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A. 研究目的 
本分担研究では、これまでの国内外にお

ける発達神経毒性評価の現状、特に行動解

析および関連するガイドラインについて

情報収集を行うとともに課題を抽出する。

加えて、OECD で検討されている発達神経

毒性の GD の開発に寄与することを目的と

する。 
 
B. 研究方法 
B.1. 発達神経毒性評価のための行動解析

に関する情報収集 
これまでの国内外における発達神経毒

性評価の現状について情報収集を行うと

ともに課題を抽出した。まず、発達神経毒

性試験における現状把握のために、米国環

境保護庁（EPA）および経済協力開発機構

（OECD）の発達神経毒性（Developmental 
neurotoxicity, DNT）テストガイドラインに

おける、行動解析に関する情報について内

容を確認し、比較した。また、発達神経毒

性評価の現状についての文献調査には、医

学・生物学分野の学術文献検索データベー

スである PubMed および MEDLINE を用い

た。 
＜文献検索に用いたキーワード＞ 

研究要旨 
本研究は、化学物質やその混合物の安全性を評価するための国際的な合意を推進する経

済協力開発機構（OECD: Organisation for Economic Co-operation and Development）の

試験法ガイドライン（TG:Test Guideline）プログラム各国調整官作業グループ（WNT: 
Working Group of National Co-ordinators of the TGs programme）において、日本で開発

された種々の TG やガイダンス文書（GD：Guidance Document）、毒性発現経路（AOP : 
Adverse Outcome Pathway）などの世界各国が必要とする成果物を公定化させるとともに、

他国が提案する OECD 大型プロジェクトに関与し、その成果物に日本の主張を反映させ、

その成果を化学物質の審査及び製造等の規制に関する法律（化審法）や毒物及び劇物取締法

（毒劇法）などの我が国の厚生行政に反映させることを目的とする。 
分担研究として、これまでの国内外における発達神経毒性評価の現状について情報収集

を行うとともに課題を抽出した。具体的には、実験動物（げっ歯類）を対象とした発達神経

毒性評価の現状、特に用いられる行動解析および関連するガイドラインについて調査を行

った。得られた論文はリスト化し、現状把握のための資料とした。また、OECD で検討さ

れている発達神経毒性の GD に関連する提案資料への意見募集に適切な意見を返すことで、

関連する GD の開発に寄与した。 
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mice, rats, rodents, neurodevelopmental, 
developmental, neurotoxicity, test guideline 
 
検索後、タイトル、雑誌情報、アブストラ

クトを確認し、下記（1）~（3）の内容を含

む文献を選択した。 
（1）げっ歯類（マウス、ラット）を用いた

実験報告 
（2）化学物質曝露による影響評価 
（3）曝露時期、投与期間、用量等の実験条

件や、解析に用いた行動試験の具体

的な記載 
 
B.2. OECD からの意見募集への対応 

JaCVAM 発達神経毒性（DNT）資料編纂

委員会にオブザーバーとして参画すると

ともに、公定化に向けて進行中の in vitro 
DNT ガイダンス文書の提案資料に対して、

OECD からの意見募集に適切な意見を返し

た。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究は、動物を用いない調査研究である。 
 
C. 研究結果 
C.1. 情報収集 

EPA および OECD の発達神経毒性に関

するテストガイドラインを確認し、げっ歯

類に対する行動解析に関する内容を中心

に比較を行った結果を表１に示した。発達

神経毒性に関連する OECD ガイドライン

（TG426）は、全般に EPA ガイドライン

（OPPTS 876.6300）に沿った内容であり、

EPA のガイドラインに比べ詳細に記載さ

れていた。試験項目の内容に関しては、大

きく分けて「行動発生」、「自発運動量」、「運

動および感覚機能」、「学習および記憶」に

おける推奨検査項目や実験条件について

述べられていた。しかしながら、実施する

行動評価の選択については具体的な記載

はなく、明記されているのは評価の対象と

なる機能および試験を行う際の推奨日齢

のみであった。また、脳高次機能に関する

試験項目としては「学習および記憶」が該

当するが、試験方法の記述は曖昧な表現に

とどまっていた。さらに、行動試験を行う

にあたり、解析環境の記載については、具

体的な説明が乏しいことや、特定の試験を

組み合わせた評価系を構築するなど、標準

化（統一化）されたプロトコールではない

ことも明らかとなった。 
PubMed を用い、OECD ガイドライン

（TG426）が制定された 2007 年から、2021
年までの範囲で文献数調査を行ったとこ

ろ、検索キーワード「“ developmental 
neurotoxicity”」の検索条件では総文献数が

1001 件となり、その報告数は年々増加して

いた。一方で、「"developmental neurotoxicity" 
AND "test guideline"」の検索条件では 8 件

と、ほとんど該当しないことが分かった。

MEDLINE による文献検索にて収集した学

術論文（95 報）については、オープンフィ

ールド試験における活動量の評価、モリス

水迷路における学習・記憶の評価が多くの

文献で使用されていたが、その他、行動解

析項目としての共通性はあまり存在しな

かった。また、現行のガイドライン（OECD
あるいは EPA）に準拠して行われたと記載

のあるものは 2 件のみであった（66, 78）。
なお、検索キーワードとアブストラクトを

もとに選抜した論文は、文献管理ソフトで

ある EndNote（ユサコ株式会社）にてリス

ト化し、発達神経毒性評価に係る毒性情報

として資料とした（添付資料１：本文中括

弧内の数字は添付資料１の論文番号を示

す）。 
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C.2. OECD からの意見募集への対応 
JaCVAM 発達神経毒性資料編纂委員会の

