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1. R 1B %KM (OECD) OAbLFEME ORBRICET D0 A R 7 A %, FFEoES
%ﬁﬂi@z%i@ﬁMk;U@%ﬁmmwmﬁﬁ&%%iifa%m CREIHRTWS, &
B A R 74/%7®Wﬁimm$~%mém AR %#50&Dﬁ%ﬁ4b74/
ORI AE LIZYS7=0 ﬁ%@ﬁ%%@@%&T Z DR % S X B 25 72 DI kR T
éﬂtoKﬁ%ﬁ4h74/iLhﬂ BT #HORBRATA KT DOEDTHD, &
REERBREB L OZORBRY A R T4 TN EOEFEIC OV T, R EHREZ R
FTICEPER STV D (1),

2. Invitro V% (MNvit) FRERIE. FIEIMROMBEBERICE T S/0M% (MN) ORHEZEEH
ETHEEEUERBRTH D, MMRI, BBRERZEENA (L2 bOA7ARIMLTVS) »
LELBHBEE L., MEIMREBITHEOBADBIATELGVREALENLELHEEND
%o LT=A>T. MNvit HERIZ. HEBEMECEBPF(IEBRICHEBIR L -MRIZEWNT.
ERMFRVELRXEHBEERFTRYEOEAZRET S EANTRTH S5 (2) (3). in
vitro ’C@sféﬁ%?ﬁf%’liiuﬂ’\éT:&b@’ﬂ%ﬁ‘]ﬁ%ﬂ%t 184 in vitro DAETHS (FFEMIZER
1388) , IMEOFEF. RERICEBENMEDH I EEZEBKRT 50, FRPEOMABIZED
EREERERBEEMBICEOLEVATERENH D, WThDIEEL, TS5 LEEENH S LM
RANEFETELGVAIREENH D,

3. KHBAA FSA UK. TOFUOEEHRERDODY A A5 B (cytoB) #FERAT
A7O0Fa—LEFERALEVNWTO Fa—ILDOEELLFERATIETH D, DA cytoB ZRM
THE. ZHOMAENLELDH=H. ARZ 1 EET LI-MELZTEXRRE LIZ/IEORRE E S
WOAEEE 755 (4) (B)e PR EDOMIBERMMA R HRET o= EWVWSIHINH S I5EIE. KREER
HA ESA4 U TOHBESREEFXTHLEWNITO Fa—ILOFEANTRETH S,
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4. MNvit SRER CIL/IMEERDEOBRIICMZ . BREAORELZMEREEEY ~O
A7 TA=TRTAATIO=TEDNA T FAE—=3 > (EHKinsitunga T) 534 €—
$ay (FISH) ) #1752 &I2&Y. #EKEBEEMBROTA H =X LIZDNT, B
DIEHREF/ D EMTED (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17). INEFLRLH E M
L. COEMALERBEREZRESH S VEEREEREOVTNISERT 200 £HEL
WSS, CO&SHEBRYNA TS E—2a vEhERATE 3,

5. FIHAMAE P D /MK (IEHE Z LM BFBRIZIT S S EATES T EM D, cytoB ZER
T HAGRERERBOAZHHL. WTIhOBEL/MIBRAOHIREZRD LS, TDT=H.
A4 FTOBZLERMBRITITI CENTE, #MEEBELTES, ChIZEY. 1 BD
MBIZDOESHBTEHMREBARBEMLTEIESHTEMICGY, BRBROBREAVEA LT 5,
IMEERHOBRIZRYESN-2BENCELDFAREMENAH D=, REXDEEBARERERR
(5l: OECD FHERH A K54 > 473) TEFARSIEARBTH-EHNMFRYED . BH
TEDAREMENH D (18), ==L, REABRHA FS 4 o TiERD MNvit HERIT, BBE 4 TER
L7z FISH B EDRHLBEEZERAVGVRY . RBABOELCLOEREEZFITRIT IVELLE
HREEEEZFRIOIVEEZRANTHELTELL,

6. MNvit FRERIZTERGHBRTHY . SEIELGHIEELES LA TE. cytoB OHFEE
THEEFIFEFEETTERETE S, MNvit REEOZ LU EZRMAF(FTE5T—2M, SFIFLMARE
(MR D HE B MR O MR MR) ZRALTHE C/BLA TS (19) (20) (21) (22) (23) (24)
(25) (26) (27) (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34) (35) (36)s —D&ESHF—ADHIZIE, TSR
EBIEEM¥E (Société Francaise de Toxicologie Génétique ; SFTG) MNEE L -EEM /N
F—a UHE (19) (20) (21) (22) (23) ®. BEiEEHRBRICETIERT—2 a3y T
(International Workshop on Genotoxicity Testing) D¥r&EHMH S (5) (17). /Bohf=T—4IZ
DLTIE, BRMEESR (EC) DEUMAREE/NY) T—2 3> 45— (European Centre for the
Validation of Alternative Methods (ECVAM) ) H3EME L 7=5ELD EAT T2 & HEIFEHM /N
T—2avRBROPTHFELITHOATEY . ARREE, MEMICEETHS I LA
ECVAM DRZFHEEES (Scientific Advisory Committee ; ESAC) [Tk > THREIhTULVS
(37) (38) (39).

