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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 

 
発達神経毒性試験 

 
はじめに 
 
1. 1995 年 6 月にコペンハーゲンで開かれた生殖発生毒性に関する OECD のワーキンググルー

プにおいて、OECD の当時の生殖発生毒性試験ガイドラインを更新し、そこに取り上げられ

ていない評価指標を含む新しいガイドラインを作成する必要性が協議された(1)。このワー

キンググループでは、米国環境保護庁（EPA）のガイドライン（その後改訂(2)）に基づく

発達神経毒性試験ガイドラインの作成が推奨された。1996 年 6 月にコペンハーゲンで第 2
回諮問会議が開かれ、事務局に対して新しい発達神経毒性試験ガイドラインの概要に関す

る助言が行なわれたが、その中には主要な要素、すなわち、動物種の選択、投与期間、試

験期間、評価項目および結果の評価基準などに関する詳細が含まれていた。1998 年には米

国の神経毒性リスク評価ガイドラインが公表された(3)。2000 年 10 月には OECD の専門家諮

問会議と国際生命科学研究機構リスク科学研究所（ILSI Risk Science Institute）のワークショ

ップが連続して開催され、さらに 2005 年、東京において専門家諮問会議が開かれた。これ

らの会議では当時の試験ガイドラインにおける科学的および技術的な問題点が討議され、

本試験ガイドラインの作成にあたってはこれらの会議からの提言(4)(5)(6)(7)が考慮された。

本試験ガイドラインの実施、解釈および用語に関するその他の詳細は、ガイダンス文書

No.43「生殖毒性試験およびその評価」(8)ならびに No.20「神経毒性試験」(9)に記載されて

いる。 
 
最初に考慮すべき事項 
 
2. 多くの化学物質がヒトおよび他の動物種で発達神経毒性を生じることが知られている

(10)(11)(12)(13)。このため、化学物質またはその混合物（「被験物質」）の毒性学的特徴を

見極め、評価するには、発達神経毒性の可能性を調べる必要があろう。発達神経毒性試験

は、胎児期および生後の早い時期における暴露によって起きる可能性のある、出生児の発

達中の神経系に対する機能的および形態的影響に関するデータ（用量反応関係を含む）が

得られるようにデザインされている。 
 
3. 発達神経毒性試験は独立した試験としても実施できるが、生殖毒性試験や成熟動物におけ

る神経毒性試験（試験ガイドライン 415(14)、416(15)、424(16)）に組み込んで、また出生前

発生毒性試験（試験ガイドライン 414(17)）に追加して実施することも可能である。ただし、

発達神経毒性試験を別の試験に組み込むか追加して実施する場合には、両種の試験の完全

性を保つことが必須である。また、すべての試験は実験動物の研究使用に関する政府およ

び所属機関の適切なガイドラインに従って実施しなければならない（18 など）。 
 
4. 試験の実施前に被験物質に関する入手可能なすべての情報を検討する。その中には物質の

同一性と化学構造、物理化学的性質、その物質に関する他のすべての in vitro および in vivo
毒性試験結果、構造関連物質の毒性データおよび予想される物質の使用法が含まれる。こ

れらの情報はヒトの健康を守る上でその試験が役立つかどうかの懸念を払拭するのに必要

であり、また適切な開始用量設定の参考にもなる。 
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試験の概要 
 
5. 動物に対し、被験物質を妊娠および哺育期間中投与する。母動物の検査は妊娠および哺育

中の動物に対する影響を評価するために行なわれるが、比較情報（母動物対出生児）が得

られる場合もある。出生児については、各腹から無作為に選んで神経毒性学的評価を行な

う。評価では、神経および行動全般の異常を検出するための観察（身体発育分化、初期行

動発達、自発運動量、運動および感覚機能、学習および記憶を含む）、ならびに出生後の

成長期と成熟後における脳重量測定および神経病理学的検査を行なう。 
 
6. 独立した試験として実施する場合には、各群の余剰動物を用いて、特殊な神経行動学的、

神経病理学的、神経化学的または電気生理学的手法による検査を行なってもよい。そうす

ることによって、本ガイドラインが推奨する検査で得られたデータを補足することができ

るであろう(16)(19)(20)(21)。経験的な観察結果や予想される影響、またはメカニズム／作用

様式から特殊な型の神経毒性が示唆される場合には、これらの補足的手法は特に有用とな

る。また、これらの補足的手法は児動物だけでなく、母動物について実施してもよい。さ

らに、in vivo 試験の完全性を損なわない限り、ex vivo や in vitro の手法を用いることもでき

る。 
 
試験方法 － 試験の準備 
 
動物種の選択 
 
7. 試験の動物種としては、ラットが望ましいが、適切であれば他の動物種を用いてもよい。

ただし、本試験ガイドラインに明記されている妊娠および生後の日数は広く用いられてい

るラットの系統に特異的なものであり、他の動物種や一般的でない系統を用いる場合には、

相当する日数を設定しなければならない点に留意する。また、他の動物種を用いる場合に

は、毒性学的、薬物動態学的その他のデータに基づき、その妥当性を示す。出生後の動物

に対して種特異的な神経行動学的および神経病理学的検査が行なえることは妥当性の条件

として必須である。先に行なわれた試験で懸念が認められた場合には、問題となったその

動物種／系統での試験を検討する。各系統のラットは異なる能力特性を示すため、供試動

物として選択した系統の受胎能や反応性が適切であることを示す根拠が必要である。他の

動物種については、発達神経毒性の検出における信頼性および感受性を示す証拠を提出す

る。 
 
飼育および給餌条件 
 
8. 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。なお、機能および行動関連項目の評価を暗期、すなわち、動物が通常活動的

である期間に（赤色光の下で）行なうため、交配前から試験期間を通じて明暗周期を逆転

させてもよい(22)。明暗周期変更の際には、動物が新しい周期に慣れるように適当な馴化期

間を置く。飼料としては通常の実験動物用飼料を用いてさしつかえない。飲水は自由に摂

取させる。飼料の種類および水について報告書に記載する。また、両者について汚染物質

の分析を行なう。 
 
9. 動物は個別飼育するか、または同性の動物を少数匹ずつ飼育する。交配にはその目的に合

ったケージを用いる。交尾確認後または妊娠 15 日以内に、交配した雌を分娩用ケージに個

別に収容する。ケージの位置による影響を最小限にするように考慮しながらケージを配置

する。分娩が近づいたら、確かな品質の適切な巣材を与える。妊娠中の不適切な取り扱い
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やストレスにより、出生前損失や胎児期および生後の発育の変化など、有害な結果を生じ

