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OECDの化学物質の試験に関するガイドライン 
 

Hprt遺伝子とxprt遺伝子を用いる哺乳類細胞のin vitro遺伝子突然変異試験 
 

 
はじめに 
 

1. 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は、科学の進歩、規制

要件の変化および動物福祉への配慮を踏まえて定期的に見直されている。試験ガイドライン

476（TG476）の初版は1984年に採択された。1997年には、その当時までにもたらされた科学

の進歩に基づき、改訂版が採択された。今回の改訂版試験ガイドラインは、30年近くにわた

る本試験の実施経験を反映したものであり、チミジンキナーゼ遺伝子を用いた哺乳類細胞の

in vitro遺伝子突然変異試験に特化した新たなガイドライン（TG490）の作成に伴うものであ

る。本試験ガイドラインは、遺伝毒性に関する一連の試験ガイドラインの一部である。現在

作成中のガイダンス文書は、これらの試験ガイドラインの利用者に対する簡潔で有用な手引

きとなるであろう。 

 

2. 哺乳類細胞のin vitro遺伝子突然変異試験は、化学物質によって誘発される遺伝子突然変異を

検出することを目的としている。これらの試験に用いられる細胞株で、レポーター遺伝子、

特に内因性ヒポキサンチン-グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ遺伝子（げっ歯類細

胞ではHprt、ヒト細胞ではHPRTで、本ガイドラインではHprt遺伝子およびHPRT試験と総称

する）と、キサンチン-グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ導入遺伝子（gpt）（XPRT

試験と称する）の前進突然変異を測定する。HPRTおよびXPRT突然変異試験は、異なる範囲

の遺伝的現象を検出する。HPRT試験で検出される遺伝的現象（例：塩基対置換、フレームシ

フト、小さな欠失と挿入）に加え、gpt導入遺伝子が常染色体に局在しているXPRT試験では、

Hprt遺伝子がX染色体上にあることからHPRT試験では検出されない大きな欠失から生じた突

然変異や体細胞組み換えの検出も可能と考えられている(1)(2)(3)(4)(5)(6)。今のところ、XPRT

試験は、規制対応の目的としては、HPRT試験ほど広く使われてはいない。 

 

3. 用語の定義を補遺1に示す。 
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最初に考慮すべき事項および限界 
 

4. In vitroで実施する試験は、一般的に外因性の代謝活性物質を利用する必要がある。外因性代

謝活性化系はin vivoでの状況を完全に再現するものではない。 

 

5. 見せかけの陽性結果、すなわち被験物質の細胞の遺伝物質への直接的相互作用ではなく、試

験系との相互作用に起因する陽性結果が起こるような条件を避けるよう注意を払う必要があ

る。そのような条件には、pHや浸透圧の変化(7)(8)(9)、培地成分との相互作用(10)(11)、また

は、過度の細胞毒性(12)などが含まれる。19項で示した推奨最高レベルを超える細胞毒性は、

HPRT試験において過度に当たると考えられる。 

 

6. 混合物について、規制対応目的でデータを得るために本試験ガイドラインを使用する場合は、

その前に、その目的にふさわしい結果が得られるのか、もしそうならその理由についてあら

かじめ考慮する必要がある。混合物の試験に関して規制上の要件がある場合は、このような

考慮を行う必要はない。 

 
試験の概要 
 

7. 突然変異細胞は、HPRT試験ではHprt酵素活性、またはXPRT試験ではgpt酵素活性 [訳注：原

文のxprtは間違い] を欠損しておりプリン類縁体も6-チオグアニン（6-TG）の細胞毒性作用に

抵抗性がある。Hprt保持細胞（HPRT試験）またはgpt保持細胞（XPRT試験）は、6-TGに対し

て感受性があり、細胞性代謝が抑制され、細胞分裂を停止する。このように、変異体細胞は

TG 存在下で増殖できるが、Hprt酵素（HPRT試験）またはgpt酵素（XPRT試験）を保持する

正常な細胞は増殖できない。 

 

