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化学物質の試験に関する OECD ガイドライン： 

癌原性試験 

はじめに 

1. OECD の化学物質の試験に関するガイドライン（TG）は、科学的進歩、実際の評価法

の変化および動物愛護に関する配慮を踏まえて定期的に見直されている。試験ガイドライン

451「癌原性試験」の初版は 1981 年に採択されたが、動物愛護の分野と規制要件における最近

の変化を反映するため、改訂版の作成が必要と考えられた (1) (2) (3) (4) (5)。TG 451 の改訂は、

試験ガイドライン 452「慢性毒性試験」および 453「慢性毒性／癌原性併合試験」の改訂と並

行して行われ、試験に用いた動物から更なる情報を得ることと、用量設定に関する記載をより

充実させることを目的としていた。なお、本試験ガイドラインは、農薬および工業用化学物質

を含む広範囲の化学物質の試験に用いられるように計画されている。ただし、医薬品では試験

の詳細と要件が一部異なっている可能性があることに注意する（日米 EU 医薬品規制調和国際

会議（ICH）ガイダンス S1B：「医薬品の癌原性試験」参照）。 

2. 大部分の癌原性試験はげっ歯類を用いて実施されるため、本試験ガイドラインは主に

これらの種で行われる試験への適用を意図している。しかし、非げっ歯類の種で癌原性試験を

行う必要がある場合は、本ガイドラインにまとめた原則および手順と、OECD TG 409「非げっ

歯類における 90 日間反復経口投与毒性試験」(6) にまとめた原則および手順とを併せ、適切に

修正を加えながら適用すること。慢性毒性および癌原性試験の計画と実施に関する OECD のガ

イダンス文書 No.116 (7) に追加のガイダンスが示されている。 

3. 癌原性試験で用いられる 3 つの主な投与経路は、経口、経皮および吸入である。投与

経路の選択は、被験物質の物理的および化学的特性とヒトの主たる暴露経路による。暴露経路

の選択に関しては、詳細情報がガイダンス文書 No.116 (7) に示されている。 

4. 本ガイドラインは、癌原性試験で最も一般的に用いられる経口での暴露に焦点を絞っ

ている。経皮または吸入経路での暴露による癌原性試験は、ヒトの健康に対するリスク評価で

必要となったり、ある種の規制制度下で要求されたりすることもあろうが、両暴露経路は技術

的にかなり複雑な部分があるため、そのような試験は個別に計画する必要がある。ただし、こ
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こにまとめた経口投与による癌原性評価のためのガイドラインは、推奨される投与期間や臨床

および病理学的検査項目などの点で、吸入試験や経皮試験のプロトコールの基礎となるであろ

う。被験物質の経皮 (7) および吸入経路 (7) (8) での投与に関する OECD のガイダンスも発行さ

れている。吸入経路による暴露を用いた長期試験を計画する際には、TG 412 (9) および TG 413 
(10) と、急性吸入試験 (8) についての関連する OECD ガイダンス文書を併せて特に参考にする

こと。また、経皮経路で実施する試験の場合には、TG 410 (11) を参考にすること。 

5. 癌原性試験では、用いる動物種の全生涯にわたって反復暴露したときに生じる可能性

のある健康に対するハザードについての情報が得られる。この試験により、癌原性を含めた物

質の毒性影響に関する情報が得られ、標的器官と蓄積の可能性が明らかになると期待される。

更に毒性に関して、また、非遺伝毒性発癌物質の場合には腫瘍反応に関して、有害影響がみら

れない量（無毒性量）の推定値が得られる。この無毒性量は、ヒトにおける暴露の安全基準確

立に用いることができる。なお、可能な限り多くの情報が得られるように、動物の一般状態を

注意深く観察することの必要性も強調されている。 

6. 本試験ガイドラインで取り扱う癌原性試験の目的は以下のとおりである。 

 同時対照群と比較して、腫瘍の発生頻度の増加、悪性腫瘍の割合の増加、または腫瘍

発生の早期化をもたらす、化学物質の癌原性の検出 

 癌原性の標的器官の検出 

 腫瘍発生時期の確認 

 腫瘍の用量反応関係の確認 

 無毒性量（NOAEL）またはベンチマークドーズ（BMD）確立のための開始点の決定 

 ヒトの低用量暴露への癌原性の予測 

 作用機序に関する試験仮説へのデータ提供 (2) (7) (12) (13) (14) (15) 

最初に考慮すべき事項 

7. 化学物質の癌原性の評価では、試験計画の焦点を絞って最小限の使用動物数でより効

率よく癌原性を検討することができるように、試験機関は試験実施前に被験物質に関して入手

可能なあらゆる情報を考慮する。その物質が既知の遺伝毒性発癌物質であったり、その可能性

を有していたりするか否かによって最適な計画は異なってくる場合があるため、癌原性が疑わ

れる物質の作用機序 (2) (7) (12) (13) (14) (15) に関する情報と考察は特に重要である。作用機序

に関する考察については、追加のガイダンスがガイダンス文書 No.116 (7) に示されている。 

8. 試験計画に役立つ情報としては、被験物質の特定データ、化学構造および物理化学的

性質、遺伝毒性試験を含む in vitroまたは in vivo毒性試験の結果、予想される用途およびヒトへ

の暴露の可能性、（定量的）構造活性相関データ、構造類似物質の変異原性／遺伝毒性、癌原

性およびその他の毒性データ、トキシコキネティクスデータ（単回投与、また可能であれば反

復投与時のキネティクスデータ）ならびに他の反復暴露試験で得られたデータなどがある。癌

原性の評価は、28 日または 90 日間反復投与毒性試験で毒性に関する最初の情報が得られてか

ら実施する。また、短期発癌イニシエーション・プロモーション試験からも有用な情報が得ら

れることがある。要するに、癌原性試験のための段階的方法は、その化学物質の健康に対する
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有害作用の総合的評価の一環として考える (16) (17) (18) (19)。 

