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はじめに 
 

 この報告書は、内閣府食品安全委員会から財団法人残留農薬研究所（茨城県常総市内守

谷町 4321 番地）に委託された平成 20 年度調査事業「化学物質の発達神経毒性評価手法に

関する情報収集調査」の調査結果を取りまとめたものである。 

 

 発達神経毒性は、米国等において、神経毒性/遅発性神経毒性試験及び繁殖/発生毒性試験

で神経系の症状、病理変化、奇形等が見られた場合に、胎児、新生児への影響を見るため

に行われており、国際的にも評価項目として重要視されており、食品安全委員会において

も適切に評価すべき項目である。 

 農薬の発達神経毒性試験に関するテストガイドラインは、米国 EPA では 1998 年 

(OPPTS 876.6300) に、OECD では 2007 年 (TG#426) に制定されているが、現在、日本国

内においては制定されていない。 

 化学物質の食品健康影響評価を行う上で、諸外国における発達神経毒性試験に関する知

見、情報を把握することが必要不可欠であるが、米国 EPA、OECD 双方のガイドラインに

は、少なからず相違点があり、比較検討等を行う必要がある。 

 また、試験により得られた結果をどのように評価・判定し、ヒトにおける食品健康影響

評価に用いるのかということは大きな課題である。 

 加えて、発達神経毒性に関する用語等を整理し、試験実施から食品安全委員会における

評価に至るまで、共通化を図ることも必要である。 

 

 本調査は、上記の点を考慮して、神経毒性が疑われる化学物質の食品健康影響評価を行

う上で必要な発達神経毒性評価手法に関する知見、情報を収集、整理し、取りまとめ、発

生から哺育段階の神経系の発達に及ぼす化学物質の影響を評価する手法の策定に活用する

ことを目的とした。 
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調査の要約 

本調査では、米国環境保護庁  (EPA) 及び経済協力開発機構  (OECD) の発達神経毒性 

(Developmental neurotoxicity, DNT) 試験に関するテストガイドラインを翻訳するとともに

両ガイドラインの違いについて比較検討した。加えて、米国 EPA を訪問し、ガイドライン

に準拠して過去に実施された DNT 試験数及び化合物名を確認し、これらの化合物のリスク

アセスメントにおける問題点、例えば DNT 試験の感受性、DNT 検出のための信頼性の高

い有効なパラメーター、DNT 試験の一日摂取許容量 (ADI) 及び安全係数 (Safety factor) 設

定への影響等について、意見交換を行った。また、化学物質による発達神経毒性に関する

新の疫学的文献調査も行った。以下に本調査結果の概要を述べる。 

 

EPA (OPPTS 870.6300) と OECD (TG 426) の DNT 試験ガイドラインの比較では、OECD の

ガイドラインは、基本的に EPA のガイドラインを踏襲しているが、 終化されたのは 2007

年であり、EPA のガイドラインの制定時期 (1998 年) に比べ 10 年近く開きがあり、その間

に実施された数多くの DNT 試験に関する試験方法・技術・評価法について国際的バリデー

ションを通じ見直されたことから、細部にわたり改善が加えられている。この改善点の中

でも、投与期間が延長されたことと新生児に対する各検査項目のサンプル数 (検索例数) 

が増えたことの意義は大きく、試験の信頼性及び再現性に大きく寄与している。従って、

現時点では化学物質の発達神経毒性を検出する試験法としては EPA ガイドラインよりも

OECD ガイドラインの方がより優れていると判断される。EPA も同様な認識で、近い将来

OECD ガイドラインに準じた EPA のガイドライン (OPPTS 870.6300) の修正版を出すべく

準備を進めている。ただし、OECD ガイドラインは細部にわたり改善された分、試験方法

が複雑になり、煩雑な側面を有し、試験実施機関の現場にとっては多大な労力が要求され

ることは否めない。 

 

過去に米国 EPA (OPPTS 870.6300) あるいは OECD (TG 426) の DNT 試験ガイドラインに準

拠して実施された DNT 試験数は 110 試験あり、対象被験物質の数は 103 物質 (医薬、農薬、

産業化学物質、溶媒等を含む) に及ぶ。これらの試験結果の評価において、再現性及び信

頼性という観点からは EPAガイドラインよりも OECDガイドラインに準拠した試験の方が

より優れており、特に各検査項目のサンプル数が増えたことにより統計学的信頼性が高ま

り、計測病理学的解析においてもサンプル数が各群各性あたり 6 例から 10 例に増えたこと

による効果が大きい。DNT 試験における毒性評価のエンドポイントとしては、神経機能学

的あるいは神経病理学的観点から様々なパラメーターが設定されており、無毒性量 

(NOAEL) の設定根拠として採択された変化は自発運動量、学習・記憶能力、聴覚性驚愕、
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コリンエステラーゼ阻害、脳重量、脳計測病理など様々で化合物によって異なるが、計測

病理学的解析結果は信頼性の高い指標のひとつとして評価されている。また、有機リン剤

あるいはカーバメート系農薬の場合ではコリンエステラーゼ (ChE) 活性阻害が有力な指

標として挙げられている。 

 

米国 EPA ガイドラインに準拠し DNT 試験が実施され、その試験成績が EPA (Office of 

Pesticide Programs) に提出された農薬の数は 2006 年 8 月段階で 69 剤あり、今までに他の試

験成績を含め総合的に評価が完了したものは 58 剤で、その中で DNT 試験結果が ADI ある

いは急性参照量 (ARfD) に反映されたものは 8 剤 (8/58)、ADI 設定に影響を及ぼしたもの

は 4 剤 (4/58) であった。元来 DNT 試験は成人に比べ感受性が高いとされる乳幼児・子供

への影響を考慮した試験であるが、この結果から判断すると、DNT 試験の感受性は他の既

存の試験に比べ必ずしも高いとは言えない。この点について EPA は、「試験目的と用量設

定の異なる試験間で単に無毒性量 (NOAEL) の値を比較することにより感受性を論じるの

は、不適切であり、他の反復投与試験に比べ曝露期間が短いことを考慮すれば、むしろ感

受性は高いと言える」という見解を示している (Dr.Makris)。ただし、DNT 試験における

NOAEL はあくまでも母動物に対する曝露量で決定されており、胎児あるいは新生児に対す

る実際の曝露量 (経胎盤あるいは経母乳曝露量) に基づいたものではないことが問題点と

して挙げられる。この点 (経胎盤あるいは経母乳曝露量の算出) については DNT 試験の実

施根拠とされる発生毒性試験 (催奇形性試験) 及び繁殖毒性試験においても同様な問題と

して残されており、今後の検討課題であろう。特に被験物質に対する幼若動物と成熟動物

との感受性の差を比較する場合には、この経胎盤及び経母乳曝露量 (体重 kg 当たりの曝露

量) の算出は、極めて重要な評価指数となり得る。 

 

米国 EPA では、食品中の残留農薬の乳幼児・子供への健康影響を配慮した食品品質保護法 

(FQPA) に基づき 1996 年 8 月 3 日付けで有効であった農薬の許容値及び規制免除を見直す

べく既存のデータの再評価を進めている。その結果、発生毒性 (催奇形性) 試験や繁殖毒

性試験データにより乳幼児・子供への影響が示唆された場合には、DNT 試験の追加実施を

要求し、そのようなデータがない段階では通常の安全係数 (Safety factor) 100 倍に加え、さ

らに 10 倍の不確実係数 (Uncertainty factor) を掛け 1000 倍としている。ただし、DNT 試験

データやその他の信頼できる科学的データが新たに入手され、ヒトへの安全性 (特に乳幼

児・子供に対する安全性) が担保できると判断される場合には、その内容に応じケースバ

イケースで 3 倍あるいは 1 倍に追加係数が軽減される方向にある。 
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DNT 試験結果のヒトへの外挿性に関しては、同じ被験物質でも動物種間で結果が異なり、

また、ヒトと実験動物では神経行動発達の次元が機能的あるいは構造的 (形態的) にも著

しく異なることから、現時点では未だ外挿性を評価するに十分な科学的データは得られて

いない。特にヒトでみられる注意欠陥多動性障害、学習障害あるいは自閉症などの発達障

害は実験動物モデルにおいて再現することは極めて困難であると言われている。しかしな

がら、米国 EPA では乳幼児・子供への影響が懸念される環境化学物質は可能な限り排除し

ようとするスタンスで DNT 試験の実施を推奨している。 

 

疫学的調査では、種々の環境化学物質 (水銀、PCB、カドミウム、ヒ素、農薬等) と乳幼児・

子供の発達神経障害との因果関係について調査が進められており、有機水銀、PCB、鉛に

ついては発達神経系への影響を示唆する所見が得られている。農薬においても有機リン剤、

カーバメート、ピレスロイドなど殺虫剤を主体に調査が進められているが、調査内容によ

って結果が異なり、発達神経障害との因果関係については未だ確証は得られていない。 
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2. 米国環境保護庁 (EPA) の発達神経毒性試験 

ガイドライン OPPTS 870.6300 (1998) の翻訳 
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米国 EPA の発達神経毒性試験ガイドラインの翻訳 

  

翻訳対象：EPA Health Effects Test Guidelines, OPPTS 870.6300, Developmental Neurotoxicity 

Study, EPA712—C-98-239, August 1998 

 

 

緒言 

このガイドラインは、米国環境保護庁 (EPA) の the Office of Prevention, Pesticides and Toxic 

Substances によって開発された一連のテストガイドラインのひとつであり、農薬と毒性物

質の試験に使用するため、且つ連邦条例に基づく審査（レビュー）を受けるため当局に提

出されなければならない試験データを作成するためのものである。 

 

The Office of Prevention, Pesticides and Toxic Substances (OPPTS) は、the Office of Prevention, 

Pesticides and Toxic (OPPT) 及び the National Technical Information Service (NTIS) で出版さ

れている the Office of Pesticide Programs (OPP) の 40, Chapter I, Subchapter R of the Code of 

Federal Regulations (CFR) 及び経済協力開発機構 (OECD) によって公開されているガイド

ライン及び要求の融和過程を通してこのガイドラインを開発してきた。 

 

これらのガイドラインを一連の OPPTS ガイドラインにおいて調和させる目的は、the Toxic 

Substances Control Act (15 U.S.C. 2601) 及び the Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide 

Act (7 U.S.C. 136, et seq.) に基づいた米国環境庁の要求データに適合すする必要がある試

験実施方法の間のばらつきを 小限にするためである。 

 

終ガイドラインの公開：本ガイドラインは、ディスクあるいは印刷物で、 the U.S. 

Government Printing Office, Washington, DC 20402 on disks or paper copies: call (202) 512–0132

よ り 入 手 可 能 で あ る 。 本 ガ イ ド ラ イ ン は 、 ま た 、 EPA の ウ エ ブ サ イ ト 

(http://www.epa.gov/epahome/research.htm) の Researchers and Scientists/Test Methods and 

Guidelines/OPPTS Harmonized Test Guidelines からでも PDF (portable document format) 電子

ファイルで入手できる。 
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OPPTS 870.6300 発達神経毒性試験ガイドライン 

 

(a) 範囲 

(1) 適用性 

このガイドラインは、the Federal Insecticide, Fungicide, and Rodenticide Act (FIFRA) (7 U.S.C. 

136, et seq.) 及び the Toxic Substances Control Act (TSCA) (15 U.S.C. 2601) 双方の試験要求

に適合するように意図されている。 

 

(2) 背景 

この調和された OPPTS テストガイドラインの開発に用いられた元資料は、OPP 83–6 

Developmental Neurotoxicity Study (Pesticide Assessment Guidelines, Subdivision F--Hazard 

Evaluation: Human and Domestic Animals, Addendum 10, EPA report 540/09–91–123, March 

1991) である。 

 

(b) 目的 

ある化学物質あるいは混合物 (被験物質) の毒性学的特徴を評価し検索する場合、発達神

経毒性への潜在的な影響を明らかにすることは重要である。この試験は、妊娠期と授乳期

の母動物への曝露の結果、その児動物に生じる神経系に対する潜在的な機能及び形態上の

障害に関するデータを示すために計画されている。 

 

(c) 試験方法の原則 

被験物質は妊娠期及び哺乳初期の間，1 群につき 1 用量を設定した数群の妊娠動物に投与

される。児動物は神経毒性評価のために産児 (腹) の中から無作為に選抜される。評価に

は、肉眼的神経学及び行動学的異常を検出するための観察を含む評価、運動量の測定、聴

覚性驚愕反応、学習の判定、神経病埋学的評価、及び脳重量を含む。この試験計画は、独

立した試験として標準的な発達毒性試験及び /または成獣の神経毒性試験の補足 

(follow-up) に、もしくは二世代繁殖試験の一部として第二 (F2) 世代の児の評価に用いて

もよい。 

 

(d) 試験手順 

(1) 試験動物の選択 

(i) 動物種と系統 

試験はラットで実施すべきである。Fischer344 系は、他の発達及び繁殖毒性試験におい
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てより一般的に用いられる系統と比較して、発達指標に時期的違いがあるため使用しな

い方がよい。委託者が Fischer344 ラット、あるいはラット以外の哺乳類の使用を希望し

た場合には、この選択に対する十分な正当性・理由づけが必要である。 

(ii) 日齢 

使用動物は若齢成獣 (未経産の雌) を使用する。 

(iii) 性 

用量毎に妊娠雌を使用する。 

(iv) 使用動物数 

(A) 神経毒性評価にとって十分な数の児動物の産出を保証するために、十分な数の妊娠

ラットに被験物質を曝露することが目的である。用量毎に、少なくとも 20 腹を推奨す

る。 

(B) 生後 4 日に、各腹の児の数を、できる限り、雄 4 匹、雌 4 匹になるように哺乳児を

無作為に選抜して間引くことによって調整する。腹ごとの各性の哺乳児の数が 4 匹ずつ

にならない場合は、多少の修正を許可する (例えば、雄 5 匹及び雌 3 匹)。1 腹の哺乳児

の数が 7 匹以下の場合は検査に適しない。小さい児だけを除くことは適切ではない。腹

あたりの児動物数の標準化後に、各哺乳児の個体識別をする。識別に用いる方法につい

ては、本ガイドラインの (f)(1) 項に示す。 

(v) 行動学的試験、脳重量、神経病理学的検索への動物配分 

腹あたりの児動物数の標準化後に、各腹から雄 1 匹あるいは雌 1 匹の哺乳児 (各用量に

つき合計雄 10 匹，雌 10 匹) を、離乳時及び成獣における次の検査のうち一つに無作為

に割り当てる：運動量、聴覚性驚愕、学習及び記憶。 

生後 11 日に、各腹から雄 1 匹あるいは雌 1 匹 (各用量につき合計雄 10 匹，雌 10 匹) を

屠殺する。これらの全哺乳児の脳重量を測定し、そのうち 6 匹/性/用量を紳経病理学的検

索に選択する。試験終了時に、各腹から雄 1 匹あるいは雌 1 匹 (各用量につき合計雄 10

匹，雌 10 匹) を屠殺し、脳重量を測定する。別の 6 匹/性/用量 (1 腹につき雄 1 匹あるい

は雌 1 匹) を神経病埋学的検索のために、試験終了時に屠殺する。 

 

(2) 対照群 

同時に設定する対照群を要求する。この群は処置対照群もしくは、被験物質投与に際して

溶媒を使用する場合は溶媒対照群となる。溶媒は発達毒性及び繁殖に及ぼす作用を持たな

いものとする。対照群の動物は検査群の動物と同一の方法で取り扱う。 

 

(3) 用量及び投与の選択 
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(i) 少なくとも 3 用量の被験物質に加えて対照群 (溶媒を用いる場合は、溶媒対照群) を

用いる。 

(ii) 標準的な発達毒性試験あるいは予備試験で発達毒性が認められた被験物質の場合、

高用量は、神経毒性の意味のある評価を不可能にするのに十分な、子宮内あるいは新

生児死亡または奇形を生じない 大用量とする。 

(iii) 標準的な発達毒性試験が実施されていなかった場合、その物質の物理化学的性質ま

たは生物学的特性による制限がない限り、 高用量は、母動物にある程度明らかな毒性

を引き起こすものの妊娠期と授乳期において 20%を越える体重の減少を生じてはならな

い。 

(iv) 低用量は、母動物あるいは発達神経毒性いずれについても、肉眼的に観察できる

いかなる所見も生じさせてはならない。 

(v) 中間用星は、設定した 高用量及び 低用量の間が等間隔でなければならない。 

 

(4) 投与期間 

妊娠 0 日は、腔栓及び/あるいは精子が観察された日である。投与期間は妊娠 6 日から生

後 10 日に及ぶ。児動物を完全に分娩していない動物について、分娩日に投与を行っては

ならない。 

 

(5) 被験物質の投与 

被験物質または溶媒は経口的に投与する。その選択に十分な正当性/理由付けがあれば、

場合によって他の投与経路も容認する。直近の体重値に基づいて、被験物質あるいは溶媒

を投与する。 

 

(6) 母動物の観察 

(i) 母動物の肉眼的検査は、少なくとも 1 日 1 回毎日の投与前に実施する。 

(ii) 各群につき 10 匹の母動物は、妊娠中の投与期間 (6 日-21 日) に少なくとも 2 回、哺

乳中の投与期間 (1 日-10 日) に 2 回，ホームケージの外で毒性症状を観察する。動物は、

投与内容について知らされていない訓練された専門家によって、観察者間の信頼性を

大にするために標準化した手順を用いて観察される。可能であれば、1 つの試験におい

て動物を評価する観察者は、同じ人物であることが望ましい。不可能であれば、何らか

の形で、観察者間の信頼性を示すことが要求される。 

(iii) (d)(6)(ii) 項の投与及び観察期間中の観察に含む： 

(A) 自律神経機能の症状の評価は以下を含むが、これらに限定しない： 
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1) 症状なしから重度までの範囲の尺度スコアを用いて、流涙及び流涎の程度を順位付

けする。 

2) 立毛及び眼球突出の有無。 

3) 多尿と下痢を含む、排尿と排糞の順位付けあるいは回数。 

4) 光に対する瞳孔の収縮あるいは瞳孔径の測定のような、瞳孔機能。 

5) 眼瞼閉鎖の程度、例；眼瞼下垂。 

(B) 痙攣、振戦あるいは異常な動きの記述、頻度及び程度。 

(C) 姿勢及び歩行異常の記述及び頻度。 

(D) あらゆる奇妙あるいは異常な行動、反復動作 (常同)、削痩、脱水、筋緊張低下ある

いは筋緊張亢進、被毛の変化、眼、鼻あるいは口周囲の赤色もしくは固形状の付着物、

及びデータの解釈を容易にする可能性があるその他の観察の記述及び頻度。 

(iv) 毒性症状は、出現時期、程度、及び持続期間を含め、観察された通りに記録する。 

(v) 少なくとも毎週、及び分娩日と生後 11 日と 21 日 (離乳日) に動物の体重を測定し、

その値を記録する。 

(vi) 産児の分娩日を記録し、生後 0 日とする。 

 

