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経済協力開発機構（OECD）の化学物質の試験に関する
ガイドライン 

哺乳類赤血球 Pig-a 遺伝子突然変異試験 

はじめに 

1. In vivo赤血球 Pig-a遺伝子突然変異試験（以下、Pig-a試験と呼ぶ）では、体細胞遺伝子変異のレ

ポーターとして、内因性の哺乳類遺伝子であるホスファチジルイノシトールグリカンクラス A 遺伝子

（Pig-a）を用いる。Pig-a 試験などの in vivo 遺伝子突然変異試験は、変異原性の評価との関連性が特に

高い。何故なら、被験化学物質の曝露部位からの吸収、全身循環を介した試験系全体への被験化学物質

の分布、ならびに in vivo 代謝および DNA 修復プロセスなどの生理的要因のすべてが変異原性反応に寄与

するからである。これらの理由から、in vivo Pig-a 試験は、in vitro 系により検出された遺伝毒性の可能性

のさらなる検討に使用できる。 

2. Pig-a試験は、通常用いられる系統のラットまたはマウスにより実施でき(1)（段落 28参照）、動

物を安楽死させずに試験を実施できる。こうした特性により、多くの in vivo げっ歯類試験プロトコール

への Pig-a 試験の統合が容易になる（段落 7～8 および補遺 2 参照）(2) (3)。 

3. 本試験ガイドライン（TG）は、Pig-a 試験の科学的原理、技術的な実施内容、性能、および使用

の背景を説明している詳細総括書（DRP）記載の推奨事項(3)に基づいている。加えて、本 DRP では、

Pig-a 試験の利点と欠点を、他の in vivo 遺伝毒性試験と関連付けて比較している(3)。本 DRP は、複数の

Pig-a 試験プロトコールに関する遺伝毒性試験国際ワークショップによるレビュー(2)に基づいたものであ

る。Pig-a 試験の主要な構成要素および手順について、以下に記す。本 TG の推奨事項に従った詳細な試

験実施施設プロトコールなど、Pig-a 試験実施に関するさらなるガイダンスは、上述および他の公表文献

(4) (5) (6) (7)に見出せる。 

4. In vivo 赤血球 Pig-a 遺伝子突然変異試験(3) (9)で実施された後ろ向き性能評価に関する独立した

ピアレビュー(8)では、Pig-a 試験は高い正確度で in vivo 変異原を特定するのに適切であると結論付けら

れた。ピアレビューでは、規制上の判断の裏付けに用いられる TG の開発に関し、Pig-a 試験は十分に検

証されていることが示された。 

5. 主要な用語の定義を補遺 1 に示す。 

http://www.oecd.org/termsandconditions/
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最初に考慮すべき事項および限界 

6. Pig-a遺伝子突然変異は、変異原の反復投与により蓄積することが認められており、変異赤血球の

頻度増加は、末梢血中において通常数ヵ月間持続する(10) (11) (12)。これらの観察結果は、Pig-a 変異細

胞が血液循環から出現および消失する速度が、Pig-a 野生型細胞の場合と類似していることを示唆してお

り、Pig-a 試験において測定された変異が、あたかも比較的中立的な表現型、すなわち、細胞増殖に有利

にも不利にもならない表現型を有するかのように振る舞うことを示している。Pig-a 試験では様々な投与

計画が採用されてきたが、28 日間連続投与（またはそれ以上、段落 43 参照）を採用したプロトコールが、

変異体の蓄積を利用し、変異体発現に十分な期間をもたらし、標準的な反復投与毒性試験への Pig-a 試験

の統合を容易にしている。28 日間投与プロトコールでは、弱い in vivo 変異原検出の正確度が、短期（す

なわち、連続 14 日間未満）投与プロトコールよりわずかに高いことも示した（例：2 組の基準を用いた

場合 93%と 89%の一致を示したのに対し、短期投与のみのデータを用いた場合は 88%。完全な考察につ

いては(3)参照）。最後に、28 日間の投与プロトコールでは、より短い投与スケジュールに比べ、（1 日

当たり）より低い用量段階で一部の変異原が検出される(13)。 

7. 3R の原則（すなわち、代替法の活用、使用数の減少、動物の苦痛の軽減）および実験データから、

可能な限り、Pig-a 試験と他の試験との統合が支持される。ただし、きわめて効果的に行うために考慮す

べき重要な要因が複数ある。Pig-a 試験実施に関し推奨される手順には、28 日間連続投与後に Pig-a 遺伝

子突然変異試験を行うことが挙げられる（段落 40）。よって、Pig-a 試験を、こうした反復投与スケジュ

ールを用いる試験デザインに統合することは容易で、その例には、OECD TG 407 (14)および TG 412 (15)
記載の 28 日間亜急性一般毒性試験、あるいは、OECD TG 488 (16)記載のトランスジェニックげっ歯類遺

伝子突然変異試験が挙げられる。Pig-a 試験は、OECD TG 408 (17)および TG 413 (18)記載の亜慢性毒性

試験など、長期曝露期間を伴う試験と併用することもできる。Pig-a 試験と、短期での投与および試料採

取スケジュールからなる試験との組み合わせは、補遺 2 で考察する。 

8. 段落 7 および補遺 2 に概説されている条件下では、Pig-a および赤血球小核試験は、エンドポイン

トごとに少量の末梢血のみ必要であるため、単一の実験に統合できる。したがって、染色体異常誘発性／

染色体異数性誘発性（小核試験）および遺伝子変異（Pig-a 試験）の両方を、同一の試験で評価できる

(19)。Pig-a 試験に比べ in vivo コメット試験は異なる種類のエンドポイント（鎖切断形での DNA 損傷）を

検出することから、Pig-a 試験は、（変異体発現期間を考慮する限り）in vivo コメット試験も補足する。

コメット試験は、骨髄区分の変異を誘発する被験物質の検出感度が低いことも示している(20)が、Pig-a
試験は、骨髄赤血球細胞において誘発される変異を特異的に測定する（段落 10）。 

9. Pig-a 遺伝子は比較的大きい（5 つのエクソンを有する 1302 bp のタンパク質コード配列）。Pig-
a 変異表現型を生じる変異（段落 15 参照）は、コード領域および隣接するスプライス部位配列全体にわ

たり、変異の主要なホットスポットなしに検出されてきた(21) (22) (23) (24)。Pig-a 試験により検出され

た変異のほとんどは、エクソン欠失となる変異を含む塩基対置換およびフレームシフトであり、検出され

た変異の性質に関する既知のバイアスはなかった。 

10. 赤血球 Pig-a 試験は、赤血球前駆細胞において誘発される変異を検出し、変異は成熟げっ歯類の

骨髄に主に認められる。骨髄は十分な潅流がみられる組織であるため、他の組織での変異を誘発する多く

の物質は骨髄でも変異を誘発する。Pig-a 試験は、直接作用型変異原である被験化学物質と、変異の誘導

に代謝活性化を要する被験化学物質（すなわち、前駆型変異原）のいずれにも感度が高い。ただし、Pig-
a試験は、骨髄に到達しない被験化学物質およびその代謝物の変異原性の評価には適用できない（段落 71
参照）。一般に、本 TG 記載の Pig-a 試験では、最初の接触部位での遺伝毒性は調査できない。 

11. 既知変異原を投与された、げっ歯類骨髄由来の Pig-a 変異表現型に関する赤血球前駆細胞の DNA
配列解析により、Pig-a 遺伝子突然変異の範囲について解析が行われている。これらの試験から得られた
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知見により、Pig-a 変異表現型を決定する細胞は Pig-a 変異を包含するが、Pig-a 野生型細胞は包含しない

ことが指摘される(21) (22) (23) (24)。 

12. 本 TG は、げっ歯類血液の赤血球に基づいた Pig-a 試験にのみ適用できるが、Pig-a 変異は、in 
vitro、培養哺乳類細胞株、およびヒトを含む様々な動物種において検出可能である(3) (25) (26)。他の哺

乳類種の末梢血を用いた類似の測定は、変異原性物質および非変異原性物質の検出に十分な感度および特

異度が立証された場合には、実行可能であり最終的に価値があると考えられる。 

13. ピアレビュー済みの Pig-a 試験データのほとんどは、ラットから得られている。これまでに収集

されたマウスデータ(1) (25)は、マウスも Pig-a 試験に使用可能であることを示している(3)。ただし、マ

ウスでの試験を計画する場合、マウスはラットに比べ循環血液量が少ないなど、マウスに基づく試験の複

数の特徴を考慮に入れる（例：段落 56 参照）。 

14. 工業生産されたナノ材料を試験する場合、最も適切な in vivo 試験法は接触部位での影響を測定可

能な試験であると考えられ(27)、この種の物質の試験では、Pig-a 試験の妥当性はより低くなりうる。た

だし、Pig-a 試験は、工業生産されたナノ材料の骨髄または全身アベイラビリティを立証できる場合には

（例：静脈内投与後）、工業生産されたナノ材料の変異原性試験に適切であると考えられる(28) (29)。 

試験法の原理 

15. グリコシルホスファチジルイノシトール（GPI）細胞膜アンカーの生合成には、Pig-a 遺伝子によ

りコードされるタンパク質が必要である(30)。GPI アンカーは、約 150 種類の独自のタンパク質を哺乳類

の細胞膜内腔面に結合させる。GPI合成に関与する約 30 個の遺伝子のうち、Pig-aは X染色体上に位置す

る唯一の遺伝子である。雄には X 染色体が 1個のみ存在し、雌で機能する X染色体は 1個であるため、単

一変異により、Pig-a 遺伝子産物が不活化され、GPI アンカーおよびこれに関連する GPI アンカータンパ

ク質を欠失した細胞が生じる可能性がある。したがって、雌雄動物は、Pig-a 変異体誘発に同等の感度を

有する(3)。GPI 生合成に関与する他の遺伝子は、両対立遺伝子の変異でのみ不活化が可能であり、GPI 不
活化の標的にはそれほどふさわしくなく、また、その変異により、Pig-a 試験で測定される変異表現型で

ある GPI アンカー欠失を生じる可能性はより低い(31)。 

16. 末梢血には、マイクロリットル単位の量に数 100 万個の赤血球（RBC）が含まれ［例：(32)］、

その数パーセントは網状赤血球（RET）としても知られる未熟赤血球である。RET は残存 RNA 量を含有

し、赤血球前駆細胞に典型的な CD71 などの表面マーカーを発現するが、成熟 RBC は残留 RNA を含有せ

ずそうした表面マーカーも発現しない。本ガイドラインの目的として、RBC は年齢に関係なくすべての

循環赤血球を意味するのに用いられる一方、RET は循環赤血球の最も未熟な画分に適用される。RET と

成熟 RBC との識別は、残存 RNA および／または適切な蛍光色素もしくは抗体を用いた CD71 表面マーカ

ーの存在に基づくことで可能である。 

17. 末梢血中の RBC および RET では、Pig-a 変異表現型（すなわち、GPI アンカーの消失）を、GPI
アンカータンパク質に対する蛍光色素結合抗体での標識により、フローサイトメトリーを用いて解析でき

る(33) (34) (35)。そのため、GPI アンカーエピトープに関しては、Pig-a 変異細胞は蛍光を発せず、Pig-a
野生型細胞は蛍光を発することになる。このように、数 100 万個の標識された RBC および RET の Pig-a
変異表現型について、フローサイトメトリーを用いて試験できる。段落 23～25および 60の記述どおり、

実用での 1 試料当たり数 100 万個の細胞を評価するため、RET および／または変異細胞を濃縮する方法

が開発されている。 

18. RET 集団と総 RBC 集団の両方について、変異表現型を評価する。末梢血循環では、高頻度の変

異網状赤血球（MUT RET）が変異赤血球（MUT RBC）に比べ早く出現する。それでも、MUT RBC は、
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変異の遅れに関する重要な確証となる指標に当たることから、MUT RET に加え MUT RBC を計数するこ

とは重要である。赤血球の両コホートで変異体発現が立証されると、このことは、被験化学物質が誘発す

る変異原性活性の最も強力な証拠に当たり（段落 66 参照）、また、本文書記載の投与／採血スケジュー

ル（段落 40～45 参照）は、MUT RET および MUT RBC の両方が、変異原性物質曝露による増加に十分

な期間となるよう設定された。げっ歯類を既知変異原性物質に曝露させ、28 日間反復投与プロトコール

を利用した場合、MUT RET または MUT RBC の 1 集団のみにおける統計学的に有意な増加の発生がまれ

であるのは確かである。しかし、変異は 1 回または数回の試料採取時にのみ測定されるため、遅れて生じ

る RBC の突然変異体頻度に関しては、MUT RET の陽性反応は生じても、MUT RBC の反応は生じない可

能性があること、あるいは、一方または他方の赤血球コホートにおいて、陰性反応が確率的に検出される

ことは考えられる。こうした結果の有益性は、被験化学物質の変異原性確立に関する専門家の評価から得

られる。 

19. Pig-a 変異体誘発に関するデータ収集に加え、赤血球細胞区分に合わせた毒性の尺度として、総

RBC に対する RET の割合を使用できる。RET の割合（%RET）に関するデータは、骨髄が生物学的に顕

著なレベルの被験化学物質またはその代謝物に曝露されたことを確立するのに有用となりうる（(2) (7)、
段落 49 および 55 も参照）。投与中止後約 3 日以内に血液試料を収集した場合、骨髄毒性は、同時溶媒／

溶剤対照群の動物の%RET に対する相対的な%RET 低下としてしばしば発現する。一方、投与中止後約 3
日より後に血液試料を収集した場合、骨髄毒性は、同時溶媒／溶剤対照群の動物に対する相対的な%RET
上昇として時に発現しうることに留意されたい(36)。投与後の%RET 上昇は、口語では「リバウンド効果」

または「ストレス赤血球生成」と呼ばれ、通常、特に赤血球生成低下を伴う場合、骨髄毒性期間に対する

代償反応であることを表す。最後に、被験化学物質が溶血を引き起こす場合、%RET に用量依存的な変化

が生じうる(37)。原因を問わず、%RET の用量依存的な変化は、生物学的に顕著なレベルでの全身曝露で

あることを示す。 

試験実施施設の習熟度の検証 

訓練および習熟度の調査 

20. 規制上の安全性評価のため試験実施施設が Pig-a 試験を実施する前に、職員は採血、血液ラベリ

ング、およびフローサイトメトリーの手順について経験を得ることが重要である。予備訓練実施に必要な

動物数を最小化するため、補遺 3 記載のとおり、スパイク実験としても知られる再構築実験を実施できる

(38)。 

21. 試験実施施設の習熟度を確立するには、公表データ(1)から予測される結果を再現する必要がある。

それには、（低用量の変異原により誘発される弱反応を含む）最低 2 つの変異原（表 1 参照）、および適

合する溶媒／溶剤対照（段落 31 参照）を用いて、MUT RBC と MUT RET 両方の頻度について立証する。

こうした実験では、試験実施施設での採用方法により、再現可能かつ用量依存的な突然変異体頻度の増加

をもたらし、また、試験系の感度およびダイナミックレンジを立証する変異原による複数の用量を用いる。

そうした習熟度確認の実験に用いられるげっ歯類から、投与前の血液試料（段落 46 も参照）および溶媒

／溶剤対照試料を収集し解析することにより、試験実施施設が歴史的陰性対照データベースの増強に着手

できることに留意されたい（より詳細については、段落 22 および補遺 4 第 4.1 項に記載）。 
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表 I．訓練および習熟度確認試験に推奨される変異原 

