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	15. 溶媒／媒体は用いる投与量で毒性作用を示さず、被験物質との化学反応の可能性がないものを用いる。既知以外の溶媒／媒体を用いる場合、採用するには、その適合性を示す参照データによる裏付けが必要である。可能な限り、まず水溶性の溶媒／媒体の使用を検討すべきであることが推奨される。一般に用いられる適合性のある溶媒／媒体の例には、水、生理食塩液、メチルセルロース溶液、カルボキシメチルセルロースナトリウム塩溶液、オリーブ油およびコーン油が挙げられる。特殊な溶媒／媒体の選択により、染色体構造異常も他の悪影響も...
	陽性対照

	16. 試験施設が本試験実施に関する習熟度を立証し、ここ最近（例：過去5年以内）日常的に本試験を用いている場合を除き、同時陽性対照群を常に用いるべきである。同時陽性対照群を設けない場合、実験ごとにスコアリング対照（scoring control）（固定した未染色スライド）を含める。この対照は、本試験のスコアリング範囲内に適切な基準試料を含めることで入手できる。基準試料は、本試験を実施する試験施設において、定期的（例：6～18ヵ月ごと）に別途実施する陽性対照実験（例：習熟度検証試験の間や、その後必要...
	16. 試験施設が本試験実施に関する習熟度を立証し、ここ最近（例：過去5年以内）日常的に本試験を用いている場合を除き、同時陽性対照群を常に用いるべきである。同時陽性対照群を設けない場合、実験ごとにスコアリング対照（scoring control）（固定した未染色スライド）を含める。この対照は、本試験のスコアリング範囲内に適切な基準試料を含めることで入手できる。基準試料は、本試験を実施する試験施設において、定期的（例：6～18ヵ月ごと）に別途実施する陽性対照実験（例：習熟度検証試験の間や、その後必要...
	17. 陽性対照物質では、染色体構造異常細胞の頻度について、自然発生レベルを上回る検出可能な増加が確実に生じる必要がある。陽性対照の用量は、作用は明確であるが、コード化された試料の内容が測定者に直ちに明らかにされないよう選択する。陽性対照物質の例を表1に示す。
	17. 陽性対照物質では、染色体構造異常細胞の頻度について、自然発生レベルを上回る検出可能な増加が確実に生じる必要がある。陽性対照の用量は、作用は明確であるが、コード化された試料の内容が測定者に直ちに明らかにされないよう選択する。陽性対照物質の例を表1に示す。

	表1．陽性対照物質の例
	陰性対照
	18. 溶媒または媒体のみを投与し、それ以外は投与群と同様に処理する陰性対照群を、試料採取時ごとに設定する。染色体異常やそれ以外の有害作用が選択した溶媒／媒体により誘発されないことを示す背景対照データや公表された対照データがない場合、媒体対照群の許容性を確立するため、試料採取時ごとに無処置対照群も対象とする。
	18. 溶媒または媒体のみを投与し、それ以外は投与群と同様に処理する陰性対照群を、試料採取時ごとに設定する。染色体異常やそれ以外の有害作用が選択した溶媒／媒体により誘発されないことを示す背景対照データや公表された対照データがない場合、媒体対照群の許容性を確立するため、試料採取時ごとに無処置対照群も対象とする。

	手順
	動物数
	19. 試験開始時の動物数は、1群あたり最低雄5匹となることを目的として確立する。1群あたりのこの動物数は、適切な統計検出力を示すのに十分であるとみなされる（すなわち、陰性対照の染色体異常頻度のレベルが1.0%以上の場合、その2倍以上の染色体異常頻度を有意水準0.05、80%の確率で通常検出できる）（3）（11）。動物の通常の最大必要数の目安として、3用量群および同時陰性対照群＋陽性対照群（各群とも1群あたり5匹から構成）を用いた2回の試料採取時点による試験では、45匹の動物が必要となると考えられる。
	19. 試験開始時の動物数は、1群あたり最低雄5匹となることを目的として確立する。1群あたりのこの動物数は、適切な統計検出力を示すのに十分であるとみなされる（すなわち、陰性対照の染色体異常頻度のレベルが1.0%以上の場合、その2倍以上の染色体異常頻度を有意水準0.05、80%の確率で通常検出できる）（3）（11）。動物の通常の最大必要数の目安として、3用量群および同時陰性対照群＋陽性対照群（各群とも1群あたり5匹から構成）を用いた2回の試料採取時点による試験では、45匹の動物が必要となると考えられる。
	投与スケジュール

