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前 臨 式験 の 統

吉  村

計 学 的 側 面

Statistical Aspects of Pre-clinical Experiments

Isao Yoshilnura*

This paper surveys statistical issues appeared in pre‐ clinical experilnents.  From

methodological point of view, strategies for multiplicities, estilnation of effective dose,

analysis of sequential data, and utilization of historical controls are discussed.  From

toxicological point of view, problems related to carcinogenicity, mutagenicity, ter‐

atogenicity, and behavioral toxicity are discussed.  The authOr anticipates that much

progress will be achieved if the impOrtance of close collaboration between toxicologists

and statisticians are realized.

本稿は,動物や細胞を使って毒性や薬効を調べる試験について,現在焦点となっている統計
学的な課題のサーベイを試みている。統計学の方法論的な分け方からは,多重性への処理,パ
ーセント影響量の推定,経時データの解析,背景対照の利用を取り上げ,毒性試験の分け方か
らは,発癌性,変異原性,生殖毒性,行動毒性を取り上げている。新たに特別な理論や手法を
用意しなくても,毒性学の学者・研究者と統計家の間で充分な知識の交換と共同作業が行われ
れば,生 じている多くの問題は解決すると予想している。

1.  :ま じめに

本稿では,前臨床試験の統計学的側面で問題になっていることを,統計家に応用分野での問
題を示すというやり方で概観する.

われわれのまわりには,薬品のように毒性を押さえつつ薬効を利用する物質と,環境汚染物
質のように好まざる存在として毒性を持つ物質とがある.こ れらの物質について薬効や毒性を
調べるには,動物や細菌を使った実験で,薬効と毒性の発現の統計学的あるいは生物学的有意
性を吟味するのが普通である.

薬品等の場合には,こ れらの実験は,ヒ トでの実験すなわち臨床試験の前に行われる.それ
ゆえこれらはしばしば前臨床試験と総称される.環境汚染物質等の場合には,こ れらの実験は,
疑われている毒性を確かめるために行われ,ヒ トを用いることはないから,前臨床試験と呼ば
れることはない。単に毒性試験と呼ばれるのが普通である.しかし実験のやり方やデータの解
析法には両者に共通点が多いので,こ こでは両者をあわせて議論の対象にする (自須ら [38]).
前臨床試験の統計学的側面を概観するには,二つのまとめ方がある.一つは統計的方法に応
じて問題を整理するものであり,他の一つは試験法の目的に応じてそれを整理するものである.

統計学者が中心になっている関連雑誌,た とえば Biometricsや Statistics in Medicine,で の
論文や統計学者が編集した書物,た とえば吉村[52],で は前者の形態が多く,毒科学者や薬学
者が中心になっている雑誌,た とえば MutatiOn Research,Joura1 0f National Cancer lnsti_
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tute,Risk Analysis,で の論文や毒科学者が編集した書物,た とえばKrewskiら [22],で は

後者の形態が多い.こ こでは吉村 0大橋 [53],Peace[32],Hothorn[17]な どにならって,

両者を併用して説明を行う.なお以上に挙げた著書は,いずれも本稿で対象としている話題に

ついての総括的な文献である.

前臨床試験の目的は,問題の薬物に目指す薬効となんらかの毒性があるかないかを確認する

ことと, もし毒性があるならその毒性がどの程度であるか,その毒性の発現の機序がどうであ

るかを評価・確認することである.薬品の場合には,毒性が大きければ,その段階で開発が中

止される.それゆえ前臨床試験のうちの毒性を確認する部分は,しばしば安全性試験と呼ばれ

る.

多くの場合薬効は,そ の存在が過去の知見からある程度予想されていて,注目すべき特性

(endpoint)も どちらかというと狭い範囲に限定されている. これに対して毒性は,予想もしな

かったところに異常現象として現れ得るので,前臨床試験での毒性吟味では,被験動物をあら

ゆる側面から予断を持たずに調べなければならない.したがってそこでの統計解析では,毒性

についての課題が,薬効の確認についてのものより多くなる.当然,統計学的に議論すべきと

ころも多い.