8. 懸濁培養または単層培養の細胞を、外因性代謝活性化系（14項参照）の存在下および非存在

下で、適切な時間（3～6時間）被験物質に曝露した後、継代培養して細胞毒性を決定し、形

質を発現させた後、突然変異体を選択する(13)(14)(15)(16)。細胞毒性は相対生存率（RS）、

すなわち被験物質処理直後のコロニー形成率を処理中の細胞消失で補正し、陰性対照と比較

して示される（18項、補遺2参照）。処理した細胞は、誘発された突然変異形質発現が至適と

なるように、増殖培地で十分な期間（各細胞株固有の時間）培養する（通常は最低7～9日間）。

発現期間経過後、突然変異体コロニーを検出するための選択薬剤を含んでいる培地、および

コロニー形成率（生存数）を測定するために選択薬剤を含まない培地に、それぞれ既知の細

胞数を播種することにより、突然変異体頻度を決定する。適切な培養時間後に、コロニーを

計測する。突然変異体頻度は、変異体選択時のコロニー形成率で補正された変異体コロニー

数に基づき算出される。 
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試験方法 
 
準備 

 

細胞 

 

9. HPRTおよびXPRT試験で使用する細胞株は変異原物質に対する感受性が示されていること、

コロニー形成率が高いこと、核型が安定であること、および自然突然変異体頻度が安定して

いることを示す必要がある。HPRT試験で最もよく用いられる細胞は、チャイニーズハムスタ

ー細胞株のCHO、CHL、およびV79と、マウスリンパ腫細胞L5178Y、およびヒトリンパ芽球

様細胞TK6である(17)(18)。XPRT試験では、gpt導入遺伝子を保有するがHprt遺伝子を欠損し

ているCHO由来のAS52細胞が使用される(19)(20)。つまり、AS52細胞は、hprt遺伝子を欠損し

ているため、HPRT試験では使用できない。他の細胞株を使用する場合には、その妥当性を示

す必要がある。 

 

10. 細胞株は定期的に染色体モード数の安定性を検査し、マイコプラズマの汚染がないことを確

認する(21)(22)。マイコプラズマ汚染がある場合または染色体モード数が変化した場合には、

その細胞を使用すべきではない。試験施設で使用する細胞は、正常な細胞周期時間が把握さ

れ、それが公表されている細胞特性に一致している必要がある。保存されているマスタース

トック細胞の自然突然変異体頻度も確認し、その突然変異体頻度が適切でない場合は使用し

てはならない。 

 

11. 試験での使用に先立ち、すでに存在する突然変異細胞を除去する必要があるだろう。例えば、

HPRT試験ではHAT培地で、XPRT試験ではMPA培地で培養することにより除去できる(4)(23)

（補遺1参照）。除去後の細胞を凍結し、ワーキングストックとして解凍して使用する。新た

に解凍した細胞は、通常の倍加時間に到達した後、試験での使用が可能となる。XPRT試験実

施の際、AS52細胞の通常の培養は、gpt導入遺伝子が確実に維持される培養条件を使用する必

要がある(19)。 

 

培地および培養条件  

 

12. 培養の維持には、適切な培地と培養条件（培養容器、5%CO2の加湿状態、および37°Cの培養

温度）を使用する。細胞培養は、必ず対数的に増殖するような条件下で常に維持しなければ

ならない。発現期間における細胞増殖および突然変異細胞と非突然変異細胞のコロニー形成

率が最適となる培地と培養条件を選択することが特に重要である。 
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培養細胞の準備 

 

13. 細胞株は、保存培養から細胞を増殖させ、懸濁状態または単層状態の細胞が処理期間および

発現期間を通じて対数増殖を維持できる密度で培養培地に播種する（例：単層培養では、密

集状態にならないようにする）。 

 

代謝活性化 

 

14. 内因性の代謝能が不十分な細胞を使用する場合は、外因性の代謝系を用いる必要がある。他

に妥当な理由がある場合を除き、通常よく用いられ、既知のものとして推奨される代謝系は、

アロクロール1254 (24)(25)(26)(27)またはフェノバルビタールとβ-ナフトフラボンの併用

(28)(29)(30)(31)などの酵素誘導剤で処理したげっ歯類（通常はラット）の肝臓から調製したミ

クロソーム画分（S9）に、補酵素を添加した溶液である。フェノバルビタールとβ-ナフトフ

ラボンの併用は「残留性有機汚染物質に関するストックホルム条約」(32)に抵触せず、複合機

能オキシダーゼの誘導能はアロクロール1254と同程度に高いことが確認されている(28)(30)。

最終的な試験培地中でのS9の濃度は通常1～2%（v/v）を使用するが、10%（v/v）に高める場

合もある。使用する外因性代謝活性化系または代謝誘導剤の種類および濃度の選択は、被験

物質の種類によっては考慮すべき場合がある(33)(34)(35)。 

  