	20. 被験化学物質は通常単回投与（すなわち、1回の処理）するが、科学的正当性があれば、それ以外の投与計画も使用できる。
	20. 被験化学物質は通常単回投与（すなわち、1回の処理）するが、科学的正当性があれば、それ以外の投与計画も使用できる。
	21. 最高用量群では、投与後2回の試料採取を行う。被験物質の摂取および代謝ならびに細胞周期の速度に及ぼす影響に要する時間は、染色体異常検出の至適時間に影響を及ぼしうるため、投与後約24時間および48時間の早期1回および後期1回の試料採取時間を用いる。最高用量以外の用量については、別の試料採取時間がより適切であり正当化されることが知られている場合を除き、投与後24時間の早期1回の試料採取時間を用いる（B型精原細胞の細胞周期の時間内であり、これにより、投与後最初の分裂中期をスコア化する確率が最適化さ...
	21. 最高用量群では、投与後2回の試料採取を行う。被験物質の摂取および代謝ならびに細胞周期の速度に及ぼす影響に要する時間は、染色体異常検出の至適時間に影響を及ぼしうるため、投与後約24時間および48時間の早期1回および後期1回の試料採取時間を用いる。最高用量以外の用量については、別の試料採取時間がより適切であり正当化されることが知られている場合を除き、投与後24時間の早期1回の試料採取時間を用いる（B型精原細胞の細胞周期の時間内であり、これにより、投与後最初の分裂中期をスコア化する確率が最適化さ...
	22. 別の試料採取時間を用いることは可能である。例えば、S期に依存しないで影響を及ぼす化学物質の場合、より早期の試料採取時間（すなわち、24時間未満）が適切であると考えられる。
	22. 別の試料採取時間を用いることは可能である。例えば、S期に依存しないで影響を及ぼす化学物質の場合、より早期の試料採取時間（すなわち、24時間未満）が適切であると考えられる。
	23. 反復投与計画では、28日間の投与期間を用いる別の評価項目の試験（例：OECD TG488）と併用するなどの使用が可能であるが、様々な試料採取時間に対応するには、追加の動物群が必要になると考えられる。そのため、こうしたスケジュールの適切性について、ケースバイケースで科学的に正当化する必要がある。
	23. 反復投与計画では、28日間の投与期間を用いる別の評価項目の試験（例：OECD TG488）と併用するなどの使用が可能であるが、様々な試料採取時間に対応するには、追加の動物群が必要になると考えられる。そのため、こうしたスケジュールの適切性について、ケースバイケースで科学的に正当化する必要がある。
	24. 安楽死の前に、動物に適切な用量の分裂中期停止剤（例：コルセミド®またはコルヒチン）を腹腔内投与する。その後適切な間隔で動物から試料を採取する。マウスおよびラットでは、この間隔は約3～5時間である。
	24. 安楽死の前に、動物に適切な用量の分裂中期停止剤（例：コルセミド®またはコルヒチン）を腹腔内投与する。その後適切な間隔で動物から試料を採取する。マウスおよびラットでは、この間隔は約3～5時間である。
	投与量

