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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 

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 TG476 改訂版は、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

変異試験専用の別の新たなガイドライン作成にも由来する。TG476 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。遺伝毒性試験およびその試験ガイドラインに行われた近年の変

更概要について、簡潔な情報を示す文書が作成されている（1）。 

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により、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、様々な範囲の

遺伝的現象を検出する。HPRT 試験で検出される突然変異事象（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 導入遺伝子を常染色体に位置付けることで、Hprt 遺伝子が

X 染色体上に位置付けられることから、HPRT 試験により検出されない大きな欠失や可能性とし

ての有糸分裂組み換えに起因する突然変異の検出を行えると考えられる（2）（3）（4）（5）
（6）（7）。XPRT 試験は、規制目的では現在 HPRT 試験ほど広く用いられていない。 

3. 用いる用語の定義を補遺 1 に示す。 

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用いる必要がある。外因性

代謝活性化系により、in vivo での状況が完全に模倣されるわけではない。 

5. 被験化学物質と細胞の遺伝物質との直接的な相互作用では生じない、人為的な陽性結果

（すなわち、試験系との相互作用である可能性）に導くと考えられる条件は、回避するよう注意

を払う必要がある。そうした条件には、pH または浸透圧の変化（8）（9）（10）、培地成分と
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の相互作用（11）（12）、あるいは、過剰なレベルの細胞毒性（13）が挙げられる。19 項で定義

される推奨最高細胞毒性レベルを超える細胞毒性は、HPRT 試験では過度とみなされる。 

6. 規制上の目的を意図したデータ生成の場合、混合物について本試験ガイドラインを用いる

前に、当該混合物がその目的に十分な結果を提示できるか否か、また提示できる場合にはその理

由を検討する。当該混合物の試験に関する規制上の要件がある場合、こうした検討は不要である。 

試験の概要 

7. HPRT 試験における Hprt 酵素活性、あるいは XPRT 試験における xprt 酵素活性を欠く突

然変異細胞は、プリン類縁体である 6-チオグアニン（TG）の細胞分裂停止作用に耐性となる。

（HPRT 試験での）Hprt または（XPRT 試験での）gpt が機能する細胞には TG に感受性があり、

細胞代謝の阻害およびさらなる細胞分裂の停止をもたらす。したがって、突然変異細胞は TG 存

在下で増殖できるが、（HPRT 試験での）Hprt 酵素あるいは（XPRT 試験での）gpt 酵素を含有す

る正常細胞は増殖できない。 

8. 浮遊培養細胞または単層培養細胞を、外因性代謝活性化系（14 項参照）の存在下および

非存在下の両方で適切な時間（3～6 時間）被験化学物質に曝露後、継代培養により細胞毒性を判

定し、表現型発現を可能にしてから突然変異体を選択する（14）（15）（16）（17）。細胞毒性

は相対生存率（RS）、すなわち、処理直後に測定され、処理中の何らかの細胞喪失について補正

されたクローニング効率と、陰性対照との比較により判定される（18 項および補遺 2 参照）。処

理された培養物は、誘発される突然変異の表現型発現が最適に近くできるよう、各細胞型特有の

十分な期間（通常は最低 7～9 日間）増殖培地で維持する。表現型発現後、突然変異コロニー検

出のため選択薬剤を含有する培地、および、クローニング効率（生存率）判定のため選択薬剤を

含有しない培地に、既知細胞数を播種することで突然変異の頻度を判定する。適切なインキュベ

ーション時間後に、コロニーを計測する。突然変異の頻度は、突然変異体選択時のクローニング

効率により補正された突然変異コロニー数に基づき算出される。 

試験方法に関する説明 

準備 

細胞 

9. HPRT 試験および XPRT 試験に用いられる細胞型は、変異原性化学物質に関する感受性が

立証されていること、クローニング効率が高いこと、核型が安定していること、および自然発生

突然変異頻度が安定していることが必要である。HPRT 試験で最もよく用いられる細胞には、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 が挙げられる（18）（19）。XPRT 試験では、gpt 導入遺伝子を含

有（Hprt 遺伝子を欠損）している CHO 由来の AS52 細胞が用いられ（20）（21）、hprt 遺伝子を

欠損しているため、AS52 細胞では HPRT 試験を実施できない。他の細胞株を用いる場合には、

その正当性を示しバリデートする必要がある。 

10. 細胞株では定期的に染色体モード数の安定性、およびマイコプラズマ汚染がないことを確

認し（22）（23）、汚染されている場合または染色体モード数が変化した場合、その細胞を使用
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すべきではない。試験施設で用いられる正常細胞の周期時間が確立され、公表されている細胞特

性と一致している必要がある。マスター細胞ストックの自然発生突然変異頻度も確認し、突然変

異の頻度が許容不能である場合、このストックは使用すべきではない。 

11. 本試験での使用に先立ち、例えば、HPRT 試験では HAT 培地、XPRT 試験では MPA 培地

における培養により、培養物では既存の突然変異細胞を除去する必要があると考えられる（5）
（24）（補遺 1 参照）。除去した細胞を凍結保存後、作業用ストックとして解凍することで使用

できる。新たに解凍した作業用ストックは、通常の倍加時間に到達後、本試験で使用できる。

XPRT 試験を実施する場合、AS52 細胞の定期的な培養では、gpt 導入遺伝子の維持を保証する条

件を用いる必要がある（20）。 

培地および培養条件 

12. 培養物の維持には、適切な培地ならびにインキュベーション条件（培養容器、5% CO2 の

加湿雰囲気、および 37°C のインキュベーション温度）を用いる。細胞培養物は、対数期の増殖

を確保する条件下で常に維持する。発現期間中の最適な細胞増殖、および突然変異細胞と非突然

変異細胞の両方の最適なクローニング効率を確保する、培地と培養の条件選択が特に重要である。 

培養物の準備 

13. 細胞株は保存培養物から増殖させ、浮遊状態または単層状態の細胞が、処理期間および発

現期間を通じ指数関数的増殖を継続すると考えられる密度で培地に播種する（例：単層で増殖す

る細胞にはコンフルエンスを回避する）。 

代謝活性化 

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

期設定で推奨され最もよく用いられる代謝系は、他に正当化される場合を除き、アロクロール

1254（25）（26）（27）（28）またはフェノバルビタールと β-ナフトフラボンの併用（29）（30）
（31）（32）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、補因

