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	はじめに
	1. 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は、科学の進歩に照らして定期的に見直される。このスクリーニング試験ガイドライン421の初版は、1990年のロンドン(1)、1992年の東京(2)の2回にわたる専門委員会において検討された「予備的生殖毒性スクリーニング試験」の手順に基づいて、1995年に採択された。
	2. 本試験ガイドラインでは、内分泌かく乱化学物質関連のエンドポイントを更新した。今回の更新は、内分泌かく乱の可能性がある物質のスクリーニングおよび試験について、既存の各種試験ガイドラインを改訂し新規試験ガイドラインを作成するため、1998年にOECDで開始された優先度の高い作業のフォローアップとして行われた(3)。例えば、試験ガイドライン407（げっ歯類における28日間反復経口投与毒性試験）は、2008年に被験物質の内分泌活性の検出に適したパラメータが強化された。今回、試験ガイドライン421を更...
	3. 選択された内分泌かく乱化学物質関連エンドポイントの追加分は、試験ガイドライン443（拡張一世代生殖毒性試験）の一部でもあり、これらのエンドポイント組み入れに関わる科学的・技術的疑問や、その組み入れに必要な試験デザインの適合可能性に取り組んだ実用化試験に基づいて、試験ガイドライン421に含められた(4)。
	4. 本ガイドラインは、被験物質が雌雄の生殖能、すなわち生殖腺の機能、交尾行動、受胎、受胎産物の発生、分娩などに与える影響について限定的な情報を得られるように計画されている。ただし、既存の試験ガイドライン414、415、416、443の代替法ではなく、それらを置き換えるものでもない。

	最初に考慮すべき事項
	5. 本スクリーニング試験ガイドラインを用いることにより、化学物質の毒性評価の初期段階で、または懸念のある化学物質について、生殖や発生に対する影響の可能性に関する初期情報を得ることができる。また、このガイドラインは、入手可能な毒性情報がほとんどないか全くない既存化学物質の初期スクリーニング試験の組合せの一部として、より広範な生殖／発生毒性試験の用量設定試験として、またはそれ以外に関連すると考えられる場合にも用いることができる。試験を実施する場合には、安全性評価に用いられる実験動物の人道的エンドポイ...
	6. この試験では、生殖発生についてすべての面の完全な情報が得られるわけではない。特に、出生前の曝露による影響の出生後の発現、または出生後の曝露で誘発される影響の検出手段としては限定的である。（他の理由もあるが）投与群の動物数が比較的少なく、エンドポイントが限られ、試験期間が短いことから、本方法は生殖／発生への影響がないと明確に主張できる証拠を提供するものではない。加えて、他の生殖／発生毒性試験データがない場合、陽性結果は初期の危険有害性評価に有用であり、追加試験の必要性とその時期に関する決定に寄...
	7. 内分泌かく乱化学物質関連のパラメータにより得られた結果は、「内分泌かく乱化学物質の試験および評価に関するOECDの概念的枠組み」(6)に照らして検討されるべきである。この概念的枠組みでは、強化された本試験ガイドライン421は、内分泌かく乱化学物質関連のエンドポイントの有害作用データを示すin vivo試験法としてレベル4に相当する。しかし、内分泌かく乱化学物質のシグナルが1つ認められても、そのままこの被験物質が内分泌かく乱化学物質であるという十分な証拠とはみなせないと考えられる。
	8. 本ガイドラインは、被験物質の経口投与を前提としている。他の曝露経路を用いる場合には、修正が必要となる場合がある。
	9. ある混合物について規制目的を意図してデータを生成する場合、この試験ガイドラインを用いる前に、ガイドラインからその目的に合った適切な結果が示され得るか、また、示される場合の理由について検討する。当該混合物の試験の規制要件がある場合には、こうした検討は不要である。
	10. 用いた定義を補遺1に示す。