(7) 試験の実施 

(i) 児動物の観察 

(A) 全ての児動物は、少なくとも毎日ケージサイドで死亡あるいは瀕死など病的状態の

有無について肉眼的に検査する。 

(B) 各群につき合計雄 10 匹，雌 10 匹の児動物について、生後 4、11、21、35、45 及び

60 日にケージ外での毒性症状を検査する。児動物は、投与内容について知らされてい

ない訓練された専門家によって、観察者間の信頼性を 大にするために標準化した手順

を用いて観察される。可能であれば、1 つの試験において動物を評価する観察者は、同

じ人物であることが望ましい。不可能であれば、何らかの形で、観察者間の信頼性を示

すことが要求される。 低限、このガイドラインの (d)(6)(iii) 項で概説された評価項目 

(end point) は、観察している発達段階に対して適正に調査する。 

(C) 児動物におけるあらゆる肉眼的症状は、出現時期、程度、及び持続期間を含め、観

察された通りに記録する。 

(ii) 発達指標 (Developmental landmarks) 

出生児あるいは直後及び生後 4、11、17、及び 21 日と、その後は少なくとも 2 週に 1 回、

生存哺乳児数を数えて、同腹の各哺乳児の体重を個体別に測定する。膣開口と包皮分離

の時期を判定する。これらの判定のための一般的な手順は、本ガイドライン (f)(1) 及び 
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(f)(11) 項に示す。 

(iii) 自発運動量 

自発運動量は、生後 13、17、21、及び 60 日 (±2 日) に特に計測する。自発運動量は自

動記録装置で計測されなければならない。その装置は活動性の増加と減少の双方を検出

する能力がなくてはならない (すなわち、その装置で測定した基礎運動量は、運動量減

少の検出が妨げられるほど低くてはならないし、また運動量の増加の検出が妨げられる

ほど高くてはならない)。各装置は、可能な範囲で、装置間及び各装置における測定日間

の操作の信頼性を保証するため、標準的手順によって検査されなければならない。さら

に、処置群間では装置間における均衡をとらなければならない。各動物は個別に検査す

る。検査期間は、無処置対照動物の検査期間において、運動量が 終的に 20%レベルの

漸近に達するのに十分な長さとする。全ての検査期間は、同一の継続時間とする。処置

群間は検査時間の均衡をとる。運動量のカウント数は、10 分間を越えない同じ時間間隔

で集積する。検査条件のばらつきを 小にし、処置に対して意図的な関連がないことを

保証するように努める。自発運動量に影響する変数の中には、騒音レベル、検査用ケー

ジの大きさと形状、室温､相対湿度、照明条件、臭気、ホームケージ又は別の新しい検査

用ケージの使用、環境の変化等が含まれる。自発運動試験の実施についての追加情報は 

OPPTS 870.6200 において入手できる。 

(iv) 聴覚性驚愕検査 

聴覚性驚愕馴化検査は、離乳前後の哺乳児及び 60 日前後に実施する。実施日には、処置

群及び対照群を通して均衡をとる。本検査実施の詳細については、本ガイドライン (f)(1) 

項において入手できる。聴覚性驚愕の課題の実施において、10 試行から成る各ブロック 

(各検査日におけるセッションにつき 10 試行を 5 ブロック) の平均反応強度を算出する。

前刺激抑制 (prepulse inhibition) は要求しないが、強く推奨する。本検査実施の詳細につ

いては、本ガイドライン (f)(10) 項において入手できる。 

(v) 学習及び記億検査 

連合学習及び記憶検査は、離乳前後及び 60 日前後に実施する。実施日には、処置群及び

対照群を通して均衡をとる。これらの発達の 2 段階で同一あるいは別個の検査を用いる

ことができる。離乳時と成熟ラットにおける学習及び記憶検査の選択については、ある

程度の柔軟性が許される。しかしながら、検査は 2 つの基準を満たすように計画されな

ければならない。第 1 に、訓練経験の非連合作用について制御する条件に基づいて、何

回かの反復学習試行またはセッションにわたる変化としてあるいは単回試行を含む検査

においてのいずれかで、学習を評価する。第 2 に、検査は、本来的な学習(獲得)に加えて、
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記憶(短期あるいは長期)の何らかの測定を含む。学習及び記憶検査で被験物質の影響が示

された場合は、感覚、情動、及び/あるいは運動能力の変化に基づく変化の説明を排除す

るための追加検査実施が、委託者の 高の利益になるだろう。上記の 2 基準に加えて、

調査している化合物類に対して感受性を示すという文献がある場合には、それに基づく

学習及び記憶検査の選択を要求する。このような情報がない場合の上記基準を満たす検

査例：位置遅延見本合わせ、成熟ラットについて (本ガイドライン (f)(3) 項参照) 及び

幼若ラットについて (本ガイドライン (f)(9) 項参照) 記載；嗅覚条件付け、成熟ラット

について本ガイドライン (f)(13) 項に記載；スケジュール制御行動の獲得及び維持(本ガ

イドライン (f)(4) 及び (f)(5) 項参照)。追加検査は、離乳ラットに対しては本ガイドラ

インの (f)(20) 及び (f)(12) 項、成熟ラットに対しては本ガイドラインの (f)(16) 項に示

す。 

(vi) 神経病理学的検査 

神経病理学的検索は、生後 11 日及び試験終了時の動物で実施する。11 日齢では、全ての

腹から取り出した児動物を合わせて雄雌同数になるように、各腹から雄あるいは雌の哺

乳児を 1 匹取り出す。これらのうち、各群につき雄 6 匹及び雌 6 匹の哺乳児を、神経病

理学的解析のために屠殺する。哺乳児は炭酸ガス曝露によって屠殺し、その直後に脳を

摘出して秤量し、適切なアルデヒド系固定液を用いて浸漬固定する。残りの動物は、同

様に屠殺し、その直後に脳を摘出して秤量する。試験終了時に、各腹から雄 1 匹あるい

は雌 1 匹を炭酸ガス曝露によって屠殺し、その直後に脳を摘出して秤量する。さらに、

各群各性 6 匹の動物(各腹から雄あるいは雌 1 匹)を神経病理学的検索のために、試験終了

時に屠殺する。試験終了時に屠殺した動物の神経病埋学的解析は OPPTS 870.6200 に準

じて実施する。生後 11 日及び試験終了時に屠殺した動物の神経病理学的検索には、定性

的解析及び半定量的解析と共に簡単な形態計測を含む。 

(A) 生後 11 日の動物の組織標本の固定と処理 

摘出直後に脳を秤量し、適切なアルデヒド系固定液を用いて浸漬固定する。脳は、本ガ

イドラインの (f)(6)、(f)(14)、(f)(17) 及び (f)(21) 項に基づいて標準化して公表された

組織学的手順に従って後固定及び処置をする。パラフィン包埋も認めるが、プラスティ

ック包埋が望ましく推奨する。組織ブロック及びスライドは、保管時に適切な識別をす

る。組織切片は、ヘマトキシリン・エオジン染色あるいは、本ガイドラインの (f)(2)、

(f)(18) 及び (f)(23) 項に基づいて標準化して公表された手順に従って同様の染色を行

う。試験終了時の屠殺動物に対する組織標本の固定及び処理方法は、OPPTS の

(e)(4)(v)(A) 項に規定する。 
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(B) 定性的解析 

定性的検査の目的は 3 つある－神経病理学的変化の徴候を示す神経系内の部位を同定

すること、被験物質曝露の結果としての神経病理学的変化の種類を同定すること、及び

神経病理学的変化の程度の範囲を決定することである。組織標本からの代表的な組織切

片は、神経組織学的変化の徴候について適切に訓練された病理学者によって、顕微鏡学

的に検査される。定性的解析のために、次の段階的な手順を推奨する。初めに、高用量

群からの切片を対照群の切片と比較する。高用量群の動物に神経病理学的異常の徴候が

認められない場合は、更なる解析は求めない。高用量群の動物に神経病理学的異常の徴

候が認められる場合は、中用量群及び低用量群の動物についても検査する。専門的な判

断及び観察された神経病理学的変化によっては、神経病理学的変化が認められる 低用

量を決定するために、より標準的な染色法と組み合わせてボディアンあるいはビールシ

ョースキー銀染色、及び/あるいはグリア線維性酸性タンパク (glial fibrilla1y acid protein) 

に対する免疫組織化学法の使用を推奨する。生後 11 日の哺乳児の検索については、本

ガイドラインの (d)(7)(vi)(B)(1) 及び (d)(7)(vi)(B)(2) 項に記載する。試験終了時の屠殺

動物についての検査する部位及び変化の種類は、OPPTS870.6200 の (e)(4)(iv)(B) 項を確

認して評価する。 

1) 検査部位 

脳については、投与関連の神経病理学的変化のいかなる徴候についても検査し、完全

な検査を保証するために全ての主要な脳領域から十分な標本を採取する (例，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)、脳幹及び

小脳)。 

2) 変化の種類 

脳への発達障害の徴候に対する神経組織学的検索のガイダンスは、本ガイドラインの

(f)(8)及び(f)(22)項で見ることができる。更により典型的な種類の細胞変化 (例えば、神

経の空胞化、変性、壊死) 及び組織変化 (例えば、星状膠細胞の増殖、白血球浸潤、及

びのう胞形成) に加えて、以下を含む発達障害を示唆する構造的変化に注意を払うこ

とが特に重要だが、これらに限定しない： 

i) 例えば大脳半球の大きさあるいは小脳の正常な葉化パターンの変化のような、脳領

域の大きさや形の肉限的変化。 

ii) 核濃縮細胞や異所性ニューロン (ectopic neuron) で示されるような神経前駆細胞 

(neuronal precursors) の死滅、異常増殖、あるいは異常な細胞移動、あるいは増殖活性

化及び移動層の部位における肉限的変化、過渡的な発達構造の変化 (例えば、小脳の
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外顆粒層、本ガイドラインの (f)(15)項参照)。 

iii) 異常な細胞分化は、特殊染色下でより明白になるが、細胞体の収縮及び変形によ

っても示される。 

iv) 水頭症、特に脳室の拡大、大脳水道の狭窄及び全般的な大脳半球の菲薄化。 

(C) 主観的診断 

定性的検査において何らかの病理組織学的変化の徴候が認められた場合は、用量-反応

関係の評価を目的として主観的診断を実施する。本解析には、神経病理学的変化を示す

全ての脳部位が含まれる。全用量群からの各部位の切片を処置についてコード化し、無

作為順で検査する。各種類の頻度及び各病変の程度を記録する。全ての部位を含む全て

の用量群からの全ての切片を評価した後に、コードを解いて用量-反応関係を評価する

ために統計的解析を実施する。認められた用量関連の各種病変について、重篤度の範囲

の差違の例を記述する。その例は、病変部位が極軽微～極重度までの重篤度の程度に対

して 1+､2+、及び 3+の様な評価尺度で表して供する。 

(D) 単純な形態計測解析 

発達過程の撹乱は、時には特定の脳部位の成長の割合あるいは長さにおいてより明確に

反映されるため、脳の構造的発達を評価するために、生後 11 日及び試験終了時に幾つ

かの形状の形態計測解析を実施する。 低限これは、新皮質、海馬及び小脳の代表的な

位置における主要な層の厚さの確実な評価から成る。このような計測に関するガイダン

スは、本ガイドラインの (f)(19) 項における Rodier and Gramann を参照のこと。 

 

(e) データ収集、報告及び評価 

以下の特有な情報を報告する： 

(1) 試験系と試験方法の記述 

全般的な実験計画を規定する。これには以下が含まれる： 

(i) 使用された観察と手法の標準化に加えてスコアリングの操作定義について手順の詳

述。 

(ii) 使用している手法の感受性を示す、試験を実施している機関からの陽性対照データ。

これらのデータは出生前に曝露した試験からのものである必要はない。しかしながら、

その試験機関は、周産期に化学物質の曝露を受けた新生児における影響評価の能力を示

し、適切な日齢群に対する検査基準を確立しなければならない。 

(iii) 装置の較正と同等性を保証する手順及び検査手順における投与群間の均一化。 

(iv) 専門的判断を含むあらゆる判定を説明する簡潔な理由。 
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(2) 結果 

以下の情報は、各投与群及び対照群毎に整理しなければならない： 

(i) 以下に示す各動物のデータを表形式で備えなければならない： 

(A) 識別番号及び生まれた腹。 

(B) 各観察時点における体重と各発達指標のスコア。 

(C) 各測定日におけるセッション合計運動量及びセッション内での小計。 

(D) 各測定日におけるセッション合計聴覚性驚愕反応強度及びセッション内での強度。 

(E) 各測定日における獲得及び維持スコアが示す学習及び記憶検査の各反復試行 (ある

いはセッション) に対する適切なデータ。 

(F) 死亡時期及び死因 (可能なら)；観察されたあらゆる神経学的症状；構造検査の一覧

に加えて病変の位置、性質、頻度、及び程度；及び脳重量。 

(ii) 妥当であれば、以下のデータも供する。 

(A) 観察された神経病理学的変化の種類及び程度の典型例を示す顕微鏡写真の添付を

推奨する。 

(B) 自然発生性の疾患あるいは状態を含む、神経学的症状及び病変から派生したあらゆ

る診断も記録する。 

(iii) 各投与群と対照群の要約データを含まなければならない： 

(A) 検査開始時の動物数。 

(B) 妊娠及び哺乳中の母動物の体重。 

(C) 産児数と出生時の平均体重。 

(D) 各観察時点における各症状の異常を示した動物の数。 

(E) 各観察時期における各症状の異常を示した動物のパーセンテージ。 

(F) 各観察時点における各連続性の評価項目に対する平均値及び標準偏差。これらには、

体重、自発運動量、聴覚性驚愕反応、学習及び記憶試験の成績、局所の脳重量及び全体

の脳重量 (絶対と相対いずれも) が含まれる。 

(G) 病変が認められた動物数。 

(H) 各種異なった病変毎の発症動物数、各動物に対する各種病変の位置、頻度及び平均

重篤度。 

(I) 投与群にリストされた各動物に対して実施した全ての形態計測値。 

 

(3) データの評価 

試験結果の評価を行わなければならない。評価には、被験物質の用量とあらゆる神経毒性

作用の発現あるいは欠如、頻度、及び程度との関連性を含む。評価には、適切な統計解析
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を含む。解析法の選択は、試験計画に適した検定法及び多重比較に対する調整の必要性を

考慮する。認められる場合には、評価には、観察された神経病理学的変化と行動学的変化

間の関連性を含む。 
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OECD 発達神経毒性試験ガイドラインの翻訳 

 

翻訳対象：OECD/OCDE, 

OECD GUIDELINE FOR THE TESTING OF CHEMICALS (TG 426)： 

Developmental Neurotoxicity Study 

 

 

緒言 

1. 1995 年 6 月コペンハーゲンにて、繁殖及び発達毒性に関する OECD 作業部会は、繁殖及

び発達毒性のために既存の OECD 試験ガイドライン更新の必要性について話し合った、そ

して評価項目に向かう新しいガイドラインの開発は未だに整備されていない (1)。作業部

会は、発達神経毒性に対する試験ガイドラインは、その後改訂された米国 EPA ガイドライ

ンを基準にして記載するべきと勧告した (2)。1996 年 6 月コペンハーゲンにおいて、第 2

回検討会では、発達神経毒性における次の主要な要素 (例：動物種選択に関する詳細、投

与期間、試験期間、評価される項目、結果を評価する基準) を含む、新しいテストガイド

ラインの概要に関するガイダンスの事務局を準備するため開催された。米国神経毒性危険

評価ガイドラインは、1998 年に公表された (3)。2002 年 10 月に OECD 専門家検討会及び

ILSI Risk Science Institute Workshop は相次いで開催され、専門家検討会は 2005 年に東京で

開催された。現試験ガイドラインと会議の勧告 (4)(5)(6)(7) に関連する科学的及び技術的

問題点について話し合うために開催されたこれらの会議は、本テストガイドラインの開発

において考慮された。本テストガイドラインの実施、解説及び専門用語に関する追加情報

は“Reproductive Toxicity Testing and Assessment” (繁殖毒性試験と評価) に関する Guidance 

Documents No. 43 (8) 及び、“Neurotoxicity Testing” (神経毒性試験) におけるNo.20 (9) を参

照すること。 

 

序説 

2. いくつかの化学物質はヒト及びその他の動物種に発達神経毒性影響を及ぼすことが知

られている (10)(11)(12)(13)。発達神経毒性誘発ポテンシャルの有無を決定するためには、

化学物質または混合物 (“被験物質”) の毒性学的特性を検索し、確認する必要がある。発達

神経毒性試験は、子宮内及び発育初期に化学物質に曝露された児動物の発達神経系におけ

る機能学的及び形態学的変化を検索し、用量相関性を含め、被験物質の毒性学的特徴を把

握するのに必要なデータを提供することを目的にデザインされている。 
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3. 発達神経毒性試験は、通常個別の試験として実施されるが、繁殖毒性試験や成獣の神経

毒性試験 (例 試験ガイドライン 415 (14), 416 (15), 424 (16)) あるいは胎児期の発達毒性試

験 (例 試験ガイドライン 414 (17)) に組み込んだ併合試験としても実施できる。ただし、

併合試験として実施する場合には、組み込まれた各試験の目的を十分に達成し得る内容の

試験デザインが不可欠である。全ての試験は、実験動物の使用に対する適用可能な政府及

び試験施設の倫理規定 (指針) に従う必要がある (例 18)。 

 

4. 試験施設は、試験実施前に被験物質に関する全ての有効な情報を入手する必要がある。

この情報には次のような物質の特性及び化学構造が含まれる；物理化学的性質；物質によ

るその他の in vitro または in vivo 毒性試験結果；化学構造に関連する物質による毒性デー

タ；及び物質の予想される用法。この情報は、試験がヒトの健康保護に対して適切である

ように、全ての配慮を満たすため必要であり、適切な開始用量の選択における手助けとな

る。 

 

試験の原則 

5. 被験物質は母動物に対し妊娠及び授乳期間に投与される。母動物は妊娠期及び授乳期の

投与影響を評価するために試験され、児動物への毒性影響との比較情報も提供する (母動

物対児動物)。児動物は神経毒性評価のために産腹の中から無作為に選抜される。検索項目

は、身体発達の評価、行動発生、自発運動、運動及び感覚機能、学習と記憶を含む総体的

な神経及び行動学的異常を検出するための観察から成る；加えて生後の発達及び成熟期間

における脳重量と神経病理学的評価を含む。 

 

6. 個別の試験として本試験方法が実施される場合、各群における追加可能な動物は特定の

神経行動、神経病理、神経化学または電気生理学的処置に供すことができ、本ガイドライ

ンで推奨された検査から得られたデータを補うことができる (16)(19)(20)(21)。経験的観察、

予期された効果あるいは機序/行動様式が特定のタイプの神経毒性を示す場合、追加処置は

特に有用である。これらの追加処置は、児動物同様、母動物について用いてもよい。加え

て、これらの処置が完全な in vivo の処置を変更しない限り、ex vivo あるいは in vitro での

処置を用いても良い。 

 

試験の実施 

動物種の選択 

7. 試験動物はラットが好ましい；適切な場合には他の動物種を使用できる。ただし、本試
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験ガイドラインにおける妊娠期間及び出生後の日は一般的に用いられる系統のラットで特

有である。従って、異なる動物種あるいは特殊な系統を用いる場合には、対比できる日を

選択する。他の動物種の使用には、毒性学、薬物動態学及び/またはその他のデータに基づ

く根拠が示されなければならない。正当であるという理由には、種特有の出生後の神経行

動及び神経病理学的評価を含む。もしも試験初期に問題発生があったならば、問題が発生

した動物種/系統について考慮する。異なる系統のラットでは反応特性が異なるので、供試

した系統の適切な生産性及び反応性を有する証拠がなくてはならない。発達神経毒性を検

出するために、他種の信頼性及び感受性について文書化する。 

 

