
443 OECD/OCDE 
 

2018 年 6 月 25 日採択 

 
 

 

 

 

化学物質の試験に関する OECD ガイドライン 
 

 
 

拡張一世代生殖毒性試験 
 

 
 

はじめに 

 
1. 本試験ガイドライン（TG）は、Cooper et al., 2006 (1)で発表された、ライフステージ F1 拡張一 

世代生殖試験に関する国際生命科学協会（ILSI）- 環境保健科学研究所（HESI）、農薬安全性 

評価（ACSA）研究委員会の提案に基づいている。試験をガイドし調整するために生存中の 

観察を行いながら、柔軟性を持たせるため、さらに既存知識から始めることの重要性を強調 

するため、試験計画にはいくつかの改良および明確化がなされてきた。本ガイドラインでは、 

拡張一世代生殖毒性試験の運用上の処置について詳細に説明する。本 TG では次の 3 つのコ 

ホートの F1 動物について説明する。 

 
 コホート 1：生殖／発生の評価指標の評価。本コホートは拡張され F2 世代を含む場合が 

ある。 

 コホート 2：神経系発達への化学物質曝露の潜在的影響の評価。 

 コホート 3：免疫系発達への化学物質曝露の潜在的影響の評価。 

 
2. 第二世代を評価するかどうか、ならびに発達神経毒性コホートや発達免疫毒性コホートを省 

略するかどうかに関する決定には、さまざまな規制当局の要求だけではなく、評価される化 

学物質についての既存知識を反映させる必要がある。本試験ガイドラインの目的は、どのよ 

うにして試験を実施するか、その詳細を提供し、さらに各コホートをどのように評価するの 

かを示すことである。 

 
3. 第二世代を作出するかどうかの判断において、（F1 までの）試験で得られた評価項目（internal 

triggers）をどのように利用するかについては、ガイダンス文書 117 (39)に記載されており、 

これはこのような評価項目を用いることとしている規制当局のためのものである。 
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最初に考慮すべき事項および目的 

 
4. 拡張一世代生殖毒性試験の主な目的は、他の種類の毒性試験で取り上げられていない特定の 

ライフステージを評価すること、および出生前および出生後の化学物質曝露の結果として生 

ずる可能性のある影響を検査することである。生殖の評価指標については、最初の段階でお 

よび入手可能となったときに、反復投与試験（スクリーニング生殖毒性試験、TG 422 (32)な 

どを含む）、または短期内分泌かく乱物質スクリーニング試験（子宮肥大試験  TG 440 (36)、 

およびハッシュバーガー試験（雄の生殖器肥大試験） - TG 441 (37)など）からの情報を使用し 

て、雌雄の生殖器に対する影響を検出することを想定している。これには、雄については精 

子形成（精巣の病理組織）、雌については性周期、卵胞数／卵母細胞成熟および卵巣健全性 

（病理組織）が含まれる場合がある。したがって、拡張一世代生殖毒性試験は、雄と雌、雌 

と受胎産物、雌と出生児および性成熟までの F1 世代という、それぞれの相互作用が必然的に 

関わるような生殖影響評価指標についての試験として役立つ（本試験ガイドラインを補足す 

るガイダンス文書 151 (40)を参照）。 

 
5. 本 TG は、化学物質による出生前後の発生への影響を評価し、また妊娠中および哺育中の雌 

ならびに若齢および成熟した出生児の全身毒性を徹底して評価するようにデザインされてい 

る。出生児生存率、新生児の健康、出生時の発生状態、ならびに成熟期までの身体および機 

能の発達といった主要な発生の評価指標の詳細な調査によって、出生児の具体的な標的器官 

を特定することを期待している。さらに、本試験は、成熟した雌雄の生殖器系の健全性およ 

び生殖能に対する被験物質の影響に関する情報の提供や確認を行う。具体的には、限定され 

るものではないが、次のパラメータを考慮する。すなわち、生殖腺の機能、性周期、精巣上 

体内の精子成熟、交尾行動、受胎、妊娠、分娩、および哺育である。さらには、発達神経毒 

性評価および発達免疫毒性評価から得られる情報が、これらの系における潜在的な影響を明 

らかにする。これらの試験から得られるデータは、さまざまな影響評価指標についての最大 

無毒性量（NOAEL）、最少毒性量（LOAEL）、ベンチマークドースの決定を可能にし、また 

先に行われた反復投与試験において検出された影響を総合的に判断するために使用され、さ 

らに後の試験へのガイドとしての役割を果たす。 

 
6. プロトコールの計画図を図 1 に示す。被験物質を段階的な用量で、性的に成熟した雌雄動物 

からなるいくつかの群に継続的に投与する。この親（P）世代に、規定の交配前期間（被験物 

質に関する入手可能な情報に基づいて選定するが、最低 2 週間）、および 2 週間の交配期間 

の間投与する。P の雄には、少なくとも F1 の離乳までさらに投与する。P の雄には最低 10 週 

間投与する。生殖に対する影響を明確にする必要がある場合は、より長期間投与する。P の 

雌への投与は、妊娠および哺育の間継続し、同腹の胎児の離乳の後の実験終了まで続ける（す 

なわち、8～10 週間の投与）。F1 出生児には、離乳から成熟まで被験物質をさらに投与する。 

第二世代を評価する場合（GD 117 (39)を参照）、F2 の離乳まで、または試験の終了まで F1 

出生児の投与を維持する。 



3 
© OECD（2018 年） 

 

 

 

 
7. 全動物について一般状態観察および病理検査を行い、特に雌雄の生殖系の健全性および生殖 

能、ならびに出生児の健康、成長、発達および機能に重点をおいて、毒性徴候の有無を調べ 

る。離乳時に、選抜した出生児を特定のサブグループ（コホート 1～3、段落 33 および 34 な 

らびに図 1 を参照）に割付け、性的成熟、生殖器の健全性および生殖能、神経学的および行 

動的影響、ならびに免疫機能についてさらなる検討を行う。 

 

8. 試験を実施する際には、安全性評価に用いる実験動物のための人道的指標としての臨床症状 

の認識、評価および使用に関する OECD ガイダンス文書 No.19(34)に概説された処理原則およ 

び考慮点に従う。 

 

9. ここに示された新しい試験デザインで十分な数の研究が行われ、それがもたらす影響を確認 

するため利用可能となった時点で、得られた経験を考慮して本試験ガイドラインは見直され、 

必要に応じて改訂される。 

 
図 1：拡張一世代生殖毒性試験の計画 
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試験方法／試験準備の説明 

 

動物  

動物種と系統の選択 

10.   生殖毒性試験のための動物種の選択は、入手可能なすべての情報を考慮して慎重に検討する。 

ただし、背景データの程度および一般毒性試験に対する互換性から、通常はラットが望まし 

い動物種であり、本 TG の基準および推奨事項は、この動物種を参照している。別の動物種 

を用いる場合には、妥当性を説明するとともに、プロトコールを適宜修正する必要がある。 

受胎率が低い系統や自然発生異常頻度が高いことがわかっている系統は用いない。 

 
年齢、体重および組入れ基準 

 
11. 他の試験で用いられていない健康な親動物を用いる。雌雄ともに試験を行い、雌は未経産で、 

非妊娠とする。P 動物は性的に成熟し、投与開始時において（性別内で）体重が一様、交配 

時において日齢が一様（約 90 日）で、試験で用いる代表的動物種および系統とする。動物は 

入荷後 5 日以上馴化する。動物は、群間で同等の平均体重値（すなわち平均の±20%）にな 

る様な方法で、無作為に対照群と投与群に割付ける。 

 
飼育および給餌条件 

 
12.   試験動物飼育室の温度は 22°C（±3°）とする。相対湿度は 30～70%とし、理想的な範囲は 50 

～60%とする。人工照明は 12 時間明期、12 時間暗期に設定する。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。飼料の中の高レベルの植物エストロゲンがいく 