被験物質の調製 

 

15. 被験物質が固体の場合は、適切な溶媒で溶解し、適宜希釈して細胞に処理する（16項参照）。

被験物質が液体の場合は、試験系に直接添加するか、希釈して添加する。被験物質が気体ま

たは揮発性の場合は、密封容器内で処理するなど、標準的なプロトコールに適切な修正を加

えて試験を実施する(36)(37)。保存可能であることが安定性データによって証明されている場

合を除き、被験物質は用時調製する。 

 

試験条件 

 
溶媒 

 

16. 試験の実施に有害な影響を及ぼす（例えば、細胞増殖を変化させる、被験物質の特性に影響

する、培養容器と反応する、代謝活性化系を障害する）ことがなく、被験物質の溶解性を最

適化できる溶媒を選択する。可能な限り、水性の溶媒（または培地）の使用を第一に考慮す

る。問題なく使用できるとされている溶媒は、水やジメチルスルホキシドである。一般に処

理培地中の最終濃度は、有機溶媒では1%（v/v）、水性溶媒（生理食塩水または水）では10%
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（v/v）を超えないようにする。それ以外の溶媒（例：エタノール、アセトン）を使用する場

合は、それらが被験物質および試験系に影響しないこと、また使用する濃度で遺伝毒性がな

いことを示すデータによって、その溶媒の使用の正当性を裏付ける必要がある。正当性を裏

付けるデータがない場合は、選択した溶媒によって有害な影響も変異原性への影響も誘発さ

れないことを証明するため、無処理対照（補遺1参照）を含めることが重要である。 

 

細胞毒性の測定と曝露濃度の選択 

 

17. 被験物質の最高濃度を決定する際には、見せかけの陽性反応、例えば、過剰な細胞毒性（20

項参照）、培養液中の沈殿物（21項参照）、pHや浸透圧の著しい変化（5項参照）などを引

き起こす可能性のある濃度は避ける。被験物質を添加した際に培養液のpHが著しく変化する

場合は、最終処理培養液を緩衝液で処理してpHを調整することで、見せかけの陽性結果の回

避や適切な培養条件の維持ができることがある。 

 

18. 濃度は、細胞毒性と他の考慮すべき事項（20～22項参照）に基づいて選択する。予備試験で

細胞毒性を評価することは、本試験で使用する濃度をより明確に決定する上で有用であるが、

予備試験の実施は義務付けられてはいない。予備試験において細胞毒性評価を実施した場合

でも、本試験における各培養の細胞毒性の測定は必須である。細胞毒性はRSで評価する。す

なわち、細胞数に基づいて処理期間中の細胞消失を補正した処理直後のコロニー形成率（CE）

を、陰性対照の補正されたコロニー形成率（生存率100%とする）と比較する（計算式につい

ては補遺2を参照）。 

 

19. 試験許容基準（適切な細胞毒性、細胞数など）を満たす少なくとも4段階（溶媒および陽性対

照を除く）の試験濃度を評価すべきである。2系列の培養を使用するのが望ましいが、試験す

る各濃度で複数系列または1系列の培養を使用することも可能である。設定した濃度において、

それぞれ2系列以上で培養した細胞から得られた結果は、別々に報告すべきであるが、プール

してデータ解析することができる(16)。細胞毒性をほとんど、またはまったく示さない被験物

質については、通常、公比約2～3で設定した濃度段階の使用が適している。細胞毒性がある

場合は、選択した試験濃度が中等度の細胞毒性を示す濃度および細胞毒性をほとんど、また

はまったく示さない濃度を含む必要がある。被験物質には急勾配の濃度反応曲線を示すもの

が多く、全範囲の細胞毒性を含めるため、または濃度反応関係を詳しく調べるためには、と

りわけ確認試験が要求される状況では（43項参照）、濃度間隔のより密な設定や4段階を超え

る濃度の設定が必要な場合もある。4段階を超える濃度設定は、1系列の培養では特に重要と

なる可能性がある。 

 