る場合のあることが知られている。このため、投与とは無関係の因子による胎児の損失が

起きないように、妊娠中は動物を注意深く取り扱い、大きな音など、外因によるストレス

を防ぐ。 
 
動物の準備 
 
10. 健康な動物を飼育室環境に馴化させた後に用いる。本試験を別試験に組み込んで行なう場

合（3 段落参照）を除き、動物は以前に実験に供されたことのないものとする。供試動物に

ついては、動物種、系統、供給元、性、体重および週齢を明らかにする。各動物には固有

の識別番号を付し、それを表示する。現実的に可能な限り、全試験群の動物の体重および

週齢を均一にする。体重はその動物種および系統の正常範囲内とする。各用量群とも未経

産の若齢成熟動物を用いる。兄妹交配をしないように特に注意する。膣栓または精子が認

められた日を妊娠 0 日とする。供給元から交配日指定妊娠動物を購入する場合には、適切な

馴化期間（2～3 日）を設ける。交配した雌は偏りが生じない方法で対照群と投与群に割付

け、可能な限り群間で均一に分布するようにする（例えば、体重に基づくものなど、層別

無作為法により、全群に均一に分布させることが推奨される）。また、同じ雄で受精させ

た雌は全群に等しく割付ける。 
 
手順 
 
動物数および性 
 
11. 神経毒性の評価に適切な数の出生児が確実に得られるように、各投与群および対照群には

十分な数の妊娠動物を含め、これらを被験物質に暴露する。各用量とも合計 20 腹を得るこ

とが望ましい。各群の腹数を必要な数とするため、実験を反復したり、投与の時期をずら

したりすることも許容できるが、適切な統計学的モデルによって実施時期による影響を説

明できるようにすること（訳者注：通常影響がないことを統計学的に示すことと考えられ

るが、影響があっても統計学的手法により補正可能な場合も含むと考えることも可能）が

求められる。 
 
12. 生後 4 日（出生日を生後 0 日とする）またはそれ以前に、余分な児動物を無作為に選んで取

り除き、同腹児数がすべて等しくなるように調整する(23)。ただし、その数は、その系統の

ラットにおける平均同腹児数（8～12 匹）を超えないこととする。同腹児中の雌雄の数は可

能な限り等しくする。児動物の選択的除外（体重に基づく除外など）は適切でない。同腹

児数の標準化（間引き）後、機能的評価項目の検査前に人道的で適切な児動物用の識別方

法（24 など）を用い、離乳前および離乳後検査に予定されている動物の個体識別を行なう。 
 
機能および行動試験、脳重量測定ならびに神経病理学的検査への動物の割付け 
 
13. 本ガイドラインでは、胎児期および哺乳期に暴露された動物を機能および行動試験、性成

熟検査、脳重量測定ならびに神経病理学的検査に割付ける方法に関し、様々な選択肢を認

めている(25)。また、本来必要とされている検査の完全性を損なわない限り、必要に応じて

神経行動機能（社会的行動など）や神経化学、また神経病理学に関するその他の検査を追

加することも可能である。 
 
14. 各用量群から児動物を選び、生後 4 日以降に行なわれる各評価項目の検査に割付ける。児動

物の選抜は、可能な限り、各群各腹の雌雄がすべての検査に均等に含まれるように行なう。

自発運動量検査では、同じ雌雄について離乳前の各日齢（35 段落参照）の検査を行なう。

他の種々の行動試験では、割付ける雌雄の組合せは同じでも異なっていてもよい。離乳児 
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と成熟動物の認知機能試験については週齢と訓練の影響で測定結果が複雑にならないよう

に、別々の動物を割付ける必要があるかもしれない(26)(27)。検査用に選抜されなかった児

動物は、離乳時（生後 21 日）に人道的方法で排除する。児動物の割付けに関する変更はす

べて報告書に記載する。検査結果の統計解析は母動物ごとに行ない、児動物ごとには行な

わない。 
 
15. 離乳前および離乳後の検査、認知機能試験、病理学的検査などへの児動物の割付けには様々

な方法がある（一般的なデザインについては図 1 を、割付け例は補遺 1 を参照のこと）。離

乳前および離乳後の検査における各用量群の推奨最低動物数は、以下の通りである。 
 

一般状態の観察および体重 全動物 
詳細な状態の観察 20 匹／性（1 腹につき雌雄各 1 匹） 
脳重量（固定重量）、生後 11～22 日 10 匹／性（1 腹につき 1 匹） 
脳重量（新鮮重量）、生後約 70 日 10 匹／性（1 腹につき 1 匹） 
神経病理学的検査（浸漬または灌流固定）、生後 11～22 日 10 匹／性（1 腹につき 1 匹） 
神経病理学的検査（灌流固定）、生後約 70 日 10 匹／性（1 腹につき 1 匹） 
性成熟 20 匹／性（1 腹につき雌雄各 1 匹） 
他の発達指標（任意） 全動物 
初期行動発達 20 匹／性（1 腹につき雌雄各 1 匹） 
自発運動量 20 匹／性（1 腹につき雌雄各 1 匹） 
運動および感覚機能 20 匹／性（1 腹につき雌雄各 1 匹） 
学習および記憶 10 匹／性 a（1 腹につき 1 匹） 
 
