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は じ め に

昨年 12 月 号 で 「農薬登録 申 請 に 係 る 試験成績 に つ い

て J (平成 12 年 1 1 月 農産第 8147 号農産園芸局長通知)

に つ い て ， 見直 し の概要 を 紹介 し た 。 同通知 に は， 試験
実施の た め の 「農薬 の 登録申請時 に 提出 さ れ る 試験成績
の作成 に 係 る 指針J (以下 「試験指針J と い う 。 ) が定 め
ら れて い る 。 今回 は新た に 追加 さ れた 試験成績 に つ い て

試験指針の概要 を紹介す る 。

I 急性神経毒性試験 (指針識別番号 2-1-7)

1 .  単回暴露 に よ る 神経系への毒性変化 を 明確 に し ，

そ の毒性変化 の認め ら れ な い最高投与量 (無毒性量) を
明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た 試験で あ る 。

2 .  供試動物
げ っ 歯類 (通常， ラ ッ ト ) 。

3 .  投与方法

被験物質の投与 は ， 必要 に 応 じ て 投与経路 (経口 ， 経

皮又は吸入) を選択 し行 う 。
4 .  観察期間

被験物質 を単回暴露後， 14 日 間 の観察 を行 う 。
5 .  動物数お よ び試験群の設定
( 1 ) 動物数の設定

各群雌雄 10 匹以上。 神経病理組織学的検査 に 必 要 な
各群雌雄各 5 匹以上 を 含 む 。

( 2 ) 試験群の設定

1)  被験物質投与群

少 な く と も 3 段階の投与群 を 設 け る 。
2 )  対照群
被験物質の投与 を 行わ な い こ と 以外， す べ て の点で被

験物質投与群 と 同一条件。
6 .  観察お よ び検査
( 1 )  一般状態の観察
1 )  全動物 に つ い て ， 全身状態， 異常行動の有無お よ

び死亡 の有無 を 観察。
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2)  全動物 に つ い て 投与開始前 お よ び投与開始後少 な

く と も 週 1 回， 体重測定。

( 2 ) 詳細 な状態の 観察 お よ び機能検査

1) 全動物 に つ い て 投与 開始前， 投与後 8 時間以 内 で

最 も 影響が現れ る こ と が予想 さ れ る 時間， 投与 7 日 後 お

よ び 14 日 後 に 行 う 。

2) 飼 育 ケ ー ジ 内 お よ び観察台 上 で外 観 ( 皮 膚， 被
毛， 限 ・ 眼球 お よ び粘膜 等 の 変化， 分泌物 の 有無等) ， 

体位， 姿勢 ( 円 背位等) ， 自 律神経系機能 ( 流涙， 立毛，
瞳孔径， 呼吸状態， 排1世状態等) ， 運動協調性， 歩 行 の
異常， 動物の取扱操作 お よ び環境刺激 に対す る 反応， 神
経系 (振戦， 痘撃， 筋収縮性等) ， 探索行動の 変化， 常
同行動 (身 づ く ろ い の 変化， く ぴふ り ， 旋 回 等 ) ， 異常
行動 ( 自 岐， 後ず さ り ， 異常発声等) ， 攻撃性等 に つ い
て観察す る 。

3 )  種々 の刺激 (聴覚刺激， 視覚刺激， 固有受容器刺
激等) に 対 す る 感覚運動反応， 握 力 お よ び 自 発運 動 量
( 自 動記録装置 を 用 い る 。 )