オブザーバーとして委員会に参画すると

ともに、 in vitro DNT ガイダンス文書

（Guidance on the Interpretation of Data from 
the Developmental Neurotoxicity (DNT) In-
Vitro Testing Assays for Use in Integrated 
Approaches for Testing and Assessment (IATA)）
および Case Study に関して、OECD 事務局

に提出するコメント募集に応じた。神経行

動毒性の評価系、特に in vivo 試験を行って

いる立場から、本ガイダンスの改善点・懸

念点について以下のコメントを行った。 
１．提案されている in vitro 試験バッテリ

ー（Developmental Neurotoxicity In Vitro 
Battery (DNT IVB)）により in vivo 発達

神経毒性を予測するにあたって、化学

物質影響の種差（中枢移行性等）、性差

に関する言及がないこと。 
２．in vivo 試験で観察される神経回路の機

能変化や、顕在化する行動影響に関し

て、in vitro 試験において得られたデー

タはどこまで対応しうるのか、あるい

は妥当性があるのか、具体的な言及を

追加すること。 
３．被験物質の複合曝露による、相加・相

乗的影響についての懸念。 
４．げっ歯類の代替としてのゼブラフィッ

シュによる解析について、検出系の施

設間差、試験プロトコールの統一性

（個体数や分析法）を議論すること。 
５．今後、DNT IVB で種々の化学物質につ

いて検討する際に、in vitro 試験で確認

されなかった影響が in vivo 試験のみ

で確認された場合の解釈について。 
６．行動毒性においては、in vitro 試験の複

数のアッセイを組み合わせたとして

も予測が困難な部分があり、in vivo 脳

高次機能影響（学習や記憶）の評価は

現状難しいと考えられるが、その際に、

最終的に in vivo アッセイで補強すべ

き役割について議論を追加すること。 
 
D. 考察 

OECD ガイドラインは 2007 年に制定（最

終化）され、EPA ガイドラインの制定（1998
年）から比較的時間が経っている。そのた

め、DNT 試験に関する評価方法について長

く議論され、多くの改善が加えられたこと

が、試験の信頼性および再現性に大きく寄

与していると考えられる。一方で、検査の

概要や該当する種々の検査例が詳細であ

るため、複雑化してしまった部分もある。

実際に、PubMed および MEDLINE による

検索キーワードを絞った調査からは、学術

ベースで行われている発達神経毒性研究

において、OECD あるいは EPA ガイドライ

ンに準拠した文献は少なく、今回選定しな

かった論文についても、ほとんど該当しな

いと予想された。現行ガイドラインに準拠

した発達神経毒性試験の実施に当たって

は、上述した試験項目の多さや複雑さ、加

えて試験実施にあたりコスト面が課題に

なると考えられた。 
また、ガイドラインにおける行動解析の

検出方法を見ると、化学物質が及ぼし得る

脳高次機能に対する試験の必要性は認識

されているが、未だ不十分であると考えら

れた。スループット性への影響やコスト面

を考慮する必要はあるが、学習・記憶以外

の脳高次機能の評価として、OECD ガイド

ライン上も追加可能としている社会性に

関する行動試験（ホームケージ試験、ソー

シャルインタラクションテスト、マウス超

音波発声（USV）等）の評価も重要である

と考えられる。この点、論文調査にて収集

した文献では、上述した社会性の評価が可

能な行動試験を採用している文献が多く
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存在し（11, 18, 26, 28, 32, 33, 34, 37, 57, 59, 
72, 91）、現行のガイドラインを補強する評

価手法として、その重要性を示唆するもの

であると考えられた。 
さらに、動物の行動は様々な環境条件

（順化期間、温度、湿度、照度、環境音、

試験実施時間等）の変化に大きな影響を受

ける可能性がある。文献情報からも、これ

ら環境条件は具体的記載がない、あるいは

実験室ごとに独自に設定しており、異なる

傾向にあることが明らかになった。OECD
ガイドラインには、実験・解析環境につい

て詳細には記載していないため、この点、

検査手順の違いにより、試験施設間での行

動影響の検出感度に差が生じるおそれが

あると考えられた。 
以上より、発達神経毒性、特に行動解析

を評価する上で、考慮しなければならない

課題としては、 
・学習、記憶以外の脳高次機能の評価項目

の検討 
・安定性、再現性のある実験を実現するた

め、環境条件によって影響受ける測定誤差

の低減 
・頑強性を保ちながらも、標準化されたプ

ロトコールの確立 
等が考えられた。 

OECD からの意見募集（in vitro DNT ガ

イダンス文書）に関しては、ガイダンス文

書自体が、in vitro 試験の有用性を示す内容

でまとめられていることに変わりはない

が、本来げっ歯類を主とした動物試験を代

替する評価手法として、現行の in vivo 試験

との対応や、解決すべき課題についての言

及が少なく感じられ、in vivo 試験と in vitro
試験で行われる評価手法と得られる結果

のブリッジングの点で、さらに議論を深め

る必要があると考える。 
 

E. 結論 
本研究で得られた発達神経毒性の文献情

報や、OECD からの提案資料に対するコ

メント募集への参画による、国際貢献を通

して得られた情報は、今後も、OECD プ

ロジェクトに日本の意見や結果を反映させ

るために重要であり、引き続き厚生労働行

政に活用できるよう調査を進めていく必要

があると考えられる。 
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G. 知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
1. 特許取得 
なし 
2. 実用新案登録 
なし 
3. その他 
なし 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  

表１. EPA および OECD ガイドラインにおける行動解析に関する項目の比較 
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添付資料１ 発達神経毒性評価に係る毒性情報（行動解析を中心とした研究論文） 
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