9. 実験計画と目的からみて結果の解析に最適な統計手法を試験開始前に確立する。考慮

すべき事項としては、生存率の補正、生存期間と関連づけた累積腫瘍リスクの解析、腫瘍発生

時期の解析および 1 つまたは複数の群が途中で終了した場合の解析を統計手法に含めるか、と

いったことがある。適切な統計解析法についてのガイダンスおよび世界的に認められている統

計手法に関する主要文献が、ガイダンス文書 No.116 (7) ならびに慢性毒性および癌原性試験の

解析と評価に関するガイダンス文書 No.35 (20) に示されている。 

10. 癌原性試験の実施にあたっては、安全性評価に用いる実験動物での、人道的評価項目

としての症状の認識、評価および使用に関する OECD のガイダンス文書 No.19 (21) にまとめら

れた基本理念と考察、特にその段落 62 に常に従うこと。この段落には「反復投与を行う試験
において動物が進行性の症状を示し、状態が次第に悪化していくような場合は、人道的殺処分
を行うべきか否かを十分な情報に基づいて決定する。決定に際しては、その動物を試験で生か
しておくことによって得られる情報の価値を、その個体の全体的な状態との対比の上で考慮す
る。動物を生かしておくと決めた場合は、必要に応じて観察頻度を増やす。また、投与の中断
で疼痛や苦痛を軽減できるときは、試験目的に悪影響を与えることなく一時的に投与を中断し
たり、試験用量を減量したりすることも可能な場合がある」と述べられている。 

11. 慢性毒性および癌原性試験における用量設定の原則に関する詳細なガイダンスと考察

を、ガイダンス文書 No.116 (7) および国際生命科学研究機構（ILSI）の 2 つの出版物 (22) (23) 
にみることができる。用量設定で中核となる戦略は試験の主要目的による（段落 6）。適切な

用量段階の設定には、ハザードのスクリーニングと、低用量での反応およびその意義の評価と

の間でバランスをとる必要がある。これは特に慢性毒性／癌原性併合試験（TG 453）を実施し

ようとするときに重要である（段落 12）。 

12. 慢性毒性試験（TG 452）と癌原性試験（TG 451）を別々に行うよりも、慢性毒性／癌

原性併合試験（TG 453）を行うことを考慮する。併合試験では、2 つの試験を別々に行うのに

比べて時間と費用の点で効率がよく、かつ慢性毒性部分でも癌原性部分でもデータの質が損な

われることはない。ただし、慢性毒性／癌原性併合試験（TG 453）を行う場合には、用量設定

の原則（段落 11、22～25）について慎重に考慮すること。また、一部の規制体制では個別の試

験を要求される場合がある。 

13. 本試験ガイドラインで用いた定義はガイダンス文書 No.116 (7) に示されている。 

試験の概要 

14. 被験物質を、実験動物からなるいくつかの群に段階的な用量でその生涯の大部分の期

間にわたって毎日、通常は経口で投与する。吸入または経皮による試験を行ってもよい。動物

の毒性徴候および腫瘍性病変の発生を注意深く観察する。試験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。  
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試験方法 

動物種の選択 

15. 本ガイドラインは主にげっ歯類を用いた癌原性の評価法について述べている（段落

2）。げっ歯類以外の種の方がヒトの健康に対する影響の予測に適していることを示唆するデ

ータがある場合には、それらの使用を考慮してもよい。種の選択については妥当性を示すこと。

げっ歯類の種はラットが望ましいが、マウスなど他のげっ歯類動物を用いてもよい。癌原性試

験におけるマウスの使用については、有用性が限られている可能性があるが (24) (25) (26)、現

在の規制プログラムの中にはマウスを用いた癌原性試験を要求するものが依然として存在する。

ラットおよびマウスは、寿命が比較的短いこと、薬理試験や毒性試験において広く用いられて

いること、腫瘍の誘発に対して感受性があること、および十分に特性のはっきりした系統が入

手可能であることから、好ましい実験モデルとされてきた。このような特徴の結果、その生理

と病理については豊富な情報が存在する。なお、ガイダンス文書 No.116 (7) には動物種と系統

の選択に関する追加情報が示されている。 

16. 試験では、一般的に用いられている系統の健康な若齢成熟動物を使用する。癌原性試

験は、更に短期間の予備的な毒性試験で使用したのと同じ系統および供給元の動物を用いて行

うことが望ましい。ただし、その系統および供給元の動物では長期試験における通常の生存率

の許容基準（ガイダンス文書 No.116 (7) 参照）を満たすのが難しいと分かっている場合は、長

期試験の生存率が許容基準内である系統の使用を考慮する。また、雌は未経産で非妊娠のもの

を用いる。 

飼育および給餌 

17. 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が、個別飼育は科学

的に妥当性のある場合のみ検討する (27) (28) (29)。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。動物飼育室の温度は 22°C ± 3°C 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、飼料は、供試動物種の栄養学的要件を全て満たすととも