飼育管理条件 

8. 実験動物室の温度は 22±3°C とする。相対湿度は少なくとも 30%及び動物室の洗浄時を

除いて 70%を超えてはならず目標は 50-60%である。照明は人為的に、連続 12 時間の明期

及び 12時間の暗期とする。動物が通常は活動的な時刻として (22)、暗期 (赤色照明の下) に

機能及び行動項目の評価を行う目的での交配前及び試験期間中の照明サイクルの逆転は可

能である。明暗サイクルにおけるいかなる変更においても、新しいサイクルに動物が適応

するための適切な馴化期間を含まなくてはならない。給餌には、通常の実験動物用飼料を

不断給水と共に用いる。餌及び水の種類を報告し、いずれも汚染物質についての分析をす

る。 

 

9. 動物は個別収容あるいは少数の同性で群飼する。交配処置はその目的に適したケージ内

で行う。交配確認の後あるいは遅くとも妊娠 15 日以降は、交配動物を分娩あるいは妊娠用

ケージに個別に収容する。ケージはケージ位置による影響の可能性が 小限になるような

方法で配置する。分娩間近には、交配した雌に適切なそして規定された巣材を提供する。

妊娠期間中における不適切なハンドリングまたはストレスが、胎児損失、胎児及び出生後

の発達の変化を含む有害な結果を招く可能性があることは良く知られている。処置に無関

系な要因による胎児損失を防ぐために、妊娠中の動物は注意深く取り扱い、過剰な外部の

騒音のような外部因子からのストレスを避ける。 

 

供試動物 

10. 試験が他試験への組み込みでなければ (3 項参照)、施設環境に馴化させた以前に検査

処置に供試していない健康な動物を使用する。試験動物は、種、系統、由来、性別、体重

及び性別に関して特徴付ける。各動物には個体識別番号を割り当て標識する。全ての試験

群の動物は、実行可能な程度で同一の体重及び年齢とし、試験における種及び系統の正常
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範囲内でなければならない。未経産の若齢雌動物を各用量で使用する。兄妹交配をしては

ならず、それを保証するために注意する。妊娠 (Gestation Day；GD) 0 日は膣栓及び/また

は精子が観察された日である。妊娠動物を供給業者から購入する場合には、十分な馴化期

間 (例 2-3 日) を考慮する。交配した雌は、偏りのない方法によって対照群及び処置群に

割り当て、可能な限り群間で均一に配分する (例えば、体重値に基づくような、全ての群

間へ均一に配分するための無作為化法を推奨する)。同じ雄によって受精された雌は、各群

にわたって均等にする。 

 

試験方法 

動物数及び性別 

11. 各試験群及び対照群には、神経毒性検索に適切な児動物数を確保するために、被験物

質に曝露される十分な数の妊娠した雌を含む。各用量につき計 20 腹を推奨する。1 群あた

りの産腹の合計数が達成された場合、繰り返し及び互い違い-群 (staggering-group) 投与の

設計が可能になり、適切な統計学モデルが繰り返しに対する計算に用いられる。 

 

12. 生後 (Postnatal Day；PND) 4 日 (出生日は PND 0) あるいはそれ以前に、全ての腹が同

一の同腹児数になるように、無作為選抜によって余剰哺乳児を除外して、各腹の匹数を調

整する (23)。同腹児数は、使用するげっ歯類の系統における平均同腹児数を超えてはいけ

ない (8-12)。産腹について雌雄の哺乳児を同数にすることはほぼ可能である。例えば体重

に基づくような、児動物の選択的な除外は適切ではない。産腹の標準化 (淘汰) 以降、機

能評価についての検査以前に、離乳前または離乳後の検査が予定されている個々の哺乳児

は、児動物の識別のための適切な人道的方法を用いて、個体別に識別する (例 24)。 

 

機能及び行動検査、脳重量、及び神経病理学的評価に対する動物の配分 

13. ガイドラインは機能及び行動検査、性成熟、脳重量の測定、及び神経病理学的評価 (25)

に対する子宮内及び経乳汁曝露された動物の配分については様々な手段を許容する。元来

要求されている検査の完全性が損なわれない限り、神経行動機能 (例 社会行動)、神経化

学または神経病理の他の検査をケース バイ ケースの原則に基づいて追加出来る。 

 

14. 生後 4 日またはそれ以降に、哺乳児は各用量群から選抜され、評価項目の検索のため

に割り当てられる。哺乳児の選抜は、可能な範囲で、各用量群について各腹から両性を全

検査において等しく提示されるように行う。同一ペアの雌雄の哺乳児の自発運動量を検査

するために、全て離乳前の日齢で検査する (35 項参照)。全てのほかの試験について、同一
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または別々の雌雄動物のペアを、異なる行動検査に割り当てることができる。これらの測

定において年齢と以前の訓練による影響の混同を避けるために、離乳時と成熟期の認知機

能検査については、異なる児動物を割り当てることが必要だろう (26)(27)。離乳時 (PND21) 

に、検査に選抜されなかった児動物は人道的に処分することができる。配分された哺乳児

におけるいかなる変化も報告する。測定の統計学上の単位は腹 (または母動物) であり、

哺乳児ではない。 

 

15. 離乳前及び離乳後の検査、認知検査、病理検査などに対して児動物を割り当てるには

異なる方法がある (図 1 一般的な計画及び付表 1 配分例参照)。離乳前及び離乳後検査の

ために各用量群について推奨される 小の動物数は以下の通りである。 

 臨床症状観察及び体重     全ての動物 

 詳細な臨床観察     20/性 (1/性/腹) 

 脳重量 (固定後) 生後 11-22 日    10/性 (1/腹) 

 脳重量 (未固定) ～生後 70 日    10/性 (1/腹) 

 神経病理 (浸漬固定または灌流固定) 生後 11-22 日 10/性 (1/腹) 

 神経病理 (灌流固定) ～生後 70 日   10/性 (1/腹) 

 性成熟      20/性 (1/腹) 

 その他の発達指標 (任意)    全ての動物 

 行動発生      20/性 (1/腹) 

 自発運動      20/性 (1/腹) 

 運動及び感覚機能     20/性 (1/腹) 

 学習及び記憶      10/性 a)(1/腹) 

a) 認知機能検査の感受性が依存しているため、より多数の動物での実験を考慮すべきであ

る。例えば 1 腹あたり雌雄各 1 匹 (動物の割り当は付表 1 参照)、さらに標本数についての

ガイダンスは the Guidance Document 43 (8)に提供されている。 

 

投与用量 

16. 少なくとも 3 用量と同時に 1 つの対照を用いる。投与用量は毒性影響の変化を示すた

めに、間隔をあける。被験物質の物理化学的性質または生物学的特性によって限定されな

ければ、 も高い用量はいくつかの母動物の毒性 (例 臨床症状、体重増加量抑制(10 %を

超えない) 及び/またはある標的臓器における用量に限定した毒性徴候) の発現を目的とし

て選択する。高用量は 1000 mg/kg 体重/day までに限定してよいが、いくつかの例外がある。

例えば、ヒトにおいて予想される曝露が、高い用量を用いる必要性を示すかもしれない。
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代わりとして、母動物に僅かな毒性を示す 高用量を決定するために、検討試験または予

備的な用量設定試験を実施する。もしも被験物質が一般的な発達毒性試験または検討試験

のいずれかにおいて発達毒性を示す場合、 高用量は、過剰な児動物の毒性、または子宮

内あるいは新生児の死亡や奇形を誘発しない、神経毒性の意味のある評価を不可能にする

ことのない、 大の投与量とする。 低用量は、神経毒性を含む母動物または発達毒性の

いずれにもいかなる所見も示さない。用量を下げる順は、いくつかの用量相関性の反応及

び無毒性量 (No-Observed-Adverse Effect Level，NOAEL) を示すこと、またはベンチマーク

用量の決定を可能にする検出限界に近い用量が認められることを見越して選択する。2-4

倍の間隔は、下降する用量を設定するのにしばしば 適である、そして非常に大きな間隔

(例えば、公比 10 を超える) を使用する際には 4 番目の用量の追加がしばしば望まれる。 

 

17. 投与用量は、被験物質の代謝及び薬物動態または関連する資料に関する追加情報と同

様に、全ての既存する毒性データを考慮に入れながら選択されるべきである。この情報は、

投与計画の妥当性を示すことにおいてもまた手助けになる。哺乳児への直接投与は、曝露

及び薬物動態の情報に基づいて考慮されるべきである (28)(29)。直接投与による試験実施

前に、利点と欠点について注意深く考慮する (30)。 

 

18. 同時設定の対照群は、処置対照群または被験物質を投与するために媒体を使用した場

合には媒体対照群とする。通常、全ての動物に、体重に基づいて被験物質または媒体のい

ずれかを同じ容量で投与する。媒体または他の添加物が投与を容易にするために用いられ

る場合は、以下の特徴に考慮をあたえる：被験物質の吸収，分布、代謝、貯留における影

響；毒性兆候を変化させる可能性のある被験物質の化学的性状における影響；動物の摂餌、

摂水または栄養状態における影響。媒体は、神経行動毒性ないし繁殖または発達への作用

のどちらもなく、試験の解釈を妨げる可能性のある影響の原因にはならない。新奇の媒体

に対しては、処置対照群には媒体対照群を追加して含める。対照群における動物は、試験

群動物と同一の方法で扱う。 

 

投与液の投与 

19. 被験物質または媒体は、ヒトでの曝露の可能性と も関連性のある経路で、試験動物

における有効な代謝及び分布情報に基づいて投与する。一般的な投与経路は経口である 

(例えば胃内、飼料、飲水経由)、しかし他の経路 (例えば経皮、吸入) は特徴及び予想また

はヒトの曝露経路としての知見によって使用を許可する (さらなる手順は the Guidance 

Document 43 の中で示す)。投与経路選択の正当性について示す。被験物質は毎日ほぼ同じ
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時間に投与する。 

 

20. それぞれの動物に対する投与量は、通常は直近の個体別の体重値に基づいて決定する。

しかしながら、妊娠の 後の 3 日間における投与量を調整する場合、注意を払う。過剰な

毒性が処置をした母動物で認められた場合、この動物は人道的に屠殺する。 

 

21. 小限の被験物質または媒体は、着床時 (GD6) から授乳期 (PND21) を通して交配し

た雌に対して毎日投与し、それによって哺乳児は出生前及び後の神経学的発達期間中、被

験物質の曝露を受ける。知見がヒトの曝露により関連した実験計画をサポートする場合、

投与開始の日齢、投与期間と回数は調整可能である。投与期間は、他の動物種に対しても

全ての早期の脳発達期間 (すなわち、胎児期及び生後早期のヒトの脳発達に相当する) に

おける曝露を確実にするように調整する。投与は妊娠開始 (GD0) から始めて構わないが、

着床前の損失の原因となる被験物質作用の関与を考慮する。GD6 の投与開始はこの危険性

を回避するだろう、しかし GD0 から GD6 の間の発達段階での処置はされない。試験施設

が妊娠動物を購入するとき、GD0 で投与を始めることは実用的ではない、したがって GD6

は優れた開始日であろう。試験施設は、被験物質の作用、以前の経験及び論理的考慮につ

いての関連情報に基づき投与計画を設定する；そしてこれは離乳を経過した投与の延期を

含むであろう。投与は、児動物の出産を完了していない動物の分娩日に行ってはならない。

一般的に、哺乳児への曝露は母乳を介して生じると考えられている；しかしながら児動物

に対する継続曝露の証拠が欠如している際には、哺乳児への直接曝露を考慮する。継続曝

露の証拠は、例えば薬物動態情報、児動物の毒性または生物学的指標の変化から検索でき

る (28)。 

 

観察 

母動物の観察 

22. 全ての母動物を、少なくとも一日一回、瀕死及び死亡を含む健康状態に注目して注意

深く観察する。 

 

23. 投与及び観察期間中、さらなる詳細な臨床症状の観察を定期的に (少なくとも、妊娠期

の投与期間中に 2 回及び授乳期の投与期間中に 2 回) 1 用量あたり少なくても 10 匹の母動

物について実施する。動物は、動物のストレスと観察の偏りを 小限にし、観察者間にお

ける信頼性を 大限にするために標準化された手順を用いて、動物の処置について知らさ

れていない訓練された技術者によって、ホームケージ外で観察される。可能であれば、所
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与の試験の観察は同一の技術員によって実施されることが望ましい。 

 

24. 観察された症状の発現を記録する。可能な時はいつでも、観察された症状の程度もま

た記録する。臨床症状の観察では以下を含むがこれに限定しない、皮膚、被毛、眼、口、

粘膜、分泌物及び自律神経活性 (例 流涙、立毛、瞳孔径、異常な呼吸状態及び/または口呼

吸、そして異常な排尿または排糞の症状)。 

 

25. 体位、活動量 (例えば、探索行動の低下または増加) 及び運動協調性に関連するあらゆ

る異常な反応もまた記録する。歩行 (例 動揺歩行、運動失調）、体位 (例 円背位) 及び取

扱に対する反応、位置または他の環境刺激に対する変化と同様に、間代性あるいは強直性

の動作、痙攣、振戦、常同行動 (例 過剰な身づくろい、異常な頭の運動、旋回の繰り返し)、

異常行動 (例 自咬または過剰に舐める、自傷、後ずさり、発声）、または攻撃性の発現に

関して記録する。 

 

26. 毒性症状は発現日、時間、程度及び持続期間を含めて記録する。 

 

27. 試験期間を通して少なくとも週 1 回投与時に、分娩日または分娩日間近、及び PND21 

(離乳) に、動物の体重を測定する。胃内投与試験の母動物については少なくとも週 2 回体

重を測定する。各体重値が決定した時点で、適宜、投与量を調整する。妊娠期及び授乳期

間中に、 小限で週 1 回、摂餌量を測定する。混水曝露の場合、少なくとも週 1 回、飲水

量を測定する。 

 

児動物の観察 

28. 全ての児動物は、少なくとも一日一回、毒性症状及び瀕死及び死亡について注意深く

観察する。 

 

29. 投与及び観察期間中、児動物のより詳細な臨床症状観察を実施する。児動物は (少なく

とも 1 匹/性/腹)、動物のストレスと観察の偏りを 小限にし、観察者間における信頼性を

大限にするために標準化された手順を用いて、動物の処置について知らされていない訓

練された技術者によって、ホームケージ外で観察される。可能であれば、観察は同一の技

術員によって実施されることが望ましい。 小限、24 項及び 25 項に記載された評価項目

は、観察する発達段階に適して観測する。 
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30. 児動物における全ての毒性症状は発現日、時間、程度及び持続期間を含めて記録する。 

 

身体的発達指標 

31. 発達の離乳前指標 (例 耳介開展、眼瞼開裂、切歯萌芽) の変化は体重と良く相関する 

(30)(31)。体重は身体発達の一番の指標であろう。発達指標の測定は、そのためにこれらの

評価項目が追加情報を提供するという知見が事前に存在する場合にのみ推奨される。これ

らの指標の評価におけるタイミングは Table 1 に示す。予想される影響、及び初期の測定結

果によっては、さらなる時点の追加、または他の発達段階における測定の実施が望ましい。 

 

32. 身体の発達を評価する場合、出生後の日齢の代わりに交尾後の日齢を使用することが

望ましい (33)。哺乳児が離乳日に検査される場合、離乳に関連したストレスによる混乱の

影響を避けるために、その検査は実際の離乳に先だって実施することを推奨する。加えて、

哺乳児のいかなる離乳後の検査も離乳後 2 日間は実施すべきではない。 

 

Table 1: 身体及び発達指標と機能/行動の評価項目の測定時点 (a) 

日齢 
評価項目 離乳前 (b) 成長期 (b) 若齢期 (b) 

身体及び発達指標 

体重及び臨床観察 週 1 回 (c) 少なくとも 
2 週に 1 回 

少なくとも 
2 週に 1 回 

脳重量 PND 22 (d) 試験終了時 
神経病理 PND 22 (d) 試験終了時 
性成熟 － 適切な時期 － 
その他の発達指標 (e) 適切な時期 － － 
機能/行動評価項目 

行動発生 少なくとも 
2 種の検査 

  

自発運動 (慣れを含む) 1-3 回 (f) － 1 回 
運動及び感覚機能 － 1 回 1 回 
学習及び記憶 － 1 回 1 回 
 

a) 上の表では、検査を実施する際の 小限の回数を示す。予測される影響及び初期の測定

結果によっては、時点の追加または他の発達段階での実施が望まれるであろう。 

b) 離乳後 2 日間は、哺乳児は検査しないことが推奨される (32 項参照)。成長期の検査に

対して推奨される日齢：学習及び記憶=PND25±2；運動及び感覚機能=PND25±2。若齢期

の検査に対して推奨される日齢：PND60-70 

c) 哺乳児に直接投与する場合、体重増加が急激な時期には投与量の調整のために少なくと

も週 2 回、体重を測定する。 
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d) 適切な場合には、脳重量及び神経病理は、ある早い時期 (例えば、PND11) に評価され

る (39 項参照)。 

e) 体重に加えて他の発達指標 (例えば、眼瞼開裂) は、適切な時点で記録する (31 項参照)。 

f)  35 項参照 

 

33. 例えば目視による検査または肛門性器の距離の測定によって (34)(35)、生存哺乳児を数

えて雌雄別にする、そして腹内の各哺乳児は、出生時またはその直後、授乳期間中は少な

くとも週 1 回、その後は少なくとも 2 週に 1 回、個体別に体重を測定する。性成熟を評価

す際には、腹あたり少なくても雌雄各 1 匹について膣開口 (36) または包皮分離 (37) が生

じた日齢及び体重を判定する。 

 

行動発生 

34. 選択された行動発生は、全ての行動評価に対して全ての検査日に使用する同一哺乳児

を用いて、少なくても 1 匹/性/腹について適切な齢期中に計測する。測定日は、その行動発

生における正常または投与に関連した変化のいずれかを明確にするための期間にわたって

等間隔に置く (38)。以下はその発生を評価する行動のいくつかの例である：正向反射、背

地走性及び自発運動 (38)(39)(40)。 

 

自発運動 

35. 自発運動は、離乳前及び成熟期の間、観測する (41)(42)(43)(44)(45)。離乳時の検査につ

いては 32 項を参照。検査実施時間は、無処置対照について実施中に慣れを示すのに十分な

長さとする。行動発生評価のための自発運動の使用を強く推奨する。行動発生検査として

使用する場合、全ての離乳前検査期間について同一動物を検査に用いる。検査は、期間内

馴化の発生評価のために十分な頻度とする (44)。これは離乳に先立って 3 回またはそれ以

上、及び離乳日を含めて要求されるであろう (例えば PND13、17、21)。同じ動物または同

腹子の検査は、試験終了間近の成熟期でも実施する (例えば、PND60-70)。追加日程の検査

は必要によって行われるであろう。自発運動は、増加及び減少の両方を検出することが可

能な自動活動性記録装置によって観測される (すなわち、その装置で測定した基礎運動量

は、運動量減少の検出が妨げられるほど低くてはならないし、また運動量の増加の検出が

妨げられるほど高くてはならない)。各装置は、可能な範囲で、装置間及び測定日間の操作

の信頼性を保証するため、標準的手順によって検査されなければならない。各動物は個別

に検査する。処置群間は、活動性の日周リズムによる混乱を避けるために検査時間の均衡

をとる。検査条件のばらつきを 小にし、処置に対して意図的な関連がないことを保証す
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るように努める。自発運動を含む多くの行動計測に影響する変数の中には、騒音レベル、