子添加ポストミトコンドリア画分（S9）である。後者の併用は「残留性有機汚染物質に関するス

トックホルム条約」（33）に抵触せず、混合機能オキシダーゼの誘導ではアロクロール 1254 と

同程度の有効性を示している（29）（31）。S9 画分は濃度 1～2%（v/v）の範囲で通常用いられ

るが、最終試験の培地では 10%（v/v）に上昇させることができる。採用される外因性代謝活性

化系または代謝誘導剤の種類および濃度の選択は、試験中の物質のクラスにより影響を受ける可

能性がある（34）（35）（36）。 

被験化学物質の調製 

15. 固体の被験化学物質は、適切な溶媒で調製し適宜希釈してから細胞を処理する（16 項参

照）。液体の被験化学物質は、試験系に直接添加できる、および／または希釈してから試験系を

処理できる。気体または揮発性の被験化学物質は、密封した培養容器での処理など、標準的なプ

ロトコールの適切な修正により検討する（37）（38）。安定性データにより保存の許容性が立証

されている場合を除き、被験化学物質の調製は処理直前に行う。 
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試験条件 

溶媒 

16. 試験の実施に悪影響（例：細胞増殖の変化、被験化学物質の完全性への影響、培養容器と

の反応、代謝活性化系の障害）を及ぼすことなく、被験化学物質の溶解度を最適化できる溶媒を

選択する。可能な限り、まず水溶性の溶媒（または培地）の使用を検討すべきであることが推奨

される。十分に確立されている溶媒は、例えば、水およびジメチルスルホキシドである。一般に、

最終処理の培地については、有機溶媒は 1%（v/v）を超えず、水性溶媒（生理食塩水または水）

は 10%（v/v）を超えないこと。用いる溶媒が十分に確立されていない場合（例：エタノールま

たはアセトン）、被験化学物質と試験系との適合性、および、使用濃度での遺伝毒性の欠如を示

すデータにより、その使用について裏付ける必要がある。こうした裏付けデータがない場合、選

択した溶媒により有害作用も変異原性作用も誘発されないことを立証するため、無処理対照（補

遺 1 参照）を加え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. 被験化学物質の最高濃度を決定する場合、人為的な陽性反応を引き起こす可能性のある濃

度、例えば、過剰な細胞毒性（20 項参照）、培地の沈殿物（21 項参照）、あるいは pH または浸

透圧の著しい変化（5 項参照）をもたらす濃度は回避する。被験化学物質の添加時に培地の pH
に著しい変化が生じる場合、人為的な陽性結果を回避し適切な培養条件を維持するため、最終処

理培地の緩衝により pHを調整することが考えられる。 

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。最初の

試験での細胞毒性の評価は、主試験で用いられる濃度のより正確な定義に有用であると考えられ

るが、最初の試験では要求されていない。最初の試験において細胞毒性の評価を実施した場合で

も、主試験における培養物ごとの細胞毒性の測定はなお必要である。細胞毒性は RS を用いて評

価する。すなわち、細胞数に基づき、処理直後に播種された細胞のクローニング効率（CE）を処

理期間中の細胞喪失により補正し、（生存率 100%を割り当てられた）陰性対照の補正後のクロ

ーニング効率と比較する（式については補遺 2 参照）。 

19. 許容基準（適切な細胞毒性、細胞数など）を満たす 4 段階以上（溶媒対照および陽性対照

を除く）の試験濃度を評価すべきである。2 系列の培養物の使用が望ましいが、試験濃度ごとに

同型または 1 系列で処理された培養物を用いることもできる。所定の濃度で個別の同型培養にお

いて得られた結果は、区別して報告すべきであるが、データ解析ではプールできる（17）。細胞

毒性をほとんどまたは全く示さない被験化学物質については、公比約 2～3 の濃度間隔が通常適

切であると考えられる。細胞毒性を生じる場合、選択される試験濃度の範囲は、細胞毒性をもた

らす濃度から、中等度および細胞毒性をほとんどまたは全く示さない濃度まで網羅する必要があ

る。被験化学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網羅するた

め、あるいは濃度反応関係を詳細に検討するため、より細かな濃度間隔や 4 段階を超える濃度を

用いる必要が、とりわけ再試験を要する状況ではありうる（43 項参照）。4 段階を超える濃度の

使用は、1 系列での培養を用いる場合、特に重要となりうる。 

20. 最高濃度が細胞毒性に基づく場合、最高濃度は 10～20%の RS 到達を目標にする必要があ

る。10%以下の RS のみ認められる陽性結果を解釈する場合、注意を払う必要がある（43 項参

照）。 
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21. 難溶性の被験化学物質で、最低不溶濃度未満の濃度で細胞毒性を示さない場合、分析され

る最高濃度では、被験化学物質の処理終了時点において、目視または倒立顕微鏡の活用により混

濁または沈殿を生じている必要がある。細胞毒性が最低不溶濃度超で生じても、この沈殿に起因

する人為的な影響の可能性があるため、混濁または目視可能な沈殿を生じる 1 濃度のみで検討す

ることが望ましい。沈殿を生じる濃度では、この沈殿が確実に試験の実施を妨げないよう注意す

る。実験前の培地での溶解度測定が、有用であると考えられる。 

22. 沈殿も限定的な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 のうち最低濃度に合わせる（39）（40）。被験化学物質の組成が定義されていない場合、

例えば、組成が不明または不定の物質、複雑な反応生成物または生物材料（すなわち、組成が不

明または不定の化学物質［UVCB］）（41）、環境抽出物などの場合、十分な細胞毒性がなけれ

ば、最高濃度をより高くする（例：5 mg/mL）ことで、各成分の濃度を上昇させる必要があると

考えられる。ただし、上記の要件は、ヒト用医薬品では異なる場合があるので注意する（42）。 

対照 

23. 処理培地への溶媒のみの添加からなり、被験化学物質処理培養物と同じ方法で取り扱った

同時陰性対照（16項参照）を、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条件下での変異原同定能、および、

適用可能な場合、外因性代謝活性化系の有効性を立証するのに必要である。陽性対照の例を以下

の表 1 に示す。正当化されれば、代わりの陽性対照物質を使用できる。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

理を用いた試験は、代謝活性化を要する陽性対照のみにより実施できる。この場合、この単一の

陽性対照の反応が、代謝活性化系の活性と試験系の反応性の両方を立証することになる。試験系

の感度を立証するため、各陽性対照は、バックグラウンドを上回る再現可能で検出可能な上昇が

期待される 1 つまたは複数の濃度を用い、その反応は、本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り損なわれてはならない（20 項参照）。 
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表 1．試験施設の習熟度評価および陽性対照の選択に推奨される参照物質 
 
 