	25. 用量選択に役立つ既に入手可能な適切なデータがないため、予備的な用量設定試験を実施する場合、用量設定試験実施の勧告に従い、同一試験施設において主試験に用いられるのと同じ動物種、系統および投与計画を用いて行う（12）。この試験の目的は、最大耐量（MTD）を特定することである。MTDとは、軽微な毒性作用を誘発する用量と定義され、試験期間の長さに関連する（例：異常な行動または反応、軽度の体重減少や造血系の細胞毒性）が、死亡や動物の安楽死を必要とする疼痛、苦痛、疲弊の証拠は認められない用量である（13）。
	25. 用量選択に役立つ既に入手可能な適切なデータがないため、予備的な用量設定試験を実施する場合、用量設定試験実施の勧告に従い、同一試験施設において主試験に用いられるのと同じ動物種、系統および投与計画を用いて行う（12）。この試験の目的は、最大耐量（MTD）を特定することである。MTDとは、軽微な毒性作用を誘発する用量と定義され、試験期間の長さに関連する（例：異常な行動または反応、軽度の体重減少や造血系の細胞毒性）が、死亡や動物の安楽死を必要とする疼痛、苦痛、疲弊の証拠は認められない用量である（13）。
	26. 最高用量は、精原細胞にある程度の毒性の徴候をもたらす用量とも定義できる（例：第一および第二減数分裂中期に対する精原細胞の有糸分裂の比率の低下）。この低下は50%を超えてはならない。
	26. 最高用量は、精原細胞にある程度の毒性の徴候をもたらす用量とも定義できる（例：第一および第二減数分裂中期に対する精原細胞の有糸分裂の比率の低下）。この低下は50%を超えてはならない。
	27. 毒性のない低用量で特定の生物活性を示す被験化学物質（ホルモンや分裂促進物質など）および毒物動態特性の飽和を示す物質は、上記の用量設定基準の例外と考えられ、ケースバイケースで評価する。
	27. 毒性のない低用量で特定の生物活性を示す被験化学物質（ホルモンや分裂促進物質など）および毒物動態特性の飽和を示す物質は、上記の用量設定基準の例外と考えられ、ケースバイケースで評価する。
	28. 用量反応性に関する情報を得るため、完全な試験では、陰性対照群（18項参照）および公比2で通常分けられるが4を超えない最低3段階の投与量を設ける必要がある。用量設定試験、または既存のデータに基づき被験化学物質が毒性を生じない場合、単回投与の最高用量は2000 mg/kg体重とする。一方、被験化学物質が毒性を生じる場合、MTDを最高投与量とし、用いる投与量は、この最高投与量から毒性をほとんどまたは全く生じない用量までの範囲を対象とするのが望ましい。検討したすべての投与量で標的組織（すなわち、精...
	28. 用量反応性に関する情報を得るため、完全な試験では、陰性対照群（18項参照）および公比2で通常分けられるが4を超えない最低3段階の投与量を設ける必要がある。用量設定試験、または既存のデータに基づき被験化学物質が毒性を生じない場合、単回投与の最高用量は2000 mg/kg体重とする。一方、被験化学物質が毒性を生じる場合、MTDを最高投与量とし、用いる投与量は、この最高投与量から毒性をほとんどまたは全く生じない用量までの範囲を対象とするのが望ましい。検討したすべての投与量で標的組織（すなわち、精...
	用量の投与

	29. 試験を設計する際には、想定されるヒト曝露経路を考慮する。このため、正当性が示された場合、飼料、飲水、局所皮下、静脈内、経口（強制）、吸入、または埋植などの曝露経路が選択可能である。いかなる場合でも、標的組織の適切な曝露が確保される経路を選択する。腹腔内投与は通常生理的に妥当なヒト曝露経路ではないため、科学的正当性がない限り、通常は推奨されない。被験化学物質を飼料または飲水に混ぜる場合、特に単回投与の例では、食餌や水の摂取から試料採取までの間隔を十分にとり、その作用が検出できるよう留意する必...
	29. 試験を設計する際には、想定されるヒト曝露経路を考慮する。このため、正当性が示された場合、飼料、飲水、局所皮下、静脈内、経口（強制）、吸入、または埋植などの曝露経路が選択可能である。いかなる場合でも、標的組織の適切な曝露が確保される経路を選択する。腹腔内投与は通常生理的に妥当なヒト曝露経路ではないため、科学的正当性がない限り、通常は推奨されない。被験化学物質を飼料または飲水に混ぜる場合、特に単回投与の例では、食餌や水の摂取から試料採取までの間隔を十分にとり、その作用が検出できるよう留意する必...
	観察