4 )  他の毒性試験等 で神経毒性が疑わ れた 場合， 疑わ

れ た 神経毒性 の精査 に 適 し た 感 覚 機能， 運 動機能， 学
習 ・ 記憶 に 関 す る 試験 を 実施す る 。

( 3 ) 病理学的検査
1) 対象 と な る 各群雌雄各 5 匹以上 に つ い て ， 病理組

織学的検査 を 行 う 。
2) 状態観察 お よ び機能検査で， 特定 の 動物 に 異常 が

認め ら れた場合 は ， そ の動物 を検査す る 。

3) 組織 は 灘流固定 そ の他の適当 な 方 法 に よ り 固定 す

る 。 観察 さ れた 肉眼的病理学 的変化 は す べ て 記録す る 。
4) 末梢神経系 に神経障害が認め ら れ る か ま た は疑わ

れ る 場合 に は， 末梢神経系組織の樹脂包埋標本 を 作製 し
検査す る 。

5) 状態観察等か ら ， 適宜， 検査部位の 追加 お よ び特
殊染色 を 実施す る 。

6) 神経病理組織学的所見 は ， 他の毒性試験成績 お よ
び行動学的影響 と 関連付 け て評価す る 。

7) 中枢神経系 と 末梢神経系 の 代 表 的 な 切片 に つ い
て ， 最高用量群 と 対照群の切片 を 比較 し ， 最高用量群に
神経病理組織学的変化が認 め ら れ な け れ ば， そ れ以降の
検査 は 必 要 な い。 最 高 用 量群 に 変化 が認 め ら れ た 場合
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は， 中間用量 と 最低用量 の切片 を順次検査す る 。

8 )  前脳， 海馬 を 含む大脳中心部， 中脳， 小脳， 橋，
延髄， 視神経 と 網膜 を 含 む 眼球， 脊髄 の 頚膨大 と 腰膨
大， 脊髄神経節， 神経線維の前根お よ び後根， 近位の坐
骨神経， 近位の腔骨神経 (膝部) と 腔骨神経の排腹筋分
岐部， 骨格筋 (特に 勝腹筋) を検査す る 。 な お ， 脊髄お
よ び末梢神経 の切片 は， 横断面 と 縦 断面 の 両 方 を 含 め

る 。

E 反復経 口 投与神経毒性試験 (2-1-12)

1 .  反復経 口 投与 に よ る 神経系へ の毒性変化 を 明確 に

し ， そ の 毒性変化 の 認 め ら れ な い 最 高 投与量 (無毒性
量) を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た 試験であ る 。

2 .  供試動物
げっ 歯類 (通常， ラ ッ ト ) 。
3 .  投与方法

経 口 に よ る 連続投与。 混餌投与 又 は 飲水投与。 た だ

い 困難 な場合 は， 強制投与 を 行 っ て も よ い。
4 .  投与期間
90 日 間 ま た は 1 年問。

5. 動物数お よ び試験群の設定

( 1 )  動物数の設定

各群雌雄 10 匹以上。 神経病理組織学的検査 に 必 要 な
各群雌雄各 5 匹以上 を含む。

中間屠殺群お よ び回復群 を 設 け る 場合 は ， 必要 な 数 を

追加設定す る 。
( 2 ) 試験群の設定
1)  被験物質投与群

少な く と も 3 段階の投与群 を 設 け る 。

2 )  対照群

被験物質 の投与 を 行わ な い こ と 以外， す べ て の点で被
験物質投与群 と 同一条件。

6 .  観察 お よ び検査

( 1 )  一般状態 の観察
1 )  全動物 に つ い て ， 全身状態， 異常行動の有無 お よ

び死亡 の有無 を観察。
2) 体重お よ び摂餌量 (飲水投与の場合 に あ っ て は摂

水量 も 測定す る 。 以下同 じ 。 )

投与開始前 に I 回， 投与開始後 は 少 な く と も 週 1 回，
そ れ以 降 は 少 な く と も 4 週 に l 回， 体重お よ び摂餌量 を
測定す る 。

被験物質の摂餌量 を 算 出 す る 。
( 2 ) 詳細 な状態 の観察 お よ び機能検査
1) 全動物 に つ い て 定 め ら れた 期間 ご と に 行 う 。

( i )  90 日 間 の 試験の場合
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投与開始前， 開始後の 2 週間以内 に l 因。 そ れ以 降 は
1 か 月 ご と に 1 因。

( ii ) 1 年間 の 試験の場合
投与開始前， 開始後の 1 か 月 以 内 に l 回。 そ れ以 降 3

か月 ご と に I 因。
2) 回復群 を 設 け る 場合， 可能 な 限 り 試験終了 時 に 近

い時点で行 う 。
3) 観察項 目 お よ び方法 は 急性 に 同 じ

( 3 ) 病理学的検査

急性 に 同 じ

皿 水 中運命 に 関 す る 試験 (加水分解運命試験

(2-6-1) お よ び水 中 光分解運命試験 (2-6-2) )

(共通事項)