20. 最高濃度が細胞毒性に基づく場合、最高濃度は、RSが10～20%になるように設定する必要が

ある。陽性の結果が10%以下のRSを示す濃度においてのみ見られる場合には、結果の解釈に
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注意を払う必要がある（43項参照）。 

 

21. 被験物質が難溶性で、最低不溶濃度以下の濃度で細胞毒性がない場合は、観察した最高濃度

において被験物質処理の終了時に、肉眼または倒立顕微鏡で混濁や沈殿が確認される必要が

ある。たとえ最低不溶濃度より高い濃度で細胞毒性が生じたとしても、見せかけの影響が沈

殿によって生じる可能性があるため、混濁または目に見える沈殿を生じる濃度を1濃度だけ含

めるようにすることが望ましい。沈殿を生じる濃度では、沈殿が試験の実施を妨げないよう

注意する。実験前に培地での溶解性を測定しておくことが、有用である。 

 

22. 沈殿も、処理濃度を規定する細胞毒性も認められない場合、最高試験濃度は10 mM、2 mg/mL

または2 µL/mLのうち、最も低い濃度とする(38)(39)。組成が不明な被験物質、例えば、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（すなわち、UVCB物質

[Substances of Unknown or Variable Composition, Complex reaction products or Biological 

materials]）(40)、環境抽出物などの場合、十分な細胞毒性を示さない場合は、最高濃度を高く

して（5 mg/mLにするなど）、各成分の濃度を高める必要がある。ただし、上記の要件は、

人に用いる医薬品では異なる場合があるので注意する(41)。 

  

対照 

 

23. 処理培地に溶媒のみを添加したもので、被験物質処理培養と同じ方法で処理した同時陰性対

照（16項参照）を、細胞の試験条件ごとに設ける。 

 

24. 同時陽性対照は、試験施設が用いた試験プロトコールの条件下で変異原物質を検出する能力

を備えていること、および、外因性代謝活性化系を使用した場合は、その有効性を証明する

ために必要である。陽性対照の例を表1に示す。妥当性が示されれば代わりの陽性対照物質を

使用してもよい。哺乳類細胞を用いるin vitro遺伝毒性試験は、十分に標準化されているため、

外因性代謝活性化系の存在下と非存在下の処理を同時に行う試験については、代謝活性化を

必要とする陽性対照のみを使用して実施してもよい。この場合、1つの陽性対照の結果で、代

謝活性化系の活性と試験系の反応性の両方が証明されると考えられる。試験系の感度を証明

するため、それぞれの陽性対照は、再現性があり検出できる背景出現率を超える増加が期待

される1つ以上の濃度を設定し、その反応が、試験ガイドラインに規定された限度を超える細

胞毒性によるものではないようにする（20項参照）。 
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表1. 試験施設の習熟度評価および選択する陽性対照として推奨される参照物質 

 

代謝活性化条件 遺伝子座 化学物質およびCAS 番号 

外因性代謝活性化

非存在下 

Hprt メタンスルホン酸エチル[CAS 番号 62-50-0] 

エチルニトロソ尿素[CAS 番号 759-73-9] 

4-ニトロキノリン 1-オキシド[CAS 番号 56-57-5] 

 xprt ストレプトニグリン[CAS 番号 3930-19-6] 

マイトマイシンC[CAS 番号 50-07-7] 

外因性代謝活性化

存在下 

Hprt 3-メチルコラントレン[CAS 番号 56-49-5] 

7,12-ジメチルベンズアントラセン[CAS 番号57-97-6] 

ベンゾピレン[CAS 番号 50-32-8] 

 xprt ベンゾピレン[CAS 番号 50-32-8] 

 
手順 
 
被験物質による処理 

 

25. 代謝活性化系の存在下および非存在下で、増殖中の細胞を被験物質で処理する。適切な期間

（通常、3～6時間）曝露する必要がある。 

 