化学物質 a 

CAS
番号 溶媒 

投与

経路 

提唱されるラット

最高用量 b

（mg/kg/日） 

提唱されるマウス

最高用量 b

（mg/kg/日） 

採血日 c 

N-エチル-N-ニトロ

ソウレア 
（別名：ENU）d 

759-73-9 リン酸緩衝

生理食塩水

（pH 6.0） 

強制経

口投与 
20 40 15-30 

ベンゾ[a]ピレン 
（別名：B[a]P）e 

50-32-8 ゴマ油また

はコーン油 
強制経

口投与 
125 125 15-30 

7,12-ジメチルベン

ズ[a]-アントラセン

（別名：DMBA）e 

57-97-6 ゴマ油また

はコーン油 
強制経

口投与 
30 75 15-30 

a 正当な理由があれば、他の変異原を使用できる。 
b 3 日間連続投与（Day 1～3）を想定した、一般に忍容性が良好で変異原性が高い用量段階(11) (39)。 
c 採血日には、投与開始と関連付けた日（すなわち Day 1）を用い、Pig-a 試験に関する末梢血収集推奨日の範囲を記載している。 
d 強力な直接作用型変異原。加水分解抑制のため、ENU の溶解には pH 6 のリン酸緩衝生理食塩水を用いる。ENU 投与液は使用日ごとに新た

に調製する。ENU 市販品は多量の安定剤を含有しており、投与液調製の際にはこのことを考慮する必要がある。 
e 代謝活性化を要する。 

歴史的陰性対照データ 

22. 習熟度調査の過程で、各試験実施施設は、MUT RET および MUT RBC の頻度について、歴史的陰

性対照での範囲および分布を確立する。陰性対照データは 2 つの供給源から入手できる。第 1 に、陰性対

照データは、被験化学物質投与動物と共に陰性対照として試験された動物（以下、同時陰性対照と呼ぶ）

から入手できる。これらの動物には、通常、溶剤／溶媒のみ投与されることになる（段落31）。第2に、

投与前 Pig-a試験を実施している試験実施施設（段落 46）では、陰性対照データは、投与前の未投与無処

置動物から入手できる（投与前対照データと呼ぶ）。本 TG で推奨される 28 日間反復投与処置プロトコ

ールの直後に試験を実施した場合、投与前の動物は、溶剤／溶媒同時対照動物と同等の Pig-a 突然変異体

頻度を有することが示されている(3)。陰性対照データの供給源がいずれであれ、（例えば、外れ値検定

により特定される）例外的な高頻度の変異細胞を示す動物は、（段落 46 および補遺 1 で定義される）ジ

ャックポット型の突然変異事象を発現した可能性があるため、陰性対照分布の構築に用いるべきではない。

陰性対照データおよびその分布は、変異表現型について評価すべき最小細胞数の判定（段落 60）、試験

の許容性の評価（段落 64）、ならびに、被験化学物質関連の影響の評価および解釈（段落 66）において

重要である。歴史的陰性対照データセット作成に関するより詳細な推奨事項は、補遺 4 第 4.1 項に記載さ

れている。 
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試験方法の説明 

知的財産権に関する考慮事項 

23. 薬剤の変異原性 DNA 損傷の可能性に関する評価、および、GPI アンカー欠失赤血球に基づく、変

異原性 DNA 損傷を修飾しうる薬剤の効果に関する評価―これらに用いられる特殊な技術の一部は、米国、

カナダ、および欧州の Litron Laboratories が特許権を所有している。この特許保護は、Pig-a 試験の原理

およびGPI陰性細胞スコアリングの全般的な設計の対象ではないことに留意されたい。本試験法を実施す

る試験実施施設は、（MutaFlow®キットの市販元として知られる）Litron から細胞解析用キットを入手す

るか、血液試料を Litron キットでの試験に精通した試験実施施設に送付することができる。MutaFlow キ

ットの使用ライセンスは限定的であり、署名は不要である。一方、Litron および認可されたキット販売元

からキットを購入しない試験実施施設は、米国、カナダ、および欧州での特許の対象となる技術の実施に

は、Litron Laboratories とのライセンス契約を締結しなければならない。 

24. 網状赤血球濃縮に関する免疫磁気分離を含む PIGRET 法は、日本の帝人株式会社のみが特許権を

所有しており、日本のこの技術を使用するには、帝人とのライセンス契約を締結する必要がある。 

25. 本 TG では、赤血球に基づく Pig-a変異体解析の要件および重要な特性について記述する。特許の

適用地域では、Litron Laboratories および帝人株式会社保有の特許を侵害しない代替技術を用いたプロト

コールであれば、本 TG 提示のガイダンスを用いて自由に実施できる。許容基準（段落 64）を満たす限

り、妥当な試験実施のために、Litron および帝人の特許技術を使用する必要はない。 

準備 

動物種の選択 

26. よくみられる実験室系統である健康な若齢成熟ラットおよび若齢成熟マウスを通常用いる（すな

わち、投与開始時に 6～12 週齢）。やや若齢またはやや高齢の動物も許容可能である（例：投与開始時に

4 週齢）。ただし、そうした逸脱の正当性を示すこと。正当性には、他の試験との統合促進、あるいは、

既に飼育されているが手順に使用されていない動物の殺処分回避などが考えられる。こうした年齢の逸脱

が生じうる歴史的陰性対照データベースの変更は、いずれも明文化する。Han Wistar ラット、Sprague-
Dawley ラット、Fisher 344ラット、および CD-1 マウスなどのラット系統およびマウス系統が広く用いら

れている(1)。げっ歯類の種および系統の選択は、（i）（データの相関性を示すことができ、統合を容易

にするため）他の毒性試験において用いられる動物、（ii）（発癌作用機序を検討する場合）癌原性試験

で腫瘍を発現した動物、あるいは、（iii）既知である場合、ヒトと最も関連性のある代謝を有する動物に

基づくこと。 

動物の飼育および給餌条件 

27. 動物飼育室の温度は理想的には 22°C（±3°C）とする。相対湿度は、飼育室清掃時を除き 30%以

上、70%以下が望ましいが、理想的には 50～60%とする。照明は人工照明で 12時間明期、12時間暗期の

順序とする。給餌には、通常の実験室飼料を用いてよい。飲水は自由に摂取させる。混餌投与する場合、

飼料の選択は、被験化学物質の適切な混合を確保する必要性により影響されうる。攻撃的行動が予測され

ない場合、動物は同性の小グループ（通常、ラットでは 2 匹以下、マウスでは 5 匹以下）に収容する。ケ

ージは、動物福祉に関する基準［例：(40)］を満たすこと。科学的な正当性がある場合に限り、動物を個

別に収容できる。動物実験委員会（または同等の委員会）の推奨事項に基づき、可能な限りソリッド底を
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用い、適切な環境エンリッチメントを提供すること。 

動物の準備 

28. 動物を、溶剤／溶媒対照群および被験化学物質投与群に無作為に割り付ける。動物を一意的に識

別し、投与開始前の少なくとも 5 日間（または、該当する動物実験委員会もしくは同等の委員会の規定ど

おり）飼育室の条件に馴化させる。動物を一意的に識別する、最も侵襲性の低い方法を用いる。適切な方

法には、リング、タグ、マイクロチップの装着、および生体認証が挙げられる。本 TG の試験では、足趾

および耳のクリップ装着は科学的に正当化されない。ケージは、その位置による影響の可能性が最小限に

なるような方法で配置する。試験開始時、雌雄それぞれの体重のばらつきは、平均体重の±20%以内とす

る。 

用量の調製 

29. 固体の被験化学物質は、適切な溶剤または溶媒に溶解または懸濁し（例：水、コーン油；例につ

いては(3)参照）、あるいは、飼料または飲水に混合してから動物に投与する。液体の被験化学物質は、

必要であれば直接投与できるが、様々な用量を調製し、投与群間で一定の投与量を維持するため、適切な

溶媒での希釈を用いる。吸入曝露の場合は、被験化学物質をその物理化学的特性に応じて、ガス、蒸気、

または固体／液体のエアロゾルとして投与できる(15) (18)。 

30. 安定性データから、用いる保存条件の許容性が立証されない限り、被験化学物質の新たな調製物

を用いる。 

試験条件 

溶剤／溶媒 

31. 溶剤／溶媒は、用いる投与量で毒性作用を生じず、また、被験化学物質と化学反応を起こす疑い

がないこと。周知の溶剤または溶媒以外を用いる場合、被験化学物質との非反応性、ならびに、被験動物、

投与経路およびエンドポイントからみた適合性を示す参照データにより、その使用を裏付ける。水溶性の

溶剤／溶媒の使用を、可能な限り最初に検討すべきであることが推奨される。 
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対照 

陽性対照およびフローサイトメトリーの標準試料 

32. 試験実施施設は、段落 20～21 記載の Pig-a 試験実施について習熟度を確立した場合が考えられる。

その場合のみ、試験ごとに同時陽性対照動物を含める必要がなくなる。変異原に曝露した動物に依拠する

のではなく、フローサイトメトリーの生物学的標準試料が解析ごとに含まれることで（段落 33）、試料

は、3R にふさわしく、試験の信頼性立証に重要な要因に品質保証手段の重点を置く有用なタイプの解析

対照となる(2) (7) (11)。具体的には、血液ベースのフローサイトメトリー標準試料の使用により確保され

るのは、i）採血および細胞の染色／標識が適切に行われたこと、ii）細胞の染色／標識に用いた試薬が有

効であったこと、iii）フローサイトメーターが野生型細胞から変異表現型細胞を適切に区別したことであ

る。最後に、突然変異体頻度の増加を検出する継続的な習熟度を確実にするため、試験実施施設は、段落

21 記載の習熟度確認試験に類似した、変異原投与動物による追加試験を時に（少なくとも年 1 回）実施

する。 

33. フローサイトメトリーの生物学的標準試料の重要性を考慮すれば、Pig-a変異体解析実施のたびに

標準試料を調製し使用することが必要である。そのため、MUT RET および MUT RBC と野生型 RET およ

び野生型 RBC とを対比させた光散乱および蛍光特性を立証する「変異体模倣試料（mutant mimic）」

（すなわち、試験した場合に変異赤血球の特性を有するよう調製された血液試料）または同程度の試料

（補遺 5 参照）を調製する。変異体模倣試料は、溶剤／溶媒同時対照動物由来の余分な血液を処理するこ

とで調製できる。この血液の一部は、Pig-a 突然変異体頻度評価用に正常に調製されるが、別の一部は、

蛍光抗体標識プロトコール記載の GPI アンカー型タンパク質用の蛍光抗体を除去することで調製される

(11) (38)。次に、標準試料調製のため、これら 2 つの血液試料をほぼ同じ割合で混合する。変異体模倣試

料（または補遺 5 記載の代替物）から調製された標準試料は、器具の設定およびソフトウェア／データ解

析パラメータの指針となり、また、解析手順の妥当性に関する対照としての役割を果たす（段落 32）の

に有用であるため、変異体模倣試料を試験ごとに生成し、毎日用いる血液試料を解析する。器具の設定が

確立されたら、この特定のデータ取得期間全体を通じ、変異体解析の処理を受けたすべての試料について、

通常は器具の設定を変えないこと。 

陰性対照 

34. 同時陰性対照動物は、毎回の試料採取時に試験に含め、被験化学物質を投与しないことを除き、

それ以外は投与群の動物と同一に扱う。被験化学物質投与の際に溶剤／溶媒を用いる場合、対照群には同

じ溶剤／溶媒を投与する。所定の試験に関する同時陰性対照動物の MUT RET および MUT RBC の頻度は、

歴史的陰性対照の分布と一致していること。そうした比較を容易にするために、使用可能な下限値および

上限値を算出する妥当な方法が複数あり、その方法については補遺 4 第 4.2 項に記述する。 

35. 毎回の試料採取時に溶剤／溶媒同時陰性対照動物から採取した血液の解析要件は、投与前の血液

試料の収集および解析を含む試験にも適用される（段落 46）。すなわち、用いる統計手法に関わりなく、

投与前の血液試料は、同時溶剤／溶媒対照の代替にはならない。 
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手順 

動物数および性別 

36. 雌雄いずれかの動物の血液を用いて Pig-a 遺伝子突然変異試験を実施することは、技術的に実行

可能である(3)。被験化学物質へのヒト曝露が、例えば一部の医薬品と同様に性特異的であると考えられ

る場合、Pig-a 試験は適切な性別により実施する。 

37. 雌雄一方の性のみによる試験を実施する場合、解析可能な動物を最低 6 匹にすることを目的に、

試験開始時（および試験実施施設の習熟度確立の間）に群の大きさを確立する［群の大きさの正当化につ

いては、(41)記載の統計学的検出力の算出を参照］。したがって、段落 47 で確立されるパラメータに従

って雌雄一方の性を用い、3つの用量群および同時陰性対照を設けて実施する試験では、投与開始時に 24
匹の動物が必要になると考えられる。段落 46 記載のとおり、投与前の血液試料を用いて外れ値を除外す

る場合、あるいは、動物数減少となる不測の事態に対応するため追加の動物を組み入れる場合、動物数は

増えることになる。いずれかの群の動物数が 6 匹未満の状況（例：ジャックポット型の突然変異反応を示

した動物の除外に起因）では、データ解釈の際に専門家の判断を用いる。 

38. データから、雌雄間で被験化学物質に関連する差（例：用量設定試験を含む全身毒性、代謝、お

よびバイオアベイラビリティの差）が立証される場合、雌雄両性を用いた試験の実施が望ましい。 

39. 異なる用量段階で雌雄両性に投与する試験では、性別ごとに必要な動物数は段落 37に示した数と

同じで、1 群当たり雄 6 匹以上および雌 6 匹以上である。同じ用量段階で雌雄両性に投与する試験では、

要因計画の活用により、1 群当たりの動物数削減がしばしば可能である（補遺 4 第 2.1 項参照）。統計に

基づく要因計画では、雌雄それぞれの使用動物数をより少なくする一方、十分な統計学的検出力を維持で

きる。 

投与スケジュールおよび試料採取時期 

40. Pig-a 試験の実施には、28 日間反復投与プロトコールが推奨される。これまでに公表および解析

されている投与スケジュールのうち、28 日間反復投与スケジュールは、変異陰性の試験結果が正確であ

るという最も説得力のある根拠を示している［例：陰性予測の割合が最も高い(3)］。科学的に正当化さ

れる場合には、代替の投与スケジュールを利用できる（段落 45 参照）。被験化学物質は、1 日当たり単

回用量か分割用量（すなわち、同日に 2 回以上曝露）として投与することで、大量投与を容易にできる。 

41. 動物が 28 日間連続して被験化学物質に曝露された場合、曝露中止の数時間から数日以内（例：

Day1 28～31）に少なくとも 1回採血する。様々な遺伝子毒試験からの収集データにより、Day 28～31 の

試料採取は MUT RET および MUT RBC の反応発現に十分な期間となること、また、正確な試料収集のタ

イミングに重大な意味はないことが示唆されている。このスケジュールは、Pig-a 試験と、通常利用され

ている一般毒性試験および他の遺伝毒性試験との統合を容易にするという利点がある（段落 7～8）。In 
vivo コメット試験を実施する場合の組織収集を容易にするため、Day 29 に被験化学物質を追加投与して

