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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 

 
急性経口毒性試験 － 毒性等級法 

 
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

えて定期的に見直されている。ガイドライン 423 の初版は、試験ガイドライン 401 に記載さ

れた従来の急性毒性試験の二番目の代替法として、1996 年 3 月に採択された。その後、数

回の専門家委員会からの勧告に基づき、時宜を得て改訂が検討されたが、これは、i）化学

物質の分類のための半数致死量（LD50）の統一カットオフ値について国際的な合意がなさ

れ、1996 年版のガイドラインの推奨カットオフ値と相違が生じたこと、また ii）現在では

片性（原則として雌）の試験で十分であると考えられていること、によるものであった。 
 
2. 本ガイドラインで提示する毒性等級法(1)は段階的な方法であり、段階ごとに片性の動物を 3

匹使用する。被験物質の急性毒性の判定には、動物の死亡または瀕死状態の有無により、

平均 2～4 段階が必要になるであろう。この方法には再現性があり、ごく少数の動物しか使

用せず、かつ他の急性毒性試験法（試験ガイドライン 420 および 425）と同様に物質を分類

することが可能である。毒性等級法は、固定用量を用いた生物測定学的評価に基づく方法(2) 
(3)(4)(5)で、これらの用量は等級付けと有害性評価を目的とした物質の分類ができるように

適当な間隔で設定されている。1996 年に採択された方法については、国内(6)で、また国際

的にも(7)広範な in vivo バリデーションが行なわれ、文献から得られた LD50データと比較さ

れた。 
 
3. 目的に合った最適な試験方法の選択の仕方は、「急性経口毒性試験のガイダンス文書」(8)

に記載されている。また、このガイダンス文書には試験ガイドライン 423 の実施と解釈に関

するその他の情報も含まれている。 
 
4. このガイドラインの中で用いる定義を補遺 1 に示す。 
 
最初に考慮すべき事項 
 
5. 腐食性や高度の刺激作用により顕著な疼痛や苦痛を生じることがわかっている用量で被験

物質を投与する必要はない。瀕死動物や、明らかに痛がったり、強い持続的な苦痛の徴候

を示したりしている動物は安楽死させ、試験結果の解釈ではこれらを死亡動物と同じもの

として扱う。瀕死動物や非常に苦しんでいる動物をと殺する際の判断基準、および予期さ

れる死亡や差し迫った死亡の見分け方については、別のガイダンス文書(9)に記載されてい

る。 
 
6. この方法ではあらかじめ定められた投与用量を用いる。その結果は、急性毒性を生じる化

学物質の分類に関する世界調和システム(10)に従って物質を分類および等級付けすること

を可能にする。 
 

215



423 OECD/OCDE  

2/14 

 
7. この方法は、原則として、正確な LD50が算出できるように意図したものではないが、依然

として投与した動物のうち何匹かの死亡を主要評価指標としているため、死亡が予想され

る特定の暴露範囲を決定することができる。この方法で LD50値を決定できるのは、少なく

とも二つの投与用量で死亡率が 0%より高く、かつ 100%より低かった場合のみである。被

験物質に関係なく、あらかじめ定められた中から投与用量を選択し、種々の状態における

動物数と明確に結びついた分類法を用いることで、異なる試験施設間の報告の一貫性と再

現性を改善できる。 
 
8. 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

特定と化学構造、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、また適切な開始投与用量設定の参考にもなる。 
 
試験の概要 
 
9. 本試験は、一つの段階につき最少の動物数を用いる段階的な方法により、被験物質の等級

付けができるような、急性毒性に関する十分な情報を得るものである。試験では、被験物

質を定められた投与用量のうちの 1 用量を用いて実験動物群に経口投与する。試験は段階的

な方法によって行ない、段階ごとに片性の動物（原則として雌）を 3 匹使用する。一つの段

階での被験物質による投与動物の死亡の有無で次の段階、すなわち、 
－それ以上の試験は不要、 
－同じ用量を別の 3 匹に投与、 
－その上、またはその下の用量を別の 3 匹に投与 