a） 認知機能試験の感度によっては、さらに多くの動物（1 腹につき雌雄各 1 匹など）に

ついて検査することを検討する（動物の割付けについては付録 1 を参照）（検査動物

数に関する詳細はガイダンス文書 43(8)に記載されている）。 
 
投与量 
 
16. 少なくとも 3 段階の用量および同時対照を設ける。用量は、段階的な毒性が生じるように間

隔をあけて設定する。被験物質の物理化学的性質や生物学的影響による制限がない限り、

最高用量は何らかの母動物毒性（症状、体重増加抑制（10％以下）、標的器官における用

量制限毒性など）を生じさせる用量とする。最高用量は 1000 mg/kg 体重/day を限度として

よいが、例外もあり、例えばヒトで予想される暴露量からより高い用量の必要性が示唆さ

れる場合がこれに該当する。また予備試験や用量設定試験を行なって、軽度の母動物毒性

を生じるような最高用量を設定する方法もある。標準的な発生毒性試験や予備試験におい

て被験物質が発生毒性を示した場合には、最高用量は神経毒性の適切な評価ができなくな

るような出生児に対する過度の毒性（胎児期や新生児期の死亡または奇形）を生じさせな

い最大量とする。最低用量は、母動物毒性および発生毒性（神経毒性を含む）のいずれも

生じない用量とする。最高用量から最低用量に至る各用量段階は投与による反応を明らか

にし、無毒性量（NOAEL）か、またはベンチマーク用量を決定できるような検出限界に近

い用量を得られるように設定する。用量段階の設定には公比 2～4 が通常最も適しており、

用量間隔を非常に大きくとるよりも（公比 10 を超える場合など）、4 群目を追加した方が

よいことが多い。 
 
17. 用量段階の設定では、その時点で得られているあらゆる毒性データに加え、被験物質やそ

の関連物質の代謝およびトキシコキネティクスに関するその他の情報もすべて考慮に入れ

る。これらの情報は投与法の適切さを示す根拠ともなる。暴露量および薬物動態に関する 
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情報によっては児動物に対する直接投与も考慮する(28)(29)。ただし、直接投与試験を行な

