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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 
 

細菌復帰突然変異試験 
 
 
はじめに 
 
1.  細菌復帰突然変異試験は、アミノ酸要求性のサルモネラ菌と大腸菌の株を用いて点変異を

検出する。この点変異には、1 ないし 2、3 の DNA 塩基対の置換、付加または欠失が係る

(1)(2)(3)。この細菌復帰突然変異試験の原則は、試験菌株の持つ突然変異が復帰して必須ア

ミノ酸を合成する機能的な能力を回復した突然変異を検出することである。復帰細菌株は、

親試験株が要求するアミノ酸非存在下で増殖する能力によって検出される。 
 
2.  点変異は多くのヒト遺伝病の原因であり、ヒトおよび実験動物における腫瘍形成には、が

ん遺伝子や体細胞のがん抑制遺伝子の点変異が係っていることを示すかなりの証拠がある。

細菌復帰突然変異試験は迅速で安価であり、かつ比較的容易に実施できる。試験菌株の多

くは、変異の検出感度をより高めるいくつかの性質を備えている。すなわち、復帰サイト

に応答性の DNA 配列をもっている、大きな分子に対する膜透過性が高い、DNA 修復機構が

除去されている、あるいは DNA 修復過程で誤作動が多くなっているなどである。試験菌株

の特異性によって、遺伝毒性の薬剤が誘発する突然変異のタイプに関していくつかの有用

な情報が得られる。多種多様な構造の化学物質の細菌復帰突然変異試験結果に関する膨大

なデータベースが入手可能であり、揮発性化合物を含む種々の物理化学的特性をもった化

合物を試験するための方法論が開発され、十分に確立されている。 
 
3.  用いた定義を補遺に提示する。 
 
最初に考慮すべき事項 
 
4.  細菌復帰突然変異試験では原核細胞を利用するが、それは物質の取り込み、代謝、染色体

構造および DNA 修復過程などの因子に関して哺乳動物細胞とは異なる。in vitro で行われる

試験では、一般に外因性由来の代謝活性を用いる必要がある。in vitro の代謝活性化系では、

哺乳類の in vivo 状況を完全に再現することはできない。したがって、この試験では、哺乳

類における物質の変異原性および発がん作用について直接的な情報が得られるわけではな

い。 
 
5. 細菌復帰突然変異試験は遺伝毒性活性、特に点変異を誘発する活性を評価する最初のスク

リーニングとして一般に使用される。大規模なデータベースによって、この試験で陽性を

示した多くの化学物質が他の試験でも変異原性を示すことが分かっている。この試験では

検出できない変異原の例もあるが、こうした欠点は測定する評価項目、代謝活性の違いま

たはバイオアベイラビリティの違いなど、特異的な性質が原因であろう。一方、細菌復帰

突然変異試験の感度を亢進する要因は、変異原性活性の過剰評価につながることになる。 
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6. 細菌復帰突然変異試験は、特定の種類の化学物質の評価には不適切な可能性がある。例え

ば、殺菌作用の強い物質（特定の抗生物質）および哺乳類細胞の複製系に特異的に干渉す

ると考えられている（または知られている）物質（ある種のトポイソメラーゼ阻害薬とヌ

クレオシド類縁体）である。そのような場合、哺乳類の突然変異試験がより適切であろう。 
 
7. この試験で陽性の多くの化合物が哺乳類の発がん物質でもあるが、この相関は絶対的なも

のではない。それは化学物質の種類に依存しており、遺伝毒性機序および細菌には存在し

ない機序で作用する発がん物質は、この試験では検出されない。 
 
試験の概要 
 
8.  細菌細胞の懸濁液を、外因性の代謝活性化系存在下および非存在下で被験物質に暴露させ

る。プレート法では、懸濁液を軟寒天に混合して直ちに平板の最少培地上に重層した。プ

レインキュベーション法では処理混合液を培養してから軟寒天と混合し、平板の最少培地

上に重層した。いずれの方法でも、培養 2、3 日後に復帰細胞コロニーを計数し、溶剤対照

平板上の自然発生復帰細胞コロニー数と比較する。 
 
9. いくつかの細菌復帰突然変異試験の実施手順が記述されている。その中で一般的に用いら

れるのは、プレート法(1)(2)(3)(4)、プレインキュベーション法(2)(3)(5)(6)(7)(8)、変動法(9)(10)
および懸濁法(11)である。気体または蒸気を試験するための変更についても述べられている