薬品については,多 くの国で生産・使用に制約がつけられ,規制が行われている.規制にお

いては,各国ごとに,行うべき実験や調べるべき項目が規定されている.しかし,実験の計画

やデータ解析の手法等の細部は,薬品の製造あるいは輸入の申請者にまかされているので,実

際にどのような計画で実験を行い,得 られたデータをどのような手法で解析するのが合理的か

は,それぞれで独自に研究すべき課題となる.ま た,実験の計画と解析の標準の国際的な調和

も課題の一つになる.人種や生活習慣が関係するので,こ の課題は解決が容易でない.

規定されている試験は,大きく分けると,一般毒性試験と特殊毒性試験になる.前者は成長

抑制や臓器への障害等,古 くから認識されている毒性を調べるものであり,後者は癌を誘発す

る発癌性,生殖機能を傷害する生殖毒性,遺伝子への変異をもたらす変異原性,ア ンルギー反

応に関係する抗原性,麻薬などのように習慣的使用を呼ぶ依存性,局所に特別な影響をもたら

す局所刺激性等,特に注目を浴びた事件を通じて認識された毒性を調べるものである.

前者における統計学的課題としては,多重性による第 1種の過誤の上昇や反復測定によるデ

ータの相互相関性への対処といった,臨床試験などと共通で,かつ従来から一般的にさまざま

に論じられていて未解決なものが多いののに対し,後者では特別な状況下での,独特な問題へ

の対処法の吟味 0検討が問題になる (渡邊ら [46]).

2.多重性への対処

ここで多重性として問題にしていることは,一連の実験に対して複数の仮説を考えて統計的

検定を行うことで,第 1種の過誤が公称の (nominal)有 意水準を大きく上回ってしまう現象の

ことである.

薬効では,多重性を適切に考慮しないと,第 1種の過誤による薬効の過大評価が起こること

から,臨床試験のデータ解析では,一時期,多重比較法の利用が強く求められた.こ の数年,

多重比較法の論文,著書,報告が多く出ているのはその影響であろう.こ うして登場した多重

比較手法を概括的に調べるには,Hochbergら [10],統計数理研究所研究リポート18[43],

同 22[44],吉田道弘 [54]力滞U用できる.こ の中で,Hochbergらの著書は教科書的構成で最

も詳しい議論を展開しているが,発行が 1987年であるため,その後発表された議論は載ってい

ない.

やや古い書物の多重比較法の説明には,多群の実験での任意の群間差の検定では,群の大き
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さ (群内の動物数)が等しいときはTukeyの方法,等 しくないときにはSchefeの方法を使う
べきである, という記述がある. これにもとづいて手順を定めている企業がある.しかしそれ
は適切でない.群の大きさが等しくないときは,Tukeyの 方法を修正した Tukey‐Kramerの 方
法を使えばよい.こ れを示したのが Hayter[09]で ある.
古典的な多重比較法の欠点は,第 1種の過誤を重視して検出力を軽視したことである.多重
比較法が多用されるようになって,検出力の軽視に対する反省が生まれ,よ り高い検出力を得
るための手法が工夫された.主たる工夫は,多段階手順を用いることとp値の順序統計量を用
いることである.手順は複雑になるが確かに検出力は大きくなる.こ れらを議論しているのが,
Holland[14],Hochberg[11],Hommel[15],Falk[03],Hothorn[16],松 田ら [28]であ
る.Tukey[45]も 総括的なコメント述べている.
毒性試験では,処理群が,用量を変えた同一薬物の投与で構成されることが多い。このとき
の群間上ヒ較は,単純な多重比較ではなく,用量と共に反応が増加することを前提にした多重比
較で行う方が合理的である.毒性が無視できる程度かどうかの判定をしたいときは特にそうで
ある.こ のための手法としては,Williamsや Shirleyが提案を行っているが,栗木[23],Mud‐
holkar[31]も 独自の議論をしている.しかし実際にどのようなやり方をするのが合理的かに
ついては,ま だ議論の余地が残っている.
多重比較法は一般に,第 1種の過誤の確率の最大値,すなわちFWE(FamilyWise Error
Rate)を有意水準以下にすることを焦点にして作られている.そ こでは検出力の確保が軽視さ
れている.と ころが毒性試験の場合には,測定項目が非常に多い上,一つの実験での群の数も
臨床試験より多い.こ れらについての多重性を,単純な多重比較法の採用で対処しようとする
と,検定の検出力が非常に低くなり,結果として毒性の隠ぺいにつながることになる.そ こで
毒性データの場合には,検出力を落とさないような多重性への対処が必要になる.方針として
は評価のための指標を少数に総合化することが提案されており,い ろいろな試みがなされてい
る.た とえば p―値の利用 (Selwyn[36],Wright[49]),主 成分分析等による特性値の総合 (森
田 [29]),データ総合における信頼区間方式の利用 (Lehmacher[26])な どである.しかしま
だ,一般的に有効な手法が具体的定型的なものとして整理されたとは言えない状況である.