のいずれかが決定される。 
 
10. 試験手順の詳細を補遺 2 に示す。この方法により、一定の LD50のカットオフ値に基づく一

連の毒性等級のいずれに被験物質を分類するかの判断が可能になる。 
 
試験方法 
 
動物種の選択 
 
11. 試験の動物種としてはラットが望ましいが、他のげっ歯類動物を用いてもよい。原則とし

て、雌を用いる(9)。これは、従来の LD50試験に関する文献調査から、感受性にはほとんど

性差がないものの、性差が認められる場合には、雌の方が一般的にやや感受性が高いこと

が示されているためである(11)。ただし、構造関連物質の毒性学的性質やトキシコキネティ

クスに関する知見から、雄の方が感受性が高いと判断される場合には雄を用いる。雄で試

験を実施する場合には、その妥当性を示す。 
 
12. 一般的に用いられている系統の健康な若齢成熟動物を試験に使用する。雌は未経産で非妊

娠のものを用いる。各動物は投与開始時において 8～12 週齢とし、体重は先に投与された動

物の平均体重の± 20%以内とする。 
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飼育および給餌条件 
 
13. 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。動

物は投与用量ごとに群飼してよいが、1 ケージ当たりの動物数は各個体をしっかり観察でき

るような数とする。 
 
動物の準備 
 
14. 動物を無作為に選び、個体識別ができるように印を付け、投与前に飼育ケージで 5 日間以上

飼育して試験環境に馴化させる。 
 
投与の準備 
 
15. 一般には投与液の濃度を変えることにより、試験する全投与用量で被験物質を一定容量で

投与する。ただし、液体の最終製品またはその混合物を試験する際には、被験物質を希釈

せずに（一定濃度で）用いる方が、その物質のその後のリスク評価にとってより適切な場

合があり、また一部の規制当局で要求している方法でもある。なお、いずれの場合も最大

投与容量を超えないこと。一回に投与可能な液体の最大容量は試験動物の大きさによって

異なる。げっ歯類の場合、その容量は原則として体重 100 g 当たり 1 mL を超えないように

するが、水溶液については体重 100 g 当たり 2 mL まで考慮できる。投与液の調製に関して

は、可能な限り、まず水溶液／水性懸濁液／水性乳剤の使用を考慮し、次に油（コーン油

など）の溶液／懸濁液／乳剤を、その後に他の溶媒の溶液を考慮することが推奨される。

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。投与液の使

用期間中の安定性が既知で、許容範囲内であることが示されていない限り、調製は投与直

前に行なう必要がある。 
 
手順 
 
投与 
 
16. 被験物質を胃ゾンデまたは適切な挿管カニューレを用いて単回強制経口投与する。一回で

投与できないような例外的な場合には、24 時間以内に少量ずつ分割投与する。 
 
17. 投与前に動物を絶食させる（ラットでは一晩、マウスでは 3～4 時間、飼料を与えない。た

だし、いずれも水は与える）。絶食期間後に体重を測定し、被験物質を投与する。投与後、

ラットでは更に 3～4 時間、マウスでは 1～2 時間、飼料を与えない場合もある。なお、一定

時間内に分割投与する場合は、投与に要する時間により、給餌・給水を行なう必要がある

かもしれない。 
 
動物数および投与用量 
 
18. 各段階には 3 匹の動物を使用する。4 つの固定用量 5、50、300 および 2000 mg/kg 体重のう

ちから一つを開始投与用量として選択する。開始投与用量は、投与動物の何匹かが死亡す

る可能性の最も高い用量とする。各開始投与用量後に従うべき手順を補遺 2 のフローチャー

トに示す。 
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19. 入手可能な情報から、最も高い開始投与用量（2000 mg/kg 体重）でも死亡が生じないであ

