたはハインツ小体、クレアチンキナーゼ、骨髄細

胞診、トロポニン、乳酸脱水素酵素、グルタミン酸脱水素酵素、および γグルタミル

トランスペプチダーゼなど）の評価を選択できる。 
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表 1．標準的な臨床病理検査パラメータ 

血液学的検査 
赤血球数 
ヘマトクリット 
ヘモグロビン濃度 
平均赤血球ヘモグロビン量 
平均赤血球容積 
平均赤血球ヘモグロビン濃度 
網状赤血球 

総白血球数 
白血球分画 
血小板数 
凝固能（以下から 1 つ選択）： 

プロトロンビン時間 
凝固時間 
部分トロンボプラスチン時間 

血液生化学的検査 
血糖* 
総コレステロール 
トリグリセリド 
血中尿素窒素 
総ビリルビン 
クレアチニン 
総蛋白 
アルブミン 
グロブリン 

アラニンアミノトランスフェラーゼ 
アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 
アルカリホスファターゼ 
カリウム 
ナトリウム 
カルシウム 
リン 
塩化物 

尿検査（任意） 
外観（色度および濁度） 
尿量 
比重または浸透圧 
pH 

総蛋白 
尿糖 
血液／血球 

* 絶食期間が長いと、投与群と対照群のグルコース測定値にバイアスを生じうるため、試験責任者

は、被験動物の絶食が適切か否か判断する。絶食期間を用いる場合、用いる種に適した期間とすべ

きで、ラットの絶食期間は 16 時間（一晩絶食）と考えられる。空腹時血糖値の測定は、最終曝露

週での一晩絶食後、または、剖検前の一晩絶食後に実施できる（後者の場合、それ以外のすべての

血液学的検査／血液生化学的検査パラメータと共に実施）。 

気管支肺胞洗浄 

50. 気管支肺胞洗浄（BAL）は、PEO-1（曝露終了時から 24 時間以内）および曝

露後 1 間隔目（PEO-2）で実施する（補遺：オプション A参照）。難溶性のエアロゾ

ルを検討する場合（補遺：オプション B 参照）、回復群を計画していれば、PEO-1
（曝露終了後 24 時間以内）で雌雄両方、PEO-2で雌の BALを実施する。洗浄には、

通常右肺が選好される。曝露後期間の持続期間および PEO のタイミングは、用量設

定試験の結果およびそれ以外に入手可能な関連情報に基づき、試験責任者が決定す

る。GD 39 では、任意の BAL パラメータと BALF 分析実施方法に関する具体的なガ

イダンスを提示している(1)。必須の BALF 分析には、以下パラメータが含まれる。 

● 乳酸脱水素酵素（LDH） 

● 総蛋白またはアルブミン 

● 肺胞のマクロファージ、リンパ球、好中球、好酸球の数および分画  
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肺負荷量 

51. 難溶性の固体のエアロゾルを検討する場合、肺負荷量測定により、残留する

用量を明確に提示できる。肺負荷量測定を実施するのは、用量設定試験またはそれ

以外の関連情報から、被験化学物質が肺内に残留しているかその可能性があると示

唆される場合で、かつ入手可能な適切な分析方法がある場合とする。雄の分時換気

量は雌より高いため、肺負荷量がより大となりうることから、雄を用いる。補遺

（オプション B）に示すとおり、曝露終了時点での必須の肺負荷量測定（PEO-1）に

向け、濃度ごとに雄 5匹からなる群を主試験に追加する。沈着した被験化学物質は、

粘液線毛輸送を介し誘導気道から迅速に除去可能となるため、PEO-1 を曝露終了か

ら約 24 時間後に計画することになる。試験責任者には、PEO-2 および PEO-3 におい

て、サテライト回復群の肺負荷量測定を行う選択肢がある（段落 17、23、24 参照）。

肺クリアランス動態に関する明確な情報を得るため、同じ肺（右肺が推奨される）

の肺負荷量測定を曝露後すべての時点で行う。曝露後期間の持続期間および PEO の

間隔は、用量設定試験の結果およびそれ以外の関連情報に基づき、試験責任者が決

定する。肺負荷量測定および評価に関するさらなるガイダンスは、GD 39に見出せる

（段落 24 も参照）。 

眼科検査 

52. 検眼鏡または同等の装置を用い、被験化学物質投与前のすべての動物を対象

に、また、主試験終了時のすべての高濃度群および対照群を対象に、眼底、屈折透

光体、虹彩、および結膜の眼科検査を実施する。眼の変化が検出された場合、サテ

ライト群を含むそれ以外の群の動物すべてを検査する。 

肉眼所見および器官重量 

53. すべての被験動物（試験中死亡した動物または人道的理由で本試験から除外

された動物を含む）について、完全な放血（実行可能な場合）および肉眼的剖検を

行う。各動物の最終曝露終了から屠殺までの時間を記録する。死亡動物の発見直後

に剖検を実施できない場合、動物を自己融解の最小化に十分な低温で冷蔵する（凍

結しない）。剖検は、通常 1日か 2日以内に可能な限り早急に実施する。各動物につ

いて、気道の変化に特に留意しながら、すべての肉眼所見の変化を記録する。病理

組織検査に向けた肉眼的剖検中、適切な媒体に保存すべき器官および組織を表 2に示

す。 
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表 2．肉眼的剖検中に保存すべき器官および組織 

副腎 
大動脈 
骨髄（および／または新鮮吸引骨髄） 
脳（大脳、小脳、延髄／脳橋の切片を含む） 
盲腸 
凝固腺 
結腸 
十二指腸 
精巣上体* 
［眼（網膜、視神経）および眼瞼］ 
大腿骨および後膝関節 
胆嚢（存在する場合） 
［ハーダー腺］ 
心臓 
回腸 
空腸 
腎臓 
［涙腺（眼窩外）］ 
喉頭（喉頭蓋基部を含む 3 レベル） 
肝臓 
肺（通常、主気管支および胸膜を含む左肺とするが、右肺の使用