に、試験結果に影響を与える可能性のある汚染物質（残留農薬、難分解性の汚染有機物、植物

エストロゲン、重金属およびカビ毒を含むが、それのみとは限らない）の濃度が可能な限り低

いものであること。栄養および飼料中の汚染物質濃度については定期的（少なくとも試験開始

時および使用バッチの変更時）に分析し、その情報を最終報告書に含める。試験に用いた飲料

水の分析情報も同様に示す。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て動

物の栄養学的要件にも合った飼料を選択する必要が生じる場合がある。 

動物の準備 

18. 以前に実験に供されたことのない健康な動物を、飼育室環境に 7 日間以上馴化した後

に用いる。げっ歯類の場合、離乳および馴化後可能な限り速やかに投与を開始する（8 週齢前

の開始が望ましい）。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。また、試験開始時、使用動物の雌雄別の体重のばらつきは最小限とし、各性の全

供試動物の平均体重の ± 20％を超えないこととする。動物を対照群と投与群に無作為に割り付

ける。無作為化後は雌雄とも各群の平均体重間に有意差があってはならず、統計学的有意差が
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みられた場合は、可能であれば再度無作為化を行う。各動物には固有の識別番号を付し、その

番号を入れ墨、マイクロチップの埋め込み、その他適切な方法で永続的に表示する。 

手順 

動物数および性 

19. 雌雄の動物を用いる。また、詳細な生物学的および統計学的評価が可能なように、十

分な数の動物を用いる。このため、各用量群および同時対照群には少なくとも雌雄各 50 匹を

含める。試験目的によっては、個々の用量群に動物を不均等に割り付けることにより、主要な

評価項目の統計検出力を高めることが可能な場合がある（低用量での癌原性を推測するため、

同群に 50 匹より多く割り付けるなど）。ただし、群の大きさをある程度大きくしても、試験

の統計検出力はあまり大きく増加しないことを認識しておく必要がある。統計検出力を最大に

するための試験の統計計画と用量設定に関しては、詳しい情報がガイダンス文書 No.116 (7) に
示されている。 

中間屠殺およびサテライト（モニター）群の設定 

20. 科学的妥当性があれば、腫瘍性変化の進行に関する情報とメカニズム的な情報を得る

ため、中間屠殺（12 カ月時など）を設定してもよい。ただし、先に行ったその物質の反復投与

毒性試験においてそのような情報がすでに得られている場合には、中間屠殺は科学的に妥当で

あるとはいえない可能性がある。試験計画に中間屠殺を含む場合、各用量群の中間屠殺用の動

物数は通常雌雄各 10 匹とし、試験完了前に計画屠殺する動物数だけ、試験計画に含める総動

物数を増やす。必要であれば、試験中の疾病状態の監視のため、追加のモニター動物群（通常

雌雄各 5 匹）を設けてもよい (30)。なお、ガイダンス文書 No.116 (7) に追加のガイダンスを示

す。 

用量群および投与量 

21. 用量設定と用量間隔のあらゆる面についてのガイダンスを、ガイダンス文書 No.116 (7) 
に示す。少なくとも 3 段階の用量および同時対照を設ける。用量は一般に、更に短期の反復投

与試験や用量設定試験に基づいて設定するが、設定の際には、被験物質や関連物質に関して入

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

ードおよびリスク評価、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

し徹底する必要がある。 

23. 被験物質の物理化学的性質や生物学的作用による制限がない限り、最高用量は主要な

標的器官と毒性影響を明らかにするが、苦痛、高度な毒性、病的状態または死亡を引き起こさ

ないような用量とする。すなわち、最高用量は通常、以下の段落23に示す点を考慮しながら、

体重増加抑制（約 10％）などで示される明らかな毒性が得られるように設定する。ただし、試

験目的（段落 6 参照）によっては、明らかな毒性を示す用量より低い用量を最高用量とするこ

ともある（ある用量で問題となる有害作用が発現するが、その作用自体は寿命や体重にほとん

ど影響を与えない場合など）。  
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24. 用量とその間隔を、用量反応関係を確立するために、また被験物質の作用機序によっ

ては、最低用量において NOAEL やその他試験で意図した結果（BMD など、段落 25 参照）を

得るために設定する。低用量の設定で考慮すべき点としては、予測される用量反応曲線の傾き、

代謝や毒性作用機序に重要な変化が生じる用量、予測される閾値、また予測される低用量の外

挿の開始点などがある。 

25. 用量間隔の設定は被験物質の特性によるため、このガイドラインで規定することはで

きないが、公比 2～4 で用量を下げていくとしばしば良好な試験成績が得られる。用量間隔が

非常に大きい場合（公比がおおよそ 6～10 を超える場合など）には、4 群目を追加した方がよ

いことが多い。一般に 10 を超える公比は避けるべきで、用いる場合には妥当性を示す必要が

ある。 

26. ガイダンス文書No.116 (7) で更に述べているように、用量設定にあたって考慮すべき点

には以下のようなものがある。 

 用量反応関係における既知の非線形性または変曲点、もしくはその可能性 

 トキシコキネティクスと、代謝の誘導、飽和または投与用量と体内用量の非線

形関係がみられる／みられない用量範囲 

 前駆病変、影響のマーカー、背景にある主要な生物学的過程の進行を示す指標 

 作用機序における主要な局面（またはそれが疑われるもの）。例えば、細胞毒

性の発現、ホルモン濃度の乱れ、恒常性維持機構の崩壊などがみられる用量。 

 用量反応曲線のうち、特に頑健な推定が必要となる領域（予測される BMDまた

は閾値と考えられる値を含む範囲など） 

 ヒトで予測される暴露量に関する考察 

27. 対照群は未投与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。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。溶媒を用い