代謝活性化条件 遺伝子座 物質名および 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[a]ピレン［CAS 番号 50-32-8］ 

 xprt ベンゾ[a]ピレン［CAS 番号 50-32-8］ 

手順 

被験化学物質による処理 

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化学物質で処理する。適切

な時間（通常、3～6 時間が適切）曝露する必要がある。 

26. 試験の各段階で各試験の培養物（対照培養物および処理培養物）に用いる最小細胞数は、

自然発生突然変異頻度に基づく必要がある。一般的な目安として、試験のすべてのフェーズで培

養物ごとに、10 個の自然発生突然変異体を維持するのに十分な細胞を処理し継代する（17）。自

然発生突然変異頻度は、通常 5～20×10-6 である。処理中 90%の細胞毒性（10% RS）を引き起こ

す濃度で処理された培養物でも、5×10-6 の自然発生突然変異頻度で、十分な数の自然発生突然変

異体（10 個以上）を維持するには、20×106以上の細胞を処理する必要があると考えられる。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、変異体選択用に播種しな

ければならない（17）。 

表現型発現期間および突然変異頻度の測定 

27. 処理期間後、突然変異の表現型発現を可能にするため細胞を培養する。新たに誘発された

Hprt と xprt 突然変異体の最適に近い表現型発現を可能にするには、通常は最低 7～9 日間で十分

である（43）（44）。この期間中、細胞の指数関数的増殖を維持するため、細胞を定期的に継代

培養する。表現型発現後、選択薬剤（6-チオグアニン）を含有する培地および含有しない培地で

細胞を再播種し、それぞれ選択時の突然変異体数およびクローニング効率を判定する。この播種

は、単層培養ではディッシュ、浮遊細胞ではマイクロウェルプレートを用いて達成できる。突然

変異体の選択では、最適な変異体回収を保証する（すなわち、代謝協同を回避する）密度で細胞
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を播種する（17）。プレートを最適なコロニー増殖に合わせた適切な期間（例：7～12 日間）イ

ンキュベートし、コロニーを計数する。突然変異頻度は、変異体選択時のクローニング効率によ

り補正された突然変異コロニー数に基づき算出される（式については補遺 2 参照）。 

試験施設の習熟度 

28. この試験を日常的に用いるのに先立ち、試験について十分な経験を積むため、試験施設 
は、異なる機序を介し作用する複数の陽性対照物質（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とを少なくとも 1 つ選択）、および各種陰性対照

（種々の溶媒／媒体を使用）により、一連の実験を実施する必要がある。これらの陽性対照およ

び陰性対照の反応は、文献と一致している必要がある。上記事項は経験のある、すなわち、30～
33 項で定義される入手可能な背景データベースを有する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）の選択については、変異原性物質検出に関する習熟度の

立証、代謝活性化系の有効性の判定、ならびに、処理中、表現型発現中および突然変異体選択中

の細胞増殖条件と、スコアリング手順の適切性の立証を行うため、代謝活性化系の非存在下およ

び存在下で検討する必要がある。試験系の感度およびダイナミックレンジを示すため、選択され

た物質の濃度範囲は、バックグラウンドを上回る再現可能で濃度依存的な増加をもたらすよう選

択する。 

背景対照（historical control）データ 

30. 試験施設は、下記事項を確立する必要がある。 

- 陽性対照の背景データ（historical positive control）の範囲および分布 
- 陰性（無処理、溶媒）対照の背景データ（historical negative control）の範囲および分布 

31. まず陰性対照の背景データの分布データを得る場合、同時陰性対照が、公表されている対

照データと一致している必要がある（22）。背景対照の分布にはより多くの実験データが追加さ

れるため、同時陰性対照は、理想的には背景対照の分布の 95%管理限界内とする（17）（45）
（46）。 

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 回の実験により構築すべきで

あるが、望ましくは、同程度の実験条件下で実施された 20 回以上の実験からなることが考えら

れる。試験施設では、管理図（例：C 管理図または X バー管理図（47））などの品質管理方法を

用い、当該施設の陽性対照および陰性対照データにどの程度のばらつきがあるかを特定し、その

試験方法が当該施設において「管理下にある」ことを示す必要がある（46）。背景データの構築

方法および使用方法（すなわち、背景データに関するデータの組み入れ基準および除外基準、な

らびに所定の実験の許容基準）について、さらなる推奨事項が参考文献（45）に見出せる。 

33. 陰性対照データは、23 項記載のとおり、1 系列での培養か望ましくは同型培養由来の突然

変異頻度からなる必要がある。同時陰性対照は、理想的には、試験施設の陰性対照の背景データ

ベースの分布の 95%管理限界内とする（17）（45）（46）。同時陰性対照データがこの 95%管理

限界から外れた場合、そのデータが極端な外れ値でなく、試験系が「管理下にある」（上記参照）

という証拠があり、技術的および人的な過誤がないという証拠がある限り、そのデータを背景対
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照の分布に組み入れるのは許容可能であると考えられる。 

34. 実験プロトコールに何らかの変更を加える場合には、試験施設の既存の背景対照データベ

ースとの整合性という観点から考察する必要がある。何らかの重大な不一致があれば、新たな背

景対照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 として表示）の算出に必要なデータをすべて含める。処理

群と対照群の両培養物のデータには、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なしのウェル数）を含める必要がある。

各培養物の RS は、同時溶媒対照に対する割合（%）として表す（定義については補遺 1 参照）。 

36. 結果の提示は、突然変異頻度の算出に必要なデータもすべて含める。処理群と対照群の両

培養物のデータには、（1）（突然変異体選択に向けた細胞播種時での）選択薬剤の存在下と非

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のプレートから計数されたコロ

ニー数（または、マイクロウェル法ではコロニーなしのウェル数）を含める必要がある。突然変

異頻度を、（選択薬剤非存在下のプレートの）クローニング効率により補正された（選択薬剤存

在下のプレートにおける）突然変異コロニー数に基づき算出する。突然変異頻度は、生存細胞

100 万個あたりの突然変異細胞数として表す（定義については補遺 1 参照）。 

37. 個体ごとの培養データを示す。加えて、すべてのデータを表形式に要約する。 

許容基準 

38. 試験の許容性は以下の基準に基づく。 

- 同時陰性対照について、33 項で述べたとおり、試験施設の陰性対照の背景データベース

への追加が許容可能とみなされる。 

- 同時陽性対照（24 項参照）が、陽性対照の背景データベースで生成された反応と適合す

る反応をもたらし、同時陰性対照と比較して統計学的に有意な増加を生じている。 

- 2 つの実験条件（すなわち、代謝活性化の存在下および非存在下）の一方が陽性結果に

なっていない限り、両条件で試験が実施された（25 項参照）。 

- 適切な細胞数および濃度数により解析可能である（25、26、19 項参照）。 

- 最高濃度の選択基準が、20、21、22項記載内容と一致している。 

結果の評価および解釈 

39. すべての許容基準が満たされ、検討したいずれの実験条件でも以下に該当する場合、被験

化学物質は明らかに陽性であると判断される。 
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
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られる。 