（12）。 
 
10. このガイドラインで述べる手順は、主にプレート法とプレインキュベーション法である。

代謝活性化系存在下および非存在下の実験に対して、どちらも許容できる。ある化合物は、

プレインキュベーション法を用いる方がより効率的に検出される可能性がある。短鎖脂肪

族ニトロソアミン、二価金属、アルデヒド、アゾ色素、ジアゾ化合物、ピロリジジンアル

カロイド、アリル化合物およびニトロ化合物などの種類に属する化合物がこれに当たる(3)。
特定の種類の変異原は、プレート法やプレインキュベーション法などの標準操作法では必

ずしも検出できないことも認められている。これらは「特例」と考えるべきで、その検出

のために別の方法を使うよう、強く推奨したい。以下の「特例」も、（その検出に使用で

きる手順の例と共に）特定されている：アゾ色素とジアゾ化合物(3)(5)(6)(13)、気体と揮発

性化学物質(12)(14)(15)(16)）およびグリコシド(17)(18)。標準操作法から逸脱する場合には、

科学的に正当化される必要がある。 
 
試験方法 
 
準備 
 
細菌 
 
11.  細菌を新たに培養し、指数増殖期後期から静止期早期まで増殖させる（約 109細胞／mL）。

静止期後期の細胞は使用すべきではない。実験に使用される培養は、増殖可能な細菌力価

の高いものとする。力価は成長曲線に関する背景の対照データ、または測定ごとにプレー

ト培養実験を実施して生存細胞数を決定することにより示すことが出来る。 
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12. 培養温度は、37°C が推奨される。 
 
13. 少なくとも 5 つの細菌株を使用する。その中には、試験機関間で信頼性が高く再現性が示さ

れているネズミチフス菌（TA1535、TA1537 または TA97a または TA97、TA98 および TA100）
の 4 つの株を含むものとする。これらの 4 つのネズミチフス菌株は一次復帰部位に GC 塩基

対を持っていること、そして特定の酸化変異誘発物質、架橋物質およびヒドラジンを検出

し得ないことが知られている。そのような物質は、一次復帰部位に AT 塩基対を持つ大腸菌

WP2 株またはネズミチフス菌 TA102(19)によって検出される可能性がある。したがって、以

下の株の組合せが推奨される。 
 

1. ネズミチフス菌 TA1535、および 
2.  ネズミチフス菌 TA1537 または TA97 または TA97a、および 
3.  ネズミチフス菌 TA98、および 
4.  ネズミチフス菌 TA100、および 
5.  大腸菌 WP2 uvrA、大腸菌 WP2 uvrA（pKM101）またはネズミチフス菌 TA102。 

 
架橋変異誘発物質を検出するために TA102 を含むか、DNA 修復に優れた大腸菌[例えば、大

腸菌 WP2 または大腸菌 WP2（pKM101）を加えることが望ましい。] 
 
14. 保存培養の調製、標識確認および貯蔵には確立された方法を用いる。冷凍保存培養試料ご

とに増殖のためのアミノ酸要求性、（ネズミチフス菌株についてはヒスチジン、大腸菌株

についてはトリプトファン）を示す。他の表現型の特徴も同様に確認する。つまり、該当

する場合には、R 因子プラスミドの有無、[すなわち TA98、TA100、および TA97a または

TA97、WP2 uvrA および WP2 uvrA（pKM101）におけるアンピシリン抵抗性、および TA102
におけるアンピシリン＋テトラサイクリン抵抗性]、特徴的な突然変異の発現（すなわち、