	30. 望ましくは毎日同じ時点で、投与後に予測される作用が最大となる時間を考慮に入れた上で、1日に少なくとも1回、被験動物の全身的な臨床観察を行い、臨床徴候を記録する。1日2回以上、すべての個体の病的状態や死亡について観察する。試験開始時、反復投与試験の間は週1回以上および安楽死の時点ですべての個体の体重を測定する。1週間以上持続する試験の場合、摂餌量の測定を週1回以上行う。被験化学物質を飲水を介し投与する場合、水消費量を水交換時ごとおよび週1回以上測定する。非致死性だが過度の毒性の指標を示した動...
	30. 望ましくは毎日同じ時点で、投与後に予測される作用が最大となる時間を考慮に入れた上で、1日に少なくとも1回、被験動物の全身的な臨床観察を行い、臨床徴候を記録する。1日2回以上、すべての個体の病的状態や死亡について観察する。試験開始時、反復投与試験の間は週1回以上および安楽死の時点ですべての個体の体重を測定する。1週間以上持続する試験の場合、摂餌量の測定を週1回以上行う。被験化学物質を飲水を介し投与する場合、水消費量を水交換時ごとおよび週1回以上測定する。非致死性だが過度の毒性の指標を示した動...
	染色体標本

	31. 安楽死直後、確立されたプロトコール（例：（2）（14）（15））に従って、一方または両方の精巣から生殖細胞浮遊液を入手し、低張液に曝露させ固定する。次に、細胞をスライド上に広げ染色する（16）（17）。測定者がスライドの内容を入手できないよう、すべてのスライドをコード化する。
	31. 安楽死直後、確立されたプロトコール（例：（2）（14）（15））に従って、一方または両方の精巣から生殖細胞浮遊液を入手し、低張液に曝露させ固定する。次に、細胞をスライド上に広げ染色する（16）（17）。測定者がスライドの内容を入手できないよう、すべてのスライドをコード化する。
	分析

	32. 動物ごとに200個以上の十分に広がった分裂中期像をスコア化する（3）（11）。陰性対照の背景データ（historical negative control）の頻度が1%未満の場合、統計検出力を増加させるため、1個体あたり200 cell超をスコア化する必要がある（3）。セントロメアを識別できる染色法を用いる。
	32. 動物ごとに200個以上の十分に広がった分裂中期像をスコア化する（3）（11）。陰性対照の背景データ（historical negative control）の頻度が1%未満の場合、統計検出力を増加させるため、1個体あたり200 cell超をスコア化する必要がある（3）。セントロメアを識別できる染色法を用いる。
	33. 染色体型と染色分体型の異常を区別して記録し、さらにサブタイプ（切断、交換）に分類する。ギャップは記録すべきであるが、化合物が染色体異常を有する細胞の発現率に有意な増加をもたらすか否か判定する場合、考慮すべきでない。試験施設が用いる手順では、染色体異常の分析が十分な訓練を受けた測定者により実施されることを確保する。スライド標本作製手順により、一定の割合で分裂中期にしばしば切断を生じ、その結果染色体を喪失することが認められるため、スコア化する細胞は2n±2（nは使用動物種の染色体の一倍体数）以...
	33. 染色体型と染色分体型の異常を区別して記録し、さらにサブタイプ（切断、交換）に分類する。ギャップは記録すべきであるが、化合物が染色体異常を有する細胞の発現率に有意な増加をもたらすか否か判定する場合、考慮すべきでない。試験施設が用いる手順では、染色体異常の分析が十分な訓練を受けた測定者により実施されることを確保する。スライド標本作製手順により、一定の割合で分裂中期にしばしば切断を生じ、その結果染色体を喪失することが認められるため、スコア化する細胞は2n±2（nは使用動物種の染色体の一倍体数）以...
	34. 本試験の目的は染色体構造異常を検出することであるが、倍数体細胞および核内倍加染色体を有する細胞が認められた場合、それらの頻度を記録することが重要である（44項参照）。
	34. 本試験の目的は染色体構造異常を検出することであるが、倍数体細胞および核内倍加染色体を有する細胞が認められた場合、それらの頻度を記録することが重要である（44項参照）。

	データおよび報告
	結果の処理
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