から数時間後に試料を収集するのは、許容可能であることに留意されたい。 

42. 任意で、また試験遂行の上で可能な場合には、28 日間反復投与プロトコールのさらにその後の時

点で収集した血液試料について、Pig-a 解析実施のメリットがあると考えられる。例えば、一部の毒性実

験では、投与中止時の毒性作用の強弱を評価するため、サテライト「回復」群または「離脱」群を設けて

 

1 本段落および他の箇所において、試験日は投与開始と関連付け、Day 1 と定義する。 
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いる。そうした血液試料は投与中止後 2～4 週間で通常収集され、変異体発現に関する追加期間経過後の

Pig-a 変異表現型について赤血球を評価する機会となる。 

43. 投与期間が 28 日間反復投与試験の期間を超える場合（例：90 日間亜慢性試験）、約 28 日間投与

後（例：Day 28～31）に少なくとも 1 回血液試料を収集する。段落 42 の説明どおり、実験プロトコール

の後（例：投与中止後数日以内）で採血を行うメリットはあると考えられるが、延長後の試料採取時点で、

赤血球前駆細胞のクローン増殖が突然変異体頻度に不釣り合いな影響を及ぼしうるという可能性が認識さ

れている［例：(42)］。さらに、動物におけるかなり後の時点での試料採取（例：8 ヵ月齢以上の動物の

試料採取）については、より高齢の動物に関する歴史的陰性対照データベース作成が必要であると考えら

れる（補遺 4 第 4.1 項参照）。 

44. 28 日間連続曝露日数未満となる投与スケジュール（例：1 日または 3 日間連続の投与）は、反復

投与での変異原検出用の 28 日間投与プロトコールよりも低い感度を示すため、科学的に正当化すること

（段落 6）。短期投与プロトコールを用いる場合、採血および血液解析は少なくとも 2 回、Day 15 前後お

よび再度 Day 30 前後に行う。試験での変異原検出感度がより高い短期投与スケジュールは、投与後の採

血／血液解析回数が 1 回ではなく 2 回の方と予測される(13)。 

45. それ以外の投与および試料採取スケジュールを使用できるのは、科学的に正当化される場合、特

に、他の毒性試験との統合または他の遺伝毒性試験との併用を容易にする場合である。例えば、連日投与

には関与せず、被験化学物質の投与を週数回、数週間用いるプロトコールでは、他の遺伝毒性試験との併

用が容易である一方、Pig-a 試験において高感度を保持することが示されている(43)。上記のとおり、こ

うした試験では、MUT RET および MUT RBC の反応発現期間に認められる差、ならびに、Pig-a 試験の一

環として実施される他の遺伝毒性試験での発現期間を考慮する必要がある（短期投与スケジュールでの

Pig-a 試験と、他の短期遺伝毒性試験でのアッセイとの併用に関しては、補遺 2 第 2 項の考察参照）。 

46. いずれの投与スケジュールであっても、被験化学物質の初回投与前に Pig-a 解析を実施すること

には利点があると考えられる（ただし、必須ではない）。被験化学物質投与前 1 週間以内に、投与前の試

料を採取する（成熟マウスを用いる場合、造血系の恒常性再確立を可能にするため、投与前の試料採取を

投与の約 7 日前に実施することが推奨される）。突然変異体頻度が異常に高く歴史的陰性対照の分布（そ

の分布の記述方法については、補遺 4 第 4.2 項参照）の範囲外となる「ジャックポット」変異は、生殖細

胞または初期赤血球前駆細胞の変異に起因して生じうる。こうした突然変異体頻度を有する動物を特定す

ることは、該当する動物を主試験から除外し、歴史的陰性対照の分布範囲内の突然変異体頻度を有する動

物への置換を可能にするには、有用であると考えられる。 

用量群および用量段階 

47. 最低 3 つの被験化学物質投与群および陰性対照群を、通常用いる。用量反応の詳細な解析には、

追加の用量群が必要となることがあり（段落 48 参照）、用いる用量群をより少なくするには、その正当

性を示すこと。同時陰性対照群の動物は、被験化学物質の投与以外、被験化学物質投与群の動物と同一の

方法で取り扱う。被験化学物質の投与に溶剤／溶媒を用いる場合、同時対照群およびすべての投与群に等

量の溶媒または溶剤を投与する。 

48. 用量段階設定の際には、被験化学物質の既存の毒性およびトキシコキネティクスに関するデータ

を考慮する。用量選択の指標とするには、既に入手可能な適切なデータが不十分であるとの理由で、予備

的な用量設定試験を実施する場合、主試験での使用と同一の系統、供給元、性別、および投与経路により、

同一の試験実施施設において実施する。最高の用量段階は、毒性作用を誘発するが、死亡も重度の苦痛も

もたらさないことを目的として選択する［(44)参照］。この定義は TG 407 (14)から引用されており、本
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TG において用いることで、他の反復投与試験との Pig-a のエンドポイント統合を容易にし、それにより

得られる毒性情報を最大化する。最高の用量段階が他の要因により制限される場合、例えば、混餌投与も

しくは飲水投与での嗜好性（および強制経口投与の実施が不可能）、または、吸入投与での被験化学物質

の爆発的作用などにより制約を受ける場合、実行可能な最大用量とする。その後、用量依存性反応の立証

を目的に、用量段階の降順を選択する。遺伝毒性のエンドポイントを評価する場合、降順での用量段階設

定には、2～4 倍の間隔が頻用される。ほとんどの被験化学物質では、用いる用量段階は、最大の毒性か

ら毒性がほとんどまたは全くない範囲を網羅する。追加の毒性エンドポイントを Pig-a 試験に統合する場

合には、それ以外の用量間隔を考慮できる。4 つ目の試験群追加は、過度に大幅な用量間隔の使用には望

ましいことが多い。 

49. 最高用量は、骨髄区分に毒性をもたらす用量とも定義できる（段落 19 参照）。その根拠が%RET
の平均値低下（例えば、28 日間投与スケジュールの 1～3 日後に採取された血液で測定された、同時溶剤

／溶媒対照の平均値との比較）により示される場合、その低下は統計学的に有意となるはずであるが、理

想的には 80%を超えてはならない。その理由は、Pig-a 試験では、化学物質により誘発される影響を明ら

かにするために、新たな赤血球生成を要するためである。 

50. 毒性を生じない、あるいは他の要因による制限を受けない被験化学物質（段落 48参照）について

は、連続 14 日間以上の投与プロトコールの最高用量は 1000 mg/kg/日である一方、より短期の投与に関

与するプロトコールの最高用量は 2000 mg/kg/日である。 

限度試験 

51. 上述のとおり、試験では通常、3 つの被験化学物質投与群および溶剤／溶媒同時対照群を採用す

る。ただし、別のデータの評価から、14 日間以上の投与試験では 1000 mg/kg 体重/日の試験最高用量、

または、14 日間未満を採用した投与試験では 2000 mg/kg/日（段落 50）で、（骨髄増殖の抑制がみられ

ず、標的組織の細胞毒性を示す別の証拠も認められないなど）観察可能な毒性作用が予測されないと考え

られ、また、in vitro 遺伝毒性試験または構造的に関連する物質由来データに基づき、遺伝毒性が予測され

ないと考えられる場合、上記の 1 用量段階を使用できる。吸入曝露の場合、限度試験濃度は、蒸気、粉塵

／ミスト（エアロゾル）、およびガスについて、それぞれ 20 mg/L、5 mg/L、20,000 ppm である。ヒト

曝露では、より高い用量段階を用いる必要性が示される場合、限度試験の用量を適用しなくてもよい(15)。
また、Pig-a 試験を他の試験と統合または併用する場合、限度試験の実施前に、単一の限界用量をこうし

た他の試験に用いることを適用できるよう確保すること。例えば、単一の限界用量に関する条項は、完全

な 3 つの投与計画を適用する TG 489 (45)には含まれていない。 

用量の投与 

52. 投与経路選択の際の主要な懸念事項は、標的組織である骨髄への曝露の確保であるが、ヒト曝露

の予測経路も考慮すること。したがって、（強制）経口投与、混餌投与、飲水投与、局所投与、皮下投与、

静脈内投与、吸入投与、気管内投与、または埋植投与などの曝露経路を正当であるとして選択できる。腹

腔内投与は、ヒト曝露の通常の経路ではなく、特定の科学的正当性がある場合にのみ用いるべきであるた

め、一般に推奨されない。被験化学物質が飼料または飲水に混合されている場合、特に単回投与または短
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期投与の場合、食餌および水の摂取から採血までの遅延が変異体発現期間となることを確保するため、注

意を払うべきである（段落 40～45 参照）。 

53. 1 回で強制経口投与または注射できる液体の最大量は被験動物の大きさによる。最大量は通常 1 
mL/100 g 体重以内とするが、水溶液の場合は例外で、最大 2 mL/100 g を使用できる。これを超える量を

用いる場合はその正当性を示し、すべての量は、該当する動物実験委員会（または同等の委員会）のガイ

ドラインと一致していること。より高濃度で悪化作用を通常どおり引き起こす刺激性または腐食性の被験

化学物質を除き、すべての用量段階で体重に関連した一定量の投与を確保するため、試験量のばらつきを

濃度調整により最小限に抑える。 

観察 

54. 被験動物の一般的な臨床観察を行い、臨床徴候を毎日少なくとも 1 回、望ましくは同時刻に記録

し、投与後に予測される影響のピーク期間を考慮する(44)。すべての動物の病的状態および死亡について、

毎日 2 回以上観察する。すべての動物の体重を毎週 1 回以上、および安楽死させる場合に測定する。被験

化学物質を混餌投与する場合、摂餌量の定量的測定を少なくとも週 1 回実施し、また、動物の健康状態を

確認するため、摂餌量に関する一般的な観察を行う。被験化学物質を飲水を介し投与する場合、摂水量を

換水時ごとに、また少なくとも週 1 回測定する。動物実験委員会（または同等の委員会）のガイドライン

を遵守すべきであるが、一般に、過剰な毒性の非致死性の指標を示す動物は、試験期間終了前に安楽死さ

せる。 

標的組織の曝露 
55. 骨髄曝露の発生を立証する目的で、また、他の曝露データが存在しない場合（例：%RET に関す

る重大な混乱状態。段落 19 および 49 参照）に、被験化学物質および／またはその代謝物の血漿中濃度を

測定可能にするため、適切な時点で血液試料を採取する（さらなる考察については段落 71 参照）。血液

試料は、動物で測定される生物学的処理に混乱をきたすことなく、妥当な濃度の被験化学物質およびその

代謝物を検出するのに十分な量とする。骨髄は末梢血循環により十分に灌流され、心拍出量の最大 15%
を受け、また、被験化学物質およびその代謝物の血漿中濃度の測定は、骨髄曝露の定性的証拠とみなされ

る(46) (47) (48) (49)。 

Pig-a 試験実施用の採血 

56. 動物福祉基準を適用することで、少量の末梢血（約 300 μL 未満）を尾静脈、頸静脈、または他の

適切な血管からの採血など被験動物が生存できる方法を用いるか、動物を安楽殺処分する場合に心穿刺ま

たは大血管から試料を採取するかいずれかにより入手する。動物および動物福祉基準の規模により、用い

る方法の選択肢は制限されうる。フローサイトメトリー解析には単一の細胞懸濁液が必要であるため、血

液凝固を回避するよう注意を払うべきであり、このことは、ヘパリンおよび／または EDTAなどの抗凝固

剤を用いて通常達成される。試料の採取および処理では、投与に関して盲検化するか、ブロックデザイン

を採用する（補遺 4 第 1 項）。 
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血液の保管 

57. 抗凝固剤存在下では、血液試料は、低温で維持されているが凍結しない限り（例：2～8°C の冷蔵

庫）、フローサイトメトリー解析の処理まで最長 5 日間保存できる(2)。また、抗凝固剤存在下では、血

液試料を分析検査施設に発送でき、その場合、血液試料が輸送およびその後の保管全体を通じ低温で維持

され凍結されないこと、さらに収集から約 5 日以内に処理および解析されることを条件とする(2)。いず

れの保管および／または発送方法を利用する場合でも、各試験実施施設は、この条件を裏付ける独自のデ

ータを作成すること。 

58. Pig-a変異に関するその後の処理およびフローサイトメトリー解析に向け行う、血液試料の凍結お

よびその後の解凍については、手順が記載されている(50)。器具の不具合、Pig-a データ取得の判断延期、

および解析標準試料として用いる変異原投与動物由来の血液の保存（補遺 5）など（ただし、これらに限

定されない）の理由により解析が遅延する場合、この手順は有用となりうる。さらに、凍結血液試料が輸

送全体を通じ凍結を維持する限り（例：ドライアイスの使用）、試料の動物実験施設から分析施設への輸

送は可能である(50)。いずれの凍結および解凍方法を採用する場合でも、RBCの溶血が最小限であり、ま

た、凍結および解凍処理ならびに保管期間が MUT RET、MUT RBC、および%RET の頻度に及ぼす影響

は最小限であると立証することが重要である。 

測定方法 

59. フローサイトメトリー解析は、末梢血試料の%RET、MUT RET、および MUT RBC の頻度測定に

用いられる。 

60. 変異細胞頻度の読み取り値ゼロ（0 x 10-6）となることが、通常は起こらず時に生じるよう維持す

る。習熟度の高い試験実施施設では、多く用いられるげっ歯類モデルについて、ベースラインにおける

MUT RET および MUT RBC の頻度の平均値が通常 1～3 x 10-6個の範囲であることを示している。このこ

とを念頭に置くと、ほとんどの試験実施施設では、各時点の動物当たり、最低 RBC 1～3 x 106 個および

RET 1～3 x 106個評価することが通常必要である。末梢血循環ではRETがまれであることを考慮すると、

血液試料から RET 1 x 106個以上を直接評価するのは、現実的ではないことに留意されたい。この問題を

克服するため、変異細胞頻度の測定用に検討される RET 数（および、場合によっては RBC 数）を増加さ

せるよう、免疫磁気分離法が開発された(51) (52)。この免疫磁気分離法、または検証済みの代替法を用い

ることで、Pig-a 試験の実施を容易にできる。 

61. 段落 60 記載のとおり、各試験実施施設は、変異細胞頻度の読み取り値ゼロの発生を最小化するよ

う、解析する細胞数を設定する。それでも、特定の試験では、変異細胞頻度の読み取り値ゼロが時に複数

認められる可能性がある。こうした試験が無効になるのを回避するため、適切に保存された残りの血液試

料を処理することで、動物当たりの評価細胞数を増加させる（段落 57～58）。 

62. MUT RET および MUT RBC の発現率のスコアリングに好まれる抗体は、ラットでは抗 CD59、マ

ウスでは抗 CD24 であり、それぞれ GPI アンカー型タンパク質 CD59 および CD24 を標的とする。他の

GPI アンカー型タンパク質が、可能性として Pig-a 試験で用いることが考えられる野生型の RBC 表面

（例：CD55）に存在し、野生型細胞と変異表現型細胞を識別するために、GPI アンカー型タンパク質に

対する抗体を併用することも可能である（例：抗 CD59+抗 CD55）。既知 Pig-a 反応を生じる場合(1)およ

び試験実施施設の習熟度が立証された場合（段落 21 参照）、Pig-a 変異赤血球および野生型赤血球を特定

する代替抗体の使用または抗体の併用を行える。 
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データおよび報告 