る場合には、全用量群のうちで用いられる最大量の溶媒を対照群に投与する。被験物質の混餌

投与で嗜好性の悪化のため摂餌量の顕著な減少がみられるときには、より適切な対照として、

給餌量を揃えた追加の対照群が有用な場合がある。 

被験物質投与の準備および投与 

28. 被験物質は通常飼料や飲水を介して、または強制的に経口投与する。投与経路と投与

方法に関しては、追加の情報がガイダンス文書 No.116 (7) に示されている。投与経路および投

与方法は、試験の目的、被験物質の物理化学的性状、生物学的利用性およびヒトの主な暴露経

路と暴露方法による。投与経路と投与方法についてはその選択根拠を示すこと。なお、動物愛

護の観点から、強制経口投与法は通常、この投与経路と投与方法がヒトで起こりうる暴露に相

当すると考えるのが妥当な物質（医薬品など）の場合のみ選択する。農薬など、食物または環

境中の化学物質については、飼料や飲水を介しての投与が一般的である。ただし、状況によっ

ては（職業暴露など）、その他の経路による投与が適切な場合もある。  
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29. 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。溶媒その他の添加物に

ついては、必要に応じて、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。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／懸濁液を、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、溶媒の毒性が分かって

いる必要がある。また、投与条件下（飼料中など）での被験物質の安定性および投与溶液また

は調製飼料の均一性（該当する場合）に関する情報を示す。 

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り、混餌投与による長期毒

性試験では、栄養の不均衡を防ぐため、飼料中の化学物質濃度は通常、全飼料の 5%（上限）

を超えないこととする。また、被験物質の混餌投与では、飼料中濃度（mg/kg 飼料または ppm）

を一定にする方法か、動物の体重あたりの用量（mg/kg 体重、週 1 回算出）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. 経口投与の場合は、被験物質を動物に毎日（週 7 日）、げっ歯類では通常 24 カ月間に

わたって投与する（段落 32も参照のこと）。また、週 5日の投与など、その他の投与法を用い

る場合には、その妥当性を明らかにする必要がある。経皮投与の場合は、TG 410 (11) に示すよ

うに、被験物質を動物に通常少なくとも 1 日 6 時間、週 7 日、24 カ月間にわたって適用する。

吸入経路による暴露は 1 日 6 時間で週 7 日行うが、妥当性が示されれば週 5 日暴露も可能であ

る。いずれの場合も、暴露期間は通常 24 カ月間とする。なお、ラット以外のげっ歯類の種を

鼻部暴露する場合には、種特異的な苦痛を最小限にするため、最長暴露時間を調整してもよい。

ただし、1日 6 時間より暴露時間を短くする場合には、その根拠を示す。TG 412 (9) も参照する

こと。 

32. 被験物質を動物に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

を用いて毎日ほぼ同じ時刻に投与する。通常は 1 日 1 回一度に全量を投与するが、化合物が局

所刺激性物質である場合などは、分割投与（1 日 2 回投与）することで 1 日あたりの用量を維

持することも可能である。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異なるが、

可能な限り少量とし、げっ歯類に対しては通常体重 100 g あたり 1 mL を超えないようにする 
(31)。また、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、全用量で投与容量が

一定になるようにする。ただし、腐食性または刺激性物質の可能性のあるものは例外で、局所

への高度な影響を避けるため希釈する必要がある。消化管に対して腐食性または刺激性を示す

恐れのある濃度での試験は避けること。 

試験期間 

33. 試験期間はげっ歯類では通常 24 カ月間で、これは使用する動物の正常な寿命の大部分

に相当する。試験で用いる動物種の系統の寿命によっては試験期間を更に短く、または長くし

てもよいが、その妥当性を示すこと。マウスの特定の系統（AKR/J、C3H/J、C57BL/6J など）

では 18 カ月間が適当である可能性がある。試験期間、試験の終了および生存率に関するいく

つかのガイダンスを次に示す。試験における生存率と関連した癌原性陰性の許容度に関する考

察を含む、追加のガイダンスが、慢性毒性および癌原性試験の計画と実施に関する OECD ガイ

ダンス文書 No.116 (7) に示されている。  
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 低用量群または対照群の生存動物数が 25％を下回った場合は、試験の終了を考

える。 

 高用量群のみが毒性のために試験途中で死亡しても、それによる試験の終了は

考えない。 

 雌雄の生存率は分けて考える。 

 試験で得られるデータが統計学的に有効な評価を行うのに十分でなくなる時点

まで試験を延長することはしない。 

観察 

34. 全ての動物について、通常、1 日の始めと終わり（週末および祝日を含む）に、病気の

徴候および生死を確認する。加えて、毒性学的に意味のある特異的な徴候の有無を 1 日 1 回確

認する。強制経口投与の場合、この確認は投与後、予想される影響が最大になる期間を考慮し

ながら行う。腫瘍発生には特に注意を払い、肉眼的に認められる腫瘍および触知可能な腫瘍に

ついて、それぞれの発生時期、位置、大きさ、外観および進行具合を記録する。 

体重、摂餌量／摂水量および食餌効率 

35. 全ての動物について、投与開始時、最初の 13 週間は少なくとも週 1 回、その後は少な

くとも月 1 回体重を測定する。また、摂餌量および食餌効率を最初の 13 週間は少なくとも週 1
回、その後は少なくとも月 1 回求める。被験物質を飲水投与する場合には、摂水量を最初の 13
週間は少なくとも週 1 回、その後は少なくとも月 1 回測定する。更に、試験において飲水行動

