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OECD テストガイドライン 
――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――― 

遺伝毒性：哺乳動物細胞を用いる in vitro 姉妹染色分体交換試験 
 

１．序論 
 
・前提条件 

 
－固体、液体、揮発性またはガス状被験物質 
－被験物質の化学的同定 
－被験物質の純度（不純物） 
－溶解性 
－融点／沸点 
－pH 
－蒸気圧（もしデータがあれば） 
 
・基準となる文書 

 
 適切な国際的基準はない。 
 
２．試験法 
 
A．緒言 
 
 姉妹染色分体交換（SCE）試験は、複製している染色体の２本の姉妹染色分体間の DNA の相

互交換を検出する短期試験法である。SCE は、見かけ上相同部位での複製後 DNA 鎖の交換を表

している。分子レベルの情報はほとんどないが、交換はおそらく DNA の切断および再結合を経

て起こると思われる。SCE を検出するには、２細胞周期の間染色体 DNA にブロモデオキシウリ

ジン（BrdU）を取り込ませるなどして、２本の姉妹染色分体を分染する必要がある。SCE は、

哺乳動物の系でも、あるいは哺乳動物以外の系でも検出することができる。 
 
・試験法の原則 
 
哺乳動物細胞を in vitro で代謝活性化系の存在下および非存在下において被験物質で処理し、

BrdU を含む培地中で２回 DNA 合成を行わせる。紡錘糸阻害剤（コルヒチンなど）で処理して分

裂細胞を蓄積後、細胞を回収し染色体標本を作製する。 
 
――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――― 

本テストガイドラインを使用するものは、序文の特に3、4、7及び8を熟慮すること。 
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遺伝毒性：哺乳動物細胞を用いる in vitro 姉妹染色分体交換試験 

 
B．試験手順の解説 
 
・準備 
 
 被験物質 
 
被験物質は、細胞の処理直前に培地もしくは適切な溶媒に溶解する。溶媒の培地中での最終濃

度は、細胞の生育率、増殖率および SCE 頻度に明らかな影響を及ぼさない濃度とする。 
 
 細胞および培養方法 
 
初代培養系（ヒトリンパ球など）あるいは樹立細胞株（チャイニーズハムスターの卵巣あるい

は肺由来細胞など）が試験に用いられる。株細胞は、マイコプラズマ汚染および核型の安定性を

定期的に調べる。 
 
 培養に際しては適切な培地および培養条件（温度、培養容器、CO2濃度、湿度など）を用いる。 
 
 代謝活性化 
 
細胞を適切な哺乳類代謝活性化系の存在下および非存在下の両方において被験物質で処理する。

代謝活性化系の例として、酵素誘導をかけた哺乳動物の肝臓より調整したポストミトコンドリア

画分に補酵素を添加した系と、哺乳動物肝細胞初代培養を用いる系があげられる。 
 
・試験条件 
  

試験濃度 
 
被験物質の濃度は、適切な濃度幅をおいて少なくとも３点を用いる。最低濃度は、有意な毒性

効果がみられ、かつ、まだ適切な細胞複製が行われる濃度を採用すべきである。水に難溶性の物

質は、適切な手法を用いて溶解限界まで試験する。水によく溶けるが、細胞毒性を示さない物質

については、個別に最高濃度を決定する。 
 

 プレート数 
 
各試験ポイントについて少なくとも２枚のプレートを用いる。
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遺伝毒性：哺乳動物細胞を用いる in vitro 姉妹染色分体交換試験 
 

