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免責事項 

本報告書は、動物実験において、動物を用いない方法への置き換え、動物使用数の削

減、動物使用に伴う苦痛の低減への新しいアプローチの信頼性確立を求める米国連邦機

関および関係者向けのリソースとして作成された。本報告書に記載されている原則は、

17 の連邦機関の職員、複数の機関内作業グループ、一般市民、および代替毒性法に関

する科学諮問委員会からの意見を取り入れて策定された。そのため、本報告書は必ずし

も特定の機関または作業グループの意見または方針を反映するものではない。特定の個

人または団体に権利をもたらすものではなく、特定の連邦機関による取り組みとして見

なすべきではない。本報告書は、法的強制力のある責任を定めるものではない。代わり

に、本報告書は、あるトピックに関する米国の代替法関する省庁間連絡会議(ICCVAM) 
の現在の考えを説明するものであり、特定の規制または法的要件が引用されていない限

り、推奨のみとして見なすべきである。「すべき」という言葉の使用は、何かが提案さ

れたり推奨されたりしても、必須ではないことを意味する。 

エグゼクティブサマリー 

New approach methodologoy (NAM) が開発される頻度はますますたかくなっており、化

学物質や製品が人の健康と環境に及ぼす潜在的な毒性効果の規制および非規制上の評価

を提供するために利用されている。これらの NAM は、毒物学的プロセスの根底にある

生物学的メカニズムの調査、新製品および既存製品の評価支援、健康および環境の危険

有害性の分類とリスク評価を目的とした危険有害性の特定と用量反応関係情報の生成に

使用されている。本報告書は、開発者とエンドユーザーによる NAM の信頼性の確立を

促進するために ICCVAM によって策定された。この信頼性は、NAM の意図した用途を

考慮する柔軟で目的に適合したバリデーション戦略を実施することによって達成するこ

とができる。本報告書は、NAM の使用方法と目的、生物学的妥当性、技術的特性評価

などの概念を説明することにより、信頼性の構築を促進する。本報告書では、米国連邦

機関の規制当局による NAM の承認と国際的な調和の可能性について考察し、NAM の

品質ツールと技術評価に関するベストプラクティスをレビューする。また、開発者、エ

ンドユーザー、規制当局間のコミュニケーションの必要性も強調する。NAM のような

先進的な分野では、妥当性検証に時代遅れの万能戦略は通用しない。ICCVAM は、妥

当性検証作業の調整を通じて、また研究協力の機会を確立することにより、諮問委員会

としてより現代的なアプローチへの移行を支援することができる組織である。そこで、

ICCVAM は、17 の連邦機関および研究所と協力して本報告書を作成し、開発者、エン

ドユーザー、規制当局が NAM の信頼性を高めることで、規制および非規制の目的で動

物実験を補完または置換するために NAM を実施できるようにすることを目指す。 
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1.0 はじめに 

米国の代替法関する省庁間連絡会議 (ICCVAM) は、毒性および安全性試験に関する情

報を要求、使用、生成、または配布する 17 の米国連邦規制および研究機関の代表者か

ら構成される。ICCVAM は、新規、改訂、そして代替試験法の安全性試験法、および

規制上の適用性を備えた統合試験戦略の技術的評価を実施する。ICCVAM はまた、動

物を用いない方法への置き換え、動物の使用数の削減、動物使用に伴う苦痛の低減（動

物の福祉を向上し、痛みや苦痛を軽減または回避する）のための取り組みとして、関連

製品の化学物質の安全性と危険有害性を正確に評価する試験法の科学的検証と規制当局

による承認または適格性確認を推進する。 

1997 年に常任委員会として設立されて間もなく、ICCVAM は「毒性試験法の妥当性検

証と規制当局による承認」（ICCVAM、1997）という報告書を発行した。この報告書

には、新しい試験法および代替試験法の妥当性検証と規制当局による承認の基準が概説

されている。その後、2003 年の出版物「新規、改訂、および代替試験法の推薦と提出

に関する ICCVAM ガイドライン」（ICCVAM、2003）において追加のガイダンスが提

供された。これらの文書に示された原則は、経済協力開発機構 (OECD) ガイダンス文書 
(GD) 34「危険有害性評価のための新規または更新された試験法の妥当性検証と国際的

承認に関するガイダンス文書」（OECD、2005）に記載されている国際的基準の策定に

引き継がれた。これらのリソースでは、原則的には柔軟性のある検証モデルについて説

明したが、実際には時間がかかり、リソースを大量に消費するなど、さまざまな限界が

示されている。使用目的によっては、この検証プロセスのすべてのステップを経なくて

も連邦政府機関にとって貴重なデータが得られる場合がある。さらに、これらの文書

は、毒性試験に対する多くの最新アプローチと必ずしも互換性があるとは限らない。こ

れらのアプローチでは、in vivo 試験を単一の代替法に置き換えることを重視せず、複数

の in vitro および in chemico 試験と in silico アプローチ（計算モデルなど）の結果を統合

することを重視している。2018 年の ICCVAM 出版物「米国における化学物質および医

薬品の安全性を評価するための新しいアプローチを確立するための戦略的ロードマッ

プ」（ICCVAM、2018）は、特定の用途または使用方法と目的 (COU) について検証さ

れた連邦政府機関や規制対象業界による新しい方法の採用を確実にするために、機関と

試験法開発者間のより良いコミュニケーションを促進し、信頼の確立における柔軟性を

高める概念的枠組みを提供している。以下の文章は、2018 ICCVAM ロードマップに示

された原則に基づき、新しいアプローチや方法論 (NAM) の信頼性確立に関する、より

具体的な知見を提供する。 

本報告書では、NAM という用語は、化学物質の危険有害性とリスク評価に関する情報

を提供するために使用できるあらゆる技術、方法論、アプローチ、またはそれらの組み

合わせを指し、動物を用いない方法への置き換え、動物の使用数の削減、動物使用に伴

う苦痛の低減 (3Rs) を支援する。この報告書は、米国および国際的に承認されている既

存のガイダンスおよび文書（表 1）に明記されている原則に基づき、NAM への信頼性
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を築くためのより柔軟なアプローチを提唱する。本報告書では、生体システムでの試験

（in vitro、特定の化学物質、小規模モデル生物など）での試験を含む NAM に適用され

る妥当性検証、適格性確認、および規制当局による承認の主要な概念を紹介するが、計

算モデル予測など、他のタイプの NAM については、さらなる考慮事項が必要になる可

能性がある（OECD、2007）。 

表 1. NAM の妥当性検証、適格性、規制上の使用に関する既存の米国および国際文書の

例 

文書タイトル 参考文献 

毒性試験法の妥当性検証と規制承認（本報告書の発行時点で廃止） ICCVAM、1997 

新規、改訂、および代替試験法の推薦と提出に関する ICCVAM ガイ

ドライン 
ICCVAM、2003 

試験および評価に関する OECD シリーズ第 34 号: 危険有害性評価の

ための新規または更新された試験法の妥当性検証および国際承認に

関するガイダンス文書 

OECD、2005 

CPSC の動物実験に関する方針に関する推奨手順 CPSC、2012 

FDA 予測毒性学ロードマップ FDA、2017a 

医療機器開発ツールの適格性: 業界、ツール開発者、および食品医薬

品局のスタッフ向けのガイダンス 
FDA、2017b 

TSCA プログラム内の代替試験法の開発と実施を促進するための

EPA 戦略計画 
EPA、2018 

米国の化学薬品と医薬品の安全性評価に対する新しいアプローチを

確立するための ICCVAM 戦略的ロードマップ 
ICCVAM、2018 

優良インビトロ試験基準に関するガイダンス (GIVIMP) OECD、2018 

業界および試験法開発者向けガイダンス: 代替試験法および統合試験

アプローチ並びに FHSA ラベル表示要件をサポートするための方法

から生成されたデータに関する CPSC スタッフ評価 

CPSC、2020 

業界および FDA スタッフ向け医薬品開発ツールのガイダンスの適格

性確認プロセス 
FDA、2020 

https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://www.cpsc.gov/Business--Manufacturing/Testing-Certification/Recommended-Procedures-Regarding-the-CPSCs-Policy-on-Animal-Testing
https://www.fda.gov/science-research/about-science-research-fda/fdas-predictive-toxicology-roadmap
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://doi.org/10.1787/9789264304796-en
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.fda.gov/media/133511/download
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文書タイトル 参考文献 

EPA の新しいアプローチ方法作業計画 EPA、2021a 

化学試験における脊椎動物の使用を削減するための EPA 戦略計画 EPA、2021b 

FDA における新しい代替法の推進 FDA、2021a 

2.0  柔軟で目的に適合した NAM の妥当性検証における主要概念 

OECD GD 34 で説明されている妥当性検証の基本原則が重要であることに変わりはない

が、妥当性検証に使用されるプロセスは、目的適合性と信頼性に優れ、対象生物種に関

連する情報を提供する NAM を効率的かつタイムリーに開発できるようにすべきであ

る。具体的には、OECD GD 34 は「新しい試験法は、健全な科学を採用し、規制上のニ

ーズを満たすことを保証するために妥当性検証を受ける」と述べている。つまり、その

方法は目的適合性があり、規制上の決定に役立つ情報を提供することに加えて、ユース

ケースのスクリーニングや優先順位付けも含まれる可能性がある。ガイダンスには「妥

当性検証プロセスは柔軟で適応可能であるべき」であり、性能は「一連の参照化学物質

を使用して実証される」、「既存の関連毒性データに関連して評価される」必要がある

ことも記載されている（OECD、2005）。そのため、NAM への信頼性は、特定のプロ

セスの完了後に与えられる普遍的なステータスと見なすべきではない（たとえば、リン

グ試験（試験施設間比較試験）が正常に完了した後に NAM を「検証」することを検討

する場合）。代わりに、NAM への信頼性を確立することは、試験法の開発者、規制上

の意思決定者、および妥当性検証機関の間のコミュニケーションを必要とする発展的か

つ反復的なプロセスと見なすべきである（ICCVAM、2018）。 

https://www.epa.gov/system/files/documents/2021-11/nams-work-plan_11_15_21_508-tagged.pdf
https://www.epa.gov/assessing-and-managing-chemicals-under-tsca/strategic-plan-reduce-use-vertebrate-animals-chemical
https://www.fda.gov/media/144891/download
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図 1. 柔軟性と目的適合性に優れた NAM のバリデーション戦略の開発および実施中に

考慮すべき重要な概念 出典: van der Zalm ら (2022). 

図 1 に示すように、柔軟性と目的適合性に優れたバリデーション戦略を設計および実施

する際に考慮すべき重要な概念がいくつかある。これらの概念は、さまざまな目的で

NAM を使用する際に広く適用できるが、特定のシナリオや用途に合わせて必要に応じ

て調整すべきである。考慮すべき包括的な概念として、COU、つまり NAM が意図する

目的（スクリーニング、危険有害性の特定、強度評価、定量的リスク評価の出発点な

ど）である。COU は、妥当性検証プロセスの柔軟性に関する情報を提供し、特定の

COU に対する NAM の適合性が確立される。柔軟で目的に適合した検証プロセスに関

わる重要な概念は、生物学的妥当性、技術的特性評価、データ完全性、および情報の透

明性である。図に示されるように、これらの側面は関連し、相互に依存する。最後に、

妥当性検証プロセスのすべての部分は独立した審査を受ける必要がある。これらの主要

な概念は、van der Zalm ら (2022) が NAM の科学的信頼性を確立するためのフレームワ

ークで提案した重要な要素と類似しているが、本書ではより幅広い NAM アプリケーシ

ョンで有用であるように適用している。これらの主要な概念については、セクション

3.0 で詳しく説明する。 
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3.0 NAM の信頼性を構築するための主要概念の適用 

妥当性検証は、特定の COU に対する NAM の適合性を決定することによって科学的信

頼性が確立される、頑健かつ柔軟なプロセスにすべきである。可能かつ適切な場合は、

代替法を使用が既存の方法と同等かそれ以上の情報を提供し、規制当局による審査がヒ

トの健康を守る決定につながることを裏付ける証拠があるべきである。COU は、詳細

な基準と主要な概念の実装を決定する。NAM が特定の目的に適しているかどうかを判

断するには、COU と NAM が関連する生物学の両方を明確に定義する必要がある。

NAM は十分に記述され、対象となるエンドポイントまたはプロセスに生物学的に関連

し、および/または健康を保護する、技術的に信頼できる情報を提供する必要がある。

NAM が提供する情報の構成は、完全性と信頼性を確保するために独立した審査が可能

になるように、十分に透明でなければならない。適切かつ可能な場合、NAM の信頼性

構築には、従来の動物実験法によって提供される情報と比較して、規制上の意思決定の

対象となる種に関連する情報を、量的にも質的にも同等かそれ以上の品質で関連性のあ

る情報を提供することを実証することが含まれる場合がある。現状に制約されないよう

にするために、NAM が従来の動物実験法よりも質が高く関連性の高い情報を規制上の

意思決定に提供する可能性が確認されなければならない。そのためには、この可能性を

考慮し、従来の動物実験法によるデータとの比較が不可能な状況を考慮する妥当性検証

フレームワークが必要である。 

3.1 使用方法と目的 (COU) 

COU、すなわち NAM の意図された利用を確立することには、NAM が意図する使用方

法とその規制目的（該当する場合）を完全かつ明確に説明する文章を作成することが含

まれる。米国連邦機関は、各機関独自の法令や規制（例えば、Shaffer、2021 を参照）

に基づいて運営されているため、NAM が承認され、各機関の個別の要件に適用できる

かどうかの基準は異なる。場合によっては、１つの機関内（例えば、米国食品医薬品局 
(FDA) の様々な試験施設、米国環境保護庁 (EPA) の部局内）であっても、規制の分野に

応じてニーズが異なる場合がある。これは国際的にさらに複雑になり、他国の規制が米

国の規制と異なる場合があり、特定の COU に対してある国では承認されている方法が

他の国では承認されない可能性がある。従って、NAM は特定のガイダンス/規制の下で

1 つ（または複数）の COU の特定のエンドポイントに対応するために検証されたとし

ても、様々な機関、規制管轄区域、および国の間で異なるガイダンス/規制の下では承

認されない可能性がある。このような多様な規制状況の理解を深めるために、

ICCVAM は国内外のさまざまな機関から情報を収集し、特定の毒性エンドポイントに

特有の機関ニーズを特徴づけた（NIEHS、2023a、例は表 2 を参照）。 
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表 2. 特定のトピックに対する政府機関の試験ニーズの詳細について ICCVAM 作業グル