検査用ケージの大きさと形状、室温､相対湿度、照明条件、臭気、ホームケージを使用する

か新奇な検査用ケージを使用するか、及び環境の混乱がある。 

 

運動感覚機能 

36. 運動及び感覚機能は成長期 (adolescent) 及び若齢期 (PND60-70) に少なくとも 1 回は

詳細に検査する。離乳時の検査については、32 項を参照する。感覚の様相 (例えば、体性

感覚、前庭) 及び運動機能 (例えば、強度、強調性) の適切な定量的サンプリングを確実に

するため、十分な検査を実施する。運動及び感覚機能検査の幾つかの例は、伸筋スラスト

反応 (46)、正向反射 (47)(48)、聴覚性驚愕馴化 (40)(49)(50)(51)(52)(53)(54) 及び誘発電位 

(55) である。 

 

学習及び記憶検査 

37. 連合学習及び記憶の検査は、離乳後 (25±2 日) 及び若齢期 (PND60 及びそれ以降) に実

施する。離乳時の検査については、32 項を参照する。同一または別々の検査を、これらの

2 つの発達段階で用いることができる。離乳期及び成熟期のラットにおける学習及び記憶

検査の選択に関して、ある程度の柔軟性が認められる。しかしながら、検査は 2 つの基準

を満たすように計画されなければならない。第 1 に、訓練経験の非連合作用について制御

する条件に基づいて、何回かの反復学習試行またはセッションにわたる変化としてあるい

は単回試行を含む検査においてのいずれかで、学習を評価する。第 2 に、検査には本来的

な学習 (獲得) に加えて、記憶 (短期あるいは長期) の何らかの測定を含むが、この記憶の

計測では同一の検査から得られる獲得の計測なしには報告できない。学習及び記憶検査で

被験物質の影響が示された場合は、感覚、情動、及び/あるいは運動能力に基づく変化の説

明を排除するための追加検査実施を考慮する。上記の 2 基準に加えて、調査している化合

物類に対して感受性を示すという文献がある場合には、それに基づく学習及び記憶検査の

選択を要求する。このような情報がない場合の上記基準を満たす検査例：受動回避 

(43)(56)(57)、成熟ラットについて (58) 及び幼若ラットについて (59) の位置遅延見本合わ

せ、嗅覚条件付け (43)(60)、モーリス水迷路 (61)(62)(63)、ビールあるいはシンシナティ迷

路 (64)(65)、放射状迷路 (66)、T 型迷路 (43)、及びスケジュール制御行動の獲得及び維持 

(26)(67)(68)。追加検査は、離乳ラットについて (26)(27) 及び成熟ラットについて (19)(20) 

記載がある。 
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屠殺後検査 

38. 児動物の離乳後、母動物は安楽死させることができる。 

 

39. 児動物の神経病理学的検索は PND22 あるいはより早い時期で PND11 と PND22 の間、

そして同様に試験終了時に安楽殺した動物からの組織を用いて行う。PND22 の間に屠殺さ

れた動物に対して、脳組織を検索する；試験 終日に屠殺された動物に対して、中枢神経

系 (CNS) 組織と末梢神経系 (PNS) 組織の両方について検索する。PND22 あるいはより早

く屠殺した動物は浸漬または灌流のいずれかによって固定されるだろう。試験終了時に屠

殺した動物は灌流によって固定する。組織標本の切り出し、組織の処置、及びスライド標

本の染色を通して、灌流した動物からの組織標本試料の全ての局面は、各バッチに各用量

群からの代表的な標本を含むように均衡が取れた設計を用いる。神経病理学に関する追加

のガイダンスは、Guidance Document No. 20 (9) あるいはまた文献 (103) を参照すること。 

 

組織標本処理 

40. 剖検時に認められた全ての肉眼的異常は記録する。採取された組織標本は、神経系の

全ての主要部位を代表する。組織標本は、標準化して公表された手順 (69)(70)(71)(103) に

従って、適切な固定液中で保存し、処理する。パラフィン包埋は CNS 及び PNS 組織につ

いて容認されるが、さらに高度な分析が要求される場合 (例えば、末梢神経障害が疑われ

る場合及び/または末梢神経の形態学的解析のための末梢神経について)、オスミウム後固定

及びエポキシ包埋の使用が適している。形態計測解析のために採集された脳組織は、固定

液中での保存の延長に関する収縮によるアーティファクトを避けるために、同時に全ての

用量群を適切な媒体中に包埋する (6)。 

 

神経病理学的検査 

41. 定性的な試験の目的は、 

i) 神経病理学的変化の徴候を示す神経系内の部位を同定すること、 

ii) 被験物質曝露の結果としての神経病理学的変化の種類を同定すること、及び 

iii) 神経病理学的変化の程度の範囲を決定すること、である。 

組織標本からの代表的な組織切片は、神経組織学的変化の徴候について適切に訓練された

病理学者によって、顕微鏡学的に検査される。全ての神経病理学的変化は、重篤度を示す

主観的な程度を割り当てる。ヘマトキシリン・エオジン染色は、PND22 あるいはそれ以前

に安楽殺した動物からの脳切片を検索するためには十分だろう。しかしながら、ミエリン

染色 (例えば、ルクソールファーストブルー及びクレシルバイオレット) 及び銀染色 (例え
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ば、ビールショースキーまたはボディアン染色) は、試験終了時に屠殺された動物からの

CNS 及び PNS 切片に対して推奨される。病理学者の専門的な判断及び観察された変化の種

類によって、変性の区別及び特有なタイプの特徴づけに適している他の染色法、例えば、

星状膠細胞あるいは小膠細胞の変化を評価するためのグリア線維性酸性タンパク (Glial 

fibrillary acidic protein；GFAP) またはレクチン組織化学 (72)、壊死を検出するためのフル

オロ-ジェイド (73)(74)、または神経細胞変性に対して特異的な銀染色 (75) が考慮される。 

 

42. 形態計測 (定量的) の評価は、これらのデータが投与に関連した影響の検出を補助し、

脳重量または形態計測における投与に関連した差違の解釈に有用な可能性があるため実施

する (76)(77)。神経組織は形態計測の検索が可能なように採取及び処置する。形態計測の

評価は、例えば、脳特定部位の長さまたは面積の測定を含むであろう (78)。長さまたは面

積の測定は、信頼性のある光学顕微鏡的指標に基づいて注意深く選択された相同する切片

の使用が要求される (6)。立体解析学は、特定の神経解剖学的部位における容積または細

胞数のような指標において、投与に関連する影響を見極めるために使用される 

(79)(80)(81)(82)(83)(84)。 

 

43. 脳については、投与関連の神経病理学的変化のいかなる徴候についても検査し、完全

な検査を保証するために全ての主要な脳領域から十分な標本を採取する (例えば、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)、脳幹及び小脳)。

全ての動物における切片を同一面で採取することが重要である。試験終了時に安楽殺した

成獣において、脊髄と PNS の代表的な切片を採取する。検査領域には、視神経及び網膜を

含む眼球、頚部及び腰部膨大部脊髄、背部及び腹部神経根、近位坐骨神経、近位脛骨神経 (膝

部) 及び脛骨腓腹筋分岐部を含む。脊髄と末梢神経の切片は、交差または横断及び縦断切

片の両方を含む。 

 

44. 神経病理学的検索は、細胞変性 (例えば、神経の空胞化、変性、壊死) 及び組織変化 (例

えば、神経膠症、白血球浸潤、のう胞形成) に加えて、神経系における発達障害の指標に

ついての検査を含む (6)(85)(86)(87)(88)(89)。この点について、投与に関連した影響を、屠

殺時期に相関する発達段階に生じることが知られている正常な発生学的事象から区別する

ことが重要である (90)。以下を含む発達障害を示唆する明らかな変化の例を示すが、これ

らに限定しない： 

- 嗅球、大脳または小脳の肉眼的大きさまたは形の変化； 

- 細胞集団あるいは軸索突起の正常な移動の消失あるいは残存に起因する部位の大きさの
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増加あるいは減少 (例えば、小脳の外顆粒層、脳梁) を含む、様々な脳部位における相対

的なサイズの変化； 

- 過剰なアポトーシスまたは壊死、異所性の集族あるいは散在、皮質構造の様々な層の相

対的なサイズにおける混乱あるいはニューロン形態異常の領域によって示されるような、

増殖、移動、及び分化における変化； 

- 全体的なサイズの縮小あるいはミエリン構造の染色性の変化を含む、髄鞘形成パターン

の変化； 

- 水頭症の徴候、特に脳室の拡大、大脳水道の狭窄及び大脳半球の菲薄化。 

 

神経病理学的変化における用量相関性の解析 

45. 定性的解析のために、次の段階的な手順を推奨する。初めに、高用量群からの切片を

対照群の切片と比較する。高用量群の動物に神経病理学的異常の徴候が認められない場合

は、更なる解析は求めない。高用量群の動物に神経病理学的異常の徴候が認められる場合

は、中用量群及び低用量群の動物についても検査する。高用量群が死亡または他の毒性と

の交絡によって終了した場合、高用量と中用量について神経病理学的変化を解析する。低

用量群において何らかの神経毒性徴候が認められる場合には、これらの群について神経病

理学的解析を実施する。定性的あるいは定量的検査において何らかの投与に関連した神経

病理学的変化が認められた場合は、発現率、病変の頻度及び重篤度の程度あるいは形態学

的変化の用量依存性を、全用量群からの全動物の評価に基づいて決定する。何らかの神経

病理学的変化の徴候が示された全ての脳部位をこの評価に含む。各病変のタイプについて、

各程度の区分に用いた特徴を示している、各重篤度の程度の定義に使用するための判定を

記述する。病変の各タイプの頻度とその重篤度の程度を記録し、用量相関性の性質を評価

するために統計学的解析を実施する。コード化したスライドの使用が推奨される (91)。 

 

データ及び報告 

データ 

46. データは各試験群について、変化のタイプ及び母動物数、性別の児動物数、各タイプ

の変化を示した腹を示す個別及び要約した表形式で報告する。児動物が直接出生後曝露さ

れた場合は、経路、曝露時期及び期間を報告する。 

  

結果の評価及び解釈 

47. 発達神経毒性試験は、子宮内及び出生後早期の発達期間における被験物質の反復曝露

影響に関する情報を提供するだろう。強調すべきは、試験結果は一般毒性と発達神経毒性
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の評価項目の両方に位置づけられるため、母動物の一般毒性が存在しない中で生じた神経

発達影響と、母動物の毒性も存在するレベルでのみ認められる神経発達影響の区別を考慮

に入れることであろう。試験設計、統計解析、及びデータの生物学的有意差の間の複雑な

相互関係によって、発達神経毒性データの適切な解釈は専門的な判断を必要とするだろう 

(107)(109)。試験結果の解釈には、証拠の重み付けアプローチを用いる (20)(92)(93)(94)。行

動または形態学的所見のパターンは、存在するのであれば、用量反応性の証拠と共に考察

する。ヒトの疫学的研究あるいは症例報告、及び実験動物による研究 (例えば、毒物動態

学データ、構造活性情報、他の毒性試験からのデータ) を含む、発達神経毒性の評価に関

連する全ての試験からのデータを、この評価の中に含む。これには被験物質の用量と、発

現あるいは不発現、発現率、そして各性に対するあらゆる神経毒性影響の程度との関連性

を含む (20)(95)。 

 

48. データの評価は、生物学的及び統計学的有意差の両方の考察を含む。統計学的解析は

データの解釈を決定するよりも、むしろ基準とする道具として検討するべきである。統計

学的有意差の欠如を投与に関連した影響が無いと結論付ける唯一の根本的理由にすべきで

はない、同様に、統計学的有意差を投与に関連した影響であると結論付ける唯一の根拠に

すべきではない。特に投与と無関係である場合には、偽陰性所見及び「陰性であることの

立証」の固有の困難さに備えるために、信頼できる陽性及び背景データについて考察する 

(102)(106)。偽陽性の可能性は、データの全体的な統計評価の観点から考察する (96)。もし

あれば、評価には、観察された病理組織学的及び行動学的変化の関連性を含む。 

 

49. 全ての結果は実験計画に適した統計学的モデルを用いて解析する (108)。パラメトリッ

クまたはノンパラメトリック解析の選択は、選択された統計解析の相対的な頑健さと同様

に、データの性質 (変換有または無し) 及びそれらの分布のような考慮すべき要因によっ

て正当化される。試験の目的と計画は、第 1 種 (偽陽性) 及び第 2 種 (偽陰性) の過誤を

小化するように統計学的解析の選択を案内する (96)(97)(104)(105)。1 腹あたり多数の児動

物で試験される多産の動物種を使用する発達試験は、第 1 種の過誤の確率の増大に備える

ために、統計モデルに腹を含める (98)(99)(100)(101)。測定の統計学的単位は腹であって、

哺乳児ではない。検査は、同腹児が独立した観察として扱われないように計画する。同じ

検査の中で繰り返し測定されたいかなる評価項目も、これらの測定値が非独立として扱わ

れる統計モデルを用いて解析する。 
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試験報告書 

50. 試験報告書には以下に示す情報を含める。 

被験物質： 

- 物理学的性状、関連する物理化学的性状； 

- 供給元を含む識別データ； 

- 製剤の純度と既知及び/または予想される不純物。 

媒体 (適用した場合には)  

- 水または生理食塩水を除く、媒体の選択についての正当性。 

試験動物： 

- 使用した動物種及び系統、及びラットを除く正当性； 

- 試験動物の供給元； 

- 動物の数、開始時の齢期、及び性別； 

- 由来、飼育環境、飼料、水など； 

- 試験開始時における動物の個体別体重。 

試験条件： 

- 投与用量選択に対する理由； 

- 投与経路及び投与期間についての理由； 

- 媒体、容量及び投与した物質の物理的形状の詳細を含む、投与実施の説明； 

- 被験物質の処方/飼料調製、達成濃度、調製物の安定性及び均一性の詳細； 

- 母動物と児動物の個体識別に使用した方法； 

- 投与群への母動物の分配、淘汰するための児動物選抜、及び試験群への児動物の分配に

用いた無作為化手順の詳述； 

- 被験物質投与の詳細； 

- 適用可能な場合には、飼料/水または吸入の被験物質濃度 (ppm) から実質の用量 (mg/kg 

body weight/day) への換算； 

- 環境条件； 

- 飼料及び水 (例えば、上水、蒸留) の品質の詳細； 

- 試験開始及び終了の日付。 

観察及び検査手順： 

- スコアリングによる観察における操作の定義づけと共に、観察及び手順の標準的のため

に使用した手順書の詳述； 

- 使用した全ての検査手順のリスト、及びそれらの使用についての正当性； 
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- 自動化された装置に関する情報と詳細を含む、使用した行動/機能、病理学、神経化学あ

るいは電気生理学的手順の詳細； 

- 装置の較正と同等性の保証及び検査手順における試験群の均一化についての手順； 

- 専門的な判定を含むあらゆる決定を説明する簡潔な理由。 

結果 (適切な場合には平均値と分散を含めた、個体表及び総括表)： 

- 試験開始時における動物数及び試験終了時における数； 

- 各検査法に使用した動物及び腹の数； 

- 各動物の識別番号及びその個体が由来した腹； 

- 性別の出生時における同腹児数及び平均体重； 

- 摂餌量データ、及び適切な場合には飲水量データ (例えば、飲料水を介して化学物質を

投与した場合)； 

- 毒性症状あるいは死亡を含む、性及び用量別の毒性反応データ、適切な場合には、死亡

の時間及び原因を含む； 

- 詳細な症状観察の性質、重篤度、持続時間、発現日、時間、及び経過； 

- 各観察時点における、各発達指標のスコア (体重、性成熟及び行動発生)； 

- 対照群からの増加及び減少の両方を含む、性別による全ての行動、機能、神経病理、神

経化学、電気生理学的所見の詳述； 

- 剖検所見； 

- 脳重量； 

- 自然発生性の疾患あるいは健康状態を含む、神経学的症状及び病変から得られたあらゆ

る診断； 

- 典型的な所見の画像； 

- 形態計測に使用した切片の相同性を評価するための低倍率画像； 

- 適切な場合には、別の毒物動態試験からの補足的なデータを含む、吸収及び代謝データ； 

- データ解析に使用した統計モデル及び有意差の有無に関らずその結果を含む、検定処理

の結果； 

- 専門的な訓練を含む、試験従事者のリスト。 

結果の考察： 

- 性別及び群による、用量反応の情報； 

- 性別及び群による、被験物質の神経毒性活性についての結論についてのあらゆる他の毒

性影響との関連性； 

- 結論におけるあらゆる毒物動態情報の影響； 
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- あらゆる既知の神経毒性物質における作用との類似性； 

- 検査方法の信頼性及び感度を裏付けるデータ (例えば、陽性及び背景対照データ)； 

- 認められる場合には、神経病理学的影響と行動影響の関連性； 

- 性別及び群による、母動物及び児動物に対する NOAEL またはベンチマーク用量。 

結論： 

- 化学物質が発達神経毒性の原因であるか否か及び NOAEL を含む、結果に基づくデータ

の総合的解釈の考察。 
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Figure 1. 機能/行動検査、神経病理検査、及び脳重量に対する、一般的な検査計画。この図

は 13-15 項における記述に基づいている (PND=生後日数)。動物の割り当て例は Appendix 1

に示す。 

 

 

 

およそ20腹/群 

児動物：およそ80匹/性/群 

PND4またはそれ以前に離乳前後の検査のために選抜する。 

臨床症状観察及び体重 (全ての動物) 

詳細な臨床症状観察 (20匹/性/群) 

行動発生 (20匹/性/群) 

自発運動 (20匹/性/群) 

性成熟 (20匹/性/群) 

運動及び感覚機能 (20匹/性/群) 

学習及び記憶 (10-20匹/性群) 

神経病理：PND11-22 

10匹/性/群： 

神経病理検査のために脳の浸

漬または灌流固定。 

脳重量 (固定後) 

オプション：追加試験 

10匹/性/群：脳重量 (未固定) 

神経病理：PND70（試験終了時） 

10匹/性/群： 

神経病理検査のために脳の灌流

固定。 

10匹/性/群：脳重量 (未固定) 

神経病理を要求し

ない： 
40-50匹/性/群 
オプション: 
追加試験 
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APPENDIX 1 

1. 可能な割り当て例は、以下に記述し表にしている。これらの例は、様々な試験の枠組み

に対する試験動物の割り当ては多くの異なる方法で目的を果たせることを説明するために

提供する。 

 

Example 1 

2. 1 組の 20 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1 匹及び雌 1 匹) の哺乳児を、離乳前検査

の行動発生のために用いる。これらの動物から、10 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1

匹あるいは雌 1 匹) を PND22 で安楽殺する。脳を摘出し、重量を測定して神経病理検査の

為に処理する。さらに、脳重量のデータは残りの 1 用量あたり雄 10 匹と雌 10 匹の未固定

の脳を用いて採取する。 

 

3. もう 1 組の 20 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1 匹及び雌 1 匹）の哺乳児を、離乳

後の機能/行動検査 (成長期の詳細な臨床症状観察、自発運動、聴覚驚愕及び認識機能検査) 