は可能。後述の考察を参照） 
肺門リンパ節（特に、難溶性微粒子の被験化学物質の場合）。

免疫学的病巣のより詳細な検査および／または試験では、追加

の流入領域リンパ節（例えば、後縦隔、内頸、傍胸腺、後頸

部、耳介、および／または頸部／顎下領域のリンパ節）を検討

できる。 
リンパ節（侵入門戸から遠位） 
乳腺（雌雄） 
筋肉（大腿部） 
鼻咽頭組織（4 レベル以上；1 レベルには鼻咽頭管および鼻関連

リンパ系組織（NALT）を含む） 

食道 
嗅球 
卵巣 
膵臓 
上皮小体 
末梢神経（望ましくは筋肉に近い坐骨また

は脛骨） 
下垂体 
前立腺 
直腸 
唾液腺 
精嚢 
皮膚 
脊髄（頸髄、胸髄、腰髄） 
脾臓 
胸骨 
胃 
歯 
精巣 
胸腺 
甲状腺* 
［舌］ 
気管（気管分岐部を通じた 1 縦断面と 1 横

断面を含む 2 レベル以上） 
［尿管］ 
［尿道］ 
膀胱 
子宮 
標的器官 
膣 
すべての肉眼的病変および塊 

注：角括弧［］内の器官および組織、ならびにそれ以外の器官および組織は、試験責任者の裁量で保存

する。太字の器官は、乾燥を回避するため、切開後可能な限り迅速に除去し湿重量を測定する。組織お

よび器官は、10%緩衝ホルマリンまたは別の適切な固定液で剖検実施後速やかに固定し、使用する固定

液に応じて、トリミングの 24～48 時間前までに固定する。 
* TG 407 参照 

54. 左肺を病理組織学的評価用に保存し、右肺を BALに用いるが、左肺と右肺を

逆にしてもよい。左肺を無傷のまま除去し重量を測定し、肺構造の維持を確保する

ため適切な固定液を水圧 20～30 cm で注入する(6)。試験デザインに肺負荷量測定用

のサテライト群の使用が含まれている場合、サテライト群では両肺の重量を測定で

きる。 

55. 4レベル以上の鼻咽頭組織を検査し、その 1つには、扁平上皮、移行上皮（非

線毛気道上皮）、呼吸上皮（線毛気道上皮）、および嗅上皮の適切な検査を可能に

する鼻咽頭管(7) (8) (9) (10) (11)、ならびに鼻咽頭の流入領域リンパ組織（NALT）
(12) (13)を含むこと。3 レベルの喉頭を検査し、そのレベルの 1 つには喉頭蓋基部を

含める(14)。肺外気管支の分枝である気管分岐部を通じた 1 縦断面と 1 横断面を含む、
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2 レベル以上の気管を検査する。3 レベル以上の左肺（または右肺）を検査し、その

レベルは肺葉の種々領域を示すこと。さらなるガイダンスは、GD 125 (7)に見出せる。 

56. 被験化学物質の移動を評価する必要がある場合、保存されている病理組織学

的組織標本について、関連器官の粒子負荷量を測定できる。したがって、広範な分

析方法を適用可能にするには、適切な保存方法の検討が重要である。保存されてい

る標本とは無関係に、難溶性粒子を検討する場合、LALNにおける粒子の沈着を移動

の指標として常に判定する。 

病理組織検査 

57. 対照群および高濃度群、ならびに試験中に死亡または屠殺したすべての動物

について、表 2に示したすべての器官および組織の病理組織学的評価を実施する。試

験責任者は、明確な濃度反応を立証するため、追加の濃度群に関する組織病理学的

評価の実施を選択できる。高曝露群において、データの有意性を損なう過度の早期

死亡またはそれ以外の問題が認められた場合、次の低濃度での病理組織検査を検討

する。気道、標的器官、肉眼的病変に特に留意する。高濃度群で病変を認めた器官

および組織については、すべての群の検査を行う。回復群を用いる場合、投与群で

影響を示すと同定されたすべての組織および器官について、病理組織学的評価を実

施する。段落 28 に示すとおり、肺負荷量測定に用いるサテライト群については、病

理組織検査を検討できる。病理組織学的評価には左肺の使用が推奨される。肉眼所

見と顕微鏡所見との相関に取り組む。 

肺機能 

58. 試験責任者が、用量設定試験でげっ歯類の反射性の呼吸緩徐または Paintal 反
射の証拠を見出した場合、あるいは、それ以外の情報（例えば体温低下）により、

こうした反射を発現する可能性が示された場合、その反射の程度について、主試験

での肺機能および体温の定期的な測定により定量化する。こうした反射および肺機

能検査の実施方法に関するさらなる情報は、GD 39 に見出せる。 

データおよび報告 

データ 

59. 体重、摂餌量、臨床病理検査、BALF 分析、肉眼所見、器官重量、肺負荷量

（評価した場合）および病理組織検査に関する動物の個体別データを、用量設定試

験と主試験の両方について示す。臨床所見データを表形式に要約し、被験群ごとに、

使用動物数、毒性の具体的徴候を示した動物数、試験中に死亡して発見されたか人

道的理由のため屠殺された動物数、動物の個体別死亡時間、毒性作用および可逆性

の記述および時間的経過、ならびに剖検所見を示す。一般に認められている統計手

法を使用できるが、用いる統計手法は試験デザイン中に選択する。  
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試験報告書 