ろうことが示唆される場合には、限度試験を行なう。試験する物質についての情報がない

場合には、動物愛護のため、開始投与用量を 300 mg/kg 体重とすることが推奨される。 
 
20. 各群の投与間隔は、毒性徴候の発現の有無、持続性、および程度によって決定する。先の

投与動物の生存が確実になるまでは、次の用量の投与は行なわない。 
 
21. 例外として、かつ特定の規制上の必要性から正当であると認められる場合に限り、より高

い固定用量である 5000 mg/kg 体重の追加を検討することがある（補遺 3）。しかし、動物

愛護の観点から、GHS 区分 5 の範囲（2000～5000 mg/kg）での動物試験は勧められず、その

ような試験は、その結果がヒトや動物の健康、または環境の保護に直接関係している可能

性が非常に高い場合にのみ検討されるべきである。 
 
限度試験 
 
22. 限度試験は、主として、被験物質に毒性がない（規制上の限界用量を超える用量でしか毒

性を発現しない）可能性が高いことを示す情報がある場合に用いられる。被験物質の毒性

に関する情報は、既に試験された類似物質や混合物または製品に関する知見に加えて、既

知の毒性学的に重要な成分の有無やその割合を考慮することで得られる。毒性に関する情

報がほとんど、または全くない場合、また被験物質に毒性があることが予測される場合に

は、主試験を行なう。 
 
23. 限度試験は 2000 mg/kg 体重の 1 用量で、6 匹の動物（段階ごとに 3 匹）を用いて行なう。例

外として、限度試験を 5000 mg/kg 体重の 1 用量で 3 匹の動物を用いて行なう場合もある（補

遺 3 参照）。被験物質による死亡がみられたときには、その下の用量でさらに試験を行なわ

なければならない場合がある。 
 
観察 
 
24. 各動物について、投与後 30 分間以内に少なくとも 1 回、24 時間以内は定期的に（最初の 4

時間は特に注意深く）、およびその後は毎日 1 回、合計 14 日間観察を行なう（動物愛護の

ためその個体を試験から除いて安楽死させる必要がある場合、または死亡して発見された

場合を除く）。ただし、観察期間は厳格に固定せずに毒性反応やその発現時期、また回復

期間の長さに基づいて決め、必要と考えられる場合には延長する。毒性徴候の発現時期と

消失時期は、特に毒性徴候が遅れて発現する傾向にある場合に重要である(12)。各動物につ

いての個別の記録を残すとともに、すべての観察結果を体系的に記録する。 
 
25. 動物が毒性徴候を示し続ける場合には、追加観察が必要となる。観察には、皮膚と被毛、

眼および粘膜、ならびに呼吸器系、循環器系、自律神経系および中枢神経系、ならびに身

体運動および行動様式の変化を含める。また、振戦、痙攣、流涎、下痢、嗜眠、睡眠、お

よび昏睡について特に注意を払う。「人道的評価指標に関するガイダンス文書」(9)にまと

められている原則および基準を考慮し、瀕死状態で発見された動物や、高度の疼痛または

強い持続性の苦痛の徴候を示している動物は安楽死させる。人道的理由により動物を安楽

死させたり、死亡した状態で発見した場合には、その時間を可能な限り正確に記録する。 
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体重 
 
26. 各動物の体重を、被験物質投与直前および投与後は少なくとも週 1 回測定する。また、体重

変化を計算し、記録する。試験終了時に生存動物の体重を測定し、安楽死させる。 
 
病理学的検査 
 
27. すべての試験動物（試験中の死亡動物および動物愛護のため試験から除いた動物を含む）

について剖検を行ない、すべての肉眼病理学的変化を動物ごとに記録する。24 時間以上生

存した動物の器官で肉眼病理学的変化の認められたものについては、有用な情報が得られ

る場合があるため、病理組織学的検査を検討してもよい。 
 
データおよび報告 
 
データ 
 
28. 動物の個体ごとのデータを示す。また、すべてのデータを総括表にし、各試験群について

使用動物数、毒性徴候発現動物数、試験中に死亡して発見されたり人道的理由により安楽

死させた動物数、各動物の死亡時期、毒性影響の内容と経過および可逆性、ならびに剖検

所見を示す。 
 
試験報告書 
 
29. 試験報告書には、必要に応じて、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、純度、また必要に応じて物理化学的特性（異性化を含む） 
- 特定データ（CAS 番号を含む） 
 
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 
- 動物の微生物学的状態（わかっている場合） 
- 動物数、週齢、性（必要であれば、雌ではなく雄を用いた理由を含む） 
- 供給元、飼育条件、飼料など 
 
試験条件 
- 被験物質溶液の詳細（投与物質の物理的形状の詳細を含む） 
- 被験物質投与の詳細（投与容量および投与時間を含む） 
- 飼料および水の質の詳細（飼料の種類／供給元および水の供給元を含む） 
- 開始投与用量設定根拠 
 

219



423 OECD/OCDE  

6/14 

結果 
- 各動物の反応データおよび投与用量を示す表（生死を含め、毒性徴候を示した動物、

またみられた影響の性質、程度、および持続性） 
- 体重および体重変化の表 
- 投与日、その後 1 週間ごと、および死亡または屠殺時の個体ごとの体重 
- 計画屠殺前の死亡の場合は、その試験日および時間 
- 各動物における毒性徴候の発現経過およびその可逆性 
- 各動物における剖検所見、および必要に応じて病理組織学的所見 
 