3.パーセント影響量の推定

薬物の毒性がどの程度強いかを示す指標として,かってはLD 50(半数致死量,50%Lethal
Dose)を用いるのが常識であった.しかし近年では,① LD 50は,種,性,齢,薬物の摂取条
件によって値が大きく変化する,②致死率の用量反応関係は薬物によって勾配が異なるので,
単一パラメータで致死的な毒性を評価するのには無理がある,③近年の現実の使用条件では,
LD 50でとらえられる致死的毒性の発現が生じるのは例外的な場合だけである,④ LD50を求
める実験は残虐性が強く動物愛護の視点から避けたい (Zbinden[55],Tattersall[41],Moor

[30]),と いう理由で,毒性が強い毒物以外では,LD 50を高い精度で求める必要はないという
考えが認められるようになった(渡邊ら[46]).あ る程度の用量で実験をしたら,LD 50の区間
推定を行えば十分で,そ の区間を狭 くするために実験をやり直す必要はないというわけである
(Williams[48]).

しかし死亡に限定せずもっと一般に毒性発現の強さを考えるとき,被験群の毒性発現率が
100p%増加する用量を求めることは,相変わらず重要である.た とえばある種の腫瘍について
は,発がん性の強さが LD 10に 近いのでこれを指標にできるという報告があるし,ド レイズ試
験の代替法としては各種細胞への 50%影響量 (50%Erect市 e concentrartion,EC 50)が よ
いという報告 (小島ら [19])も ある.発癌性の強さについては,一生に対応する期間において
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腫瘍を50%増カロさせる用量 (50%Tumor Dose,TD 50)で 把握するという議論も見られる

(Sawyerら [35])。 したがって,100p%影響量を推定するための手法はまだ研究の余地がある.
これについては,Hoekstra[12]が 総合報告をしている.

4。 経時データの解析

毒性の発現は薬物の摂取後徐々に強まり,頂点に達した後また弱まってやがて停止する.そ
こで反応が体重や血液成分のように非破壊的に測定できるものである場合には,データが経時
的,時系列的なものになることが多い.こ のようなデータを反復測定値 (repeated measures),
あるいは経時データ (sequential data)と いう.