1 .  水中での加水分解お よ び光 に よ る 分解に よ る ， 有

効成分等 の 主 要 な 分解経路お よ び分解 に よ り 生成 さ れ る

物質並 び に 物質収支等 の情報 を 得 る こ と を 目 的 と し た 試
験であ る 。

2 . 被験物質
農薬の有効成分の 放射性同位元素で標識 し た ま た は非

標識の高純度化合物 を 用 い ， 入手先， 純度， 安定性等 を

明確 に し て お く 。 な お ， 放射性同位元素標識体 に あ っ て
は， 合成法， 標識核種， 標識位置 お よ び比放射能 に つ い
て も 明確 に し て お く 。

3 .  分析試料の採取
分析試料の採取 は ， 被験物質 の消失 と 主要 な 分解物の

生成 と 消長 を 適切 に評価で き る よ う に ， 処理直後 と 試験
期間終了 時点 を 含 む 7 時点 以 上 で経 時 的 に ， 分析試料

(水お よ び気体) を採取す る 。

4 .  分析
( 1 ) 試料 は， 採取後， 速 や か に 分析 に 供 す る 。

( 2 ) 試料， 抽出液等 を保存す る 場合 は ， 分解物等の

分解が最小限 に 抑 え ら れ る よ う 適切 な 方法 を 採用 す る と

と も に， 保存期間 中 の 分解物等 の変化 を 把握で き る よ う
に す る 必要があ る 。

(加水分解運命試験 に 関 す る 事項)

1 供試水
pH 4 . 0， 7 . 0 お よ び 9 . 0 の緩衝液 を 用 い る 。

2 .  試験条件
25 ::t 1"(の 温度 で加水分解以 外 の 分解 要 因 (光， 酸素

等) を排除 し ， 滅菌 し た 条件下で実施す る 。

3 .  試験の 実施
( 1 ) 処理
被験物質 の 試験濃度 は一種類 と し， 原則 と し て ， 0 . 0 1 

M ま た は 水溶解度 の 1/2 以 下 の う ち ， い ず れ か低 い 方
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を選択す る 。
( 2 ) 試験期間
試験期聞 は， 被験物質 の 消 失 お よ び主要 な 分解物の生

成 と 消長が把握で き る 期 間 と す る 。 な お， 最大 30 日 間

と す る 。

( 3 ) 分析試料の採取
被験物質の消失お よ び主要 な分解物の 生成 と 消長 を 適

切 に評価で き る よ う に ， 処理直後 と 試験期間終了 時点 を

含む 7 時点以上で経時的 に ， 分析試料 (水お よ び気体)

を採取す る 。
(水中 光分解運命試験 に 閲 す る 事項)

L 供試水
自 然水お よ ひー蒸留水 ( ま た は緩衝液) を 用 い る 。

2 .  試験条件
( 1 )  試験 に 用 い る 光源 は ， 原則 と し て ， 地上 に 到達

す る 太陽光の 波長分布 に 類似 し た 人工光 を 用 い， 連続的
に 照射す る 。 試料部位での 入射光の 波長分布お よ び強度
を測定す る 。

( 2 ) 試験容器の 入射光面 は， 上記の光 に 対 し て 吸収

を 示 さ な い材質 で な け れ ば な ら な い。

( 3 ) 供試水お よ び試験容器 は滅菌す る 。 自 然水の場

合 は ， 成分 を変質 さ せ な い方法で滅菌す る 。
( 4 ) 試験 は 25 :t 20Cで実施す る 。
3 .  試験の 実施
( 1 )  処理

被験物質の試験濃度 は 1 濃度 と し ， 水溶解度 の 1/2 以
下で， 被験物質の消 失速度 と 分解物の消長 を 分析す る の

に十分な濃度 と す る 。

( 2 ) 試験期間

試験期 間 は ， 被験物質 の 消 失 お よ び主要 な分解物 の消

長が把握で き る 期間 と す る 。 た だ し ， 太陽光 に換算 (北
緯 35' (東京) ， 春 (4 月 か ら 6 月 ) ) し て 30 日 を 超 え る 必
要 は な い。 試験終了後 に ， 試験系 に つ い て 滅菌状態が期
待 さ れて い た こ と を確認す る こ と が望 ま し い 。

( 3 ) 試験の 実施 に 当 た り ， 暗所対照 区試料 を設置す
る 。

W 藻類生長阻害試験 (2-7-3)