ープが作成した文書 

対象の試験ニーズ 参考文献 

急性毒性試験 Strickland ら、2018 

生態毒性試験 Ceger ら、2022 

In vitro ‐ in vivo 外挿 Chang ら、2022 

NAM を用いるナノ材料試験 Petersen ら、2022a 

皮膚感作性 Daniel ら、2018; Strickland ら、2019 

皮膚刺激性試験および眼刺激性試験 Choksi ら、2019 

スクリーニング/優先順位付けや危険有害性の特定など、さまざまな COU を持つ NAM
は、毒物学的メカニズムに関する特定の質問に答えたり、定量的リスク評価をサポート

したりするために設計されたものとは異なる場合がある。そのため、それぞれの目的で

NAM を評価・妥当性検証するために異なる基準を開発し、適用することができる。学

術の現場では、特異的または探索的な性質の場合がある基礎研究の課題に対処するため

に、多くの新しい方法が開発されている。時には、これらの方法の 1 つが、規制上の意

思決定など、基礎研究以外のより応用的な分野で役割を果たす可能性があることが認識

される。新しい方法の開発者は、NAM の妥当性を検証する前に、連邦機関および/また

は対象ユーザー若しくは関係者の両方と協議して、信頼性を確立するために設計された

妥当性検証試験が目的とする COU に適切に調整されることを確認することが重要であ

る。 

製品の発見と開発には、他の NAM の方が有用な場合がある。NAM は、新しい分子の

望ましい活性（例えば、薬理学的活性）または潜在的に望ましくない活性（毒性）をス

クリーニングするために採用される場合がある。これらのデータは、今後の開発に取り

入れるべき分子を決定するために使用することができる。試験法を標準化は、方法の開

発または試験ではなく、新しい技術的または治療法の発見に労力とリソースを集中させ

ることで、イノベーションを支援できる。このような NAM の使用は、ほとんどの連邦

機関の規制当局以外で行われる傾向がある。ただし、質の高いデータを確実に取得する

には、NAM における科学的信頼性を確立するための重要な概念を適用することが推奨

される。このような NAM の利用は、3Rs を直接支援できると同時に、NAM のさらな

る開発を支援できる予備的なデータや経験を提供することができ、規制目的での利用を

実現する可能性が認識されている。 
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3.2  生物学的妥当性 

NAM の関連性とは、試験と標的生物種の効果との関係を説明するとともに、試験法が

規定された目的に対して有意義で有用であるか否かを表すもので、制限事項も特定され

ている。NAM の関連性を十分に示すことは、NAM の信頼性を高める重要な要因であ

る。生物学的妥当性は、以下に詳述するように、入手可能な情報に応じてさまざまな方

法で実証できる。 

以下のサブセクションに詳述されている生物学的妥当性に関する考慮事項には、以下が

含まれる。 

• NAM はどのような種類の情報を提供するか？結果/エンドポイントをもたらす生

物学とメカニズムについての理解があるか？ 
• NAM が照会しようとしている結果をベンチマークするためにどのような参照デ

ータが利用可能か？ 
• 確立された実験方法に対して NAM のアウトプットをベンチマークするかどう

か、またどのようにベンチマークするかについてどのような考慮事項があるか？ 

バリデーションアプリケーションの特定の状況によっては、生物学的妥当性に関する追

加の考慮事項も重要になる場合がある。 

3.2.1 メカニズムの理解 

NAM の関連性を評価する際は、対象となる種（通常は人間であるが、他の種であるこ

とも多い）の生物学を考慮することが重要である。NAM により提供された情報と in 
vivo 生物学により提供された情報の比較は、可能な限り、既存のメカニズムに関する知

識（例えば、有害性発現経路 [AOP] または毒物学的に関連する生物学的プロセス）に

よって裏付けられるべきである。分子開始イベントまたは 1 つ以上の重要なイベントを

介して確立された AOP によって NAM を支えることは、NAM の生物学的妥当性を実証

するのに役立つ。一方、NAM によって予測されているアウトカムについて確立された

AOP がないからといって、NAM が有用である可能性が必ずしも排除されるわけではな

く、そのような裏付けとなる情報は、in vivo データによって提供されるメカニズム上の

洞察と標的生物種の理解から得られる可能性がある。どのような生物学的事象が測定さ

れているのか、またそれが有害転帰または懸念される危険有害性とどのように関連する

のかを NAM が包括的に特徴づけ、明確に説明することが重要である。 

NAM の説明は、in vivo のアウトカムを予測するためのモデルの生物学的妥当性に対処

し、生物学的プロセス、メカニズム、または AOP とのメカニズム的関連を提供すべき

である。たとえば、ヒト用医薬品が胎児奇形または胎児致死性を誘発する可能性を

NAM が予測する場合、胎児発育のメカニズム（細胞移動、分化、血管形成、神経形

成、原腸形成など）と、モデルで研究されたその後の発達上の副作用との関係に関する
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理解が存在すべきである（FDA、2021b）。 予測されている in vivo の影響との関係は本

質的に相関するかもしれないが、相関関係または経験的関係のみから NAM 予測の信頼

を構築することはもっと困難である。したがって、評価対象のプロセスへの生物学的妥

当性が明確な試験が好ましい。NAM の生物学的およびメカニズム上の妥当性が理解さ

れていないと、NAM の妥当性検証に使用されるデータによって厳密に定義される境界

への適用性が制限され、NAM の確立と妥当性検証に使用される以外の化学クラスに

NAM を拡張することが困難になる可能性がある。 

AOP は、分子や細胞障害を健康上の有害な転帰と結びつけるために有用な体系化され

たフレームワークであり、重要な毒物学的プロセスを表す NAM の開発と定着に使用で

きる。皮膚感作性など、AOP が十分に確立されているエンドポイントの例がある

（Kleinstreuer ら、2018）。AOP が十分に確立されていないエンドポイントでは、代わ

りに生物学的経路や過程などの要因に基づいて NAM のメカニズム上の妥当性を検討す

ることができる（表 3）。 

表 3. NAM の生物学的妥当性とメカニズム上の妥当性が実証されているエンドポイント

の例* 

エンドポイント 要約 参考文献 

皮膚感作性  このエンドポイントには、人間に関連す

る AOP が十分に開発されており、複数

の NAM を組み合わせたディファインド 
アプローチがマッピングされ、OECD ガ

イドライン 497 に記載されている。  

Kleinstreuer ら、2018; 
OECD、2021a 

内分泌かく乱作

用 
エストロゲンとアンドロゲン受容体の活

性については、統合戦略の一環として補

完的 NAM を使用する確立された経路モ

デルが利用可能である。EPA は、これら

の NAM を内分泌かく乱物質スクリーニ

ングプログラムの Tier 1 スクリーニング

に認めている。  

Judson ら、2015; 
Kleinstreuer ら、2017; 
EPA、2023 
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エンドポイント 要約 参考文献 

発達神経毒性 この複雑なエンドポイントの AOP は限

られている。代わりに、ヒトの神経発達

の重要なプロセスを対象とする一連の

NAM が開発された。これらの NAM に

関する OECD GD には、試験の実施と評

価のための統合的アプローチ (IATA) の
ケーススタディが含まれている。  

Crofton および Mundy、
2021; OECD、2022a; 
OECD、2023 

吸入毒性 in vitro ヒト細胞ベースの試験と計算モデ

リングを使用する別のアプローチが使用

され 、EPA のヒトの健康リスク評価で

使用するための出発点となった。また、

このアプローチは、OECD IATA のケー

ススタディとしても発表された。 

Corley ら、2021; EPA、

2021c; OECD、2022b 

眼刺激性 農薬および農薬製品の眼刺激性を評価す

るための代替試験フレームワークを説明

するガイダンス文書。ヒトの眼の解剖学

的構造および毒性メカニズムとの関連性

に関して、in vivo、in vitro、および ex 
vivo で利用可能な試験法がレビューされ

た。  

EPA、2015; Clippinger 
ら、2021 

皮膚刺激性 既存の情報、物理化学的性質、およびそ

の他の試験以外の方法を用いて、皮膚の

腐食性および刺激性に関する IATA を提

案するガイダンス文書。 

OECD、2014 

* さまざまな NAM の承認については、機関独自のガイダンスを参照すること。 

理想的には、対象の生物学的効果に対する NAM の関係性の説明は、対象種におけるエ

ンドポイントに関連する生物学または作用機序に関して入手可能な情報に基づくべきで

ある。場合によっては、これが不可能な場合があり、対象種とは異なる種のデータが比

較の唯一の有効な根拠となる場合がある。ただし、対象種の生理学は既存の代理試験種

とは異なる場合があり、NAM 評価にメカニズムの理解を組み込む必要性がさらに強調

される。たとえば、ウサギの眼の解剖学的および生理学的側面は人間とは異なり

（Clippinger ら、2021）、脳の発達中の感受性の範囲は種によって異なる（Smirnova
ら、2014; Tsuji および Crofton、2012）。したがって、NAM と既存の参照試験法の両方

を評価する際は、対象種との生物学的妥当性および曝露に関する重要な考慮事項を確認
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すべきである。生物学的妥当性とメカニズム上の妥当性の評価では、例えば、使用する

細胞タイプの関連性、調査対象の関連臓器/組織の生理学的特性、または試験物質に関

連する種関連代謝産物の存在などが考慮される可能性がある（ある種に見られる代謝物

は、別の種で検出された代謝産物や NAM で生成された代謝産物とは異なる場合があ

る）。さらに、方法が特定の種固有の作用機序またはメカニズムを評価する能力を調べ

ることもできる（Hartung、2010; Madia ら、2021; Parish ら、2020）。 

種の変換だけでなく、個体間のばらつき（in vitro 試験で使用される細胞や組織のドナ

ーなど ）は、測定された反応に影響を与え得る生物学的変動のさらなる根拠となるだ

けでなく、潜在的に集団全体の個体間変動に関するさらなる洞察を追加する可能性もあ

る（Harrill、2020）。本書では詳しく説明しないが、NAM のユーザーと開発者は、効

果の観察（観察された効果の大きさ、場合によっては観察された効果の有無に関す

る）、並びに効果が発生する出発点または用量は、細胞株パネル全体に存在する遺伝子

配列変異によって調節される可能性があることを認識すべきである（Chiu ら、

2017）。細胞ベースの試験に遺伝的に多様な細胞株パネルを使用することは、毒性と表

現型反応の集団動態を理解し（Harrill および McAllister、2017）、感受性をもたらす遺

伝子配列変異を明らかにし（Frick ら、2015）、特異的に感受性の高い亜集団の同定を

可能にし（Church ら、2015）、毒物動態学および毒物動力学の変動の測定を促進する

（Rusyn ら、2022）ために利点を提供することができる。腫瘍由来の細胞株が in vitro
モデルで使用されることがあるが、その遺伝子組成は集団における遺伝的変異を十分に

表していない可能性がある。NAM に多様性を組み込むための具体的な推奨事項は、状

況によって異なる。したがって、標的生物種の多様性を十分に網羅できるように遺伝学

者と協力して、目的に適合した試験デザインを開発すべきである。また、ヒトの遺伝的

変異を調べる場合は、生命倫理学者や関連する関係者のグループと協力して開発すべき

である（たとえば、ICCVAM、2022 を参照）。個人間の変動を評価するための具体的

な推奨事項は、本報告書の範囲外であり、この分野における新しい科学の発展とともに

継続的に変化する可能性が高い。 

複雑な AOP または複数の AOP の結果であるアウトカムの場合は、アウトカムの適切な

予測を得るために有害性発現のメカニズムの複数の側面を評価することが必要な場合が

ある。一般に、NAM には限界があり、すべての化学クラスを予測したり、すべての化

学クラスに技術的に応用したりすることはできない。NAM は、代表できる生物学の複

雑さという点でも限界が存在する場合がある。性能、適用性、生物学的適用範囲が異な

る複数の NAM をディファインド アプローチ（定義済み総合判定方式、DA）に組み合

わせることで、アウトカムを予測する能力を高めることができる（OECD、2017）。こ

れは、適切な NAM を AOP に沿った主要イベントにマッピングして、対象種に関連す

る有害性発現を予測するためにメカニズム上の十分な代表例を確保することで達成でき

る。NAM を AOP に沿った主要イベントにマッピングして、規制エンドポイントに対処

する DA が得られた例は、OECD の「ガイドライン第 497 号: 皮膚感作性に関するディ

ファインド アプローチ」（OECD、2021a）に記載されている。 
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3.2.2 参照物質 

参照物質には、表 4 に示すように、試験の実施から技術的品質や生物学的妥当性の評価

に至るまで、幅広い用途が考えられる。参照物質は、ある目的には有効でも、別の目的

には適さない場合がある。例えば、参照物質は、標的生物種に意図された有害作用（例

えば、血液脳関門を通過できないため）をもたらさない場合でも、陽性対照として特定

の方法（例えば、発達神経毒性試験）では十分に作用する場合があり、したがって生物

学的エンドポイントの参照物質としては適さない場合がある。COU によっては、参照

物質には単一成分の化学物質、混合物、または複合抽出物（例えば、医療機器に由来）

が含まれる場合がある。 

表 4. 参照物質の主な用途 

個別の化合物セ

ット* 
目的 化合物の選択基準 

陽性対照 方法が予想どおりに実行されてい

るかどうかを検証する。 
その方法の条件下における特定の

試験法の測定値において、信頼性

が高く、測定可能で、統計的に有

意な変化を引き起こすことが確認

された化合物。 

性能測定用化合

物 
新しい方法または修正された方法

が、確立済みの同様な「ミートゥ

ー（追随）」方法と比較してどの

程度であるかを評価する。 

すでに確立済みの方法で確実に反

応を誘発する（または反応しな

い）化合物のセット。 

技能測定用化合

物 
確立済みの方法を使用して、新し

い試験施設の性能を評価する。 
確立済みの方法で確実に反応を誘

発する（または反応しない）化合

物。性能測定用化合物のサブセッ

トの場合がある。 
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個別の化合物セ

ット* 
目的 化合物の選択基準 

生物学的エンド

ポイントの参照

物質 

1) 方法の生物学的妥当性を評価す

る。 

2) 同じ in vivo エンドポイントに

関連するアウトカムを測定するた

めに設計された方法であるが、異

なるコンテキスト（異なる種、方

法、測定方法など）を使用して、

その一致度を比較する。 

1) 関心対象のエンドポイントで in 
vivo 効果がある（陽性）化合物ま

たは効果がない（陰性）証拠があ

る化合物（理想的には標的生物ま

たは適切な比較種由来）。 

2) 関心対象のエンドポイントにつ

いて、少なくとも 1 つの信頼でき

る方法で試験された一般的な化合

物セット。 

* これらのセット間では該当する化合物が重複している場合がある。 

NAM の科学的妥当性を実証するうえで重要な側面は、その性能を現在使用されている

既存の試験法と比較して評価することであり、その際、多くの場合、生物学的活性が十

分に評価され、理解されている生物学的エンドポイントの参照物質を試験する。生物学

的エンドポイントの参照物質には、一般に、理想的にはさまざまな強度の有害作用が生

じること、またはそのような作用が生じないことが実証されている化合物が含まれる

（Browne ら、2019）。 

特定の最終アウトカムに対する作用が知られている生物学的エンドポイント参照物質の

同定は困難な場合がある。これは、ヒトの場合には特にそうである。毒物学の分野は、

潜在的に危険な化学物質へのヒトの曝露を防ぐために応用されてきたため、データが不

足していることが多いからである。この取り組みの成功は、ヒトに関して入手可能なデ

ータが限られていたか、そのような物質がヒト集団で十分に特性評価または測定されて

いなかったことを意味する。このようなヒトに関するデータが入手できる場合、偶発的

な曝露または低レベルの曝露によるものである可能性があり、どちらも曝露レベルまた

はアウトカムに関する限られた定量的データしか得られないことがよくある。ケースス

タディは危険有害性の兆候を示すことができるが、明確な因果関係の確立には不向きな

ことが多い。 

これらの課題はあるものの、開発中の NAM によって予測されている結果またはメカニ

ズムに関連する人体への影響を持つ化合物を同定するために努力が払われるべきであ

る。このようなデータでは方法の定量的評価を裏付ける能力が限られている場合でも、

NAM の関連性を定性的に確認できる場合がある。また、質の高いヒト疫学データを入

手したり、毒物学データと一致させたりすることも困難な場合があるが、疫学データ

は、ヒトの健康への悪影響と強い関連がある環境化学物質を特定するのに役立つ。膨大

な量の情報をまとめるために、エビデンスベースのフレームワークが開発され、その
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後、より狭く関連性の高いデータセットを透明かつ客観的に選択できるようになり