経時データの解析が難しいのは,個体の反応に個体固有の偏りと生物体の特徴としての生理
的変動の連続性とがあって, これらが誤差的変動に相関を生じさせ,しかもその変動の相関構
造自体が,個体によって異なる可能性があることである.こ のように個体ごとにさえ異なり得
る相関の構造を,少数の観測データから推定評価することは一般に極めてむずかしいcこ れが

経時データの解析が統計学的な課題となる理由である.こ れについては,Crowderら [02]が
近年の研究成果をまとめているが,内容は必ずしも十分でない.手法だけについて言えば,吉
村ら [53]の方がよい紹介をしている.1993年 7月 に行なわれる日本統計学会チュートリアル

セッションの報告も,やがて公干Jさ れる予定である。

5.背景対照データの利用

前臨床試験として行われる実験では,原則として対照群が用意される.実験には一般にブロ

ック効果が存在するので,データ解析では,原則として当該実験内の対照群,すなわち現対照
(current cOntrol)の データを使って処理群の効果を見る.と ころが近年では,非常に多量の動
物実験が行われており,その実験での対照群のデータが蓄積されている.こ のデータを背景対
照 (historical control)データという.

背景対照データは量が多いから,ブロック効果がガヽさければ現対照のデータより情報が多い.

そこで次のような条件があるとき,背景対照の利用が実験者から強く求められる.①イヌやサ
ルなど大動物の実験で,群の大きさが 2～ 4程度に小さいために検定の検出力が低いとき,背
景対照を利用して検出力を大きくしようとする.②たとえばアザラシ症のように,現対照では
極めて稀にしか出現しない反応が処理群に出現したとき,背景対照を利用して処理群での出現
が統計的に有意であることを示そうとする.③背景対照が非常に安定でブロック効果が無視で
きるとき,現対照に背景対照を加えて検定の検出力を上げようとする.④多重性の悪影響で第
1種の過誤としての有意差が出現したと思われるとき,背景対照を参照して統計的な有意性を
否定しようとする.

このような要求に応じて Tarone[40],Hoelら [13]は,背景対照の利用手法を提案してい
る.一方 Margolinら [27]は ,利用の理論を提示しながら,背景対照を利用するのに最低限必
要な実験上の条件を示し,背景対照の乱用を戒めている.ま た Tamuraら [39]や Krewskiら
[20]は背景対照の利用が,あ る条件の下で第 1種の過誤の大きな上昇をもたらることを,シ ミ
ュレーションで示し,背景対照の利用を注意するよう指摘している.それでもYanagawaら
[50]は ,②のような場合には背景対照を利用することに意義があると主張し,保守的な (第 1
種の過誤を十分低く抑制する)利用ならばよいと報告している.Hayashiら [08]は③の場合
に背景対照の利用が検出力を増加させることを示している.Yoshimuraら [51]は④の場合で
の背景対照の利用は危険であることを注意しているこ背景対照の利用は現実にはよくなされて

いるが,その利用法はまだ研究の余地を残している.
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6.発癌性における問題

発癌実験のやり方は,げっ歯類を2年程度飼育して癌 (悪性腫瘍,悪性新生物)の発生頻度
を調べるものである.非常に大きな労力0費用がかかるので,群の大きさは 1群 50匹程度に限
定せざるをえない.統計的な検出力を考えて群の大きさを定めることはむずかしく,動物が長

期の実験に耐え得る範囲でなるべく大きい用量 (Maximum TOlerated Dose:MTD)で 実験

を行うことで検出力を高めようとする.そ こで統計学的な問題は,MTDの適切な推定法とデー
タの解析法にしぼられる.前者については今のところ,説得性のある統計的な議論はなく,論
文として報告されているのは後者についてのものが主である.

特定の型の癌 (悪性腫瘍,悪性新生物)に注目しているとき,問題は生存時間解析 (surv市 al
data analysis),寿 命データ解析 (life time analysis)と 同じで,癌の発生までの時間分布が

処理によってどう変わるかである(Lee[25]).し かし,単純な生存時間解析と状況が異なるの
は,単に癌を生じさせたかどうかだけでなく,それが生命を脅かすレベルのものかどうかが問
題なことである (Petoら [33]).

たとえば飼育期間中に死亡した個体が,解剖によって癌細胞が発見されてしかも他の病状も

発現していたとき,こ の個体の寿命が癌によって縮められたものとしてよいかどうかである。
これに関連した解析法についての議論は非常に沢山あるが,ま だ決着がついていない.