L 藻類 の生長 に 対 す る 被験物質 の EC50 を 得 る こ と
を 目 的 と し た 試験で あ る 。

2 .  供試生物

( 1 )  Selenaslrum capricornutum を 用 い る こ と が望

ま し い。 た だ し ， 培養お よ び試験 に 都合が よ く ， 生長が
速い も の で あ れ ば， 次 に 記載 し た 種そ の他の種お よ び株
を 用 い て も よ い。

Selenastrum capricornutum (A TCC 22662 株)
Scenedesmus subspicatus (86 . 81 SAG 株)

Chlorella vulgaris (CCAP 2 1 1 / 1 1  b 株)

( 2 ) 培養方法

供試藻類 は， 試験条件 に 近 い 培養 条 件 で前培養 を 行

い， 対数増殖期 に あ る も の を 用 い る 。 原則 と し て 培 養

は， 無菌条件下で行 う 。

( 3 ) 初期細胞濃度
試験培地 の 初 期 細 胞 濃 度 は， 約 104 cells/ m l が 適 当

であ る 。
3 .  暴露方法

被験物質 を 含 む培地で処理す る 方式 を 用 い， 振 と う ま

た は 静置培養 を行 う o
4 .  暴露期間

72 時間 と す る 。 た だ し ， 96 時間 ま で延 長 す る こ と が
で き る 。

5 . 試験区 の設定
( 1 )  試験濃度 区 は 等比級数的 に 少 な く と も 5 濃度 区

を 設 け る 。

( 2 ) 対照 と し て ， 被験物質 を 含 ま な い 無処理対照 区

を 設 け る 。

( 3 ) 試験培地の調製 に助剤 を 使用 し た 場合 は， 使用

最高濃度 の助剤 を 含 む助剤対照 区 を 設 け る 。
( 4 ) 各濃度 区 お よ び対照 区 と も 3 連で行 う 。

6 .  試験培地の調製方法
( 1 )  原体 を 被験物質 と し て 用 い る 場合
1)  易水溶性原体の場合 は ， 適切な 方法 で滅菌 し た 培

地 に 被験物質 を溶解 し て ， 試験原液 を 調製す る 。 試験培

地 は ， 試験原液 を滅菌 し た 培地 で希釈 し た 後， こ れ に 藻

類懸濁液 を 加 え て調製す る 。
2) 難水溶性原体の場合 は ， 以下の い ずれか の 方 法 に

よ り 試験培地 を調製す る 。

( i ) 被験物質 を 有機溶剤等 の助剤 に溶か し た 試験原

液 を 用 い て 試験培地 を 調製 す る 。
( ii ) 各濃度 ご と に 必要最の被験物質 を 無菌操作 に よ

り 滅菌培地 に 加 え ， こ れ に 藻類懸濁液 を 加 え ， 試験培地

を調製す る 。
( 2 ) 製剤 を 被験物質 と し て 用 い る 場合

製剤 を 滅菌培地 に 加 え 撹枠 し ， 試験原液 と す る 。 試験
培地 は， 試験原液 を滅菌 し た 培地 で希釈 し た 後， 藻類懸
濁液 を 加 え て 調製 す る 。

7 .  環境条件
( 1 )  培養方法
無菌培養で， 振 と う 培養 ま た は 静置培養 (少 な く と も

1 日 に 2 回振 と う す る 。 )
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( 2 ) 培養温度
設定温度 は 2 1�250C ( :t 2"C) 