60. 試験報告書には、必要に応じて、以下の情報を含む。 

被験動物および飼育条件 

● 飼育条件に関する記述：1 ケージ当たりの動物数（または数の変化）、床敷

材、環境温度および相対湿度、照明間隔および飼料の特定など。 

● 用いた動物種／系統、およびラット以外の種を用いた場合にはその正当性。

類似の曝露、飼育、絶食条件下で曝露させた動物の場合であれば、情報源お

よび歴史的データの提示でも可。 

● 動物数、週齢、性別。 

● 無作為化の方法。 

● 飼料、検疫、眼科検査および疾患の治療など、試験前の条件付けまたはスク

リーニングに関する記述。 

被験化学物質 

● 物理的性質、純度、および関連する場合は物理化学的特性（異性化または放

射標識を含む）。微粒子、特にナノ材料に関連する追加の特性評価情報には、

形状、表面積／比表面積、界面化学、コーティングおよび表面修飾を含む組

成、表面電荷、粒子の溶解度、ならびに凝集／凝集状態が挙げられる。 

● 既知の場合、識別データおよび CAS（Chemical Abstract Service）登録番号。 

溶媒 

● 溶媒使用の正当性および溶媒選択の正当性（水以外の場合）。 

● 溶媒が試験結果の妨げにならないことを立証する歴史的データまたは同時デ

ータ。 

● 吸入チャンバー 

● 体積を含む吸入チャンバーに関する詳細な記述。 

● 動物への曝露および空気生成に用いた装置の供給元および記述。 

● 温度、湿度、粒径、分析濃度の測定装置。 

● 空調用の空気源およびシステム。 

● 均質な試験空気を確保するため、装置の較正に用いられた方法。 

● 圧力差（陽圧または陰圧）。 
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● チャンバー当たりの曝露ポート数（鼻部のみ）、チャンバー内の動物の位置

（全身）。 

● 試験空気の安定性。 

● チャンバー内の温度および湿度センサーの位置、ならびに試験空気の試料採

取法。 

● 給気／排気の処理法。 

● 気流速度、気流速度／曝露ポート（鼻部のみ）、または動物の荷重／チャン

バー（全身）。 

● 吸入チャンバーの平衡到達時間（t95）。 

● 1 時間当たりの容量変更回数。 

● 計量装置（該当する場合）。 

曝露データ 

● 主試験における目標濃度選択の根拠。 

● 名目濃度（吸入チャンバー中に生成した被験化学物質の総質量を、チャンバ

ーを通過する空気の体積で除した値）。 

● 動物の呼吸域から採取した分析用の被験化学物質濃度。異質の物理的形態

（ガス、蒸気、エアロゾル）を生じる被験混合物の場合、形態ごとに別々に

分析できる。 

● 空気中の濃度はすべて、体積単位（ppm、ppb など）ではなく、質量単位

（mg/L、mg/m3 など）で報告する。 

● 粒径分布、空気動力学的質量中央径（MMAD）、幾何標準偏差（σg）および

その算出方法。個々の粒径分析について報告する。100 nm 未満の粒子を含む

エアロゾルの試験空気の場合、熱力学的相当径（計数または質量中央径）も

報告する。 

● エアロゾル中のナノ粒子（NP）凝集度の解析。 

試験条件 

● 固体の材料の粒径縮小や、被験化学物質の溶液調製に用いる手順の詳細など、

被験化学物質調製の詳細。 

● 試験空気を生成し、この試験空気に動物を曝露させるため用いた装置の説明

（図を含めるのが望ましい）。 

● チャンバーの温度、湿度およびチャンバーの気流のモニター（すなわち、検

量線の作成）に用いた装置の詳細。 

● チャンバー濃度および粒径分布測定用の試料採取に用いた装置の詳細。 

● 用いた化学分析法、および（サンプリング媒体からの被験化学物質の回収効

率など）方法のバリデーションの詳細。  
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● 被験群および対照群への動物の割り付けに関する無作為化の方法。 

● （飼料の種類／供給元、水の供給元など）食餌および水の質の詳細。 

● BALF 分析および肺負荷量測定に用いた方法の詳細。 

結果 

● チャンバーの温度、湿度および気流の表。 

● チャンバーの目標濃度、分析濃度、名目濃度のデータを示した表。 

● MMAD が 1 μm 超（すなわち微粒子）のエアロゾル空気では、空気動力学的

質量中央径（MMAD）および関連する幾何標準偏差（σg）と共に、空気動力

学的粒径分布に関する情報が必要である。主に 100 nm未満のエアロゾルでは、

粒子数中央径（CMD）および関連する幾何標準偏差（σg）と共に、熱力学的

相当径の分布に関する情報が必要である。ナノサイズの範囲とより大きなサ

イズの両方の重要な成分を有するエアロゾルでは、エアロゾルの特性を十分

に評価するには、こうしたエアロゾルの場合、100 nm 未満の粒子の割合に関

する情報も提供すべきであることから、上記データを組み合わせる必要があ

ると考えられる。 

● 各動物（すなわち、死亡、性質、重症度、発現時期、影響期間を含む毒性徴

候を示した動物）の反応データおよび濃度レベルの表。 

● 動物の個体別体重の表。 

● 摂餌量の表 

● 臨床病理検査データの表 

● 気管支肺胞洗浄液（BALF）データの表 

● 測定した場合、肺負荷量の表。 

● 測定した場合、肺機能データおよび体温の表。 

● 入手可能な場合、各動物の器官重量、肉眼所見および病理組織学的所見。 

● 全身毒性（例えば、免疫毒性、神経毒性、肝毒性、心血管への影響）に関す

る任意の健康評価から得られた報告所見。 

結果の考察および解釈 

● 本試験ガイドラインの基準を満たすために用いた方法の記述に特に重点を置

く。 

● 全体的な結果の観点から、エアロゾル粒子の呼吸の可能性に注意を向ける

（特に MMAD の基準を満たせなかった場合）。 

● 分析濃度および名目濃度の測定に用いた方法の一貫性、ならびに分析濃度と

名目濃度との関係を、試験の全体評価に含める。 
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● 考えられる死因および主な作用機序（全身性と局所性との対比）に注意を向

ける。 

● 「人道的エンドポイントに関する OECD ガイダンス文書」(5)の基準に基づき、

疼痛または重度の持続的な苦痛の徴候を示す動物の人道的屠殺を要した場合、

その説明を示す。 

● 標的器官を特定する。 

● BMC または NOAEC および LOAEC を判定する。 

● 試験結果に影響を及ぼしたと考えられる、主試験で発生した合併症の記述。 

● 該当する場合、観察後の肺負荷量測定の包含、デザインおよび方法の詳細な

正当化。 

参考文献 
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補遺：TG 413 における試験の模式図 1 