	試験の概要
	11. 被験物質を、段階的な用量で雌雄動物からなるいくつかの群に投与する。雄については、屠殺予定日の前日まで（前日を含む）少なくとも4週間（交配前最短2週間、交配期間中および交配後約2週間）投与を行う。雄における交配前の投与期間が限られているため、受胎能は精巣毒性に関する特に高感度な指標とはならない可能性がある。このため、精巣の詳細な組織学的検査が必須である。交配前に2週間の投与期間を設け、その後、交配／受胎能を観察し、併せて全体で少なくとも4週間の投与期間とし、続いて雄の生殖腺の詳細な病理組織学...
	12. 雌については、試験期間全体を通じて投与を行う。交配前2週間（少なくとも性周期全体を2回分含むようにするため）、受胎までの期間（個体ごとに異なる）、妊娠期間および分娩後少なくとも13日間、すなわち屠殺予定日の前日まで（前日を含む）が対象となる。
	13. 馴化および投与前の性周期評価後の試験期間は雌の生殖能にもよるが、約63日間である［交配前期間14日間以上、交配期間14日間（最長）、妊娠期間22日間、哺育期間13日間］。
	14. 投与期間中は毎日、動物の毒性徴候を注意深く観察する。試験期間中の死亡または屠殺動物は剖検し、試験終了時には生存動物を屠殺して剖検する。

	試験方法
	動物種の選択
	15. この試験ガイドラインは、ラットによる実験を想定している。この試験ガイドライン421内で指定されたパラメータを、別のげっ歯類種において検討する場合には、その妥当性の詳細について示すこと。試験ガイドライン407の場合、内分泌かく乱化学物質の検出に関する国際的バリデーションプログラムで使用された動物種はラットのみであった。受胎率が低い系統や発生異常の頻度が高いことが分かっている系統は用いない。試験には以前に実験手順に供されたことのない、健康な未交配動物を用いる。供試動物については、動物種、系統、...
	飼育および給餌条件

	16. すべての手順について、実験動物の地域管理基準に従うこと。動物飼育室の温度は22℃（±3℃）とする。相対湿度は目標値を50～60％とし、30％以上、70％を超えないこと（飼育室清掃時を除く）が望ましい。照明は人工照明で12時間明期、12時間暗期とする。飼料は、通常の実験動物用飼料を用いてよい。飲水は自由に摂取させる。なお、被験物質を混餌投与する場合、被験物質に合った混合を確保する必要性により、飼料の選択は影響を受けることがある。
	17. 同性の動物を少数の群単位で飼育する。なお、科学的妥当性がある場合には、個別飼育してもよい。群飼いでは1ケージあたりの動物数を5匹以下とする。交配手順はその目的に合ったケージにおいて行う。妊娠雌動物は個別飼育とし、巣材を与える。哺育中の雌は、出生児とともに個別飼育する。
	18. 餌の夾雑物について定期的に分析する。飼料のサンプルは、試験報告書の完成まで保管すること。
	動物の準備

	19. 健康な若齢成熟動物を対照群と投与群に無作為に割り付ける。ケージの位置による影響の可能性が最小限になるようケージを配置する。各動物には個体識別を施し、試験開始前に5日間以上ケージで飼育して飼育室環境に馴化させる。
	投与の準備

	20. 他の投与経路がより適切と考えられない限り、被験物質の経口投与が推奨される。経口経路を選択した場合、被験物質は通常強制経口投与されるが、代わりに混餌または飲水投与してもよい。
	21. 必要に応じて、被験物質を適切な溶媒に溶解または懸濁する。可能な限り、まず水溶液／水性懸濁液の使用を考慮し、次に油（コーン油など）の溶液／乳濁液を、その後に他の溶媒の使用について検討することが推奨される。水以外の溶媒を用いる場合には、その溶媒の毒性について知っておくこと。また、溶媒中での被験物質の安定性および均一性について判定すること。

	手順
	動物数および性
	22. 各群とも雄10匹以上、雌12～13匹で開始することが推奨される。雌の曝露前の性周期を評価し、典型的な4～5日の周期を示さない動物は使用しない。したがって、1群あたりの雌を10匹にするため、雌の追加が推奨される。これにより、顕著な毒性作用がみられる場合を除き、各群8匹以上の妊娠雌動物が得られると予想される。これは、通常1群あたりの妊娠雌動物数として許容できる最小数である。その目的は、受胎、妊娠、母性および授乳行動、ならびにF1 出生児の受胎から分娩後13日までの成長および発生に対して被験物質...
	投与量