7. HELEMEZAW S MNvit SRERTlX., B FFERITF > EEREOEEMEEE =134
RIESEHBZANS, IMBOESHEENRBROBREIZEET LI ENEZLOND=H. M
BROESHRENTENDHELNGHBEEZANSZENHESINS, ALK, BEPD
+ortEiEtE. ZE (REABILED) OREME. BLWIBEOBARREREICE SO TER
T35 (40), BEATEONTLWSERT M DIFEHESNIZ IO TEHEWLS, LEHWEDE
EMATMT AIZ(X. HKERISEIR LMD p53 DIREE, BEIch () LEM. DNABE
BB IUHEE (IToEEME D) ORFAVPEETHDIENTEEINTINS, RHBEHAS K
SAVOERABICIE. COEBOMBOESIZHEN., L LEERS I UCMOMAREEL, &
RO LBAREEFTROBRBREICEZ SEEICTONTEETSIIENROLND,

8. FREOERZME112FRY,
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9. In vitro TYT S BRI (E, MREAHEBRYE I L TREBEZR/DBESZH/RE. —MRMIC
NEAEORBFRILROERANMDEL LS, SEEORBEFMEIERIE, in vivo DIREEZTEZI(C
BRI DIDOTELGL., BEYMEDEGEEZRRLGEVALANGEEDOHERZE S ATREED
HEOREBEZETEILIITEREIRETHD, COLSKREBIZIE, pH DAL (41) (42) (43).

EBEEOZEL. MiaDEEDHEEER (44) (45). BUVMRAEN (B% 29 21B) GEIH D,

10. INEDFEFE E AT DI, B LR & LB O W T BN R L
TWDHZENARARTH D, AMEFEIC R bl U7, 95 CRLER T & 72 1 LB 12
MRS A 1 A2 T LTZRERCTH D, FEERT 2 MEHZOWTARBER AT A KT A > OFER 72
BHANRLELEINDGHELHAIMN, T/ ME~OBERIZOWTIEARBRT A 741 > TlEE
B LTUeuy,

1. BEBEYIZDOVT, BHIIGDEH TT— R EEREDICEKABET 1 F51 > F@&FT
BEBEEIE., FDEIIZ, FDEMICSHESOLVEESFSAZIDH, & LF IG5 FDEMIZD
WTHEDCDEET SBEN DS, EEYDAEZIZE L THALDEHSHEEEIE. D
L OGEREFITOBLEILLL),

HREROME

12. THRERERERAT OIMIREERT SBEEERINT, £ FFEIXMOBIAEICHRY

HEEMREEZNEERBEETLECLROBETHSLVEFETICHBRYETONET S (K% 195
) o

13. WERMEDBEPEIIBRTRIC. RBMBGEERDHET SMREAYN MES R
T HEENEHMRIC/IEERZELSEHDITHIGHRICH--oT, MEZIBESE 5,
EHMOFRICIT. BE. FRABPICHBENENFEL TV ILELNH D, HHIMARZEUR.
Z2ELT, IMEOBEZIHT D, NMEOEFHEIT. FERMEOBRZD I (IRFNERDIAR
FICHRZETET LEHBISOVWTOAERT 2ONEBEMNTHS, i, MEEESIREEH
TREBLE-EBEEHBETE. ZEMEBICOVWTOAEET ST, BHICTAL. HBESR
BAERZEALGWNERIE. 2TRMERA. BERYMEDCBREFEIRBRICHEIR LT
ARV & E. HREADOEMICESVWTRI ZEAEETHD, WThoTdaka—
VIZDOWTH, MBBESIVCNEROMA T, MBBEZIEATSICEAEETHY .. HEY
BICE>THERSN-HREEDEEZ. MOFHHETIIRTOMBTIHMMINETH S,