結果の処理 

63. 個別の動物データ、ならびに群平均値および群内のばらつきの尺度（例：標準偏差または標準誤

差）を表形式で示す。RET、RBC、MUT RET、および MUT RBC をスコア化した数値は、解析した動物

ごとおよび時点ごと別々に一覧化し、個別の動物ごとに RET、MUT RET、および MUT RBC の頻度を併

記する。RET の頻度は通常パーセンテージで表されるが、MUT RET の頻度は総 RET 100 万個当たりの

MUT RET 数、MUT RBC の頻度は総 RBC 100 万個当たりの MUT RBC 数として表すのが好ましい。動物

に対する毒性および臨床徴候に関するデータも報告する。 

統計学的評価および結果の解釈 

許容基準 

64. 妥当な試験については、段落 36～62記載の動物数、投与量、試料採取時点、変異体解析などの観

点から、Pig-a 試験が許容基準をすべて満たす場合のみデータ解析を実施する。以下の基準により、Pig-a
試験の許容性が判定される。 

● 同時陰性対照の頻度が、試験実施施設の歴史的陰性対照データベースにより記述された分布と一

致している。歴史的陰性対照データベースは、（例えば、段落 22 および補遺 4 第 4.1 項の推奨ど

おり）適切に構築されたこと、また、歴史的陰性対照の突然変異体頻度およびその分布は、文献

の値と一致していることが重要である(1) (3) (7)。 

● 同時陽性対照を用いる場合、同時陽性対照は同時陰性対照（段落 34～35 参照）との比較により、

統計学的に有意な増加を誘発すること。 

● 段落 33 および補遺 5 記載のとおり、実験試料評価用のフローサイトメーターのゲートを設定する

ため、変異体模倣対照または陽性対照物質投与動物由来の歴史的試料が用いられた。 

● 用量段階数、曝露経路、および最高用量の選択基準が、段落 47～52 記載内容と一致している。 

● 適切な数の MUT RBC および MUT RET が解析されている（段落 60）。 

結果の評価および解釈 

65. Pig-a 実験データは、被験化学物質投与群の MUT RET および MUT RBC の頻度が、同時溶剤／溶

媒対照群に比べ増加しているか否か判定することを目的に、通常評価される。こうした解析は、実験単位

としての動物を用いた、適切な統計手法により達成されるべきである。採用した統計手法を示すこと。 

66. 反応を評価する場合、すべてのデータを考慮し、すべての場合に専門家の判断を適用する。 

● 段落 64 の許容基準が満たされる場合、被験化学物質は、以下の基準をすべて満たせば、明らかな

陽性とみなされる。 
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a) 同時溶剤／溶媒対照との比較により、少なくとも 1 つの投与群が、MUT RET および

MUT RBC の両頻度について統計学的に有意な増加を示す。 

b) 突然変異体頻度に関する反応は、例えば、適切な傾向検定（補遺 4 第 3 項）（限度試

験に適用できない）により評価された場合、用量依存性である。 

c) （投与後のいずれの時点でも）いずれかの被験化学物質投与群での MUT RET と MUT 
RBC の両頻度が、歴史的陰性対照データの分布の上限を超えている。 

陽性結果から、Pig-a 試験条件下で、被験化学物質は、被験動物種の赤血球産生細胞において Pig-
a 遺伝子突然変異を誘発することが示される。 

● 許容基準が満たされる場合、被験化学物質は、検討されたすべての実験条件において以下の基準

をすべて満たせば、明らかな陰性とみなされる。 

a) いずれの被験化学物質投与群に関する MUT RET および MUT RBC の頻度とも、同時

陰性対照に比べ統計的に有意な増加を示さない。 

b) 突然変異体頻度に関するいずれの反応も、例えば、適切な傾向検定（限度試験に適用

できない）により評価された場合、用量依存性でない。 

c) いずれの被験化学物質投与群での MUT RET と MUT RBC の頻度とも、歴史的陰性対

照データの分布の上限を超えていない。 

d) 被験化学物質および／またはその代謝物への骨髄曝露が生じた（段落 71 参照）。 

陰性結果から、Pig-a 試験条件下で、被験化学物質は、被験動物種の赤血球産生細胞において Pig-
a 遺伝子突然変異を誘発しないことが示される。 

67. 上記段落 66記載の統計手法に関しては、統計解析実施の単一の正しい方法はないと認識すること

が重要である。実践的な手法は、実行可能なある程度の評価の一例として、一連の特定の統計解析につい

て提案することである。このことが、上記 3 種類の解析（A～C）を示した背景になっている。試験実施

施設および規制審査担当者が、特定の統計解析について適切か否か、また、データ解釈について科学的に

妥当か否か検討する場合、有用と判断しうる情報については、補遺 4 第 1～3 項を参照のこと。いずれの

統計手法を利用しても、試験実施に先立ちその手法を記述することが重要である。 

68. 明らかな陰性結果または明らかな陽性結果について、すべての基準ではないが一部が満たされた

場合、結果が陽性か陰性のいずれか解釈するため専門家の判断を適用する。専門家による判断の適用は、

2013 年にカナダのオタワに参集した OECD 遺伝毒性ワーキンググループ作成による推奨事項と一致して

おり、同グループは「...データは、統計と生物学的妥当性の両方に基づいて解釈すべきである」と言明し

た(53)。 

69. 場合によっては（例えば、適切に保存された追加の細胞が入手可能な場合）、より多くの細胞の

解析（段落 61 参照）が、明らかな陽性でも明らかな陰性でもない所見の解決に有用となりうる。専門家

の判断を適用し追加の細胞を解析しても、陽性か陰性のいずれの反応か解決できない場合、同一または改

変した実験条件（例：異なる系統、ラットではなくマウス、異なる投与経路、異なる変異体発現期間）を

用いた再実験が必要であると考えられる。 
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70. 専門家の判断を適用し、可能性として追加データを解析した後であっても、試験結果を陽性か陰

性のいずれか解釈できない場合が考えられ、そうした場合、Pig-a 試験では不確定とみなされる（補遺 4
第 6 項）。 

71. 骨髄（および／または全身循環）が被験化学物質および／またはその代謝物に曝露されたという

証拠が示された場合のみ、陰性結果は信頼性ありとみなされる（段落 66 基準 D）。毒性物質の場合、総

RBC中の RETの割合（%RET；段落 19参照）の統計学的に有意な変化により、骨髄曝露の直接的な証拠

が示されるが、そうした証拠がない場合、被験化学物質およびその代謝物の血漿中または血中濃度の測定

（例：段落 55 記載の血液試料の使用）が、曝露の立証に有用となりうる。このテーマに関する考察は、

欧州食品安全機関が示している(54)。あるいは、同一投与経路かつ同一動物種（または、正当化される場

合には異なる動物種）を用いた別の試験において得られたADME（吸収、分布、代謝、排泄）データを用

いることで、骨髄曝露を立証できる。概して、こうした試験から算出された血漿中濃度は、この目的に使

用できる。場合によっては、モデリングソフトウェアプログラムが、血中濃度および組織中濃度に関する

情報の橋渡しに役立ち、また、ある経路から別の経路、またはある動物種から別の動物種への外挿の助け

となりうる(55)。最後に、証拠の重み付け方式を用いて、被験化学物質への全身曝露および／または骨髄

曝露を立証でき、例えば、着色した被験物質では、対応する尿色が被験物質への全身曝露の指標になると

考えられる。 

72. 明らかな陽性または明らかな陰性の反応について、さらに検証する必要はない（段落 66 参照）。 

試験報告書 

73. 医薬品の安全性に関する非臨床試験の実施の基準（GLP）との一致の観点から、試験報告書には

以下の情報を含めること。 

試験実施施設の習熟度の証拠 

被験化学物質： 

● 入手可能な場合、供給元、ロット番号、使用期限／再検査日 

● 物理的性質および純度 

● 本試験に関連する物理化学的特性 

● 既知であれば、被験化学物質の安定性 

● 単一成分物質の場合：必要に応じ、また実質的に実行可能な場合、IUPAC名またはCAS名、CAS
番号、SMILES記法または InChIコード、構造式、不純物の化学的同一性などでの化学物質の識別 

● 多成分物質、組成が未知または変化する物質、複雑な反応生成物または生物材料（UVCB）、お

よび混合物の場合：可能な限りの化学的同一性の特性評価（上記参照）、成分の定量的な発生状

況および関連する物理化学的特性 

被験化学物質の調製： 

● 溶剤／溶媒選択の根拠 

● 既知の場合、溶剤／溶媒中での被験物質の溶解性および安定性 

● 適切な場合、飼料、飲水、または吸入を介した投与に伴う調合に関する調製内容 

● 実施した場合、調合物解析による判定結果（例：安定性、均一性、名目濃度） 

被験動物： 
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● 動物種および系統、ならびに選択の根拠 

● 動物数、週齢、性別 

● ケージの種類、飼育条件、飼料、エンリッチメントなど 

● 動物の個体識別に用いた方法 

● 投与群形成に用いた手順 

● 試験開始時の個体ごとの体重（各投与群の体重範囲、平均および標準偏差を含む） 

試験条件（詳細な説明の代わりに、確立済み／公表済みの方法の参照でも可）： 

● 実施した場合、用量設定試験のプロトコール 

● 用量段階選択の根拠 

● 被験化学物質調製の詳細 

● 被験化学物質投与の詳細 

● （推奨事項以外の場合）投与経路および投与期間の根拠 

● 用いた場合、投与量解析に関する判定法 

● 食餌および水の組成および品質の詳細 

● %RET、また入手可能な場合、病理組織学的または臨床病理学的解析、ならびに動物の観察結果

および体重の入手頻度など、動物に対する毒性の測定法 

● （実施した場合）生物学的解析／トキシコキネティクス解析の方法 

● 投与前の試料採取（実施した場合）など、末梢血試料採取プロトコール、ならびに、回収試料の

採取（実施した場合）など、投与期間内（実施した場合）および投与期間後の試料採取の詳細お

よび根拠 

● 用いた場合、採血および保管に用いた方法 

● Pig-a 試験の一部である場合、安楽殺処分に用いた方法 

● 陰性結果が得られた場合、被験化学物質が骨髄に到達したこと、あるいは全身循環に入ったこと

の検証方法 

● 細胞の免疫磁気分離に用いた方法 

● 抗体および免疫磁気分離試薬の供給元およびロットなど、変異細胞の定量に用いた材料 

● 突然変異体頻度の算出に用いた方法；変異情報が得られる RET 数および RBC 数の使用根拠（段

落 60） 

● 解析対象にした場合、陽性対照に用いた方法 

● Pig-a 試験の許容基準 

結果： 

● 実施した場合、用量設定試験のデータ 

● 個別の動物の体重観察結果および毒性徴候など、試験期間前および試験期間全体の動物の状態 

● 混餌曝露または飲水曝露では、飼料／飲水中の被験化学物質濃度および個別の動物の摂取量から

算出した用量（mg/kg 体重/日） 

● 試験終了時において、入手可能な場合、個別の動物の体重、臓器重量、臨床病理学的検査結果、

および病理組織学的検査結果  
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● ゲーティング戦略、MUT RET および MUT RBC スコアリング領域の構築方法（例：変異体模倣試

料の使用など）、ならびに変異赤血球（または変異体模倣試料）と野生型赤血球との間で達成さ

れる蛍光分解能を示したフローサイトメーター由来のグラフ出力に関する記述など、器具の較正

方法 

● 評価した細胞数および細胞相当物数、観察した変異細胞数（MUT RET および MUT RBC）、変異

細胞の頻度（100 万個当たりの数として報告）、および%RET など、収集された場合、動物ごと

の投与前データ。さらに、提案された投与群ごとに群の平均値を報告し、群内のばらつきの尺度

（標準偏差または標準誤差）を報告する 

● 投与前データを用いて主試験から動物を除外した場合、その根拠を示すこと 

● 主試験から、評価した細胞数、観察した変異細胞数（MUT RET および MUT RBC）、変異細胞の

頻度（100 万個当たりの数として報告）、および%RET など、各試料採取時および解析時点での

陰性（溶剤／溶媒）同時対照動物ごとおよび投与動物ごとのデータ。また、群の平均値および群

内のばらつきの尺度を、各試料採取時および解析時点で報告する。さらに、要求に応じ、各試料

解析から得られたフローサイトメトリーによるグラフ出力結果を入手可能にする 

● 評価した細胞数、観察した変異細胞数（MUT RET および MUT RBC）、変異細胞の頻度（100 万

個当たりの数として報告）、および%RET など、存在する場合、各解析時点での同時陽性対照デ

ータ。また、群の平均値および群内のばらつきの尺度を、各解析時点で報告する。比較のため、

試験実施施設の歴史的対照データまたは文献値を含める 

● げっ歯類の血液試料数が明記された歴史的陰性対照データ、データ解釈およびその使用の正当性

の補完を目的に採用された、下限値および／または上限値生成に用いた算出法の種類など、分布

に関する統計的記述（補遺 4 第 4.2 項参照）、ならびに、対象期間および本対象期間中に Pig-a 試

験が管理下にあることの証拠 

● 被験化学物質が MUT RET、MUT RBC、および%RET の頻度に及ぼす影響を評価するため実施し

た統計解析結果 

● 陰性結果について、骨髄曝露が生じたことを裏付けるデータ（段落 71 参照） 

● 陽性または陰性を満たす反応を裏付ける基準 

結果の考察 

● Pig-a 試験の結果を評価する際、科学的判断をいかに用いたかの説明。 

結論 
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補遺 1―定義および略語 

3R：代替法の活用（Replacement）、使用数の減少（Reduction）、および動物の苦痛の軽減

（Refinement）。3R の原則は、より人道的な動物研究実施の枠組みを示す 

ADME：吸収（Absorption）、分布（Distribution）、代謝（Metabolism）、および排泄（Excretion） 

クローン増殖：ある集団において細胞の子孫が過剰に発現すること。通常、集団内の他の細胞に比べ、当

該細胞およびその子孫の増殖が加速することに起因する 

信頼区間（CI）：一定の信頼度で母集団値を含んでいる可能性が高い値の範囲 

管理限界：統計における管理図に描かれる水平方向のライン。このラインは研究者により定義され、使用

事例に左右される値である。品質管理の分野では、通常この値は試料の平均±3 標準偏差であるが、それ

以外に、標準偏差に対するいくつかの倍数（例：2 倍または 1.96 倍）が有用である場合がある 

赤血球（Erythrocyte）：年齢とは無関係の赤血球。本文書の目的上、この用語は RBCと交換可能である 

赤血球変異原：赤血球細胞の DNA 配列を変化させることができる化学物質 

フローサイトメトリー：フローサイトメーターを用いた、細胞集団の特性の判定法 

GPI：グリコシルホスファチジルイノシトール。約 150 種類の独自のタンパク質を、哺乳類の細胞膜内腔

面に結合させる細胞膜アンカーの一種で、Pig-a は、GPI アンカー形成に必要な遺伝子の 1 つである 

ジャックポット変異：生殖細胞の変異、または可能性がより高い骨髄赤血球前駆細胞の変異のことであり、

突然変異体頻度が異常に高く歴史的陰性対照の分布の範囲外となる 

変異体模倣試料：真の Pig-a 変異赤血球と同一の蛍光特性を示す方法により処理された赤血球。この赤血

球は、溶媒／溶剤対照動物由来の余分な血液を処理し、蛍光抗体標識プロトコール記載の蛍光GPIアンカ

ー型抗体を除去することによりしばしば調製される。変異体模倣試料は、器具の設定およびソフトウェア

／データ解析パラメータの指針とするのに有用である 

MUT RBC：変異赤血球。本文書の目的上、この用語は、Pig-a 変異表現型（すなわち、GPI アンカーの消

失）を示す、年齢とは無関係の循環赤血球を表す 

MUT RET：変異網状赤血球。本文書の目的上、この用語は、Pig-a 変異表現型（すなわち、GPI アンカー

の消失）を示す、残存 RNA および／または CD71 表面マーカーの存在により特定される、循環赤血球の

最も未熟な画分を表す 

陰性対照：ほとんどの場合、Pig-a 試験では、物質関連の顕著な作用の特定に用いられる動物の溶剤また

は溶媒投与群。例えば、陰性対照データベースの確立など、場合によっては、投与前データが溶剤または

溶媒投与動物のデータの代替となりうる 

中立的な表現型：In vivo において有利にも不利にも高度に選択されない変異細胞を表すために用いられる

用語で、例えば、優性の野生型細胞集団由来の細胞と同じ速度で増殖する細胞が挙げられる 

Pig-a 遺伝子：ホスファチジルイノシトールグリカンクラス A 遺伝子 

予測区間：既に認められた結果を踏まえ、将来の観察結果に一定の確率でなると考えられる区間の推定値  
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前駆型変異原：変異の誘導に、通常は酵素的代謝による構造変化を要する化学物質 