	23. 一般に少なくとも3投与群と1対照群を設ける。用量は急性毒性試験の情報や反復投与試験結果に基づいて設定できる。対照群の動物は、被験物質の投与を除き、投与群の動物と同一に取り扱う。被験物質の投与に溶媒を用いる場合には、用いられる最大量の溶媒を対照群に投与する。
	24. 用量は、入手可能な既存の毒性および（トキシコ）キネティクスデータを考慮して選択する。妊娠動物と非妊娠動物の感受性に差がある可能性も考慮すること。最高用量は毒性作用を生じさせる目的で選択されるが、死亡も重度の苦痛も引き起こさない用量とする。次に、投与量依存性の反応および最低用量において無毒性量（NOAEL）を求めるために、用量を降順に選択する。用量を降順に設定する場合、2～4倍間隔で通常最適になるが、きわめて大きな投与量間隔（10倍を超える場合など）を用いる場合、4番目の投与群追加が望ましい。
	25. 一般毒性（体重減少、肝臓、心臓、肺、もしくは腎臓に関する影響など）、または、毒性反応ではないと考えられるそれ以外の変化（摂餌量の減少、肝腫大など）が認められた場合、内分泌感受性のエンドポイントへの観察された影響については慎重に解釈すべきである。
	限度試験

	26. 1000 mg/kg体重/day以上の1用量による経口投与試験、または、混餌投与または飲水投与により飼料中あるいは飲水中でこれに相当する割合とした経口投与試験を行い、この試験用に記載された手順を用いて毒性作用が認められない場合で、かつ構造的に関連する物質のデータに基づいて毒性なしと予測され得る場合には、複数の用量を用いた完全な試験は不要と判断してよい。ヒトの曝露量からより高い経口用量使用の必要性が示されない限り、この限度試験が適用される。吸入や経皮の適用など、他の投与方法については、被験物...
	投与

	27. 被験物質を動物に週7日、毎日投与する。被験物質を強制経口投与する場合には、胃ゾンデまたは適切な挿管カニューレを用いて動物に単回投与する。1回に投与可能な最大液量は供試動物の大きさによって左右される。最大液量は体重100 gあたり1 mLを超えないこと。ただし、水溶液の場合は例外とし、体重100 gあたり2 mLを使用してもよい。通常高濃度ほど悪影響を示すと考えられる刺激性または腐食性の被験物質を除き、濃度を調節して被験物質の量のばらつきを最小限にし、すべての用量で量が一定になるようにする。
	28. 飼料または飲水を介して被験物質を投与する場合には、含まれる被験物質量が正常な栄養や水のバランスを妨げないようにすることが重要である。被験物質の混餌投与では、飼料中濃度（ppm）を一定にする方法か、動物の体重単位で用量を一定にする方法を用いることができるが、いずれを用いたか明記すること。被験物質の強制経口投与では、毎日ほぼ同じ時刻に投与を行い、少なくとも週1回調整して動物の体重単位の用量を一定に保つ。
	試験スケジュール

	29. 雌雄とも5日間以上馴化させ、雌の正常な性周期のスクリーニング（2週間の投与前期間）を行った後、交配の少なくとも2週間前に投与を開始する。動物が完全に性成熟に達した後、速やかに性周期の評価が開始されるように試験を計画する。その時期はラットの系統や施設によってやや異なる場合があるが、例えばSprague Dawley系ラットでは10週齢時、Wistar系ラットでは約12週齢時である。母動物と出生児は、分娩後13日またはその直後に屠殺する。出生日（すなわち分娩完了日）を分娩後0日とする。交尾の証...
	30. 雌親動物に対しては、妊娠期間全体および少なくとも分娩後13日まで（13日を含む）、すなわち屠殺前日まで（前日を含む）、毎日投与を継続する。被験物質を吸入または経皮経路で投与する試験では、少なくとも妊娠19日まで（妊娠19日を含む）投与を継続し、投与は生後4日までに可能な限り速やかに再開する。
	31. 実験スケジュールの概略図を補遺2に示す。
	交配手順

	32. 本試験では通常1対1交配（雄1匹と雌1匹の交配）を行う。ただし、時に雄で死亡がみられた場合には例外もあり得る。交尾の証拠が認められるまで、または、2週間が経過するまで、雌を同じ雄と同居させる。精子または膣栓の存在について毎朝雌を検査する。交配の証拠が確認された日（膣栓または精子が認められた日）を妊娠0日とする。交配が成功しなかった場合に備え、同じ群の生殖能力が確認されている雄と雌の再交配を考慮することがある。
	同腹児数