の変化がみられた場合にも、摂水量の測定を検討する。 

血液学的検査、臨床生化学的検査およびその他の測定 

36. 試験から最大限の情報を得るため（特に作用機序に関する考察のため）、血液学的検

査および臨床生化学的検査用に採血を行ってもよいが、これは試験責任者の判断による。尿検

査を行った方がよい場合もある。癌原性試験の一部としてこのような試料を採取することの価

値に関しては、追加のガイダンスがガイダンス文書 No.116 (7) に示されている。適切と判断さ

れた場合には、血液学的検査および臨床化学的検査用の採血ならびに尿検査を、中間屠殺（段

落 20）の一部として、および試験終了時に、各群雌雄最低 10 匹ずつについて行う。指定部位

から血液試料を採取し（麻酔下での心臓穿刺または眼窩静脈叢からの採血など）、必要であれ

ば、適切な条件下で保存する。検査用の血液塗抹標本を作製してもよい（特に骨髄が標的器官

と考えられる場合）。ただし、癌原性の評価における血液塗抹検査の価値には疑問が示されて

いる (32)。 

病理学的検査 

剖検 

37. モニター動物（段落 20 参照）およびその他のサテライト動物を除き、試験に供した全

ての動物について、体表、全ての体孔、ならびに頭蓋腔、胸腔および腹腔とその内部臓器の注
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意深い検査を含む、完全かつ詳細な肉眼剖検を行う。モニター動物およびその他のサテライト

動物については、試験責任者の判断により、個々の場合に応じて剖検が必要になることがある。

器官重量は、加齢性の変化に加え、後期には腫瘍発生によってもデータの有用性が損なわれる

ため、通常癌原性試験では測定しない。ただし、科学的根拠の重要度（weight of evidence）の

評価を行ったり、特に作用機序に関して考察したりするには、これが非常に重要な場合もある。

なお、サテライト試験の一部として測定する場合には、試験開始後 1 年以内に行う。 

38. 以下に示す組織を、組織の種類およびその後に予定している病理組織学的検査の双方

に関して最も適切な固定液中で保存する (33)（［］内の組織は任意）。 

全ての肉眼病変 心臓 膵臓 胃（前胃、腺胃） 
副腎 回腸 上皮小体 ［歯］ 
大動脈 空腸 末梢神経 精巣 
脳（大脳、小脳およ

び延髄／橋の一部を

含む） 

腎臓 下垂体 胸腺 

盲腸 涙腺（外涙腺） 前立腺 甲状腺 
子宮頸 肝臓 直腸 ［舌］ 
凝固腺 肺 唾液腺 気管 
結腸 リンパ節（表在およ

び深部の両方） 
精嚢 膀胱 

十二指腸 乳腺（雌は必須、雄

は肉眼的に採取可能

な場合） 

骨格筋 子宮（頸部を含む） 

精巣上体 ［上気道（鼻、鼻甲

介および副鼻腔を含

む）］ 

皮膚 ［尿管］ 

眼（網膜を含む） 食道 脊髄（ 3 カ所：頸

部、中胸部および腰

部） 

［尿道］ 

［大腿骨および関

節］ 
［嗅球］ 脾臓 膣 

胆嚢（ラット以外の

種） 
卵巣 ［胸骨］ 骨髄の一部または新

鮮吸引骨髄、あるい

はその両方 
ハーダー腺    

両側性の器官（腎臓、副腎など）は両側とも保存する。一般状態その他の所見から、追

加組織の検査の必要性が示唆される場合もある。また、被験物質について分かっている

性質から標的器官と考えられるものも全て保存する。経皮投与の試験では、経口投与で

示した器官の保存に加え、適用部位の皮膚を特に採取して保存する必要がある。吸入試

験では、呼吸器の保存組織および検査組織は TG 412 (9) と TG 413 (10) の推奨に従うこと

とし、その他の器官／組織については（特に保存した呼吸器の組織に加えて）経口投与

で示したものを検査する。  
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病理組織学的検査 

39. 毒性病理検査の実施にあたっての最良の方法についてはガイダンスが出されている 
(33)。最低限、次の組織を検査する。 

 高用量群および対照群の全組織 
 試験中の死亡または屠殺動物の全組織 
 腫瘍を含め、肉眼的異常がみられた全組織 
 高用量群で投与に関連する病理組織学的変化が認められた場合には、他の全ての

用量群の全ての動物についても同じ組織を検査する。 
 両側性の器官（腎臓、副腎など）は、両側とも検査する。 

データおよび報告 

データ 

40. 評価した全項目について動物の個体ごとのデータを示す。また、全データを総括表に

し、各試験群について、試験開始時動物数、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、死亡または安楽死の時期、毒性徴候を示した動物数、認められた毒性徴

候の内容（毒性の発現時期、持続期間、程度を含む）、病変を示した動物数、病変の種類、な

らびに各病変を示した動物の割合を示す。総括表には、病変の程度に加え、毒性影響または病

変がみられた動物の平均と標準偏差（連続データの場合）を示す。 

41. 背景データが試験結果の解釈に有用な場合がある（同時対照群から得られたデータが、

同じ試験施設／コロニーの対照動物の最近のデータと比較して明らかにはずれている場合な

ど）。背景データを評価に用いる場合には、同じ施設において当該試験以前の 5年間に得られた

同一齢／系統の動物のデータを提出する。 

42. 必要に応じて、適切かつ一般的に認められている統計方法を用いて数的結果を評価す

る。統計方法と解析するデータは試験計画の段階で選択するものとする（段落 9）。選択にあ

たっては、必要な場合に生存率による補正もできるようにする。 

試験報告書 

43. 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、純度、物理化学的特性 
- 特定データ 
- 物質の供給元 
- バッチ番号 
- 化学分析証明書 