b) 適切な傾向検定で評価した場合、濃度依存性の増加が認められる。 

c) これらの結果のいずれかが陰性対照の背景データの分布（例：ポアソン分布に基づく

95%管理限界；33 項参照）から外れている。 

上記基準をすべて満たす場合、被験化学物質は、本試験系で哺乳類培養細胞において遺伝

子突然変異を誘発可能であると判断される。最適な統計学的手法に関する勧告が参考文献

（46）（48）に見出せる。 

40. すべての許容基準が満たされ、検討したすべての実験条件で、以下に該当する場合、被験

化学物質は明らかに陰性であると判断される。 

a) いずれの試験濃度でも、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。 

b) 適切な傾向検定で評価した場合、濃度依存性の増加が認められない。 

c) すべての結果が、陰性対照の背景データの分布（例：ポアソン分布に基づく 95%管理

限界；33 項参照）内に収まる。 

この場合、被験化学物質は、本試験系で哺乳類培養細胞において遺伝子突然変異を誘発不

能であると判断される。 

41. 明らかな陽性反応または陰性反応については、検証の必要はない。 

42. 得られた反応が上述どおりの明らかな陰性でも明らかな陽性でもない場合、または、ある

結果の生物学的妥当性の確立を支援するため、そのデータについて、専門家の判断および／また

は追加調査により評価する必要がある。可能性として、実験条件（例：濃度間隔、他の代謝活性

化条件［すなわち、S9 の濃度または S9 の起源］）の変更による再試験の実施が有用であると考

えられる。 

43. まれに、追加調査を行っても、得られたデータセットから陽性または陰性の結果

に関して結論を出せないことがある。そのため、被験化学物質の反応が不明確（陽性または陰性

の可能性が同等と解釈）であると結論付けられる必要がある。 

試験報告書 

44. 試験報告書は、以下の情報を含む。 

被験化学物質： 

- 入手可能である場合、供給元、ロット番号、使用期限 
- 既知の場合、被験化学物質それ自体の安定性 
- 既知の場合、溶媒中での被験化学物質の溶解度および安定性 
- 必要に応じ、被験化学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： 

- 物理的外観、水溶性、およびさらに関連する物理化学的特性 
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- 必要に応じ、また実質的に実行可能な場合など、IUPAC 名または CAS 名、CAS 番号、

SMILES 記法または InChI コード、構造式、純度、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、UVCB 物質（組成が不明または不定の物質、複雑な反応生成物または生物材料）

および混合物 

- 成分の化学的識別（上記参照）、定量的発生、関連する物理化学的特性により、可能

な限り特徴付ける。 

溶媒： 

- 溶媒選択の正当性 
- 最終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 
- 入手可能である場合、継代数、試験施設の継代履歴 
- 核型の特徴および／または染色体のモード数 
- 細胞培養物の維持方法 
- マイコプラズマがないこと 
- 細胞倍加時間 

試験条件： 
- 濃度および培養数の選択根拠（例：細胞毒性データおよび溶解度限界など） 
- 培地の組成、CO2濃度、湿度レベル 
- 培地中での最終濃度として表される被験化学物質の濃度（例：培地中の µg/mL、

mg/mL または mM） 
- 培地に添加される溶媒と被験化学物質の濃度（および／または容量） 
- インキュベーション温度 
- インキュベーション時間 
- 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 
- 発現期間の長さ（適切な場合、播種細胞数、ならびに継代培養およびフィーディング

に関するスケジュールなど） 
- 選択薬剤の内容およびその濃度 
- 試験の許容基準 
- 生存細胞数および変異細胞数の計数に用いた方法 
- 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 
- 播種後のインキュベーション時間の長さ 
- 試験結果を陽性、陰性または不明確と判断する基準 
- pH、浸透圧および沈殿の測定に用いた方法 
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結果： 
- 各培養物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、および、もしあればその他の知見 
- 沈殿の徴候およびその測定時間 
- 選択培地と非選択培地に播種された細胞数 
- 非選択培地のコロニー数および選択培地の耐性のコロニー数、ならびに関連する突然

変異頻度 
- 可能な場合、濃度反応関係 
- 同時陰性（溶媒）対照および陽性対照のデータ（濃度および溶媒） 
- 陰性（溶媒）対照および陽性対照の背景データ（範囲、平均値、標準偏差、信頼区間

（例：95%）およびデータ数） 
- （個別の培養物、および適切な場合プールした同型培養物に関する）統計解析結果、

ならびにもしあれば p 値 

結果の考察 

結論 
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補遺 1 

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。 

クローニング効率：低密度で播種され、計数可能なコロニーに増殖可能な細胞の割合。 

濃度：培地中の被験化学物質の最終濃度をいう。 

細胞毒性：本試験ガイドラインの対象となる試験では、細胞毒性は、処理細胞の相対生存率が陰

性対照に比べ低下することとして確認される（特定の項を参照）。 

前進突然変異：親型から突然変異型への遺伝子突然変異のことで、酵素活性またはコード化タン

パク質の機能の変化または喪失を生じる。 

フレームシフト型変異原物質：DNA 分子において、一対または複数の塩基対の付加または欠失

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を網羅する一般的な用語で、DNA 切断、付加体、

再編成、突然変異、染色体異常および異数性などが挙げられる。すべての種類の遺伝毒性作用に

より、突然変異や一貫した染色体損傷が生じるわけではない。 
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で、Hprt 突然変異体の

除去に用いられる。 

有糸分裂組み換え：有糸分裂中の相同染色分体間の組み換えで、DNA 二本鎖切断の誘発または

ヘテロ接合体の喪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

む培地で、Xprt 突然変異体の除去に用いられる。 

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

色体異常）。 

突然変異頻度（MF）：観察された突然変異コロニー数を、選択培地に播種された細胞数で除し

た値で、選択時のクローニング効率（または生存率）で補正される。 

表現型発現期間：遺伝的変化がゲノム内で固定される処理を行ってから、既存の遺伝子産物が枯

渇して表現型形質の変化に至るまでの期間。 

相対生存率（RS）：RS は処理関連の細胞毒性の尺度として用いられる。RS は、処理直後に播種

された細胞のクローニング効率（CE）を処理期間中の細胞喪失により補正し、（生存率 100%を

割り当てられた）陰性対照のクローニング効率と比較した値である。 

S9 肝画分：肝ホモジネートを 9000g で遠心分離した後の上清、すなわち生の肝臓抽出物。 
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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：被験化学物質の溶解に用いた溶媒のみを添加する対照培養物を定める一般的な用語。 