( 3 ) 照明

400�700 nm の ス ペ ク ト ル幅で連続照射 (液面付近 で

4 ， 000 1ux 程度 の照度)
( 4 ) 培地
培地 の 種類 は OECD 培地 又 は AAP (AGP) 培地 を

用 い培地の量 は 100 m l 程度が望 ま し い 。
8 .  観察お よ び測定

( 1 )  細胞濃度 の測定

個々 の 試験容器 中 の細胞濃度 は， 暴露開始後 24 時間

間隔で暴露終了時 ま で測定す る 。

( 2 ) 被験物質濃度 の測定
1 ) 原体 を被験物質 と し て 用 い た 場合 に は ， 各試験濃

度 区分 ご と に被験物質の 濃度 を 少 な く と も 暴露開始時お
よ び終了時に測定す る 。

2 )  被験物質濃度 区 ご と に 各容器か ら 試験液 を 等量採

取 し ， 混和後， 測定用試料に供す る 。
( 3 ) 環境条件の測定

1 )  各試験区 (試験濃度 区， 対照 区) の l 容器 に つ い

て ， 試験培地の水温お よ び pH を 測定 す る 。

2 )  測定 は， 少 な く と も 暴露 開 始時及 び終了 時 に 行

つ 。
9 .  結果の処理法

( 1 )  濃度一血害率の算出法

試験濃度 区 と 対照区の細胞濃度 は測定時間 と 被験物質

(原体 を 被験物質 と し て 用 い た 場合 は 実測値) の 濃度 と

と も に 表 に す る 。 そ れぞれの試験濃度 区 と 対照区の細胞
数の 平均値 を 時間 に対 し て プ ロ ッ ト し生長曲線を描 く 。

面積法 お よ び速度法 を 用 い て 各濃度での生長阻害率 を計
算す る 。

( 2 )  EC50 の 算定
各濃度 に お け る 生長阻害率の結果か ら ， 一般的 に 用 い

ら れ る 手法 を 用 い て EC50 を 算定す る 。

10 . 回復試験の実施 に つ い て

必要 に 応 じ て ， 生長阻害が認 め ら れた培養液 を希釈 し

て さ ら に 培養 し ， 藻類の細胞濃度 が ど の程度回復す る か
を 明 ら か に す る た め の 回復試験 を行 う 。

V 小核試験 (2-1-19-3) (変異原性 に 関 す る 試験)

1 .  被験物質 の染色体異常 の誘発性の有無 を検索す る
こ と を 目 的 と し た 試験であ る 。

2 .  動物種

骨髄の赤血球 を 用 い る 場合 に は マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 。
末梢血の赤血球 を 用 い る 場合 に は マ ウ ス 。 他の適切 な動

物種 を 用 い て も よ い 。 性差が見 ら れ な い場合 に は ， 雄 の

みで試験 を 実施。

3 .  動物数

一群 5 匹以上。
4 .  投与経路
強制経 口投与 ま た は腹腔内投与 と す る 。

5 .  投与回数
単固 ま た は複数回投与。
6 .  用量段階
( 1 )  3 段階以 上 の 用 量 を 設定。 (毒性が認 め ら れ な

い場合 に は 2 ， 000 mg/kg を最高用量 と す る 。 )
7 .  対照
溶媒 を 用 い る 陰性対照 お よ び適切 な既知の小核誘発物

質 に よ る 陽性対照 を設定す る 。
8 .  試験方法

( 1 )  骨髄 ま た は 末梢血の赤血球 を 用 い る 。

( 2 ) 単回投与の場合 に は被験物質投与後適切な 時期
に 2 回， (最 も 感受性の 高 い 時期が確認で き れ ば 1 回 で

も 可) 複数回投与の場合 に は 最終投与後適切 な 時期 に 1
目標本 を 作製す る 。

9 .  観察

( 1 )  す べ て の ス ラ イ ド 標本 は コ ー ド 化 し て ， 処理条

件が分か ら な い状況で観察 を行 う 。
( 2 ) 個体当 た り 2 ， 000 個以上の幼若赤血球 を 観察 し

て ， 小核 を有す る 細胞の 出現頻度 を 記録す る 。

( 3 ) 骨髄の場合 に は個体当 た り 200 個以上， 末梢血
の場合 に は個体当 た り 1 ， 000 個以上 の赤血球 を 観察 し て

全赤血球 に対す る 幼若赤血球の比率 を 記録す る 。

10 . 結果の判定
( 1 )  小核 を有す る 細胞の数の増加 に 用 量依存性が認

め ら れ る 場合 ま た は い ず、れかの投与群で小核 を 有 す る 細

胞の数が明 ら か に 増加す る 場合 に は 陽性。

お わ り に

現在， ミ ジ ン コ 類繁殖試験の 試験指針 を 定 め る 方向 で
作業中 で あ る 。 そ の他の試験指針が定 め ら れて い な い試

験 に つ い て も ， 今後検討 を 進 め て ま い り た い。 OECD

等の 国際的 な動 き を踏 ま え つ つ ， 農薬の 的確 な安全評価

の た め の試験指針の検討等 を 進 め る 所存 で あ り ， 関係者
の な お一層 の ご協力 と ご理解 を お願い し た い 。
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