溶媒（必要に応じて）： 

- 水以外の場合は、溶媒選択の妥当性  
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供試動物： 
- 使用した動物種／系統および選択の妥当性 
- 試験開始時の動物数、週齢、性 
- 供給元、飼育条件、飼料など 
- 試験開始時の個体ごとの体重 

試験条件： 
- 投与経路の選択根拠、用量設定根拠 
- 必要に応じて、データ解析に用いた統計手法 
- 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、安定性および均一性の分析データ 
- 投与経路および被験物質投与の詳細 
- 吸入試験の場合、鼻部暴露か、全身暴露か 
- 実際の用量（mg/kg 体重/day）、また必要に応じて、飼料／飲水中の被験物質

濃度（mg/kg 飼料 または ppm）から実際の用量への換算係数 
- 飼料および水の質の詳細 

結果（データの総括表および個体ごとのデータを示す）： 

全般 
 生存率データ 
 体重／体重変化 
 摂餌量／測定した場合、食餌効率／算出した場合、摂水量 
 測定した場合、トキシコキネティクスデータ 
 検査した場合、眼科学的検査結果 
 検査した場合、血液学的検査結果 
 検査した場合、臨床化学的検査結果 

一般状態 
 毒性徴候 
 あらゆる異常の発生頻度（およびスコア化した場合はその程度） 
 一般状態の変化の種類、程度および期間（一過性か、永続的か） 

剖検データ 
 最終体重 
 測定した場合、器官重量およびその比 
 剖検所見（異常の発生頻度および程度） 

病理組織学的検査 
 非腫瘍性病理組織所見 
 腫瘍性病理組織所見 
 肉眼所見と組織所見の対応 
 投与に関連した全ての病理組織所見に関する詳細な記述（程度を含む） 
 実施した場合、スライドのピアレビュー報告書  
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必要に応じて、結果の統計処理方法 

結果の考察（以下を含む） 

 モデリング手法に関する考察 
 用量反応関係 
 背景データ 
 作用機序に関する情報についての考察 
 BMD、NOAEL または LOAEL の決定 
 ヒトにおける意義 

結論  
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	はじめに
	1. OECDの化学物質の試験に関するガイドライン（TG）は、科学的進歩、実際の評価法の変化および動物愛護に関する配慮を踏まえて定期的に見直されている。試験ガイドライン451「癌原性試験」の初版は1981年に採択されたが、動物愛護の分野と規制要件における最近の変化を反映するため、改訂版の作成が必要と考えられた (1) (2) (3) (4) (5)。TG 451の改訂は、試験ガイドライン452「慢性毒性試験」および453「慢性毒性／癌原性併合試験」の改訂と並行して行われ、試験に用いた動物から更なる...
	2. 大部分の癌原性試験はげっ歯類を用いて実施されるため、本試験ガイドラインは主にこれらの種で行われる試験への適用を意図している。しかし、非げっ歯類の種で癌原性試験を行う必要がある場合は、本ガイドラインにまとめた原則および手順と、OECD TG 409「非げっ歯類における90日間反復経口投与毒性試験」(6) にまとめた原則および手順とを併せ、適切に修正を加えながら適用すること。慢性毒性および癌原性試験の計画と実施に関するOECDのガイダンス文書No.116 (7) に追加のガイダンスが示されている。
	3. 癌原性試験で用いられる3つの主な投与経路は、経口、経皮および吸入である。投与経路の選択は、被験物質の物理的および化学的特性とヒトの主たる暴露経路による。暴露経路の選択に関しては、詳細情報がガイダンス文書No.116 (7) に示されている。
	4. 本ガイドラインは、癌原性試験で最も一般的に用いられる経口での暴露に焦点を絞っている。経皮または吸入経路での暴露による癌原性試験は、ヒトの健康に対するリスク評価で必要となったり、ある種の規制制度下で要求されたりすることもあろうが、両暴露経路は技術的にかなり複雑な部分があるため、そのような試験は個別に計画する必要がある。ただし、ここにまとめた経口投与による癌原性評価のためのガイドラインは、推奨される投与期間や臨床および病理学的検査項目などの点で、吸入試験や経皮試験のプロトコールの基礎となるであろ...
	5. 癌原性試験では、用いる動物種の全生涯にわたって反復暴露したときに生じる可能性のある健康に対するハザードについての情報が得られる。この試験により、癌原性を含めた物質の毒性影響に関する情報が得られ、標的器官と蓄積の可能性が明らかになると期待される。更に毒性に関して、また、非遺伝毒性発癌物質の場合には腫瘍反応に関して、有害影響がみられない量（無毒性量）の推定値が得られる。この無毒性量は、ヒトにおける暴露の安全基準確立に用いることができる。なお、可能な限り多くの情報が得られるように、動物の一般状態を...
	6. 本試験ガイドラインで取り扱う癌原性試験の目的は以下のとおりである。