つかの生殖評価指標に影響する場合があるため、飼料から摂取する植物エストロゲン量に細 

心の注意を払う。エストロゲン性物質が低減された標準的な調製成分が公表されている飼料 

を推奨する(2)(30)。被験物質を混餌投与する場合には、被験物質とよく混合できる飼料を選 

択する必要がある。飼料の中の被験物質の含量、均一性および安定性を確認する。給餌およ 

び飲水は、定期的に汚染物質の分析を行う。結果によって飼料成分のさらなる分析が必要と 

なる場合に備えて、試験中に使用した飼料の各バッチのサンプルは、報告書の完了まで適切 

な条件（-20°C で凍結するなど）で保管する。 

 
13. 動物は同じ性別および投与群の動物を少数匹ずつ飼育する。けがの可能性を避けるため個別 

飼育する（交配期間後の雄など）。交配手順は適切なケージで行う。交配がみられた後、妊 

娠したと推定される雌は、分娩ケージまたは妊娠ケージの中で別に飼育し、規定の適切な巣 

材を与える。同腹児は離乳までそれぞれの母動物といっしょに飼育する。F1 動物は離乳から 

終了まで、同じ性別および投与群の少数匹で飼育する。科学的に妥当性を説明できる場合に 
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は、動物を個別に飼育することができる。選択した床敷材に含まれる植物エストロゲンのレ 

ベルは最小限にする。 

 
動物数および識別 

 
14. 通常、各投与群および対照群には、各用量群最低 20 匹の妊娠した雌を得られるように十分な 

数の交配対を含める。上記の目的は、P 世代の受胎、妊娠および母性行動ならびに F1 出生児 

の受胎から成熟までの成長および発達に対して被験物質が影響する可能性ついて、意味のあ 

る評価ができるように十分な妊娠数を得ることである。要求されている妊娠動物数を得るこ 

とができない場合でも、その試験が無効になるとは限らず、被験物質に対して可能性のある 

因果関係を考慮しながら、状況に応じて評価を行う。 

 
15. 投与開始前に、各 P 動物には固有の識別番号を割付ける。飼育室の履歴データが、かなりの 

割合の雌が規則的な性周期（4 日または 5 日）を示していないとされる場合には、投与開始前 

の性周期の評価が推奨される。投与開始時に各試験群で 20 匹以上の雌が規則的な性周期（4 

日または 5 日）をもつことを確実にするため、試験群の規模を増加させる方法もある。生後 

（PND）0 日目または 1 日目に新生児を最初に検査するときに、F1 出生児はすべて個体識別 

をする。すべての F1 動物について、また適用可能であれば F2 動物についても、母動物を示す 

記録を試験の期間中をとおして保管する。 

 

被験物質  

被験物質に関して入手可能な情報 

16. 既存情報の見直しは、投与経路、溶媒の選択、動物種の選択、投与量の選択および投与スケ 

ジュールの修正の可能性についての意思決定のために重要である。そのため、拡張一世代生 

殖毒性試験の計画の際には、被験物質に関して入手可能なすべての関連情報、すなわち物理 

化学的特性、トキシコキネティクス（種特異的代謝を含む）、トキシコダイナミクス特性、 

構造-活性相関（SAR）、in vitro 代謝プロセス、先に行われた毒性試験の結果、および構造的 

な類似物質についての関連情報を考慮しなければならない。毒性試験の結果は、例えば 

NOAEL、代謝または代謝誘導に関する付加的な情報をもたらすが、吸収・分布・代謝・排泄 

（ADME）および生物蓄積性に関する予備情報は、化学構造、物理化学データ、血漿蛋白質 

結合の程度またはトキシコキネティクス（TK）から得られる場合がある。 

 
トキシコキネティクスデータへの考慮 

 
17. 要求はされるものではないが、以前に実施された用量設定試験またはその他の試験からの TK 

データは、試験計画の策定、用量レベルの選択および結果の解釈において極めて有用である。 

特に有用なのは、1）発生中の胎児および児動物の被験物質（または関連する代謝物）への曝 
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露を検証するデータ、2）体内用量の推定を提示するデータ、および 3）体内動態過程におけ 

る用量依存的な飽和の可能性を評価するデータである。入手可能な場合は、付加的な TK デ 

ータ、例えば代謝物プロファイル、濃度経時変化なども考慮する。主試験の評価指標の採取 

および解釈を妨げないならば、主試験中に補足的な TK データを採取してもよい。 

 
一般的なガイドとして、次の TK データセットが拡張一世代生殖毒性試験の計画の際に有用 

であろう。 

 

  妊娠後期（妊娠 20 日など）- 母体血および胎児血 

  哺育中期（PND 10） - 母体血、児動物血や乳汁 

  離乳後初期（PND 28 など） - 離乳直後の児動物の血液サンプル 

 
具体的な分析対象物（未変化体や代謝物など）およびサンプリング計画の決定には柔軟性を 

持たせる必要がある。例えば、規定のサンプリング日におけるサンプル採取の数量およびタ 

イミングは、投与経路および非妊娠動物における TK の特性についての予備知識に依存する。 

混餌試験については、それぞれの日の一貫した 1 つの時間にサンプリングすることで十分で 

あるが、強制経口投与では、体内用量の範囲のより良好な推定値を得るため、サンプリング 

時点の追加が必要となる場合がある。ただし、全てのサンプリング日において、完全な濃度 

の経時変化データをとる必要はない。必要な場合には、胎児および新生児の分析のために同 

腹児内で性別ごとに血液をプールする。 

 
投与経路 

 
18. 経路の選択は、ヒトでの投与に最も関わりのある経路を考慮する必要がある。プロトコール 

は飼料をとおしての被験物質の投与用にデザインされているが、被験物質の特性および必要 

とする情報に応じて、他の経路（飲水、強制経口、吸入、経皮）による投与用に修正する。 

 
溶媒の選択 

 
19. 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。可能であれば、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／懸濁液を考慮する。水以外の 

溶媒を用いる場合には、溶媒の毒性がわかっていなければならない。固有の毒性の可能性が 

ある溶媒の使用は避ける（アセトン、DMSO など）。溶媒中での被験物質の安定性を分析す 

る。投与を促すために溶媒またはその他の添加物を用いる場合には、次の特性を考慮しなけ 

ればならない。すなわち、被験物質の吸収・分布・代謝・滞留に対する影響、毒性を変化さ 

せる可能性のある被験物質の化学的特性に対する影響、および動物の摂餌量／摂水量または 

栄養状態に対する影響である。 
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用量の選択 

 
20. 通常、試験には少なくとも 3 段階の用量群と 1 つの同時対照群が含まれなければならない。 

適切な用量を選択する際、試験担当者は先行試験における投与量に関する情報、妊娠または 

非妊娠動物からの TK データ、乳汁移行の程度、およびヒトでの曝露の推定評価を含めて、 

入手可能なすべての情報を考慮しなければならない。TK 過程の用量依存的な飽和を示す TK 
データが入手可能な場合には、明らかに飽和を呈する高用量を避けるようにするが、これは 

当然ヒトでの曝露が飽和となるよりも十分低いと推定される場合に限る。そのような場合に 

は、最高用量は、TK の挙動が非線形に移行する変曲点か、またはそのやや上とする。 

 
21. 関連する TK データがない場合、被験物質の物理的／化学的性質によって制限されない限り、 

用量は毒性に基づいて設定しなければならない。用量を毒性に基づいて設定する場合、最高 

用量はなんらかの全身毒性を生じさせるが、動物の死亡や重度の苦痛を引き起こさない用量 

とする。 

 

22. 試験を行う者は、用量選択において、得られたデータが OECD 諸国全体の規制（ハザード及

びリスク評価、分類とラベリング、ED 評価等）の要件を適切に十分満たすよう検討し確保

すべきである。 

 

23. その下の各用量段階は最も感度の高い影響評価指標に関して、投与による影響を示し NOAEL 
を得ることができるような用量を、あるいはベンチマークドースを求めることができるよう 