（Wikoff ら、2020）、これによってデータのアクセシビリティが向上した。これらの

フレームワークには、エビデンスベースの広範な概要を提供する系統的エビデンスマッ

プと、その後の系統的レビューが含まれる。これにより、特定の研究課題をより狭く包

括的に評価できるため、人間の疫学データを他の既存の情報源とより迅速に統合できる

（Wolffe ら、2019）。これらのデータは、メカニズム上のエビデンスや従来の動物デ

ータと組み合わせた場合、生物学的エンドポイントの参照物質を規定し、NAM に対す

る科学的信頼性を確立するのに役立つ可能性がある（例については、Krishna ら、2021
を参照）。 

NAM の頑健性と妥当性を評価する際には、可能な限り、対象種に関連する影響を引き

起こすことが示されている化合物を、陽性対照として使用すべきである。Petersen 
(2021) は、陽性対照（例えば、試験を実施するたびに工程内の対照測定を使用して試験

される化学物質）を選択する際に考慮すべき特性を説明しており、NAM を評価するた

めの参照物質についても同じ考慮事項の多くが妥当である。陽性と陰性両方の生物学的

エンドポイント参照物質、性能評価用化合物、技能評価用化合物を含めるべきであり、

同等の注意を払って選択すべきである。文献には陽性結果を強調する歴史的偏りがある

ため（文献で報告されている陽性反応のすべてが真陽性であるとは限らないことを認識

して）、標的エンドポイントにとって陰性であり信頼できる参照物質の同定はより困難

な場合がある。陰性結果に焦点を当てたデータ厳選の取り組みは、公表することを強く

検討すべきであり、幅広い標的にわたって比較的高濃度までの化合物を試験する取り組

みは、この問題の解決に役立つ貴重な情報を提供する可能性がある。 

すべての COU が 1 つの明確なリストで網羅されているわけではないため、参照物質の

選択では、その COU の特定の規制ニーズを考慮すべきである場合によっては、一連の

NAM の各々について、評価対象のメカニズム（最終エンドポイントではなく）に関し

て生物学的エンドポイントの参照物質のサブセットを規定することが適切な場合もあ

る。たとえば、発生神経毒性の参照物質として適格な化合物はほとんどなく、代わりに

一連のプロセスで評価される各々のプロセス（増殖や神経突起伸長など）には、独自の

試験固有の生物学的エンドポイント参照物質がある。その結果、生物学的エンドポイン

トの参照物質は、ある試験では陽性であるが、異なるメカニズムまたはプロセスを評価

する別の試験では陰性となる場合がある。 

OECD が示す正式な妥当性検証プロセスでは、参照物質のリスト（技術移転性の評価な

どのため）が必要である。ただし、信頼性の高い参照物質の編集には時間がかかり、リ

ソースも大量に消費される。厳密な系統的レビュー、および可能な場合は自動化プロセ

スを通じて、厳選された参照物質リストの迅速な開発を促進する取り組みにより、

NAM の感度と特異性のより確実な評価が可能になっている（Judson ら、2019; Thomas
ら、2019）。NAM 適格性確認のための生物学的エンドポイント参照物質リストの例

は、2021 年 FDA 改訂版の医薬品規制調和国際会議 (ICH)、S5 (R3) のヒト用医薬品の生
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殖毒性および発達毒性の検出に関する業界向けガイダンス（FDA、2021b）に記載され

ている。このリストには、陽性と陰性のアウトカムを示す化合物が含まれている。ガイ

ダンスには、これらの化合物は他の化合物と同様に、特定の COU の代替試験または一

連の試験の適格性を裏付けるために使用できることが記載されている。 

3.2.3 既存の実験動物法との比較 

NAM に対する科学的信頼性を確立し、規制当局の承認を得るための基準には、一般

に、NAM が規制上の意思決定に使用される既存の試験法と同等またはそれ以上の有用

性、科学的品質、および/または関連性に関する情報を（各機関の規制の枠組み内で適

切に）提供できるかどうかの検討が含まれている。たとえば、OECD GD 34 では、新し

い試験法を検証する際の基準として、「その方法は、少なくとも既存の方法を使用して

得られたものと同等か、できればそれよりも有用なデータをリスク評価目的で生成す

る。これにより、ヒトの健康や環境に対する保護レベルが同等かそれ以上になる」

（OECD、2005）としている。改正された米国有害物質規制法（セクション 4 (h) (1) 
(B)）には、NAM に関する具体的な考慮事項が含まれており、EPA は「規制上の決定に

役立つ同等またはそれ以上の科学的品質と関連性のある情報を提供しながら、脊椎動物

の使用を減らすか、それ以外に置き換える科学的に有効な試験法および戦略の使用」を

奨励および促進することを義務付けている（15 USC §2601、2016）。 

これまで、「同等かそれ以上」という概念は、従来の動物実験データとの直接的な比較

に依存してきた。しかしながら、「それ以上」の情報という目標を達成するには、

NAM は従来の動物試験法で生成されたのと同じ情報を提供しない可能性があり、NAM
の結果が従来の動物試験の結果と直接一致しない可能性があることを認識しておく必要

がある（たとえば、Clippinger ら、2021;Hoffmann ら、2018、2008; ICCVAM、2018; 
Kolle ら、2017; Petersen ら、2022b；Piersma ら、2018；Prior ら、2019；Sewell ら、2017
を参照）。場合によっては、NAM は、規制上の意思決定プロセスに適した生物学的妥

当性の情報、メカニズムの洞察、または十分に感度の高いエンドポイントを提供する場

合があり、従来の動物試験法のデータとの比較は不要な場合がある。たとえば、一部の

薬理学的または毒物学的標的はヒト以外の種には存在しない場合があるため、動物実験

は、そのような標的を介して仲介される潜在的なヒトへの影響を評価することには適さ

ない場合がある。このような場合、ヒトベースの NAM が生物学的に関連する情報を提

供する可能性がある。さらに、NAM は、動物実験法で測定された最終エンドポイント

のデータではなく、メカニズム上の情報を提供することが多い（例えば、動物で観察さ

れた体重の減少は毒性の根底にあるメカニズムを解明できないかもしれないが、NAM
はこれらのメカニズム上の洞察を提供できる可能性がある）。また、動物モデルが、

COU に関連する複雑な生物学的エンドポイントを測定している場合でも、問題の NAM
では十分に網羅されていない状況もある。このような場合、特にメカニズムが完全に理

解されていない場合には、従来の動物実験方法との比較が最も目的に適う選択肢となる
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可能性がある。NAM の評価の目的は、NAM が既存の方法に基づいて下されるのと同

様の規制上の決定につながる情報を提供することを実証することである。 

NAM と既存の実験動物法との比較では、可能であれば、両方の種類の方法で観察され

た差異の理由を理解することを含め、参照動物実験方法の信頼性と反復性を適切に考慮

すべきである。利用可能な場合は、対象種の参照データを使用することで、種に関連す

る反応に対する NAM の評価が可能になる。in vivo の時間経過データが利用可能な場合

は、生体模倣システムなどの NAM を使用して毒物動態学をシミュレートし、生体模倣

システムのコンピュータによる外挿を動物またはヒトのデータと比較することができ

る。 生理学に基づいた薬物動態モデリングにより、基準用量から内部濃度を推定し、

in vitro の活性濃度と比較することができる。これらのモデルを逆向き線量測定法で適

用して、in vitro ‐ in vivo 外挿 (IVIVE) を行い、NAM で生物活性が観察される血漿また

は標的組織の濃度が得られる同等の投与量を予測することもできる。ヒトが対象種であ

る場合、効果に関する高品質の疫学的、臨床的、または観察的エビデンスは、NAM の

科学的信頼性の構築に関する洞察を提供するのに役立つ可能性がある。ただし、このよ

うなヒト参照データは、ほとんどのエンドポイントや化学物質について入手できること

はまれであり、比較は異なる生物種のデータに頼らざるを得ないことがよくある。動物

実験で得られたデータを厳選して比較することで、反復性、頑健性に優れた関連性の高

い結果が得られる参照標準リストが得られる。生態学的応用など一部の状況では、分子

標的の配列相同性や生物学的メカニズムの保存が、異なる種に由来するデータとの比較

に役立つ場合がある（Farmahin ら、2013; LaLone ら、2016）。 

いくつかの公表論文は、さまざまなエンドポイントにおける動物ベースの参照試験法の

結果を評価し、これらの試験の結果がさまざまなレベルの反復性を実証することを示し

ている（Browne ら、2018; Dumont ら、2016; Karmaus ら、2022; Kleinstreuer ら、2018; 
Luechtefeld ら、2016; Pham ら、2020; Rooney ら、2021)。観察された変動は、たとえ

ば、固有の生物学的要因、報告の誤り、プロトコルの違い、または試験物質の純度の変

動を反映している可能性がある。参照動物試験法と NAM データとの間で相反する結果

は、対象種の生物学への参照を含め、可能な限り説明すべきである。これは、実験動物

データの能力に関する現実的な背景を提供するために必要であり、したがって、参照試

験法と比較される NAM の最大性能について適切な期待値を設定するために必要である

（Browne ら、2019）。 

NAM を従来の動物実験と比較することの相対的価値と、NAM の対象種との生物学的

およびメカニズム上の妥当性は、入手可能なデータの質に基づいて検討すべきである。

現実的には、多くの場合、NAM の信頼性を確立しようとする人々は、これまでの動物

実験の利用および既存の方法との比較の必要性を重要な証拠の 1 つとして考慮する必要

がある。多くの法的要件や規制要件の下で、NAM から得られた情報は、既存の方法よ

りも保護性が劣ってはならない。理想的には、この方法はより予測的になり、データが

不足していたり、存在しない可能性がある多くの化学物質について、関連データをより
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迅速かつ包括的に生成できる可能性があり、規制当局や関係者のコミュニティ間の信頼

が高まることが期待される。この規則の例外を認める特定の COU が存在する場合もあ

るが、そのような NAM が適格な方法として承認されるには、関連機関または規制当局

の特定の要件に依存する。このような比較検討の範囲は、NAM と参照方法の両方の入

手可能なデータの量と質、並びに対象種との関連性の理解の深さによって異なる場合が

ある。参照動物試験法に基づいて NAM の性能を評価する場合、意図した COU に基づ

いて、NAM の許容差の量を、in vivo データで観察された変動と相対的に考慮する必要

がある。 

3.3 技術的特性評価 

技術的特性評価は、広く使用される NAM を開発する上で重要な要素である。これに

は、NAM の変動要因の評価、関連する対照測定を含む試験の設計、試験を使用できる

試験物質の範囲（つまり、適用範囲）の評価、および適切な統計データ分析アプローチ

の開発が含まれる。NAM の科学的妥当性を実証する際の重要な側面は、その試験が技

術的観点から特性が十分に評価されて頑健性、信頼性、反復性を保証することである。

NAM には、試験システム自体とエンドポイントの定量化方法の両方が含まれる。技術

的特性評価には、生物学的妥当性など、これまでの重要な概念と重複する側面があり、

さまざまな目的のための参照物質を選択する際に役立つ情報を提供する（表 4）。関連

する生物活性を持つ明確に定義された一連の生物学的エンドポイント参照物質に対する

NAM の性能の検証はすでに紹介されているため（セクション 3.2.2）、このセクション

では、品質ツール（Ishikawa、1985）、方法開発、文書化、標準などの技術的側面に焦

点を当てる。 

3.3.1 選択された品質ツールの組み込み 

全体として、NAM の技術的特性評価は、1）NAM の科学的関連性の初期審査、2）概

念評価、3）試験施設内評価、4）統計データの分析と報告、5）試験施設間評価（必要

な場合 1）という包括的なステップを含むフレームワークに適合する（図 2）。ステッ

プ 2 ～ 5 の結果は相互に関連し、各ステップの結果が他のすべてのステップに影響を与

える可能性がある。たとえば、試験施設間試験の結果から、追加の試験施設内試験を実

施する必要があることや、新しい対照測定を含むようにプロトコルを改訂する必要があ

ることが明らかになる場合がある。 

 

 

1大規模なロボット化されたハイスループットスクリーニング試験や機械学習ベースのin 
silicoアプローチなど、試験施設間の評価が不要または実行不可能な方法例が存在する可能性がある。 
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図 2. 頑健な NAM を開発するためのフレームワーク。 実線は、推奨順序で実行すべき

手順を示す。点線は、必要に応じて前のステップを再検討すべき方向を示す。出典: 
Petersen ら (2022b) の許可を得て転載。 

最初の審査段階には、試験の生物学的妥当性、その潜在的 COU、および十分なレベル

の技術的品質に達する可能性の評価が含まれる。NAM に明確な COU や生物学的妥当

性がない場合や、解決できない可能性のある重大な技術的品質上の問題がある場合、

NAM は規制用途に適さない可能性がある。概念評価段階では、NAM をレビューして

予想される変動要因と設計管理測定値を評価する。試験施設内評価では、実験を行って

試験の頑健性を評価したり、対照測定値の標準範囲（陰性、溶媒、陽性対照など）を設

定したり、対照測定値と試験結果との間に相互作用があるかどうかを確認したりするこ

とができる。概念評価と試験施設内評価から得られる情報により、平均の試験結果を評

価し、ばらつきを特徴づけ、陽性または陰性反応の基準と、この決定に対する統計的信

頼性を確立するための統計モデルの設計が可能になる。 

最後に、一部の NAM では、試験施設間の試験を通じて技術移転性の評価を受けること

が必要になる場合がある。試験施設間試験により、試験施設間で解釈が異なるプロトコ

ルの手順や、NAM の技術的品質を向上させるために行うことができる改訂が明らかに

なる可能性がある。技術移転性の試験では、プロトコルの技術的実装や実行方法の違い

から生じる問題（たとえば、ある試験施設のピペッティングと別の試験施設の自動化な

ど）から生じる変更を必要とする問題を特定することもできる。 

表 5 は、NAM の技術的特性評価に役立ついくつかの品質ツールを示す。このトピック

のより詳細な扱いは、Petersen ら (2022b) に掲載されている。これらのツールから生成

された情報の中には、試験法開発者により内部に残るものもあれば、機関の審査を支援

するために必要になる場合がある。 
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表 5. NAM の技術的特性評価によく使用される適格性評価ツール* 