及び性成熟の日齢を評価するために用いる。これらの動物から、10 匹/性/用量群 (すなわ

ち 1 腹あたり雄 1 匹あるいは雌 1 匹) を、試験終了時 (およそ PND70) に麻酔をかけて灌

流固定する。In situ で追加固定後、脳を摘出して神経病理検査のために処理する。 

 

4. 若齢期 (PND60-70) における認知機能検査のために、第 3 組の 20 匹/性/用量群 (すなわ

ち 1 腹あたり雄 1 匹及び雌 1 匹) の哺乳児を使用する。これらの動物のうち、10 匹/性/群 (す

なわち 1 腹あたり雄 1 匹あるいは雌 1 匹) を、試験終了時に屠殺し、脳を摘出して重量を

測定する。 

 

5. 残りの 20 匹/性/用量は、追加検査が可能なように予備とする。 
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Table 1 
哺乳児番号 a) 
雄 雌 

検査に割り当てられる児動

物数 試験/検査 

1 5 雄：20 匹 + 雌：20 匹 行動発生 
  雄：10 匹 + 雌：10 匹 生後 22 日：脳重量/神経病理/形態計測 
  雄：10 匹 + 雌：10 匹 生後 22 日：脳重量 

2 6 雄：20 匹 + 雌：20 匹 詳細な臨床症状 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 自発運動 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 性成熟 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 運動及び感覚機能 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 学習及び記憶 (生後 25 日) 

  雄：10 匹 + 雌：10 匹 
 

若齢期の脳重量/神経病理/形態計測 
~生後 70 日 

3 7 雄：20 匹 + 雌：20 匹 学習及び記憶 (若齢期) 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 若齢期の脳重量 ~生後 70 日 

4 8 － 代替あるいは追加検査のための予備動物

a) この例では、1 腹につき雄 4 匹と雌 4 匹に淘汰される；雄の哺乳児には 1 から 4、雌の

哺乳児には 5 から 8 の番号を付す。 
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Example 2 

6. 1 組の 20 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1 匹及び雌 1 匹) の哺乳児を、離乳前検査

の行動発生のために用いる。これらの動物から、10 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1

匹あるいは雌 1 匹) を PND11 で安楽殺する。脳を摘出し、重量を測定して神経病理検査の

為に処理する。 

 

7. もう 1 組の 20 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1 匹及び雌 1 匹) の哺乳児を、離乳

後の検査 (詳細な臨床症状観察、自発運動、性成熟の日齢評価及び感覚運動機能) に用い

る。これらの動物から、10 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1 匹あるいは雌 1 匹) を、

試験終了時 (およそ PND70) に麻酔をかけて灌流固定する。In situ で追加固定後、脳を摘

出して重量を測定し、神経病理検査の為に処理する。 

 

8. 成長期及び若齢期における認知機能検査のために、10 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あた

り雄 1 匹あるいは雌 1 匹) を使用する。異なる動物を PND23 及び若齢期に認知機能検査に

ついての検査に使用する。試験終了時に、成獣として検査した 10 匹/性/群を屠殺し、脳を

摘出して重量を測定する。 

 

9. 検査に選ばれなかった残りの 20 匹/性/用量は、離乳時に屠殺して廃棄する。 

 

Table 2 

哺乳児番号 a) 
雄 雌 

検査に割り当てられる児動物

数 試験/検査 

1 5 雄：20 匹 + 雌：20 匹 生後 11 日行動発生 
  雄：10 匹 + 雌：10 匹 生後 11 日：脳重量/神経病理/形態計測 

2 6 雄：20 匹 + 雌：20 匹 詳細な臨床症状 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 自発運動 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 性成熟 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 運動及び感覚機能 

  雄：10 匹 + 雌：10 匹 
 

若齢期の脳重量/神経病理/形態計測 
~生後 70 日 

3 7 雄：10 匹 + 雌：10 匹 b) 学習及び記憶 (生後 23 日) 

3 7 雄：10 匹 + 雌：10 匹 b) 
 

若齢期の脳重量 ~生後 70 日 
若齢期の脳重量 

4 8 － 動物は生後 21 日に屠殺して廃棄する。 
a) この例では、1 腹につき雄 4 匹と雌 4 匹に淘汰される；雄の哺乳児には 1 から 4、雌の

哺乳児には 5 から 8 の番号を付す。 

b) PND23 と若齢期における認知検査では異なる動物を用いる(例えば、合計 20 匹から偶数

または奇数の腹)。 
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Example 3 

10. 1 組の 20 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1 匹及び雌 1 匹) の哺乳児を、PND11 に

おける脳重量及び神経病理検査に用いる。これらの動物から、10 匹/性/用量群 (すなわち 1

腹あたり雄 1 匹あるいは雌 1 匹) を PND11 で安楽殺して、脳を摘出し、重量を測定して神

経病理検査の為に処理する。さらに、脳重量のデータは残りの 1 用量あたり雄 10 匹と雌

10 匹の未固定の脳を用いて採取する。 

 

11. もう 1 組の 20 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1 匹及び雌 1 匹) の哺乳児を、行動

発生 (自発運動)、離乳後の検査 (自発運動及び性成熟の日齢評価)、及び成長期の認知機能

検査に用いる。 

 

12. もう 1 組の 20 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1 匹及び雌 1 匹) の哺乳児を、運動

及び感覚機能検査 (聴覚性驚愕) 及び詳細な症状観察に用いる。これらの動物から、10 匹/

性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1 匹あるいは雌 1 匹) を、試験終了時 (およそ PND70) に

麻酔をかけて灌流固定する。In situ で追加固定後、脳を摘出して重量を測定し、神経病理

検査の為に処理する。 

 

13. もう 1 組の 20 匹/性/用量群 (すなわち 1 腹あたり雄 1 匹及び雌 1 匹) の哺乳児を、若齢

期の認知機能検査に用いる。これらの動物から、10 匹/性/群 (すなわち 1 腹あたり雄 1 匹

あるいは雌 1 匹) を、試験終了時に屠殺し、脳を摘出して重量を測定する。 

 

Table 3 

哺乳児番号 a) 
雄 雌 

検査に割り当てられる児動物

数 試験/検査 

1 5 雄：10 匹 + 雌：10 匹 生後 11 日：脳重量/神経病理/形態計測

  雄：10 匹 + 雌：10 匹 生後 11 日：脳重量 
2 6 雄：20 匹 + 雌：20 匹 行動発生 (自発運動) 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 自発運動 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 性成熟 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 学習及び記憶 (生後 27 日) 

3 7 雄：20 匹 + 雌：20 匹 聴覚性驚愕 (成長期及び若齢期) 
  雄：20 匹 + 雌：20 匹 詳細な症状観察 

  雄：10 匹 + 雌：10 匹 
 

若齢期の脳重量/神経病理/形態計測 
~PND70  

4 8 雄：20 匹 + 雌：20 匹 学習及び記憶 (若齢期) 
  雄：10 匹 + 雌：10 匹 若齢期の脳重量 

a) この例では、1 腹につき雄 4 匹と雌 4 匹に淘汰される；雄の哺乳児には 1 から 4、雌の

哺乳児には 5 から 8 の番号を付す。
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4. 米国 EPA と OECD の発達神経毒性試験 

ガイドラインの比較 
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EPA と OECD の発達神経毒性試験ガイドラインの比較 

 

EPA と OECD の発達神経毒性試験ガイドラインの比較・対比表を以下に示す。 

 

[EPA/OECD DNT TG 比較・対比表] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OECD guideline 426 Developmental 
Neurotoxicity 

EPA Health Effects Test Guidelines OPPTS
870.6300 Developmental Neurotoxicity 

Study 

【母動物】 
供試動物：ラット* 
動物数：20 腹/群 
投与用量：対照群 (sham-operated/媒体投与)
     低用量 
     中用量 
     高用量    -計 4 用量 

公比 2-4 になるよう設定 
投与方法：経口投与 
     ・胃管内経口投与 
     ・混水/混餌 
投与期間：妊娠 6 日**～出産後 21 日 
観察手順： 
肉眼的観察：1 日 1 回 
詳細な症状観察：10 匹/群 
     妊娠 6 日**～21 日の間に 2 回 
     哺育 1 日***～21 日の間に 2 回 
毒性徴候の発現時期、程度、持続期間を記

録 
体重 a)：投与期間中は週 1 回 
   出産日または出産間近、さらに出産

後 
   哺育 21 日 
a) 胃管内投与の場合、週 2 回 
摂餌量および飲水量測定 
混餌投与または混水投与の場合、妊娠期間

中 
及び授乳期間中、摂餌量または飲水量を週

1 回計測する 

【母動物】 
供試動物：ラット (F344 系統を除く)* 
動物数：20 腹/群 
投与用量：対照群 (sham-operated/媒体投与) 
     低用量 
     中用量 
     高用量    -計 4 用量 
投与方法：経口投与 
投与期間：妊娠 6 日**～出産後 10 日 
観察手順： 
肉眼的観察：1 日 1 回、投与前に実施 
ホームケージ外における毒性徴候： 

10 匹/群 
 妊娠 6 日**～21 日の間に 2 回 
 哺育 1 日～10 日の間に 2 回 
毒性徴候の発現時期、程度、持続期間を記録 
体重：投与期間中は週 1 回 
   さらに出産日、出産後 11 日、 

21 日 (離乳日) 
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[EPA/OECD DNT TG 比較・対比表 (つづき)] 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OECD guideline 426 Developmental 
Neurotoxicity 

EPA Health Effects Test Guidelines OPPTS
870.6300 Developmental Neurotoxicity 

Study 

【児動物】 
供試動物数 (同腹児数調整)：♂4 +♀4 匹/腹 
 (場合によっては♂5+♀3 匹/腹) 
観察手順： 
基本的に各試験項目に使用する児動物数は 
♂20+♀20 匹/群 
肉眼的観察：観察は毒性徴候、死亡の有無を

含む 
 ケージサイドから 1 日 1 回実施 
 全ての児動物 (♂4+♀4 匹/腹) 
詳細な症状観察： 

♂1+♀1 匹/腹 (♂20+♀20 匹/群) 
 離乳前…週 1 回 
 思春期・若齢期…2 週に 1 回 
発達指標：全ての児動物 (♂4+♀4 匹/腹) 
 ・耳介開展、眼瞼開裂、切歯萌芽 
 ・体重…離乳前は週 1 回、離乳後は 2 週に

1 回 
性成熟指標：全ての児動物 (♂4+♀4 匹/腹) 
 膣開口、包皮解裂 
行動発生：♂1+♀1 匹/腹 (♂20+♂20 匹/群) 

離乳前に実施 
 立ち直り反射、正向反射、自発運動 
自発運動：♂1+♀1 匹/腹 (♂20+♀20 匹/群) 
 出生後 (PND)13、17、21、60-70 日に実施 
運動及び感覚機能： 

♂1+♀1 匹/腹 (♂20+♀20 匹/群) 
 思春期・若齢期 (PND60-70)に実施 
 伸筋スラスト反応、立ち直り反射、 
 聴覚性驚愕馴化、誘導電位 
 

【児動物】 

供試動物数 (同腹児数調整)：♂4 +♀4 匹/腹
 (場合によっては♂5+♀3 匹/腹) 
観察手順： 
基本的に各試験項目に使用する児動物数は 
♂10+♀10 匹/群 
肉眼的観察：観察は毒性徴候、死亡の有無を

含む 
 ケージサイドから毎日実施 
ホームケージ外における毒性徴候： 

♂10+♀10 匹/群 
  PND 4、11、21、35、45、60 
発達指標：♂10+♀10 匹/群 
 ・体重…出生直後、PND4、11、17、21 
    離乳後は 2 週に 1 回 
 ・膣開口、包皮解裂 
自発運動：♂10+♀10 匹/群 
 出生後 13、17、21、60±2 日に実施 
聴覚驚愕試験：♂10+♀10 匹/群 
 離乳時 (PND21) 及び PND60 前後 
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[EPA/OECD DNT TG 比較・対比表 (つづき)] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*：F344 系統のラット、またはラット以外の哺乳類を用いる場合、その系統または種を選

択した理由を記載 

**：交配翌日、膣栓または精子が確認された場合を妊娠 0 日とする 

***：出生児が認められた日を記録、またこのときを出生 0 日とする 

****：PND11 における神経病理学的検査では、脳重量測定に使用した児動物から雌雄各 6

匹を選抜しこれを病理組織学的検査に用いる。但し、PND60±2 における病理組織学的

検査では脳重量測定の動物と同一でなくて良い。 

OECD guideline 426 Developmental 
Neurotoxicity 

EPA Health Effects Test Guidelines OPPTS
870.6300 Developmental Neurotoxicity 

【児動物】 

学習及び記憶試験： 
 ♂1+♀1 匹/腹 (♂20+♀20 匹/群) 
 離乳後(PND25±2)、PND60-70 に実施 
 受動回避、位置遅延見本合わせ、 
 嗅覚の状態、モーリスの水迷路、 
 ビール迷路、シンシナティ迷路、 
 放射状迷路、T 型迷路 
神経病理学的検査：♂10+♀10 匹/群 
 PND22、60-70 
 脳重量測定 
 病理組織学的検査 
 ・HE 染色 
 ・特殊染色 
    Luxol fast blue/Cresyl violet 染色 
    (ミエリン染色) 
   Bielschowsky’s、Bodians 鍍銀染色 
   (中枢及び末梢神経) 
 ・免疫染色 
   GFAP (星状膠細胞) 
   レクチン組織化学 (小膠細胞) 
   Fluoro-jade (壊死検出) 

  ・形態計測 

【児動物】 

学習及び記憶試験：♂10+♀10 匹/群 
 離乳時(PND21)、PND60 前後に実施 
神経病理学的検査：♂10+♀10 匹/群 
 PND11、PND60±2 (試験終了日) 
 脳重量測定：♂10 + ♀10 匹/群 
 病理組織学的検査：♂6 + ♀6 匹/群**** 
 ・HE 染色 
 ・特殊染色 
    Bielschowsky’s、Bodians 鍍銀染色 
 ・免疫染色 
    GFAP 染色 

・形態計測   
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EPA と OECD の発達神経毒性試験ガイドラインの相違点 

 

上記のガイドライン比較・対比表に示す如く、米国 EPA と OECD の発達神経毒性試験ガイ

ドラインの基本的内容については大きな違いはないが、被験物質の投与期間あるいは病理

組織学的検査対象動物数など若干の違いが認められる。両ガイドラインにおける相違点に

ついて以下に要約する。 

 

1) 投与期間及び投与方法における相違点 

OECD では妊娠 6 日から出産後 21 日 (離乳日) までであるのに対し、EPA では妊娠 6 日か

ら出産後 11 日までである。ラットの神経板形成は妊娠 8 から 9 日 (ヒトは妊娠 3 週) 、brain 

growth spurt period (脳成長期間) は出生後 0 から 30 日であり、さらに cessation of cell 

proliferation in whole brains (全脳における細胞増殖休止) は出生後 17 から 20 日と報告され

ている (U. Hass / Reproductitve Toxicology 22 (2006) pp.148-156)。発達神経毒性試験実施目

的は化学物質の経胎盤・経乳汁曝露が児動物の神経系に対する影響を評価とするならば、

投与期間は OECD 案が適していると判断できる。 

 

投与方法は EPA では強制経口投与を前提としているのに対し、OECD では強制経口投与の

ほか混餌投与もしくは混水投与の記載がある。この場合、摂餌量または飲水量の測定を実

施しなければならない。 

 

2) 試験手順における相違点 

母動物：OECD では母動物に対する詳細な観察を要求している一方で、EPA では毒性徴候

の観察という記述であるが、検査項目としてほぼ一致した内容と考える。発達神経毒性試

験は被験物質の母動物に対する直接作用、さらに経胎盤・経乳汁曝露を受けた児動物への

作用を評価することにより、母児動物相関性の有無を検討することが可能である。但し、

成獣に対する神経毒性学的評価と重複した内容であるため (神経発生学概論，谷村孝・木

原隆英 著，2003 年)、検査項目あるいは評価基準 (数値化=スコア) を参考して問題ないか

を慎重に検討をしなければならない。 

 

児動物： 

［動物の割り当て］ 

検査に用いる児動物数は基本的に EPA では各群雌雄 10 匹に対し、OECD では各群雌雄 20

匹 (1 腹あたり雌雄各 1 匹) である。EPA では複数の試験に同一の児動物が用いられないよ
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うになっているが、OECD では複数の試験で同一の児動物が用いられる。運動及び感覚機

能検査、または学習及び記憶試験など先行する試験が後の検査に影響を及ぼす可能性が考

えられる。また一方で、同じ児動物で複数の試験を実施することの有効性も考えられる。

被験物質の特性ならびに試験目的を明確にし、適切な動物の割り当てを考える必要性があ

ると考えた。 

病理組織学的検査、脳重量及び形態計測にはいずれのガイドラインも各群雌雄 10 匹を採用

する。但し、EPA では組織学的検査及び形態計測には、そのうちの各雌雄 6 匹を用いると

している。 

 

［検査項目］ 

OECD ガイドラインでは各検査項目についての概要や該当する検査例が詳細に記載されて

いるのに対し、EPA ガイドラインでは学習及び記憶検査以外では検査例を含む詳細な記載

はない。また、OECD で設けている運動及び感覚機能検査は EPA ではなく、OECD で検査

例として掲げている自発運動、聴覚驚愕反応検査を検査項目として記載されている。 

OECD または EPA ガイドラインにおける検査項目やそれに該当する種々の検査について、

被験物質の特性や予測される神経毒性学的変化を考慮して、適切に選択されることが望ま

れると考える。 

病理学組織学的検索の内容として OECDでは EPAより多くの特殊染色に加え免疫染色など

の実施を考慮するように求めている。 

 

［検査実施時期］ 

大きく異なる点は、病理組織学的検査の実施時期である。EPA ガイドラインは出生後 11 日

及び 60±2 日 (試験終了) であるのに対し、OECD ガイドラインでは基本的に出生後 22 日、

60-70 日に実施する。出生後 11 日の脳は水分が多く脆弱である。また、この頃は海馬の歯

状回と同様に小脳の形成時期でもあり髄鞘形成が不十分であり、脳の大きさは個体ごとに

様々である。さらに出生後 22-60 日の間で分化、シナプス発生、髄鞘形成が起こることか

ら、離乳期である出生後 21 日頃では脳の形状は本質的に成熟動物と変わらないが、脳の大

きさや髄鞘が不十分であると考えられている。これらのことから、出生後 11 日における病

理組織学的検査、脳重量及び形態計測は正しい評価は困難と考え、OECD ガイドラインに

基づく検査時期が適切であると考えた (Garman, RH /Environ Health Perspectives 109 (2001) 

pp.93-100, W.Kaufmann, S. Groters/Reproductive Toxicology 22 (2006) pp.196-213, U. 