う場合には、その利点と難点を事前に注意深く検討する(30)。 
 
18. 同時対照群は擬似投与（シャム）対照群または溶媒対照群（被験物質投与に溶媒を用いる

場合）とする。通常はすべての動物に体重当たり同容量の被験物質または溶媒を投与する。

投与しやすくするために溶媒その他の添加物を用いる場合には、被験物質の吸収、分布、

代謝、滞留に対する影響、被験物質の化学的性質に対する影響（その毒性学的特性を変え

る可能性のあるもの）、および動物の摂餌量や摂水量または栄養状態に対する影響といっ

た特性について考慮する。溶媒は、試験の解釈を妨げる恐れのある影響を引き起こしたり、

神経行動学的な毒性や生殖または発生に対する影響を示したりするものであってはならな

い。新規の溶媒物質については、溶媒対照群に加えて擬似投与対照群を設ける。対照群の

動物は投与群の動物と同様に取り扱う。 
 
投与 
 
19. 被験物質および溶媒の投与は、供試動物の代謝および分布に関する情報を考慮しながら、

ヒトで最も起こり得る暴露経路によって行なう。投与経路は一般に経口（強制、混餌、飲

水など）であるが、被験物質の性状によって、また、既知の、もしくは予想されるヒトの

暴露経路によっては他の経路（経皮、吸入など）を用いてもよい（詳細はガイダンス文書

43(8)に記載）。選択した投与経路についてはその妥当性を明らかにする。被験物質の投与

は毎日ほぼ同じ時刻に行なう。 
 
20. 各動物に対する投与量は、通常、その個体の最新の体重値に基づいて決められる。ただし、

妊娠末期の投与量調整では注意を要する。投与群の母動物で過度の毒性が認められた場合

には、その動物を安楽死させる。 
 
21. 児動物が出生前および出生後の神経発達期を通じて被験物質に暴露されるように交配した

雌に対し、最低でも着床時（妊娠 6 日）から哺育期間（生後 21 日まで）を通じて毎日、被

験物質または溶媒を投与する。ヒトの暴露により近似した試験デザインであることを示す

ことができるならば、投与開始時の日齢、投与期間および投与頻度を調整してもよい。他

の動物種については、脳の初期発達（ヒトの出生前および出生後初期における脳の発達に

相当）の期間全体を通じて確実に暴露されるように、投与期間を調整する。妊娠初日（妊

娠 0 日）に投与を開始してもよいが、被験物質によって着床前胚損失が生じる可能性を考慮

する。妊娠 6 日に投与を開始すればこの危険性はなくなるが、妊娠 0～6 日の発生段階の間

は投与されないことになる。しかし、交配日指定妊娠動物を購入する場合には妊娠 0 日から

の投与は現実的でなく、妊娠 6 日が投与開始日としては妥当であろう。投与スケジュールは、

被験物質の作用、それまでの経験および作業上の手間などに関する情報に基づいて決定す

る。場合によっては、離乳後までの投与延長も考えられる。分娩を完了していない動物に

ついては、分娩日の投与を行なわない。一般に、児動物は母乳を通じて暴露されると考え

られるが、出生児に対する継続的な暴露を示す証拠がみられない場合には、児動物に対す

る直接投与を考慮する。継続的な暴露の証拠は薬物動態データ、児動物における毒性、バ

イオマーカーの変化などから得られる(28)。 
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観察 
 
母動物の観察 
 
22. すべての母動物について少なくとも 1 日 1 回、病気の有無および生死を含む健康状態を注意

深く観察する。 
 
23. 投与および観察期間中、各群 10 匹以上の動物について、より詳細な状態の観察を定期的に

（少なくとも妊娠期の投与期間中 2 回および哺育期の投与期間中 2 回）行なう。観察は飼育

ケージの外において、訓練された検査担当者が盲検で行なう。また、動物のストレスと観

察者による偏りを最小にし、異なる観察者間でも一定の結果が得られるような標準化され

た方法を用いる。可能であれば、一つの試験の観察は同じ検査担当者が行なうことが望ま

しい。 
 
24. 観察された症状を記録する。程度付けできるものについては程度も記録する。皮膚、被毛、

眼・眼球および粘膜の変化、分泌物の有無、ならびに自律神経系機能（流涙、立毛、瞳孔

径、呼吸パターンの異常や口呼吸、排尿または排便に関する異常徴候など）を観察するが、

それに限るものではない。 
 
25. 体位、運動活性（標準的な観察台における探索行動の低下または亢進）および運動協調性

に関する異常反応もすべて記録する。歩行の異常（よろめき歩行、歩行失調など）、姿勢

（円背位など）、および動物の取扱い操作、置き直しその他の環境刺激に対する反応、な

らびに間代性または強直性の動き、痙攣、振戦、常同行動（身づくろいの変化、くびふり、

旋回など）、異常行動（咬みつきまたは過剰な舐め方、自咬、後ずさり、異常発声など）

および攻撃性を記録する。 
 
26. 毒性徴候について、発現日、発現時刻、程度および持続期間を含めて記録する。 
 
27. 動物の体重は試験期間を通じて少なくとも週 1 回、分娩日またはその前後、および生後 21

日（離乳時）の投与時に測定する。強制経口投与試験では、少なくとも週 2 回体重を測定す

る。必要に応じて、各体重測定時に投与量を調整する。また、妊娠および哺育期間中、少

なくとも週 1 回、摂餌量を測定する。飲水投与を行なう場合には、摂水量を少なくとも週 1
回測定する。 

 
児動物の観察 
 
28. すべての児動物について少なくとも 1 日 1 回、毒性徴候、ならびに病気の有無および生死を

注意深く観察する。 
 
29. 投与および観察期間中、1 腹につき少なくとも雌雄各 1 匹の児動物について、より詳細な状

態の観察を行なう。観察は訓練された検査担当者が盲検で行なう。また、偏りを最小にし、

異なる観察者間でも一定の結果が得られるような標準化された方法を用いる。可能であれ

ば、観察は同じ検査担当者が行なうことが望ましい。観察対象の発達段階に応じて、少な

くとも 24 および 25 段落に示した評価項目について観察する。 
 
30. 児動物のすべての毒性徴候について、発現日、発現時刻、程度および持続期間を含めて記

録する。 
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身体及び発達指標 
 
31. 離乳前の発達指標の変化（耳介の開展、眼瞼開裂、切歯萌出など）は体重と密接に関連し

ている(30)(31)。したがって、身体的発達の指標としては体重が最適かもしれない。このた

め、体重以外の発達指標の検査は、それによって新たな情報がもたらされることが事前に

確認されている場合のみ推奨される。発達指標の検査時期を表 1 に示す。予想される影響お

よび初回の検査結果によっては、検査時点を追加したり、他の発達段階に検査を行なった

りすることが望ましい場合がある。 
 
32. 身体的発達を評価する際には、出生後の日齢ではなく、交尾後の日齢を用いることが望ま

しい(33)。なお、離乳日に児動物を検査する場合には、離乳に伴うストレスで複雑な影響が

出ないように、実際の離乳前に検査を実施することが推奨される。また、離乳後 2 日間は児

動物の検査を行なわない。 

 

表 1： 身体的発達指標および機能／行動評価項目の検査時期（a） 

 

時期 

評価項目 
離乳前（b） 成長期（b） 若齢成熟動物（b） 

身体的発達指標 

体重および状態観察 週 1 回（c） 2 週に 1 回以上 2 週に 1 回以上 

脳重量 生後 22 日（d） 試験終了時 

神経病理学 生後 22 日（d） 試験終了時 

性成熟 -- 適当な時期 -- 

他の発達指標 適当な時期 -- -- 

機能／行動評価項目 

初期行動発達 2 回以上   

自発運動量（慣れを含む） 1～3 回（f） -- 1 回 

運動および感覚機能 -- 1 回 1 回 

学習および記憶 -- 1 回 1 回 
a） この表は検査を行なう最低回数を示したものである。予想される影響および初回の検査結果によ

っては、検査時点を追加したり（より日齢の進んだ動物など）、他の発達段階に検査を行なった

りすることが望ましい場合がある。 
b） 離乳後 2 日間は児動物の検査を行なわないことが推奨される（32 段落参照）。成長期の推奨検

査日齢は、学習および記憶 = 生後 25 ± 2 日、運動および感覚機能 = 生後 25 ± 2 日である。若齢

成熟動物の推奨検査日齢は、生後 60～70 日である。 
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c） 児動物に直接投与する場合には、急激な体重増加を示す時期に適切な用量調整を行なうため、体

重を少なくとも週 2 回測定する。 
d） 必要に応じて、脳重量測定および神経病理学的検査をやや早い時期（生後 11 日など）に行なっ

てもよい（39 段落参照）。 
e） 必要に応じて、体重以外に追加した発達指標（眼瞼開裂など）について記録する（31 段落参照）。 
f） 35 段落参照。 

 
33. 生存児動物について、匹数を数え、肛門・生殖結節間距離の目視または測定などにより性

別を確認する(34)(35)。また、各児動物の体重を出生時またはその直後、哺育期間中少なく

とも週 1 回、およびその後は少なくとも 2 週に 1 回、測定する。性成熟を検査する場合には、

1 腹につき少なくとも雌雄各 1 匹の児動物について、膣開口時(36)または包皮分離時(37)の日

齢および体重を調べる。 
 
初期行動発達 
 
34. 1 腹につき少なくとも雌雄各 1 匹の児動物について、適切な時期に一部の行動の発達を検査

する。検査では、全検査日の全評価行動について同じ児動物を用いる。その行動の正常な

発達または投与による発達の変化が確認できる期間にわたり、均一な間隔で検査を行なう

(38)。発達の評価が可能な行動の例としては、正向反射、背地走性および自発運動量が挙げ

られる(38)(39)(40)。 
 
自発運動量 
 
35. 離乳前および成熟後に自発運動量を測定する(41)(42)(43)(44)(45)。離乳時の測定については

32 段落を参照のこと。測定時間は、無処置対照動物が慣れを示すのに十分な長さとする。

初期行動発達の評価には自発運動量を用いることが強く推奨される。初期行動発達検査と

して自発運動量を測定する場合には、離乳前の全測定時に同じ動物を用いる。測定は、時

間内の慣れの発達を十分評価できる頻度で行なう(44)。そのためには、離乳日を含め、離乳

前に 3 回以上行なわなければならない可能性がある（生後 13、17、21 日など）。また、試

験終了前に、成熟後（生後 60～70 日など）の同じ動物または同腹の動物について測定を行

なう。必要に応じて、さらに別の日に測定を行なってもよい。自発運動量の測定は、運動

量の増加および減少の双方を検出できるような運動量自動記録装置を用いて行なう（すな

わち、その装置によって測定されたベースラインの運動量は、減少を検出できないほど低

くてはならず、増加を検出できないほど高くてもいけない）。各装置については、装置間

および測定日間で可能な限り一定の動作が得られるように、標準的な手順に従って確認す

る。それぞれの群は各装置に対して可能な限り均一に割付ける。各動物については個別に

測定を行なう。運動量が概日リズムによって紛らわしい影響を受けることを避けるため、

各群の測定時刻には偏りがないようにする。測定条件の差を最小にし、また、その差が投

与に体系的に関連づけられることがないように留意する。自発運動量を含め、行動関連項

目の多くに影響を与えかねない因子としては、音量、測定用ケージの大きさと形、温度、

相対湿度、照明条件、臭い、飼育ケージを用いるか、新しい測定用ケージを用いるか、お

よび周囲のざわつきなどが挙げられる。 
 
運動および感覚機能 
 
36. 運動および感覚機能の詳細な検査を、少なくとも成長期に 1 回、若齢成熟動物（生後 60～

70 日）について 1 回行なう。離乳時の検査については 32 段落を参照のこと。感覚様相（体

性感覚、平衡感覚など）および運動機能（筋力、協調性など）を適切かつ量的に示すこと

ができるように十分な検査を行なう。運動および感覚機能検査の一部の例としては、伸筋 
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突伸反応(46)、立ち直り反射(47)(48)、聴覚驚愕馴化(40)(49)(50)(51)(52)(53)(54)、および誘発