適格性評価ツー

ル  
説明 利点/有用性  

フローチャート プロトコルの各ステップを図式

化する。 
対照測定値によって監視できる

プロトコルステップの特定と対

象範囲を最適化する。  

因果関係分析 文献と試験の背景をレビュー

し、予想される変動の原因をす

べて図式化する。 

変動の主な原因と、標準化が難

しい方法の側面を特定する。頑

健性試験と対照測定の選択をガ

イドする。  

管理図 技術的性能を評価するための対

照測定には、1 回限りの予備実

験、所定の頻度での定期的な測

定、および試験を実施するたび

に行われる工程内対照測定が含

まれる。管理図は、経時的に対

照測定値を監視する。 

潜在的なバイアスを検定し、機

器の性能と校正を評価し、時間

の経過や実験間の変動の主な原

因を測定する。 

チェックシート 主要データ、メタデータ、およ

び対照測定値を記録する。 
工程内の対照測定値を監視し、

問題が発生した場合のトラブル

シューティングをサポートし、

データ分析と反復性をサポート

する。  

散布図 対照測定値と試験物質結果のす

べてのデータをプロットする。 
異なる工程内対照測定値の間、

またはそれらの対照測定値と試

験物質の結果との間に相互作用

があるかどうかを評価する。 

*詳細と例は付録 B に記載されている。 

3.3.2 品質管理のベストプラクティス 

このセクションでは、DA や試験の実施と評価のための統合的アプローチ (IATA) な
ど、連邦政府機関が NAM の評価のベストプラクティスとして検討する可能性のある技

術的要因について説明する。ここに記載されている要素は、すべての NAM に適用され

る場合と適用されない場合がある。さらに、ガイダンスに記載されていないその他の要
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素（追加情報や試験など）は、機関が NAM を評価する際に必要となる場合がある。開

発者やスポンサーは、審査に必要となる可能性のあるその他の要素を決定するために、

方法またはデータを提出する予定の連邦機関と直接連絡を取ることが推奨される。 

規制評価のための NAM の提出には、試験施設内または試験施設間試験を実施する場

合、その説明を含めるべきである。NAM が参照方法（別の NAM、in vivo 動物デー

タ 、またはヒトデータ）と比較されたかどうかを記載すべきである。比較に使用され

ている参照方法に関する情報（つまり、参照データセット）も評価中に必要になる場合

がある。NAM の評価は複数の様々なプロセスを経て行うことができ、特定の試験施設

の調査を用いて、方法の性能特性が目的の用途に適しており信頼できることの文書化が

含まれる。データの許容可能性は、その方法の評価に使用された基準に直接関係する。 

NAM の性能を文書化し、適用性を明らかにすることに加えて、科学的、技術的、品質

的に優れたプラクティスにより、評価工程全体が効率的かつ効果的になり、提案された

方法への信頼性が高まる。開発者は、機器とソフトウェアのマニュアル、品質と安全性

の確認証明書と保証、ソフトウェアバージョンの文書、モデリングアルゴリズム、厳選

されたデータベース、トレーニングセットなど、あらゆる機器の校正、操作、および保

守に必要なすべての情報を保持すべきである。開発者は、材料、セル、試薬の供給業者

の文書も保管すべきである（詳細についてはセクション 3.3.3 を参照）。品質プラクテ

ィス、機器手順、および保持すべき文書の詳細については、優良インビトロ試験基準に

関する OECD ガイダンス文書（GIVIMP、OECD、2018）を参照されたい。使用する各

機器の設備据付時適格性評価設置適格性/運転時適格性評価操作適格性/性能適格性評価

性能適格性 (IQ/OQ/PQ) 報告書が推奨され、試験が優良試験所基準 (GLP) に準拠するこ

とを目的とする場合は必須である。 

3.3.2.1 細胞/組織法の関連情報 

どのような試験法でも使用する細胞や組織の起源の記録を維持すべきである。レビュー

用に保持する情報には、理想的には以下を含めるべきである（ただし、これらに限定さ

れない）。 

• 倫理的、法的、安全上の考慮事項 
• 種/系統/性別 
• 人口統計情報 (該当する場合) 
• 情報源/供給元 
• ドナー数 
• 臓器/組織の起源 
• 分離された細胞タイプ 
• 人工分子標的の配列 (該当する場合) 
• 分離技法と日付 
• バイオセーフティ分類 
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• 細胞株の同定と認証 
• 感染性病原体の血清学的試験（例: マイコプラズマ試験） 
• 細胞継代数/集団倍加数 
• 倍加時間 
• 遺伝的安定性 
• 遺伝およびタンパク質発現情報（該当する場合） 
• 前処理 

より詳しい情報については、Good Cell and Tissue Culture Practice 2.0 に関する GD
（Pamies ら、2022）および OECD GIVIMP 文書（OECD、2018）を参照されたい。 

試験に使用する前に、試験施設での適切な保管条件で新しい細胞や組織を隔離すること

に関する文書を提供すべきである。生細胞または組織を利用する試験には、細胞生存率

試験を含めるべきである。 

すべての実験装置（プレートリーダー、インキュベーター、冷蔵庫/冷凍庫など）の性

能に関する記録と文書は、参加しているすべての試験施設が維持すべきである。 

セルバンクに細胞を登録すると、トレーサビリティと長期的な可用性に役立つ可能性が

ある。セルバンクには、細胞密度と細胞継代数の文書を含むべきである。試薬調製の記

録を維持すべきである（例: 使用した試薬や消耗品を確認するためにチェックシートを

使用するなど）。これは、 細胞/組織を使用しない in vitro 法にも当てはまる。例とし

て、以下が挙げられる（ただし、これらに限定されない）。 

• サプライヤー 
• カタログ番号 
• バッチ/ロット番号 
• 調製日 
• 有効期限 
• 分析者名 

試験の依頼主または開発者は、開発中の方法または方法論に関連するすべての安全情

報、およびすべての危険物の使用、輸送、および廃棄に関するすべての関連規制を提供

すべきである。 

3.3.2.2 NAM で使用される分析方法の評価 

開発者は、検出または定量された物質が目的の化学物質または分析対象物であることを

明確に示すデータを提供すべきである。表 6 に、分析方法に関連する最良の品質管理プ

ラクティスとその説明を示す。 
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表 6. 分析方法評価* 

分析方法評価 説明 利点/有用性  

検出と定量化

の限界 
試薬ブランクを超える、または標準

曲線内で確実に検出または定量でき

る検体の最低量または濃度。標準曲

線上の最高濃度が定量の上限を決定

する。 

分析法の範囲を設定する。 

干渉の識別  方法のコンポーネントによって検出

された信号が誤って変更された場合

を識別する。 

方法のコンポーネント間に相

互作用があるかどうかを判断

し、アーティファクトの結果

が報告されないようにする。 

分析精度の評

価 
使用された分析方法の精度、および

その他の精度試験（たとえば、異な

る担当者が提案された方法を使用す

る場合や、その方法に異なる機器を

使用した場合の性能の変動を評価す

る試験など）の特性を評価する。こ

れは試験施設間の比較研究によって

評価できる。 

分析方法の信頼性に対する自

信を高め、試験施設のばらつ

きの原因を評価する。  

NAM に使用さ

れる材料の安

定性 

NAM で使用される材料（試験物

質、試験装置、曝露システム、試

薬、分析物など）が、特定の環境で

一定期間にわたって同様で許容でき

る結果を生成する能力。 

方法の材料の特性を評価し、

特定の方法について信頼性の

高いデータを一貫して取得す

る。 

頑健性試験 得られた結果に予期しない違いが生

じることなく、さまざまな条件また

は状況下で方法を再現できるかどう

かを試験する。 

試験が適切に機能するパラメ

ータの範囲を決定する。 
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分析方法評価 説明 利点/有用性  

回収の分析 抽出されたサンプルの結果を、類似

のマトリックスのスパイクサンプル

やスパイクブランクの結果と比較す

ることにより、抽出方法を試験す

る。 

抽出方法の効率と反復性を検

証する。 

適用範囲の技

術分析 
試験の対象となる特定の COU に関

連する化学物質および/または製品の

適切な試験法データを取得し、適用

範囲の物理化学的特性を明確に記述

する。 

さまざまな化学物質や製品を

使用する場合の試験性能に関

する不確実性を減らし、化学

物質がいつ適用範囲内にある

かを判断するための方法と基

準を提供する。 

陽性対照 エンドポイントに関連する陽性対照

化合物を試験の検出ウィンドウ内で

同定する。 

試験物質の結果を比較するた

めの一貫性のある信頼できる

基礎を提供する。 

機器校正の参

照基準 
校正標準や品質管理サンプルを使用

して機器を校正するために使用す

る。 

信頼性の高い測定を保証し、

潜在的な不確実性の原因を特

定する。  

規格の設定 統計的アプローチを使用して、試験

施設内および/または試験施設間の試

験結果に基づいて、工程内対照測定

の規格を設定する。 

十分に厳しい対照測定基準を

保証することで、確実な試験

物質結果が得られ、偏りのな

い結果が得られる。 

*詳細と例は付録 C に記載されている。 

3.3.2.3 NAM の正確性および/または性能標準との一致度の評価 

正確性と一致度は定義上非常に似ており、特定の文書や文章の文脈によっては同義であ

ると見なされることがよくある。多くの場合、一致度は、得られた結果に基づいて 2 つ

の方法または試験を比較することと定義され、正確性は、多くの場合、方法または試験

を参照方法または試験結果と比較すること定義される。正確性や一致度の評価は、試験
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法や関連データの統計的評価によく使用される。この目的では、正確性とは、結果の総

数に占める正しい予測の割合として定義される。方法の正確性または一致度を議論する

際に使用されるその他の統計的パラメータには、感度、特異度、陽性と陰性の予測度、

偽陽性率と偽陰性率などがある。 

可能な限り、明確に定義された性能標準（たとえば、陽性と陰性の結果をもたらすこと

が知られているバランスの取れた参照物質のセット）を使用して、反応と分析法の妥当

性を確認することができる。一致の定量的指標（すなわち、感度、特異度、陽性および

陰性の予測度、偽陽性率、偽陰性率）を報告すべきである。提案された試験法を、機能

的にもメカニズム的にも類似したデータを生成する性能標準が確立された方法（OECD
試験法ガイドライン (TG) の「ミートゥー（追随）」方法など）と比較する場合、両方

の方法の一致（不一致データを含む）を互いに、また参照方法と比較して評価すべきで

ある。 

3.3.2.4 標準操作手順書と方法の詳細 

提案される試験法には、試験システムの取り扱いや装置の校正など方法や関連する試験

施設の活動の一貫した実施をサポートするために、十分に文書化された標準操作手順書 
(SOPs) を組み込むことが推奨される。SOPs は、テストと分析のあらゆる側面を網羅す

べきである。SOPs には以下を含めるべきである 

• 試験品の完全性を保証するアカウンタビリティシステム（記録管理、セキュ

リティ、サンプルチェーン管理など）。 
• 方法、試薬（該当する場合、メーカー、カタログ番号、ロット番号などを含

む）、機器、機器などのサンプル調製および分析ツール。 
• 品質管理と結果の検証の手順。 
• 製品の詳細な説明と製剤、曝露システム、試験物質の量/重量/溶解度/投与プ

ロトコル、および適切な曝露/用量範囲を含む方法の詳細。 

提出者は、試験の性能と結果を判断するための動作特性と運用基準のリストも提供すべ

きである。NAM を構成する技術システムの運用情報と基準は異なる場合があるが、基

準には、すべての管理、基準、曝露（投与量と期間）、および実験グループの品質管理

チャートまたはその他の性能標準が含まれる場合がある。データを評価するために使用

される統計的手法の説明を含めるべきである。さらに、開発者は、実験の不確実性、統

計的不確実性、干渉、および背景がどのように評価されたかを説明すべきである。 

3.3.3  文書化 

このセクションでは、NAM（DA と IATA を含む）の文書化のベストプラクティスにつ

いて説明する。ここに記載されている要素は、すべての NAM に適用される場合と適用

されない場合がある。さらに、機関が NAM を評価するために追加の書類が必要になる
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場合がある。開発者やスポンサーは、審査に必要となる可能性のあるその他の要素を確

実にするために、方法またはデータを提出する予定の連邦機関と直接連絡を取ることが

推奨される。一部の機関では、機関による審査の前に、NAM と関連データの独立した

査読が必要になる場合がある。 

新しい方法については、提案された試験法の説明と、それが規制上の目的にどのように

関連するか、または特定の COU にどのように適合するかについての説明を文書に含め

るべきである。関連情報には、試験法のメカニズム上の情報および生物学的妥当性、お

よび提案されている COU（リスク評価への適用など）が含まれる（ただし、これらに

限定されない）。人体または適切な分類群の適用範囲を文書に含めるべきである。文書

化に関するその他の重要な点については、以下で詳しく説明する。 

文書化に関するガイダンスを提供するその他のリソースもある。in vitro 法について

は 、開発者は OECD GIVIMP 文書（OECD、2018）を参照できる。 

3.3.3.1 試験物質の同一性と純度 

NAM で試験されたすべての物質（対照、参照物質、その他の試験物質など）につい

て、少なくとも物質の同一性、理想的には固有の識別子（CASRN、SMILES、InchiKey
など）、およびサプライヤーから提供された物質の純度に関する情報を報告すべきであ

る。試験施設に必要な能力があれば、分析方法を使用して物質の純度と同一性を評価す

る追加の品質管理措置を実施することには、さらなるメリットがある。一部の試験物質

（組成が不明または変動する複雑な混合物を表す環境サンプルなど）は十分に特性評価

されていない場合があるため、この情報を収集できるかどうかは、COU によっても異

なる。 

3.3.3.2  方法の開発 

方法から得られたデータに基づいて、その方法に関する具体的で詳細な書面による説明

を作成すべきである。これは、プロトコル、研究計画、レポート、および/または SOPs
の形式にする可能性がある。方法の各ステップは、環境、マトリックス、または手順の

