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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 
 

哺乳類の精原細胞を用いる染色体異常試験 
 
 
はじめに 
 
1.  哺乳類の In vivo 染色体異常試験の目的は、哺乳類の精原細胞を用いて構造異常をきたす物

質を特定することにある(1)(2)(3)(4)(5)。構造異常には 2 つのタイプ、いわゆる染色体異常お

よび染色分体異常がある。染色体異常を誘発する変異原性物質の多くは染色分体型異常で

あるが、染色体型異常もみられる。このガイドラインが企画されたのは異常数を測定する

ためではなく、まして、そのために日常的に使用するためでもない。染色体突然変異およ

び関連する現象は、多くのヒト遺伝病の原因である。 
 
2.  この試験は精原生殖細胞で生じる染色体関連事象を測定する。したがって、生殖細胞にお

ける遺伝的な突然変異の誘発を予想できると期待される。 
 
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. げっ歯動物が、この試験で一般的に使われる。この in vivo 細胞遺伝学的試験は、精原細胞

分裂における染色体異常を検出する。それ以外に影響を受ける細胞は、このガイドライン

の対象ではない。 
 
5. 精原細胞で染色分体型異常を検出するために、これらの異常が以降の細胞分裂で失われる

前に、処理後の第 1 有糸分裂を調べる。精原幹細胞に関する更なる情報は、処理した精原幹

細胞が精母細胞に分化する途中で減数分裂中の移動期、いわゆる中期 I の染色体について検

査し、染色体型異常の有無を知ることにより得られる。 
 
6. この in vivo 試験は、体細胞突然変異誘発物質が生殖細胞でも作用するかどうか調べるよう

にデザインされた。更に、精原細胞試験は変異原性を評価するためにも、それによって in vivo
代謝、薬物動態学および DNA 修復過程に係わる因子に関する考察が可能になるという点で

重要である。 
 
7. 精巣には何世代もの精原細胞が存在し、化学物質に対する感受性は多種多様である。した

がって、検出された異常は化学物質に接触した精原細胞集団全体の応答を表しており、よ

り分化の進んだ精原細胞によるものが大きい。世代の異なる精原細胞は精巣内の位置に依

存し、全身循環に暴露される場合とされない場合がある。なぜなら、セルトリ細胞の物理

的および生理的細胞関門と血液精巣関門が存在するからである。 
 
8. 被験物質または反応性代謝産物が標的組織に達しないという証拠がある場合、この試験を

用いるのは不適当である。 
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試験の概要 
 
9. 動物を適切な経路で被験物質に暴露し、暴露後適当な時間に屠殺する。屠殺の前に、動物

に分裂中期停止剤（例えば、コルヒチンまたは Colcemid®）を投与する。次に、生殖細胞か

ら染色体標本を作製、染色し、中期細胞の染色体異常を分析する。 
 
試験方法 
 
準備 
 
動物種の選択 
 
10. 雄のチャイニーズハムスターとマウスが一般的に用いられる。ただし、他の適当な哺乳類

の雄を用いてもよい。一般的に用いられる実験動物の系統で、若齢健康成熟動物を使用す

る。試験開始時、使用動物の体重のばらつきは最小限とし、各性の平均体重の± 20％を超え

ないこととする。 
 
飼育および給餌条件 
 
11. 動物飼育室の温度は 22°C ± 3°C とする。相対湿度は目標値を 50～60％とし、30％以上、70％

を超えないこと（飼育室清掃時を除く）が望ましい。照明は人工照明で 12 時間明期、12 時

間暗期とする。飼料は、通常の実験動物用飼料を用いてよい。飲水は自由に摂取させる。

なお、被験物質を混餌投与する場合には、被験物質とよく混合できる飼料を選択する必要

が生じる場合がある。動物は個別飼育するか、または同性の動物を群飼いする。 
 
動物の準備 
 
12. 健康な若齢成熟動物を対照群と投与群に無作為に割り付ける。ケージの位置による影響を

最小限にするように考慮しながら、ケージを配置する。全ての動物を個体識別する。本試

験の開始前に、動物は 5 日間以上飼育室環境に馴化させる。 
 
被験物質の準備 
 
13. 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 
 
14. 溶剤／溶媒は、投与に用いる量で毒性効果を生じてはならないし、被験物質との化学反応

を起こす疑いがないものを用いる。性質が既知ではない溶剤／溶媒を用いるときは、適合 
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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。 
 
対照 
 
15. 試験ごとに、それぞれの性において、陽性および陰性（溶剤／溶媒）対照を同時に設定す

る。対照群の動物は、被験物質を投与しないこと以外、投与群の動物と同様に取り扱う。 
 
16. バックグラウンドに比較して検出可能な増加となるべき暴露量においては、陽性対照は in 

vivo で精原細胞に染色体構造異常を生じさせるものとする。陽性対照の用量は明らかな効

果が発現し、かつ割り付けられたスライドの帰属が研究者にとって自明とならないように

設定する。陽性対照を被験物質とは異なる経路で投与すること、および 1 回のサンプリン

グは容認できる。更に、入手可能な場合、化学クラス関連の陽性対照化学物質の使用を考

慮してもよい。陽性対照物質の例を以下に示す。 

  