	33. 生後4日目においては、児動物数を調節してもよい。その際には、使用したラットの系統で通常得られる同腹児数に応じ、一腹あたりの児動物数ができる限り雌雄各4～5匹に近づく様に、余剰な児動物を無作為選択して取り除く。余剰の児動物2匹から血液試料を採取、プールし、血清T4濃度の測定に用いる。体重や肛門・生殖突起間距離（AGD）などに基づいて児動物を選択して除去するのは適切ではない。一腹あたり雌雄各4～5匹を確保できない場合は、雄6匹と雌4匹などの調整が許容される。同腹の児動物数が淘汰水準（一腹あたり...
	34. 同腹児数を調節しない場合、一腹につき児動物2匹を生後4日に屠殺し、血清甲状腺ホルモン濃度測定用の血液試料を採取する。可能であれば、乳頭保持の評価に充てる雄の児動物を確保するため、ここで選ばれる一腹につき2匹の仔動物は雌とする。ただし、これらの仔動物を除去すると終了時の評価に充てる雌ラットが残らない場合を除く。一腹あたりの児動物数が8匹もしくは10匹（使用したラットの系統で通常得られる一腹児数による）を下回った場合には、児動物の屠殺は行わない。児動物の数が通常の一腹児数より1匹しか多くなかっ...
	生存中の観察
	一般状態観察


	35. 試験期間を通じて少なくとも1日1回、また毒性徴候がみられた場合にはより頻繁に、一般状態の観察を行う。投与後、予想される影響が最大になる期間を考慮に入れ、毎日同じ時刻に観察を行うことが望ましい。関連行動の変化、分娩困難や分娩長期化の徴候および死亡を含むすべての毒性徴候を記録する。これらの記録には毒性徴候の発現時期、程度および持続期間を含める。
	体重および摂餌量／摂水量

	36. 雌雄について、投与開始日、その後は少なくとも週1回、および終了時に体重を測定する。妊娠期間中の雌については妊娠0、7、14および20日に、また分娩後24時間以内（分娩後0または1日）、ならびに少なくとも分娩後4日および13日に体重を測定する。各成熟動物について、個体ごとにその測定結果を報告する。
	37. 交配前、妊娠および哺育期間中、摂餌量を少なくとも週1回測定する。交配期間中の摂餌量の測定は任意とする。被験物質を飲水投与する場合には、これらの期間中摂水量も測定する。
	性周期

	38. 通常の性周期を有する供試雌動物を選択するため、投与開始前に性周期をモニターする（段落22参照）。投与期間開始から交配の証拠が認められるまで、毎日膣垢によるモニターも行う。投与開始により性周期の変動を生じ得る急性のストレス作用が懸念される場合、供試動物に2週間曝露させた後、交配前期間中、毎日膣垢を採取して最低2週間性周期をモニターし、交配期間に交配の証拠が認められるまで引き続きモニタリングすることも可能である。膣／子宮頸部の細胞を採取する際には、粘膜を刺激して偽妊娠を引き起こすことのないよう...
	出生児のパラメータ

	39. 妊娠期間を記録し、妊娠0日から算出する。分娩後可能な限り速やかに各同腹児を検査し、児動物の数および性、死産児数、生存産児数、矮小児数（対応する対照児動物より顕著に小型の児動物）、ならびに肉眼的異常について確認する。
	40. 生存児動物の数および性別を確認し、児動物は分娩後24時間以内（分娩後0または1日）、ならびに少なくとも分娩後4日および13日に体重を測定する。段落35記載の観察に加え、出生児の異常行動があれば記録する。
	41. 各児動物のAGDを出生後同じ日（生後0～4日の間）に測定する。AGDを測定した日に児動物の体重を測定し、AGDを児動物のサイズ、望ましくは体重の立方根で補正する(9)。OECDガイダンス文書151 (10)に推奨されているとおり、生後12日または13日に雄の児動物の乳頭数／乳輪数を計数する。
	血液生化学的検査

	42. 次のスケジュールに基づいて、定められた部位から血液試料を採取する。
	43. 以下の要因はホルモン測定結果のばらつきおよび絶対的濃度に影響する可能性がある。
	44. ホルモン測定目的専用の血漿試料は当日のほぼ同時刻に採取する。ホルモン濃度分析時に得られる数値は市販の各種測定キットにより異なる。
	病理学的検査
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	45. 成熟動物について、屠殺時または試験中の死亡時に異常や病理学的変化の有無を肉眼的に検査する。検査では特に生殖器系の器官に注意を払う。着床痕の数を記録する。性周期の段階を判定し、卵巣の病理組織学的検査との相関関係を明らかにするため、剖検日の朝に膣垢検査を行う。
	46. すべての成熟雄動物について、精巣および精巣上体、ならびに前立腺および精嚢＋凝固腺は、必要に応じて付着組織を除去し、乾燥を避けるため、切除後可能な限り速やかに湿重量を測定する。さらに、任意の器官重量として、雄では肛門挙筋＋球海綿体筋複合体、カウパー腺および陰茎亀頭、雌では一対の卵巣（湿重量）および子宮（子宮頸部を含む）を含めることができる。その場合、切除後可能な限り速やかにこれらの重量を測定する。
	47. 死亡児動物および分娩後13日またはその直後に屠殺した児動物について、少なくとも外表の肉眼的異常を注意深く検査する。特に外部生殖器に注意を払い、発生の変化の徴候について検査する。13日目に同腹あたり雄の児動物1匹および雌の児動物1匹の甲状腺を保存する。
	48. すべての成熟動物について、卵巣、精巣、副生殖器（子宮および子宮頸部、精巣上体、前立腺、精嚢＋凝固腺）、甲状腺ならびに肉眼病変がみられた全器官を保存する。ホルマリン固定は精巣および精巣上体の通常検査用として推奨されない。これらの組織について許容される方法としては、ブアン固定液または改変デビッドソン固定液の使用が挙げられる(11)。これらの固定液を速やかに浸透させるため、器官の両極の位置で徐々に、かつ浅く白膜に針で穿刺する。
	病理組織学的検査