ネズミチフス菌のクリスタルバイオレット感受性 rfa 突然変異、大腸菌における紫外線感受

性 uvrA 突然変異またはネズミチフス菌における紫外線感受性 uvrB 突然変異）(2)(3)の存在

などである。これらの株では、試験機関の背景の対照データから予想される頻度、望まし

くは文献で報告されている範囲の頻度で自然発生的な復帰細胞コロニーが得られなければ

ならない。 
 
培地 
 
15. 数回の細胞分裂を起こさせるために、適当量の最小寒天培地（例えば、Vogel-Bonner の最少

培地 E とグルコースを含む）とヒスチジンおよびビオチンまたはトリプトファンを含む軟

寒天を用いる(1)(2)(9)。 
 
代謝活性 
 
16. 細菌を、適切な代謝活性化系存在下および非存在下の状態で被験物質に暴露させる。最も

一般的に用いられる系は、Aroclor 1254 (1)(2)などの酵素誘導剤で処理したものか、またはフ

ェノバルビトンとβ-ナフトフラボンを併用した(18)(20)(21)、げっ歯類の肝臓から得た補酵素

を添加したミクロソーム画分（S9）である。ミクロソーム画分は、通常、S9-mix 中 5～30%
（v/v）の濃度範囲で使用される。代謝活性化系の選択と条件は、試験された被験化学物質

のクラスに依存する可能性がある。場合によっては、複数の濃度のミクロソーム画分を用

いる方が良いかもしれない。アゾ色素とジアゾ化合物については、還元的代謝活性化系を

使用するのがより適切であろう(6)(13)。 
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被験物質／準備 
 
17. 固体の被験物質は細胞に添加する前に適切な溶媒／溶剤に、溶解／懸濁するか、必要に応

じて希釈する。液体の被験物質は試験系に直接添加するか、添加前に希釈する。保存有効

期間を示す安定性データがない限り、被験物質の新鮮な溶液を用いる。 
 
試験条件 
 
溶剤／溶媒 
 
18. 溶剤／溶媒は、被験物質と化学反応を起こす疑いがないものを用い、細胞の生存と S9 活性

がともに適合できるようにする(22)。性質が既知ではない溶剤／溶媒を用いるときは、適合

性を示すデータが助けとなる。可能であれば、まず水溶性の溶剤／溶媒を用いることが推

奨される。被験物質が水に不安定であれば、有機溶媒に水が混ざらないこと。 
 
暴露濃度 
 
19. 被験物質の最高用量を決定するとき、考慮に入れるべき基準として最終処理混合液中の細

胞毒性と溶解性がある。予備実験で毒性と不溶性を測定するのは有用であろう。細胞毒性

は復帰細胞コロニー数の減少、菌叢の消失または縮小、または処理された培養の生存率に

よって検出できる。物質の細胞毒性は、代謝活性化系の存在により変化する可能性がある。

不溶性は実際の試験条件下における最終混合液中で、肉眼で明らかな沈殿として評価する。

可溶性で細胞毒性を持たない物質の最大試験濃度として推奨されるのは、5 mg/プレートま

たは 5 μL/プレートである。5 mg/プレートまたは 5 μL/プレートの濃度では溶解しない非細

胞毒性物質については、最終処理混合液の濃度の一つ以上が不溶性でなければならない。5 
mg/プレートまたは 5 μL/プレートより低濃度ですでに細胞毒性を示す被験物質については、

細胞毒性が現れる濃度まで検査する。沈殿物は計数を妨害しないこと。 
 
20. 被験物質の試験濃度については、最初の実験では約 3.2 倍（half log）間隔（√10）の少なく

とも 5 つの異なる分析可能な濃度を使用する。濃度反応を調べる場合は、より狭い間隔が適

切であろう。 
 
21. 変異原性が疑われる不純物を相当量含んでいる物質を評価する場合は、5 mg/プレートまた

は 5 μL/プレートより高濃度で評価することを考えてもよい。 
 
対照 
 
22. 株特異性の陽性対照および陰性対照（溶剤または溶媒）を、それぞれ代謝活性化系存在下

および非存在下で、同時に測定する。各測定が有効に実施されたこと確認できるような陽

性対照濃度を選択する。 
 
23. 代謝活性化系存在下で測定する場合、使用する細菌株のタイプに基づいて陽性対照参照物

質を選択する。以下の化学物質は、代謝活性化による測定のための適切な陽性対照の例で

ある。 
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化学物質および CAS 番号 

9,10-ジメチルアントラセン[CAS 番号 781-43-1] 
7,12-ジメチルベンズアントラセン[CAS 番号 57-97-6] 
コンゴレッド[CAS 番号 573-58-0]（還元的代謝活性法のため） 
ベンゾピレン[CAS 番号 50-32-8] 
シクロホスファミド（一水和物）[CAS 番号 50-18-0 (CAS 番号 6055-19-2)] 
2-アミノアントラセン[CAS 番号 613-13-8] 