変数が分析対象物の検出および/または定量にどの程度影響するかを判断するために調

査すべきである。 

開発中は、次のような要因に細心の注意を払う必要がある。 

• 試薬の選択（適切な生物学的妥当性、特異性、および安定性を備えるこ

と）。 
• 検出方法または検出機器（つまり、性能および校正手順がすぐに利用可

能）。 
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• 消耗品（マイクロタイタープレートやその他のプラスチックなど）と試験測

定値および試験物質との適合性。 
• 分析方法/統計的手法。 
• 試験のばらつきを引き起こす可能性のある手順または工程。 

特に開発中に使用された化合物、マトリックス、または機器が方法の技術的特性評価に

使用されたものと異なる場合は、方法のアプリケーション全体にわたって外部またはマ

トリックス効果を最小限に抑える（または少なくともそれらの効果の特性を評価する）

ための適切な措置を講じるべきである。 

3.3.3.3 エンドポイントとパラメータの測定 

各エンドポイントまたは分析対象物の測定値は、十分に試験して文書化すべきである。

新しい NAM の方法開発には、その方法がすべての関連パラメータを正常に測定できる

という実証を含めるべきである。定量的データを実験条件や試験化学物質や濃度などの

定性情報にリンクし、試験のばらつきやバッチ効果に寄与する可能性のある外部要因

（実験の実施日や実施技師など）を追跡するには、各実験に関連するメタデータをキャ

プチャして記録すべきである。これらのデータとメタデータは、妥当性検証の独立した

レビュー時に参照できるように、アクセス可能な形式でエクスポートして保存すべきで

ある。このトピックについては、付録 B のコントロールチャートとチェックシートに

関するセクションでも検討される。 

3.3.3.4  使用の制限 

試験法の具体的な長所と限界を明確に特定し、説明すべきである。潜在的な干渉源をリ

ストアップし、試験を妨害する可能性のある化学物質または化学物質のクラスを特定す

べきであるまた、文書には、NAM を使用して試験できる材料に関する既知の制限も明

記すべきである。 

3.3.3.5  明確に定義されたエンドポイント 

試験法によって生成されたデータは、対象となるエンドポイントを適切に測定または予

測すべきであり、そのエンドポイントは、セクション 3.2 で説明するように、生物学的

妥当性の説明とともに明確に定義すべきである。その一例が、AOP の特定の主要事象

に関する情報を提供する NAM である。データには、新しい試験法と既存の試験法との

関係、または新しい試験法と標的生物種への影響との関係についても記載すべきであ

る。システムの安定性を確保するために、NAM の陽性、陰性、または不確定な結果の

基準を明確に定義し、時間をかけて評価すべきである。 
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3.3.3.6 統計モデルの構築 

統計モデルは、試験施設内試験のデータを使用して構築できる。これらのモデルは、ベ

イズ統計学または頻度主義統計学いずれかのアプローチを使用して構築できる。ヒスト

グラムは、工程内の対照測定で得られたデータの分布を評価し、どのタイプの分布（正

規分布など）がデータに適合するかを評価するために使用できる（詳細については、

Petersen ら、2022b を参照）。試験物質の変動に関するデータだけを使用するのではな

く、試験物質の測定値と工程内対照測定値の両方から NAM の累積変動性を計算するモ

デルを開発すると便利である。この情報を使用して、決定（たとえば、試験物質が陽性

か陰性か）とその決定の統計的信頼性を導き出すことができる統計モデルを構築でき

る。試験物質評価の平均値を閾値と単純に比較しただけでは、試験結果のばらつきは考

慮されず、決定に対する統計的信頼性は得られない。 

NAM の統計モデルを開発する際の主な懸念事項の 1 つは、「陰性」と「弱陽性」の結

果をどのように区別するかである。統計モデルの閾値は、入手可能な場合は in vivo デ

ータで判断できる（Friedman ら、2023; Karmaus ら、2022; Pham ら、2020）。これに

は、NAM の反復性を評価するために「境界領域にある」化合物を反復試験することが

必要な場合がある。たとえば、ガイドライン 497（OECD、2021a）を参照されたい。た

とえば、用量反応関係を評価する統計モデルを使用して、特定の効果を引き起こす出発

点または濃度（たとえば、EC50の値など ）、およびそれらの値に関する関連するデー

タ主導の信頼区間を評価できる。T 検定、Z 係数、またはその他の適切な統計基準など

の統計的アプローチを使用して NAM の品質を評価することが適切な場合もある

（Zhang ら、1999; Zhang、2011）。 

3.3.3.7 試験結果の反復性 

該当する場合、提出される情報には、技術的反復性に関する文書を含めるべきである。

方法の反復性は、品質管理やサンプルを含む反復測定によって評価できる。この評価に

は、反復性の評価に用いられる物質の選択の理論的根拠（可能性として実施される試験

施設内および試験施設間試験における）と、それらが考えられる試験結果の範囲をどの

程度表すかについての議論を含めるべきである。外れ値を特定し、検討すべきである。

試験施設内および／または試験施設間のばらつきの程度に関する定量的統計分析または

変動係数分析を含めるべきである。過去の対照データ（陰性、陽性、および該当する場

合は溶媒）について、中心傾向と変動の測定値を要約すべきである同じ化合物を複数回

試験する場合、比較は定量的（たとえば、得られた EC50の値など ）または定性的（危

険有害性の分類など）であり得る。提案された試験法が、既存の性能標準（OECD TG
など）で確立された試験法と機構的にも機能的にも類似している場合は、2 つの試験法

の信頼性を比較し、相違点による潜在的な影響について検討する必要がある。 
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3.3.3.8  データ解釈手順 

陽性反応と陰性反応の基準を含むデータ解釈手順は、NAM それぞれで明確に説明すべ

きである。NAM を DA にまとめるには、客観的で専門家の判断を含まない固定データ

解釈手順が必要であり、異なるグループに適用しても同じ結果が得られることを確実に

する（OECD、2017）。結論の反復性を確保するために、機械学習モデルなどの計算ア

ルゴリズムやソフトウェア（バージョン番号を含む）の使用を十分に文書化すべきであ

る。 

3.4 データの完全性 

データの完全性は、NAM から得られる情報の信頼性と信頼性を確保する上で重要な側

面である。方法の開発者は、データの完全性と結果の信頼性を確保するために、生デー

タの取得、転送、処理に使用される工程の内部評価を実施してから、それらのデータを

外部の独立した関係者に提出して評価と査読を行うことを推奨する。試験は、必要に応

じて、GLP の原則（21 CFR § 58、40 CFR § 160、40 CFR § 792、OECD、1998）に従っ

て可能な限り実施されるべきである。さらに、代替法評価に関する毒性学プログラム省

庁間センター (NICEATM) などの評価機関は、NAM の開発工程の質と完全性の評価を

促進することができる（NIEHS、2023b）。データの完全性を最大限に高めるガイダン

スを提供するその他のリソースも入手可能である。in vitro 法については 、開発者は

OECD GIVIMP 文書（OECD、2018）を参照できる。デジタルツールとデジタルデータ

の管理については、開発者は 2016 年に公開された「科学データの管理とスチュワード

シップに関する FAIR 指導原則」（Wilkinson ら、2016）に従うことができる。 

3.5 情報の透明性 

透明性があると、NAM の使用に対する信頼性が高まるため、政府機関の規制上の意思

決定工程や規制当局の承認または適格性確認のペースが速まる。NAM と種、COU、お

よび技術的特性評価との関連性は、査読者、科学界、および一般市民に透明に伝えるべ

きである。必要に応じて、NAM の COU、生物学的妥当性、および技術的特性評価を説

明する査読済みの記事や情報は、オープンアクセスジャーナルに掲載すべきであり、お

よび/または一般に公開される規制文書に要約されるべきである。理想的には、NAM の

原則、プロトコル、データの分析とグラフ化に使用される生データファイルとスクリプ

ト、および報告基準は一般に公開されるべきである。知的財産を含む NAM に対して、

OECD は、ライセンス契約に関する合理的かつ差別のない条件など、透明性を維持する

ためのツールを提供している（OECD、2021b）。独自技術または特許取得済みの技術

または機器をある方法で使用することで、規制試験のニーズを満たすことができる可能

性がある。一部の機関では、規制当局の承認や認定を支援するために、NAM 開発者が

専有情報または特許情報を伝える必要性が存在する場合がある。機関固有のガイダンス

により、政府機関の情報ニーズについて試験法開発者に指示することができる。 



NAM の妥当性検証、適格性、および規制承認 2024 年 3 月 

29 

 

代替試験法国際協力のパートナー（ICATM ; NIEHS、2023c）は、規制当局の承認に向

けた規制当局の承認に向けた代替法の追跡システム (TSAR) （EURL ECVAM、2021）
を通じて、NAM 評価と査読に関する情報を公開している。TSAR は、規制の目的で使

用する標準として認められた基準としての NAM の承認段階を、概要の説明と承認され

たプロトコルまたは SOPs とともに示す。TSAR には、提出、妥当性検証、査読、推奨

事項、規制当局の承認または適格性確認といったプロセス全体のさまざまな段階とつな

がりのある NAM に関連する関連記録や文書も含まれている。エンドユーザーがプロセ

スを理解し、実際の環境で応用できるように、NAM が生成するデータをどのように解

釈するか、および関連する承認基準を明確に伝えるべきである。 

3.6 独立審査 

NAM の COU、生物学的妥当性、および技術的特性評価を裏付ける情報およびデータ

は、独立した第三者（そのメンバーには利益相反がない）によって科学的にレビューさ

れる場合がある。ただし、必要なレビューレベルは各機関の規制と方針によって異な

る。 

NAM の評価は、いくつかの異なるプロセスを経て行うことができ、方法の性能特性を

文書化して目的のアプリケーションへの適性と信頼性を判断することが含まれる。方法

の信頼性には、多くの場合、再現性、反復性、および頑健性が含まれるが、これらに限

定されない。ただし、一部の方法のレビューには、本報告書に記載されていない追加情

報が必要な場合がある。NAM の性能と適用性に加えて、科学的、技術的、品質的に優

れたプラクティスにより、独立審査プロセスが効率的かつ効果的になり、提案された方

法に対する信頼性が高まる。試験施設では、NAM の実施に使用される機器の運用と保

守に必要な情報（機器およびソフトウェアのマニュアル、品質および安全性の確認証明

書など）や、材料、細胞、試薬のサプライヤーの文書など、NAM の評価に関連するす

べての情報を保持すべきである。GLP に準拠することを意図した試験では、使用した

各機器の IQ/OQ/PQ レポートが関連する場合もある。非 GLP 試験では、機器が意図し

たとおりに機能することを示すための適切な据付と試験実施に関する文書を保管すべき

である。 

NAM の生データおよび NAM を説明する情報は、独立した第三者および/または規制機

関の意思決定者が確認できるようにアクセス可能にすべきである。NAM の評価と独立

した査読は、NICEATM、欧州動物実験代替法評価センター (EURL ECVAM) とその科

学諮問委員会、および日本動物実験代替法評価センター (JaCVAM) などの検証機関によ

って組織される場合がある。NAM を独自に審査できる他の機関や国際機関には、米国

連邦殺虫剤、殺菌剤、殺鼠剤法科学諮問委員会、欧州食品安全機関科学委員会、OECD
などがある。あるいは、開発者が方法の独立したレビューに資金を提供することもでき

る（ただし、直接その管理を主導することはできない）。査読済み文献は、試験情報を
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科学界と共有するために有用である。また、独立した第三者より正式なレビューを補完

して、規制目的の方法の承認と使用を裏付けることもできる。 

独立審査の範囲は、COU、規制の枠組み、および評価される具体的な方法によって異

なる。開発者が独立した審査のために送る情報には、NAM を他の NAM、in vivo 動

物、またはヒトのデータと比較したかどうかなど、試験施設内または試験施設間の試験

の記録が含まれるものがある。これらの評価は、NAM の試験施設間の技術移転性に役

立つ可能性がある。 

4.0 米国連邦機関による NAM の承認 
4.1 規制のニーズと意思決定の背景の理解 

連邦機関には、毒物データを要求、取得、および使用するためのさまざまな権限があ

る。これらは、法令、規制、および製品カテゴリによって異なる。NAM は、一部の法

的または規制の状況では有用で適切な場合もあれば、そうでない場合もある。したがっ

て、NAM の開発者とエンドユーザーは、それが使用される目的を考慮する必要があ

る。考えられる目的には、DA、IATA、またはスタンドアロン方法が含まれるが、これ

らに限定されない。 

NAM が規制目的またはその他の目的で承認されるかどうかは、下される決定の性質、

NAM の使用目的に対する NAM の妥当性、および規制当局への提出が安全性、有効

性、および/またはリスクの判断を裏付ける NAM の結果にどの程度依存するかに応じ

て異なる。懸念されるシグナルを特定する高感度で特異度が低い NAM は、多数の化合

物をスクリーニングしてさらなる評価を優先させるアプリケーションで役立つ可能性が

ある。このような NAM は、単一化合物のどの用量が曝露しても安全かを判断する場合

にはあまり役立たない場合がある。場合によっては、政府機関がデータ不足の状況で懸

念の兆候（危険有害性の特定）を探すことがある。また、政府機関が化合物についてよ

り定量的な決定（リスク評価）を行う必要があり、その決定に利用される NAM からの

アウトプットに高いレベルの不確実性があることを認めたくない場合もある。性能特性

の実装は、NAM の使用方法を反映すべきであり、各 NAM とその COU に合わせて個別

化すべきである 

このプロセスを円滑に進めるために、一部の機関では規制上の意思決定プロセスで

NAM を使用する前に評価することを希望する場合がある。評価では、COU が明確に定

義されている NAM に焦点を当てる可能性が高い。評価の目的の 1 つは、規制当局が

NAM の基礎となるすべての裏付けデータを再検討することなく、NAM を使用して得

られた結果を適用できるようにすることである（表 1 に引用されている文書を参照）。 
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4.2 使用方法と目的 (COU) に関する考慮事項 