化学物質および CAS 番号 

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）] 

シクロヘキシルアミン[CAS 番号 108-91-8] 

マイトマイシン C[CAS 番号 50-07-7] 

アクリルアミドモノマー[CAS 番号 79-06-1] 

トリエチレンメラミン[CAS 番号 51-18-3] 

 
17. 陰性対照物質のきたす染色体異常の動物間変動および出現頻度に関する背景のデータが満

足すべきものでない限り、溶剤または溶媒のみで処理する以外は、処理群と同様に扱う陰

性対照を全てのサンプリング時に設定する。更に、選択した溶剤／溶媒が無害であること

を証明する背景データまたは公表された対照データがない限り、無添加の対照を用いる。 
 
手順 
 
動物数 
 
18. 各群とも、5 匹以上の分析可能な雄動物を含める。 
 
投与スケジュール 
 
19. 被験物質は単回投与または 2 回投与（すなわち、1 回または 2 回の処理として投与）するの

が望ましい。被験物質を分割して 2、3 時間を超えない間隔で同じ日に投与すれば、容量の

大きな物質の投与も容易になる。上記以外の投与法の場合には、科学的に正当な理由が必

要である。 
 
20. 最高用量群において、投与後 2 回のサンプリングを行う。細胞周期の動態は被験物質によっ

て影響されるので、初期と後期に 1 回ずつ、すなわち投与後約 24 時間と 48 時間にサンプリ

ングする。最高用量以外の用量については、投与後 24 時間または 1.5 細胞周期長に 1 回サ 
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ンプルを採取する。ただし、効果を検出するうえで、より適切な時間が分かっている場合