	最初に考慮すべき事項
	7. 化学物質の癌原性の評価では、試験計画の焦点を絞って最小限の使用動物数でより効率よく癌原性を検討することができるように、試験機関は試験実施前に被験物質に関して入手可能なあらゆる情報を考慮する。その物質が既知の遺伝毒性発癌物質であったり、その可能性を有していたりするか否かによって最適な計画は異なってくる場合があるため、癌原性が疑われる物質の作用機序 (2) (7) (12) (13) (14) (15) に関する情報と考察は特に重要である。作用機序に関する考察については、追加のガイダンスがガイダ...
	8. 試験計画に役立つ情報としては、被験物質の特定データ、化学構造および物理化学的性質、遺伝毒性試験を含むin vitroまたはin vivo毒性試験の結果、予想される用途およびヒトへの暴露の可能性、（定量的）構造活性相関データ、構造類似物質の変異原性／遺伝毒性、癌原性およびその他の毒性データ、トキシコキネティクスデータ（単回投与、また可能であれば反復投与時のキネティクスデータ）ならびに他の反復暴露試験で得られたデータなどがある。癌原性の評価は、28日または90日間反復投与毒性試験で毒性に関する最...
	9. 実験計画と目的からみて結果の解析に最適な統計手法を試験開始前に確立する。考慮すべき事項としては、生存率の補正、生存期間と関連づけた累積腫瘍リスクの解析、腫瘍発生時期の解析および1つまたは複数の群が途中で終了した場合の解析を統計手法に含めるか、といったことがある。適切な統計解析法についてのガイダンスおよび世界的に認められている統計手法に関する主要文献が、ガイダンス文書No.116 (7) ならびに慢性毒性および癌原性試験の解析と評価に関するガイダンス文書No.35 (20) に示されている。
	10. 癌原性試験の実施にあたっては、安全性評価に用いる実験動物での、人道的評価項目としての症状の認識、評価および使用に関するOECDのガイダンス文書No.19 (21) にまとめられた基本理念と考察、特にその段落62に常に従うこと。この段落には「反復投与を行う試験において動物が進行性の症状を示し、状態が次第に悪化していくような場合は、人道的殺処分を行うべきか否かを十分な情報に基づいて決定する。決定に際しては、その動物を試験で生かしておくことによって得られる情報の価値を、その個体の全体的な状態との...
	11. 慢性毒性および癌原性試験における用量設定の原則に関する詳細なガイダンスと考察を、ガイダンス文書No.116 (7) および国際生命科学研究機構（ILSI）の2つの出版物 (22) (23) にみることができる。用量設定で中核となる戦略は試験の主要目的による（段落6）。適切な用量段階の設定には、ハザードのスクリーニングと、低用量での反応およびその意義の評価との間でバランスをとる必要がある。これは特に慢性毒性／癌原性併合試験（TG 453）を実施しようとするときに重要である（段落12）。
	12. 慢性毒性試験（TG 452）と癌原性試験（TG 451）を別々に行うよりも、慢性毒性／癌原性併合試験（TG 453）を行うことを考慮する。併合試験では、2つの試験を別々に行うのに比べて時間と費用の点で効率がよく、かつ慢性毒性部分でも癌原性部分でもデータの質が損なわれることはない。ただし、慢性毒性／癌原性併合試験（TG 453）を行う場合には、用量設定の原則（段落11、22～25）について慎重に考慮すること。また、一部の規制体制では個別の試験を要求される場合がある。
	13. 本試験ガイドラインで用いた定義はガイダンス文書No.116 (7) に示されている。

	試験の概要
	14. 被験物質を、実験動物からなるいくつかの群に段階的な用量でその生涯の大部分の期間にわたって毎日、通常は経口で投与する。吸入または経皮による試験を行ってもよい。動物の毒性徴候および腫瘍性病変の発生を注意深く観察する。試験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
	15. 本ガイドラインは主にげっ歯類を用いた癌原性の評価法について述べている（段落2）。げっ歯類以外の種の方がヒトの健康に対する影響の予測に適していることを示唆するデータがある場合には、それらの使用を考慮してもよい。種の選択については妥当性を示すこと。げっ歯類の種はラットが望ましいが、マウスなど他のげっ歯類動物を用いてもよい。癌原性試験におけるマウスの使用については、有用性が限られている可能性があるが (24) (25) (26)、現在の規制プログラムの中にはマウスを用いた癌原性試験を要求するもの...
	16. 試験では、一般的に用いられている系統の健康な若齢成熟動物を使用する。癌原性試験は、更に短期間の予備的な毒性試験で使用したのと同じ系統および供給元の動物を用いて行うことが望ましい。ただし、その系統および供給元の動物では長期試験における通常の生存率の許容基準（ガイダンス文書No.116 (7) 参照）を満たすのが難しいと分かっている場合は、長期試験の生存率が許容基準内である系統の使用を考慮する。また、雌は未経産で非妊娠のものを用いる。
	17. 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が、個別飼育は科学的に妥当性のある場合のみ検討する (27) (28) (29)。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。動物飼育室の温度は22 C ± 3 C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、飼料は、供...
	18. 以前に実験に供されたことのない健康な動物を、飼育室環境に7日間以上馴化した後に用いる。げっ歯類の場合、離乳および馴化後可能な限り速やかに投与を開始する（8週齢前の開始が望ましい）。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。また、試験開始時、使用動物の雌雄別の体重のばらつきは最小限とし、各性の全供試動物の平均体重の ± 20％を超えないこととする。動物を対照群と投与群に無作為に割り付ける。無作為化後は雌雄とも各群の平均体重間に有意差があってはならず、統計学的...