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

被験化学物質を受けた培養物と同時に同じ方法で処理される培養物。 
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補遺 2 

細胞毒性と突然変異頻度の評価に関する式 

細胞毒性は相対生存率により評価される。すなわち、処理直後に播種された細胞のクローニング

効率（CE）を処理期間中の細胞喪失により補正し、（生存率 100%を割り当てられた）陰性対照

の補正後のクローニング効率と比較する（RS の式については以下参照）。 

被験化学物質で処理された培養物の補正後の CE の算出： 

補正後の CE = CE × 処理終了時の細胞数 
 処理開始時の細胞数 

被験化学物質で処理された培養物の RS の算出： 

RS = 処理された培養物の補正後の CE x100 
 溶媒対照の補正後の CE  

突然変異頻度は、選択培地の突然変異コロニーのクローニング効率を、選択時点での同一培養物

について測定される、非選択培地のクローニング効率で除した値である。 

突然変異頻度 = 選択培地における突然変異コロニーのクローニング効率 
 非選択培地におけるクローニング効率 

プレートがクローニング効率に用いられる場合： 

CE = コロニー数/播種された細胞数 

マイクロウェルプレートがクローニング効率に用いられる場合： 

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。 

クローニング効率 = -lnP（0） / 1 ウェルあたり播種された細胞数 

ここで、-ln P（0）は播種されたウェルのうち空の可能性が高いウェル数で、以下の式で記述さ

れる。 

lnP（0） = -ln（空のウェル数/播種されたウェル数） 


	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TG476改訂版は、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専用の別の新たなガイドライン作成にも由...
	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TG476改訂版は、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専用の別の新たなガイドライン作成にも由...
	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により、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。HPR...
	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により、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。HPR...
	3. 用いる用語の定義を補遺1に示す。

	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用いる必要がある。外因性代謝活性化系により、in vivoでの状況が完全に模倣されるわけではない。
	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用いる必要がある。外因性代謝活性化系により、in vivoでの状況が完全に模倣されるわけではない。
	5. 被験化学物質と細胞の遺伝物質との直接的な相互作用では生じない、人為的な陽性結果（すなわち、試験系との相互作用である可能性）に導くと考えられる条件は、回避するよう注意を払う必要がある。そうした条件には、pHまたは浸透圧の変化（8）（9）（10）、培地成分との相互作用（11）（12）、あるいは、過剰なレベルの細胞毒性（13）が挙げられる。19項で定義される推奨最高細胞毒性レベルを超える細胞毒性は、HPRT試験では過度とみなされる。
	5. 被験化学物質と細胞の遺伝物質との直接的な相互作用では生じない、人為的な陽性結果（すなわち、試験系との相互作用である可能性）に導くと考えられる条件は、回避するよう注意を払う必要がある。そうした条件には、pHまたは浸透圧の変化（8）（9）（10）、培地成分との相互作用（11）（12）、あるいは、過剰なレベルの細胞毒性（13）が挙げられる。19項で定義される推奨最高細胞毒性レベルを超える細胞毒性は、HPRT試験では過度とみなされる。
	6. 規制上の目的を意図したデータ生成の場合、混合物について本試験ガイドラインを用いる前に、当該混合物がその目的に十分な結果を提示できるか否か、また提示できる場合にはその理由を検討する。当該混合物の試験に関する規制上の要件がある場合、こうした検討は不要である。
	6. 規制上の目的を意図したデータ生成の場合、混合物について本試験ガイドラインを用いる前に、当該混合物がその目的に十分な結果を提示できるか否か、また提示できる場合にはその理由を検討する。当該混合物の試験に関する規制上の要件がある場合、こうした検討は不要である。

	試験の概要
	7. HPRT試験におけるHprt酵素活性、あるいはXPRT試験におけるxprt酵素活性を欠く突然変異細胞は、プリン類縁体である6-チオグアニン（TG）の細胞分裂停止作用に耐性となる。（HPRT試験での）Hprtまたは（XPRT試験での）gptが機能する細胞にはTGに感受性があり、細胞代謝の阻害およびさらなる細胞分裂の停止をもたらす。したがって、突然変異細胞はTG存在下で増殖できるが、（HPRT試験での）Hprt酵素あるいは（XPRT試験での）gpt酵素を含有する正常細胞は増殖できない。
	7. HPRT試験におけるHprt酵素活性、あるいはXPRT試験におけるxprt酵素活性を欠く突然変異細胞は、プリン類縁体である6-チオグアニン（TG）の細胞分裂停止作用に耐性となる。（HPRT試験での）Hprtまたは（XPRT試験での）gptが機能する細胞にはTGに感受性があり、細胞代謝の阻害およびさらなる細胞分裂の停止をもたらす。したがって、突然変異細胞はTG存在下で増殖できるが、（HPRT試験での）Hprt酵素あるいは（XPRT試験での）gpt酵素を含有する正常細胞は増殖できない。
	8. 浮遊培養細胞または単層培養細胞を、外因性代謝活性化系（14項参照）の存在下および非存在下の両方で適切な時間（3～6時間）被験化学物質に曝露後、継代培養により細胞毒性を判定し、表現型発現を可能にしてから突然変異体を選択する（14）（15）（16）（17）。細胞毒性は相対生存率（RS）、すなわち、処理直後に測定され、処理中の何らかの細胞喪失について補正されたクローニング効率と、陰性対照との比較により判定される（18項および補遺2参照）。処理された培養物は、誘発される突然変異の表現型発現が最適に近...
	8. 浮遊培養細胞または単層培養細胞を、外因性代謝活性化系（14項参照）の存在下および非存在下の両方で適切な時間（3～6時間）被験化学物質に曝露後、継代培養により細胞毒性を判定し、表現型発現を可能にしてから突然変異体を選択する（14）（15）（16）（17）。細胞毒性は相対生存率（RS）、すなわち、処理直後に測定され、処理中の何らかの細胞喪失について補正されたクローニング効率と、陰性対照との比較により判定される（18項および補遺2参照）。処理された培養物は、誘発される突然変異の表現型発現が最適に近...