考察および解釈 
 
結論 
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補遺1 
 
定義 
 
急性経口毒性とは、物質の経口による単回投与、または24時間以内の複数回投与によって生じる

有害な影響をいう。 
 
遅発性の死亡とは、動物が48時間以内に死亡または瀕死状態にならず、その後の14日間の観察期

間中に死亡することをいう。 
 
用量（投与用量）とは、投与される被験物質の量をいう。試験動物の単位体重当たりの被験物質

の重量（mg/kgなど）で表わす。 
 
GHS：化学物質および混合物の分類に関する世界調和システム。OECD（健康または環境有害性）、

国連危険物輸送専門委員会（物理化学的危険性）、および国際労働機関（ILO、危険有害性周知）

の共同作業による。化学物質の適正管理のための国際機関間プログラム（IOMC）が調整。 
 
瀕死：次の観察予定時間前に瀕死状態になるか、死亡することが予測されるとき。げっ歯類でこ

の状態を示す徴候としては、痙攣、側臥位、横臥、振戦などが挙げられる（更なる詳細について

は「人道的評価指標に関するガイダンス文書」(9)を参照のこと）。 
 
LD50（経口半数致死量）とは、単回の経口投与により50%の動物が死亡すると予測される物質の

量で統計学的に求められる。試験動物の単位体重当たりの被験物質の重量（mg/kg）で表わす。 
 
限界用量とは、試験の上限の投与用量（2000または5000 mg/kg）をいう。 
 
瀕死状態：死につつあるか、たとえ治療しても生存できない状態をいう（更なる詳細については

「人道的評価指標に関するガイダンス文書」(9)を参照のこと）。 
 
予期される死亡：この先のある時期（試験終了予定前）の死亡を示唆する症状が認められる状態。

水や飼料に到達できないなど（更なる詳細については「人道的評価指標に関するガイダンス文書」

(9)を参照のこと）。 
 

222



 OECD/OCDE 423 

9/14 

補遺2 
各開始投与用量後の手順 

 
総論 
 
1. この補遺中の各試験計画は、それぞれの開始投与用量について従うべき手順の概略を示す

ものである。 
・ 補遺2a：開始投与用量5 mg/kg体重 
・ 補遺2b：開始投与用量50 mg/kg体重 
・ 補遺2c：開始投与用量300 mg/kg体重 
・ 補遺2d：開始投与用量2000 mg/kg体重 
安楽死または死亡動物数によって、矢印に示す試験手順に従う。 
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開始

- 段階ごとに片性の動物（原則として雌）を 3 匹使用 
- 0、1、2、3：各段階の瀕死または死亡動物数 
- GHS：分類に関する世界調和システム（mg/kg 体重） 

補遺 2a：開始投与用量 5 mg/kg 体重の場合の試験手順 

GHS 区分 

LD50 カットオフ値 
（mg/kg 体重） 

- ∞：分類せず 
- 5000 mg/kg 体重：補遺 3 参照 

5 mg/kg
3 匹 

50 mg/kg
3 匹 

300 mg/kg
3 匹 

2000 mg/kg
3 匹 

5 mg/kg
3 匹 

50 mg/kg
3 匹 

300 mg/kg
3 匹 

2000 mg/kg
3 匹 

区分 1
> 0～5 

区分 2
> 5～50 

区分 3
> 50～300 

区分 4
> 300～2000 

区分 5
> 2000～5000 区分 5 または区分外 
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開始

- 段階ごとに片性の動物（原則として雌）を 3 匹使用 
- 0、1、2、3：各段階の瀕死または死亡動物数 
- GHS：分類に関する世界調和システム（mg/kg 体重） 

GHS 

LD50 カットオフ値 
（mg/kg 体重） 

- ∞：分類せず 
- 5000 mg/kg 体重：補遺 3 参照 

5 mg/kg
3 匹 

50 mg/kg
3 匹 

300 mg/kg
3 匹 

2000 mg/kg
3 匹 

5 mg/kg
3 匹 

50 mg/kg
3 匹 

300 mg/kg
3 匹 

2000 mg/kg
3 匹 

区分 1
> 0～5 

区分 2
> 5～50 

区分 3
> 50～300 

区分 4
> 300～2000 

区分 5
> 2000～5000 区分 5 または区分外

第一段階で 3 匹

（50 mg/kg） その他 

補遺 2b：開始投与用量 50 mg/kg 体重の場合の試験手順 
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開始

- 段階ごとに片性の動物（原則として雌）を 3 匹使用 
- 0、1、2、3：各段階の瀕死または死亡動物数 
- GHS：分類に関する世界調和システム（mg/kg 体重） 