Hass/Reprpductive Toxicology 22 (2006) pp.148-156)。 
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児動物における検査時期を EPA では定めているのに対し、OECD では発達指標、性成熟な

らびに行動発生試験の実施時期を明確に定めてはいない。いつ (日齢) どのような身体ま

たは行動に変化が起きるかついて、様々な文献を参考にして計画を立てる必要がある (第

21 回 神経行動毒性研究会講演 2008 年)。離乳までの間は脳の発達と同様、個体ごとに身

体の発育や行動発生の開始時期は異なるため、EPA のように各時点でのみの観察では正し

く評価できないことが予測される。そこで、1 日 1 回の観察の際に記録を採取することが

望ましいと考える。 

 

［OECD ガイドラインのみに記載］ 

OECD ガイドラインでは追加検査として、in vivo あるいは in vitro の検査の実施が可能であ

るとの記載がある。 

 

相違点の総括 

OECD ガイドラインは、基本的に EPA ガイドラインに沿った内容であるが、いくつかの点

で異なる。さらに検査の概要や該当する種々の検査例は詳細であるが、非常に繁雑すぎる

面がある。また一つの試験に供する児動物数も多く、また同一の動物で複数の試験を実施

する場合もあるため、先行する試験が後の試験の評価に影響を及ぼすか否かを検討すべき

と考える。OECD ガイドラインと EPA ガイドラインの内容を精査し、また各ガイドライン

に従った試験報告あるいは文献、テキスト等を参照し、それそれぞれの矛盾を解決するこ

と。さらに、ガイドラインに従ったパイロット試験または陽性対照試験を実施してデータ

を収集し、 も適した試験計画、検査項目や実施時期を構築することが必要と考える。 



 



   

 59 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. 米国 EPA での発達神経毒性試験に関する 

現地調査 
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米国 EPA での発達神経毒性試験に関する現地調査 

 

1. 調査担当者 

 財団法人 残留農薬研究所 原田孝則 

 

2. 調査日時 

 平成 21 年 2 月 11-12 日 

 

3. 調査場所 

 Environmental Protection Agency (EPA) 

 National Center for Environmental Assessment 

 Office of Research and Development 

 1200 Pennsylvania Ave., NW 

 Washington, DC 

 U.S.A. 

 

4. 調査協力者 

 ① Susan L. Makris, Toxicologist, Office of Research and Development,  

    National Center for Environmental Assessment, EPA, Washington DC, USA 

 ② Kathleen C. Raffaele, PhD, Senior Toxicologist, Office of Research and  

    Development, National Center for Environmental Assessment, EPA,  

    Washington DC, USA 

 ③ Brenda May, Office of Pesticide Programs, Health Effects Division, EPA,  

    Washington DC, USA 

 ④ Jess Rowland, Chief, Science Information Management Branch, EPA,  

    Washington DC, USA 

 ⑤ Kevin M. Crofton, PhD, Neurotoxicologist, Neurotoxicology Division, EPA,  

    Reasearch Triangle Park (RTP), NC, USA 

 ⑥ Robert H. Garman, Consultants in Veterinary Pathology Inc, Murrysville,  

    PA, USA 
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5. 調査内容及び結果 

5.1. 発達神経毒性試験 (DNT 試験) が要求されるに至った背景 

全米科学アカデミーの調査 (NRC, 1993) によれば、米国の 18 才以下の少年・子供の約 12%

に多動症など何らかの精神障害がみられ、その原因として胎児期及び出生後の化学物質 

(神経毒性物質) の曝露が疑われている。特に既知の神経毒性物質である鉛、PCB、アルコ

ール、有機リン剤等は、成人の神経系よりは乳幼児・子供の発達神経系に及ぼす影響力が

強いことが示唆されている。これらのことを考慮して、米国では食品中の残留農薬の乳幼

児・子供への健康影響を配慮した食品品質保護法 (FQPA) が 1996 年 8 月 3 日付けで制定さ

れた。この FQPA (Food Quality Protection Act) に従い、EPA はその時点で有効であった農薬

の許容値及び規制免除を見直すべく既存のデータの再評価を進め、その評価に必要な試験

法のひとつとして 1998 年に DNT 試験ガイドライン (OPPTS 870.6300) を農薬のテストガ

イドラインに導入した。 

 

5.2. DNT 試験の実施基準 

米国 EPA では、DNT 試験実施基準について、主として繁殖毒性試験及び催奇形性試験 (発

生毒性試験) において以下に示す変化がひとつ以上認められた場合に実施するように勧め

ている 1)。 

 

 ① 繁殖毒性試験において、新生児の脳重量に被験物質投与に起因すると考えられ

    る有意な変化あるいは神経系への影響を疑わせる機能的異常が継続して認め

    られた場合 

 ② 催奇形性試験において胎児の神経組織に被験物質投与に起因すると考えられ

    る奇形が認められた場合 

 ③ 成獣を用いた試験において被験物質投与に起因すると考えられる神経機能学

    的あるいは神経病理学的異常が観察された場合 

 ④ 既知の発達神経毒性物質と類似した作用機序を示す化学物質 

 ⑤ 疫学的調査により農薬の曝露と子供の発達障害に関連性が示唆された場合 

 

ただし、上記の判断基準のうち催奇形性試験及び繁殖毒性試験結果の評価 (NOAEL の判

定) は、あくまでも母動物に対する曝露量で決定されており、胎児あるいは新生児に対す

る実際の曝露量 (経胎盤あるいは経母乳曝露量) に基づいたものではないことが問題点と

して挙げられる。この点については DNT 試験そのものにおいても同様な検討問題として残

されており、今後は胎児・新生児に対する経胎盤あるいは経母乳曝露量の算出方法を検討



   

 62 

する必要があろう。特に被験物質に対する幼若動物と成熟動物との感受性の差を比較する

場合には、この経胎盤及び経母乳曝露量 (体重 kg 当たりの曝露量) の算出は、極めて重要

な評価指数となり得る。 

 

5.3. DNT 試験実施件数 

米国 EPA (OPPTS 870.6300) 及び OECD (TG 426) の DNT 試験ガイドラインに準拠して実施

された発達神経毒性試験数及び被験物質の種類を以下に示す 2)。 

 

被験物質の種類 実施試験数 

産業化学物質 8 

農薬 73 

医薬 3 

溶媒 7 

陽性対照物質 15 

その他* 4 

*:食品添加物、タバコ煙、制限給餌、母・仔分離飼育 

 

これらの DNT 試験の内、米国 EPA ガイドラインに準拠し DNT 試験が実施され、その試験

成績が EPA (Office of Pesticide Programs) に提出された農薬の数は 2006 年 8 月段階で 69 剤

あり、今までに他の試験成績を含め総合的に評価が完了したものは 58 剤で、その中で DNT

試験結果が ADI あるいは急性参照量 (ARfD) に反映されたものは以下の 8 剤 (8/58)あった。 

 

 Carbaryl,  Chlorpyrifos,  Flufenacet,  Lindane,  Molinate, 

 Spirodiclofen,  Tebuconazole,  Zeta-cypermethrin 

 

このうち慢性曝露評価に基づく ADI 設定に影響を及ぼしたものは 4 剤  (chlorpyrifos, 

flufenacet, spirodiclofen, tebuconazole) であった。これらの毒性評価に用いられたエンドポイ

ントは、FOB、コリンエステラーゼ活性阻害、聴覚性驚愕、自発運動量、学習・記憶、脳

重量、脳の計測病理等である。 

 

なお、上記の DNT 試験 (110 試験) に供した被験物質 (103 化合物) 名は以下の如くである。 
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 chemicals and other stressors 用途 No. of 
studies

1 Abamectin アバメクチン 農薬 (殺虫剤) 1
2 Acephate アセフェート 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1
3 Acetamiprid アセタミプリド 農薬 (ネオニコチノイド系殺虫剤) 1
4 Acibenzolar-s-methyl 農薬 (殺菌剤) 1
5 Acrylamide アクリルアミド * 産業 (ポテトチップス等に含有) 1
6 AE-0172747 農薬 (除草剤) 1
7 Aldicarb アルジカルブ 農薬 (カーバメート系殺虫剤) 1
8 Alitame アリテーム その他 (人工甘味料) 1
9 Amicarbazone アミカルバゾン 農薬 (除草剤) 1

10 Atorvastatin アトルバスタチン 医薬 (高脂血症剤) 1
11 Azinphos methyl アジンホスメチル 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1
12 BAS 510F 農薬 (殺菌剤) 1
13 BAS 670H 農薬 (除草剤) 1
14 Bifenthrin ビフェントリン 農薬 (合成ピレスロイド系殺虫剤) 1
15 Carbaryl カルバリル 農薬 (カーバメート系殺虫剤) 1
16 Carbofuran カルボフラン * 農薬 (カーバメート系殺虫剤) 1
17 Chlorfenapyr クロルフェナピル 農薬 (殺ダニ剤) 1
18 Chlorite, sodium 亜塩素酸 Na 産業 1
19 Chlorpyrifos クロルピリホス * 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1
20 CI-943 医薬 (向精神薬) 1
21 Cigarette smoke タバコ煙 その他 1

22 Clodinafop propargyl クロジナホッ

ププロパルギル 農薬 (除草剤) 1

23 Clothianidin クロチアニジン 農薬 (ネオニコチノイド系殺虫剤) 1
24 Coumaphos クマホス 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1

25 Cyclohexanemethanol シクロヘキサ

ンメタノール 産業 (溶媒) 1

26 λ-Cyhalothrin シハロトリン 農薬 (合成ピレスロイド系殺虫剤) 1
27 β-Cyfluthrin シフルトリン 農薬 (合成ピレスロイド系殺虫剤) 1
28 Cymoxanil シモキサニル 農薬 (殺菌剤) 1
29 Zeta-Cypermethrin シペルメトリン 農薬 (合成ピレスロイド系殺虫剤) 1
30 Decamethylcyclopentasiloxane 産業 (溶媒) 1
31 p,p-DDT * 農薬 (有機塩素系殺虫剤) 1
32 DEET(N,N-diethyl-meta-toluamide) 農薬 (虫除け剤) 1
33 Deltamethrin デルタメトリン * 農薬 (合成ピレスロイド系殺虫剤) 1
34 Diazepam ジアゼパム 医薬 (向精神薬) 1
35 Diazinon ダイアジノン * 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1
36 Dichlorvos ジクロルボス * 農薬 (有機リン系殺虫剤) 2
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37 Dicrotophos ジクロトホス 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1
38 Dietary restriction 制限食 その他 1
39 Dimethoate ジメトエート 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1
40 Disulfoton ジスルホトン 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1
41 Emamectin エマメクチン 農薬 (マクロライド系殺虫剤) 1
42 Epidermal growth factor * 医薬 (抗がん剤) 1

43 s-Ethyldipropylthiocarbamate 
(EPTC) 農薬 (除草剤) 1

44 Ethoprophos エトプロホス 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1
45 Ethylbenzene エチルベンゼン 溶媒 (合成樹脂原料) 1
46 Etofenprox エトフェンプロックス 農薬 (合成ピレスロイド系殺虫剤) 1
47 Fenamidone フェナミドン 農薬 (殺菌剤) 1
48 Fenamiphos フェナミホス 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1
49 Fentin hydroxide フェンチン 農薬 (殺菌剤) 1
50 Fipronil フィプロニル 動物薬 (フェニルピラゾール系殺虫剤) 1
51 Flubendiamide フルベンジアミド 農薬 (殺虫剤) 1
52 Flufenacet フルフェナセット 農薬 (除草剤) 1

53 Glufosinate ammonium グルホシネ

ート 農薬 (除草剤) 1

54 Glyphosate trimesium グリホセート 農薬 (有機リン系除草剤) 1
55 GN1180 (MN rgp120/HIV-1) 医薬 (抗エイズワクチン) 1
56 Hydrogen sulfide 硫化水素 産業 1
57 Imidacloprid イミダクロプリド 農薬 (ネオニコチノイド系殺虫剤) 1

58 Iminodiproprionitrile イミノジプロ

プリオニトリル * 神経毒性物質 1

59 Indoxacarb インドキサカルブ 農薬 (殺虫剤) 1
60 Isopropanol イソプロパノール 溶媒 1
61 Isoxaflutole イソキサフルトール 農薬 (除草剤) 1
62 Lead nitrate 酢酸鉛 * 産業 1
63 Lindane リンデン 農薬 (殺虫剤) 1
64 Malathion マラソン 農薬 (有機リン・硫黄系殺虫剤) 1
65 Maternal separation 母子解離 その他 1
66 Methamidaphos メタミドホス 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1
67 p-Methane-3,8-diol 生物農薬 1
68 Methimazole メチマゾール 医薬 (抗甲状腺薬) 6
69 Methyl bromide メチルブロマイド 農薬 (殺虫剤) 1
70 Methyl parathion メチルパラチオン 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1

71 Methylazoxymethanol メチルアゾキ

シメタノール * 発がん性色素 2

72 Methylmercury 有機水銀 * 産業 1
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73 n-Methylneodecanamide メチルネオ

デカナミド 農薬 (殺虫剤) 1

74 Molinate モリネート 農薬 (チオカーバメート系除草剤) 1
75 Naled ナレド 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1
76 Nelfinavir ネルフィナビル 医薬 (抗エイズ治療薬) 1
77 Nitrous oxide 亜酸化窒素 産業 1
78 Octamethylcyclotetrasiloxane 産業 1
79 Perchlorate パーコレート 医薬・産業 1
80 Phorate ホレート 農薬 (有機リン系殺虫剤) 2
81 Prochloraz プロクロラズ 農薬 (有機塩素系殺菌剤) 1
82 Profenofos プロフェノホス 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1

83 Propylthiouracil プロピルチオウラシ

ル 医薬 (抗甲状腺薬) 2

84 Pymetrozine ピメトロジン 農薬 (ピリジンアゾメタン系合成殺虫

剤) 1

85 Pyrasulfotole ピラスルホトール 農薬 (除草剤) 1
86 Spirodiclofen スピロジクロフェン 農薬 (殺ダニ剤) 1
87 Prothioconazole プロチオコナゾール 農薬 (殺菌剤) 1
88 Styrene スチレン * 産業 (合成樹脂原料) 1

89 Tetrabromobisphenol A ビスフェノ

ール A 産業 1

90 Tebuconazole テブコナゾール 農薬 (殺菌剤) 1
91 Terbufos テルブホス 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1

92 Tetrachlorvinphos テトラクロルビン

ホス 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1

93 Thiamethoxam チアメトキサム 農薬 (ネオニコチノイド系殺虫剤) 1
94 Thiacloprid チアクロプリド 農薬 (ネオニコチノイド系殺虫剤) 1
95 Thiram チラム 農薬 (ジチオカーバメート系殺菌剤) 1
96 Triallate トリアレート 農薬 (チオカーバメート系除草剤) 1
97 Tribufos トリブホス 農薬 (有機リン系成長調節剤) 1
98 Trichlorfon トリクロルホン * 農薬 (有機リン系殺虫剤) 1

99 1,1,1-Trichloroethane トリクロロエ

タン 溶媒 1

100 Trichloroethylene トリクロロエチレ

ン 溶媒 1

101 Triethylene glycol monomethyl 
ether 溶媒 1

102 Trimethyltin トリメチルすず * 産業 (殺菌剤、不妊化剤) 1
103 Ziram ジラム 農薬 (チオカーバメート系殺菌剤) 1

*：陽性対照物質 3,4)、産業：産業化学物質 
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5.4. EPA と OECD の DNT 試験ガイドラインの比較 

前項「4. 米国 EPA と OECD の発達神経毒性試験ガイドラインの比較」において示したよ

うに、内容を精査すると両ガイドラインの間には種々の違いはあるが、 も大きな相違点

は被験物質の投与期間と各検査項目に対するサンプル数 (検索例数) である。EPA では、

投与期間は妊娠 6 日から生後 10 日までとし、胎児・新生児が被験物質に曝露される経路を

胎盤及び母乳経路に限定している。一方、OECD では曝露期間を妊娠 6 日から生後 21 日の

離乳時までとし、投与法 (混餌投与法を採択した場合) によっては新生児は経母乳以外に

経口経路からも曝露される可能性が残るが、供試動物ラットの脳・神経系の発達段階を考

慮すると、生後 11 日の剖検 (EPA) よりは生後 22 日の離乳時の剖検 (OECD) の方が個体

差も小さく、被験物質の影響を判定するには有利といえる。一方、各検査項目に対するサ

ンプル数に関しては OECD ガイドラインの方がより多くのサンプル数を要求しており、統

計学的解析結果に対する信頼性は高い。例えば、病理組織学的検査では EPA の各群各性 6

例に対し OECD は各群各性 10 例を要求しており、特に統計解析を伴う計測病理学的評価

において信頼性の高いデータが得られる。OECD の DNT 試験ガイドライン (TG 426) は、

基本的に EPA のガイドラインを踏襲しているが、 終化されたのは 2007 年であり、EPA

のガイドラインの制定時期 (1998 年) に比べ 10 年近く開きがあり、その間に実施された数

多くの DNT 試験に関する技術・評価法のバリデーションを通じ改善が加えられている。従

って、現時点では被験物質による発達神経毒性を検出する試験法としては OECD ガイドラ

インの方がより優れていると判断される。EPA も上記の点については既に認識しており、

近い将来 OECD ガイドラインに準じた EPA DNT 試験ガイドライン (OPPTS 870.6300) の修

正版を出す予定であることを言及している (Dr. Makris)。 

 

5.5. DNT 試験における信頼性の高い有効なパラメーター 

DNT 試験では神経機能学的及び神経構造的変化を捉えるために多数のパラメーターが使

用されているが、過去に実施された DNT 試験結果の評価から、無毒性量 (NOAEL) の設定

根拠 (エンドポイント) として採択された変化は、脳重量、自発運動量、学習・記憶能力、

聴覚性驚愕、コリンエステラーゼ阻害、脳重量、脳計測病理など様々で化合物によって異

なる。その中でも信頼性が高く有効な検索指標のひとつとして計測病理学的解析が挙げら

れている (Dr. Raffaele)。この計測病理学的解析では、得られた数値データを統計学的に解

析するため、サンプル数の多い OECD ガイドラインに準じた試験の方がより信頼性の高い

データが得られる。これに対し通常の形態病理学的手法により被験物質投与に関連付けら

れる組織学的変化が検出された症例数は少ないことが指摘されている。また、有機リン剤

やカーバメート系農薬の DNT 試験では、コリンエステラーゼ活性阻害が有力な指標として
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評価されている。 

 

5.6. DNT 試験の感受性 

DNT 試験の感受性に関しては、単純に ADI 設定のための無毒性量 (NOAEL) を他の試験系

と比較した場合、DNT 試験における NOAEL (mg/kg/day) はむしろ高値を示す傾向にあり、

ADI 設定に採択されたケースは少ないことが指摘されている (Troy Seidle, DNT Symposium, 

Virginia, 2006)。これに対し、EPA は「各試験系において得られる無毒性量 (NOAEL) は、

各試験の目的に応じた用量設定に依存しており、目的の異なる用量設定から得られた

NOAEL で試験の感受性を判定するのは誤っている」と反論している (Dr.Makris)。加えて、

EPA は「短期間の曝露期間 (妊娠 6 日から生後 10 日あるいは 21 日) を考慮すれば、繁殖

毒性試験など他の反復投与毒性試験に比べ、その感受性はむしろ高いと言える」と付け加

えている。ただし、DNT 試験における NOAEL はあくまでも母動物に対する曝露量で決定

されており、胎児あるいは新生児に対する実際の曝露量 (経胎盤あるいは経母乳曝露量) 

により評価されていないことが問題点として挙げられる。この点 (経胎盤あるいは経母乳

曝露量の算出) については DNT 試験の実施根拠とされる発生毒性試験 (催奇形性試験) 及

び繁殖毒性試験においても同様な問題として残されており今後の検討課題であろう。特に

被験物質に対する幼若動物と成熟動物との感受性の差を比較する場合には、この経胎盤及

び経母乳曝露量 (体重 kg 当たりの曝露量) の算出は、極めて重要な評価指数となり得る。 

 

5.7. DNT 試験の安全係数 (Safety factor) への影響 

米国 EPA では、発生毒性 (催奇形性) 試験や繁殖毒性試験データにより乳幼児・子供への

影響が示唆された場合には、DNT 試験の追加実施を要求し、そのようなデータがない段階

では通常の安全係数 (Safety factor) 100 倍に加え、さらに 10 倍の不確実係数 (Uncertainty 

factor) を掛け 1000 倍としている。ただし、DNT 試験データやその他の信頼できる科学的

データが新たに入手され、ヒトへの安全性 (特に乳幼児・子供に対する安全性) が担保で

きると判断される場合には、その内容に応じ 3 倍あるいは 1 倍に追加係数が軽減される 5)。

現在では、乳幼児・子供への影響が示唆されるケースでは DNT 試験データも併せて提出さ

れる傾向にあるので、提出された全試験データから単純に も低い NOAEL を求め、それ

に基づき ADI が設定される。 

 

5.8. DNT 試験結果のヒトへの外挿性 

DNT 試験結果のヒトへの外挿性に関しては、同じ被験物質でも動物種間で結果が異なり、

また、ヒトと実験動物では神経行動発達の次元が機能的あるいは構造的 (形態的) にも著
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しく異なることから、現時点では未だ外挿性を評価するに十分な科学的データは得られて

いない。特にヒトでみられる注意欠陥多動性障害、学習障害あるいは自閉症などの発達障

害は実験動物モデルにおいて再現することは極めて困難であると言われている。しかしな

がら、米国 EPA では乳幼児・子供への影響が懸念される環境化学物質は可能な限り排除し

ようとするスタンスで DNT 試験の実施を推奨している。 

 

 

参考文献： 

1) EPA: Pesticides; Data Requirements for Conventional Chemicals 

(http://www.epa.gov/fedrgstr/EPA-PEST/2007/October/Day-26/p20826.htm) 

2) Makris SL, Raffaele K, Allen S, Bowers WJ, Hass U, Alleva E, Calamandrei G, Sheets L, Amcoff P, 

Delrue N, and Crofton KM: A retrospective performance assessment of the developmental 

neurotoxicity study in support of OECD Test Guideline 426.  Environmental Health Perspectives 

117(1): 17-25, 2009. 