26. 試験の各ステージにおいて、各試験培養（対照および処理）に用いる最小細胞数は、自然突

然変異体頻度に基づく必要がある。一般的な目安としては、試験の全ステージで、10個の自

然突然変異体を維持するために十分な細胞数を処理、継代することである(16)。自然突然変異

体頻度は、通常は5～20×10-6である。5×10-6の自然突然変異体頻度で、90%の細胞毒性（10%RS）

を引き起こす濃度で処理された培養であっても、十分な数の自然突然変異体（10個以上）を

維持するためには、最低20×106の細胞を処理する必要があるだろう。加えて、十分な数の細

胞（ただし200万未満は不可）を発現期間に培養し、変異体選択用に培養しなければならない

(16)。 

 

形質発現期間および突然変異体頻度の測定 

 

27. 処理後は、細胞を培養し、突然変異形質を発現させる。新たに誘発されたHprtとxprt突然変異

体の形質発現が至適な状況に達するには、通常は最低7～9日間で十分である(42)(43)。この期

間、対数増殖を維持するため細胞を定期的に継代培養する。形質発現期間後、選択薬剤（6-TG）

を含んでいる培地および含んでいない培地に細胞を再播種し、それぞれ突然変異コロニー数

および突然変異選択時のコロニー形成率を決定する。この処理は、単層培養ではシャーレ、
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懸濁培養ではマイクロウェルプレートにて行われる。突然変異体選択では、変異体の出現に

最適な密度で細胞を播種する（つまり代謝協同を避ける）(16)。プレートをコロニー形成に適

した期間（例：7～12日間）培養し、コロニーを計数する。突然変異体頻度は、変異体選択時

のコロニー形成率で補正された突然変異コロニー数に基づき算出される。（計算式について

は補遺2を参照）。 

 
試験施設の習熟度 

 

28. 試験施設は、試験を日常的に実施するに先立ち、この試験について十分な経験を積むため、

異なる機序で作用する複数の標準的な陽性対照物質（表1に示す物質から、代謝活性化の存在

下で作用するものと非存在下で作用するものをそれぞれ少なくとも1つ選択）および各種陰性

対照（種々の溶媒／媒体を使用）を用いて一連の実験を行っておく必要がある。これらの陽

性対照および陰性対照の反応は文献と一致していなければならない。この必須要件は経験の

ある、すなわち30～33項で定義した背景データが利用可能な試験施設には適用されない。 

 

29. 陽性対照物質（25項表1参照）は、代謝活性化系の非存在下および存在下で正しく陽性と判定

されることによって、変異原物質の検出、代謝活性化系の有効性の判定、および処理中の細

胞増殖の条件、突然変異形質発現と突然変異体選択ならびに計数手順の習熟度が妥当である

と見なされる。試験系の感度および検出範囲を示すため、選択した物質の濃度範囲は、再現

性と濃度依存性があり、背景値を超える増加が認められるように設定する。 

  
背景対照データ 

 

30. 試験実施施設は、下記について確立しておく必要がある： 

 

－陽性対照の背景データの範囲および分布 

－陰性（無処理、溶媒）対照の背景データの範囲および分布 

 

31. 最初に陰性対照の背景分布データを得る場合は、公表されている陰性対照データと同時陰性

対照のデータが一致していなければならない(21)。対照の分布に追加する実験データの増加に

伴い、同時陰性対照は、その分布の95%管理限界の範囲内に収まるのが理想的である

(16)(44)(45)。 

 

32. 試験施設の陰性対照の背景データベースは、最初は最低10回の実験によって構築すべきだが、

できれば同等な条件下で実施された少なくとも20回の実験によって構築することが望ましい。

試験施設は、管理図（例：C管理図、X-バー管理図(46)）などの品質管理の方法を用いて、試

験施設における陽性、陰性の両対照データの変動の様子を明らかにし、その試験方法が当該
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施設で「管理下にある」ことを示す必要がある(45)。背景データの構築および使用の方法に関

するさらなる推奨事項（すなわち、背景データにおけるデータの選択および除外基準ならび

に所定の実験の許容基準）が、文献に示されている(44)。 

 