GHS 

LD50 カットオフ値 
（mg/kg 体重） 

- ∞：分類せず 
- 5000 mg/kg 体重：補遺 3 参照 

5 mg/kg
3 匹 

50 mg/kg
3 匹 

300 mg/kg
3 匹 

2000 mg/kg
3 匹 

5 mg/kg
3 匹 

50 mg/kg
3 匹 

300 mg/kg
3 匹 

2000 mg/kg
3 匹 

区分 1
> 0～5 

区分 2
> 5～50 

区分 3
> 50～300 

区分 4
> 300～2000 

区分 5
> 2000～5000 

区分 5 または
区分外 

第一段階で 3 匹

（50 mg/kg） 
第一段階で 3 匹

（300 mg/kg）

補遺 2c：開始投与用量 300 mg/kg 体重の場合の試験手順 

その他 その他 
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開始

- 段階ごとに片性の動物（原則として雌）を 3 匹使用 
- 0、1、2、3：各段階の瀕死または死亡動物数 
- GHS：分類に関する世界調和システム（mg/kg 体重） 

GHS 

LD50 カットオフ値 
（mg/kg 体重） 

- ∞：分類せず 
- 5000 mg/kg 体重：補遺 3 参照 

5 mg/kg
3 匹 

50 mg/kg
3 匹 

300 mg/kg
3 匹 

2000 mg/kg
3 匹 

5 mg/kg
3 匹 

50 mg/kg
3 匹 

300 mg/kg
3 匹 

2000 mg/kg
3 匹 

区分 1
> 0～5 

区分 2
> 5～50 

区分 3
> 50～300 

区分 4
> 300～2000 

区分 5
> 2000～5000 区分 5 または区分外 

第一段階で 3 匹 
（50 mg/kg） 

その他 第一段階で 3 匹

（300 mg/kg） 
その他 第一段階で 3

匹（2000 
mg/kg） 

第一段階で 2
匹（2000 
mg/kg）

その他 

補遺 2d：開始投与用量 2000 mg/kg 体重の場合の試験手順 
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補遺3 
 
試験を必要とせずに被験物質を推定LD50値2000 mg/kg超と分類するための基準 
 
1. 有害性区分5の判定基準は、急性毒性の有害性は比較的低いが、ある状況下では高感受性集

団に対して危険を及ぼすような物質を識別できるようにすることを目的としている。こう

した物質は、経口または経皮LD50値が2000～5000 mg/kg、また他の経路でも同程度の投与量

であると推定されている。被験物質は以下のような場合に、「2000 mg/kg < LD50 < 5000 mg/kg」
と定義される有害性区分（GHS区分5）に分類される。 

 
a） この区分に該当することが補遺2a～2dに示す試験計画のいずれかで死亡率から示さ

れた場合 
b） LD50が区分5の範囲内にあることを示す信頼できる証拠が既に得られている場合、ま

たその他の動物試験やヒトにおける毒性影響から、ヒトの健康に対する急性的な懸念

が示唆される場合 
c) データの外挿、推定または測定から、より有害性の高い区分へ分類されないことが確

かで、かつ、 
 

・ ヒトにおける意味のある毒性影響を示唆する信頼できる情報が得られている場

合、または 
・ 経口により区分4の数値に至るまで試験したときに1匹でも死亡が認められた場

合、または 
・ 区分4の数値に至るまで試験したとき、専門家の判断により意味のある毒性症状

（下痢、立毛、不十分な毛づくろいは除く）が確認された場合、または 
・ 専門家の判断により、その他の動物試験から意味のある急性作用の可能性を示す

信頼できる情報があると確認された場合。 
 
2000 mg/kg超の投与用量での試験 
 
2. 動物愛護の必要性を考慮すると、区分 5（5000 mg/kg）の範囲での動物試験は勧められず、

そのような試験は、その結果がヒトや動物の健康の保護に直接関係している可能性が非常

に高い場合にのみ検討されるべきである(10)。また、これより高い投与用量での追加試験は

行なわない。 
 
3. 5000 mg/kg での試験が必要な場合、要求されるのは 1 段階（3 匹）のみである。最初の投与

動物が死亡したならば、補遺 2 のフローチャートに従って 2000 mg/kg 体重での投与を行な

う。最初の動物が生存したならば、残りの 2 匹に投与する。3 匹中 1 匹のみの死亡であれば、

LD50値は 5000 mg/kg 超と推測される。2 匹とも死亡したならば、2000 mg/kg での投与を行

なう。 
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