 
2-アミノアントラセンが、S9-mix の有効性の唯一の指標として使用してはならない。2-アミ

ノアントラセンを用いる場合、S9 のバッチごとに、ミクロソーム酵素による代謝活性化を

要求する変異原、例えば、ベンゾピレンやジメチルベンズアントラセンを用いて評価する。 
 

24. 代謝活性化系非存在下で測定する場合、株特異性の陽性対照の例を以下に示す。 
 

化学物質および CAS 番号 菌株 

(a)  アジ化ナトリウム[CAS 番号 26628-22-8] TA1535 および TA100 
(b)  2-ニトロフルオレン[CAS 番号 607-57-8] TA98 
(c)  9-アミノアクリジン[CAS 番号 90-45-9]または ICR191 [CAS 

番号 17070-45-0] 
TA1537、TA97 および

TA97a 
(d)  クメンヒドロペルオキシド[CAS 番号 80-15-9] TA102 
(e)  マイトマイシン C[CAS 番号 50-07-7] WP2 uvrA および

TA102 
(f)  N-エチル -N-ニトロ -N-ニトロソグアニジン [CAS 番号 

70-25-7]または 4-ニトロキノリン  1-オキシド[CAS 番号 
56-57-5] 

WP2、WP2 uvrA および

WP2 uvrA (pKM101) 

(g)  フリルフラミド(AF-2)[CAS no. 3688-53-7] プラスミド含有菌株 
 
25.  他の適切な陽性対照物質を用いることもできる。入手可能な場合、化学物質の種類に関す

る陽性対照化学物質の使用を考慮してもよい。 
 
26. 溶剤または溶媒のみからなる陰性対照を設定し、被験物質で処理しないこと以外は試験培

地と同様に扱う。選択した溶剤が有害作用や変異原性作用を誘発しないことを示す背景デ

ータがない限りは、無添加の対照を用いる。 
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被験物質の添加 
 