33. 陰性対照のデータは、23項で述べたように、1系列培養あるいは望ましくは2系列以上の培養

からの突然変異体頻度で構成される。同時陰性対照は、試験施設の陰性対照の背景データベ

ース分布の95%管理限界内に収まるのが望ましい(16)(44)(45)。同時陰性対照のデータが95%

管理限界から外れた場合は、そのデータが極端な外れ値ではなく、試験系が「管理下にある」

こと（上記参照）および手技的または人為的なミスがなかったという証拠があれば、対照の

背景データの分布に含めることができる。 

  

34. 実験プロトコールに変更がある場合は、試験施設の既存の対照背景データベースのデータと

の整合性を考慮する。重大な不一致があった場合には、新たに対照の背景データベースを構

築すべきである。 

 
データおよび報告 
 
結果の提示 

 
35. 結果の提示は、細胞毒性（RSで表示）の算出に必要なデータをすべて含める。処理群と対照

群の細胞のデータには、処理終了時における細胞数、処理直後の播種細胞数、およびコロニ

ー数（またはマイクロウェル法ではコロニーを含まないウェル数）を含める必要がある。各

培養のRSは、同時溶媒対照に対する割合（%）で表す（定義については補遺1参照）。 

 

36. 結果の提示は、突然変異体頻度の算出に必要なデータをすべて含める。処理群と対照群の細

胞のデータには、（1）選択薬剤（突然変異体選択用の細胞播種時に使用）の存在下と非存在

下で播種した細胞数と、（2）選択薬剤の存在下と非存在下で播種した細胞のコロニー数（ま

たはマイクロウェル法ではコロニーを含まないウェル数）を含める必要がある。突然変異体

頻度は、突然変異コロニー数（選択薬剤存在下のプレート）をコロニー形成率（選択薬剤非

存在下のプレート）で補正して算出する。突然変異体頻度は、生存細胞100万個あたりの突然

変異細胞数で表す（定義については補遺1参照）。 

 

37. 個々の培養のデータを示し、さらに、すべてのデータを表形式に要約する。 

 

許容基準 

 

38. 試験が許容できるかどうかは以下の基準に基づく。 
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－同時陰性対照は、33項で述べたように、試験施設の陰性対照の背景データベースに追加で

きるものであること。 

－同時陽性対照（24項参照）は、試験施設の陽性対照の背景データベースで得られる反応に

一致し、同時陰性対照と比較して統計学的に有意に増加していること。 

－2つの条件（つまり、代謝活性化の存在下および非存在下）のうち、いずれかで陽性結果が

得られていない限り、両条件で試験を実施していること（25項参照） 

－適切な細胞数および濃度数で解析可能であること（25、26、19項参照）。 

－最高濃度の選択基準が、20、21、22項に述べた条件に適合していること。 

 

結果の評価および解釈 

 
39. すべての許容基準が満たされた、検討したいずれかの実験条件で、以下の結果が得られた場

合、被験物質は明確に陽性であると判定される。 

 

a) 少なくとも1つの試験濃度で、同時陰性対照と比較して統計学的に有意な増加が認められ

る場合。 

b) 適切な傾向検定の評価で、濃度依存性の増加が認められる場合。 

c) 当該結果は、いずれも陰性対照の背景データの分布（例：ポアソン分布に従った95%管

理限界；33項参照）から外れている場合。 

 

上記基準をすべて満たす場合、被験物質は本試験系で哺乳類培養細胞に遺伝子突然変異を誘

発すると判定される。なお、推奨される最適な統計学的手法が文献に発表されている(45)(47)。 

 

40. すべての許容基準が満たされた、検討したすべての実験条件で、以下の結果が得られた場合、

被験物質は明確に陰性であると判定される。 

 

a) いずれの試験濃度においても、同時陰性対照と比較して統計学的に有意な増加が認めら

れない場合。 

b) 適切な傾向検定の評価で、濃度依存性の増加が認められない場合。 

c) すべての結果が陰性対照の背景データの分布（例：ポアソン分布に従った95%管理限界；

33項参照）内に収まる場合。 

 

この場合、被験物質は、本試験系に培養哺乳類細胞の遺伝子突然変異を誘発しないと判定さ

れる。 

 