な検出限界に近い用量を設定する。NOAEL と LOAEL との間の用量設定間隔が広くなること 

を避けるため、公比を 2～4 とした用量段階の設定が通常最適である。非常に大きな用量間隔 

（公比 10 を超えるような）を使用するよりは、4 群目を追加した方がよいことが多い。 

 
24. 対照群の動物は、被験物質を投与しないこと以外、投与群の動物と同様に取り扱う。被験物 

質の投与に溶媒を用いる場合には、この群は無処置もしくは模擬処理または溶媒対照群でな 

ければならない。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。 

 
限度試験 

 
24. 反復投与試験において 1000 mg/kg 体重/日以上の 1 用量で毒性がみられない場合、または in 

vivo/in vitro 代謝特性において類似性を示しており構造や代謝から関連する類似化合物のデー 

タから毒性がないと予想される場合には、数段階の用量を用いた試験は不要と考えられる。 

そのような場合には、1 つの対照群および 1000 mg/kg 体重/日以上の 1 用量を用いて拡張一世 

代生殖毒性試験を実施する。ただし、この限界量において生殖または発生毒性がみられる場 

合には、NOAEL を確認するため、より少ない用量でのさらなる試験が必要である。この限度 

試験の検討は、ヒトの曝露量からより高用量の必要性が示唆されない場合にのみ適用される。 
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手順 

 

出生児の曝露 

 
26.   飼料による曝露は望ましい投与方法である。強制経口投与試験を実施する場合には、離乳時 に

直接投与を開始するまで、児動物は通常乳汁をとおして間接的にしか被験物質を摂取しないと

いうことに留意する。混餌または飲水投与試験では、児動物は哺育期最終週に自分で食べ始め

ると、その分被験物質を直接摂取することになる。乳汁中への被験物質の排出が乏しく出生児

の継続的な曝露を示す証拠がみられない場合には試験計画に対する修正を検討する。そのよう

な場合には、入手可能な TK 情報、出生児における毒性またはバイオマーカーの変化に基づき

哺育期間中の児動物への直接投与を検討する(3)(4)。哺乳中の児動物に対する直接 投与を実施す

る場合には、その利点と難点を事前に注意深く検討する(5)。 

 
投与計画および投与 

 
27.   性周期、雌雄生殖管の病理組織学的検査、および精巣／精巣上体精子の分析に関するいくつ か

の情報が、適切な期間の反復投与による先行毒性試験から得られる場合がある。したがっ て、

拡張一世代生殖毒性試験における交配前投与の期間は、交配行動および受精を妨げる機 能変化

に対する影響の検出を目的としている。交配前投与の期間は、P の雌雄において定常 状態の曝

露条件を達成するために十分長いものとする。ほとんどの場合、両性に対して 2 週 間の交配前

投与で十分と考えられる。雌に対しては、3～4 回の完全な性周期を含んでおり、 周期に対す

る有害な影響を検出するのに十分である。雄に対しては、成熟精子の精巣上体通 過に必要な時

間に相当し、交配時における精子に対する精巣以降での影響（排精の最終段階 および精巣上体

精子成熟の間）の検出を可能にする。終了時に精巣および精巣上体の病理組 織および精子パラ

メータの分析が予定されている時点では、P および F1 の雄は少なくとも 1 回の完全な精子形成

過程の間曝露していることになる(6)(7)(8)(9)および GD151(40)。 

 
28. 雄に対する交配前投与のシナリオは、精巣毒性（精子形成障害）または精子の健全性および 

機能に対する影響が先行試験で明確に確認されている場合、適用可能性である。同様に、雌 

については、性周期に対する被験物質の既知の影響とそれによる性的受容性により、異なる 

交配前投与シナリオが妥当性とされる場合がある。特殊な場合には、P の雌への投与を膣塗 

抹標本で精子が検出されてから開始してもよい（GD151(40)を参照）。 

 
29. 交配前投与期間を決定したら、剖検まで被験物質を動物に週 7 日間継続して投与する。すべ 

ての動物に同じ方法で投与する。投与は 2 週間の交配期間継続し、P の雌に対しては妊娠期 

間および哺育期間をとおして離乳後の試験終了まで継続する。雄には F1 動物が離乳する時点 

で試験が終了するまで同じように投与する。剖検については、哺育と同日／類似日に剖検す 

る雌を優先する。雄の剖検は実験施設の能力に応じて広範囲な日にちに及んでもよい。哺育 
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期間にすでに開始されていなければ、コホート割付けに応じて、選抜した F1 の雌雄に対する 

直接投与は離乳時に開始し、剖検予定まで継続する。 

 

30. 飼料または飲水を介して被験物質を投与する場合には、飼料中や飲水中の被験物質量が正常 

な栄養や水のバランスを乱さ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、動物の体重当たりの用量を一定にする方法が用い 

られるが、いずれを用いたかを明らかにしておく。 

 
31. 被験物質の強制経口投与では、1 回に投与する液体の量は、通常は体重 100g 当たり 1 mL（コ 

ーン油など、油の場合は体重 100 g 当たり 0.4 mL が最大）を超えないようにする。通常高濃 

度ほど影響が顕著になる刺激性または腐食性物質の場合を除き、被験物質溶液の濃度を調節 

して量のばらつきを最小限にし、すべての用量で投与容量が一定になるようにする。毎日ほ 

ぼ同じ時間に投与を行う。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 

決定し、成熟した雌および成熟した非妊娠の雄については少なくとも週 1 回投与量を調節し、 

離乳前および離乳後 2 週間の間に投与する場合、妊娠している雌および F1 動物については 2 
日に 1 回投与量を調節する。TK データが被験物質の胎盤移行が少ないことを示している場合 

には、母動物への過剰な毒性量の投与を避けるため妊娠最終週の強制経口投与を調節しなけ 

ればならない場合がある。雌については強制経口投与またはその他動物を取扱い操作する必 

要があるような投与経路での投与を、分娩の日には行わず、出産過程を乱すよりはむしろそ 

の日の被験物質の投与は省略する方がよい。 

 
交配 

 
32.   それぞれの P の雌を同じ用量群から無作為に抽出された血縁関係のない雄 1 匹と、交配がみ 

られるまで、または 2 週間が経過するまで同居させる（1 対 1 ペアリング）。例えばペアリン 

グ前の雄の死亡などによって雄が十分にいない場合には、すべての雌がペアリングされるよ 

うに、既に交配した雄を 2 匹目の雌とペアリング（1 対 1）してもよい。交配の証拠（膣栓ま 

たは膣垢に精子）が認められた日を妊娠 0 日とする。交配の証拠がみられた動物はできるだ 

け早く別々に飼育する。2 週間後に交配がなかった場合は、その動物はさらなる交配の機会 

を与えることなく別々に飼育する。交配対についてはデータ中に明確に記載する。 

 
同腹児数 

 
33. 同腹当たり雄 5 匹と雌 5 匹に可能な限り近い数にするため、生後 4 日目に無作為抽出により 

余分な児動物を取除いてそれぞれの同腹児の数を調節してもよい。児動物を体重などにより 

選択的に取除くことは不適切である。雄または雌の児動物の数によって、同腹当たり各性 5 

匹ずつ得られない場合はいつでも、部分的な調節（例えば、雄 6 匹と雌 4 匹）が許容される。 
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離乳後試験用の児動物の選抜（図 1 を参照） 