分位数：確率分布または頻度分布を同等の順序付けられたサブグループにした区分のことで、例えば、四

分位数やパーセンタイルが挙げられる 

RBC：赤血球。本文書の目的上、年齢とは無関係に、すべての循環赤血球を含む 

RET：網状赤血球（状況によっては多染性赤血球と呼ばれる）。骨髄赤芽球から発生する未熟赤血球で、

その残存 RNA および／または CD71 表面マーカーの存在により識別される 

残差分布：残差は、予測された反応から観測された反応を差し引いて得られる実験誤差の推定値である。

予測された反応は、実験データからモデルの未知パラメータすべてを推定後、この選択モデルから算出さ

れる。残差分布の検討は、モデルの仮定および適切性に関する情報を提供することから重要である 

許容区間：試料採取された母集団の特定の割合が、ある程度の信頼水準でおさまる統計的区間 

UVBC：組成が未知または変化する物質、生物材料または複雑な反応生成物 

分散の均一性：分散の均一性は、独立したサンプルの t 検定および ANOVA（分散分析）など、ほとんど

のパラメトリック検定の仮定に当たり、すべての比較群が同じ分散を有することを主張する。独立したサ

ンプルの t 検定および ANOVA では、それぞれ t 統計量および F 統計量を用いるが、群の大きさが等しい

限り、これらの統計は仮定の違反に対し概して頑健である。 
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補遺 2―小核試験およびコメット試験と Pig-a
試験の併用 

1. 小核試験およびコメットアッセイと 28 日間投与プロトコールを採用した Pig-a 試験の併用 

小核試験およびコメット試験は、短期投与プロトコール（例：2～3 日間の連続曝露）の数時間から数日

後に実施されることが多い。一方、in vivo 小核試験に関する TG 474 (56)および in vivo アルカリコメット

試験に関する TG 489 (45)では、これらの遺伝毒性試験をより長期の反復投与プロトコールに統合するこ

とも記述している。したがって、これら 2 つの遺伝毒性試験は、推奨される 28 日間反復投与プロトコー

ルを用いる Pig-a 試験と併用できる。 

In vivo 小核試験など血液ベースのアッセイ法での採血は、Pig-a 試験の反復投与処理スケジュールの初期

（例：Day 4）に実施できる。さらに、血液ベースの小核試験および複数の組織上でのコメットアッセイ

は、28 日間投与プロトコール終了後、多くの場合 Day 29 に実施でき、コメットアッセイ実施の場合、組

織収集前の Day 29 に投与を追加できる。 

2. 小核試験およびコメットアッセイと短期投与プロトコールを採用した Pig-a 試験の併用 

Pig-a 試験と小核試験およびコメットアッセイの併用は技術的に可能であるが、これらの試験に単一の短

期投与プロトコールを用いる場合、2 つの重要な考慮事項に対処すること。第 1 に、急性投与スケジュー

ルを用いて Pig-a データを生成する場合、そうした試験では、概して動物が 28 日間の反復投与プロトコ

ールの場合より高い 1 日用量で試験を受けるが、被験化学物質の総用量は下回るため、Pig-a エンドポイ

ント測定の科学的正当性を伴うべきである。こうした投与での Pig-a 突然変異体頻度は、より長期の投与

スケジュールでの生成頻度より通常低くなる。第 2 に、Pig-a 試験では変異体発現に長期間―通常、最低

2～4 週間―を要し(3)、短期投与でのコメット試験または小核試験よりはるかに長期となる。 

小核試験およびコメットアッセイと、短期投与を採用した Pig-a 試験との併用について、可能な 3 つのデ

ザインを以下に示す。 

1. 単一系統の動物と単一の短期投与（例：2～3 日間連続投与）を用いる。このプロトコールを

用いる場合、Pig-a 試験と小核試験および／またはコメット試験を併用することで、コメット

試験および小核試験は、動物を安楽死させずに達成可能な血液ベースの解析に限定される。

そのため、血液ベースの小核試験およびコメット試験を短期投与後に実施し、Pig-a 変異体発

現のための追加期間中（例：合計 28 日間）動物は飼育される。血液解析に限定することはコ

メット試験では問題で、血液中の DNA 損傷検出の正確度低下が示されている(20)。したがっ

て、このプロトコールを用いる場合、Pig-a 試験と血液ベースの短期小核試験との併用の方が、

短期コメット試験との併用よりもはるかに容易である。 

2. Pig-a 変異体発現期間の最後の数日間に、2 回目の短期投与を組み入れる。この場合、コメッ

ト試験および小核試験ならびに Pig-a 試験は、この 2 回目の短期曝露後に実施できる。このプ

ロトコールに従い、Pig-a 試験では、1 回目の投与により誘発された変異を主に測定し、小核

試験およびコメット試験では、2 回目の投与により誘発された遺伝毒性を測定することが考え
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られる。必要であれば、1 回目の短期投与後に血液ベースの小核試験も実施できることに留意

されたい。 

3. 3R にそれほどふさわしくない代替法には、コメット試験および／または小核試験実施を目的

とした単一の短期投与が挙げられ、TG474 および TG489 記載のとおり、実施後間もなく半数

の動物を安楽死させる。Pig-a試験実施のため、残りの動物は、段落 44記載のとおり、後の採

血時（例：Day 15 および Day 30）まで飼育する。これにより、Pig-a 変異表現型の発現に十

分な期間を有する動物の入手が確保される。 
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補遺 3―Pig-a試験で用いられる習得法に向けた

動物に優しい訓練演習 

Pig-a 試験で用いられる動物の処置、採血、血液処理、およびフローサイトメトリー解析法習得に向けた

3R にふさわしい戦略が、(38)に記述されている。本戦略では、単一のげっ歯類 1 匹が強力な既知変異原

性化学物質（例：表 1 に示した 1 物質）に曝露される。高頻度の MUT RET および MUT RBC が末梢血循

環中に出現可能となる十分な表現型発現期間の経過後、曝露したげっ歯類からの採血と共に、性別および

年齢をマッチさせた無処置動物または溶媒／溶剤対照動物からの採血を行える。変異原曝露動物由来の

様々な量の血液（すなわち、添加試料）を含む、一連の 2 つの血液試料混合物を調製する。変異原を投与

されたげっ歯類および陰性対照げっ歯類について、MUT RET および MUT RBC の頻度を測定後、陰性対

照血液に添加された変異原を投与したげっ歯類の血液の割合に基づき、添加試料について予測される（中

間）頻度を算出できる。複数回別々の場合に再構築実験を実施し、添加試料ごとに複数回反復実験を行う

ことにより、職員は試験の重要な要素について訓練でき、変異細胞頻度の実測値と予測値との優れた一致

を立証することにより、職員の習熟度を確立できる。添加実験が無事完了することは、段落 21 記載の試

験実施施設の習熟度調査について、有用で 3R にふさわしい道筋となる。 
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補遺 4―統計解析およびデータ解釈 

1. Pig-a 試験データの評価に関する推奨事項 

統計解析実施の単一の正しい方法はなく、統計専門家により、好まれる方法論は異なる場合がある。実践

的な手法は、実行可能なある程度の評価の一例として、一連の特定の統計解析について提案することであ

る。このことが背景となり、本試験ガイドライン段落 66 記載の 3 種類の解析が提示された。これは規定

された方法ではなく、また、一連のデータすべてに適してはいないと言えることを明確にしておく。特に、

提案された方法が適切でないとみなされる場合、代替法の使用は許容可能であると考えられる。そうした

場合、研究者は、試験開始前にその方法（すなわち、書面による試験計画書またはバリデーション計画書）

を明記し、また、健全な統計学的論拠を用いてその方法を正当化する準備を行う。 

以下記載の統計手法は、すべて考慮すべきであるという重要な基本原則があることに留意されたい。具体

的には、これらおよびそれ以外の統計検定では、実験デザインは、無作為抽出法または少なくともブロッ

ク法に基づくと仮定する。無作為化および／またはブロック化は、実験結果に微妙な影響を及ぼす場合も

あれば、それほど微妙でない影響を及ぼす場合もありうる要因の影響を軽減するのに役立つ重要な方法で

あるが、検討対象の主要な要因ではない。実例では、溶媒対照動物由来の血液試料または他の一部組織を、

試験実施施設の技師 1 名が完全に処理および解析する一方、高用量投与群に関しては別の技師 1 名がその

ステップすべてを担当する場合が挙げられる。このことは、無作為化かブロック化のいずれかを通じ対処

すべき実験デザインの非対称性を示している。 

2. 対比較 

一連の統計検定は、同時溶媒／溶剤（陰性）対照群における MUT RET／RBC および RET の頻度と、被

験化学物質投与群で測定されたその頻度との対比較である。適切な多重比較検定による分散分析

（ANOVA）を用いるパラメトリック解析が通常用いられるが、他の方法も等しく許容可能である。一般

に、これらの種類のパラメトリック検定は、分散の正規性および均一性に関する仮定が妥当な場合にのみ

実施する。正規性および／または不等分散が特定された場合、その要件を満たすために、対数（log10）ま

たは順位変換など適切なデータ変換をしばしば使用できる。突然変異体頻度の値が 0（ゼロ）の動物がい

る場合、0 以外にしないとこのままでは妥当な操作にならないため、対数変換前にすべての動物の変異細

胞頻度に 0.1 などの小さな定数オフセット値を加えるべきであることに留意されたい。この変換により等

分散性が得られない場合、重み付き（分散補正）ANOVA および／または t 検定を適用でき、あるいは、

ノンパラメトリック法の適合性を検討できる。最後に、試験に雌雄両性別を用いる場合、投与と性別の両

方を考慮する要因計画法が通常有益である。これについては、以下でさらに詳述する。 

2.1 要因計画 

より単純な要因計画の 1 つである本計画は、性別および被験化学物質の用量段階を主効果とする二元配置

分散分析に相当する。データは、JMP、SPSS、SAS、STATA、Genstat、ならびに R および RStudio な

ど、多くの標準的な統計ソフトウェアパッケージを用いて解析できる。 

解析では、データセットのばらつきを、性別間のばらつき、用量段階間のばらつき、および、性別と用量

段階との間の交互作用関連のばらつきに分割する。基本的な方法の全詳細は、多くの標準的な統計学のテ

キストや、統計パッケージと共に提供されている「ヘルプ」機能で入手可能である。  



 
 OECD/OCDE 470 

 

© OECD, (2022) 

解析は、ANOVA 表の性別と用量の交互作用項を最初に調査することにより進める。（一般線形モデルの

使用などモデリング法を採用する統計専門家は、これと異なるがこれに匹敵する方法で解析に取り組める

が、必ずしも従来の ANOVA 表を得るとは限らないことに留意されたい。）有意な交互作用項がない場合、

性別全体または用量段階全体を組み合わせた値から、ANOVA のプールされた群内のばらつき項に基づき、

レベル間での妥当な統計検定結果が得られる。 

用量段階間のばらつきの推定値について、溶媒／溶剤同時対照および被験化学物質の用量段階全体での反

応に関する、線形および二次曲線の差の検定を示す対比結果に分割することで、この解析は継続する。性

別×用量段階の有意な交互作用がある場合、この項を線形×性別および二次曲線×性別の交互作用対比結果

にも分割できる。これらの項は、用量段階の反応が雌雄両性で平行であるか否か、あるいは、雌雄両性間

で反応に差があるか否かの検定結果を提供する。 

プールされた群内のばらつきの推定値を用いて、平均値間の差の対比較検定を行える。これらの比較は、

陰性（溶剤／溶媒）同時対照のレベルと比較する場合など、雌雄両性の平均値間、および様々な用量段階

の平均値間で行うことが考えられる。有意な交互作用がある場合、雌雄一方の性での様々な用量段階の平

均値間、あるいは、同一用量段階での雌雄両性の平均値間における比較が可能である。 

3. 傾向検定 

本試験ガイドライン記載の 2 種類目の解析は、用量反応関係を特定する傾向検定である。傾向検定を実施

する場合、MUT RET および MUT RBC データが同時陰性対照群および各実験用量群から入手可能である

こと。本解析は、限度試験（すなわち、段落 51 記載の単一の被験化学物質の用量段階に関する試験）に

は通常適用できないことに留意されたい。これらの解析を採用する場合、一部の種類の傾向検定結果を解

釈する際に注意が必要である。例えば、単純な線形傾向検定では、用量反応が非単調である場合、傾向を

検出できないことがある。こうした場合、Bretz and Hothorn (57)により提唱された Downturn Protection
（曲線担保）検定など、非単調性を検出できる傾向検定が有用であると考えられる。用量反応を示すグラ

フは、適切な傾向検定の種類、および／または変換の必要性の有無を判定する際に役立ちうる。 

4. 歴史的陰性対照データの分布 

歴史的陰性対照データの分布は、変異表現型について評価すべき最小細胞数の判定、および、アッセイの

許容性の評価に重要である。3 番目に重要な機能は、いずれかの被験化学物質曝露処置群について、MUT 
RET および／または MUT RBCの頻度の平均値が、歴史的陰性対照データの分布の上限値を超えるか否か

判定することである。その重要性を考慮し、歴史的陰性対照データセットの構築に関するガイダンスを以

下に示す。 

4.1 歴史的陰性対照データセットの構築 

習熟度調査の過程で、各試験実施施設は、MUT RET および MUT RBC の頻度について、歴史的陰性対照

での範囲および分布を確立する。陰性対照データは 2 つの供給源から入手できる。第 1 に、陰性対照デー

タは、被験化学物質投与動物と共に陰性対照として試験された動物（本 TG では、同時陰性対照と呼ぶ）

から入手できる。これらの動物には、通常、溶剤／溶媒のみ投与されることになる。第 2 に、投与前 Pig-
a 試験を実施している試験実施施設では、陰性対照データは、投与前の未投与無処置動物から入手できる

（投与前対照データと呼ぶ）。  
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歴史的陰性対照の MUT RET および MUT RBC の頻度分布データを初めて取得する際、陰性対照が存在す