電位(55)などがある。 
 
学習および記憶 
 
37. 連合学習および記憶の試験を、離乳後（25±2 日など）および若齢成熟動物（生後 60 日以上）

について行なう。離乳時の試験については 32 段落を参照のこと。これら二つの発達段階で

用いる試験は、同一であっても異なっていてもよい。離乳児および成熟動物における学習

および記憶の試験の選択には、ある程度の柔軟性が許されるが、以下の二つの基準を満た

すようにデザインされた試験であることとする。第一に、学習の評価は数回の反復学習試

行における変化として、また、1 回の試行しか行なわない試験では、訓練経験と連合してい

ない影響を制御した条件と比較して行なう。第二に、試験には原学習（獲得）に加えて記

憶（短期および長期）に関する何らかの検査を含める。ただし、この記憶の検査結果は、

同じ試験で得られた獲得に関する検査結果と併せて示す必要がある。学習および記憶の試

験で被験物質の影響が明らかになった場合には、感覚機能、動機付け、または運動能力の

変化に基づく別の解釈の可能性を除外するため、追加試験を行なうことを検討する。また、

上記の二つの基準に加え、文献で情報が得られるならば、被験物質と同じ種類の化合物に

対して感度が証明されている試験を用いることが推奨される。そのような情報がない場合、

上記の基準を満たすようにできる試験の例としては、受動的回避(43)(56)(57)、遅延位置見

本合わせ（成熟ラット：58、幼若ラット：59）、匂い条件付け(43)(60)、モーリス水迷路

(61)(62)(63)、ビール型またはシンシナチ型迷路(64)(65)、放射状迷路(66)、T-迷路(43)、およ

びスケジュール制御行動の習得と維持(26)(67)(68)がある。ラットの離乳児および成熟動物

用の他の試験については、文献に記載されている（離乳児：26、27、成熟動物：19、20）。 
 
剖検 
 
38. 母動物は児動物の離乳後に安楽死させてよい。 
 
39. 生後 22 日またはそれ以前（生後 11～22 日）、および試験終了時に児動物を安楽死させ、そ

の組織について神経病理学的検査を行なう。生後 22 日までに殺処分した児動物については、

脳を検査する。試験終了時に殺処分した動物については、中枢神経系および末梢神経系双

方の組織を検査する。生後 22 日またはそれ以前に殺処分した動物については、浸漬または

灌流固定のいずれでもよい。試験終了時に殺処分した動物については、灌流固定を行なう。

組織標本作製の全過程（動物の灌流から、組織試料の採取、切り出し、包埋、薄切、スラ

イドの染色まで）は、それぞれの作業 1 回分の中に各用量群の試料が均等に含まれるような

方法で行なう。神経病理学的検査に関する詳細は、ガイダンス文書 No.20(9)に示されている。

また、文献 103 も参照のこと。 
 
組織標本作製 
 
40. 剖検時に認められたすべての肉眼的異常を記録する。神経系のすべての主要部位について

代表的な組織試料を採取し、適切な固定液に保存した後、公表されている標準的な組織標

本作製法に従って標本を作製する(69)(70)(71)(103)。中枢および末梢神経系の組織ともパラ

フィン包埋でよいが、より高い解像度が必要なもの（末梢神経障害が疑われる場合や形態

計測を行なう場合の末梢神経など）については、オスミウムによる後固定とエポキシ樹脂

包埋がより適切な場合がある。形態計測用に採取した脳は、固定液中での長期保存による

収縮のアーティファクトが出ることを防ぐため、すべての用量群を同時に適切な包埋剤に

包埋する(6)。 
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神経病理学的検査 
 
41. 定性的検査の目的は、以下の通りである。 
 

i） 神経病理学的変化の徴候を示す神経系の部位を明らかにすること 
ii） 被験物質暴露による神経病理学的変化の種類を明らかにすること 
iii） 神経病理学的変化の程度の範囲を明らかにすること 
 
組織試料から作製された代表的な切片を、適切に訓練された病理学者が顕微鏡で検査して

神経病理学的変化の徴候を調べる。すべての神経病理学的変化に程度を示す主観的なグレ

ードを付す。生後 22 日またはそれ以前に安楽死させた動物の脳切片の検査はヘマトキシリ

ン･エオジン染色で十分かもしれないが、試験終了時に殺処分した動物の中枢および末梢神

経系組織の切片については、髄鞘染色（ルクソール・ファスト青／クレシル紫など）およ

び渡銀染色（Bielschowsky または Bodian 染色など）が推奨される。また、病理学者の専門

的判断および観察された変化の種類によっては特定の型の変化の存在を明らかにし、その

特徴を知るために、他の染色法が適切と考えられる場合もある（グリアおよびミクログリ

アの変化を調べるためのグリア線維性酸性タンパク（GFAP）またはレクチン組織化学(72)、
壊死を検出するための Fluoro-jade(73)(74)、神経変性に特異的な渡銀染色(75)など）。 
 