 
34.   離乳時（PND 21 前後）に、利用可能なすべての児動物から用量群および対照群当たり最大 

20 匹の児動物をさらなる検査のために選抜し、性的成熟まで維持する（早期の試験が要求さ 

れない限り）。明らかな矮小（体重が、それぞれの同腹の平均児動物体重よりも 2 標準偏差 

以上少ない動物）は投与群の代表とは考えにくいため含めないということ以外、児動物は無 

作為に抽出する。 

 
PND 21 に、選抜した F1 児動物を 3 つの動物コホートの 1 つに無作為に割付ける。  

コホート 1（1A および 1B）：生殖／発生毒性試験 

コホート 2（2A および 2B）：発達神経毒性試験  

コホート 3：発達免疫毒性試験 

コホート 1A：雄 1 匹と雌 1 匹／同腹／群（20／性／群）：生殖系に対する影響および一般毒 

性作用の一次評価のための優先度決定。 

コホート 1B：雄 1 匹と雌 1 匹／同腹／群（20／性／群）：F1 動物の交配による生殖能の経過 

観察評価（評価する場合）のため（GD117(39)を参照）、および生殖毒性物質もしくは内分泌 

毒性物質の疑いがある場合またはコホート 1A の結果があいまいな場合に追加の病理組織学 

的データを得るための優先度決定。 

コホート 2A：成獣としての神経行動学的試験に続いて神経組織学的評価用に割付けた群当た 

り合計 20 児動物（群当たり雄 10 匹と雌 10 匹で、同腹当たり雄 1 匹または雌 1 匹）。 コホ

ート 2B：離乳時（PND 21 または PND 22）の神経組織学的評価用に割付けた群当たり合 計 

20 児動物（群当たり雄 10 匹と雌 10 匹で、同腹当たり雄 1 匹または雌 1 匹）。動物数が不 十

分な場合には、コホート 2A を優先して動物を割付ける。 

コホート 3：群当たり合計 20 児動物（群当たり雄 10 匹と雌 10 匹で、可能ならば同腹当たり 

1 匹）。PND 56±3 時点での T 細胞依存性抗体産生検査において陽性対照動物の役割を果た 

すため、対照群から追加の児動物が必要な場合がある。 

 

35. すべてのコホートに供給するのに 1 つの同腹中の児動物数が不十分な場合には、コホート 1 
が優先する。それは拡張して F2 世代を獲得することができるからである。化学物質が神経毒 

物、免疫毒物または生殖毒物であると疑われる場合など、特別な懸念がある場合は、追加の 

児動物をどのコホートに割付けてもよい。これらの児動物は別の時点での検査に用いるか、 

または補足の評価指標の評価のために用いてもよい。コホートに割付けられなかった児動物 

は血液生化学検査（段落 55 を参照）および剖検（段落 68 を参照）に提出されることになる。 

 
P 動物の 2 回目の交配 

 
36. P 動物について 2 回目の交配は、最初の同腹児についての着床痕の数に関する重要な情報（そ 

の結果、催奇形性の可能性を示す指標である着床後胚損失および出生前損失のデータ）を犠 

牲にして成り立つため、通常は推奨されない。曝露した雌における影響を検証または解明す 
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る要求は、F1 世代の交配を含めるまで試験を拡張することによってより良好に果たされるだ 

ろう。ただし、P 動物の曝露されていない雌との 2 回目の交配は、あいまいな結果を明確に 

するため、または最初の交配でみられた受胎率に対する影響についてのさらなる検査のため 

に常に任意である。 

 

生存中の観察 

 

一般状態観察 

 
37. P および選抜した F1 動物について、一般状態の観察を 1 日 1 回行う。強制経口投与の場合に 

は、（最高血漿中濃度に関係した毒性徴候があるかもしれないため）投与の前後に観察を行 

う。関連のある行動の変化、分娩困難または分娩長期化の徴候、およびすべての毒性徴候を 

記録する。1 日 2 回、週末は 1 日 1 回、すべての動物について強い毒性、病気の有無および生 

死を確認する。 

 
38. さらに、すべての P および F1 動物についてより詳細な検査を週 1 回実施するが、これは体重 

測定時に行うとよい。こうすることによって、取扱い操作によるストレスを最小限にする。 

観察は実験室によって定義されたスコアリングシステムを用いて注意深く実施し記録する。 

試験を実施する状況の変動が最小限になるよう努力する。みられる徴候には、これらに限ら 

ないが、皮膚、被毛、眼・眼球、および粘膜の変化、分泌・排泄、自律神経系機能（流涙、 

立毛、瞳孔径、呼吸パターンの異常など）が含まれる。歩行、姿勢、取扱い操作に対する反 

応の変化、ならびに間代性または強直性の動き、常同運動（過度の身づくろい、旋回など）、 

または異常行動（自咬、後ずさりなど）についても記録する。 

 
体重および摂餌量／摂水量 

 
39. P 動物について投与開始日およびその後は少なくとも週 1 回体重を測定する。さらに、P の雌 

については、哺育期間中はそれぞれの同腹児動物の体重測定と同じ日に体重を測定する（段 

落 44 を参照）。すべての F1 動物について、離乳時（PND 21）およびその後は少なくとも週 

1 回体重を測定する。性成熟に達した（包皮との分離または膣開口の完了）日にも体重を測 

定する。すべての動物について屠殺時に体重を測定する。 

 

40. 試験中は、少なくとも週 1 回、動物の体重測定と同じ日に摂餌量／摂水量（被験物質を飲水 

投与する場合）を記録する（同居期間中を除く）。F1 動物の各ケージの摂餌量は各コホート 

への選抜からはじめて毎週記録する。 
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性周期 

 
41. 被験物質に関連する性周期への影響に関する予備情報が、反復投与毒性の先行試験から既に 

得られている場合があり、それらの情報を、当該被験物質に特化させた拡張一世代生殖毒性 

試験のプロトコールをデザインするために用いてもよい。通常、性周期の評価（膣細胞診に 

よる）は投与期間の開始時に開始し、交配の確認または 2 週間の交配期間の終りまで継続す 

る。投与前に雌に対して正常性周期のスクリーニング検査が実施されている場合、投与開始 

時に膣塗抹検査が継続することは有用であるが、投与開始時に非特異な影響に関する懸念が 

ある場合（例えば初期の摂餌量の顕著な減少）には、交配に先立つ 2 週間の膣塗抹検査の開 

始前に、投与に順応させるため動物に最大 2 週間の余裕を与えてもよい。このように雌の投 

与期間を拡張した（すなわち 4 週間の交配前期間にまで）場合には、交配前の雄の投与期間 

を拡張するため、より若い動物の購入を考慮する必要がある。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に注意する(10)(11)。 

 
42. コホート 1A のすべての F1 の雌について、膣開口発生以後、最初の角化塗抹が記録されるま 

での間、この 2 つの事象の間の時間間隔を確認するため膣垢塗抹を毎日検査する。コホート 

1A のすべての F1 の雌についての性周期も、PND 75 前後から開始して 2 週間モニターする。 

さらに、F1 世代の交配が必要な場合には、ペアリングのときから交配の証拠が検出されるま 

で、コホート 1B の膣細胞診を追跡する。 

 
交配および妊娠 

 
43. 標準的な評価指標（体重、摂餌量、生死／病気の有無のチェックを含む一般状態観察）に加 

えて、ペアリングの日、受精日、および分娩日を記録し、交配前の間隔（ペアリングから受 

精まで）および妊娠期間（受精から分娩まで）を計数する。P の雌については、分娩が見込 

まれる時点で、異常分娩の徴候がないか慎重に検査する。巣作り行動または哺乳行動におけ 

るすべての異常を記録する。 

 
44.   分娩があった日を母動物にとっての哺育 0 日（LD 0）、および出生児にとっての生後 0 日（PND 

0）とする。別の方法として、妊娠期間の違いによる出生後の発達に関するデータの交絡を排 

除するため、すべての比較を交配後の時間に基づいて行ってもよいもよい。ただし、分娩に 

関連する時期も記録する。これは、被験物質が妊娠期間に対して影響を与える場合に特に重 

要である。 

 
出生児のパラメータ 

 
45. 分娩後（PND 0 または 1）可能な限り速やかに母動物ごとの産児数および性、死産児数、生 

存児数、ならびに肉眼的異常（口蓋裂、皮下出血、異常な皮膚の色またはきめ、臍帯の存在、 

胃内乳汁の不足、乾燥した分泌物の存在を含む外見からわかる異常）の有無を確認する。さ 
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らに、新生児の最初の臨床検査には体温、活動状態、および取扱い操作への反応の質的評価 