27.  代謝活性化非存在下のプレート法では(1)(2)(3)(4)、通常、0.05 mL または 0.1 mL 試験液、0.1 

mL の新鮮細菌培養（約 108の生菌を含む）と 0.5 mL の無菌緩衝液を 2.0 mL の軟寒天と混合

する。代謝活性化条件下の測定では、通常、細菌および被験物質／被験溶液とともに、十

分量のミクロソーム画分（5～30% v/v 代謝活性化混合物）を含む 0.5 mL の代謝活性化混合

物を軟寒天（2.0 mL）と混合する。各試験管の内容物を混合し、最小寒天プレートの表面上

に注ぐ。軟寒天は培養前に凝固させる。 
 
28. プレインキュベーション法では(2)(3)(5)(6)、被験物質／被験溶液は試験菌株（約 108の生菌

を含む）とともに無菌緩衝液または代謝活性化系（0.5 mL）中で通常 20 分以上 30～37°C で

プレインキュベートし、その後軟寒天と混合し、最小寒天培地表面に注ぐ。通常、0.05 また

は0.1 mLの被験物質／被験溶液、0.1mLの細菌および0.5mLのS9-mixまたは無菌緩衝液を、

2.0mL の軟寒天に混合する。プレインキュベーション中は、振とう機を用いて試験管を通気

する。 
 
29. 変動を十分に推定するために、各用量につき 3 連のプレートを用いる。科学的に正当な理由

があるときは、2 連のプレートでもよい。プレートが偶然失われても、測定が必ずしも無効

になるというわけではない。 
 
30. 気体または揮発性物質は密封した培養容器などの適切な方法で試験する(12)(14)(15)(16)。 
 
培養 
 
31. 一つの試験におけるプレートは全て 48～72 時間、37°C で培養する。培養後、プレートあた

りの復帰コロニー数を計測する。 
 
データおよび報告 
 
結果の処理 
 
32.  データはプレートあたりの復帰細胞コロニー数として示す。陰性対照（溶剤対照および使

用した場合は無添加の対照）および陽性対照プレートの復帰コロニー数も示す。 
 
33. 被験物質と陽性および陰性（無添加および／または溶剤）対照について、個々のプレート

上の復帰コロニー数、平板あたりの復帰コロニーの平均個数および標準偏差を示す。 
 
34. 明らかな陽性反応の検証は必要ではない。不確かな結果については更に試験を行ったうえ

で明確にすべきであるが、その際は実験条件を修正することが望ましい。陰性結果につい

ては、状況に応じて確認する必要がある。陰性結果の確認が必要でないと考えられる場合

には、正当な理由を提出する。条件範囲を拡大する試験パラメータの修正は、追跡試験に

て考慮する。修正する可能性のある試験パラメータには、濃度間隔、処理法（プレート法

または液体プレインキュベーション法）および代謝活性化条件を含む。 
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結果の評価および解釈 
 
35. 陽性結果であると決定する基準がいくつかある。例えば、プレートあたりの復帰コロニー

数が検査された範囲で濃度依存性に増加した場合、および／または、代謝活性化系の有無

とは無関係に、少なくとも 1 つの株において 1 つ以上の濃度で再現性を持って増加した場合

である(23)。結果の生物学的関連をまず考慮する。統計解析は結果を評価する目的で用いる

(24)。ただし、統計学的な有意差は陽性反応を決定付ける唯一の因子ではない。 
 
36. 結果が上記の基準と合致しない被験物質は、本試験系では変異原性を有さないと考えられ

る。 
 
37. 多くの実験で明らかな陽性または陰性結果を示していても、データセットから被験物質の

活性を明確に判定できないことがまれにある。繰り返される実験回数に限らず、不確かな

結果や疑問のある結果が解決されないことがある。 
 
38. 細菌復帰突然変異試験の陽性結果は、物質がネズミチフス菌および／または大腸菌のゲノ

ムにおいて塩基置換またはフレームシフトによって点変異を誘発したことを意味する。陰

性結果は、試験条件下では試験に用いた菌株では被験物質が突然変異誘発性でなかったこ

とを意味する。 
 
試験報告書 
 
39. 試験報告書は、以下の情報を含まなければならない。 

 
被験物質 

－ 分かっている場合、特定データと CAS 番号 
－ 物理的性質と純度 
－ 試験の実施に関連する物理化学的特性 
－ 分かっている場合、被験物質の安定性 

 
溶剤／溶媒 

－ 溶剤／溶媒の選択の妥当性 
－ 分かっている場合、溶剤／溶媒中の被験物質の溶解性と安定性 

 
菌株 

－ 使用する菌株 
－ 培養あたりの細胞数 
－ 菌株の特徴 

 
試験条件 

－ プレートあたりの被験物質の量（mg/プレートまたはμg/プレート）、用量の選択およ

び濃度あたりのプレート数選択の根拠 
－ 使用する培地 
－ 許容基準を含む代謝活性化系の種類と組成 
－ 処理手順 
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結果 
－ 毒性の徴候 
－ 沈殿の痕跡 
－ 各プレート上の計測値 
－ プレートあたりの復帰コロニーの平均個数と標準偏差 
－ 可能な場合、用量反応関係 
－ もしあれば、統計解析 
－ 同時に実施した陰性（溶剤／溶媒）と陽性対照のデータ、範囲、平均および標準偏差 
－ 背景の陰性（溶剤／溶媒）と陽性対照データ、範囲、平均および標準偏差 

 
結果の考察 
 
結論 
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補遺 
 
定義 
 
復帰突然変異試験は、サルモネラ菌と大腸菌のいずれにおいてもアミノ酸要求性株（それぞれヒ

スチジンまたはトリプトファン）の変異により、外からのアミノ酸供給には依存しない株の生成

による突然変異を検出する。 
 
塩基対置換型変異誘発物質とは、DNA の塩基変化を引き起こす物質である。復帰試験では、この

変化は第一突然変異部位で起こる場合もあるし、細菌ゲノムの第二部位で起こる場合もある。 
 
フレームシフト型突然変異原物質は、DNA で 1 つ以上の塩基対の付加または欠失を引き起こす物

質で、それにより RNA で読み取り枠を変える。 
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