42. 形態計測（定量的）評価を行なう。これらのデータは投与の影響を検出するのに役立つ場

合があり、また投与による脳重量や脳の形態の変化の解釈にも有用である(76)(77)。このた

め、神経組織の採取と標本作製は形態計測が可能となるように行なう必要がある。形態計

測では、脳の特定部位の長さや面積の測定などを行なう(78)。長さや面積の測定には、信頼

できる組織学的指標に基づいて注意深く選択した均質な切片を用いる必要がある(6)。特定

の神経解剖学的部位の大きさや細胞数などの項目に対する投与の影響を明らかにするため

に、立体学が使われる場合もある(79)(80)(81)(82)(83)(84)。 
 
43. 脳について、投与による神経病理学的変化のあらゆる徴候を検査する。綿密な検査が行な

えるように、脳のすべての主要部位（嗅球、大脳皮質、海馬、基底核、視床、視床下部）、

中脳（中脳蓋、被蓋、大脳脚）、橋、延髄、小脳）から適切な試料を採取する。すべての

動物について同じ平面の切片を作製することが重要である。試験終了時に安楽死させた成

熟動物については、脊髄および末梢神経の代表的な試料も採取する。検査部位には、視神

経および網膜を含む眼球、脊髄の頸膨大および腰膨大、神経線維の前根および後根、近位

の坐骨神経、近位の脛骨神経（膝部）、ならびに脛骨神経の腓腹筋分岐部を含める。また、

脊髄および末梢神経切片には横断または縦断切片の両方を含める。 
 
44. 神経病理学的検査では、細胞変化（神経細胞空胞化、変性、壊死など）および組織変化（神

経膠症、白血球浸潤、嚢胞形成など）に加え、神経系の発達障害の徴候を検査する(6)(85)(86) 
(87)(88)(89)。この際、殺処分時の発達段階で起きることが知られている、正常な発達に伴

う変化(90)と被験物質の影響とを区別することが重要である。発達障害を示唆する重要な変

化を以下に示すが、これに限るものではない。 
 

- 嗅球、大脳、小脳の全体的な大きさ、または形の変化 
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- 脳の各部位の相対的な大きさの変化。正常では一時的にのみ存在する細胞集団や軸索

投射の消失または残存による部位の拡大や縮小（小脳外胚芽層、脳梁など）を含む。 
- 増殖、移動、分化の変化。これらは過剰なアポトーシスや壊死を示す部位、異所性、

配列不整、奇形などを示す神経細胞の集塊または散在性の分布、皮質構造各層の相対

的な厚さの変化などにより示唆される。 
- 髄鞘形成パターンの変化。全体の縮小や髄鞘構造の染色性の変化を含む。 
- 水頭症の徴候。特に、脳室拡張、中脳水道狭窄および大脳半球菲薄化。 

 
神経病理学的変化の用量反応関係の解析 
 
45. 定性的および定量的な神経病理学的検査では、以下のような段階的方法が推奨される。は

じめに高用量群と対照群の切片を比較し、高用量群の動物に神経病理学的変化の徴候が認

められなければ、それ以降の検査は必要ない。高用量群の動物に神経病理学的変化の徴候

が認められた場合は、中間および低用量群の動物を検査する。死亡その他問題となる毒性

により高用量群で早期に処分される動物がいた場合には、高および中間用量群について神

経病理学的変化を検査する。また、より低い用量群で神経毒性の徴候がみられた場合には、

それらの群についても神経病理学的検査を実施する。定性的または定量的検査において投

与による神経病理学的変化が認められたならば、全用量群の全動物を検査して、病変の発

現率、発現頻度および程度を示すグレードの用量依存性、または形態計測における変化の

用量依存性を明らかにする。この検査では、神経病理学的変化の徴候を示した脳の部位を

すべて含める。また、各病変についてグレードごとの定義を記載し、各グレードを区別す

るための特徴を示す。各病変の発現頻度およびそのグレードを記録し、統計解析を行なっ

て用量反応関係の特徴を評価する。なお、スライドは盲検化することが推奨される(91)。 
 
データおよび報告 
 
データ 
 
46. データは個体ごと、および総括表として示す。各用量群について、変化の種類ならびに各

変化を示した母動物数、児動物数（雌雄別）および腹数を記載する。児動物に対して直接

出生後の投与を行なった場合には、その経路、期間および時期を示す。 
 
結果の評価と解釈 
 
47. 発達神経毒性試験では、胎児期および生後の早い発達段階における被験物質の反復暴露に

よる影響について情報が得られる。全身毒性と発達神経毒性の両方の指標が重視されてい

るため、試験結果から母動物の全身毒性がなくても生じる神経の発達に対する影響と、母

動物にも毒性が出る用量でのみ発現するものとを区別することができる。試験デザイン、

統計解析およびデータの生物学的意義が相互に複雑に関連しているため、発達神経毒性デ

ータの適切な解釈には専門的判断が必要である(107)(109)。また、知見の重要性を考慮した

証拠の重み付けにより試験結果を解釈する(20)(92)(93)(94)。行動学的および形態学的所見の

型（みられる場合）ならびに用量反応関係について考察する。この特性解析には、ヒトに 
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おける疫学的研究や症例報告および実験動物を用いた試験（トキシコキネティクスデータ、