が含まれる。PND 0 または後日死亡して発見された児動物については、異常の有無および死 

因を調べる。生存児については匹数を数え、PND 0 または PND 1、およびその後は少なくと 

も PND 4、7、14、および 21 など定期的に個体ごとに体重を測定する。出生児の体重を測定 

するとき、または出生時に当該児固有の所見があった場合にはより頻繁に、動物の週齢に対 

して規定どおり臨床検査を繰り返す。みられる徴候には、これらには限らない可能性がある 

が、外表異常、皮膚、被毛、眼・眼球および粘膜の変化、分泌・排泄ならびに自律神経系機 

能があげられる。歩行、姿勢、取扱い操作に対する反応の変化、ならびに間代性または強直 

性の動き、常同運動、異常行動についても記録する。 

 
46. PND 0 から PND 4 の間に少なくとも 1 回はそれぞれの児動物の肛門・生殖結節間距離(AGD) 

を測定する。AGD を測定した日に児動物の体重を収集し、AGD を児動物の大きさの測定値、 

望ましくは体重の立方根で正規化する(12)。PND 12 または 13 に、雄の児動物に乳頭／乳輪が 

あるか確認する。 

 

47.   選抜されたすべての F1 動物について、性的成熟が早期に起こっていないか検出するために、 

これらの評価指標の達成が見込まれる日よりも前から陰茎亀頭と包皮の分離または膣開口を 

雄雌それぞれについて毎日確認する。膣の糸状構造の持続、尿道下裂、または陰茎裂といっ 

た生殖器の異常に留意する。雌雄それぞれについて陰茎亀頭と包皮の分離または膣開口時の 

年齢および体重を確認して、F1 動物の性的成熟を身体的発達と比較する(13)。 

 
発達神経毒性の可能性の評価（コホート 2A および 2B） 

 
48.   各投与群から、雄 10 匹と雌 10 匹のコホート 2A の動物および雄 10 匹と雌 10 匹のコホート 

2B の動物（各コホートにつき：1 腹当たり雄 1 匹または雌 1 匹、すべての腹から代表の児動 

物を最低 1 匹、無作為抽出）を神経毒性評価に用いる。コホート 2A の動物について聴覚性驚 

愕反応、機能観察試験バッテリー、運動量（段落 48～50 を参照）、および神経病理学的評価 

（段落 74～75 を参照）を行う。すべての試験条件の変動が最小限になり、体系的に投与処理 

に関連しないよう努力する。変数の中で行動に影響を与える可能性のあるものは、雑音レベ 

ル（断続音など）、温度、湿度、照明、匂い、時刻、および注意をそらすような環境要因で 

ある。神経毒性評価の結果は、適切な参照すべきヒストリカルコントロール（背景対照）の 

範囲との関連で解釈する。コホート 2B の動物は PND 21 または PND 22 に神経病理学的評価 

に用いる（段落 74～75 を参照）。 

 
49.   コホート 2A の動物を用いて PND 24（±1 日）に聴覚性驚愕反応試験を行う。試験日は投与 

群および対照群にわたって均一に割付ける。一回の測定セッションは 50 回の試行からなる。 

聴覚性驚愕反応試験を行う際には、測定セッション内で馴化を生じさせるように試験条件を 
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最適化して、各ブロック 10 試行（10 試行のブロックを 5 回）における平均反応強度を測定す 

る。この手順は OECD TG426(35)に合致するものとする。 

 
50. PND 63 と PND 75 の間の適切な時点で、コホート 2A の動物について機能観察試験バッテリ 

ーおよび運動量の自動化測定試験を行う。この手順は OECD TG424(33)および 426(35)に合致 

するものとする。機能観察試験バッテリーは動物の外観、行動、および機能的健全性の詳細 

な記述を含むものとする。これは、ホームケージ内での観察、自由に動ける標準的観察台（オ 

ープンフィールド）へ取り出した後の観察、、および操作試験（被験動物に操作を加え反応 

をみる試験）における観察をとおして評価する。試験はインタラクティブ性の最も低いもの 

から最も高いものへと進める。補遺 A に項目のリストを示す。すべての動物について観察者 

によるばらつきを最小限にするような標準化された手順を用いて、訓練された観察者が盲検 

で観察を行う。可能であれば、任意の 1 つの試験において同じ観察者が動物の評価を行うこ 

とを推奨する。それが不可能な場合には、異なる観察者間でも同じ結果が得られることが示 

されていることが必要である。行動試験バッテリーの各パラメータについては、操作的に定 

義された明確な尺度およびスコアリング基準を用いる。可能であれば、主観的なランキング 

を含む観察項目のためにも客観的な定量的基準を作成する。運動量については、各動物を個 

別に測定する。１回の測定時間は対象動物が馴れを示すのに十分な長さとする。運動量の測 

定は、活動性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、標準的な方法を用いて確認 

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。活動性の概日リズムが交 

略す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。 

 
51. 既存の情報がその他の機能試験（感覚、性成熟、認知など）の必要性を示唆している場合に 

は、試験で実施される他の評価の完全性を損なわずに組入れる。この試験を標準の聴覚性驚 

愕反応試験、機能観察試験バッテリーおよび運動量試験に用いたものと同じ動物で実施する 

場合には、異なる試験はこれらの試験の完全性を損なうリスクを最小限にするようにスケジ 

ュールする。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、補足的手法は特に有用な場合がある。 

 
発達免疫毒性の可能性の評価（コホート 3） 

 
52.   各投与群から、雄 10 匹と雌 10 匹のコホート 3 の動物（1 腹当たり雄 1 匹または雌 1 匹、すべ 

ての腹から代表の児動物を最低 1 匹、無作為抽出）を、現行の免疫毒性試験手順 (14)(15) と 

整合性を取りながら、T 細胞依存性抗体産生検査、すなわちヒツジの赤血球（SRBC）または 

キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）といった T 細胞依存性抗原に対する 1 次 IgM 抗 

体産生の検査に用いる。反応は、反応のピークにおいて、脾臓にある特定のプラーク形成細 
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胞（PFC）を計数することによって、または ELISA 法によって血清中にある SRBC 特異的も 

しくは KLH 特異的 IgM 抗体の力価を判定することによって評価してもよい。反応は、通常 

静脈内免疫投与後 4 日（PFC 反応）または 5 日（ELISA）目にピークに達する。プラーク形 

成細胞を計数することによって 1 次抗体産生を評価する場合、PFC が反応のピークで計数さ 

れるようにサブグループの免疫投与および試験の終了が時間調整されること、サブグループ 

が対照群を含むすべての用量群からの同数の雌雄出生児を含んでいること、およびサブグル 

ープをほぼ同じ出生後週齢で評価することを条件として、サブグループの動物を別々の日に 

評価することが許容される。被験物質への曝露は PFC 反応のための脾臓の採取または ELISA 
評価のための血清の採取の前日まで継続する。 

 
生殖毒性の可能性の追跡評価（コホート 1B） 

 
53. コホート 1B の動物は必要に応じて PND 90 を超えて投与を維持し、F2 世代を得るまで飼育す 

ることができる。同じ用量群の雌雄を、PND 90 またはそれ以後の時点から開始して PND 120 
を超えない時点まで、最長 2 週間同居させる（兄弟姉妹のペアリングは避ける）。手順は P 
動物用のものと同様とする。ただし、証拠の重み付けに基づき、同腹児を離乳またはそれを 

超えて追跡するのではなく PND 4 で処分しても十分な場合がある。 

 
最終観測 

 

血液生化学検査／血液学的検査 

 
54. P 動物の全身毒性をモニターする。試験終了時に規定部位からの空腹時血液サンプルを用量 

群ごとに無作為に抽出された P の雌雄 10 匹から採取し、適切な状態で保管し、部分的または 

詳細な血液学的検査、血液生化学検査、T4 および TSH の評価、または被験物質の既知の影響 

プロファイルによって示唆されるその他の検査を実施する（GD151(40)を参照）。次の血液学 

的パラメータを検査する。すなわち、ヘマトクリット、ヘモグロビン濃度、赤血球数、総白 

血球、白血球分画、血小板数および凝固時間／凝固能である。血漿または血清の検査には、 

血糖、総コレステロール、尿素、クレアチニン、総蛋白、アルブミン、および肝細胞への影 

響を示す 2 種以上の酵素（例えば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、γ-グルタミルトランスペプチダーゼ、ソ 