	49. 最高用量群および対照群の動物の卵巣、精巣および精巣上体について、詳細な組織学的検査を実施する（特に精子形成のステージおよび精巣間質細胞の構造の病理組織学的検査に重点を置く）。必要に応じて児動物および成熟動物の甲状腺など他の保存器官を検査してもよい。甲状腺の重量については、固定後測定することが考えられる。切り出しもきわめて慎重に行い、組織損傷を避けるため固定後のみとする。組織損傷により病理組織学的分析が損なわれる可能性がある。最高用量群で変化が認められた場合には、他の投与量群の動物に検査を拡...

	データおよび報告
	データ
	50. 動物の個体ごとのデータを示す。また、全データを表形式に要約し、各投与群につい て、試験開始時動物数、試験中に死亡したり人道的理由により安楽死させた動物数、死亡または安楽死の時期、受胎動物数、妊娠雌動物数、毒性徴候を示した動物数、認められた毒性徴候の内容（毒性作用の発現時期、持続期間、重症度を含む）、病理組織学的変化の種類、および同腹ごとのすべての関連データを示す。生殖／発生に対する影響の評価に非常に有用であることが証明されている総括表の形式を補遺3に示す。
	51. 試験規模が限られているため、多くのエンドポイント（特に生殖関連項目）については、「有意性」の検定形式の統計解析を行っても、その価値は限定的である。統計解析を行う場合は、検討対象の変数の分布に適した方法を選択し、かつ、その選択を試験開始前にすること。AGDおよび乳頭保持の統計解析は、児動物の個体別データに基づき、同腹ごとの影響を考慮に入れる。適切な場合、同腹児を解析単位にする。児動物の体重の統計解析は、児動物の個体別データに基づき、同腹児数を考慮に入れる。群の大きさが小さいため、入手可能であ...
	結果の評価

	52. この毒性試験の結果は、観察された影響、剖検および顕微鏡検査所見に照らして評価する。評価では、被験物質の用量と異常（肉眼病変、確認された標的器官、不妊、一般状態の異常、影響を受けた生殖能および同腹ごとの能力、体重変化、死亡に対する影響、その他の毒性作用など）の有無、頻度、重症度との関連性などを対象とする。
	53. 雄の投与期間が短いため、雄の生殖への影響を評価する際には、受胎能のデータとともに精巣および精巣上体の病理組織学的検査結果を考慮する。入手可能であれば生殖／発生に関する既存対照データ（同腹児数、AGD、乳頭保持、血清T4濃度など）を使用することが試験の解釈の一助として役立つ可能性もある。
	54. 品質管理上、既存対照データを収集し、数値データ（特に内分泌かく乱化学物質の検出に関連するパラメータ）の場合、変動係数を算出することが提唱される。実際の試験において評価する場合、これらのデータは比較を目的として使用できる。

	試験報告書
	55. 試験報告書には、以下の情報を含める。
	結果の解釈

	56. この試験では、反復投与による生殖／発生毒性を評価する（段落5および6参照）。この試験ではさらなる検討の必要性を示す場合があり、後に続く試験を計画する際には手引きとなる。生殖および発生に関する結果の解釈には、OECDガイダンス文書43(12)を参照すると有用である。また、げっ歯類における内分泌系および生殖器系の試験の組織学的評価に関するOECDガイダンス文書106(11)は、この試験ガイドラインに役立つと考えられる（内分泌系）諸器官および膣垢の作製および評価について情報を提供している。
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