構造活性相関情報、他の毒性試験データなど）を含めた、発達神経毒性の評価に関連する

あらゆる試験のデータを取り入れ、また、被験物質の用量と各性における神経毒性の有無、

頻度および程度との関連性を考察する(20)(95)。 
 
48. データの評価では、生物学的意義と統計学的意義の双方について考察する。統計解析はデ

ータの解釈の仕方を示す一助とのみみなすべきで、これを決定するものではない。統計学

的有意差があるという理由のみで投与の影響と結論してはならないのと同様に、統計学的

有意差がないという理由のみで投与の影響でないと結論すべきではない。偽陰性の所見が

生じないようにしながら、常に困難とされる「陰性の証明」を適切に行なうため、投与の

影響がみられなかった場合には特に、入手可能な陽性対照データおよび背景データについ

て考察を行なう(102)(106)。偽陽性の可能性は、データの統計学的評価全体を踏まえて考察

する(96)。また評価では、観察された神経病理学的変化と行動学的変化の関連性（あれば）

に関する考察を含む。 
 
49. 結果の解析には常に試験デザインに適した統計モデルを用いる(108)。パラメトリック解析

かノンパラメトリック解析かの選択は、データの性質（変換または未変換）およびその分

布、ならびに統計解析方法の相対的な頑健性などの要素を考慮に入れた妥当なものである

必要がある。また、試験の目的およびデザインから、第一種過誤（偽陽性）と第二種過誤

（偽陰性）を最小にする統計解析方法の選択が導かれるはずである(96)(97)(104)(105)。多産

の動物種を用いる発達毒性試験では、1 腹当たり多数の児動物が試験されるが、第一種過誤

率が不当に大きくならないように、腹単位のデータについて統計モデルを適用する

(98)(99)(100)(101)。各項目の統計上の単位は児動物ではなく 1 腹（母動物ごと）とし、同腹

児の観察結果を個々の独立した結果として取り扱わないよう試験をデザインする。また、

ある評価項目で同じ個体について繰り返し測定する場合には、各測定値の非独立性を考慮

に入れた統計モデルを用いて解析する。 
 
試験報告書 
 
50. 試験報告書には、以下の情報を含める。 
 

被験物質： 
- 物理的性質、また必要に応じて物理化学的特性 
- 識別データ、供給元を含む 
- 使用ロットの純度、また既知若しくは予想される不純物 
 
溶媒（必要に応じて）： 
- 水または生理食塩液以外の場合は、溶媒選択の妥当性 
 
供試動物： 
- 使用した動物種／系統、またラット以外の場合は選択の妥当性 
- 供給元 
- 動物数、開始時週齢、性 
- 供給元、飼育条件、飼料、水など 
- 試験開始時の個体ごとの体重 
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試験条件： 
- 用量設定根拠 
- 投与経路および投与期間の設定根拠 
- 投与内容の細目、溶媒、容量、投与物質の物理的形状の詳細を含む 
- 被験物質溶液／被験物質混合飼料の調製方法の詳細、調製物の濃度分析値、安定性お

よび均一性 
- 母動物および児動物の個体識別方法 
- 母動物の試験群への割付け、間引き動物の選抜、および児動物の各検査への割付けに

用いた無作為化手順の詳細 
- 被験物質投与の詳細 
- 必要に応じて、飼料／飲水中または吸入における被験物質濃度（ppm）から実際の投

与量（mg/kg 体重/day）への換算方法 
- 環境条件 
- 飼料および水（水道水、蒸留水など）の質の詳細 
- 試験開始日および終了日 
 
観察および検査手順： 
- 観察および検査手順の標準化に用いた方法の詳細、また実際的な観察結果の尺度基準 
- 全検査手順の一覧、またその使用の妥当性 
- 機能／行動試験および病理学的、神経化学的、電気生理学的検査手順の詳細、自動機

器の情報および詳細を含む 
- 機器のキャリブレーションおよび同等性確認手順、また検査において試験群の偏りを

なくすための手順 
- 専門的判断を含めて、すべての決定（）の妥当性についての簡潔な理由 
 
結果（個体データおよび総括データ、必要に応じて平均および分散を含む） 
- 試験開始時の動物数および試験終了時の動物数 
- 各検査で用いた動物数および腹数 
- 各動物およびその動物が属する腹の識別番号 
- 出生時の同腹児数および平均体重、雌雄別 
- 体重および体重変化、母動物および児動物の最終体重を含む 
- 摂餌量、また必要に応じて摂水量（被験物質を飲水投与した場合など） 
- 毒性反応データ、雌雄および用量別、毒性徴候および死亡率を含む、必要に応じてそ

の時期および死因を記載 
- 詳細な状態の観察でみられた所見の性質、程度、期間、発現日、発現時刻およびその

経過 
- 観察時ごとの各発達指標（体重、性成熟、初期行動発達）の尺度 
- 機能／行動試験および神経病理学的、神経化学的、電気生理学的検査所見の詳細、雌

雄別、対照群と比較しての増加および減少の両方を含む 
- 剖検所見 
- 脳重量 
- 神経症状および神経病変から得られた診断（自然発生性疾患または状態を含む） 
- 典型的な所見像 
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- 形態計測に用いた切片の均質さを評価するための低倍像 
- 可能であれば、吸収および代謝データ、別のトキシコキネティクス試験で得られた補

足データを含む 
- 結果の統計処理、データ解析に用いた統計モデルおよび解析結果、有意か否かを問わ

ない 
- 試験従事者、専門的訓練の内容を含む 
 
考察 
- 用量反応関係に関する情報、雌雄および群ごと 
- 被験物質の神経毒性に関する結論とその他の毒性との関連性、雌雄および群ごと 
- トキシコキネティクス情報の結論に対する影響 
- 既知の神経毒性物質との影響の類似性 
- 検査方法の信頼性と感度を裏付けるデータ（陽性対照および背景データ） 
- 神経病理学的変化と機能変化との関連性、あれば 
- 母動物および児動物における NOAEL またはベンチマーク用量、雌雄及び群ごと 
 
結論 
- 結果に基づいた、データの総合的な解釈に関する考察、被験物質が発達神経毒性を引

き起こすか否かに関する結論および NOAEL を含む 
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図 1. 機能／行動試験、神経病理学的検査および脳重量測定の一般的な試験デザイン。この図は

13～15 段落の記載に基づく。動物の割付け例を補遺 1 に示す。 
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定重量）。 
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神経病理学：生後 70 日 

（試験終了時） 
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補遺 1 
 
1. 考えられる割付けの例を以下に記載し、また表で示す。これらの例は、各種検査への供試

動物の割付けには多くの方法があることを示すために載せるものである。 
 

 
例 1 

 
2. 児動物 20 匹／性／群（1 腹につき雌雄各 1 匹）を 1 組とし、これを離乳前の初期行動発達

検査に用いる。これらの動物のうち、10 匹／性／群（1 腹につき雄または雌 1 匹）を生後

22 日に安楽死させ、脳を摘出して秤量し、病理組織学的検査に供する。さらに、残りの各

群雌雄各 10 匹の新鮮脳について脳重量を測定する。 
 
3. 別の 20 匹／性／群（1 腹につき雌雄各 1 匹）の組を離乳後の機能／行動試験（成長期にお

ける詳細な状態の観察、自発運動量、聴覚驚愕および認知機能試験）ならびに性成熟日齢

の検査に用いる。これらの動物のうち、10 匹／性／群（1 腹につき雄または雌 1 匹）を試験

終了時（生後約 70 日）に麻酔し、灌流固定する。そのままさらに灌流した後、脳を摘出し、

病理組織学的検査に供する。 
 
4. 若齢成熟動物（生後 60～70 日）の認知機能試験には、3 組目の 20 匹／性／群（1 腹につき

雌雄各 1 匹）を用いる。これらの動物のうち、10 匹／性／群（1 腹につき雄または雌 1 匹）

を試験終了時に殺処分し、脳を摘出して秤量する。 
 
5. 残りの 20 匹／性／群は、追加検査を行なう場合に備えて残しておく。 
 

表 1 
児動物番号 a 

雄 雌 
検査に割付ける

児動物数 検査／試験 

1 5 雄 20 + 雌 20 
雄 10 + 雌 10 
雄 10 + 雌 10 

初期行動発達 
生後 22 日の脳重量／神経病理学／形態計測 
生後 22 日の脳重量 

2 6 雄 20 + 雌 20 
雄 20 + 雌 20 
雄 20 + 雌 20 
雄 20 + 雌 20 
雄 20 + 雌 20 
雄 10 + 雌 10 

詳細な状態の観察 
自発運動量 
性成熟 
運動および感覚機能 
学習および記憶（生後 25 日） 
若齢成熟動物（生後約 70 日）の脳重量／神経病理学／形態計測 