ルビトール脱水素酵素）を含む。追加の酵素および胆汁酸の測定は、特定の環境下で有用な 

情報となる。さらに、あいまいな影響を明確にするのを助けるため、または内部曝露データ 

を作成するための後々の分析を可能にするためにすべての動物の血液を採取し保管してもよ 

い。P 動物の 2 回目の交配を想定しない場合、採血は屠殺予定時の剖検の直前または剖検の 

一部とする。動物を維持する場合、採血は 2 回目の交配の数日前とする。パラメータが被験 

物質の影響を受けないことを既存の反復投与試験からのデータが示していない場合には、試 

験終了前に尿検査を実施し次のパラメータを評価する。すなわち外観、容量、浸透圧または 
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比重、pH、蛋白、糖、血液および血球、細胞残骸である。被験物質の排泄や代謝物をモニタ 

ーするために採尿も実施してよい。 

 

55. F1 動物における全身毒性もモニターする。試験終了時に規定部位からの空腹時血液サンプル 

を用量群ごとに無作為に抽出されたコホート 1A の雌雄 10 匹から採取し、適切な状態で保管 

し、血清甲状腺ホルモン濃度評価（T4 および TSH）、血液学的評価（総白血球、白血球分画 

と赤血球数）および尿検査を含む標準的な血液生化学検査を実施する。 

 

56. PND 4 の余剰の児動物については剖検を実施および血清甲状腺ホルモン（T4）濃度測定を考 

慮する。必要に応じて、新生児（PND 4）血液を同腹ごとに生化学的／甲状腺ホルモン分析 

のためにプールすることができる。T4 および TSH 分析用に、PND 22 時点で剖検する離乳し 

たばかりの児動物（コホート用に選抜されなかった F1 児動物）からも採血する。 

 
精子パラメータ 

 
57. 精子パラメータが 90 日の試験において影響を受けないことを示す既存データがない場合に 

は、すべての P 世代の雄について精子パラメータを測定する。精子パラメータの検査はコホ 

ート 1A のすべての雄について実施する。 

 
58. P および F1（コホート 1A）のすべての雄について、屠殺時に精巣および精巣上体の重量を記 

録する。少なくとも 1 つの精巣および 1 つの精巣上体を病理組織学的検査用に保管する。残 

りの精巣上体を用いて精巣上体尾部の貯蔵精子数を測定する(16)(17)。さらに、精子の運動性 

および形態を評価するために損傷を最小限にするような方法を用いて精巣上体尾部（または 

精管）の精子を採取する(18)。 

 
59. 精子の運動性については、屠殺後ただちに評価するか、または後の評価のために記録する。 

前進運動精子率は、主観的に、またはコンピュータで運動解析を行うことにより客観的に求 

めることができる(19)(20)(21)(22)(23)(24)。精子の形態の評価については、精巣上体（または 

精管）の精子サンプルを固定または湿標本の状態で検査し(25)、サンプル当たり少なくとも 

200 個の精子を正常（頭部および中部／尾部の両方が正常に見える）か異常かに分類する。 

精子の形態異常の例としては、融合、頭部分離、頭部や尾部の奇形などが挙げられる(26)。奇 

形または巨大な精子頭部は排精異常を示唆している場合がある。 

 
60. 剖検の時点で精子サンプルを凍結し、塗抹を固定し、精子の運動性解析用に画像を記録する 

場合には(27)、その後の解析は対照群または高用量群の雄に限ってもよい。ただし、投与によ

る影響が認められた場合には、より低い用量群についても評価を行う。 
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剖検 

 
61. すべての P および F1 の動物につき、屠殺時または早期死亡時に剖検し、形態異常または病理 

学的変化の有無を肉眼的に検査する。生殖器系の器官に特に注意を払う。瀕死状態で安楽死 

させた児動物および死亡した児動物については記録し、浸軟していないものについては、異 

常の有無や死因を調べ、保存する。 

 
62. 成熟した P および F1 の雌については、性周期の段階を判断するため、および生殖器の病理組 

織学的検査と相関が取れるようにするため、剖検の日に膣垢塗抹標本を検査する。すべての 

P の雌（および可能であれば F1 の雌）の子宮について、病理組織学的評価を妨げないような 

方法によって着床痕の有無および数を調べる。 

 
器官重量および組織保存 - P および F1 成熟動物 

 
63. 屠殺時に、関連するコホートからのすべての P 動物およびすべての F1 成熟動物について体重 

および以下に挙げる器官の湿重量を（以下に概要を説明）、乾燥を避けるため摘出後可能な 

限り速やかに測定する。その後これらの器官を適切な状態で保存する。別途規定しない限り、 

実施する実験室の標準的な慣例に従って、両側性の器官は左右別々に、または合わせて測定 

してもよい。 

 
 子宮（卵管および子宮頚部を含む）、卵巣 

 精巣、精巣上体（精子の計数のためのサンプル用に全体および尾部） 

 前立腺（背側部および腹側部を結合して）。前立腺複合体を切りだす際には、液で

満た された精嚢を穿刺しないよう注意を要する。前立腺総重量に対して投与の影

響がある場 合には、背側部および腹側部は固定後切除し、別々に測定する。 

 精嚢（凝固腺および内容液を含む全体を一つの器官として） 

 脳、肝臓、腎臓、心臓、脾臓、胸腺、下垂体、甲状腺（固定後）、副腎ならびに既

知の 標的器官および組織 

 

64. 上記の器官に加えて、末梢神経、筋肉、脊髄、眼球と視神経、消化管、膀胱、肺、気管（甲 

状腺および副甲状腺もいっしょに）、骨髄、精管（雄）、乳腺（雌雄）および膣を適切な状 

態で保管する。 

 
65. コホート 1A の動物について、すべての器官の重量を測定し、病理組織学的検査用に保管す 

る。 

 

66.   出生前および出生後に誘発された免疫毒性の検査のため、それぞれの投与群から雄 10 匹およ 

び雌 10 匹のコホート 1A（1 腹当たり雄 1 匹または雌 1 匹、すべての腹から代表の児動物を最 

低 1 匹、無作為抽出）に対して屠殺時に次のことを実施する。 
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 投与経路に関連する遠隔リンパ節の重量測定（コホート 1A のすべての動物ですでに実 

施されている、副腎、胸腺、および脾臓の重量に加えて） 

 脾臓半分を用いた脾臓リンパ球亜集団の解析（CD4+および CD8+の T リンパ球、B リン 

パ球、およびナチュラルキラー細胞）。脾臓のもう半分は病理組織学的評価用に保管す 

る。 

 
免疫投与していない（コホート 1A）動物における脾臓リンパ球亜集団の解析によって、曝露 

が「ヘルパー」（CD4+）もしくは細胞毒性（CD8+）胸腺由来リンパ球またはナチュラルキ 

ラー（NK）細胞（腫瘍性細胞および病原体への迅速な反応）の免疫学的定常状態分布のシフ 

トに関係するかどうか判断する。 

 

67. コホート 1B の動物については、次の器官の重量を測定し、対応する組織をブロック段階に向 

けて処理する。 

 

 膣（重量未測定） 

 子宮（子宮頚部も含む） 

 卵巣 

 精巣（少なくとも 1 個） 

 精巣上体 

 精嚢および凝固腺 

 前立腺 

 下垂体 

 特定された標的器官 

 
コホート 1B の病理組織学的検査は、コホート 1A の結果があいまいな場合、または生殖毒性 

物質もしくは内分泌毒性物質である疑いがある場合に実施する。 

 

68. コホート 2A および 2B：発達神経毒性試験（PND 21 または PND 22 および成熟した児動物）。 

コホート 2A の動物については行動試験の後、脳の重量を記録し神経毒性評価のために詳細 

な神経組織学的検査を行って処分する。コホート 2B の動物については、PND 21 または PND 
22 に、脳の重量を記録し神経毒性評価のために脳の顕微鏡検査を行って処分する。OECD 
TG426(35)で規定されるように、コホート 2A の動物については潅流固定が必要で、コホート 

2B の動物については任意である。 
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器官重量および組織保管 - F1 離乳児 