はこの限りでない(6)。 
 
21. 更に、他のサンプリング時間を使用する場合もある。例えば、染色体の移動を遅らせるも

の、または S 期に依存しない効果を及ぼす化学物質については、より初期のサンプリング

が適切であろう(1)。 
 
22. 繰り返し投与スケジュールが適切かどうかは、それぞれの状況で判断する必要がある。繰

り返し投与スケジュールに従った場合、最終投与後 24 時間（1.5 細胞周期長）に動物を屠殺

する。必要に応じて、更にサンプリング時間を加えてもよい。 
 
23. 動物は、屠殺前に分裂中期停止剤（例えば、Colcemid®またはコルヒチン）を腹腔内注射す

る。その後適当な間隔で動物を屠殺し、サンプリングする。この間隔はマウスの場合は約 3
～5 時間、チャイニーズハムスターの場合は約 4～5 時間である。 

 
投与量 
 
24. 適切なデータがないため用量設定試験を実施する場合は、本試験実施機関で、本試験で使

用するのと同じ種、系統、性および投与計画によって実施する(7)。毒性がある場合、最初

のサンプリング時には 3 つの用量を設定する。これらの用量は、最大からほとんどか、ある

いは全く毒性を示さない量までをカバーする。以後のサンプリング時には、最高用量のみ

を行えばよい。最高用量は毒性の徴候を呈す用量で、同じ投与計画で更に高用量の投与を

続ければ致死を引き起こすと予想される用量と定義する。ホルモンやマイトジェンのよう

に毒性を表さない低用量で特異的な生物活性を示す物質は、このような用量決定基準の適

用外であり、それぞれの状況によって評価する。最高用量は、精原細胞に対して何らかの

毒性発現の徴候をもたらす用量と定義することも可能である（例えば、精原細胞の第 1 およ

び第 2 減数分裂中期に対する精原細胞有糸分裂の比率の減少であれば、この減少は 50%を

超えてはならない）。 
 
限度試験 
 
25. 少なくとも 2000 mg/kg 体重の用量を 1 日 1 回または 1 日 2 回に分けて投与する試験におい

て毒性の徴候が全く認められず、かつ構造的に関連する物質のデータに基づいて遺伝毒性

が予想できない場合には、3 用量を用いる完全な試験の必要はないと考えてよい。ヒトで想

定される暴露量によっては、限度試験においても更に高用量の使用が必要になる可能性は

ある。 
 
投与 
 
26. 被験物質は、通常、胃ゾンデまたは適切な挿管カニューレを用いた強制投与によって、ま

たは腹腔内注射によって投与される。正当な理由があるなら、他の暴露経路も受け入れ可

能である。強制投与または注射により 1 回に投与できる液体の最大体積は、供試動物の大き

さに依存し、2 mL/100g 体重を超えてはならない。より大きい体積の使用は、正当な理由が

必要である。通常高濃度ほど影響が顕著になる刺激性または腐食性物質の場合を除き、被

験物質溶液の濃度を調節して量のばらつきを最小限にし、全用量で投与容量が一定になる

ようにする。 
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染色体の準備 
 
27. 屠殺後直ちに、一方または両方の精巣から細胞懸濁液を調製し、低張溶液に暴露して固定

する。次に、細胞をスライド上に広げて、染色する。 
 
分析 
 
28. 動物あたり少なくとも 100 のよく広がった中期像を分析する（すなわち、各群で最低 500

の中期像）。異常が多数観察される場合、この数を減らすことができる。陽性および陰性

対照を含む全てのスライドを顕微分析する前に、それぞれコード化する。固定の手順によ

り染色体を欠失した分裂中期細胞の割合が崩れることがあるため、全細胞種についてセン

トロメア数が染色体数± 2 に等しい数を含むようにする。 
 
データおよび報告 
 
結果の処理 
 
29. 動物の個体ごとのデータは総括表として示す。実験単位は動物ごとに成立っている。各動

物について、染色体構造異常を伴う細胞数および細胞あたりの染色体異常数について評価

する。染色体構造異常の型の違いについても、各群ともに、その数および出現頻度を表に

示す。ギャップについては別に記録し報告されるべきだが、一般に全異常頻度には含めな

い。 
 
30. 減数分裂と同時に細胞分裂を観察する場合、第 1 および第 2 減数分裂中期に対する精原細胞

分裂の比率を決定する。これは細胞毒性の尺度となるので、細胞毒性効果の有無を確立す

るためには、全ての処理動物および対照動物について、動物あたり 100 の分裂中の細胞につ

いて測定する。細胞分裂のみを観察する場合は、動物あたり 1000 以上の細胞で分裂指数を

決定する。 
 
結果の評価および解釈 
 
31. 染色体異常のある相対的な細胞数が用量依存的に増加するとか、1 回のサンプリング時にあ

る用量群の染色体異常細胞数が明らかに増加するなど、陽性結果を決定する基準がいくつ

かある。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(8)。
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。結果が不確定な

場合は、更に試験を繰り返して明らかにすべきであるが、その際実験条件を修正すること

が望ましい。 
 
32. 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。 
 
33. 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。 
 
34.  In vivo 精原染色体異常試験の陽性結果は、試験に用いた種の胚細胞で被験物質が染色体異常

を誘発することを意味する。一方、試験条件下で示す陰性の結果は、被験物質が試験に用 

525



483 OECD/OCDE 

6/8 

 
いた種の胚細胞で、被験物質が染色体異常を誘発しないことを意味する。 

 
35. 被験物質またはその代謝産物が標的組織に達する可能性について、議論しなければならな

い。 
 
試験報告書 
 
36. 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性状 
− 分かっている場合、被験物質の安定性 

 
溶剤／溶媒 

− 溶媒選択の妥当性 
− 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 

 
供試動物 

− 使用する種、系統 
− 動物数、週齢および性 
− 供給元、飼育状況、飼料、その他 
− 試験開始時の動物の個体ごとの体重、各群の体重範囲、平均および標準偏差 

 
試験条件 

− 実施した場合、用量設定試験のデータ 
− 用量選択の妥当性 
− 投与経路の妥当性 
− 被験物質調製の詳細 
− 被験物質投与の詳細 
− 屠殺時間の妥当性 
− 必要に応じて、飼料／飲水中の被験物質濃度（ppm）から実際の用量（mg/kg 体重/day）

への換算方法 
− 飼料および水の質の詳細 
− 投与およびサンプリングスケジュールの詳細な説明 
− 毒性の測定方法 
− 分裂中期停止剤の特定、濃度および暴露期間 
− スライド標本作製方法 
− 異常をスコア化するための基準 
− 動物あたりの分析した細胞数 
− 陽性、陰性、不確かな結果を示す試験の基準 
 

結果 
− 毒性の徴候 
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− 分裂指数 
− 第 1 および第 2 減数分裂中期に対する精原細胞分裂の比率 
− 各動物の染色体異常の型と数 
− 各群の異常の総数 
− 各群の異常を伴う細胞数 
− 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対照データ 
− 背景の陰性対照データ、範囲、平均および標準偏差 
− 同時に実施した陽性対照データ 
− 観察された場合、倍数体の変化 

 
結果の考察 
 
結論 
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補遺 
 

定義 
 
染色分体型異常：1 つの染色分体の破損または染色分体間の切断と再結合として表される構造染

色体の損傷。 
 
染色体型異常：2 つの染色分体の同一部位における破損、または同一部位における切断と再結合

として表される構造染色体異常。 
 
ギャップ:1 染色分体の幅よりも小さい非染色性部位で、染色分体の最小のずれ。 
 
数的異常：使用した動物において染色体数の正常数からの変化。 
 
倍数体：2 倍体以外の半数体染色体(n)の複数（すなわち、3n、4n など） 
 
構造異常：細胞分裂中期に顕微鏡で確認できる染色体構造の変化。欠失、断片、構造内変化、構

造間変化としてみられる。 
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