41. 明らかな陽性反応または陰性反応については、確認の必要はない。 
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42. 得られた結果が上述したような明らかな陰性でも明らかな陽性でもない場合、または、結果

の生物学的妥当性を確認する必要がある場合には、専門家判断や追加調査によりデータを詳

細に評価する必要がある。実験条件の変更（濃度間隔、他の代謝活性化条件[すなわち、S9の

濃度またはその由来]）を考慮した再試験の実施が、有用な場合がある。 

 

43. まれに、追加試験を行っても得られたデータセットからは陽性または陰性の結果に関して結

論を出せず、そのため被験物質の反応が「不明確」（陽性または陰性が同程度の解釈）と結

論される場合もある。 

 
試験報告書 

 

44. 試験報告書には以下の情報を含める。 

 

被験物質： 

－入手可能な場合、供給元、ロット番号、使用期限 

－被験物質自体の安定性（既知の場合） 

－溶媒中における被験物質の溶解性と安定性（既知の場合） 

－必要に応じ、被験物質を添加した培地のpH、浸透圧および沈殿の測定結果 

 

単一成分物質： 

－外観、水への溶解性およびその他の関連する物理化学的性質 

－化学的識別情報、例えばIUPACまたはCAS名、CAS番号、SMILESまたはInChIコード、構

造式、純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的同定など 

 

多成分物質、UVCB物質および混合物： 

－構成物質の化学的識別（上記参照）、定量的組成および関連のある物理化学的性質 

 

溶媒： 

－溶媒選択の妥当性 

－最終的な培地中の溶媒の割合（%） 

 

細胞： 

試験施設のマスター培養の場合： 

－細胞株の種類と供給元 

－継代数、試験施設の継代履歴（情報があれば） 

－核型の特性や染色体のモード数 
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－細胞培養の方法 

－マイコプラズマの汚染のないこと 

－細胞倍加時間 

 

試験条件 

－濃度および培養系列数の選択の根拠（細胞毒性データと溶解限界等を含む） 

－培地の組成、CO2濃度、湿度 

－培地中での被験物質の最終濃度（例：µg/mL、mg/mLまたはmM） 

－培地に添加する溶媒と被験物質の濃度（および容量） 

－培養温度 

－培養時間 

－処理時間 

－処理中の細胞密度 

－代謝活性化系の種類および組成（S9の供給元、S9 mixの調製方法、最終培地におけるS9 mix

とS9の濃度または容量、S9の品質管理） 

－陽性および陰性対照物質と各処理条件での最終濃度 

－発現期の長さ（必要に応じ、播種細胞数、継代培養および培地交換のスケジュールも含む） 

－選択薬剤およびその濃度 

－試験の許容基準 

－生存細胞数および変異細胞数の計算方法 

－細胞毒性の測定に用いた方法 

－細胞毒性と使用した方法に関する補足情報 

－プレート播種後の培養時間 

－試験結果を陽性、陰性または不明確と判定する基準 

－pH、浸透圧および沈殿の測定に用いた方法 

 

結果： 

－各培養について処理した細胞数および継代培養した細胞数 

－細胞毒性の測定値、もしあればその他の測定事項 

－沈殿の有無およびその観察時期 

－選択培地と非選択培地におけるプレートに播種された細胞数 

－非選択培地のコロニー数と選択培地の抵抗性コロニー数、および関連する突然変異体頻度 

－可能な場合、濃度反応関係 

－同時陰性（溶媒）対照と陽性対照のデータ（濃度および溶媒） 

－陰性（溶媒）および陽性対照の背景データ（範囲、平均、標準偏差およびデータ数と同様

の信頼区間（例：95%）を含める） 

－統計解析（個々の培養、該当する場合プールした複数系列培養）と、もしあればp値 
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結果の考察 

 

結論 
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補遺1 
 

用語の定義 
 

塩基対置換型変異原物質：DNAの塩基対の置換を引き起こす物質。 

 

コロニー形成率：低い密度で播種された細胞に対し、計数可能なコロニーにまで増殖可能な細胞

の割合。 

 

濃度：培地中の被験物質の最終濃度をいう。 

 