る場合には公表済みデータと一致していること(1)。後の試験の妥当性評価を容易にする統計学的に頑健

なデータベース、ならびに、歴史的陰性対照の分布に対する被験化学物質曝露動物の MUT RET および

MUT RBC の頻度の比較を達成するため、実験データを引き続き追加する。 

こうした目的のため、試験実施施設では、理想的には試験に用いる各げっ歯類系統から、30 匹以上の陰

性対照動物由来の MUT RET および MUT RBC の頻度測定値を取得するよう努力する。これらの陰性対照

データは溶剤／溶媒同時対照動物由来とし、また、データが入手可能である場合、無処置（投与前）動物

由来とする。各 MUT RET および MUT RBC の頻度の値は、個別の動物から取得すべきであるため、その

目的では、同一動物由来の連続的な血液試料は許容できない。さらに、様々な繁殖周期から得られた動物

をそれぞれ用いる、3 回以上の独立した実験からデータを取得する。可能な限り、規制上の試験と同程度

の条件下で実験を実施する。 

生後数ヵ月齢までの年齢の異なる動物間では、陰性対照の突然変異体頻度に有意差は検出されていないが

(3)、若齢成熟動物の突然変異体頻度（例：2～5 ヵ月齢）に基づく歴史的データの範囲を用いて、より高

齢の動物（例：8ヵ月齢または12ヵ月齢）から採取した試料由来の生成データについて評価することは、

さらなる証拠がなく、適切であるとは言えない。 

文献に基づくと、性別が健康な若齢げっ歯類の MUT RET および MUT RBC の頻度に影響を及ぼさないと

最初にみなすことは許容可能であり(58) (43) (7)、歴史的陰性対照の頻度は雌雄いずれかの動物を用いて

構築できる。しかし、試験実施施設では、試験に用いる各げっ歯類系統の雌雄両性に関する陰性対照デー

タ収集が奨励されており、この様式で、雌雄両性とげっ歯類系統との間の MUT RET および MUT RBC の

頻度分布の同等性または非同等性を確立している。性別が重要な要因と認められない限りは、雌雄一方の

MUT RET および雌雄一方（単独）の MUT RBC の分布を構築できる。重要な性差が認められた場合、こ

のことから、性特異的な陰性対照の分布を構築すべきであると示すことが考えられる。 

試験実施施設は管理図などの品質管理法［例：I-bar および X-bar 管理図(59)］を用いることで、そのデー

タにいかにばらつきがあるか特定し、試験実施施設の方法が「管理下」にあることを示す。歴史的データ

の構築方法および使用方法（すなわち、歴史的データベースにおけるデータの選択基準および除外基準）、

ならびに、所定の実験の許容基準確立に関するさらなる推奨事項については、文献［例：(60)］に見出す

ことができ、以下考察する。 

実験プロトコールに変更があれば、得られたデータが、試験実施施設の既存の歴史的陰性対照データベー

スとなお一致しているか否かについて、その影響の観点から検討する。大きな不一致があった場合のみ、

新たな歴史的陰性対照データベースを確立する。再確立の間、その同時陰性対照の値が、過去のデータベ

ースか対応する公表データのいずれかと一致していることを当該試験実施施設が立証できる場合には、実

際の試験実施を可能にするための完全な陰性対照データベースは不要であると考えられる。 

Pig-a 試験の陰性対照データは、各動物における MUT RET および MUT RBC の頻度からなる。個別の陰

性対照動物由来データが歴史的陰性対照の分布から外れている場合、（i）これらのデータが極端でない

こと（例：異常に高い突然変異体頻度を持つ、時に認められる「ジャックポット」変異が予測され、除外

できること）、（ii）試験系が「管理下」にあるという証拠があること、および（iii）技術的にも人的に

も誤りを示す証拠がないことを条件に、データベースへの組み入れは許容可能であると考えられる。 
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4.2 歴史的陰性対照の分布の特徴付け 

歴史的陰性対照データの分布の特徴付けには複数の妥当な方法があり、各試験実施施設はそのデータを記

述する適切な方法を用いるべきである。その特徴付けは、陰性対照動物の値の大多数が範囲内におさまる

と予測される境界を記す、上限値および／または下限値を算出する形式を一般にとることになる。考慮す

べき要因には、サンプルサイズおよびデータが正規分布か否かなどがある。上限値および／または下限値

の算出方法について、概要を以下に示す。さらなる情報については、(61) (62)および(63)に見出せる。 

不適切な方法 

範囲：範囲とは、実測値の最小値と最大値の差である。有用な上限値および／または下限値の確立を目的

とした場合、範囲は、歴史的陰性対照の分布の十分な説明にならない。その理由は、サンプル数の増加に

つれ範囲は拡大し、2 つの極値（異常値／外れ値）に左右されうるからである。範囲の拡大により、試験

実施施設の実行不良という「報い」を受けるおそれがある。 

信頼区間：信頼区間とは、定義された（例：95%）信頼度での平均値など、母集団の値（パラメータ）を

含んでいる可能性が高い推定値の範囲のことである。母集団の平均値に関する信頼区間は、有用な上限値

および／または下限値の確立との関連では、歴史的陰性対照の分布の十分な説明に有用ではない。信頼区

間に関する主要な課題は、サンプルサイズの増加につれ信頼区間が狭まり、母集団の値（パラメータ）に

ついて高い推定精度が反映されることである。 

適切な方法 

管理限界：品質管理の分野では、標準偏差の倍数、通常は平均±3 標準偏差を管理限界として用いる。こ

れらの値は管理図上にプロットされた線であり、警戒限界と呼ばれる別の標準偏差の倍数（例：2x）を伴

う場合がある。管理図と併せて、管理限界および警戒限界は、反復処理または反復試験が「管理下」に置

かれている程度の評価に有用なツールである。正規分布および「管理下」にある処理と仮定した場合、デ

ータの 99.73%が 3 標準偏差内にあり、データの約 95%が 2 標準偏差内にあること。したがって、対照お

よび／または警戒限界は、歴史的陰性対照データの評価に有用な資源であり、試験データの解釈に役立つ

有用な上限値および／または下限値を提供できる。とはいえ、正規分布データの約 95%がおさまること

（±2標準偏差）を表す限界の方が、通常、3標準偏差に基づく限界よりも適切である。前者は他のOECD
試験ガイドライン（例：OECD TG474）と一致しており、後者は非常にまれな／異常なデータポイント

を特徴付けているため、意図する目的には広すぎる間隔を生じる。経験則では、当該処理が「管理下」に

ある場合、有用な管理限界および警戒限界を得るには、個別のデータポイントが 25 個以上で十分となる。 

予測区間：予測区間は、既存のデータに基づいて、1 つまたは複数の将来の観察結果を予測するよう意図

されている。例えば、95%予測区間であれば、新たな結果は 95%の確率の範囲内に入ることが予測され

ると考えられる。（信頼区間の場合と同じく、これは単純化された定義であり、正確な定義はより複雑で

あることに留意されたい。） 非正規データを必要に応じて変換し、報告および使用のために元の単位に

逆変換する。あるいは、一部のコンピュータソフトウェアプログラムでは、正規分布を仮定しないノンパ

ラメトリックな算出が可能である。経験則では、個別のデータポイントが 30 個以上でより優れた機能を

果たすため、予測区間の算出には、より小さなサンプルサイズを用いるべきではない。 
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許容区間：許容区間は、ユーザーが定義した「適用範囲」内で、多くの将来的な観察結果を予測するよう

意図されている。例えば、将来の観察結果の 95%は、95%許容区間内におさまることになる。（本用語

についても、これは単純化された定義であり、正確な定義はより複雑である。） 非正規データを必要に

応じて変換し、報告および使用のために元の単位に逆変換する。あるいは、一部のコンピュータソフトウ

ェアプログラムでは、正規分布を仮定しないノンパラメトリックな算出が可能である。許容区間は、類似

用語である予測区間に比べ、範囲がより広くなる傾向がある（前者は、高い割合での将来の値を予測する

よう意図されているが、後者は、1 つまたは少数の新たな観察結果を予測するために通常用いられるた

め）。許容区間は、予測区間に比べ、はるかに大きなサンプルサイズを通常要すると認識することも重要

である。経験則では、データポイントが 100 個以上でより優れた機能を果たすため、許容区間の算出に

は、より小さなサンプルサイズを用いるべきではない。 

分位数：分位数は、何らかの特定の確率分布を仮定せずに、その大きさに従って、データポイントの順位

を要約するのに用いられる。分位数は、外れ値および／または歪度のため非正規性がよくみられる、多く

の生物医学的用途に広く用いられている。試験結果の解釈に役立つよう、分位数は、例えば、パーセンタ

イルに基づいて区間が定められる。分位数測定結果に関する不確実性の推定値を示すため、分位数の信頼

区間を算出できる。信頼区間は、根底にあるデータセットの質の評価に役立つと考えられる。サンプルサ

イズが大きい場合を除き、分位数の信頼区間は、特に分布のテール部分では広くなると考えられる。経験

則では、個別のデータポイントが 100個以上でより優れた機能を果たすため、分位数の算出には、より小

さなサンプルサイズを用いるべきではない。 

上記区間は、個別の動物の変異細胞頻度を用いて通常算出されることになるが、基準 C（段落 66）記載

の一次比較は、投与群の平均値が上限値に比べ低くなる場合を考慮していることに留意されたい。これは

実践的な推奨事項であり、個別の動物データに基づいた場合、in vivo 試験系として、サンプルサイズがよ

り大きく、歴史的対照の分布がより頑健と考えられる前提を認めている。それでも、これが比較を行える

唯一の手段ではない。例えば、個別の動物の変異細胞頻度と歴史的陰性対照の上限値との関係を検討する

ことが、有用と考えられる場合はありうる。 

5. 縦断的データ 

複数回の試料採取時点を含む実験デザインは、縦断的解析の実施に使用できる(64)。こうした実験デザイ

ンには、様々な時点で検討される動物のサブグループからなる用量群を含んでいる場合や、あるいは、こ

の用量群に血液試料を複数日にわたり提供する動物を含んでいる場合が考えられる。用量と期間の両方を

要因とするデザインでは、血液試料が別々の動物由来であるか、様々な日における同一動物由来の測定値

（すなわち、反復測定デザイン）であるか、考慮の上解析する。一般に、ごく数ヵ月間のみ年齢が異なる

成熟動物の歴史的対照データを作成する必要はない（補遺 4 第 4.1 項参照）。 

MUT RET および MUT RBC の発現頻度が経時的であることに関しては、複数の予測が挙げられ、例えば、

MUT RET の頻度増加は MUT RBC の頻度増加に通常先行し、その後 MUT RET と MUT RBC の両方の増

加が通常認められる(2) (3)。こうした予測は、生物学的妥当性を確立する際の科学的判断／証拠の重み付

けの解析、および、反応に関する統計学的結果の解釈に寄与しうる。28 日間試験での投与中止直後に測

定した場合の予測では、陽性反応により、MUT RET と MUT RBC の両方の高頻度が示されることになり、

投与期間中に試料採取を実施した場合、MUT RET のみ高頻度になりうる(1) (3)。 

6. 試験結果の解釈 

Pig-a 試験の結果を評価する場合、歴史的陰性対照データベースの分布の境界を上回る反応について、本

データベースが合理的な評価を行うのに十分な品質を有することは、ある程度保証されるべきである。下
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限値および／または上限値算出の基本となる歴史的対照データベースの品質評価に提唱される方法の 1 つ

は、管理図とネルソンルール(65)の併用である。それでも、歴史的対照データの品質は、公表値との一貫

性および複数の試験にわたる一貫性の観点から、最終的に評価する。適切な歴史的陰性対照データベース

の根拠を示すこと以外は、現行の Pig-a 試験は妥当とみなす。その根拠の一部には、歴史的陰性対照の分

布と一致する、同時溶媒／溶剤対照処置群の MUT RET/RBC 頻度の平均値が挙げられる。1 群当たりの評

価動物数およびデータセット内でのゼロの事例など、それ以外の要因は、本試験ガイドラインに示された

ガイダンスに一致する。 

上記解析法は、被験物質が MUT RET/RBC 頻度の増加を誘発するか否かを評価する重要なツールとみな

される。明らかな陽性（変異原性）の試験結果は、前述の 3 つの基準（有意な対比較、有意な傾向の増加、

歴史的陰性対照の分布を上回る被験化学物質の反応；段落 66 参照）がすべて満たされる場合に示される。

これらの基準のいずれも満たさない場合、明らかな陰性の試験結果が示される。3 つの基準の一部のみ満

たす場合、科学的判断が不可欠であると考えられる。この理論的枠組みは、専門家による OECD 遺伝毒

性ワーキンググループにより強化されており、同グループは「...データは、統計と生物学的妥当性の両方

に基づいて解釈すべきである」と結論付けた(53)。 

場合によっては、科学的判断を適用し可能性として追加データを評価した後でも、反応が陽性にも陰性に

も分類できないことがある。こうした場合、この反応は不確定であり、被験物質の変異原性について解決

するには、さらなる試験が必要と考えられる。さらなる試験は、最終的な判断のため、統計検定を実施し、

厳格な指示を参照する程度の容易さではないが、前述の専門家ワーキンググループによれば、最善の科学

的方法であるとみなされる(53)。 
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補遺 5―Pig-a試験実施のためフローサイトメー

ターの設定確立に用いられる変異体模倣試料の

代替物 

変異体模倣試料の代替物には、（用いる場合、陽性対照由来など）Pig-a 突然変異体頻度が高い動物から

過去に採取した血液試料を用いることになる。この試料は、変異型対野生型での RET および RBC につい

て、光散乱および蛍光特性を特定するため、フローサイトメトリーの標準試料として保存および使用でき

る。その場合、これらの血液試料を試験の各時点で 1～3 個採取すると、通常は十分である。突然変異体

頻度の適切な増加をもたらすことになる被験化学物質の例を、表 1 に示す。実験解析実施時点で高頻度の

MUT RBC および MUT RET の試料が入手可能である限り、被験化学物質と同じ投与経路を用いて物質を

投与する必要はなく、投与および採血のスケジュールに差が生じうることに留意されたい。突然変異体頻

度の高い血液試料が過去に投与されたげっ歯類に由来する場合、血液を適切に保存する（段落 57～58）。

これらの試料を変異体模倣試料の代わりに用いる場合、この血液試料から、変異表現型細胞の蛍光特性確

立に足る十分に上昇した MUT RET および MUT RBC のレベルであることを立証する。この目的のため、

これら 2つの細胞集団における突然変異体頻度は、赤血球 100万個当たり変異細胞 100個以上であること

が理想的である。 
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	8. 段落7および補遺2に概説されている条件下では、Pig-aおよび赤血球小核試験は、エンドポイントごとに少量の末梢血のみ必要であるため、単一の実験に統合できる。したがって、染色体異常誘発性／染色体異数性誘発性（小核試験）および遺伝子変異（Pig-a試験）の両方を、同一の試験で評価できる(19)。Pig-a試験に比べin vivoコメット試験は異なる種類のエンドポイント（鎖切断形でのDNA損傷）を検出することから、Pig-a試験は、（変異体発現期間を考慮する限り）in vivoコメット試験も補足す...
	9. Pig-a遺伝子は比較的大きい（5つのエクソンを有する1302 bpのタンパク質コード配列）。Pig-a変異表現型を生じる変異（段落15参照）は、コード領域および隣接するスプライス部位配列全体にわたり、変異の主要なホットスポットなしに検出されてきた(21) (22) (23) (24)。Pig-a試験により検出された変異のほとんどは、エクソン欠失となる変異を含む塩基対置換およびフレームシフトであり、検出された変異の性質に関する既知のバイアスはなかった。
	10. 赤血球Pig-a試験は、赤血球前駆細胞において誘発される変異を検出し、変異は成熟げっ歯類の骨髄に主に認められる。骨髄は十分な潅流がみられる組織であるため、他の組織での変異を誘発する多くの物質は骨髄でも変異を誘発する。Pig-a試験は、直接作用型変異原である被験化学物質と、変異の誘導に代謝活性化を要する被験化学物質（すなわち、前駆型変異原）のいずれにも感度が高い。ただし、Pig-a試験は、骨髄に到達しない被験化学物質およびその代謝物の変異原性の評価には適用できない（段落71参照）。一般に、本...
	11. 既知変異原を投与された、げっ歯類骨髄由来のPig-a変異表現型に関する赤血球前駆細胞のDNA配列解析により、Pig-a遺伝子突然変異の範囲について解析が行われている。これらの試験から得られた知見により、Pig-a変異表現型を決定する細胞はPig-a変異を包含するが、Pig-a野生型細胞は包含しないことが指摘される(21) (22) (23) (24)。
	12. 本TGは、げっ歯類血液の赤血球に基づいたPig-a試験にのみ適用できるが、Pig-a変異は、in vitro、培養哺乳類細胞株、およびヒトを含む様々な動物種において検出可能である(3) (25) (26)。他の哺乳類種の末梢血を用いた類似の測定は、変異原性物質および非変異原性物質の検出に十分な感度および特異度が立証された場合には、実行可能であり最終的に価値があると考えられる。
	13. ピアレビュー済みのPig-a試験データのほとんどは、ラットから得られている。これまでに収集されたマウスデータ(1) (25)は、マウスもPig-a試験に使用可能であることを示している(3)。ただし、マウスでの試験を計画する場合、マウスはラットに比べ循環血液量が少ないなど、マウスに基づく試験の複数の特徴を考慮に入れる（例：段落56参照）。
	14. 工業生産されたナノ材料を試験する場合、最も適切なin vivo試験法は接触部位での影響を測定可能な試験であると考えられ(27)、この種の物質の試験では、Pig-a試験の妥当性はより低くなりうる。ただし、Pig-a試験は、工業生産されたナノ材料の骨髄または全身アベイラビリティを立証できる場合には（例：静脈内投与後）、工業生産されたナノ材料の変異原性試験に適切であると考えられる(28) (29)。