3) Andersen HR, Nielsen JB, and Grandjean P: Toxicological evidence of developmental 

neurotoxicity of environmental chemicals. Toxicology 144: 121-127, 2000. 

4) Bjorling-Poulsen M, Andersen HR, and Grandjean P: Potential developmental neurotoxicity of 

pesticides used in Europe. Environmental Health 7:50, 2008. 

5) US EPA: Determination of the appropriate FQPA safety factors in the organophosphorous pesticide 

cumulative risk assessment: susceptibility and sensitivity to the common mechanism, 

acetylcholinesterase inhibition. FIFRA Scientific advisory panel meeting, June 2002. 

 

なお、米国 EPA スタッフによる 新のレビューペーパーである上記の文献 2) を参考資料

として末尾に添付する。 
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6. 化学物質による発達神経毒性に関する 

疫学的文献調査 
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化学物質による発達神経毒性に関する疫学的文献調査の概要 

 

疫学的研究に関する文献調査では、近年行われた環境化学物質の発達神経系に及ぼす影響

に関する研究論文 18 報について調査を行った。その 18 報における研究対象物質の内訳は

以下の如くである。 

 

文献番号 対象物質 研究項目 年 

1 PCB 胎児・乳幼児の神経行動機能障害 1996 

2 PCB 乳幼児の神経発達異常 (内分泌系との関連性) 2002 

3 PCB/有機水銀 胎生期曝露による神経行動障害 2002 

4 PCB/有機水銀 乳幼児・子供の認知発達障害 2003 

5 有機水銀 子供の認知・視覚・運動機能への影響 2000 

6 有機水銀 子供の発達障害 (自閉症) との関連性 2006 

7 有機水銀 胎生期曝露の神経行動機能への影響 2006 

8 有機水銀 魚介類摂取による胎生期曝露の影響 2007 

9 有機水銀 メチル水銀の発達神経毒性 2008 

10 有機水銀 魚介類摂取による発達障害 2008 

11 鉛 子供の発達障害 (メキシコ) 2006 

12 ヒ素 森永粉ミルク中毒患者 (幼児) の追跡調査 2006 

13 カドミウム 子供の運動、知覚、免疫機能への影響 2006 

14 有機リン剤 子供の神経行動発達への影響 2008 

15 殺虫剤 子供の発達神経への影響 (欧州) 2008 

16 有機リン剤 経母乳曝露の影響 2009 

17 環境汚染物質 乳幼児・子供の行動発達への影響 2005 

18 有機リン剤 子供の記憶・運動機能への影響 2004 

 

上の表に示す様に、近年では欧米先進諸国を中心に有機塩素系化合物 (PCB)、有機水銀、

鉛、農薬 (リン剤、カーバメート、ピレスロイド等) などの環境化学物質の周産期曝露と

乳幼児・子供の神経系の発達との関連性についてコホート研究が進み、新たに疫学的研究

知見が集積されつつある。例えば、PCB では複数のコホート研究において小児の認知機能

や思春期の発達障害との関連性が報告されている。また、有機リン剤のパラチオン曝露と

子供の記憶や運動機能の低下との関連性が指摘されている。しかしながら、コホート研究
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における曝露指標としての測定物質は研究間でかなり異なっており、また、小児の神経発

達指標などアウトカムの測定も研究により違いがあることから、明確な因果関係を示唆す

る十分な証拠が未だ得られておらず、今後の幅広い緻密な研究が待たれる。 

 

 

以下に今回調査した 18 報の各文献の要旨を掲載する。 
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文献 1. 

Epidemiological and laboratory evidence of PCB-induced neurotoxicity. 
 

Seegal RF. 

 

Crit Rev Toxicol. 1996 Nov;26(6):709-37. 

 

Abstract 

この総論は以下に述べる内容を示唆するような疫学的及び実験的に得られた重要な知見か

らクリティカルなものを選択して評価することを目的とする。 

(1) ポリ塩化ビフェニル (PCB) 及び関連ハロゲン化芳香族炭化水素類の曝露は、ヒト及び

実験動物において、特に妊娠期及び授乳期の曝露により顕著な神経及び行動学的機能障害

を引き起こす。 

(2) PCBs の神経化学的作用は、PCB 類の構造及び曝露時における動物の発達状態に依存す

る。 

(3) これらの変化に関する作用機序は、基本的な細胞シグナリングの変化及び重要な中枢

神経系の神経伝達物質の合成及び活性、発達過程の脳の構築及びこれらの環境汚染物質に

対する行動反応に影響する内分泌機能の変化に関与している可能性がある。 
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文献 2. 

PCB-induced neurodevelopmental toxicity in human infants and its 

potential mediation by endocrine dysfunction. 
 

Winneke G, Walkowiak J, Lilienthal H. 

 

Toxicology. 2002 Dec 27;181-182:161-5. 

 

Abstract 

ポリ塩化ビフェニル (PCBs) は母親の体内蓄積物が胎盤を経由することにより、胎児に曝

露される。さらに、母乳で育てられた乳児は出生後に母乳中の PCBs に曝露される。広範

な生物学的影響のうち、内分泌器官との相互作用及び発達神経毒性がこれら化学物質混合

物の顕著な特徴である。神経発達遅延と出生前もしくは出生後早期における環境中濃度で

の PCBs 曝露との関連性は、いくつかのコホート研究で報告されている。各試験間で、交

絡、PCB 成分中の有害因子、毒性影響のスペクトラム及び持続性などの点について相違が

認められるものの、初期発達過程での PCB 曝露に関連して有害作用が起こることが示され

た。これらのコホート研究のみでは、神経発達異常の誘引となる PCBs の役割はまだ証明

されたとはいえないが、実験結果からは PCBs が発達神経毒性を有することは明らかとな

った。この作用の発現機序はいまだに不明であるが、エストロゲン/アンドロゲン系や特に

甲状腺ホルモン系などの内分泌系との相互作用がPCB誘発神経発達毒性を説明する上で考

察されている。この点におけるいくつかの知見について概説する。 
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文献 3. 

Developmental neurotoxicity following prenatal exposures to 

methylmercury and PCBs in humans from epidemiological studies. 
 

Nakai K, Satoh H. 

 

Tohoku J Exp Med. 2002 Feb;196(2):89-98. 

 

Abstract 

出生前のメチル水銀曝露に伴う健康への悪影響は、魚を食べている人口集団で行われたい

くつかの前向きコホート研究により明らかとなっている。フェロー諸島バース・コホート

の前向き研究では、以前に安全だと考えられていた出生前のメチル水銀曝露量においても、

いくつかの機能的な領域におけるわずかな障害が起こることが実証された。近年の更なる

研究においては、メチル水銀とポリ塩化ビフェニル (PCBs) 併用曝露に関連した神経行動

学的障害が認められた。一方、セイシェルの前向き研究では、このようなメチル水銀曝露

と神経発達障害との相関は認められなかった。メチル水銀を出生前及び出生後に曝露され

た高濃度曝露群では、低濃度曝露群よりもいくつかの発達試験においてよい点数を示した。

両研究におけるこの矛盾した相違をここに要約する。ヒトがメチル水銀に曝露される主要

源は魚類である。ポリ塩化ビフェニル (PCBs) や農薬を含むかなりの数の汚染物質は魚類

中に存在し、また PCBs を含むいくつかの有機化学物質は疫学的調査により発達過程の脳

に神経毒性を引き起こすという裏づけがあることから、これらの汚染物質の複合影響は、

メチル水銀の神経毒性を議論するうえで考慮しなければならない。従って本稿では、PCBs

曝露に焦点を当てた主要な前向きコホート研究について再検討した。 
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文献 4. 

Cognitive development in preschool children prenatally exposed to PCBs 

and MeHg. 
 

Stewart PW, Reihman J, Lonky EI, Darvill TJ, Pagano J. 

 

Neurotoxicol Teratol. 2003 Jan-Feb; 25(1): 11-22. 

 

Abstract 

いくつかの疫学的研究において、ポリ塩化ビフェニル (PCBs) の出生前曝露と就学前まで

の幼少期におけるわずかな認知発達障害との関係が予測されている [Child Dev. 56 (1985) 

853; J. Pediatr. 116 (1990) 38; J. Pediatr. 134 (1999) 33; Toxicol. Lett. 102-103 (1998) 423; 

Neurotox. 21 (6) (2000) 1029-1038]。しかしながら、全ての研究がこれらの関連を示している

わけではないため (J. Pediatr. 119 (1991) 58-63)、認知発達における出生前の PCB 曝露の影

響に関する議論は継続されている。本研究はこの問題を解決するための追加データを示す

ために計画された。オスウィーゴ新生児・幼児発達プロジェクトに登録された 212 人の子

供たちを生後 38 ヵ月齢に McCarthy Scales of Children's Abilities を用いて評価した。また、

生後 54 ヵ月齢にも再度評価を行った。認知発達の予測において重要な判断材料となる社会

経済的地位 (SES)、母親の IQ、母親の教育状況、家庭環境、喫煙、その他の様々な条件を

初に調整後、両年齢における PCBs の出生前曝露 (臍帯血 PCBs) と McCarthy Scales の成

績との関連性を評価した。臍帯血 PCBs を測定することにより，生後 38 ヵ月齢の McCarthy 

Scales の成績におけるわずかだが検出可能な障害を統計学的有意に予測可能であった。さ

らに、臍帯血 PCBs と母親の毛髪中の水銀 (MeHg) レベルとの間に有意な相互関係がみら

れ、出生前に高レベルの PCB に曝露された患者では､出生前のメチル水銀曝露レベルと

McCarthy Scales の成績には関連性がなかった。約 1.5 年後 (生後 54 ヵ月齢) に再評価した

際には、PCBs またはメチル水銀と McCarthy Scales の成績には関連が認められなかった。

McCarthy Scales の成績の年齢による推移を調査したところ、より多く曝露された子供たち

は， も少なく曝露された子供たちと 54 ヵ月で同じ成績になることが示された。今回のデ

ータは部分的に Jacobson et al., Patandin et al., and Walkowiak et al.らの調査結果 [J. Pediatr. 

116 (1990) 38; J. Pediatr. 134 (1999) 33; Lancet 358 (2001) 1602] を再現しているが、ここで報

告した結果は機能的回復が起こった可能性を示している。さらに、これ以降の調査で再現

性が取れるまで、PCBs とメチル水銀の相互関係は確定的ではないと考えられる。 
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文献 5. 

Neurodevelopmental outcomes of Seychellois children from the pilot 

cohort at 108 months following prenatal exposure to methylmercury from 

a maternal fish diet. 
 

Davidson PW, Palumbo D, Myers GJ, Cox C, Shamlaye CF, Sloane-Reeves J, Cernichiari 

E, Wilding GE, Clarkson TW. 

 

Environ Res. 2000 Sep;84(1):1-11. 

 

Abstract 

セイシェル共和国子供の発達スタディ (SCDS) では、妊娠中の母親へのメチル水銀曝露と

発達への悪影響との間にいかなる関連も確認できていない。この報告では、試験的なコホ

ートからの 87 人の子供たちについて 9 歳時に評価を行った。各子供には、標準化された精

神測定及び神経精神的テストを用いて、特別な認知・視覚運動・運動能力のバッテリー試

験を実施した。これらの結果、母親のメチル水銀曝露と発達の結果判定との間に悪影響を

示す関連性はないことが示唆された。3 つの評価項目 (Boston Naming Test 及び 2 つの視覚

運動協調性テスト) について、男児での能力の向上は出生前のメチル水銀曝露の増加と関

連した。このコホートの約 35%で出生後の毛髪が欠如していたが、出生前及び出生後の両

方のメチル水銀曝露量を含む 2 回目の分析を実施した。出生前曝露に関する 2 回目の分析

結果は、初回の分析結果を完全にではないが反映していた。この研究の結果は、SCDS の

主要なコホートにおける 66 ヵ月時の評価から得られた以前の調査結果と一致している。メ

チル水銀は神経毒性を有するため、この影響は魚の摂取と関連した他の要因により起こる

と考えられる。 
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文献 6. 

Environmental mercury release, special education rates, and autism 

disorder: an ecological study of Texas. 
 

Palmer RF, Blanchard S, Stein Z, Mandell D, Miller C. 

 

Health Place. 2006 Jun;12(2):203-9. 

 

Abstract 

テキサス教育局と米国環境保護庁のデータを用いて、テキサスにおける環境中に放出され

た水銀、特殊教育、自閉症率との関連性を調査した。学区域人口の規模、経済的及び人口

統計学的要因の補正には、ポアソン回帰分析を用いた。環境中に放出された水銀の増加と

関連して、特殊教育生徒率と自閉症率は有意に増加した。平均では環境中に放出された水

銀 1000 ポンド毎に特殊教育施設率が 43%増加し、自閉症率は 61%増加した。環境中に放

出された水銀及び特殊教育率の関連性は、自閉症率の増加と高度に相関した。この地域相

関研究により、環境中に放出された水銀と自閉症のような発達障害との関連性に関する更

なる研究の必要性が示唆される。政策計画や費用検討が必要である。 
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文献 7. 

Benchmark concentrations for methyl mercury obtained from the 9-year 

follow-up of the Seychelles Child Development Study. 
 

van Wijngaarden E, Beck C, Shamlaye CF, Cernichiari E, Davidson PW, Myers GJ, 

Clarkson TW. 

 

Neurotoxicology. 2006 Sep;27(5):702-9. 

 

Abstract 

メチル水銀は発達過程の神経系に対して非常に有毒である。全ての魚に少量存在するため、

ヒトへの曝露は主に魚類の摂取により起こる。出生前に高濃度のメチル水銀が曝露された

際の発達神経毒性試験の結果から、妊娠中にバックグラウンドレベルの汚染がある魚を摂

取した母親から生まれた子供において神経機能障害がもたらされる危険性が高まるか否か

という疑問が生じた。ニュージーランド、フェロー諸島、セイシェル諸島での研究から決

定されたベンチマーク用量は、母親の毛髪から測定された 4-25 ppm の用量においても乳児

への危険性が引き起こされるということを示唆している。しかしながら、ベンチマーク用

量の算出に影響を及ぼすと考えられる不確実な要因が多数存在するため、安全な摂取レベ

ルを算出するのにもっとも適した方法の調査の継続が大変重要である。以前に、我々はセ

イシェルにおいて 66 ヵ月追跡調査したメインコホート研究で集められたデータにベンチ

マーク分析を適用した結果を発表した。ここでは、26 の異なる神経行動異常を示した 643

人のセイシェル諸島の 9 歳の子供たちについて、母親の毛髪中のメチル水銀のベンチマー

ク用量 (BMD) を算出することによりメインコホート分析を拡大して実施した。これらの

連続した神経行動症状に対し、様々な共変量を用い、K-力モデル・ワイブルモデル・ロジ

スティックモデルを含む用量反応モデルを適用した。26 種の神経行動症状の BMD の 95%

信頼限界 (BMDL) は、ロジスティックモデルの 20.1 ppm (range = 17.2 – 22.5) から、K-力

モデルの 20.4 ppm (range = 17.9 – 23.0) までばらついた。これらの測定値は、66 ヵ月の追跡

調査で得られた値よりも若干低い値である。セイシェル共和国子供の発達スタディは、メ

チル水銀の安全摂取量の算出に対する確固たる科学的な基礎を提供するために継続してい

る。 
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文献 8. 

Separation of risks and benefits of seafood intake. 
 

Budtz-Jørgensen E, Grandjean P, Weihe P. 

 

Environ Health Perspect. 2007 Mar;115(3):323-7. 

 

Abstract 

背景：魚介類には重要な栄養素が含まれているが、メチル水銀などの有毒な汚染物質も含

まれている。従って汚染物質防御勧告は、食事に関する勧告と矛盾する場合がある。この

矛盾を解決しようとしても、ほとんどの疫学的研究では栄養面の有益性か水銀の毒性につ

いてかどちらか片方のみが調べられており、その両方にかかわるものは少ない。 

目的：同じ食物に由来する二つの曝露物質によって結果的には同様な健康への影響が示さ

れるという事象は、交絡の古典的な例である。このバイアスの程度を調べるために、著者

らはフェロー諸島におけるメチル水銀を用いた発達神経毒性の前向き研究で得られたデー

タについて構造方程式モデルを適用した。 

結果：妊娠期に魚類を摂取した際に得た利益 (benefit) を補正すると、補正しない場合に比

較して胎生期のメチル水銀曝露の影響は増加した。食事についての聞き取り調査における

回答は、魚介類の栄養分の胎児への供給を推測するには曖昧なものであるように考えられ、

この曖昧さが交絡によるメチル水銀の影響評価にバイアスをもたらすと考えられた。我々

は、誤差変動の範囲を特定するための感度分析を用いてこのバイアスの大きさを調べた。

現実的に許容しうると考えられる正確さのレベル (Realistic imprecision) では、水銀に伴う

不利益 (deficit) は補正前の影響に比較して 2 倍まで増加した。 

結論：これらの結果から、benefical パラメーターにおける制御不能な交絡及びこの交絡の

曖昧さが毒物曝露の影響の把握に相当な過小評価をもたらす原因となることが示唆された。

したがって魚介からのメチル水銀曝露の毒性影響は、観測的な研究から得られた補正して

いない結果により過小評価されると考えられる。そしてそのバイアスの程度は試験に依存

するものとなるであろう。 
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文献 9. 