BRI
sl

14. B FEEFMMOBEIEDORELL 2/ KO IEEMAR (7) (20) (46) (47). LW < DD
o f-taFEOHMEMk (CHO #fa. V79 #ifa. CHL/IU #ifa. L5178Y Mifa/i &) H&LUVE D
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HRatkk (TKe M4 &) AFEATE S (19) (20) (21) (22) (23) (26) (27) (28) (29) (31) (33) (34)
(35) (36) (%% 6 SHB) ., CDIEA. HT29 #HRE (48). Caco-2 #ifa (49). HepaRG #HAE (50)
(51). HepG2 #fa (52) (53). A549 #iia%: & DMAKKOCT ) 7 UNLRZ —FHIlaO MR ES
MR8 (54) HLIMERRERICAWLWSO N TWAMN, L IXBEE TRLGELRIENTHOA T,
LizA>T. ThoDHMEKCHREZFERAT I56E. THFREE] OETHRTLVD LS
2. ChoDHMEOBBRTCREINE-BBIZCE DLW TZ UM ERIRETH S, CytoB [E.
L5178Y #MEDIEIEIZHEF RIFT UREEIAHRESN TS =H. COMBKRICAWNSZ E(E
RSN (23), MRESHRZERT 5E5ICE. IPELOBREALH S, AEETHNIEE
FREOVREEMBOMERZRT L. £ MBS 2MRIEBRAG K CHBEAIZH > THEERZE
75,

15. E rREMmM) DN\KERO[REIE, BRREENERINTELT., IMEZET 54
EOERHBREZSOHLILRNILOECESHEME BlLEME. ERMEGER) [CRIEBELT
WAEWESE (89 18~35 %) DIEEZE LT L, ChITLY., IEHREOESHEEREZELL
NR)ICRELTHRADZENTEDS, IMEHBOBESHREFIMEG L EHLICEFL, ZOMER
FEMIY L LHEICEETHS (55), EHD FFH—moB-HEEZ T—ILLTERT IHEE.
FFr— A EBHRT %, £, HEBEYEICK2NEZRE L THSHMBEOIRIE TOMIZHAE
NRRLIZCLEEZMHATIVELNH D, HBRYEICHT X MIBRARDORZHIEIFHEEZS
N5z, SEISFLMBARICHLMAEINRBEBIND K5I, EEMBIE. IBHIBEEAZ M
B9 ash (MEKEDOEE) . £LERELTHRESES (U KOPVREEMROES) .
PREBCTE=OHDPRBEFCKLIRBZEZLELTHURME. EF. BEBYMEICKRESIL
SERICIE—ARMICEREA L TLORL (Fl : 2REEFITRIE L7z 48 BFFREZROE M1 2/ BK)
HERYENERICHRERSNARAL COWAHREEFERT L LFHREIALGVD, ZHMEMNTR
SNNIEEARIEETH S,

BB L VIEERM

16. WYLt S RN (BERB. HEIZG L TME. 5% CO2, BE 37°C) AL
T. BEFM#ET 5, MlEKEEHNICF v I L. RELBABLPREELTHY., x4~
SATEENGENWZ EEZHERT D, XA ATSAIFEENHIHEEORBLEBEBNEILLLT
WAESIZITZOMBEEFERA LGV, REBESCTERAT 2HBKREITNREEHEROEER
MRERERZINEL. ThAARARINTULI2HBEEIC—BLTWARELNH S,

MDA

17. MIRRR  PRAFAIIE D> & A 2 HE0E S8 MRS AR R & 7 (T BB R B oD & & Bl IRy
SR TR 2 HERF T & D8 THREMUCHETE T 2 (B : B s m R REIC R 60
L2292 .

18. 1) D NEK : SHERMIE & cytoB TUE T ZHIICHBAHREFEZRT 50, gEH
(B : AN Y) TREBL-2MFELITHDBELI-Y D/\BkE, HREER] (B : £ 1) 2/ B
(2R LTIE T EATTILFZY (PHA) ) OBFEETTEETS Bl E R UREKOGEIE
48 E%Fﬂﬁ) o
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19. NEEORBENT+ALGHEEZERT 5E8E. NEAEORBREAVLILELDH
%, MICRLEBEBRN’IHIGEEERE. BFLCAVLGN, BHOEDE L THEIN SR E
Zlx., 7O 0O—)L 1254 (56) (57) £F-IE T/ NILER—ILE B-F+T F TSRO EHE (58)
(59) (60) i EDERFZERITRELIZI(FHowEE (BEES v b)) OFEMASHRLIZE/OY
—LES (S9) |2, HEBREAMLILZBRETHD. 7/ NILEF—ILERFTTRISHRUD
GrRIE TEBUAMTELYE 61) ICET DR by IRILAEH) (CEMES. HE%EL T
A —+ (58) (59) (60) MEBREIE 7OV O—)L 1254 LRARBEIZEWV EMNERSA TS, S9
ENDREHLTRBISHMP TOREILEE 1~2% (W) ZERTEA. 10% (v I28H 5
H5ELHDH. WEDPICHREREZETIELIYE. BITHLD Y LBABEME 62) #FEAL
TIEEELHEVL, FATI2HEERBMEEEREFLEIRHFEFNOEBELS LI UVEEDERL, #
BYEDYSRIZE>TEASNBIBAND S,