対照 
 
直接作用する物質および代謝活性化を必要とする物質の両方を用いて実験ごとに陽性対照をお

く。溶媒対照もおく。以下に、陽性対照物質の例を示す。 

－ethylmethanesulphonate, mitomycin C（直接作用原） 

－cyclophosphamide（間接作用原） 

 
・試験の実施 
 
 培養の準備 
 
株細胞は保存用培養から調製し（トリプシン処理あるいは振盪剥離などによる）、適切な数の細

胞を播種し、37℃で培養する。単層培養の際には、試験終了後に細胞がコンフルエントの状態に

ならないように細胞密度を調節する。浮遊培養の細胞を用いてもよい。ヒトリンパ球培養は、血

液から適切な手法を用いて調製し、37℃で培養する。 
 
 被験物質による処理 
 
対数増殖期にある株細胞を適切な時間、被験物質で処理する。処理時間は多くの場合１～２時

間が効果的であるが、２細胞周期間まで延長してもよい。被験物質の処理を、血清を含まない培

地の中で行う方がより効果的な場合もある。処理は、代謝活性化系の存在下および非存在下で行

う必要がある。処理終了後、細胞を洗って被験物質を除き、BrdU 存在下で２細胞周期間培養す

る。他に、２細胞周期の全時間、被験物質と BrdU を同時に処理する方法もある。 
 
 ヒトリンパ球培養の場合には細胞がほぼ同調状態で処理されることになる。 
 
 分析は、処理の開始後第２回目の分裂期にある細胞で行う。最も感受性の高い細胞周期の間に

処理された細胞を観察するためである。 
 
 BrdU が添加された培養は、培養終了時までは BrdU を取り込んだ DNA の光分解をできるだけ

少なくするように取り扱わなくてはならない。  
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細胞の回収 
 
細胞を、培養終了前１～４時間、紡錘糸阻害剤（コルヒチンなど）で処理する。各培養より回

収された細胞は、標本作製にいたるまで別個に取り扱う。 
 

 染色体標本作製および染色 
 
染色体標本は通常の細胞遺伝学的手法により作製する。SCE 観察のためには幾通りかの染色法

がある（蛍光ギムザ法など）。 
 

 分析 
 
通常、プレートあたり少なくとも25個のよく広がった分裂中期細胞によりSCEを観察するが、

この数は SCE の自然発生頻度により左右される。標本は観察前にコード化する。ヒトリンパ球で

は 46 個の動原体を有する細胞のみを観察する。株細胞の場合には、最頻値±２個の動原体を有す

る細胞のみを観察する。動原体部位での交換を SCE として計数したか否かを必ず記載する。結果

は再実験により確認を行う。 
 
３．データおよび報告 
 
・結果の処理 
 
 試験成績は表にして示す。観察された SCE 頻度、染色体数、およびこれらより算出された染色

体あたりの SCE 頻度を、処理群と対照群のすべてについて、細胞ごとに別々に表示する。 
 
 試験成績は適切な統計学的手法を用いて評価する。 
 
・結果の評価 
 
 陽性結果と判定するためにはいくつかの基準があり、その一つとして細胞あたりの平均 SCE 頻

度の増加に統計学的に有意な濃度依存性のあることがあげられる。その他の基準としては、試験

した濃度の少なくとも１点で再現性よく統計学的に有意な陽性結果が得られることである。 
 
 細胞あたりの SCE 頻度の増加に統計学的に有意な濃度依存性がなく、用いたいかなる濃度にお

いても統計学的に有意で再現性ある陽性結果が得られないときは、この試験系では被験物質は陰

性であると考える。 
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・試験報告 

 試験報告書には以下の情報を記載する。 

－使用細胞、細胞維持の方法 
－試験条件：培地の組成、CO2 濃度、被験物質の濃度、溶媒の種類、培養温度、処理時間、紡錘

糸阻害剤の種類・濃度・処理時間、用いた哺乳類代謝活性化系の種類、陽性および陰性対照、

BrdU 濃度 
－実験濃度あたりのプレート数 
－標本作製手法の詳細な記述 
－分析した分裂期細胞数（プレートごとに表示する） 
－細胞あたりおよび染色体あたりの平均 SCE 頻度（プレートごとに表示する） 
－SCE の計数基準 
－試験濃度選定の根拠 
－あれば濃度依存性 
－統計学的評価 
－試験結果に対する考察 
－試験結果の解釈 
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