TG 413：オプション A―ガス、蒸気、液体のエアロゾル、可溶性の固体のエアロゾル 

PEO-1 での主試験および PEO-2 で

のサテライト群における検査： 
• 臨床所見 
• 体重測定 
• 摂餌量／摂水量 
• 臨床病理検査 
• 肉眼所見／器官重量 
• 肺重量―左肺 
• 病理組織検査―左肺 
• BALF―右肺 

曝露群 主試験 

 

サテライト群 総動物数 

赤 = 実施すべき 
緑 = 任意 

 

 PEO-1 PEO-2 

 

   
0 HP (LL) + BAL (RL) HP (LL) + BAL (RL) 
 f 10/m 10 f 5/m 5 

C1 HP (LL) + BAL (RL) HP (LL) + BAL (RL) 
 f 10/m 10 f 5/m 5 

C2 HP (LL) + BAL (RL) HP (LL) + BAL (RL) 
 f 10/m 10 f 5/m 5 

C3 HP (LL) + BAL (RL) HP (LL) + BAL (RL) 
 f 10/m 10 f 5/m 5 
   
 ∑ = 80 ∑ = 40 ∑ = 120 

略語： 
0 = 対照群 
Cx = 曝露濃度 
BAL = 気管支肺胞洗浄 
HP = 病理組織検査 
LB = 肺負荷量 
LL = 左肺 
RL = 右肺 

f = 雌 
m = 雄 
PEO = 曝露後観察 
PEO-1 = 最終曝露日から 1 日以内 
PEO-2 = 最終曝露日から x 週間以内 
PEO-3 = 最終曝露日から y 週間以内（PEO-3 は PEO-2 の前か後にできる） 
TBD = 未定 

注：主試験の成功は、用量設定試験または過去の試験から得られた情報に左右される。被験化学物質にはすべてオプション A を用いるが、例外と

して、難溶性の固体のエアロゾルにはオプション B を用いる。GD 39 では、被験化学物質のハザードの評価を最適化するため、試験責任者がこれ

ら 2 つの選択肢をいかにしてカスタマイズ可能か記載している。 
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TG 413：オプション B―難溶性の固体のエアロゾル 

主試験における検査： 
PEO-1（雌雄）： 
• 臨床所見 
• 体重測定 
• 摂餌量／摂水量 
• 臨床病理検査 
• 肉眼所見／器官重量 
• 肺重量―左肺（雌雄） 
• 病理組織検査―左肺（雌雄） 
• BALF―右肺（雌雄） 

PEO-1（サテライト群、雄のみ）： 
• 肺負荷量―右肺 
• その他、試験責任者により未定

（TBD）とされたパラメータ 

曝露群 主試験 
 

赤 = 実施すべき 
緑 = 任意 

 

総動物数 
 PEO-1 

 

   
0 HP (LL) + BAL (RL) LB (RL) (+ TBD) 
 f 10/m 10 m 5 

C1 HP (LL) + BAL (RL) LB (RL) (+ TBD) 
 f 10/m 10 m 5 

C2 HP (LL) + BAL (RL) LB (RL) (+ TBD) 
 f 10/m 10 m 5 
  LB (RL) (+ TBD) 

C3 HP (LL) + BAL (RL) m 5 
 f 10/m 10  

 
∑ = 80 ∑ = 20 ∑ = 100 

PEO-2および／または PEO-3でのサテ

ライト群における検査 1： 
PEO-2（雌雄）： 
• 肺重量―左肺（雌雄） 
• 病理組織検査―左肺（雌雄） 
• BALF―右肺（雌のみ） 
• 肺負荷量―右肺（雄のみ） 

PEO-3（雄のみ）： 
• 肺負荷量（右肺） 
• その他、試験責任者により未定

（TBD）とされたパラメータ 

曝露群  サテライト群 2 

 

サテライト群 2 総動物数 
 PEO-2 PEO-3 

 

    
 HP (LL) + BAL (RL) HP (LL) + LB (RL) LB (RL) (+ TBD) 
0 f 5 m 5 m 5 
C1 HP (LL) + BAL (RL) HP (LL) + LB (RL) LB (RL) (+ TBD) 
 f 5 m 5 m 5 

C2 HP (LL) + BAL (RL) HP (LL) + LB (RL) LB (RL) (+ TBD) 
 f 5 m 5 m 5 

C3 HP (LL) + BAL (RL) HP (LL) + LB (RL) LB (RL) (+ TBD) 
 f 5 m 5 m 5 

    
∑ = 40 ∑ = 20 ∑ = 60 

注：1 PEO-2 および／または PEO-3 における追加のサテライト群の必要性、曝露後間隔の持続期間、ならびに PEO のタイミングは、試験の目的な

らびに用量設定試験および／またはそれ以外の関連情報の結果に基づき、試験責任者が決定する。例えば、クリアランス動態の評価に複数の肺負

荷量測定が必要な場合、PEO-1、PEO-2 および／または PEO-3 が用いられる（GD 39 参照）。 
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	10. 雌は未経産で非妊娠のものを用いる。無作為化日の動物は、7～9週齢の若齢成体とする。体重は、性別ごとの平均体重の±20%以内とする。動物は無作為に選び、個体識別ができるように印を付け、試験開始前に飼育ケージで5日間以上飼育して飼育室の条件に馴化可能にする。
	動物の飼育

	11. 観察を容易にし混乱を避けるため、望ましくは皮下トランスポンダーにより、動物を個体識別する。実験での動物飼育室の温度は22 ± 3 Cとする。相対湿度は、理想的には30～70%の範囲に維持する。曝露前および曝露後、動物は通常性別および濃度別にケージで群飼するが、1ケージ当たりの動物数は、各動物の明確な観察の妨げにせず、喰殺および闘争による損失を最小限に抑える。鼻部のみの曝露を用いる場合、拘束チューブにより動物に過度の物理的、熱的、運動抑制ストレスを課さないこと。飼育室データにより、これらのス...
	吸入チャンバー

	12. 亜慢性吸入毒性試験は、常に動的吸入チャンバーにおいて実施される。気流のない静的吸入チャンバーの使用は認められない。吸入チャンバーを選択する場合、被験化学物質の性質および試験の目的を考慮する。液体または固体のエアロゾル、および凝縮してエアロゾルを形成可能な蒸気の試験では、望ましい曝露様式は鼻部のみ（この用語は、頭部のみ、鼻部のみ、または吻部のみを包含する）である。特別な目的の試験であれば、動的全身曝露様式を用いることでより優れた結果を獲得可能であるが、そのことを試験報告書で正当化すること。全...