特定の型の癌に限定せず,発癌性一般を考えると,問題はさらに複雑になる.た とえば食品
添加物の発癌性のデータでは,自血球/リ ンパ球に限定すると有意に腫瘍を増加させるが,あ る

型の肝臓腫瘍の発生率を調べると,むしろ有意に減少するという (Haseman[06],Weinberg
ら [47]).こ のようなとき,何を集約評価値にするか,有意水準をどう調整するかは大きな問
題である (Haseman[o7],Salsburg[34],Finkelsteinら [04],Bicksら [01]).こ れは催奇

形性において生じている問題と同種の問題で,ま だこれについての明快な解答は存在しない.

7.変異原性と遺伝毒性における問題

動物は遺伝子をとおして種 として生存している.遺伝を支配する遺伝子を根本的に変える性
質は毒性の一つである。この毒性は,変異原性 (mutagenicity)あ るいは遺伝毒性 (genOto対 city)

として認識されている.

前臨床試験では,変異原性を短期試験で調べる.試験法は非常に多 くあって,(1)染色体異
常試験,(2)小核試験,(3)突然変異復帰試験,(4)不定期 DNA合 成試験,等に大別され
ている.

どの試験法でも,評価のための反応値 (endpoint)は 試験法ごとに定まっていて,データの型
はたいてい計数値である.実験はおおむね,陰性対照群,複数の用量群,陽性対照群の 3～ 7

群で行われ,定められた数のプレー トの中のコロニー数,定められた数の観測細胞や赤血球の

中での異常数,異常の頻度がデータとなる.短期試験であるから,実験の反復は上ヒ較的容易で

あり,実験の管理も長期試験に比べて容易である.こ のため十分注意すれば,陰性対照と陽性
対照のデータで,実験ごとのばらつきを小さくできる.陰性対照には,モデルとして 2項分布
やポアソン分布が想定できることが多 く,陽性対照には,負の 2項分布が想定できることが多
い.

変異原性試験のデータ解析については,英国の変異原学会がデータ解析の問題点を整理して
いる (Kirkland[18]).

一般に薬物の毒性は,用量を増すと反応値が大きくなることで存在が認識される。 ところが
変異原性の場合には,他の側面での毒性が,一つの試験法での変異原性の発現を妨害すること
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がある.その典型がエームズ試験で,突然変異で生じるコロニーが,毒性の存在で抹殺され,
用量とともに増加するはずのコロニー数が頭打ち (downturn)に なることが知られている.変
異原性試験のデータ解析では,こ の種の現象が存在することを常に考慮しなければならない

(Simpsonら [37]).

統計学的側面では,①各群で,何匹の動物,何個のプレートを用意し,観察細胞等を何個に
するのが標準的な試験法とヒ′て適切か,②実験の用量としては,最大許容量(Ma対mum TOler‐

ated Dose)を どのような視点で定めるのがよいか,③背景対照群 (過去の実験での対照群のデ
ータ)を どのように利用するのがよいか,④個々の試験法での変異原性陽性および陰性の判断
としてどのような規準がよいか,⑤変異原性の総合判断に,どの試験法をどのように組合わせ,
どの種 と性で試験を行うのがよいか,等が問題になる.Tennantら [42]はアメリカの国家毒
性調査試験 (National Toxicology Program:NTP)の データに基づいて,予測が極めて難
しいことを報告している.