	試験方法に関する説明
	準備
	9. HPRT試験およびXPRT試験に用いられる細胞型は、変異原性化学物質に関する感受性が立証されていること、クローニング効率が高いこと、核型が安定していること、および自然発生突然変異頻度が安定していることが必要である。HPRT試験で最もよく用いられる細胞には、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が挙げられる（18）（19）。XPRT試験では、gpt導入遺伝子を含有（Hprt遺伝子を欠損）しているCHO由来の...
	9. HPRT試験およびXPRT試験に用いられる細胞型は、変異原性化学物質に関する感受性が立証されていること、クローニング効率が高いこと、核型が安定していること、および自然発生突然変異頻度が安定していることが必要である。HPRT試験で最もよく用いられる細胞には、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が挙げられる（18）（19）。XPRT試験では、gpt導入遺伝子を含有（Hprt遺伝子を欠損）しているCHO由来の...
	10. 細胞株では定期的に染色体モード数の安定性、およびマイコプラズマ汚染がないことを確認し（22）（23）、汚染されている場合または染色体モード数が変化した場合、その細胞を使用すべきではない。試験施設で用いられる正常細胞の周期時間が確立され、公表されている細胞特性と一致している必要がある。マスター細胞ストックの自然発生突然変異頻度も確認し、突然変異の頻度が許容不能である場合、このストックは使用すべきではない。
	10. 細胞株では定期的に染色体モード数の安定性、およびマイコプラズマ汚染がないことを確認し（22）（23）、汚染されている場合または染色体モード数が変化した場合、その細胞を使用すべきではない。試験施設で用いられる正常細胞の周期時間が確立され、公表されている細胞特性と一致している必要がある。マスター細胞ストックの自然発生突然変異頻度も確認し、突然変異の頻度が許容不能である場合、このストックは使用すべきではない。
	11. 本試験での使用に先立ち、例えば、HPRT試験ではHAT培地、XPRT試験ではMPA培地における培養により、培養物では既存の突然変異細胞を除去する必要があると考えられる（5）（24）（補遺1参照）。除去した細胞を凍結保存後、作業用ストックとして解凍することで使用できる。新たに解凍した作業用ストックは、通常の倍加時間に到達後、本試験で使用できる。XPRT試験を実施する場合、AS52細胞の定期的な培養では、gpt導入遺伝子の維持を保証する条件を用いる必要がある（20）。
	11. 本試験での使用に先立ち、例えば、HPRT試験ではHAT培地、XPRT試験ではMPA培地における培養により、培養物では既存の突然変異細胞を除去する必要があると考えられる（5）（24）（補遺1参照）。除去した細胞を凍結保存後、作業用ストックとして解凍することで使用できる。新たに解凍した作業用ストックは、通常の倍加時間に到達後、本試験で使用できる。XPRT試験を実施する場合、AS52細胞の定期的な培養では、gpt導入遺伝子の維持を保証する条件を用いる必要がある（20）。
	12. 培養物の維持には、適切な培地ならびにインキュベーション条件（培養容器、5% CO2の加湿雰囲気、および37 Cのインキュベーション温度）を用いる。細胞培養物は、対数期の増殖を確保する条件下で常に維持する。発現期間中の最適な細胞増殖、および突然変異細胞と非突然変異細胞の両方の最適なクローニング効率を確保する、培地と培養の条件選択が特に重要である。
	12. 培養物の維持には、適切な培地ならびにインキュベーション条件（培養容器、5% CO2の加湿雰囲気、および37 Cのインキュベーション温度）を用いる。細胞培養物は、対数期の増殖を確保する条件下で常に維持する。発現期間中の最適な細胞増殖、および突然変異細胞と非突然変異細胞の両方の最適なクローニング効率を確保する、培地と培養の条件選択が特に重要である。
	13. 細胞株は保存培養物から増殖させ、浮遊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指数関数的増殖を継続すると考えられる密度で培地に播種する（例：単層で増殖する細胞にはコンフルエンスを回避する）。
	13. 細胞株は保存培養物から増殖させ、浮遊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指数関数的増殖を継続すると考えられる密度で培地に播種する（例：単層で増殖する細胞にはコンフルエンスを回避する）。
	14. 内因性の代謝能が不十分な細胞を採用する場合、外因性の代謝系を用いる必要がある。初期設定で推奨され最もよく用いられる代謝系は、他に正当化される場合を除き、アロクロール1254（25）（26）（27）（28）またはフェノバルビタールとβ-ナフトフラボンの併用（29）（30）（31）（32）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、補因子添加ポストミトコンドリア画分（S9）である。後者の併用は「残留性有機汚染物質に関するストックホルム条約」（33）に抵触せず、混合機能...
	14. 内因性の代謝能が不十分な細胞を採用する場合、外因性の代謝系を用いる必要がある。初期設定で推奨され最もよく用いられる代謝系は、他に正当化される場合を除き、アロクロール1254（25）（26）（27）（28）またはフェノバルビタールとβ-ナフトフラボンの併用（29）（30）（31）（32）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、補因子添加ポストミトコンドリア画分（S9）である。後者の併用は「残留性有機汚染物質に関するストックホルム条約」（33）に抵触せず、混合機能...
	15. 固体の被験化学物質は、適切な溶媒で調製し適宜希釈してから細胞を処理する（16項参照）。液体の被験化学物質は、試験系に直接添加できる、および／または希釈してから試験系を処理できる。気体または揮発性の被験化学物質は、密封した培養容器での処理など、標準的なプロトコールの適切な修正により検討する（37）（38）。安定性データにより保存の許容性が立証されている場合を除き、被験化学物質の調製は処理直前に行う。
	15. 固体の被験化学物質は、適切な溶媒で調製し適宜希釈してから細胞を処理する（16項参照）。液体の被験化学物質は、試験系に直接添加できる、および／または希釈してから試験系を処理できる。気体または揮発性の被験化学物質は、密封した培養容器での処理など、標準的なプロトコールの適切な修正により検討する（37）（38）。安定性データにより保存の許容性が立証されている場合を除き、被験化学物質の調製は処理直前に行う。