NAM の目的（危険有害性の特定、強度評価、定量的リスク評価の出発点など）を明確

に伝えるべきであり、その目的に基づいて NAM を評価すべきである。新しく開発され

た NAM のアプリケーションは 1 つの COU に集中することが適切である。ただし、適

切な裏付けデータがあれば、後から追加の COU を追加できる。COU は通常、特定の規

制ニーズに焦点を当てる必要がある。NAM の適格性確認に向けた最初の取り組みは、

COU が狭い場合に最も成功する場合がある。COU は、必要に応じて追加のデータで拡

張できる規制ニーズは機関によって異なるため、特定の NAM の COU も異なる場合が

ある。全面的な適格性確認作業を行う前に、提案された NAM の適切な COU を確立す

ることが不可欠である。 

適切な COU の決定は、通常、NAM 開発者と COU が関係する機関との間で検討すべき

である。許容できる COU を定義するには、COU を何回か繰り返すことが必要な場合が

ある。NAM の適用可能性と制限が明確になるにつれて、COU はデータ収集中に変化す

ることもある。 

4.3 獲得した経験に基づく信頼性の変化 

NAM を規制用途に組み込むには、規制当局と規制対象業界による方法に対する十分な

信頼が必要である。妥当性検証と適格性確認はこの信頼性を裏付けるが、実装を確実に

するには不十分な場合がある。NAM がその目的のために広く受け入れられるようにな

るには、通常、NAM に関する教育と経験が必要である。妥当性検証や適格性確認のデ

ータが入手できたとしても、コスト、複雑さ、試薬の入手可能性、NAM の実施と解釈

に関するトレーニングを受けたスタッフの存在などが、NAM の採用を制限する要因と

なる。 

既存のアプローチを補完または置き換えることを目的とした NAM の性能は、通常、既

存のアプローチと比較する必要がある。多くの場合、豊富な経験がある既存のアプロー

チには高い信頼性がある。これらの既存のアプローチは正式な妥当性検証を受けていな

い可能性があるが、既存のアプローチを反復して使用し、動物実験に固有の妥当性を想

定することで、アプローチにかなりの信頼性が生まれることがよくある。エンドユーザ

ーは、その結果を使用して安全性に関する意思決定を行う際に、NAM が既存のアプロ

ーチと同等かそれ以上になることを知る必要がある。たとえば、優先順位付けやスクリ

ーニング、危険有害性の特性評価、リスク評価へと進むにつれて、信頼性を高める必要

があるため、さまざまなレベルの不確実性が許容される場合がある。 

NAM の信頼性を高めるためのメカニズムの 1 つは、NAM が置き換えたり補完したり

しようとしている既存の方法のデータと並行して、NAM からのデータをエンドユーザ

ーが提供することである。業界内および業界間で NAM に関する情報を自発的に共有す

ることは、方法への信頼を裏付けるのに十分な量のデータを確立するのに役立つ。やが



NAM の妥当性検証、適格性、および規制承認 2024 年 3 月 

32 

 

て、政府機関や業界は、安全基準を損なうことなく、NAM が既存の評価パラダイムに

どのように適合するかを理解することができる。 

5.0 米国と国際調和 

米国連邦機関間、さらに広くは各国の規制当局との調整を行うことで、NAM を検証

し、その適用と実施を支援するためのアプローチの調和を確保するのに役立つ。

ICCVAM と NICEATM は、国内外のコミュニケーションとコラボレーションを促進す

る上で重要な役割を果たしている。 

5.1 米国の調和: ICCVAM と NICEATM の役割 

ICCVAM 承認法は、ICCVAM の以下の目的を示している（42 U.S.C 285l-3、2000; 
NIEHS、2023d）。 

• 米国連邦機関の試験法レビューの効率と有効性を高める。 
• 不必要な重複作業を排除し、米国連邦規制機関間で経験を共有する。 

o これは、月例会議、ワークグループ、公開会議（公開フォーラム）、科学

諮問グループ（代替毒性試験法に関する科学諮問委員会）など、いくつか

の手段によって達成される。 
• 米国連邦機関外の科学的専門知識の活用を最適化する。 

o これは多くの場合、ICATM パートナーやカンファレンスで多数の科学者

との会議やワークショップを開催することで達成される。 
• 新しい試験法や改訂された試験法が、米国連邦機関のニーズを満たすように検証

されていることを保証する。 
o 連邦機関の科学者と規制当局は開発者と協力して、開発中の方法が規制上

のニーズに対応することを保証する。 
• 可能であれば、試験に使用する動物の数を減らしたり、試験に伴う苦痛を削減し

たり、動物を使用しない方法に置き換えたりする。 

ICCVAM は、動物実験の使用動物数の削減、動物使用に伴う苦痛の低減、動物を使用

しない方法への置き換えを促進する代替法の開発、規制当局の承認または適格性確認、

並びに使用を促進する省庁間および国際的な協力を促進する。ICCVAM は、試験法開

発者にガイダンスを提供し、代替毒物試験法の専門家による査読からの推奨事項を評価

し、レビューされた試験法の使用に関する推奨を適切な連邦機関に提供する。

ICCVAM は、NICEATM が管理する特別な技術作業グループを通じてその機能を果た

し、動物実験の代替案の開発または妥当性検証に重要な特定のタスクを実施する。その

ような継続的な例の 1 つは、化学スクリーニングのための in vitro ヒト甲状腺微小組織
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試験に基づいて EPA が開発した NAM の試験施設間の事前検証試験の調整における

ICCVAM の支援である（Deisenroth ら、2020）。 

NICEATM は、国立環境衛生学研究所 (NIEHS) 内のトランスレーショナル毒性学部内の

部門であり、ICCVAM および ICCVAM 作業グループの活動、査読パネル、専門家パネ

ル、ワークショップ、および妥当性検証作業に関する技術的、科学的、運用上のサポー

トを提供する。ICCVAM のサポートに加えて、NICEATM は以下を実施する。 

• 試験法の分析と評価を実施し、新規かつ優先度の高い代替試験アプローチに関す

る独立した妥当性検証研究を調整する。 
• NICEATM Web サイト、統合化学環境、および関心のあるトピックに関するワー

クショップを通じて、試験法開発者、規制当局、規制対象業界に情報を提供す

る。 
• NIEHS トランスレーショナル毒性学部門の活動、特に米国連邦機関間の 21 世紀

の毒性試験 (Tox21) コンソーシアムに貢献する活動をサポートする。 

ICCVAM により提供される機関間コミュニケーションのおよび NICEATM により提供

されるサポートに関するフォーラムは、規制適用対象となる NAM の妥当性検証と適格

性確認のための米国連邦機関の取り組みを調整するために限られた資源が効果的に活用

されていることを確実にする役目を果たす。 

5.2 米国の調和: 3Rs を推進する機関間連携の強化 

米国連邦機関は、ICCVAM への参加に加えて、さまざまな方法で NAM に関して連携し

ている。たとえば、Tox21（Tox21、n.d.）は、EPA、NIEHS トランスレーショナル毒性

学部、国立衛生研究所内の国立先進トランスレーショナル科学センター (NCATS)、お

よび FDA による連邦機関の共同研究である。Tox21 の目標は、特定の化合物が人体の

生物学的プロセスを妨害し、健康に悪影響を及ぼす可能性があるかどうかを効率的に試

験するために、より優れた毒性評価方法を開発することである。Tox21 は、EPA の内分

泌かく乱物質スクリーニングプログラム（EPA、2023）など、規制上の用途に活用され

ている独創的な出版物や分析を数多く作成している。また、NICEATM と EPA は、規

制試験における使用動物数を削減や、動物を用いない試験法に置き換えのための複数の

研究でも緊密に協力している。これには、1）農薬および農薬製品に対する皮膚急性毒

性（EPA、2020）、2）農薬のヒトの健康リスク評価における皮膚吸収因子に対して in 
vitro データのみを使用するだけで十分かどうかの判断（Allen ら、2021）3）非標的水

生脊椎動物と同じレベルの保護が、3 種未満の魚種に関する in vivo 急性毒性試験で達成

できるかどうかの判断（Ceger ら、2023）について、動物の使用を排除するための後ろ

向き分析が含まれる。FDA もまた、NCATS と協力して生体模倣システム技術をさらに

開発し、その進歩を促進し、トランスレーショナルの利用を加速させている（FDA、

2023）。 
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5.3 国際調和 

ICCVAM を通じて促進される国際的な共同作業に加えて、米国の機関はそれぞれ国際

的に協力して NAM の承認を進めている。例として、ICATM、化学品の分類および表

示に関する世界調和システム (GHS) に関する国連専門家小委員会との米国の関与、

NAM の使用を説明するガイダンスの作成のための ICH との関与、OECD 試験ガイドラ

インプログラムおよび危険有害性評価作業部会への参加などがある。 

ICATM は、米国 (ICCVAM)、日本 (JaCVAM)、欧州連合 (EURL ECVAM)、およびカナ

ダ（カナダ保健省内の環境健康科学研究局）の妥当性検証機関間のパートナーシップと

して設立された。その他の参加組織には、韓国代替法検証センター、ブラジル代替法検

証センター、中国食品医薬品局および広東省疾病予防管理センターなどがある。このグ

ループの包括的な目標は次のとおりである。 

• 代替法/戦略が世界中でより容易に承認されるように、妥当性検証研究、独立

した査読、調和のとれた勧告の開発という重要な分野で国際協力を確立する

こと。 
• 規制上の用途に採用される新しい代替試験法/戦略が、科学的に可能な場合は

いつでも、動物の使用に取って代わり、使用動物数の減少、または動物福祉

（痛みや苦痛の低減）を図りながら、ヒト、動物、環境に対する保護と同等

または改善されることを保証するために必要な国際協力を確立すること。 

国連内では、GHS 小委員会が作業グループを設立し、GHS のさまざまな章を更新し、

さまざまな危険有害性クラス（皮膚刺激性/腐食性、眼刺激性/重篤な眼損傷、皮膚感作

性など）における NAM の使用に関する具体的な基準を確立している。これらの取り組

みは、国際レベルで NAM を推進する上で実りある成果をもたらし、危険有害性判定の

ための承認方法として DA を確立している。このような国際的な取り組みは、NAM を

推進するだけでなく、この分野で十分な資源を持たない可能性のある国際地域に専門知

識を提供する上でも重要である。 

NAM の使用に対する調和のとれたアプローチの価値は、ICH の活動にも表れている。

ICH が作成したいくつかのガイダンスには、世界中の複数の規制当局や業界団体が許容

できるアプローチと見なしている代替法の使用方法が記載されている。これらの方法

は、ICH プロセスの専門家作業グループによって評価され、必要に応じてガイダンスに

組み込まれた。例として、 光毒性の評価のための in chemico 法および in vitro 法の使用

が挙げられる（ICH、2013）。さらに、生殖毒性および発生毒性に関する ICH ガイダン

スには、代替試験の使用目的や、そのような試験の適格性を確認するためのアプローチ

に関する推奨事項、および生物学的エンドポイント参照物質のリストが含まれている

（FDA、2021b）。 
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OECD は、規制試験ガイドラインとガイダンス文書を調和させるための国際フォーラム

であり、NAM の妥当性検証と使用にますます重点を置いている。ICCVAM は、OECD
の健康影響テストガイドラインプログラムにおける米国の立場を調整し、貢献する上で

重要な役割を果たしている。米国ナショナルコーディネーターは、ナショナルコーディ

ネーターの作業グループの年次総会やその他のテストガイドライン作成活動に米国を代

表して参加する。その役割において、米国ナショナルコーディネーターは、3Rs のあら

ゆる側面を含む OECD TG 活動について、関連する ICCVAM 機関からの意見を求め

る。ICCVAM 機関の対象分野の専門家は、複数の OECD 専門家グループに所属し、試

験ガイドライン、DA、ガイダンス文書など、OECD 製品の開発に関する科学的ガイダ

ンスを提供している。OECD のテストガイドラインは、化学物質の安全性を評価するた

めに 38 の OECD 加盟国の関係者が使用している。OECD のデータ相互承認条項によ

り、OECD の試験ガイドラインを使用して生成された安全性データがすべての加盟国で

承認され、試験の重複が回避される。ICCVAM 機関は、OECD IATA ケーススタディプ

ロジェクトにも貢献している。このプロジェクトでは、規制の使用目的における化学物

質の安全性を評価するために IATA で新しい方法の使用を各国が共有し、協力すること

ができる。 

6.0 NAM の使用を促進するためのコミュニケーションとトレー

ニング 

特定の NAM の受け入れ可能性に関する機関からのコミュニケーションや NAM に関す

るトレーニングは、その利用を促進することができる適切かつ実現可能な場合、政府機

関固有の規則や方針にもよるが、NAM がいつ、どのように受け入れられるかを公に伝

えることもできる。たとえば、NAM は GD または一般に公開されている Web サイトに

記載されている場合がある。規制機関は、既存の研修プログラムを使用するか、職員向

けの新しいプログラムを実施し、可能であれば、新しい方法に関する研修を一般に公開

することができる。科学界の教育を通じて、NAM の妥当性が検証または適格性が確認

される前から、新しいアプローチへの信頼を築くことが可能である。こうした早期教育

の取り組みは、新しいアプローチの基礎科学を中心とすることができる。アプローチが

成熟し、アプローチの妥当性を裏付けるデータが蓄積されるにつれて、教育活動はこれ

らのデータに関する知識をコミュニティに提供するように移行することができる。

NAM の特定の使用法と解釈に関するトレーニングは、特定の COU について NAM を評

価した後に実施できる。OECD、ICCVAM、その他のバリデーション機関や科学団体な

どの組織も、NAM に関するトレーニングや情報へのアクセスを提供することで、NAM
の使用に対する信頼性を高めることができる。 

NAM 開発者、業界ユーザー、規制当局間の交流により、方法の開発と採用が容易にな

る。このような交流は、そのような方法が議論される科学会議にすべての関係者が参加
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することや、機関固有のプロセスに従ったより正式な規制上の交流を通じて発生する可

能性がある。前述のように、適切な COU と適格性確認データセットの開発は反復的な

プロセスになることがある。データが蓄積されるにつれて、NAM の開発および調査中

に、COU や適用範囲が変化する可能性がある。この工程中の全関係者間の継続的なコ

ミュニケーションは、NAM の承認への適切な経路を確実にするために役立つ。 

NAM がエンドポイントとして利用可能で、規制当局によって承認された場合でも、申

請のスポンサーは従来の動物実験などの他のアプローチを使用することを選択する可能

性があるため、NAM は必ずしも規制申請で提出されるとは限らない。このような規制

当局の制御が及ばない理由はいくつか考えられる。規制機関は、従来の検査の代わりに

1 つまたは複数の NAM を使用することを提案または推奨できるが、化合物のスポンサ

ーが必ずしもその提案に従う義務を負うとは限らない。すべての関係者の間で NAM の

採用に対する十分な信頼を築くには、NAM に関する教育と知識が必要である。 

7.0 結論と実装 

本報告書の目的は、試験法開発者、規制対象業界の関係者、および連邦政府機関が、科

学的に関連する NAM の開発、妥当性検証、適格性確認、承認を支援することである。

本書では、目的適合性と信頼性が高く、対象種に関連する情報を提供できる NAM を効

率的かつタイムリーに開発するために考慮すべき重要な概念について説明した。すべて

の情報は、特定の方法、DA、または IATA に適用される場合と適用されない場合があ

る。方法、DA、または IATA に該当する概念が他にもあるかもしれないが、本書では

検討していない。開発者は、特に規制審査におけるリスク評価アプリケーションにおい

て、NAM の使用目的を見据えて、連邦機関やエンドユーザーと緊密に連携することが

重要である。NAM に対する科学的な信頼を確立し、特定の目的や COU のための方法

の妥当性検証または適格性確認を実施することは、関係者間の多方向のコミュニケーシ

ョンを通じて発展する反復的な工程にすべきである。 

NAM の分野は進化を続けており、本報告書の執筆時点では予想されていなかった

NAM の妥当性検証と適格性評価に関する新たな考慮事項が浮かび上がる可能性があ

る。したがって、NAM の開発、妥当性検証、適格性確認に携わる関係者は、本報告し

て書で説明されていない考慮事項を柔軟かつ積極的に取り入れる必要があるかもしれな

い。本報告書は定期的に、また必要に応じて更新される。 
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付録 A: 用語集 