	試験法の原理
	15. グリコシルホスファチジルイノシトール（GPI）細胞膜アンカーの生合成には、Pig-a遺伝子によりコードされるタンパク質が必要である(30)。GPIアンカーは、約150種類の独自のタンパク質を哺乳類の細胞膜内腔面に結合させる。GPI合成に関与する約30個の遺伝子のうち、Pig-aはX染色体上に位置する唯一の遺伝子である。雄にはX染色体が1個のみ存在し、雌で機能するX染色体は1個であるため、単一変異により、Pig-a遺伝子産物が不活化され、GPIアンカーおよびこれに関連するGPIアンカータンパ...
	16. 末梢血には、マイクロリットル単位の量に数100万個の赤血球（RBC）が含まれ［例：(32)］、その数パーセントは網状赤血球（RET）としても知られる未熟赤血球である。RETは残存RNA量を含有し、赤血球前駆細胞に典型的なCD71などの表面マーカーを発現するが、成熟RBCは残留RNAを含有せずそうした表面マーカーも発現しない。本ガイドラインの目的として、RBCは年齢に関係なくすべての循環赤血球を意味するのに用いられる一方、RETは循環赤血球の最も未熟な画分に適用される。RETと成熟RBCとの...
	17. 末梢血中のRBCおよびRETでは、Pig-a変異表現型（すなわち、GPIアンカーの消失）を、GPIアンカータンパク質に対する蛍光色素結合抗体での標識により、フローサイトメトリーを用いて解析できる(33) (34) (35)。そのため、GPIアンカーエピトープに関しては、Pig-a変異細胞は蛍光を発せず、Pig-a野生型細胞は蛍光を発することになる。このように、数100万個の標識されたRBCおよびRETのPig-a変異表現型について、フローサイトメトリーを用いて試験できる。段落23～25およ...
	18. RET集団と総RBC集団の両方について、変異表現型を評価する。末梢血循環では、高頻度の変異網状赤血球（MUT RET）が変異赤血球（MUT RBC）に比べ早く出現する。それでも、MUT RBCは、変異の遅れに関する重要な確証となる指標に当たることから、MUT RETに加えMUT RBCを計数することは重要である。赤血球の両コホートで変異体発現が立証されると、このことは、被験化学物質が誘発する変異原性活性の最も強力な証拠に当たり（段落66参照）、また、本文書記載の投与／採血スケジュール（段落...
	19. Pig-a変異体誘発に関するデータ収集に加え、赤血球細胞区分に合わせた毒性の尺度として、総RBCに対するRETの割合を使用できる。RETの割合（%RET）に関するデータは、骨髄が生物学的に顕著なレベルの被験化学物質またはその代謝物に曝露されたことを確立するのに有用となりうる（(2) (7)、段落49および55も参照）。投与中止後約3日以内に血液試料を収集した場合、骨髄毒性は、同時溶媒／溶剤対照群の動物の%RETに対する相対的な%RET低下としてしばしば発現する。一方、投与中止後約3日より後...

	試験実施施設の習熟度の検証
	訓練および習熟度の調査
	20. 規制上の安全性評価のため試験実施施設がPig-a試験を実施する前に、職員は採血、血液ラベリング、およびフローサイトメトリーの手順について経験を得ることが重要である。予備訓練実施に必要な動物数を最小化するため、補遺3記載のとおり、スパイク実験としても知られる再構築実験を実施できる(38)。
	21. 試験実施施設の習熟度を確立するには、公表データ(1)から予測される結果を再現する必要がある。それには、（低用量の変異原により誘発される弱反応を含む）最低2つの変異原（表1参照）、および適合する溶媒／溶剤対照（段落31参照）を用いて、MUT RBCとMUT RET両方の頻度について立証する。こうした実験では、試験実施施設での採用方法により、再現可能かつ用量依存的な突然変異体頻度の増加をもたらし、また、試験系の感度およびダイナミックレンジを立証する変異原による複数の用量を用いる。そうした習熟度...

	表I．訓練および習熟度確認試験に推奨される変異原
	歴史的陰性対照データ
	22. 習熟度調査の過程で、各試験実施施設は、MUT RETおよびMUT RBCの頻度について、歴史的陰性対照での範囲および分布を確立する。陰性対照データは2つの供給源から入手できる。第1に、陰性対照データは、被験化学物質投与動物と共に陰性対照として試験された動物（以下、同時陰性対照と呼ぶ）から入手できる。これらの動物には、通常、溶剤／溶媒のみ投与されることになる（段落31）。第2に、投与前Pig-a試験を実施している試験実施施設（段落46）では、陰性対照データは、投与前の未投与無処置動物から入手...

	試験方法の説明
	知的財産権に関する考慮事項
	23. 薬剤の変異原性DNA損傷の可能性に関する評価、および、GPIアンカー欠失赤血球に基づく、変異原性DNA損傷を修飾しうる薬剤の効果に関する評価―これらに用いられる特殊な技術の一部は、米国、カナダ、および欧州のLitron Laboratoriesが特許権を所有している。この特許保護は、Pig-a試験の原理およびGPI陰性細胞スコアリングの全般的な設計の対象ではないことに留意されたい。本試験法を実施する試験実施施設は、（MutaFlow®キットの市販元として知られる）Litronから細胞解析用...
	24. 網状赤血球濃縮に関する免疫磁気分離を含むPIGRET法は、日本の帝人株式会社のみが特許権を所有しており、日本のこの技術を使用するには、帝人とのライセンス契約を締結する必要がある。
	25. 本TGでは、赤血球に基づくPig-a変異体解析の要件および重要な特性について記述する。特許の適用地域では、Litron Laboratoriesおよび帝人株式会社保有の特許を侵害しない代替技術を用いたプロトコールであれば、本TG提示のガイダンスを用いて自由に実施できる。許容基準（段落64）を満たす限り、妥当な試験実施のために、Litronおよび帝人の特許技術を使用する必要はない。

	準備
	26. よくみられる実験室系統である健康な若齢成熟ラットおよび若齢成熟マウスを通常用いる（すなわち、投与開始時に6～12週齢）。やや若齢またはやや高齢の動物も許容可能である（例：投与開始時に4週齢）。ただし、そうした逸脱の正当性を示すこと。正当性には、他の試験との統合促進、あるいは、既に飼育されているが手順に使用されていない動物の殺処分回避などが考えられる。こうした年齢の逸脱が生じうる歴史的陰性対照データベースの変更は、いずれも明文化する。Han Wistarラット、Sprague-Dawleyラ...
	27. 動物飼育室の温度は理想的には22 C（±3 C）とする。相対湿度は、飼育室清掃時を除き30%以上、70%以下が望ましいが、理想的には50～60%とする。照明は人工照明で12時間明期、12時間暗期の順序とする。給餌には、通常の実験室飼料を用いてよい。飲水は自由に摂取させる。混餌投与する場合、飼料の選択は、被験化学物質の適切な混合を確保する必要性により影響されうる。攻撃的行動が予測されない場合、動物は同性の小グループ（通常、ラットでは2匹以下、マウスでは5匹以下）に収容する。ケージは、動物福祉...
	28. 動物を、溶剤／溶媒対照群および被験化学物質投与群に無作為に割り付ける。動物を一意的に識別し、投与開始前の少なくとも5日間（または、該当する動物実験委員会もしくは同等の委員会の規定どおり）飼育室の条件に馴化させる。動物を一意的に識別する、最も侵襲性の低い方法を用いる。適切な方法には、リング、タグ、マイクロチップの装着、および生体認証が挙げられる。本TGの試験では、足趾および耳のクリップ装着は科学的に正当化されない。ケージは、その位置による影響の可能性が最小限になるような方法で配置する。試験開...
	29. 固体の被験化学物質は、適切な溶剤または溶媒に溶解または懸濁し（例：水、コーン油；例については(3)参照）、あるいは、飼料または飲水に混合してから動物に投与する。液体の被験化学物質は、必要であれば直接投与できるが、様々な用量を調製し、投与群間で一定の投与量を維持するため、適切な溶媒での希釈を用いる。吸入曝露の場合は、被験化学物質をその物理化学的特性に応じて、ガス、蒸気、または固体／液体のエアロゾルとして投与できる(15) (18)。
	30. 安定性データから、用いる保存条件の許容性が立証されない限り、被験化学物質の新たな調製物を用いる。

	試験条件
	31. 溶剤／溶媒は、用いる投与量で毒性作用を生じず、また、被験化学物質と化学反応を起こす疑いがないこと。周知の溶剤または溶媒以外を用いる場合、被験化学物質との非反応性、ならびに、被験動物、投与経路およびエンドポイントからみた適合性を示す参照データにより、その使用を裏付ける。水溶性の溶剤／溶媒の使用を、可能な限り最初に検討すべきであることが推奨される。

	対照
	32. 試験実施施設は、段落20～21記載のPig-a試験実施について習熟度を確立した場合が考えられる。その場合のみ、試験ごとに同時陽性対照動物を含める必要がなくなる。変異原に曝露した動物に依拠するのではなく、フローサイトメトリーの生物学的標準試料が解析ごとに含まれることで（段落33）、試料は、3Rにふさわしく、試験の信頼性立証に重要な要因に品質保証手段の重点を置く有用なタイプの解析対照となる(2) (7) (11)。具体的には、血液ベースのフローサイトメトリー標準試料の使用により確保されるのは、...
	33. フローサイトメトリーの生物学的標準試料の重要性を考慮すれば、Pig-a変異体解析実施のたびに標準試料を調製し使用することが必要である。そのため、MUT RETおよびMUT RBCと野生型RETおよび野生型RBCとを対比させた光散乱および蛍光特性を立証する「変異体模倣試料（mutant mimic）」（すなわち、試験した場合に変異赤血球の特性を有するよう調製された血液試料）または同程度の試料（補遺5参照）を調製する。変異体模倣試料は、溶剤／溶媒同時対照動物由来の余分な血液を処理することで調製...
	34. 同時陰性対照動物は、毎回の試料採取時に試験に含め、被験化学物質を投与しないことを除き、それ以外は投与群の動物と同一に扱う。被験化学物質投与の際に溶剤／溶媒を用いる場合、対照群には同じ溶剤／溶媒を投与する。所定の試験に関する同時陰性対照動物のMUT RETおよびMUT RBCの頻度は、歴史的陰性対照の分布と一致していること。そうした比較を容易にするために、使用可能な下限値および上限値を算出する妥当な方法が複数あり、その方法については補遺4第4.2項に記述する。
	35. 毎回の試料採取時に溶剤／溶媒同時陰性対照動物から採取した血液の解析要件は、投与前の血液試料の収集および解析を含む試験にも適用される（段落46）。すなわち、用いる統計手法に関わりなく、投与前の血液試料は、同時溶剤／溶媒対照の代替にはならない。

	手順
	動物数および性別
	36. 雌雄いずれかの動物の血液を用いてPig-a遺伝子突然変異試験を実施することは、技術的に実行可能である(3)。被験化学物質へのヒト曝露が、例えば一部の医薬品と同様に性特異的であると考えられる場合、Pig-a試験は適切な性別により実施する。
	37. 雌雄一方の性のみによる試験を実施する場合、解析可能な動物を最低6匹にすることを目的に、試験開始時（および試験実施施設の習熟度確立の間）に群の大きさを確立する［群の大きさの正当化については、(41)記載の統計学的検出力の算出を参照］。したがって、段落47で確立されるパラメータに従って雌雄一方の性を用い、3つの用量群および同時陰性対照を設けて実施する試験では、投与開始時に24匹の動物が必要になると考えられる。段落46記載のとおり、投与前の血液試料を用いて外れ値を除外する場合、あるいは、動物数減...
	38. データから、雌雄間で被験化学物質に関連する差（例：用量設定試験を含む全身毒性、代謝、およびバイオアベイラビリティの差）が立証される場合、雌雄両性を用いた試験の実施が望ましい。
	39. 異なる用量段階で雌雄両性に投与する試験では、性別ごとに必要な動物数は段落37に示した数と同じで、1群当たり雄6匹以上および雌6匹以上である。同じ用量段階で雌雄両性に投与する試験では、要因計画の活用により、1群当たりの動物数削減がしばしば可能である（補遺4第2.1項参照）。統計に基づく要因計画では、雌雄それぞれの使用動物数をより少なくする一方、十分な統計学的検出力を維持できる。