	毒性試験
	限界濃度
	13. 検討する最大濃度については、1）達成可能な最大濃度、2）十分な酸素供給を維持する必要性、および／または3）動物愛護に関する検討事項を考慮する。データに基づく限度がない場合、国連の化学品の分類および表示に関する世界調和システムの急性試験の限度を使用できる（すなわち、最大濃度の限度はエアロゾル5 mg/L、蒸気20 mg/L、ガス20,000 ppm）。ガスまたは高揮発性の被験化学物質（冷却剤など）を検討する場合、この限度を超える必要があれば、その正当性を示すこと。粒子の場合、2 mg/L超で...
	用量設定試験

	14. 主試験のデザインは、用量設定試験の間に得られた情報に大いに左右される。頑健な主試験の実施に十分な情報が既に存在する場合を除き、用量設定試験を実施する。用量設定試験の主要な目的は、主試験の濃度レベル選択に関する情報提供にあるが、頑健な主試験を保証可能な追加情報も提供できる。このことは、難溶性の固体のエアロゾルを検討する場合、特に当てはまる。用量設定試験では、例えば、分析方法、粒径分布、全身毒性、トキシコキネティクス、肺における被験化学物質の溶解度、粒子の移動、毒性機序の発見、臨床病理検査（す...
	15. 用量設定試験は、1つまたは複数の被験化学物質濃度レベルと対照群から構成できる。選択したエンドポイントに応じ、通常、雄5匹以下および雌5匹以下に濃度レベルごとに曝露させる。用量設定試験は最短で5日間、通常は28日間以内で継続し、曝露後期間を含めることができ、それに応じて動物数を調整する。難溶性粒子を検討する場合、被験化学物質の溶解度および肺負荷量の頑健な評価を可能にするため、用量設定試験を28日間より延長する必要が生じうる。主試験の濃度選択の理論的根拠を、試験報告書に示すこと。用量設定に関す...
	主試験

	16. 主試験は、3段階以上の被験化学物質濃度レベル、および同時陰性（空気）対照または溶媒対照からなる（段落30参照）。補遺に示すとおり、本ガイドラインでは、被験化学物質の性質に応じ2つの試験デザインに区分する。通常、（ガス、蒸気、エアロゾル、またはその混合物として）被験化学物質に用いるオプションAに加え、オプションBは、肺内残留の可能性がある化学物質を検討する場合に用いる。補遺に示すオプションAおよびBは典型的な試験デザインを明らかにした模式図であるが、実際の試験デザインは試験責任者の裁量に委ね...
	17. 各群は、最低雄10匹および雌10匹のげっ歯類からなり、1日6時間、週5日の基準で13週間（合計試験期間90日以上）被験化学物質に曝露させる。動物には週7日の曝露もできる。肺内残留の可能性がある化学物質を検討する場合（補遺：オプションB）、濃度ごとに雄5匹からなるサテライト群（すなわち、20匹以上）を主試験の群と同時に曝露させ、曝露終了時の肺負荷量測定についてPEO-1で評価し、残留する用量に関する情報を提供する。用量設定試験により、いずれかの性で被験化学物質に対する感受性がより高いことを示...
	18. ラット以外の種のげっ歯類を鼻部のみに曝露させる場合、種特異的な苦痛を最小限に抑えるため、最大曝露期間を調整できる。6時間／日未満の曝露時間を用いる場合、または長時間（例えば、22時間／日）の全身曝露試験を実施する必要がある場合、その根拠を示すこと。
	19. 曝露時間が6時間以下の場合、曝露時間中の給餌は控える。水は、全身曝露の全期間を通じ供給できる。
	20. 選択する目標濃度は、標的器官の同定を可能にし、次の明確な濃度-反応を示すこと。
	21. 主試験での曝露期間中に中間屠殺を計画する場合、各曝露レベルでの動物数を試験完了前の屠殺数だけ増加させる。中間屠殺を用いる根拠を示し、統計解析により中間屠殺について適切に説明する。
	22. 適切な長さの投与後期間に、毒性の回復、持続、遅発性発現、または肺負荷量を評価するため、付加的なサテライト群を主試験に追加できる。サテライト群を設けた主試験の例を補遺に示す。試験責任者は、最も頑健なデータを獲得するため、被験化学物質の物理化学的な特性および動態に基づき、試験デザインを改変できることが認められる。すべてのサテライト群は、主試験の実験動物と同一の濃度レベルで同時に曝露させ、必要に応じ同時空気対照または溶媒対照を置くべきである（段落29参照）。サテライト群のスケジュールおよびデザイ...
	23. PEO-2におけるサテライト回復群は、オプションAおよびオプションBの濃度ごとに雄5匹および雌5匹からなる。これらの回復群は、主試験の実験動物と同一の濃度レベルで同時に曝露させ、必要に応じ同時空気対照または溶媒対照を置くべきである（段落29参照）。
	24. 肺内残留の可能性がある難溶性の固体のエアロゾルを検討する場合（補遺：オプションB）、曝露後の様々な時点での肺負荷量測定のため、1濃度当たり雄5匹からなる1つまたは2つの付加的なサテライト群を追加できる。こうした付加的な肺負荷量測定（すなわち、PEO-2および／またはPEO-3）を試験デザインに追加できるのは、試験責任者が被験物質曝露後のクリアランス動態の解明を望む場合である。クリアランス動態に関する情報提供には通常3つの時点を必要とするため、肺負荷量測定を、曝露終了後24時間以内（PEO-...
	25. 用量設定試験の結果およびそれ以外の入手可能な関連情報に基づき、試験責任者は、曝露後期間の持続期間に加え、回復群でのPEO-2のタイミング、またオプションBの場合、肺負荷量サテライト群でのPEO-3のタイミングを定める（補遺参照）。オプションBのPEO-2およびPEO-3のスケジュールは、肺クリアランスの予測速度および曝露後回復期間の持続期間に左右されることになる。以下に、それ以外に可能なオプションを示す。
	26. PEOの選択およびタイミングに留意し、反復試験が不要なことを確保しなければならない。試験責任者は、PEOの選択およびタイミングを正当化し、これらの点に明確に対処しなければならない。
	27. 曝露終了時（PEO-1）および付加的なPEO実施時（計画されている場合）、BALF分析が必要である。肺負荷量を測定する場合（オプションB）、回復群のBALF分析（PEO-2）は雌でのみ実施する（オプションBの群の雄は、肺負荷量測定に用いるため。段落24参照）。
	28. オプションBでは、付加的な群が肺負荷量測定（PEO-1での主試験、PEO-2およびPEO-3でのサテライト群）にのみ計画されるが、これらの動物では、被験化学物質のトキシコキネティクスおよび毒性（回復を含む）の理解に役立ちうる追加パラメータについて検討できる（GD 39参照）。これらの追加パラメータは、補遺では未定（TBD）と称されている。PEO-1で得られた知見を用いてPEO-3で検討する追加パラメータを選択でき、例えば、PEO-1とPEO-3との間の持続期間からそうした検討を行える場合が...
	対照動物