細胞毒性：本試験ガイドラインで述べる試験の場合、処理した細胞の相対生存率が陰性対照より

も減少する事象として示される（18項および補遺2参照）。 

 

前進突然変異：親型から突然変異型への遺伝子の突然変異で、その結果、酵素活性または該当タ

ンパク質の機能に変化または消失を生じる。 

 

フレームシフト型変異原物質：DNA分子中に、一対または複数の塩基対の挿入または欠失を引き

起こす物質。 

 

遺伝毒性：DNAや染色体のあらゆる種類の損傷の総称。DNA切断、付加体、再配列、遺伝子突然

変異、染色体構造異常ならびに異数性が含まれる。すべてのタイプの遺伝毒性作用が突然変異や

安定した染色体損傷を起こすわけではない。 

 

HAT培地：ヒポキサンチン、アミノプテリン、およびチミジンを含む培地｡Hprt突然変異細胞を除

去する際に使用。 

 

体細胞組み換え：細胞分裂中の相同な染色分体間の組み換えで、DNAの二本鎖切断の誘発または

ヘテロ接合体の消失をもたらす可能性がある。 

 

MPA培地：キサンチン、アデニン、チミジン、アミノプテリン、およびミコフェノール酸を含む

培地。Xprt突然変異細胞を除去する際に使用。 

 

変異原性：遺伝子のDNA塩基対配列または染色体の構造に継世代的変化を引き起こす性質（染色

体の場合、染色体異常）。 

 

突然変異体頻度（MF）：突然変異コロニー数を選択培地に播種した細胞数で除した値で、突然変
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異選択時のコロニー形成率（生存率）で補正される。 

 

形質発現期間：遺伝的変化がゲノム内で固定され、既存の遺伝子産物が枯渇し、遺伝的形質が変

化するまでの処理後の時間。 

 

相対生存率（RS）：RSは処理関連細胞毒性の測定に使用される。処理中の細胞消失を補正した、

処理直後の播種細胞のコロニー形成率を、陰性対照のコロニー形成率（生存率100%とする）と比

較した値。 

 

S9肝画分：肝臓のホモジネートを9000×gで遠心分離した後の上清、すなわち生の肝臓抽出物。 

 

S9 mix：S9肝画分と、代謝酵素の活性化に必要な補因子の混合物。 

 

溶媒対照：被験物質を溶解するのに用いた溶媒のみを添加する対照培養を指す一般的用語。 

 

無処理対照：いかなる処理も受けない（すなわち、被験物質でも溶媒でも処理しない）が、それ

以外は、被験物質で処理する培養細胞と同じ方法で同時に処理する対照培養。 
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補遺2 
 

細胞毒性と突然変異体頻度測定の計算式 
 

細胞毒性は、相対生存率（RS）で評価する。すなわち被験物質処理による細胞消失を補正した処

理期間直後の播種細胞のコロニー形成率を、同様に補正した陰性対照のコロニー形成率（生存率

100%とする）と比較した値で表す（RS計算式については以下参照）。 

 

被験物質で処理された培養の補正されたCEの計算式： 

 

補正CE = CE × 
処理終了時の細胞数 

処理開始時の細胞数 

 

被験物質で処理された培養のRSの計算式： 

 

RS = 
処理培養の補正CE 

× 100 
溶媒対照の補正CE 

 

突然変異体頻度は、選択培地の突然変異コロニーのコロニー形成率を突然変異選択時の非選択培

地のコロニー形成率で除した値で表す。 

 

突然変異体頻度＝ 
選択培地における突然変異コロニーのコロニー形成率 

非選択培地におけるコロニー形成率 

 

プレートがコロニー形成率に使用される場合： 

 

CE＝コロニー数／播種細胞数 

 

マイクロウェルプレートがコロニー形成率に使用される場合： 

 

マイクロウェルプレートの1ウェルあたりのコロニー数はポアソン分布に従う。 

 

コロニー形成率＝-lnP(0)／1ウェルあたりの播種細胞数 

 

-ln P（0）は、播種したウェルのうち、細胞が存在しない推定ウェル数で、以下の計算式で示す。 

 

lnP(0) = -ln（細胞が存在しないウェル数／細胞播種したウェル数） 
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