	投与スケジュールおよび試料採取時期
	40. Pig-a試験の実施には、28日間反復投与プロトコールが推奨される。これまでに公表および解析されている投与スケジュールのうち、28日間反復投与スケジュールは、変異陰性の試験結果が正確であるという最も説得力のある根拠を示している［例：陰性予測の割合が最も高い(3)］。科学的に正当化される場合には、代替の投与スケジュールを利用できる（段落45参照）。被験化学物質は、1日当たり単回用量か分割用量（すなわち、同日に2回以上曝露）として投与することで、大量投与を容易にできる。
	41. 動物が28日間連続して被験化学物質に曝露された場合、曝露中止の数時間から数日以内（例：Day0F  28～31）に少なくとも1回採血する。様々な遺伝子毒試験からの収集データにより、Day 28～31の試料採取はMUT RETおよびMUT RBCの反応発現に十分な期間となること、また、正確な試料収集のタイミングに重大な意味はないことが示唆されている。このスケジュールは、Pig-a試験と、通常利用されている一般毒性試験および他の遺伝毒性試験との統合を容易にするという利点がある（段落7～8）。I...
	42. 任意で、また試験遂行の上で可能な場合には、28日間反復投与プロトコールのさらにその後の時点で収集した血液試料について、Pig-a解析実施のメリットがあると考えられる。例えば、一部の毒性実験では、投与中止時の毒性作用の強弱を評価するため、サテライト「回復」群または「離脱」群を設けている。そうした血液試料は投与中止後2～4週間で通常収集され、変異体発現に関する追加期間経過後のPig-a変異表現型について赤血球を評価する機会となる。
	43. 投与期間が28日間反復投与試験の期間を超える場合（例：90日間亜慢性試験）、約28日間投与後（例：Day 28～31）に少なくとも1回血液試料を収集する。段落42の説明どおり、実験プロトコールの後（例：投与中止後数日以内）で採血を行うメリットはあると考えられるが、延長後の試料採取時点で、赤血球前駆細胞のクローン増殖が突然変異体頻度に不釣り合いな影響を及ぼしうるという可能性が認識されている［例：(42)］。さらに、動物におけるかなり後の時点での試料採取（例：8ヵ月齢以上の動物の試料採取）につ...
	44. 28日間連続曝露日数未満となる投与スケジュール（例：1日または3日間連続の投与）は、反復投与での変異原検出用の28日間投与プロトコールよりも低い感度を示すため、科学的に正当化すること（段落6）。短期投与プロトコールを用いる場合、採血および血液解析は少なくとも2回、Day 15前後および再度Day 30前後に行う。試験での変異原検出感度がより高い短期投与スケジュールは、投与後の採血／血液解析回数が1回ではなく2回の方と予測される(13)。
	45. それ以外の投与および試料採取スケジュールを使用できるのは、科学的に正当化される場合、特に、他の毒性試験との統合または他の遺伝毒性試験との併用を容易にする場合である。例えば、連日投与には関与せず、被験化学物質の投与を週数回、数週間用いるプロトコールでは、他の遺伝毒性試験との併用が容易である一方、Pig-a試験において高感度を保持することが示されている(43)。上記のとおり、こうした試験では、MUT RETおよびMUT RBCの反応発現期間に認められる差、ならびに、Pig-a試験の一環として実...
	46. いずれの投与スケジュールであっても、被験化学物質の初回投与前にPig-a解析を実施することには利点があると考えられる（ただし、必須ではない）。被験化学物質投与前1週間以内に、投与前の試料を採取する（成熟マウスを用いる場合、造血系の恒常性再確立を可能にするため、投与前の試料採取を投与の約7日前に実施することが推奨される）。突然変異体頻度が異常に高く歴史的陰性対照の分布（その分布の記述方法については、補遺4第4.2項参照）の範囲外となる「ジャックポット」変異は、生殖細胞または初期赤血球前駆細胞...

	用量群および用量段階
	47. 最低3つの被験化学物質投与群および陰性対照群を、通常用いる。用量反応の詳細な解析には、追加の用量群が必要となることがあり（段落48参照）、用いる用量群をより少なくするには、その正当性を示すこと。同時陰性対照群の動物は、被験化学物質の投与以外、被験化学物質投与群の動物と同一の方法で取り扱う。被験化学物質の投与に溶剤／溶媒を用いる場合、同時対照群およびすべての投与群に等量の溶媒または溶剤を投与する。
	48. 用量段階設定の際には、被験化学物質の既存の毒性およびトキシコキネティクスに関するデータを考慮する。用量選択の指標とするには、既に入手可能な適切なデータが不十分であるとの理由で、予備的な用量設定試験を実施する場合、主試験での使用と同一の系統、供給元、性別、および投与経路により、同一の試験実施施設において実施する。最高の用量段階は、毒性作用を誘発するが、死亡も重度の苦痛ももたらさないことを目的として選択する［(44)参照］。この定義はTG 407 (14)から引用されており、本TGにおいて用い...
	49. 最高用量は、骨髄区分に毒性をもたらす用量とも定義できる（段落19参照）。その根拠が%RETの平均値低下（例えば、28日間投与スケジュールの1～3日後に採取された血液で測定された、同時溶剤／溶媒対照の平均値との比較）により示される場合、その低下は統計学的に有意となるはずであるが、理想的には80%を超えてはならない。その理由は、Pig-a試験では、化学物質により誘発される影響を明らかにするために、新たな赤血球生成を要するためである。
	50. 毒性を生じない、あるいは他の要因による制限を受けない被験化学物質（段落48参照）については、連続14日間以上の投与プロトコールの最高用量は1000 mg/kg/日である一方、より短期の投与に関与するプロトコールの最高用量は2000 mg/kg/日である。

	限度試験
	51. 上述のとおり、試験では通常、3つの被験化学物質投与群および溶剤／溶媒同時対照群を採用する。ただし、別のデータの評価から、14日間以上の投与試験では1000 mg/kg体重/日の試験最高用量、または、14日間未満を採用した投与試験では2000 mg/kg/日（段落50）で、（骨髄増殖の抑制がみられず、標的組織の細胞毒性を示す別の証拠も認められないなど）観察可能な毒性作用が予測されないと考えられ、また、in vitro遺伝毒性試験または構造的に関連する物質由来データに基づき、遺伝毒性が予測され...

	用量の投与
	52. 投与経路選択の際の主要な懸念事項は、標的組織である骨髄への曝露の確保であるが、ヒト曝露の予測経路も考慮すること。したがって、（強制）経口投与、混餌投与、飲水投与、局所投与、皮下投与、静脈内投与、吸入投与、気管内投与、または埋植投与などの曝露経路を正当であるとして選択できる。腹腔内投与は、ヒト曝露の通常の経路ではなく、特定の科学的正当性がある場合にのみ用いるべきであるため、一般に推奨されない。被験化学物質が飼料または飲水に混合されている場合、特に単回投与または短期投与の場合、食餌および水の摂...
	53. 1回で強制経口投与または注射できる液体の最大量は被験動物の大きさによる。最大量は通常1 mL/100 g体重以内とするが、水溶液の場合は例外で、最大2 mL/100 gを使用できる。これを超える量を用いる場合はその正当性を示し、すべての量は、該当する動物実験委員会（または同等の委員会）のガイドラインと一致していること。より高濃度で悪化作用を通常どおり引き起こす刺激性または腐食性の被験化学物質を除き、すべての用量段階で体重に関連した一定量の投与を確保するため、試験量のばらつきを濃度調整により...

	観察
	54. 被験動物の一般的な臨床観察を行い、臨床徴候を毎日少なくとも1回、望ましくは同時刻に記録し、投与後に予測される影響のピーク期間を考慮する(44)。すべての動物の病的状態および死亡について、毎日2回以上観察する。すべての動物の体重を毎週1回以上、および安楽死させる場合に測定する。被験化学物質を混餌投与する場合、摂餌量の定量的測定を少なくとも週1回実施し、また、動物の健康状態を確認するため、摂餌量に関する一般的な観察を行う。被験化学物質を飲水を介し投与する場合、摂水量を換水時ごとに、また少なくと...

	標的組織の曝露
	55. 骨髄曝露の発生を立証する目的で、また、他の曝露データが存在しない場合（例：%RETに関する重大な混乱状態。段落19および49参照）に、被験化学物質および／またはその代謝物の血漿中濃度を測定可能にするため、適切な時点で血液試料を採取する（さらなる考察については段落71参照）。血液試料は、動物で測定される生物学的処理に混乱をきたすことなく、妥当な濃度の被験化学物質およびその代謝物を検出するのに十分な量とする。骨髄は末梢血循環により十分に灌流され、心拍出量の最大15%を受け、また、被験化学物質お...

	Pig-a試験実施用の採血
	56. 動物福祉基準を適用することで、少量の末梢血（約300 μL未満）を尾静脈、頸静脈、または他の適切な血管からの採血など被験動物が生存できる方法を用いるか、動物を安楽殺処分する場合に心穿刺または大血管から試料を採取するかいずれかにより入手する。動物および動物福祉基準の規模により、用いる方法の選択肢は制限されうる。フローサイトメトリー解析には単一の細胞懸濁液が必要であるため、血液凝固を回避するよう注意を払うべきであり、このことは、ヘパリンおよび／またはEDTAなどの抗凝固剤を用いて通常達成される...

	血液の保管
	57. 抗凝固剤存在下では、血液試料は、低温で維持されているが凍結しない限り（例：2～8 Cの冷蔵庫）、フローサイトメトリー解析の処理まで最長5日間保存できる(2)。また、抗凝固剤存在下では、血液試料を分析検査施設に発送でき、その場合、血液試料が輸送およびその後の保管全体を通じ低温で維持され凍結されないこと、さらに収集から約5日以内に処理および解析されることを条件とする(2)。いずれの保管および／または発送方法を利用する場合でも、各試験実施施設は、この条件を裏付ける独自のデータを作成すること。
	58. Pig-a変異に関するその後の処理およびフローサイトメトリー解析に向け行う、血液試料の凍結およびその後の解凍については、手順が記載されている(50)。器具の不具合、Pig-aデータ取得の判断延期、および解析標準試料として用いる変異原投与動物由来の血液の保存（補遺5）など（ただし、これらに限定されない）の理由により解析が遅延する場合、この手順は有用となりうる。さらに、凍結血液試料が輸送全体を通じ凍結を維持する限り（例：ドライアイスの使用）、試料の動物実験施設から分析施設への輸送は可能である(...

	測定方法
	59. フローサイトメトリー解析は、末梢血試料の%RET、MUT RET、およびMUT RBCの頻度測定に用いられる。
	60. 変異細胞頻度の読み取り値ゼロ（0 x 10-6）となることが、通常は起こらず時に生じるよう維持する。習熟度の高い試験実施施設では、多く用いられるげっ歯類モデルについて、ベースラインにおけるMUT RETおよびMUT RBCの頻度の平均値が通常1～3 x 10-6個の範囲であることを示している。このことを念頭に置くと、ほとんどの試験実施施設では、各時点の動物当たり、最低RBC 1～3 x 106個およびRET 1～3 x 106個評価することが通常必要である。末梢血循環ではRETがまれである...
	61. 段落60記載のとおり、各試験実施施設は、変異細胞頻度の読み取り値ゼロの発生を最小化するよう、解析する細胞数を設定する。それでも、特定の試験では、変異細胞頻度の読み取り値ゼロが時に複数認められる可能性がある。こうした試験が無効になるのを回避するため、適切に保存された残りの血液試料を処理することで、動物当たりの評価細胞数を増加させる（段落57～58）。
	62. MUT RETおよびMUT RBCの発現率のスコアリングに好まれる抗体は、ラットでは抗CD59、マウスでは抗CD24であり、それぞれGPIアンカー型タンパク質CD59およびCD24を標的とする。他のGPIアンカー型タンパク質が、可能性としてPig-a試験で用いることが考えられる野生型のRBC表面（例：CD55）に存在し、野生型細胞と変異表現型細胞を識別するために、GPIアンカー型タンパク質に対する抗体を併用することも可能である（例：抗CD59+抗CD55）。既知Pig-a反応を生じる場合(...

	データおよび報告
	結果の処理
	63. 個別の動物データ、ならびに群平均値および群内のばらつきの尺度（例：標準偏差または標準誤差）を表形式で示す。RET、RBC、MUT RET、およびMUT RBCをスコア化した数値は、解析した動物ごとおよび時点ごと別々に一覧化し、個別の動物ごとにRET、MUT RET、およびMUT RBCの頻度を併記する。RETの頻度は通常パーセンテージで表されるが、MUT RETの頻度は総RET 100万個当たりのMUT RET数、MUT RBCの頻度は総RBC 100万個当たりのMUT RBC数として表す...

	統計学的評価および結果の解釈
	64. 妥当な試験については、段落36～62記載の動物数、投与量、試料採取時点、変異体解析などの観点から、Pig-a試験が許容基準をすべて満たす場合のみデータ解析を実施する。以下の基準により、Pig-a試験の許容性が判定される。
	65. Pig-a実験データは、被験化学物質投与群のMUT RETおよびMUT RBCの頻度が、同時溶剤／溶媒対照群に比べ増加しているか否か判定することを目的に、通常評価される。こうした解析は、実験単位としての動物を用いた、適切な統計手法により達成されるべきである。採用した統計手法を示すこと。
	66. 反応を評価する場合、すべてのデータを考慮し、すべての場合に専門家の判断を適用する。
	67. 上記段落66記載の統計手法に関しては、統計解析実施の単一の正しい方法はないと認識することが重要である。実践的な手法は、実行可能なある程度の評価の一例として、一連の特定の統計解析について提案することである。このことが、上記3種類の解析（A～C）を示した背景になっている。試験実施施設および規制審査担当者が、特定の統計解析について適切か否か、また、データ解釈について科学的に妥当か否か検討する場合、有用と判断しうる情報については、補遺4第1～3項を参照のこと。いずれの統計手法を利用しても、試験実施...
	68. 明らかな陰性結果または明らかな陽性結果について、すべての基準ではないが一部が満たされた場合、結果が陽性か陰性のいずれか解釈するため専門家の判断を適用する。専門家による判断の適用は、2013年にカナダのオタワに参集したOECD遺伝毒性ワーキンググループ作成による推奨事項と一致しており、同グループは「...データは、統計と生物学的妥当性の両方に基づいて解釈すべきである」と言明した(53)。
	69. 場合によっては（例えば、適切に保存された追加の細胞が入手可能な場合）、より多くの細胞の解析（段落61参照）が、明らかな陽性でも明らかな陰性でもない所見の解決に有用となりうる。専門家の判断を適用し追加の細胞を解析しても、陽性か陰性のいずれの反応か解決できない場合、同一または改変した実験条件（例：異なる系統、ラットではなくマウス、異なる投与経路、異なる変異体発現期間）を用いた再実験が必要であると考えられる。
	70. 専門家の判断を適用し、可能性として追加データを解析した後であっても、試験結果を陽性か陰性のいずれか解釈できない場合が考えられ、そうした場合、Pig-a試験では不確定とみなされる（補遺4第6項）。
	71. 骨髄（および／または全身循環）が被験化学物質および／またはその代謝物に曝露されたという証拠が示された場合のみ、陰性結果は信頼性ありとみなされる（段落66基準D）。毒性物質の場合、総RBC中のRETの割合（%RET；段落19参照）の統計学的に有意な変化により、骨髄曝露の直接的な証拠が示されるが、そうした証拠がない場合、被験化学物質およびその代謝物の血漿中または血中濃度の測定（例：段落55記載の血液試料の使用）が、曝露の立証に有用となりうる。このテーマに関する考察は、欧州食品安全機関が示してい...
	72. 明らかな陽性または明らかな陰性の反応について、さらに検証する必要はない（段落66参照）。

	試験報告書
	73. 医薬品の安全性に関する非臨床試験の実施の基準（GLP）との一致の観点から、試験報告書には以下の情報を含めること。
	試験実施施設の習熟度の証拠
	被験化学物質：

	参考文献
	補遺1―定義および略語
	補遺2―小核試験およびコメット試験とPig-a試験の併用
	1. 小核試験およびコメットアッセイと28日間投与プロトコールを採用したPig-a試験の併用
	2. 小核試験およびコメットアッセイと短期投与プロトコールを採用したPig-a試験の併用
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