	29. 同時陰性（空気）対照動物は、被験化学物質ではなく濾過空気に曝露させることを除き、被験群の動物と同一の方法で取り扱う。試験空気生成の補助に水以外の溶媒を用いる場合、陰性（空気）対照群ではなく溶媒対照群を用いる。溶媒としては可能な限り、水を使用する。水を溶媒として使用した場合、対照群には曝露群と同じ相対湿度の空気に曝露させる。適した溶媒の選択は、適切に実施された事前試験または歴史的データに基づく。溶媒の毒性が既知でない場合を除き、陰性対照と溶媒対照の併用は奨励されない。歴史的データから溶媒が無...

	曝露条件
	濃度管理
	30. ガス、蒸気、エアロゾル、またはそれらの混合物としての被験化学物質に、動物を曝露させる。検討される物理的状態は、被験化学物質の物理化学的特性、選択した濃度、および／または被験化学物質の取り扱い中および使用中に存在する可能性が最も高い物理的形状に左右される。吸湿性で化学反応性が高い被験化学物質は、乾燥空気条件下で検討する。爆発濃度にならないよう、注意する。段落39～42記載の基準に従って、固体の物質は、粒径を縮小する機械的処理を受けることができる。機械的処理（粉砕）に関するさらなるガイダンスは...
	溶媒を用いた被験化学物質の調製

	31. 理想的には、被験化学物質は溶媒なしで検討し、固体のエアロゾルは乾燥して発生させる。被験化学物質の適切な濃度および粒径を得るため、溶媒を用いる必要がある場合、可能な限り水を用いる。被験化学物質を溶媒に溶解する場合、その溶媒の安定性を立証する。

	曝露条件のモニタリング
	チャンバー内の気流
	32. 曝露チャンバーを通る気流を慎重に制御し、継続的にモニターし、各曝露中少なくとも1時間に1回記録する。試験空気中の濃度（または経時的安定性）のリアルタイムモニタリングは、すべての動的パラメータに不可欠な測定であり、関連するすべての動的吸入パラメータを管理する間接的な手段となる。濃度をリアルタイムでモニタリングする場合、気流の測定頻度を各曝露当たり1日1回に減らしてもよい。鼻部のみのチャンバーでの再呼吸を回避するよう、特に配慮する。酸素濃度は19%以上、二酸化炭素濃度は1%以下とする。これらの...
	チャンバー内の温度および相対湿度

	33. チャンバー内の温度は22 ± 3 Cに維持する。曝露鼻部のみの曝露および全身曝露のいずれにおいても、被験動物の呼吸域の相対湿度を継続的にモニタリングし、可能であれば曝露を実施するたびに1時間おきに相対湿度を記録する。相対湿度は、望ましくは30～70%の範囲に維持すべきであるが、被験化学物質が試験方法の妨げになるため、これを達成できない（例えば、水ベースの製剤を検討する場合）か、測定できないかのいずれかが考えられる。
	被験化学物質：名目濃度

	34. 名目濃度は、生成した被験化学物質の質量を、吸入チャンバーシステムを通過する空気の総体積で除した値である。実行可能な場合はいつでも、曝露チャンバーの名目濃度を算出し記録する。名目濃度は、動物の曝露の特性評価には用いないが、名目濃度と分析濃度の比較は試験系の生成効率の指標となるため、生成に関する問題の発見に使用できる。
	被験化学物質：分析濃度