免責事項:本用語集は、本報告書内の用語の使用を支援することを目的とする。特定の

用語の意味または使用法は、規制機関によって異なる場合がある。 

3Rs: 人道的な実験手法の原則。具体的には、研究や化学物質の安全性試験における動

物の使用の削減（使用する動物の数を最小限に抑える）、置き換え（系統発生的下位動

物または非動物試験の使用）、または苦痛の低減（特定の技術により実験動物が受ける

可能性のある痛みや苦痛を最小限に抑える）に関するもの。 

正確性、精度: 試験法の結果と許容される基準値との近さ。 

有害性発現経路 (AOP): 生物がある物質に曝露されたときに有害影響をもたらす、生物

学的組織の様々なレベルで発生する一連の事象を構造化して表したもの。 

適用範囲: ある方法を使用して試験できる化学物質の種類、またはその方法で得られた

結果が許容範囲内と見なされる化学物質の種類。 

アッセイ: 使用された実験システム。多くの場合、「試験」および「試験法」と同じ意

味で使用される。 

バランス精度: 分類モデルの性能評価の一つの指標。一方の「クラス」が他方の「クラ

ス」よりもはるかに多く出現する（例えば、陽性数よりも陰性数のほうが多い）不均衡

なデータセットを説明するために使用される統計的指標。バランス精度は、感度と特異

度の算術平均として計算される。 

生物学的妥当性: 対象分類群における化学物質の影響を評価するための適切性の指標。 

一致度: ２つの変数間の一致または一貫性の近さ。この用語は、NAM の生物学的妥当

性を、参照動物試験法および/または（入手可能な場合）ヒトの参考データと比較して

定性的に説明するために使用できる。また、試験されたすべての化学物質のうち、陽

性または陰性として正しく分類される割合を定量的に表すためにも使用できる。この場

合、この用語はしばしば「正確性」と同じ意味で使用される。 

使用方法と目的 (COU): 特定の方法、アプローチ、またはアプリケーションの使用方法

と目的の明確な説明。 

キュレーション データベース/リスト: 注意深く編集され維持管理されている、よく特

徴付けられた信頼できる情報から構成された情報一式。 
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ディファインド アプローチ（定義済み総合判定方式、DA）: 定義された一組の情報源

から得られた入力データとあらかじめ規定されたデータ解釈手順によって判定結果を導

き出すアプローチ。特定の規制ニーズを満たすために、単独で使用することも、IATA
内の他の情報源と組み合わせることもできる。試験と評価におけるディファインド ア
プローチは、化学物質の危険有害性の特定、危険有害性の特性評価、および/または安

全性評価を支援するために使用できる（OECD、2017）。 

不一致度: 試験されたすべての化学物質のうち、陽性または陰性として誤って分類され

た化学物質の割合。 

エンドポイント: 試験法によって評価された生物学的または化学的なプロセス、反応、

または効果。 

偽陰性: 特定の参照データと比較して、ある試験法によってある物質が誤って陰性と識

別されること。 

偽陽性: 特定の参照データと比較して、ある試験法によってある物質が誤って陽性と識

別されること。 

目的適合性: NAM（または一組の NAMs）によって提供される情報の種類と確実性が、

ある判断に必要な情報の種類と確実性に一致すること（EPA、2021a）。 

優良細胞培養基準 (GCCP): in vitro（細胞ベース）作業の再現性を確保し、科学的デー

タの質を高めるために、試験施設での実用化に向けて開発された一連の原則（Pamies
ら、2022）。 

優良インビトロ試験基準 (GIVIMP): 当該項目に関する OECD ガイダンス文書

（OECD、2018）に記載されている包括的なフレームワークで、in vitro 試験法の開発、

妥当性検証、規制当局による承認または適格性確認、および使用に関する推奨事項を提

供するもの。 

優良試験所基準 (GLP): EPA、FDA、OECD などの当局によって制定された規制で、各

国の規制機関へのデータ提出の基礎となる試験施設の検査記録の記録管理および品質保

証手順が規定されているもの。 

危険有害性、ハザード: 健康または生態系に有害な影響を及ぼす可能性。 

危険有害性の分類: 特定の毒性エンドポイントに対する標準試験法の結果に基づいて、

化学物質または製品の危険有害性をカテゴリーに区分すること。主にラベル表示の目的

で使用される。 
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危険有害性の特定: 特定の物質への曝露が健康または生態系への有害影響と関連してい

るかどうか、または関連している可能性があるかどうかを判断することに関連するリス

ク評価の一部。 

試験の実施と評価のための統合的アプローチ (IATA): 化学物質の危険有害性の特定、

危険有害性の特性評価、および/または安全性評価に使用される複数の情報源に基づく

アプローチ（OECD、2017）。 

施設間再現性: 同じプロトコルと試験化学物質を使用する、適格性を満たした異なる試

験施設において、質的にも量的にも同様の結果が得られるかどうかを示す指標。施設間

再現性は、事前検証と妥当性検証のプロセス中に評価され、試験法の試験施設間の技術

移転性を示す。 

メカニズム上の妥当性: 化学物質が効果を発揮する生化学的プロセスまたは経路を評価

するための適切性の指標。 

陰性予測度: ある試験方法で定義された参照データと比較して、陰性と判定された物質

のうち、正しく陰性を示した割合。これは試験法の正確性の 1 つの指標である。陰性予

測度は、試験方法の特異度と、試験対象物質における陰性物質の割合の関数である。 

新しいアプローチや方法論 (NAM): 化学物質の危険有害性とリスク評価に関する情報提

供に使用することができ、動物を用いない方法への置き換え、動物の使用数の削減、動

物使用に伴う苦痛の低減 (3Rs） を支援する、あらゆる技術、方法、アプローチ、また

はこれらの組み合わせに対する広義の参照語。 

性能: 試験法の正確性および信頼性の特性 (「正確性」、「信頼性」を参照）。 

性能標準: 検証済み試験法に基づいて、作用機構も機能も類似している提案された試験

法の比較可能性を評価するための基礎を提供する。これには、(1) 試験法の必須構成要

素、(2) 検証済み試験法の許容可能な性能を実証するために使用された化学物質の中か

ら選択された参照化学物質のリスト、(3) 最小限の参照化学物質リストを使用して評価

した場合に、提案された試験法が実証すべき、検証済み試験法で得られたものと同等な

正確性と信頼性の水準が含まれる。 

陽性予測度: ある試験法で定義された参照データと比較して、陽性と判定された物質の

うち、正しく陽性を示した割合。これは試験法の正確性の 1 つの指標である。陽性予測

度は、試験法の感度と、試験対象物質における陽性物質の割合の関数である。 

強度: 物質の相対的な生物学的または化学的活性を示す指標。1 つの物質の強度は、

様々な生物学的または生化学的作用ごとに異なる場合がある。 
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精度: 単一サンプルを複数回分析した後の、分析対象物の個々の測定値の近さ。精度

は、しばしば変動係数として表される。 

プロトコル: 必要なすべての試薬のリストと、試験データを生成および評価するための

すべての基準と手順のリストを含む、試験法の正確な記述。 

適格性: 検証済みのモデルまたは試験を用いた評価の結果が、製品開発や規制上の意思

決定において特定の解釈及び適用を行うために信頼できるという結論。 

品質管理: 製品または方法の品質が意図したとおりに維持されていることを確認するた

めに使用される一連の活動またはサンプル。 

参照物質: 参照試験法または対象種での反応がわかっているため、提案された試験法の

研究、開発、または評価に使用するために選択される化学物質（「参照試験法」を参

照）。 

参照試験法: 試験物質が対象種に有害である可能性を評価するために規制上の目的で使

用することが認められている試験法。 

信頼性: ある試験法が長期にわたって試験施設内および試験施設間でどの程度再現可能

に実施できるかを示す指標。これは、試験施設内および試験施設間の再現性と試験施設

内の反復性を計算することによって評価される。 

反復性: 一定期間内に、同一条件下で同じ試験プロトコルと試験サンプルを使用して得

られた個々の試験結果の一貫性。「... 同じ被験者（または被験物質、または試験材料）

について、同一条件下で同一の方法により得られた独立した結果間の近さ」（Slezák お

よび Waczulíková、2011 年）。 

再現性: 同じ試験プロトコルと試験サンプルを使用して得られた個々の試験結果の一貫

性。「同じ被験者（または被験物質、試験材料）について、異なる条件下（異なる観察

者、試験施設など）で、同じ方法により得られた独立した結果間の近さ」（Slezák およ

び Waczulíková、2011 年）。 

回収: 抽出された対象試料の結果とその類似マトリックス試料および/またはブランク試

料に添加した結果を比較し、抽出法の抽出効率および再現性を定量的に評価する方法。 

リスク評価: 外因性物質の曝露による標的生物種における健康および環境の潜在的な有

害影響の評価。 

頑健性: ある方法が、得られた結果に予期しない違いが生じることなく、さまざまな条

件または状況下で再現されうる能力。 
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感度: すべての陽性化学物質のうち、試験法で陽性と正しく分類された化学物質の割

合。感度は、検出限界の観点から、許容できる正確性および/または精度で測定できる

最も低い検体の濃度として定義することもできる。 

特異度: すべての陰性化学物質のうち、試験法で陰性として正しく分類された割合。試

験法の正確性の指標である。この用語は、特定の分析対象物を検出する分析方法の能力

を表すためにも使用される。 

安定性: 試験材料（試験物質、試験装置、試薬、分析対象物など）について、特定の環

境で一定期間にわたって同様かつ許容可能な結果が得られる能力。 

標準曲線: 試験データを定量的にプロットする方法。未知のサンプルを既知の濃度の標

準物質（多くの場合、陽性対照物質を使用）と比較することにより、未知のサンプルに

含まれる物質の濃度を決定するために用いられる。 

標準操作手順書 (SOPs): 試験施設での特定の作業や業務をどのように実施するかを説明

する正式な手順書。これは GLP ガイドラインで義務付けられている。 

標的臓器: 化学物質の潜在的な毒性に関する情報を求める対象となる臓器。 

標的生物種: 化学物質の潜在的な毒性に関する情報を求める対象となる生物種。 

試験: 使用する実験系。「試験法」および「アッセイ」と同じ意味で使用される。 

試験法: 物質または製品の特性に関する情報を取得するために使用される工程または手

順。毒性試験法は、特定の条件下で特定の生物学的効果を発現する物質または薬品の能

力に関する情報を得ることができる。「試験」および「アッセイ」と同じ意味で使用さ

れる。「バリデーションされた試験法」および「参照試験法」も参照。 

試験法開発者: 最初に試験法を考案し、その再現性と意図された使用目的への適合性を

確保する組織または個人。 

試験法提案者: （行政的）検討のために試験法を提案する組織または個人。試験法開発

者と同じ組織または個人の場合もある。 

試験法提出: 規制当局またはその他の特定の用途向けに提案されている試験法の補足文

書の概要。試験法提出には、通常、特定の規制試験要件または用途に対する試験法の有

用性と限界を示すため、完了したバリデーション試験の記録と、試験法提出ガイドライ

ンに従って作成された科学的妥当性に関するその他の適切な文書が含まれる。 

技術移転性: 試験法または手順をさまざまな適格試験施設で正確かつ確実に実施できる

能力。「施設間再現性」も参照。 
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バリデーションされた試験法: 特定の提案された用途に対するこの方法の正確性、信頼

性および妥当性を判断するためのバリデーション試験が完了して、承認された試験法。 

バリデーション、妥当性検証: 特定の目的に合った手順の正確性、信頼性、妥当性を確

立する工程。ある特定の目的のための検証は、他の特定の目的のための検証を意味する

ものではない。特定の使用方法と目的では、さらに適格性確認が必要になる場合があ

る。 
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付録 B: 品質ツール 

1.0 フローチャート 

フローチャートでは、プロトコルの各ステップが図式化される（例については図 S1 を

参照）。これは、各ステップを網羅し、実行可能な場合に追跡できるようにすること

で、実験の対照測定値を設計するのに役立つ。1 つのステップを複数の対照測定で網羅

することも可能で、逆に 1 つの対照測定が複数のステップを網羅することもある。さら

に、NAM 間の対照測定値を比較すると、異なる NAM 間で同様のステップが明らかに

なる場合がある。これらのステップでは、変動の原因も似ている可能性がある。 

 

補足図 1. 試験施設間試験用の MTS（3-（4,5-ジメチルチアゾール-2-イル）-5-（3-カル

ボキシメトキシフェニル）-2-（4-スルホフェニル）-2H-テトラゾリウム）修正プロトコ

ルを説明するフローチャート。この図は、Elliott ら (2017) の許可を得て転載。 
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2.0 因果関係分析 

因果関係 (C&E) 分析は、考えられる主な変動要因を特定し、C&E 図式（フィッシュボ

ーン図式とも呼ばれる）を使用してそれらを表示するための概念的なツールである（例

については図 S2 を参照）。この図式を作成する工程には、ブレーンストーミングや試

験に関する文献のレビューが含まれる場合がある。C&E 図式の各分岐は、予想される

変動の主な原因を示す。C&E 図式は新しい NAM の開発にも役立つ。C&E 図式の共有

分岐（例えば、同じタイプの細胞毒性試験を使用して測定を行う）はより迅速に作成で

き、同様の対照測定が必要になり、同様の変動緩和戦略が採用される可能性が高いため

である。C&E 図式の分析は、標準化が難しい方法の側面（校正が難しい機器や不安定

な試験試薬など）を特定するのに役立つ C&E 図式は、頑健性試験と対照測定の選択の

指針となるため、理想的には、C&E 図式の各分岐と下位分岐における変動の原因を分

析できる 

 

補足図 2. 人工ナノ材料用に設計された MTS 細胞毒性試験の因果関係図式。Rösslein ら

(2015) の許可を得て転載。 

3.0 管理図 

対照測定には、1 回限りの予備実験（潜在的なバイアスに対する試験など）、所定の頻

度で実行される定期的な測定（機器性能の評価や機器の校正など）、および試験を実行

するたびに行われる工程中の対照測定がある。限られた数のサンプルを同時に分析でき
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る試験（例えば、フロースルー曝露システムを使用してエアロゾル化された化学物質に