8.生殖性と催奇形性における問題

妊娠初期の睡眠薬が出生児に異常をもたらしたサリドマイド事件は,薬品にたいして,生殖
に関する毒性の吟味が必要という認識をもたらした.こ の毒性は,注目する側面に応じて,発
生毒
′
性 (deve10pmental toxicity), 生殖毒

′
性 (reprOductive toxicity), 催奇形

′
性 (terat01ogic

toxicity)な どと呼ばれるが,試験 としては,生殖期にある雄または雌の母獣に薬物を投与し,
胎児あるいは出生児の状態を観察するものである.医薬品毒性試験法ガイドライン (渡邊ら
[07])で は,妊娠前及び妊娠初期投与試験 (Segment l),胎仔の器官形成投与試験 (Segment
II),周産期及び授乳期投与試験 (Segment Ⅲ)に分けている.
データとしては,妊娠黄体数,着床数,生存胎児数,形態異常が認められた胎児数,出生児
の体重,な どが観察される (白須ら [38]).そ の中で,①胎児の成長に関する偶然的変動には,
親が同じかどうかによる影響すなわち同腹効果 (litter effect)が あるが,それをどのように評
価するか (Kupperら [24],Krewskiら [21]),②多くの観測項目をまとめての特性量として

何を用いるか,の二つが認識上及びデータ解析上で大きな問題となる.後者の問題では癌原性
の場合と同様な対処法が模索されている.

9。 行動毒性における問題

毒性学の進歩によって,最近では,致死性あるいは臓器の明瞭な損傷ではない毒性が注目さ
れるようになっている.た とえば,記憶,注意力,学習能力,知覚機能,適応能力などへの影
響である.一般にこの種の機能損傷を生じさせる性質を行動毒性 (behavioral toxicity)と い
う.

行動毒性の測定には,計量心理学でのいろいろな手段が利用できる.しかし前臨床試験では,
対象が動物であるから,その手段がある程度限られると同時に結果の解釈に難しいところが少
なくない.た とえば餌と苦痛 (た とえば電気刺激)を通しての学習行動が,薬物の摂取によっ
て変化したかどうかは,統計的に把握できる.しかしその変化が,記憶についてのものか適応
能力についてのものかは,生物学・心理学など他の分野の理論や知見でしか理解できない.統
計学的には,変化の大きさの検出法だけしか問題にできない.
試験法を決めてしまえば,行動毒性のデータは一般にそれほど複雑でない.データは,対照
群といくつかの用量の薬物投与群において行動を反復観測したものである.試験法は一般にそ
れほど単純でなく,測定を完全に自動化するのは難しいので,群の大きさは5匹あるいは 10匹

という程度の値である.
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統計学的に問題になるのは,①反復観測 (repeated measures)の 時間的非独立性を,どのよ

うに解析に取り入れるか,②用量と共に分散が大きくなりがちという不等分散性を,解析手法
の選択にどのように考慮するか,③何を拠りどころにしてパラメトリック手法,ノ ンパラメト

リック手法,変数変換の使い分けをするかである.

10.  お わ り に

前臨床試験には,実験の計画とデータ解析において,統計家の関与が求められる問題がいろ
いろ存在する.その多くは,新たに新規な理論や手法を用意することでではなく,直面してい

る問題を適切に定式化することで解決できるものと感じられる.しかし実際にそれを解決する

には,実験の専門家と統計学者との間で,充分な知識の交換と共同作業が必要である.本稿で

は,統計家が統計学の雑誌に前臨床試験に関連してどんな統計手法を提案し,成果を上げてい

るかという視点ではなく,現実の試験 e実験のデータ解析でどういう統計学的問題があるかと

いう視点で説明を行った.こ れは,その方が成果をあげる共同作業のきっかけになると考えた

からである.

現在筆者のところには,①確率的に群分けしたにもかかわらず結果として個体の群間差が存

在してしまったときにデータをどう解析すればよいか,②事前値を事後値の解析にどう利用す

ればよいか,③毒性が無視できるとして次のステップに進むために判断基準をどう設定すれば

よいか,④変異原性等の特定の毒性を調べるときに用量をどのような基準で設定するのが合理

的か,⑤代替法の十分性はどのようにして判断すべきか,⑥創薬設計ではどのような方法論を

用い るべ きか,等多 くの問題が寄せ られている.こ のような問題 について寄与 を行 う統計家が

よ り多 く出現す ることを望みたい .
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