	35. 分析濃度は、吸入チャンバー内の動物の呼吸域で採取された被験化学物質の濃度である。分析濃度は、特異的方法（例えば、直接採取後、吸着または化学反応による方法を用い、その後の分析により特性評価）か、非特異的方法（例えば、フィルターを用いた重量分析）のいずれかにより入手できる。重量分析の使用は、単一成分の固体のエアロゾルか低揮発性液体のエアロゾルの場合のみ容認でき、事前試験での適切な被験化学物質特異的な特性評価により裏付ける。多成分の固体のエアロゾル濃度も重量分析により測定できるが、それには、この...
	36. 可能であれば、1バッチ分の被験化学物質を試験期間全体を通じて用い、被験試料はその純度、均一性および安定性が維持される条件下で保存する。試験開始前に、被験化学物質の純度に加え、技術的に実行可能であれば、その同一性、ならびに同定された混入物質および不純物の量など、被験化学物質の特性評価を行う。これらの評価は次に示すデータにより立証可能であるが、これらに限定されるものではない：保持時間および相対ピーク面積、質量分析またはガスクロマトグラフィー分析による分子量、あるいはその他の推定値。被験試料の同...
	37. 曝露空気は、実行可能な限り一定に保つ。曝露条件の安定性を立証するため、リアルタイムモニタリング装置（例えば、エアロゾルではエアロゾル光度計、蒸気では全炭化水素分析計など）を使用してもよい。チャンバーの分析濃度は、曝露レベルごとに各曝露日に3回以上測定する。限定的な気流速度または低濃度のため実行できない場合、曝露期間ごとに1試料の採取を容認できる。その場合、曝露時間全体を通じて試料採取することが理想的である。個々のチャンバー濃度試料のチャンバー濃度平均値からの逸脱は、ガスおよび蒸気では±10...
	38. ガス／蒸気およびエアロゾルからなるきわめて複雑な混合物（例えば、目的主導で最終的に用いる製品／装置から噴射される燃焼空気および被験化学物質）では、各相が吸入チャンバー内で異なる挙動を示す可能性がある。したがって、各相（ガス／蒸気およびエアロゾル）の指標物質（分析対象：通常は検討する製剤中の主要活性物質）を少なくとも1つ選択する。被験化学物質が混合物（例えば製剤）である場合、有効成分またはその構成要素（分析対象）だけでなく、製剤全体の分析濃度を報告する。分析濃度に関するさらなる情報は、GD ...
	被験化学物質：エアロゾルの粒径分布

	39. 下気道の十分な曝露を確保するため、エアロゾルは可能な限り以下の基準を満たすこと。ラットの空気動力学的質量中央径（MMAD）は2 µm以下、幾何標準偏差（σgまたはGSD）は1～3とする（GD 39参照）。この基準を満たすため合理的に取り組むべきであるが、実質的に達成できない場合、専門家の判断を用いるべきである。エアロゾルを凝縮し形成可能な蒸気については、粒径測定を実施する。沈着モデルを用い、エアロゾルが気道の特定の部分にどの程度あるいはどの部分に到達しているか推定できる。これにより、単回曝...
	40. 微細なエアロゾルの粒径分布は、カスケードインパクターか（熱力学的相当径または光学を用いた）粒径測定装置などの代替機器の使用により、各濃度レベルについて望ましくは週1回測定する。カスケードインパクターと代替機器により得られた結果の同等性を示せた場合、試験全体を通じ代替機器を使用できる。
	41. エアロゾル曝露粒子数と粒径分布のいずれについても、非繊維性および等尺性のナノ材料には、走査型移動度粒径測定装置、示差移動度分析器、または空気動力学的粒径測定装置が選好される。マイクロオリフィスを用いた均一沈着インパクターは、繊維性物質を含むすべての材料に用いられ、質量および粒径分布の観点から曝露濃度を測定できる。定量的に粒子曝露を測定する2種類以上の方法（すなわち、粒子数、粒径分布または粒子質量）を用いる。ナノ材料を用いて製造されるエアロゾルは、通常、凝集粒子からなるため、ミクロサイズとナ...
	42. 主要な装置の捕集効率を確認するため、主要な装置と並行して、重力分析フィルターまたはインピンジャー／ガスバブラーなど第2の定量装置を用いる。粒径分析により得られる質量濃度は、フィルター分析により得られる質量濃度の合理的な限界値の範囲内とする（GD 39 (1)参照）。試験の初期相において、検討されたすべての濃度で同等性を立証可能な場合、さらなる確認用の測定を省略できる。動物愛護のため、試験の繰り返しとなりうる不確定なデータを最小限に抑える対策を講じる。

	観察
	43. 各曝露期間の前、曝露中、曝露後、また曝露後期間中、動物の臨床所見を得る。曝露中の動物の反応に応じ、より頻回の観察が必要となりうる。動物拘束チューブの使用、全身チャンバーの照明不良、あるいは不透明なチャンバー空気により動物の観察が妨げられる場合、曝露後の動物を慎重に観察する。翌日の曝露前の観察では、毒性作用の可逆性または悪化について評価できる。試験実施計画書に曝露後期間が含まれている場合、その期間中、動物を少なくとも1日1回観察する。
	44. 各動物の個体別記録を残すと共に、すべての観察結果を記録する。動物が人道的な理由で屠殺された場合、または死亡した状態で発見された場合には、死亡時刻を可能な限り精密に記録する。
	45. ケージ脇での観察には皮膚および被毛、眼、および粘膜の変化；呼吸器系および循環器系の変化；神経系の変化；ならびに体性運動活動および行動パターンの変化を含める。振戦、痙攣、流涎、下痢、嗜眠、睡眠、昏睡の観察に注意を向ける。直腸温の測定により、被験化学物質投与や拘束に関連する反射性の呼吸緩徐、Paintal（C線維刺激）反射、または体温低下／体温上昇の根拠の裏付けとなる証拠を提供できる。試験実施計画書には、バイオモニタリング（尿／便の採取）、肺機能評価、行動の変化など追加評価を含めることができる。

	体重
	46. 動物の個体別体重を、初回曝露日（Day 0）の直前、その後週2回（例えば、曝露のない週末での回復を立証するため金曜日および月曜日、あるいは、全身毒性の評価を可能にする時間間隔）、ならびに死亡または安楽死の時点で記録する。最初の4週間に体重への顕著な影響がない場合、残りの試験期間の体重測定を週1回にできる。曝露後期間がある場合、動物の体重を週1回測定する。試験終了時、屠殺直前にすべての動物の体重を測定することで、バイアスのない器官重量体重比の算出を可能にする。