	手順
	19. 雌雄の動物を用いる。また、詳細な生物学的および統計学的評価が可能なように、十分な数の動物を用いる。このため、各用量群および同時対照群には少なくとも雌雄各50匹を含める。試験目的によっては、個々の用量群に動物を不均等に割り付けることにより、主要な評価項目の統計検出力を高めることが可能な場合がある（低用量での癌原性を推測するため、同群に50匹より多く割り付けるなど）。ただし、群の大きさをある程度大きくしても、試験の統計検出力はあまり大きく増加しないことを認識しておく必要がある。統計検出力を最大...
	20. 科学的妥当性があれば、腫瘍性変化の進行に関する情報とメカニズム的な情報を得るため、中間屠殺（12カ月時など）を設定してもよい。ただし、先に行ったその物質の反復投与毒性試験においてそのような情報がすでに得られている場合には、中間屠殺は科学的に妥当であるとはいえない可能性がある。試験計画に中間屠殺を含む場合、各用量群の中間屠殺用の動物数は通常雌雄各10匹とし、試験完了前に計画屠殺する動物数だけ、試験計画に含める総動物数を増やす。必要であれば、試験中の疾病状態の監視のため、追加のモニター動物群（...
	21. 用量設定と用量間隔のあらゆる面についてのガイダンスを、ガイダンス文書No.116 (7) に示す。少なくとも3段階の用量および同時対照を設ける。用量は一般に、更に短期の反復投与試験や用量設定試験に基づいて設定するが、設定の際には、被験物質や関連物質に関して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（ハザードおよびリスク評価、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徹底する必要がある。
	23. 被験物質の物理化学的性質や生物学的作用による制限がない限り、最高用量は主要な標的器官と毒性影響を明らかにするが、苦痛、高度な毒性、病的状態または死亡を引き起こさないような用量とする。すなわち、最高用量は通常、以下の段落23に示す点を考慮しながら、体重増加抑制（約10％）などで示される明らかな毒性が得られるように設定する。ただし、試験目的（段落6参照）によっては、明らかな毒性を示す用量より低い用量を最高用量とすることもある（ある用量で問題となる有害作用が発現するが、その作用自体は寿命や体重に...
	24. 用量とその間隔を、用量反応関係を確立するために、また被験物質の作用機序によっては、最低用量においてNOAELやその他試験で意図した結果（BMDなど、段落25参照）を得るために設定する。低用量の設定で考慮すべき点としては、予測される用量反応曲線の傾き、代謝や毒性作用機序に重要な変化が生じる用量、予測される閾値、また予測される低用量の外挿の開始点などがある。
	25. 用量間隔の設定は被験物質の特性によるため、このガイドラインで規定することはできないが、公比2～4で用量を下げていくとしばしば良好な試験成績が得られる。用量間隔が非常に大きい場合（公比がおおよそ6～10を超える場合など）には、4群目を追加した方がよいことが多い。一般に10を超える公比は避けるべきで、用いる場合には妥当性を示す必要がある。
	26. ガイダンス文書No.116 (7) で更に述べているように、用量設定にあたって考慮すべき点には以下のようなものがある。
	27. 対照群は未投与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。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。溶媒を用いる場合には、全用量群のうちで用いられる最大量の溶媒を対照群に投与する。被験物質の混餌投与で嗜好性の悪化のため摂餌量の顕著な減少がみられるときには、より適切な対照として、給餌量を揃えた追加の対照群が有用な場合がある。
	28. 被験物質は通常飼料や飲水を介して、または強制的に経口投与する。投与経路と投与方法に関しては、追加の情報がガイダンス文書No.116 (7) に示されている。投与経路および投与方法は、試験の目的、被験物質の物理化学的性状、生物学的利用性およびヒトの主な暴露経路と暴露方法による。投与経路と投与方法についてはその選択根拠を示すこと。なお、動物愛護の観点から、強制経口投与法は通常、この投与経路と投与方法がヒトで起こりうる暴露に相当すると考えるのが妥当な物質（医薬品など）の場合のみ選択する。農薬など...
	29. 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。溶媒その他の添加物については、必要に応じて、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。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／懸濁液を、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、溶媒の毒性が分かっ...
	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り、混餌投与による長期毒性試験では、栄養の不均衡を防ぐため、飼料中の化学物質濃度は通常、全飼料の5%（上限）を超えないこととする。また、被験物質の混餌投与では、飼料中濃度（mg/kg飼料またはppm）を一定にする方法か、動物の体重あたりの用量（mg/kg体重、週1回算出）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. 経口投与の場合は、被験物質を動物に毎日（週7日）、げっ歯類では通常24カ月間にわたって投与する（段落32も参照のこと）。また、週5日の投与など、その他の投与法を用いる場合には、その妥当性を明らかにする必要がある。経皮投与の場合は、TG 410 (11) に示すように、被験物質を動物に通常少なくとも1日6時間、週7日、24カ月間にわたって適用する。吸入経路による暴露は1日6時間で週7日行うが、妥当性が示されれば週5日暴露も可能である。いずれの場合も、暴露期間は通常24カ月間とする。なお、ラッ...
	32. 被験物質を動物に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毎日ほぼ同じ時刻に投与する。通常は1日1回一度に全量を投与するが、化合物が局所刺激性物質である場合などは、分割投与（1日2回投与）することで1日あたりの用量を維持することも可能である。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異なるが、可能な限り少量とし、げっ歯類に対しては通常体重100 gあたり1 mLを超えないようにする (31)。また、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、全用...
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