3 7 雄 20 + 雌 20 
雄 10 + 雌 10 

学習および記憶（若齢成熟動物） 
若齢成熟動物（生後約 70 日）の脳重量 

4 8 -- 動物の差し替えまたは追加検査用の予備動物 
a) この例では、各腹を雄 4 匹 + 雌 4 匹に間引きし、雄の児動物には 1～4 の、雌の児動物には 5～8 の

番号を付す。 
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例 2 
 

6. 児動物 20 匹／性／群（1 腹につき雌雄各 1 匹）を 1 組とし、これを離乳前の初期行動発達

検査に用いる。これらの動物のうち、10 匹／性／群（1 腹につき雄または雌 1 匹）を生後

11 日に安楽死させ、脳を摘出して秤量し、病理組織学的検査に供する。 
 
7. 別の 20 匹／性／群（1 腹につき雌雄各 1 匹）の組を離乳後の検査（詳細な状態の観察、自

発運動量、性成熟日齢の検査、運動および感覚機能）に用いる。これらの動物のうち、10
匹／性／群（1 腹につき雄または雌 1 匹）を試験終了時（生後約 70 日）に麻酔し、灌流固

定する。そのままさらに灌流した後、脳を摘出して秤量し、病理組織学的検査に供する。 
 
8. 成長期の動物および若齢成熟動物の認知機能試験には、10 匹／性／群（1 腹につき雄または

雌 1 匹）を用いる。生後 23 日と若齢成熟動物の認知機能試験には別の動物を用いる。若齢

成熟動物の試験に用いた動物のうち 10 匹／性／群を試験終了時に殺処分し、脳を摘出して

秤量する。 
 
9. 検査用に選抜されなかった残りの 20 匹／性／群は、離乳時に殺処分して廃棄する。 

 

表 2 
児動物番号 a 

雄 雌 
検査に割付ける

児動物数 検査／試験 

1 5 雄 20 + 雌 20 
雄 10 + 雌 10 

初期行動発達 
生後 11 日の脳重量／神経病理学／形態計測 

2 6 雄 20 + 雌 20 
雄 20 + 雌 20 
雄 20 + 雌 20 
雄 20 + 雌 20 
雄 10 + 雌 10 

詳細な状態の観察 
自発運動量 
性成熟 
運動および感覚機能 
若齢成熟動物（生後約 70 日）の脳重量／神経病理学／形態計測 

3 7 雄 10 + 雌 10b 学習および記憶（生後 23 日） 
3 7 雄 10 + 雌 10b 学習および記憶（若齢成熟動物） 

若齢成熟動物の脳重量 
4 8 -- 生後 21 日に殺処分して廃棄 

a) この例では、各腹を雄 4 匹 + 雌 4 匹に間引きし、雄の児動物には 1～4 の、雌の児動物には 5～8
の番号を付す。 

b) 生後 23 日と若齢成熟動物の認知機能試験には、別の児動物を用いる（全 20 腹のうち腹番号が奇

数／偶数のものなど）。 

 

 
例 3 

 
10. 児動物 20 匹／性／群（1 腹につき雌雄各 1 匹）を 1 組とし、これを生後 11 日の脳重量測定

および神経病理学的検査に用いる。これらの動物のうち、10 匹／性／群（1 腹につき雄また

は雌 1 匹）は生後 11 日に安楽死させ、脳を摘出して秤量し、病理組織学的検査に供する。

残りの各群雌雄各 10 匹の新鮮脳についても、脳重量を測定する。 
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11. 別の 20 匹／性／群（1 腹につき雌雄各 1 匹）の組を初期行動発達（自発運動量）、離乳後

の検査（自発運動量、性成熟日齢の検査）、および成長期の動物の認知機能試験に用いる。 
 
12. さらに別の 20 匹／性／群（1 腹につき雌雄各 1 匹）の組を運動および感覚機能の検査（聴

覚驚愕試験）ならびに詳細な状態の観察に用いる。これらの動物のうち、10 匹／性／群（1
腹につき雄または雌 1 匹）を試験終了時（生後約 70 日）に麻酔し、灌流固定する。そのま

まさらに灌流した後、脳を摘出して秤量し、病理組織学的検査に供する。 
 
13. 残りの 20 匹／性／群（1 腹につき雌雄各 1 匹）の組を若齢成熟動物の認知機能試験に用い

る。これらの動物のうち、10 匹／性／群（1 腹につき雄または雌 1 匹）を試験終了時に殺処

分し、脳を摘出して秤量する。 

 

表 3 
児動物番号 a 

雄 雌 
検査に割付ける

児動物数 検査／試験 

1 5 雄 10 + 雌 10 
雄 10 + 雌 10 

生後 11 日の脳重量／神経病理学／形態計測 
生後 11 日の脳重量 

2 6 雄 20 + 雌 20 
雄 20 + 雌 20 
雄 20 + 雌 20 
雄 20 + 雌 20 

初期行動発達（自発運動量） 
自発運動量 
性成熟 
学習および記憶（生後 27 日） 

3 7 雄 20 + 雌 20 
雄 20 + 雌 20 
雄 10 + 雌 10 

聴覚驚愕試験（成長期の動物および若齢成熟動物） 
詳細な状態の観察 
若齢成熟動物（生後約 70 日）の脳重量／神経病理学／形態計測 

4 8 雄 20 + 雌 20 
雄 10 + 雌 10 

学習および記憶（若齢成熟動物） 
若齢成熟動物の脳重量 

a) この例では、各腹を雄 4 匹 + 雌 4 匹に間引きし、雄の児動物には 1～4 の、雌の児動物には 5～8
の番号を付す。 
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