 
69. 結果によって生存中のさらなる試験の必要性が示されない限り、コホート用に選抜されなか 

った児動物については、矮小を含めて離乳後 PND 22 に屠殺する。屠殺された児動物につい 

ては、段落 62 および段落 63 に記載するように、生殖器の評価を含んで剖検を行う。可能な 

限り多くの腹から、群当たり性当たり最大 10 匹の児動物について、脳、脾臓、および胸腺の 

重量を測定し、適切な状態で保存する。さらに、これら雌雄の児動物の乳房組織をさらなる 

顕微鏡解析 1 のために保管してもよい（GD151(40)を参照）。肉眼的異常および標的組織は病 

理組織学的検査を行う場合に備えて保管する。 

 
病理組織学的検査 - P 動物 

 
70. 高用量群および対照群のすべての P 動物について、段落 62 および 63 に示す器官の詳細な病 

理組織学的検査を実施する。投与による変化が認められた器官については、NOAEL の判定に 

資するため、すべての動物においてより低い用量群についても検査を行う。さらに、受胎能 

の低下が疑われるすべての動物（交尾、受・授胎または健康な出生児の出産がみられなかっ 

たもの、また性周期や精子の数、運動性、形態に影響がみられたもの、およびすべての肉眼 

病変など）の生殖器官についても病理組織学的評価を行う。1
 

 
病理組織学的検査 - F1 動物  

コホート 1 の動物 

71.   高用量群および対照群の成熟したコホート 1A のすべての動物について、段落 62 および 63 に 

示す器官の詳細な病理組織学的検査を行う。すべての同腹について、性別ごとに最低 1 匹の 

児動物を代表とする。投与による変化が認められた器官および組織ならびにすべての肉眼病 

変については、NOAEL の判定に資するため、より低い用量群のすべて動物についても検査を 

行う。出生前および出生後に誘発されたリンパ器官に対する影響については、雄 10 匹と雌 

10 匹のコホート 1A のすべての動物に既に実施された胸腺、脾臓、および副腎の病理組織学 

的評価の次に、採取されたリンパ節および骨髄に対する組織病理学的評価も 1A のすべての 

動物に実施する。 

 
72. コホート 1B のすべての動物の生殖組織および内分泌組織は、段落 66 に記載しているように 

ブロック段階に向けて処理するが、生殖毒性物質または内分泌毒性物質の疑いがある場合に 

は、病理組織学的検査を実施する。コホート 1A の結果があいまいな場合には、コホート 1B 
について病理組織学的検査も実施する。 

 

 
 

1 研究によると、乳腺発達、特に幼少児期における乳腺発達はエストロゲン作用に対して感度の高い評価指標で 

ある。妥当性が確認されれば、両性の児動物の乳腺を含む評価指標が本試験ガイドラインに含まれることを推 

奨する。 
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73. 成熟した雌の卵巣は黄体に加え、原始卵胞と発育卵胞を含むはずであり、したがって、病理 

組織学的検査では、F1 の雌について黄体に加えて原始卵胞と小さな発育卵胞の定量的評価を 

検出することを目的とするが、その際の動物数、卵巣切片の選択、および切片数は用いる評 

価方法に対して統計学的に適切なものとする。対照群および高用量群の動物についての卵胞 

の計数を最初に実施してもよく、後に有害な影響が出た場合には、より低い用量群を検査す 

る。検査では原始卵胞数（小型の発育卵胞と合わせてもよい）を測定し、投与群と対照群の 

卵巣を比較する（GD151(40)を参照）。黄体評価は、評価において周期を考慮することができ 

るように性周期試験と並行に実施する。卵管、子宮、および膣については、適切な器官型発 

達の有無を検査する。 

 
74. F1 の雄について、詳細な精巣の病理組織学的検査を行い、精巣の分化および発達ならびに精 

子形成に対する投与による影響を明らかにする(38)。可能であれば、精巣網の切片の検査を実 

施する。精巣上体の頭部、体部、および尾部、ならびに精管について、P の雄に要求される 

パラメータおよび適切な器官発達の有無を検査する。 

 
コホート 2 の動物 

 
75. 高用量群および対照群のコホート 2A のすべての動物について性別ごとに、神経行動学的試 

験の終了後、神経病理組織学的検査を実施する（PND 75 以後で、PND 90 を超えない時点）。 

PND 21 または PND 22 の時点で、高用量群および対照群のコホート 2B のすべての動物につ 

いて性別ごとに、脳の病理組織学的検査を実施する。投与による変化が認められた器官また 

は組織については、NOAEL の判定に資するため、より低い用量群の動物についても検査を行 

う。コホート 2A および 2B の動物について、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）、脳幹、および小脳の検査ができるよう、脳の複数の切 

片を検査する。コホート 2A についてのみ、眼球（網膜および視神経）ならびに末梢神経、 

筋肉および脊髄のサンプルを検査する。すべての神経組織学的手順は OECD TG426(35)に合 

致するものとする。 

 
76.   脳の代表部位（信頼できる組織学的指標に基づいて注意深く選択した相同性のある切片）に 対

して形態計測（定量的）評価を実施する。形態計測では、脳の特定部位の長さや面積の測 定な

どを行う。最も相同性があり評価する脳の特定部位を代表する切片を選択するため、各 組織学

的指標において少なくとも 3 つの連続する切片を採取する。神経病理学者は、測定用 に準備さ

れた切片がサンプル一式の中で他と相同性があり、よって含めるのに適切かどうか 適切な判断

を行う。それは、特に長さの測定値は比較的短い距離で変化するためである(28)。 非相同性の

切片は用いない。この目的のためにとっておいたすべての動物を採取することが 目的であるが

（10 匹／性／用量）、より少ない数でも十分である。ただし、6 匹／性／用量 より少ないサン

プルは一般に本試験ガイドラインの目的として十分とは考えられないだろう。 
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特定の神経解剖学的部位の大きさや細胞数などのパラメータ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。組織サンプル作製の全過程（組織の固定から、 

組織サンプルの切り出し、組織の処理、スライドの染色まで）には、それぞれのバッチの中 

に各用量群の代表サンプルが含まれるようなカウンターバランスさせた計画を用いる。形態 

計測または立体的評価を用いる場合には、固定液中での長期保存に関連した収縮のアーティ 

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。 

 