	試験条件
	16. 試験の実施に悪影響（例：細胞増殖の変化、被験化学物質の完全性への影響、培養容器との反応、代謝活性化系の障害）を及ぼすことなく、被験化学物質の溶解度を最適化できる溶媒を選択する。可能な限り、まず水溶性の溶媒（または培地）の使用を検討すべきであることが推奨される。十分に確立されている溶媒は、例えば、水およびジメチルスルホキシドである。一般に、最終処理の培地については、有機溶媒は1%（v/v）を超えず、水性溶媒（生理食塩水または水）は10%（v/v）を超えないこと。用いる溶媒が十分に確立されてい...
	16. 試験の実施に悪影響（例：細胞増殖の変化、被験化学物質の完全性への影響、培養容器との反応、代謝活性化系の障害）を及ぼすことなく、被験化学物質の溶解度を最適化できる溶媒を選択する。可能な限り、まず水溶性の溶媒（または培地）の使用を検討すべきであることが推奨される。十分に確立されている溶媒は、例えば、水およびジメチルスルホキシドである。一般に、最終処理の培地については、有機溶媒は1%（v/v）を超えず、水性溶媒（生理食塩水または水）は10%（v/v）を超えないこと。用いる溶媒が十分に確立されてい...
	17. 被験化学物質の最高濃度を決定する場合、人為的な陽性反応を引き起こす可能性のある濃度、例えば、過剰な細胞毒性（20項参照）、培地の沈殿物（21項参照）、あるいはpHまたは浸透圧の著しい変化（5項参照）をもたらす濃度は回避する。被験化学物質の添加時に培地のpHに著しい変化が生じる場合、人為的な陽性結果を回避し適切な培養条件を維持するため、最終処理培地の緩衝によりpHを調整することが考えられる。
	17. 被験化学物質の最高濃度を決定する場合、人為的な陽性反応を引き起こす可能性のある濃度、例えば、過剰な細胞毒性（20項参照）、培地の沈殿物（21項参照）、あるいはpHまたは浸透圧の著しい変化（5項参照）をもたらす濃度は回避する。被験化学物質の添加時に培地のpHに著しい変化が生じる場合、人為的な陽性結果を回避し適切な培養条件を維持するため、最終処理培地の緩衝によりpHを調整することが考えられる。
	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。最初の試験での細胞毒性の評価は、主試験で用いられる濃度のより正確な定義に有用であると考えられるが、最初の試験では要求されていない。最初の試験において細胞毒性の評価を実施した場合でも、主試験における培養物ごとの細胞毒性の測定はなお必要である。細胞毒性はRSを用いて評価する。すなわち、細胞数に基づき、処理直後に播種された細胞のクローニング効率（CE）を処理期間中の細胞喪失により補正し、（生存率100%を割り当てられた）...
	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。最初の試験での細胞毒性の評価は、主試験で用いられる濃度のより正確な定義に有用であると考えられるが、最初の試験では要求されていない。最初の試験において細胞毒性の評価を実施した場合でも、主試験における培養物ごとの細胞毒性の測定はなお必要である。細胞毒性はRSを用いて評価する。すなわち、細胞数に基づき、処理直後に播種された細胞のクローニング効率（CE）を処理期間中の細胞喪失により補正し、（生存率100%を割り当てられた）...
	19. 許容基準（適切な細胞毒性、細胞数など）を満たす4段階以上（溶媒対照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系列の培養物の使用が望ましいが、試験濃度ごとに同型または1系列で処理された培養物を用いることもできる。所定の濃度で個別の同型培養において得られた結果は、区別して報告すべきであるが、データ解析ではプールできる（17）。細胞毒性をほとんどまたは全く示さない被験化学物質については、公比約2～3の濃度間隔が通常適切であると考えられる。細胞毒性を生じる場合、選択される試験濃度の範囲...
	19. 許容基準（適切な細胞毒性、細胞数など）を満たす4段階以上（溶媒対照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系列の培養物の使用が望ましいが、試験濃度ごとに同型または1系列で処理された培養物を用いることもできる。所定の濃度で個別の同型培養において得られた結果は、区別して報告すべきであるが、データ解析ではプールできる（17）。細胞毒性をほとんどまたは全く示さない被験化学物質については、公比約2～3の濃度間隔が通常適切であると考えられる。細胞毒性を生じる場合、選択される試験濃度の範囲...
	20. 最高濃度が細胞毒性に基づく場合、最高濃度は10～20%のRS到達を目標にする必要がある。10%以下のRSのみ認められる陽性結果を解釈する場合、注意を払う必要がある（43項参照）。
	20. 最高濃度が細胞毒性に基づく場合、最高濃度は10～20%のRS到達を目標にする必要がある。10%以下のRSのみ認められる陽性結果を解釈する場合、注意を払う必要がある（43項参照）。
	22. 沈殿も限定的な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のうち最低濃度に合わせる（39）（40）。被験化学物質の組成が定義されていない場合、例えば、組成が不明または不定の物質、複雑な反応生成物または生物材料（すなわち、組成が不明または不定の化学物質［UVCB］）（41）、環境抽出物などの場合、十分な細胞毒性がなければ、最高濃度をより高くする（例：5 mg/mL）ことで、各成分の濃度を上昇させる必要があると考えられる。ただし、上記の要件は、ヒト用...
	23. 処理培地への溶媒のみの添加からなり、被験化学物質処理培養物と同じ方法で取り扱った同時陰性対照（16項参照）を、試験条件ごとに設ける。
	23. 処理培地への溶媒のみの添加からなり、被験化学物質処理培養物と同じ方法で取り扱った同時陰性対照（16項参照）を、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条件下での変異原同定能、および、適用可能な場合、外因性代謝活性化系の有効性を立証するのに必要である。陽性対照の例を以下の表1に示す。正当化されれば、代わりの陽性対照物質を使用できる。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用いた試験は、代謝活性化を要する陽性対照のみにより実施できる。この場合、この単一の陽性対照の反応が、代謝活性化系の活性と試験系の反応性の両方を立...
	24. 同時陽性対照は、試験施設が用いた試験プロトコール条件下での変異原同定能、および、適用可能な場合、外因性代謝活性化系の有効性を立証するのに必要である。陽性対照の例を以下の表1に示す。正当化されれば、代わりの陽性対照物質を使用できる。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用いた試験は、代謝活性化を要する陽性対照のみにより実施できる。この場合、この単一の陽性対照の反応が、代謝活性化系の活性と試験系の反応性の両方を立...