	摂餌量および摂水量
	47. 摂餌量は週1回測定する。摂水量も測定できる。試験実施計画書に曝露後期間が含まれている場合、この測定を継続する。

	臨床病理検査
	48. 少なくとも投与期間および回復期間の終了時には、曝露期間中および曝露後期間中、ならびに動物屠殺時の曝露動物および対照動物すべてを対象に、臨床病理検査の評価を実施する。肺負荷量測定に用いるサテライト群では臨床病理検査の評価は不要であるが、毒性（回復を含む）の理解に役立つとみなされる場合、選択されたパラメータについてPEO-2およびPEO-3で評価できる（段落29参照）。曝露終了から採血までの時間間隔を記録する。血漿中半減期が短いパラメータ（例えば、一酸化炭素ヘモグロビン［COHb］、コリンエス...
	49. すべての毒性試験に通常要求される臨床病理検査パラメータを、表1に示す。尿検査はルーチンベースでは要求されないが、予測または観察される毒性に基づき有用とみなされる場合、実施できる。試験責任者は、被験化学物質の毒性をより正確に特徴付けるため、追加パラメータ（コリンエステラーゼ、脂質、ホルモン、酸／塩基平衡、メトヘモグロビンまたはハインツ小体、クレアチンキナーゼ、骨髄細胞診、トロポニン、乳酸脱水素酵素、グルタミン酸脱水素酵素、およびγグルタミルトランスペプチダーゼなど）の評価を選択できる。

	気管支肺胞洗浄
	50. 気管支肺胞洗浄（BAL）は、PEO-1（曝露終了時から24時間以内）および曝露後1間隔目（PEO-2）で実施する（補遺：オプションA参照）。難溶性のエアロゾルを検討する場合（補遺：オプションB参照）、回復群を計画していれば、PEO-1（曝露終了後24時間以内）で雌雄両方、PEO-2で雌のBALを実施する。洗浄には、通常右肺が選好される。曝露後期間の持続期間およびPEOのタイミングは、用量設定試験の結果およびそれ以外に入手可能な関連情報に基づき、試験責任者が決定する。GD 39では、任意のB...

	肺負荷量
	51. 難溶性の固体のエアロゾルを検討する場合、肺負荷量測定により、残留する用量を明確に提示できる。肺負荷量測定を実施するのは、用量設定試験またはそれ以外の関連情報から、被験化学物質が肺内に残留しているかその可能性があると示唆される場合で、かつ入手可能な適切な分析方法がある場合とする。雄の分時換気量は雌より高いため、肺負荷量がより大となりうることから、雄を用いる。補遺（オプションB）に示すとおり、曝露終了時点での必須の肺負荷量測定（PEO-1）に向け、濃度ごとに雄5匹からなる群を主試験に追加する。...

	眼科検査
	52. 検眼鏡または同等の装置を用い、被験化学物質投与前のすべての動物を対象に、また、主試験終了時のすべての高濃度群および対照群を対象に、眼底、屈折透光体、虹彩、および結膜の眼科検査を実施する。眼の変化が検出された場合、サテライト群を含むそれ以外の群の動物すべてを検査する。

	肉眼所見および器官重量
	53. すべての被験動物（試験中死亡した動物または人道的理由で本試験から除外された動物を含む）について、完全な放血（実行可能な場合）および肉眼的剖検を行う。各動物の最終曝露終了から屠殺までの時間を記録する。死亡動物の発見直後に剖検を実施できない場合、動物を自己融解の最小化に十分な低温で冷蔵する（凍結しない）。剖検は、通常1日か2日以内に可能な限り早急に実施する。各動物について、気道の変化に特に留意しながら、すべての肉眼所見の変化を記録する。病理組織検査に向けた肉眼的剖検中、適切な媒体に保存すべき器...
	54. 左肺を病理組織学的評価用に保存し、右肺をBALに用いるが、左肺と右肺を逆にしてもよい。左肺を無傷のまま除去し重量を測定し、肺構造の維持を確保するため適切な固定液を水圧20～30 cmで注入する(6)。試験デザインに肺負荷量測定用のサテライト群の使用が含まれている場合、サテライト群では両肺の重量を測定できる。
	55. 4レベル以上の鼻咽頭組織を検査し、その1つには、扁平上皮、移行上皮（非線毛気道上皮）、呼吸上皮（線毛気道上皮）、および嗅上皮の適切な検査を可能にする鼻咽頭管(7) (8) (9) (10) (11)、ならびに鼻咽頭の流入領域リンパ組織（NALT）(12) (13)を含むこと。3レベルの喉頭を検査し、そのレベルの1つには喉頭蓋基部を含める(14)。肺外気管支の分枝である気管分岐部を通じた1縦断面と1横断面を含む、2レベル以上の気管を検査する。3レベル以上の左肺（または右肺）を検査し、そのレベ...
	56. 被験化学物質の移動を評価する必要がある場合、保存されている病理組織学的組織標本について、関連器官の粒子負荷量を測定できる。したがって、広範な分析方法を適用可能にするには、適切な保存方法の検討が重要である。保存されている標本とは無関係に、難溶性粒子を検討する場合、LALNにおける粒子の沈着を移動の指標として常に判定する。

	病理組織検査
	57. 対照群および高濃度群、ならびに試験中に死亡または屠殺したすべての動物について、表2に示したすべての器官および組織の病理組織学的評価を実施する。試験責任者は、明確な濃度反応を立証するため、追加の濃度群に関する組織病理学的評価の実施を選択できる。高曝露群において、データの有意性を損なう過度の早期死亡またはそれ以外の問題が認められた場合、次の低濃度での病理組織検査を検討する。気道、標的器官、肉眼的病変に特に留意する。高濃度群で病変を認めた器官および組織については、すべての群の検査を行う。回復群を...

	肺機能
	58. 試験責任者が、用量設定試験でげっ歯類の反射性の呼吸緩徐またはPaintal反射の証拠を見出した場合、あるいは、それ以外の情報（例えば体温低下）により、こうした反射を発現する可能性が示された場合、その反射の程度について、主試験での肺機能および体温の定期的な測定により定量化する。こうした反射および肺機能検査の実施方法に関するさらなる情報は、GD 39に見出せる。
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