曝露する吸入試験）では、定期的な測定が役立つ場合がある。例えば、ナノ粒子が重要

な試験試薬を吸着する可能性があるかどうかなど、被験物質がバイアスを引き起こす可

能性があるかどうかを評価するには、1 回限りの予備実験が役立つ。工程内対照測定

は、試験を実施するたびに主要な変動要因を測定するために使用できる。たとえば、一

般的な工程内管理測定の 1 つが陽性対照である。この対照測定により、最大反応

（100%の効果）に達したかどうかが明らかになる。また、より低く、より中程度の反

応が得られる化学物質濃度に対する試験反応の感度を示すためにも使用できる。陽性対

照を選択する際の重要な考慮事項は、Petersen ら (2021) によって説明されている。その

他の一般的な工程内対照測定として、細胞や追加の試薬がない対照、細胞と追加の試薬

は含まれるが試験物質を含まない対照がある。考えられるすべての工程内対照測定を含

めることはできない場合があり、どの工程内対照測定を含めるかという点でトレードオ

フが生じる場合がある。 

変動の主な原因は、工程内対照測定の平均値と変動を表示する管理図を使用して、時間

の経過や実験間で監視できる（例については図 S3 を参照）。これは、時間の経過とと

もに平均値または変動値に系統的な変化があり、試験内の何か（試薬の不安定性など）

が変化した可能性があるかどうかを評価するのに役立つ。チェックシートを確認する

と、変更が発生した理由を特定するのに役立つ。 
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補足図 3. 陰性インキュベーター対照の求電子アレルゲンスクリーニングアッセイ蛍光

法の対照表データ: (A) 実施日に応じたすべての実験の (A) 平均と (B) 変動係数。グラフ

B では、1 つの値が変動係数の外れ値であり、この研究の規格外である（全体平均は平

均標準偏差値の±3 倍）。また、時間の経過に伴う平均変動値または変動係数の値を示

す系統的な傾向はない。この図は Petersen ら (2022c) の許可を得て修正および転載。図

のキャプションは Petersen ら (2022b) から修正および転載した。 
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4.0 チェックシート 

重要なメタデータを記録し、GLP の要件を満たすには、チェックシートを使用でき

る。方法の開発時に GLP を使用しない場合、その NAM が規制当局への提出を目的と

し、GLP 遵守が必要な場合には、チェックシートを使用して重要なデータを記録する

などの GLP に定められた原則が重要になる。試験開発中の代替関連リソースとして

は、GCCP 2.0（Pamies ら、2022）と GIVIMP（OECD、2018）に関するガイダンス文書

がある。これらは細胞ベースの試験に特化したもので、反復性と高品質の科学データを

確保するための品質管理リストが追加されている。チェックシートは、工程内対照測定

値を監視したり、問題が発生したときのトラブルシューティングを支援したりするのに

も役立つ。たとえば、試薬や消耗品（ピペットやマイクロウェルプレートなど）のロッ

ト番号の変更を記録するために使用できる。これは、ある規格が他の規格よりも頻繁に

満たされない場合のトラブルシューティングに役立つ。データ計算ツールを含むチェッ

クシートを使用して、実施した試験のデータがすべての規格を満たしているかどうかを

評価し、試験結果の統計的評価を行うこともできる。書面によるチェックシートの代わ

りに、電子ノートや実験情報管理システムを使用できる（保管、試験施設間の技術移転

性、検索が容易になるなどの利点がある）。 

5.0 散布図 

散布図を使用して、さまざまな工程内対照測定値間、またはそれらの対照測定値と試験

物質の結果との間に相互作用があるかどうかを評価できる（例については図 S4 を参

照）。試験物質の結果は、規格で定められた範囲内の工程内対照測定の結果とは無関係

とすべきである。 
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補足図 4. MTS 試験を用いて測定した硫酸カドミウム (CdSO4) EC50値と 、被験物質また

は陽性対照に曝露されていない A549 細胞の平均吸光度 (OD) 値との相関関係。これら

のデータは、平均 OD 値の範囲に応じて、EC50値間の相互作用の欠如 (パート A) また

は相互作用 (パート B) のいずれかを示す。実線は線形回帰近似である。パート B の傾

きは統計的に 0 とは異なる。これは、EC50の値が OD 値と相関していることを示す 。

Petersen ら (2022b) の許可を得て修正および転載。図のキャプションは Petersen ら 
(2022b) の許可を得て転載。 
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付録 C: 分析方法評価 

付録 C の情報は、「毒性試験法の妥当性検証と規制承認」（ICCVAM、1997）、「業

界向けバイオ分析法検証ガイダンス」（FDA、2018）、OECD GD 34（OECD、

2005）、および OECD GIVIMP 文書（OECD、2018）など、いくつかの参考文献からの

ものである。付録 C の情報は、方法評価の一般的なフレームワークを提供することを

目的とする。一部の側面は、すべての方法に適用できる場合と適用できない場合があ

る。 

1.0 検出と定量化の限界 

検出と定量化の限界によって、分析法の範囲が決まる。分析方法は、多くの場合、定量

化の下限または検出限界のいずれかで、システムにより適した方で試験される。この工

程では、試薬ブランクの上または標準曲線内で、確実に検出（検出限界）または定量化

（定量下限）できる検体の最低量または濃度を設定することにより、分析方法の範囲の

下限を決定する。標準曲線上の最高濃度が定量の上限を決定する。 

2.0 干渉物質の同定 

試験法開発者は、試験法の検出シグナル（蛍光/吸光度、ルシフェラーゼ、酵素など）

への干渉を含め、試験法の重要なコンポーネントと重要でないコンポーネントから生じ

る可能性のある干渉物質を記録すべきである。干渉は、内分泌攪乱物質試験法に含まれ

る特定のプラスチックや、その方法に含まれる他の試薬などの消耗品からも発生する可

能性がある。潜在的な干渉物質には、内因性マトリックス成分、代謝産物、分解生成

物、およびその他の生体異物が含まれるが、これらに限定されない。試験法が複数の分

析対象物の定量を目的としている場合は、対象となるすべての分析対象物を試験して、

干渉がないことを確認すべきである。ブランクサンプルは干渉のテストによく使用され

る。 

3.0 分析精度の評価 

使用した分析方法の精度の説明や、その他の精度試験（たとえば、異なる担当者が提案

された方法を使用する場合や、その方法に異なる機器を使用した場合の性能の変動を評

価する試験など）を含めると、可能であれば試験施設間の比較研究に参加することが役

立つ。 

4.0 材料の安定性 

NAM で使用される材料（試験物質、試験装置、試薬、分析対象物など）に関連する安

定性とは、特定の環境で一定期間にわたって同様で許容できる結果が得られる材料の能

力を指す。NAM 自体の安定性については、前述のとおり（付録 B、セクション 3.0）、
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経時的な管理図の評価とともに説明した。サンプルの収集、取り扱い、保管条件の影響

を評価すべきである。安定性の問題の影響を受ける可能性のある材料には、適切な有効

期限を設定すべきである。分解生成物による干渉や実際の投与量の変化を避けるため、

試験物質、試薬、および試験装置（プラスチックマイクロプレートなど）の安定性を確

保すべきである。いずれかのコンポーネントについて実施された安定性試験を報告書に

含めるべきである。開発、妥当性検証、または適格性確認の試験に使用する前に、試験

当日までに調製した化学混合物または調製サンプルの安定性を評価すべきである。 

特定の時間間隔における特定の条件下での特定の混合物またはマトリックスの化学的安

定性は、いくつかの方法で評価される。試験前の安定性評価は、試験実施中に予想され

るサンプルの取り扱いおよび保管条件（試験場所、出荷中、その他すべての二次施設で

の条件を含む）を対象とすべきである。特定の混合物、マトリックス、およびコンテナ

システムにおける分析対象物の安定性は、その混合物、マトリックス、およびコンテナ

システムにのみ関係し、他のシステムに当てはめるべきではない。安定性試験では、長

期間（目的の保管温度で凍結）および短期（ベンチトップ、室温）保管時、および凍結

/解凍サイクル後および分析プロセス後の分析対象物の安定性を評価すべきである。安

定性実験で使用される条件は、実際のサンプルの取り扱いと分析中に発生する可能性の

ある状況を反映すべきである。試験用サンプルの分析中に、保管条件が試験法の技術的

特性評価中に評価されたサンプル保管条件を変更したり、超えたりした場合、これらの

新しい条件下での安定性を確立すべきである。重要な試薬が遭遇する可能性のあるあら

ゆる条件を対象として、独立した安定性試験を実施すべきである。試薬や材料の安定性

試験は、凍結融解サイクル中やベンチトップでの使用、ストック溶液、加工サンプル、

長期間の研究など、さまざまな状況で検討すべきである。 

5.0 頑健性試験 

頑健性は、得られた結果において予想外の差が発生しない様々な条件または状況下で反

復できる方法の安定性である。NAM の頑健性の 1 つの側面は、付録 B のセクション

3.0 で説明されるように、時間の経過に伴う管理図の結果の一貫性である。頑健性試験

は、実験用試薬やプロトコルに意図しないばらつきがあることによる結果の変化を検出

するために使用されることが多い。試験法のあらゆる面で頑健性試験が推奨され、すべ

てのパラメータと測定の範囲を可能な限りいつでもどこでも確立すべきである。 

たとえば、ある試験では 5 分のインキュベーション時間が最適と定められていたが、頑

健性試験の結果、データは 5 分プラスマイナス 30 秒ですべての品質管理要件を満たし

た。したがって、頑健性試験で許容されるインキュベーション時間は 5 分±30 秒であ

る。 

許容範囲を確立すべき試験パラメータには、以下が含まれる。 

• インキュベーション時間 
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• インキュベーション温度 

• pH 

• 試薬の供給源 

• 細胞密度 (該当する場合) 

• 実験条件 

• 分析ソフトウェア 

モデルの設計によって、許容範囲が必要な実験条件が決まる。たとえば、流れる媒体を

含むモデルでは、流れに関連するパラメータの許容範囲が必要になる。より複雑なモデ

ルほど、対照を必要とする試験パラメータがある可能性が高くなる。 

該当する場合は、重要な試薬と重要でない試薬の頑健性試験の結果も報告すべきであ

る。試薬を 1 つのサプライヤーから購入すべきか、それとも複数のサプライヤーを使用

できるかを判断するために、（可能な限り）さまざまなサプライヤーを試験すべきであ

る。これは、サプライチェーンの混乱を回避したり、メーカーが特定の製品の製造を中

止したりする場合にも役立つ。 

必要に応じて、機器の頑健性試験も実施すべきである。試験施設間の妥当性検証では、

多くの場合、性能パラメータや性能が異なるさまざまなブランドの機器が使用されるた

め、データのばらつきが増したり、実施される方法のパラメータが変化したりする可能

性がある。 

6.0 回収の分析 

特定のマトリックスからの抽出について試験を実施する研究では、抽出法の効率と反復

性を検証するために回収研究を実施すべきである。回収研究は、多くの場合、抽出され

たサンプルの結果を、同様のマトリックスのスパイクサンプルやスパイクブランクの結

果と比較することによって実施される。 

7.0 適用範囲の技術分析 

試験の対象となる特定の COU に関連する化学物質および/または製品の適切な試験法デ

ータが存在すべきである。NAM、DA、または IATA の文書には、適用範囲の物理化学

的特性を明確に記述すべきである。これには、特定の分子量範囲の化学物質、揮発性、

溶解性、安定性など、方法の制限も含まれる。 

適用範囲は試験の初期開発時に分析的に評価すべきであるが、この方法を幅広く使用す

ることで追加のデータが得られる可能性がある。これらのデータは、技術的にさらなる

対処が必要な可能性のある干渉を明らかにする可能性がある（Petersen ら、2022a）。 



NAM の妥当性検証、適格性、および規制承認 2024 年 3 月 

63 

 

特定の物理化学的特性を持つ化学物質について試験が評価されないと、分析的（例え

ば、試験の性能に影響するバイアスの有無）と潜在的な一致性（例えば、in vivo 試験と

同様の結果が得られるかどうか）の両方から、これらの化学物質の試験性能に関する不

確実性が高まる。 したがって、物理化学的特性が異なる化学物質間の試験の一致性を

評価すると、より広範囲の化学物質への試験の適用性に対する信頼性を高めることにも

役立つ場合がある。 

8.0 陽性対照 

試験開発には、少なくとも 1 つの陽性対照を含めるべきである。これらの対照は、標準

曲線と組み合わせて使用することも、陽性対照の単一濃度として使用することもでき

る。陽性対照は、試験の検出エンドポイントに妥当な物にすべきである。陽性対照の濃

度は、試験の検出ウィンドウ内に存在すべきである。多くの場合、1 つの濃度のみを試

験し、最大用量の分解能に関するデータが得られるならば、最大検出範囲の 50%〜80%
の反応が得られるように陽性対照濃度を選択する。標準曲線は多くの場合、システムの

陽性対照を使用して生成され、標準曲線は、試験反応と既知の分析対象物濃度との関係

として定義される。標準曲線は、経時的に再現可能であるべきである。標準曲線は、試

験の対象となる試験サンプルと同じ賦形剤または溶媒で作成すべきである。同じ混合物

またはマトリックスが得られない場合は、適切な文書化と正当化を行って代理混合物ま

たはマトリックスを使用できる。 

9.0 機器校正の参照標準物質 

該当する場合は、校正標準や品質管理サンプルを使用して機器を校正すべきである。純

度、安定性、供給源、ロット番号、分析証明書、有効期限など、標準サンプルまたは品

質管理サンプルの出所を文書化すべきである。標準には、米国薬局方大要基準や、純度

が証明された信頼できる商業的供給元から入手した市販の資料など、いくつかの種類が

ある。 

理想的には、一部の機器（質量分析計など）の対照標準物質は、試験の対象となる分析

対象物と同一にすべきである。多くの場合、これは不可能であり、純度がわかっている

確立された化学形態を使用できる。 

10.0 規格の設定 

試験施設内または試験施設間の試験結果に基づいて、工程内対照測定値の規格を設定で

きる。使用できる方法は複数存在する。たとえば、一般的に使用される方法では、工程

内対照測定値に 95%の信頼区間を適用したり、標準偏差値の 2〜3 倍の±平均値を使用

したりするが、他の統計的アプローチもよく使用される。規格を設定する際は、さまざ

まな目的のバランスを取るようにする。試験が期待どおりに機能していないことを示す

データや、工程内対照測定値データが被験物質の結果に偏りをもたらす可能性のある範
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囲内にあることを示すデータを除外するために、十分に厳密な規格にすることが重要で

ある。また、試験データが標準範囲と見なされる試験で、規格を満たせない試験の実行

回数が多くなり過ぎるほど規格を厳密に設定しないことも重要である。 
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