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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 
 

1995 年 7 月 27 日理事会にて採択 
 

有機リン化合物の遅延性神経毒性試験：28 日反復投与試験 
 
 
はじめに 
 
1.  OECD の化学物質の試験に関するガイドラインは、科学的進歩や実際の評価法の変化を踏ま

えて定期的に見直している。本改訂ガイドラインは、被験物質の作用を決定する神経障害

標的エステラーゼ阻害（NTE、従来の神経毒性エステラーゼ）の測定法を含む改訂法を用い

ている(1)(2)(3)。脳および脊髄での投与 24～48 時間以内の NTE 阻害は、臨床的および形態

学的遅延性の神経毒性効果と関連する。NTE 試験モデルは男性で遅延性の神経障害を生じ

ることが知られている、全ての有機リンエステルに対して有用であることが判明した(4)。
したがって、NTE 阻害の定量データは、行動学的または病理組織学的データでみられるあ

いまいな結果が、遅延性神経毒性や無毒性量を示唆しているかを決定する重要な助けとな

る(1)(2)(3)(4)。本改訂ガイドラインは 90 日間暴露を必要とした前版と比較すると 28 日以上

の暴露を必要としたものである。この期間は、有機リン化合物の反復暴露による特性を得

るのに十分である(4)(5)。多くの農薬では 28 日の期間が 90 日よりも実際の暴露に近いこと

が多い。 
 
2.  本改訂ガイドライン 419 は、1992 年 2 月にパリで開かれた体系的な短期（または遅延性）

神経毒性に関する特別専門家作業委員会の協議会により得られたものである(6)。1990 年 3
月にワシントン郊外で開かれた神経毒性試験に関する OECD 会議で検討された早期の提案

(7)、および提案に対する各国のコメントに基づくものである。 
 
最初に考慮すべき事項 
 
3. 本ガイドラインは有機リン化合物の毒性について評価するのに用いる。通常、反復暴露に

よる遅延性神経障害の可能性は、急性試験（ガイドライン 418）の後に評価する。遅延性神

経毒性の急性試験および他の試験から得た情報は、反復暴露試験を計画するにあたり有用

となる(8)(9)(10)。 
 
4. 本 28 日遅延性神経毒性試験では、限られた期間に反復暴露したことによる健康リスクにつ

いて情報を得る。用量反応の情報を提供し、暴露の安全性基準を確立するために用いる無

毒性量の推定を示すことができる。 
 
5. 化学物質によっては（可塑剤など）使用方法により、長い暴露期間（90 日）が必要なこと

もある。しかし、解釈が困難なデータを解決する場合、または化学物質の使用条件を特定

することが更に求められる場合には、追加の試験が必要である。 
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6. 用いた定義を補遺に示す。 
 
試験の概要 
 
7. 被験物質を 1 日 1 回、28 日間雌鶏に経口投与する。動物の行動異常、運動失調および麻痺

について最終投与から 14 日まで 1 日 1 回以上観察する。生化学検査、特に NTE(1)(2)(3)は、

各群から無作為に選択した雌鶏に実施する（通常最終投与 24 および 48 時間後）。最終投与

から 2 週間後、残りの雌鶏を屠殺し、選択した神経組織について病理組織学的検査を行う。 
 
試験方法 
 
動物種の選択 
 
8. 試験の動物種としては 8～12 カ月齢の産卵鶏（Gallus gallus domesticus）が望ましい。標準

的な大きさ、血統、系統の雌鶏を、自由に動くことのできる環境で飼育する。 
 
飼育および給餌条件 
 
9. 自由に歩き回ることができ、歩行状態を容易に観察できるよう、十分な広さのケージまた

は囲いを用いる。照明は人工照明で 12 時間明期、12 時間暗期とする。適切な飼料を与え、

飲水は自由に摂取させる。 
 
動物の準備 
 
10. ウイルス感染、薬物処理、歩行異常のない健康な若齢雌鶏を、投与群と対照群に無作為に

割り付ける。5 日間以上飼育室環境に馴化した後に試験に用いる。 
 
投与経路および投与の準備 
 
11. 被験物質を毎日、週 7 日間投与する。強制的に、またはゼラチンカプセルによる経口投与が

望ましい。液体は原液のままか、コーン油などの適切な溶媒に溶解する。ゼラチンカプセ

ルでの高用量の固体は効果的に吸収されないことがあるため、可能な限り溶解する。非水

溶性の溶媒は毒性特性が分かっている物質を用いるか、情報がない場合には試験開始前に

あらかじめ調べておく。 
 
手順 
 
動物数および投与群 
 
12. 各投与群では 6 羽を生化学検査のために屠殺し（3 羽ずつ 2 回測定）、6 羽は 14 日間の観察

期間後に屠殺するため、十分な数を確保する。 
 
13. 通常、3 回以上の投与群と溶媒対照群を用いるが、他のデータ（単回投与試験（ガイドライ

ン 418）in vivo スクリーニング試験(10)(11)(12)、構造活性関連物質(8)(9)）から 1000 mg/kg 
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体重で作用がみられないことが予期される場合には、限度試験を行う。 