Human developmental neurotoxicity of methylmercury: impact of 

variables and risk modifiers. 
 

Castoldi AF, Johansson C, Onishchenko N, Coccini T, Roda E, Vahter M, Ceccatelli S, 

Manzo L. 

 

Regul Toxicol Pharmacol. 2008 Jul;51(2):201-14. 

 

Abstract 

メチル水銀は、ヒト及び実験動物において神経発達に影響を及ぼすことが昔から広く知ら

れている環境中及び食品中の毒性物質である。メチル水銀のリスク評価は、主に日本とイ

ラクにおける広範囲に及ぶ中毒症状のヒトのデータ、及びさまざまな魚を食べる世界中の

地域における子供の発達と神経毒性の子宮内曝露との関係を調査した広範囲な疫学的研究

に基づいて行なわれている。多数の文献や研究がなされているにもかかわらず、メチル水

銀の神経毒性作用の閾値、特にいつ神経行動にわずかな影響を及ぼすのかについては未だ

不明である。本稿では、メチル水銀の発達神経毒性に関する臨床的及び疫学的調査結果を

概説した。メチル水銀の毒性作用を修飾すると思われる食品や栄養・性別・曝露方法・他

の神経毒性物質との共曝露といった要因の潜在的影響に特に注目した。老化に伴い何らか

の症状が起こるまたは悪化するという概念と共に、これらの要因は、発達過程の曝露にお

ける安全領域の確定においても問題のひとつとなると思われる。 
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文献 10. 

Neurodevelopmental effects of maternal nutritional status and exposure 

to methylmercury from eating fish during pregnancy. 
 

Davidson PW, Strain JJ, Myers GJ, Thurston SW, Bonham MP, Shamlaye CF, Stokes-Riner 

A, Wallace JM, Robson PJ, Duffy EM, Georger LA, Sloane-Reeves J, Cernichiari E, 

Canfield RL, Cox C, Huang LS, Janciuras J, Clarkson TW. 

 

Neurotoxicology. 2008 Sep;29(5):767-75. 

 

Abstract 

魚には脳の良好な成長と発達を促す栄養素が含まれているが、毒性作用を持つメチル水銀

も含まれている。本研究では、魚の栄養素を選別して摂取する、または母親の栄養状態を

測定することが、子供の発達に対して出生前のメチル水銀曝露の影響を推定する際の重要

な交絡因子を指摘しうるという仮説を検証した。この研究は、魚の消費が多いインド洋列

島のセイシェル共和国で行われた。この研究では、長期的コホート研究方式を用いた。合

計 300 人の母親が妊娠初期に登録された。脳の発達に重要であると考えられている栄養素

を妊娠中に測定し、また、出生前のメチル水銀曝露もともに測定した。子供については 30

ヵ月齢まで定期的に評価した。229 人の子供から解析のための共変動データを得た。評価

は主に Bayley Scales of Infant Development-II (BSID-II) を用い、9 ヵ月齢及び 30 ヵ月齢で適

用した。幼児の認識力及び記憶力の測定は、4 つの二次計測を併用し、5、9、25 ヵ月にも

実施した。コホート対象の母親たちは、平均して一週間当たり 537 g の魚 (9 回の魚を含む

食事) を摂取した。産前の母親の毛髪中の平均メチル水銀曝露量は、5.9 ppm であった。初

回の解析では、メチル水銀、母親の栄養状態及び子供の BSID-II の得点との関連性につい

て調査したところ、メチル水銀と 30 ヵ月における平均精神運動発達指数 (PDI) に逆相関

が認められた。PDI とメチル水銀のみあるいは栄養状態のみとの関連を調べた二回目の解

析では、メチル水銀と 30 ヵ月における PDI の関連性は有意境界であり、栄養状態とは関連

性が認められなかった。試験的に実施した生後 5 ヵ月時における計測では、ヨウ素濃度と

明らかに関連性が認められたが、出生前メチル水銀曝露とは関連性が認められなかった。

これらのことから、出生前メチル水銀曝露と子供の発達結果との関連性を調査する試験に

おいて、母親の栄養状態が交絡を引き起こしている可能性が示唆される。 
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文献 11. 

Longitudinal associations between blood lead concentrations lower than 

10 microg/dL and neurobehavioral development in environmentally 

exposed children in Mexico City. 
 

Téllez-Rojo MM, Bellinger DC, Arroyo-Quiroz C, Lamadrid-Figueroa H, Mercado-García 

A, Schnaas-Arrieta L, Wright RO, Hernández-Avila M, Hu H. 

 

Pediatrics. 2006 Aug;118(2):e323-30. 

 

Abstract 

目的：現在、疾病管理予防センターのガイドラインでは子供の血中の鉛の毒性影響を起こ

さない上限を 10 μg/dL としているが、近年の研究ではこれを疑問視する情報が増加してい

る。我々は、メキシコシティ前向き鉛スタディのデータを用いて、血中鉛濃度と生後 12 ま

たは 24 ヵ月齢における神経発達との用量－効果関係について評価した。 

方法：調査対象群は、生後 12 及び 24 ヵ月齢で血中鉛濃度が 10 μg/dL 以下であった 294 人

の子供たちから構成された。血中鉛濃度は、グラファイト炉原子吸光分析法を用いて測定

した。同じ時期に Bayley Scales of Infant Development II を実施した。精神発達指数と精神運

動発達指数を評価した。 

結果：共変量で補正すると生後 24 ヵ月齢における子供の血中鉛濃度と 24 ヵ月における精

神発達指数及び精神運動発達指数には有意な逆相関が認められた。12 ヵ月齢における血中

鉛濃度と同時期の精神発達指数または精神運動発達指数の得点及び 24 ヵ月齢における精

神発達指数との間には関連性が認められなかったが 24 ヵ月における精神運動発達指数と

は有意な相関が認められた。この相関は、臍帯血中鉛濃度、24 ヵ月での精神発達指数また

は精神運動発達指数の得点、12 ヵ月の調査での精神発達指数または精神運動発達指数の得

点で補正しても変化しなかった。24 ヵ月齢の精神発達指数や精神運動発達指数の得点とそ

の時点での血中鉛濃度との関連係数は、血中鉛濃度が 10 μg/dL 以上の子供たちよりも血中

鉛濃度が 10 μg/dL 以下の子供たちで有意に大きかった。 

結論：これらの分析から、子供の神経発達は 10 μg/dL 以下の血中鉛濃度においては逆相関

することが示唆される。我々の調査結果は、血中鉛濃度と神経行動学的検索結果との

supralinear (上比例性) 相関と一致した。 
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文献 12. 

Long-term consequences of arsenic poisoning during infancy due to 

contaminated milk powder. 
 

Dakeishi M, Murata K, Grandjean P. 

 

Environ Health. 2006 Oct 31; 5:31. 

 

Abstract 

ヒ素中毒は何百万人もの人々に影響を及ぼしている世界的な健康問題である。曝露の主因

は、天然地質由来のヒ素により汚染された飲料水である。現在のリスク評価は、ヒ素に認

められた発がん性に基づいているが、神経毒性のリスクについては見過ごされている。1955

年に日本の幼児の間でヒ素中毒が発生し、100 人以上が亡くなった。原因は、森永製菓の

作った汚染粉ミルクであった。森永粉ミルク中毒の詳細は日本語のみで発表されているた

め、この中毒事故の要約及びその長期間にわたる継続事例について報告する。行われた分

析から、森永粉ミルクから作られたミルクのヒ素濃度は約 4-7 mg/L と計算され、一日量に

相当する 500 μg/kg 体重をわずかに上回る。ミルクは薄めて用いられたため、曝露量はより

低いものと考えられる。臨床的な中毒例は、曝露後 2,3 週間で発生し、総曝露量は約 60 mg

であった。この事件から発達神経毒性の有害性評価に関する明確な知見が得られた。現在

600 人以上の犠牲者が生存しており、彼らは 50 代になっているが、精神遅滞、神経学的疾

病、その他の障害といった重度の後遺症に苦しんでいることが報告されている。環境中の

ヒ素に曝露された子供たちの近年の疫学的調査と共に、これらのデータは無機ヒ素曝露の

リスクアセスメントにおいて、神経毒性が重要な指標であると考えられる必要性があるこ

とを示している。 
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文献 13. 

Cadmium and children: exposure and health effects. 
 

Schoeters G, Den Hond E, Zuurbier M, Naginiene R, van den Hazel P, Stilianakis N, 

Ronchetti R, Koppe JG. 

 

Acta Paediatr Suppl. 2006 Oct;95(453):50-4. 

 

Abstract 

カドミウムの体への曝露と蓄積は若い年齢から始まる。子供は主に食物、間接喫煙、ハウ

スダストを通じて曝露される。体内からの排泄は限られている。腎臓へのカドミウムの蓄

積は、成人期で認められる腎毒性や骨粗しょう症などに関与している。呼吸器からのカド

ミウム曝露は、成人における肺がんにも関与している。胎盤及び母乳を通じての新生児へ

の移行は限られてはいるが、実験動物においては催奇形性及び発達毒性が認められた。子

供を含むヒトでの調査におけるデータベースは限られているが、子供たちの運動及び知覚

的行動に対する影響は、子宮内カドミウム曝露の上昇と関連がある。学齢児童の尿カドミ

ウム濃度は、免疫抑制影響と関連性があった。これらの結果を確かめるためには、更なる

研究が必要である。In vitro と動物を用いた実験データでは、視床下部－下垂体軸のさまざ

まなレベルにおいてカドミウムが影響を与えることが示され、内分泌もしくは免疫系に障

害を起こしうると考えられる。子供に対するカドミウムの直接的な影響とともに、成長後

のみに見られる重篤な健康に対する影響を引き起こすようなカドミウムの蓄積を可能な限

り防ぐため、若年期におけるカドミウム曝露は制限されなければならないものである。 
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文献 14. 

Prenatal and childhood exposure to pesticides and neurobehavioral 

development: review of epidemiological studies. 
 

Jurewicz J, Hanke W. 

 

Int J Occup Med Environ Health. 2008;21(2):121-32. 

 

Abstract 

目的：従来の農薬は、害虫と認識される生物を滅ぼす、撃退する、抑制する事を目的とす

る物質の多種のグループからなる。鉛、水銀及び PCBs の研究と比較して、農薬の疫学的

研究では発達神経毒性の評価がほとんどなされていない。 

材料及び方法：農薬に曝露された子供たちの神経行動学的発達について焦点を当てた疫学

的調査を、PubMed・Medline・EBSCO・Agricola・TOXNET のデータベースを調査すること

により確認した。 

結果：本研究の結果から、子供の農薬への曝露は、神経行動学的発達に障害をもたらす可

能性があるということが示唆される。出生前及び幼児期に有機リン系農薬 (OP) に曝露さ

れた子供たちは、短期記憶を含む課題を行うことが困難であり､また反応時間の増加、精神

的発達の障害、広範囲に及ぶ発達上の問題を示すと考えられた。有機リン系農薬曝露の影

響は、新生児においては主に異常反射の増加、若年者では精神的や感情的な異常として示

されている。有機塩素系農薬への曝露と神経発達に対する影響との関連性を調査している

研究では、矛盾した結果を示している。ある研究では精神及び精神運動機能に障害を引き

起こすと報告しているのに対し、他の研究では、上記の結果は得られなかったとしている。 

結論：疫学的調査に基づく情報は、農薬に曝露される人々や子供たちの間で、農薬の使用

と神経発達障害の関連性についての認識を増やす必要があることを示唆する。従って、

principle of prudence すなわち慎重性の原則を規範とすべきである。 
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文献 15. 

Potential developmental neurotoxicity of pesticides used in Europe. 
 

Bjørling-Poulsen M, Andersen HR, Grandjean P. 

 

Environ Health. 2008 Oct 22;7:50. 

 

Abstract 

農業で用いられる農薬は、雑草や害虫、真菌といった好ましくない生物種から収穫物を保

護する役割を持つ。多くの化合物は、害虫の神経系を標的としている。脳生化学的な類似

性のため、このような農薬はヒトに対しても神経毒性を持つ可能性がある。発達過程の脳

が特に神経毒性を示す農薬の有害作用に脆弱であるという懸念が高まっている。現在の安

全性試験の要求事項には、発達神経毒性は含まれていない。そこで、我々は現在使用され

ている農薬の神経毒性について発表された知見について、特に初期発達時期のリスクに焦

点をあてて系統的評価を行った。疫学的調査は神経発達障害も伴ってはいるものの、主に

は農薬の混合曝露について行われている。典型的な化合物を用いている実験では、近年ヨ

ーロッパで使われている有機リン化合物、カルバメート、ピレスロイド、エチレンビスジ

チオカルバメート、クロロフェノキシ系除草剤などの多くの農薬が神経発達毒性を引き起

こす可能性があることを示唆している。脳の発達に対する悪影響は、重篤であり不可逆的

である。従って、予防することは公衆衛生の優先事項でなければならない。食物における

残留や他の経路でのヒトへの曝露を防御するためには、神経毒性を有する殺虫剤類を把握

しなければならない。その他の物質で、広範囲にわたり使用され、また発達中の脳に影響

を及ぼすものについては、一般に発達神経毒性のデータが欠けているため、特に取り上げ

て検索する必要がある。より正確な知見が得られるまでは、現在詳細に調べられていない

化合物については、その脳の発達に対する影響を防御するための予防策が必要であること

を考慮すべきである。 
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文献 16. 

Analysis and integration of developmental neurotoxicity and ancillary 

data into risk assessment: a case study of dimethoate. 
 

DeSesso JM, Watson RE, Keen CL, Hazelden KP, Haws LC, Li AA. 

 

J Toxicol Environ Health A. 2009;72(2):94-109. 

 

Abstract 

ジメトエートは、農作物や観賞植物につく多種多様な害虫を制御するために用いられる有

機リン系殺虫剤 (OP) の 1 つである。ジメトエートの安全使用を確保するためには発達中

の胎児、幼児、子供を含む全てのライフステージで悪影響を受けない曝露量を求めること

が重要である。発達神経毒性試験  (DNT)、コリンエステラーゼ  (ChE) 感受性試験、

cross-fostering 試験 (継母試験)、1 世代もしくは数世代繁殖毒性試験の結果に基づき、ジメ

トエートの 2 つの重大なエンドポイントを特定した。すなわち、雌の脳における ChE 阻害 

(ChEI) 及び離乳児における死亡である。 初の評価では、ジメトエートを強制経口投与で

3 mg/kg 以上投与した母動物から生まれた離乳児の死亡が増加するため、離乳児の死亡率を

毒性のエンドポイントとして選択すると結論した。しかしながら、より詳細な実験から、

離乳児の死亡は少数の腹に集中しており、母動物の出産後の状態が悪かったために児動物

の育成が妨害されたものであることが明らかとなった。腹ごとに統計検定を実施した際に

は、死亡離乳児の腹ごとの平均値は母親に出産後 6 mg/kg のジメトエートを投与したとき

のみ有意に増加した。6 mg/kg のジメトエートを妊娠期のみに投与した場合には、離乳児の

生存には影響がなかった。このことから、離乳児の死亡率に関与しているのは、哺乳期の

母親への曝露であると結論した。さらに、以前設定された成獣におけるベンチマーク用量 

(BMD) メタ分析法では、雌における ChEI の BMDL (10) (対象の項目が 10%減少する用量

の幅の 95%下限) は離乳児の死亡率の BMDL (10) よりも 3 倍低かった (それぞれ 0.19 

mg/kg、0.68 mg/kg)。以上のことから、この試験により、周産期に集められたデータを評価

する際、統計学的有意差は腹単位での確認が重要であることが明らかとなった。また、成

獣の脳 ChEI は、ジメトエート毒性の危険性を評価するための正確で重要な評価項目である

と結論付けられる。 
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文献 17. 

Assessing the effects of environmental toxicant exposure in developmental 

epidemiological studies: issues for risk assessment. 
 

Rice DC. 

 

Neurotoxicology. 2005 Aug;26(4):483-9. 

 

Abstract 

疫学的調査は幼児及び子供の行動発達期における環境化学物質の曝露影響を理解する上で

きわめて重要である。これらの調査の 終目的は、公衆衛生の保護に直接用いられる情報

を提供することでなければならない。エンドポイントの評価は、評価する化学物質の影響

を認識した上での領域を特化した試験、あるいはさまざまな機能をサンプリングする一般

的な臨床機器を用いる事により行われる。エンドポイントを選択するための総合的な方法

を考察することは各試験の比較をより直接的なものとする。試験集団と関連する一群の化

合物を測定することが重要であるという認識は強まってはいるが、測定する化合物の決定

や、その数、特に共線性が高いデータが得られた場合にはそれらに対してどのような統計

解析を実施するかについては研究者によって異なる手法がとられている。“chemicals of 

interest (米国国土安全保障省により作られた問題の化学物質リスト中の化学物質)”に高い

相同性を有する化学物質は時に統計検定からはずされ、そのため試験からの重要な情報を

得る機会を失う。さらに、リスクアセスメントに重要であるにもかかわらず，疫学的試験

では曝露と影響との関連形態は調査されないのが一般的である。研究者、統計学者及び risk 

assessor (リスクアセスメント専門家) が話し合う機会をもつことにより、ヒトにおける発

達毒性試験が公衆衛生における問題の解決に非常に役立つものとなるであろう。 
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文献 18. 

Long-term neurobehavioral health effects of methyl parathion exposure 

in children in Mississippi and Ohio. 

 
Ruckart PZ, Kakolewski K, Bove FJ, Kaye WE. 

 

Environ Health Perspect. 2004 Jan;112(1):46-51. 

 

Abstract 

メチルパラチオン (MP) は農業での使用のみ認可されている有機リン系農薬であり、米国

ミシシッピ州やオハイオ州では害虫を制御するために違法に噴霧されていた。メチルパラ

チオン曝露と神経行動学的発達との関連を調査するため、メチルパラチオンが散布された

時に 6 歳以下であった子供たちを曝露群とし、曝露されてない同じ地域の子供たちを対照

群として Pediatric Enviromental Neurobehavioral Test Battery (PENTB) を実施した。PENTB 

は、子供たちの日常に関する質問と (親に対するインタビューと質問)、能力に関する試験 

(4 歳以上の子供に対する神経行動学的試験) で構成され、神経行動学的評価に必要不可欠

な認知力、運動能力、知覚能力、情動について評価する方法である。尿中パラニトロフェ

ノール濃度及び環境中のメチルパラチオンの拭き取りサンプル (wipe samples) により、子

供たちを対照群と曝露群に分類した。曝露群の子供たちは、短期記憶や注意に関する試験

の成績が低下していた。さらに、曝露群の子供たちの親は、対照群の子供たちの親と比較

して自分の子供たちがより行動や運動機能に問題があると報告していた。しかしながら、

これらの結果は両地域で一貫して認められたわけではなかった。また、一般的知能、視覚

と運動機能の統合、多段階の処理においては両者の違いはまったく認められなかった。以

上のことから、メチルパラチオンは短期記憶及び注意に対して微妙な変化を引き起こし、

運動機能やいくつかの行動に寄与している可能性が示唆されるが、この結果は決定的では

ないと考えられる。 
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