報告 

 
データ 

 
77. データは個体ごとおよび総括表として示す。必要に応じて、各試験群および各世代について、 

次の事項を報告する。すなわち、試験開始時動物数、試験中に死亡して発見された、または 

人道的理由によって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、妊娠動物 

数、同腹児を出産した動物数、および毒性徴候を示した動物数である。毒性徴候の内容（毒 

性の発現時期、持続期間、程度を含む）も報告する。 

 
78. 認められた適切な統計方法によって、数値結果を評価する。統計方法は試験計画で定めてお 

き、非正規データ（計数データなど）、打ち切りデータ（観察時間が限られているなど）、 

非独立性（同腹の影響および反復測定値など）、および不当分散に適切に対応しなければな 

らない。一般化線形混合モデルおよび用量反応モデルは、本 TG で作成されたデータに適し 

ている可能性のある幅広い範囲の分析ツールを網羅している。第三者の審査官や統計学者が 

解析を評価・再評価できるように、報告書には解析方法および用いたコンピュータプログラ 

ムに関する十分な情報を含める。 

 
結果の評価 

 
79. 結果は、剖検および病理組織学的所見を含めて、認められた影響に基づいて評価する。評価 

では、用量と異常（肉眼病変など）の有無、頻度、程度との関連性もしくはその欠如などを 

明らかにする。標的器官、受胎率、一般状態の異常、生殖能および同腹ごとの成績、体重変 

化、死亡率ならびにその他の毒性および発生に対する影響も評価する。性別固有の変化に特 

に注意する。試験結果を評価する際には、被験物質の物理化学的性質および可能ならば TK 
データ（胎盤移行および乳汁排泄を含む）を考慮に入れる。 

 
試験報告書 

 
80. 試験報告書には、P、F1 動物および F2 動物（関連する場合）から本試験で得られた次の情報 

を含める。 
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被験物質 

 被験物質の物質特性、トキシコキネティクス特性、トキシコダイナミクス特性に関して 

入手可能な関連情報 

 特定データ 

 純度 

 
溶媒（必要に応じて） 

 水以外の場合は、溶媒選択の妥当性 

 
供試動物 

 使用した動物種／系統 

 動物数、週齢、性 

 供給元、飼育条件、飼料、巣材など 

 試験開始時の個体ごとの体重 

 投与開始前の P の雌に関する膣垢塗抹データ（そのときにデータを採取する場合） 

 交配の雌雄のパートナーおよび交配の成功を示す P 世代のペアリング記録 

 成熟した F1 世代の動物についての母動物の記録 

 
試験条件 

 用量設定根拠 

 被験物質溶液／被験物質混合飼料の調製方法の詳細、濃度分析値 

使用条件および使用と使用との間の保管条件下での、溶媒または担体中（飼料、飲

水 

など）、血液や乳汁中における調製物の安定性および均一性 

 被験物質投与の詳細 

必要に応じて、飼料／飲水中の被験物質濃度（ppm）から実際の投与量（mg/kg 体重/日）

への換算方法 

 飼料および水質の詳細（測定した場合、飼料の組成も含む） 

 間引き動物の選抜、および児動物の各試験群への割付けのための無作為化手順の詳細 

 環境条件 

 試験従事者、専門的訓練の内容を含む 

 
結果（性別ごとおよび用量ごとの要約および個別データ） 

 P および F1 動物の摂餌量、摂水量（測定した場合）、食餌効率（摂餌量 1 g 当たりの体 

重増加量（同居期間中および哺育期間を除く））および被験物質摂取量（混餌または飲 

水による投与）。 

 吸収データ（測定した場合） 

 P 動物の体重データ 

 選抜された離乳後の F1 動物の体重データ 
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 試験終了時まで生存したか、または試験中に死亡した場合にはその時期 

 一般状態の変化の種類、程度および期間（可逆性の有無を含む） 

 TSH および T4 を含む血液学的検査、尿検査、および血液生化学検査データ 

 脾臓細胞（T 細胞、B 細胞、NK 細胞）の表現型解析 

 骨髄細胞充実性 

 毒性反応データ 

 正常または異常な性周期を示す P および F1 の雌動物の数および性周期の長さ 

 交配までの期間（交配前の間隔、ペアリングから交配までの日数） 

 生殖毒性またはその他の影響（交配、妊娠、分娩および哺育を達成した動物、妊娠を誘 

発させた雄、異常分娩／分娩長期化または分娩困難の徴候を示した雌の数および率） 

 妊娠期間および分娩期間（測定した場合） 

 着床数、同腹児数、および雄の児動物の率 

 着床後胚損失、生存児、および死産児の数および率 

 一腹総体重および各児動物の体重データ（雄、雌、および混在）、わかる場合には矮小 

児数 

 肉眼的異常を有する児動物数 

 出生児、出生後の成長、生存率などに対する毒性その他の影響 

 児動物の身体指標データおよび出生後の発達に関するその他のデータ 

 F1 動物の性的成熟に関するデータ 

 児動物および成熟動物の機能検査データ（検査した場合） 

 P および成熟した F1 動物の屠殺時体重および絶対／相対器官重量 

 剖検所見 

 すべての病理組織学的所見に関する詳細な記述 

 P および F1 の雄の精巣上体尾部の総精子数、前進運動精子率、正常形態精子率、各種異 

常精子率 

 適用可能であれば、P および F1 の雌の卵巣内の卵胞数および成熟段階 

 F1 の雌の卵巣内の黄体の計測 

 必要に応じて、結果の統計処理方法 

 
コホート 2 のパラメータ 

 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 

 用いた行動／機能試験、神経病理学的、および形態計測手順の詳細（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 

 専門家判断を含めて、すべての決定の妥当性についての簡潔な理由 
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 性別および用量群ごとのすべての行動／機能試験、神経病理学的、および形態計測所見 

の詳細な説明（対照群と比較しての増加および減少の両方を含む） 

 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 

 形態計測に用いた切片の相同性を評価するための低倍像 

 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を含み、また有意か否 

かを問わない） 

 性別および用量群ごとの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 

 トキシコキネティクス情報の結論に対する影響 

 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など） 

 神経病理学的変化と機能変化との関連性（存在する場合） 

 性別および用量群ごとの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 

 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 

起こしたのか否かに関する結論および NOAEL を含む） 

 
コホート 3 のパラメータ 

 血清 IgM 抗体の力価（SRBC または KLH に対する感作）、または脾臓中 IgM-PFC ユニ 

ット（SRBC に対する感作） 

 最初に測定系をセッティングする実験室が、最適化過程で TDAR 法の成績を確認すると 

ともに、すべての実験室が定期的に（例えば毎年）これを確認する。 

 結果に基づいた、データの総合的な解釈に関する考察（被験物質が発達免疫毒性を引き 

起こしたのか否かに関する結論および NOAEL を含む） 

 
結果の考察 

 
 

結論（親動物および出生児に対する影響についての NOAEL を含む） 

 
試験中に得られたのではないが結果の解釈に有用なすべての情報（既知の神経毒性物質との影響 

の類似性など）も提示するものとする。 

 
結果の解釈 

 
 

81. 拡張一世代生殖毒性試験では、必要に応じて、生殖世代周期のすべての相を通じてある物質 

に反復曝露されたときの影響に関する情報を得ることができる。特に、生殖系ならびに PND 
90 までの出生児の発生、成長、生存および機能的評価指標に関する情報を得ることができる。 
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82. 試験結果の解釈は、物理化学的性質、TK およびトキシコダイナミクス特性、構造類似対に関 

する入手可能な関連情報、および先に行われた被験物質を用いた毒性試験の結果（急性毒性、 

反復投与後の毒性、メカニズム試験、および in vivo/in vitro 代謝特性において実質的な定性的 

および定量的種差があるか否かを評価する試験など）を含んで、被験物質に関する入手可能 

なすべての情報を考慮に入れなければならない。剖検および器官重量の結果は、可能な限り、 

他の反復投与試験の観察結果と関連付けて評価する。出生児の成長の低下は、乳汁の組成に 

対する被験物質の影響と関連付けて考慮される場合がある(29)。 

 
コホート 2（発達神経毒性） 

 
83. 神経行動学的および神経病理学的結果は、すべての所見との関連で証拠の重み付けによって 

専門家判断をもって解釈する。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）を含む発達神経毒性評価を含める。生物学的および統計学的な関連性に関す 

る評価も含める。また評価には、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）に関する評価を含める。発達神経毒性試験結果の解釈に関するガイダンスについては、 

OECD TG426(35)および Tyl et al.,2008(31)を参照のこと。 

 
コホート 3（発達免疫毒性） 

 
84. TDAR（T 細胞依存抗体産生）で評価した場合、免疫機能の抑制または亢進は、実施したすべ 

ての観察との関連で評価する。免疫学的に関連する指標（骨髄細胞充実性、リンパ組織の重 

量および病理組織学的検査、リンパ球サブセットの分布など）に関する他の影響によって 

TDAR の結果の意義が裏付けられる場合がある。より低い曝露濃度において他の毒性がみら 

れる場合には、TDAR によって確認された影響は意義が薄れる場合がる。 

 
85. 生殖毒性および神経毒性の結果の解釈の助けとして OECD ガイダンス文書 43 を参照するこ 

と(26)。 
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補遺 A 
 

機能観察試験一式（コホート 2A）に含まれ

る 測定および観察 

 

 
 

ホームケージおよびオープンフィールド 操作的 生理学的 

 

姿勢 不随意的間代性または強直

性運動 眼瞼閉鎖状態 

立毛 

流涎 

流涙 

啼鳴 

立ち上がり 

歩行障害 

覚醒 常同

行動 異常

行動 染み 

呼吸異常 

 

移動させやすさ 

取扱い易さ 筋

緊張 近接反応 

接触反応 聴覚

反応 痛覚反応 

正向反射 着地

開脚幅 前肢握

力測定 後肢握

力測定 

 

体温 体

重 瞳孔

反射 瞳

孔径 
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