 
14. 溶媒対照群と各投与群では生化学検査に 6 羽以上、病理学検査に 6 羽以上を確保する。溶媒

対照群は被験物質の投与しないこと以外、全ての点で同様に取り扱う。 
 
予備投与量選択試験 
 
15.  遅延性神経毒性の急性試験（ガイドライン 418）の結果、また被験物質に関する他の毒性デ

ータやキネティックデータを考慮して投与量を選択する。最高用量として遅延性の神経毒

性をもたらすが、死亡または明らかな苦痛がみられない量を選択する。その後、投与量の

降順は用量関連反応を示し、最低用量で無毒性量となるように選択する。 
 
限度試験 
 
16. 本試験の手順を用いて投与量 1000 mg/kg 体重/day 以上で毒性がみられない場合、および構

造的に関連する物質でのデータから毒性が予測されない場合には、更に高用量の試験を実

施することは必要ではない。ヒトで更に高用量を用いる必要性が示唆される場合を除き、

限度試験を適用する。 
 
観察 
 
17. 観察は投与後ただちに行う。全ての雌鶏について、投与 28 日間、投与後 14 日間または予定

した死亡まで 1 日 1 回以上、注意深く観察する。毒性徴候の発現時期、種類、程度、期間に

ついて記録する。観察には行動学的異常を含めるがこれに限らない。運動失調は 4 段階以上

の判定基準に基づいて評価し、麻痺を記録する(13)。雌鶏は週 2 回以上ケージの外に出し、

はしご登りなどの強制運動を行い、最小毒性作用を観察する。瀕死状態の雌鶏は試験から

除外し、剖検のために屠殺する。 
 
体重 
 
18. 全ての雌鶏は被験物質投与直前、その後は週 1 回以上体重を測定する。 
 
血液生化学検査 
 
19. 各投与群と溶媒対照群から 6 羽を無作為に選択し、最終投与から数日以内に屠殺する。脳お

よび腰脊髄を採取し、NTE 活性を測定する(1)(14)(15)(16)。更に、坐骨神経を採取して NTE
活性を測定することは有用である(17)(18)(19)。通常、対照群と各投与群の 3 羽は最終投与か

ら 24 時間後、3 羽は 48 時間後に屠殺する。急性試験（ガイドライン 418）または他の試験

（トキシコキネティクス）のデータから、最終投与後の屠殺時点で他に望ましい時点があ

れば実施し、その理由を記載する。 
 

20. NTE 活性を測定した同じ動物の組織について、アセチルコリンエステラーゼ（AChE）の活

性を測定することが評価の助けとなる(20)(21)。ただし、AChE の自発的な再活性が in vivo
でみられることがあり、AChE 阻害剤としての物質の可能性を過小評価することになる。 
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病理学的検査 
 
肉眼的剖検 
 
21. 全動物（予定した死亡および瀕死状態による死亡）に剖検を行い、脳および脊髄を観察す

る。 
 
病理組織学的検査 
 
22. 観察期間に生存し、生化学検査に用いなかった全動物の神経組織を顕微鏡検査する。灌流

して組織を in situ で固定する。切片には小脳（中央縦断面）、延髄、脊髄および末梢神経を

含める。脊髄切片は上頚部、中胸部および腰仙部から採取する。脛骨神経の遠位部、腓腹

筋の分岐部、および坐骨神経を採取する。切片は髄鞘と軸索を適切な手法で染色する。ま

ず、対照群と最高用量群の全動物の保存組織について顕微鏡試験を行う。最高用量群で作

用のエビデンスがみられれば、中間用量と最低用量の動物について顕微鏡試験を実施する。 
 
データおよび報告 
 
データ 
 
23. 動物の個体ごとのデータを示す。更に各投与群について、試験開始時動物数、病変や行動

学的・生化学的作用がみられた動物数、病変や作用がみられた種類と程度、病変や作用の

種類および程度がみられた動物の割合を総括表として示す。 
 
結果の評価 
 
24. 試験の結果を発現率、重度、行動学的・生化学的・病理組織学的作用との相関、投与群お

よび対照群でみられた他の作用の点から評価する。 
 
25. 適切で一般的に認められている統計方法で結果を評価する。統計方法は試験計画時点で選

択しておく。 
 
試験報告書 
 
26. 試験報告書には、以下の情報を含まなければならない。 
 

被験物質 
－物理的性質（異性化、純度、物理化学的特性を含む） 
－特定データ 

 
溶媒（必要に応じて） 

－水以外の場合、溶媒選択の妥当性 
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供試動物 

－使用した系統 
－動物数、月齢 
－供給元、飼育条件など 
－試験開始時の個体ごとの体重 

 
試験条件 

－必要に応じて、被験物質の調製方法の詳細、安定性および均一性 
－被験物質投与の詳細 
－飼料および水の質の詳細 
－用量設定根拠 
－溶媒、容量、投与物質の物理学的性状の詳細を含む投与量の詳述 
 

結果 
－体重データ 
－死亡を含む、用量別の毒性反応データ 
－無毒性量 
－一般状態観察の変化の種類、程度および期間（可逆性の有無を含む） 
－生化学的検査と所見の詳細記述 
－剖検所見 
－全ての病理組織学的検査所見の詳細記述 
－必要に応じて、結果の統計処理方法 

 
結果の考察 
 
結論 
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補遺 
 
定義 
 
遅延性神経毒性：運動失調、脊髄および末梢神経の遠位軸索変性症、神経組織の神経毒性標的エ

ステラーゼ阻害およびエイジングが遅延して発現する症候群。 
 
有機リン化合物：有機リン酸／有機ホスホン酸／有機ホスホルアミド酸の未荷電有機リンエステ

ル、チオエステル、無水物、または関連するホスホロチオ酸／ホスホノチオラート／

phosphorthioamidic acids の未荷電有機リンエステル、チオエステル、無水物、または本分類でみら

れる場合によっては神経毒性を生じる他の物質。 
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