	表1．試験施設の習熟度評価および陽性対照の選択に推奨される参照物質
	手順
	被験化学物質による処理
	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化学物質で処理する。適切な時間（通常、3～6時間が適切）曝露する必要がある。
	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化学物質で処理する。適切な時間（通常、3～6時間が適切）曝露する必要がある。
	26. 試験の各段階で各試験の培養物（対照培養物および処理培養物）に用いる最小細胞数は、自然発生突然変異頻度に基づく必要がある。一般的な目安として、試験のすべてのフェーズで培養物ごとに、10個の自然発生突然変異体を維持するのに十分な細胞を処理し継代する（17）。自然発生突然変異頻度は、通常5～20×10-6である。処理中90%の細胞毒性（10% RS）を引き起こす濃度で処理された培養物でも、5×10-6の自然発生突然変異頻度で、十分な数の自然発生突然変異体（10個以上）を維持するには、20×106...
	26. 試験の各段階で各試験の培養物（対照培養物および処理培養物）に用いる最小細胞数は、自然発生突然変異頻度に基づく必要がある。一般的な目安として、試験のすべてのフェーズで培養物ごとに、10個の自然発生突然変異体を維持するのに十分な細胞を処理し継代する（17）。自然発生突然変異頻度は、通常5～20×10-6である。処理中90%の細胞毒性（10% RS）を引き起こす濃度で処理された培養物でも、5×10-6の自然発生突然変異頻度で、十分な数の自然発生突然変異体（10個以上）を維持するには、20×106...
	27. 処理期間後、突然変異の表現型発現を可能にするため細胞を培養する。新たに誘発されたHprtとxprt突然変異体の最適に近い表現型発現を可能にするには、通常は最低7～9日間で十分である（43）（44）。この期間中、細胞の指数関数的増殖を維持するため、細胞を定期的に継代培養する。表現型発現後、選択薬剤（6-チオグアニン）を含有する培地および含有しない培地で細胞を再播種し、それぞれ選択時の突然変異体数およびクローニング効率を判定する。この播種は、単層培養ではディッシュ、浮遊細胞ではマイクロウェルプ...
	27. 処理期間後、突然変異の表現型発現を可能にするため細胞を培養する。新たに誘発されたHprtとxprt突然変異体の最適に近い表現型発現を可能にするには、通常は最低7～9日間で十分である（43）（44）。この期間中、細胞の指数関数的増殖を維持するため、細胞を定期的に継代培養する。表現型発現後、選択薬剤（6-チオグアニン）を含有する培地および含有しない培地で細胞を再播種し、それぞれ選択時の突然変異体数およびクローニング効率を判定する。この播種は、単層培養ではディッシュ、浮遊細胞ではマイクロウェルプ...

	試験施設の習熟度
	28. この試験を日常的に用いるのに先立ち、試験について十分な経験を積むため、試験施設 は、異なる機序を介し作用する複数の陽性対照物質（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とを少なくとも1つ選択）、および各種陰性対照（種々の溶媒／媒体を使用）により、一連の実験を実施する必要がある。これらの陽性対照および陰性対照の反応は、文献と一致している必要がある。上記事項は経験のある、すなわち、30～33項で定義される入手可能な背景データベースを有する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）の選択については、変異原性物質検出に関する習熟度の立証、代謝活性化系の有効性の判定、ならびに、処理中、表現型発現中および突然変異体選択中の細胞増殖条件と、スコアリング手順の適切性の立証を行うため、代謝活性化系の非存在下および存在下で検討する必要がある。試験系の感度およびダイナミックレンジを示すため、選択された物質の濃度範囲は、バックグラウンドを上回る再現可能で濃度依存的な増加をもたらすよう選択する。
	29. 陽性対照物質（25項表1参照）の選択については、変異原性物質検出に関する習熟度の立証、代謝活性化系の有効性の判定、ならびに、処理中、表現型発現中および突然変異体選択中の細胞増殖条件と、スコアリング手順の適切性の立証を行うため、代謝活性化系の非存在下および存在下で検討する必要がある。試験系の感度およびダイナミックレンジを示すため、選択された物質の濃度範囲は、バックグラウンドを上回る再現可能で濃度依存的な増加をもたらすよう選択する。

	背景対照（historical control）データ
	30. 試験施設は、下記事項を確立する必要がある。
	31. まず陰性対照の背景データの分布データを得る場合、同時陰性対照が、公表されている対照データと一致している必要がある（22）。背景対照の分布にはより多くの実験データが追加されるため、同時陰性対照は、理想的には背景対照の分布の95%管理限界内とする（17）（45）（46）。
	31. まず陰性対照の背景データの分布データを得る場合、同時陰性対照が、公表されている対照データと一致している必要がある（22）。背景対照の分布にはより多くの実験データが追加されるため、同時陰性対照は、理想的には背景対照の分布の95%管理限界内とする（17）（45）（46）。
	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回の実験により構築すべきであるが、望ましくは、同程度の実験条件下で実施された20回以上の実験からなることが考えられる。試験施設では、管理図（例：C管理図またはXバー管理図（47））などの品質管理方法を用い、当該施設の陽性対照および陰性対照データにどの程度のばらつきがあるかを特定し、その試験方法が当該施設において「管理下にある」ことを示す必要がある（46）。背景データの構築方法および使用方法（すなわち、背景データに関するデータの組み入れ基...
	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回の実験により構築すべきであるが、望ましくは、同程度の実験条件下で実施された20回以上の実験からなることが考えられる。試験施設では、管理図（例：C管理図またはXバー管理図（47））などの品質管理方法を用い、当該施設の陽性対照および陰性対照データにどの程度のばらつきがあるかを特定し、その試験方法が当該施設において「管理下にある」ことを示す必要がある（46）。背景データの構築方法および使用方法（すなわち、背景データに関するデータの組み入れ基...
	33. 陰性対照データは、23項記載のとおり、1系列での培養か望ましくは同型培養由来の突然変異頻度からなる必要がある。同時陰性対照は、理想的には、試験施設の陰性対照の背景データベースの分布の95%管理限界内とする（17）（45）（46）。同時陰性対照データがこの95%管理限界から外れた場合、そのデータが極端な外れ値でなく、試験系が「管理下にある」（上記参照）という証拠があり、技術的および人的な過誤がないという証拠がある限り、そのデータを背景対照の分布に組み入れるのは許容可能であると考えられる。
	33. 陰性対照データは、23項記載のとおり、1系列での培養か望ましくは同型培養由来の突然変異頻度からなる必要がある。同時陰性対照は、理想的には、試験施設の陰性対照の背景データベースの分布の95%管理限界内とする（17）（45）（46）。同時陰性対照データがこの95%管理限界から外れた場合、そのデータが極端な外れ値でなく、試験系が「管理下にある」（上記参照）という証拠があり、技術的および人的な過誤がないという証拠がある限り、そのデータを背景対照の分布に組み入れるのは許容可能であると考えられる。
	34. 実験プロトコールに何らかの変更を加える場合には、試験施設の既存の背景対照データベースとの整合性という観点から考察する必要がある。何らかの重大な不一致があれば、新たな背景対照データベースを構築すべきである。
	34. 実験プロトコールに何らかの変更を加える場合には、試験施設の既存の背景対照データベースとの整合性という観点から考察する必要がある。何らかの重大な不一致があれば、新たな背景対照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として表示）の算出に必要なデータをすべて含める。処理群と対照群の両培養物のデータには、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なしのウェル数）を含める必要がある。各培養物のRSは、同時溶媒対照に対する割合（%）として表す（定義については補遺1参照）。
	35. 結果の提示は、細胞毒性（RSとして表示）の算出に必要なデータをすべて含める。処理群と対照群の両培養物のデータには、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なしのウェル数）を含める必要がある。各培養物のRSは、同時溶媒対照に対する割合（%）として表す（定義については補遺1参照）。
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