BENE DR

20. BRI E DN EUROSGEIT, MU ROl U, BB AR U Gl 2 B3 5, iR
WVE DBRAROGA X, RBCRICEBERMT 200, AR L CTRMT 5, #HBRWENKARE 72135
FEMEOLGEIX, BEARNTLET 5708, HENR T 1 b a—/L TR E1E 2Nz TRl
BRI 5 (63) (64) (65), PRIFFIEETH D Z ENLEMET — XL > GEFI SN TV A A%
PR, BB TR S,

SEBEH
BHR

21. REBRORMICHEELHEFRITT (MBEEBHELZELSE. HRYEOTEHICEE
T5,. BERBRERIET S, KBEHILELREEETS) &4 ERYEBEOBEEZRE
IETE5REEEIRT D, ATEEGRB Y. KEDBE (FILiEH) OFERAZFITREITT S, K
FREDAFILRILKFS F (DMSO) A, +RICHEILIN-BETH D, BE. ARBEEE
RIZEE 1% (W) ZBAHWNES129 %, CytoB % DMSO LT 5154, HEAME &
cytoB O AIZHERAT 2EHBEDBREN 1% (W) ZBALBWESIZT B, 5 THWLGA
(X, BUEMBZFEALT. TOEEOERBENEELEELZRIFIGV LEZRIT S,
KEDBEE (AEBERIEKERLIZK) NREUEBEMT 10% (Wv) #BALEWVESIZT S, +
DICHEIL SN TUVEWNEE Bl T2/ =)L, 7 bY) 2ERATREEIE. TNHHEYME
BLUHBRRICEEHLADHY . FRTIEECERBEN VI LERTT—2ICL-T. %
DBEDFERANERTONTVEIRELNH D, BFIFTET—2HLEWNGEEIF. FIRLBEIC
KO THELEECEBARADEE (fl . EHM. 2EAEEEESZEN PELCHEVILE
FEEAT 516, BEMEL T THECELENE @WE 158 L 8DLILNEETHD.

HPEE A ZEZEHR & L TD cytoB DEF
22. MNvit SERDMREICBI L TEB I RSFTETRVEELRI LD 1 DIE. §HET 55k

© OECD, (2023)



OECD/OCDE 487

AREBRFE L (FNEBROBEEHAMD (ChERELELESR) [CORERT LI EMRIESH
BETHD, LENLT, IMEEFHHORRIE, VEPF(FNEBRICHORL-MRICRES
BWEMNHD, CytoB [X, 7TV FUERZEEL THEASRERDRMBEOSBEEZYT. =&
DR ESIER IO, MBESREEEITINICHRLLCAVLGATLLIRAITH D
(6) (66) (67), CytoB R L1-15&. HBRMEAMEEDRICRFITEZELRAKICAES S
CENTED, EMIUVAKZEAYTSEEE. MEARN FFT—ICL>TERSOH, Fi=.
FARTDY VAREKA PHARIBICRIGT 5 EIFR oG8, HBEESRMEEFHE L ToytoB %
FRIDENDETHD. BBE 27 THRARFK S, HOMEEIZDONTIX, £0HEAHE
BRARLEZEMNEATESDHES. cytoB DFERIFBATIEILEL, Ff=o ZJA—HFA ALY
—EZTIMRZEFHE Y 51563, —HRIC cytoB ZERA L7ALY,

23. CytoB D@EUIZARE(L. MM C & ITAEBOEEMRICZE (75 Z#ZMEDOBEEMN
REIZEDESICHBREERTREL., TORETHENROZEMENLCELSZLEETRT
WEMNHSB, CytoB DEYLEEIL, BEE. 3~6 ug/mL TH S (19),

HIFAIEIE F> F A EZ L DFIE & MEE R B DR

24, BEMEORESREZRET ARICIE. NANBBERE. AL, BFGHERESE
(8% 29 2H) | BERPOILERY (B% 30 3H) . pH PEEEDE LWL (B% 935
B) QEESSRTARIEDOHDIREFE TS, HEBRYMEZRMLRICHERERD pH H¥F
LLELT H5E(F, RKRLERERZEERTUELT pH 2RI ST, ABMEHE
MHERZEELZY ., BUGCHEBREZHETE D,

25. HERMBIEDRIEZITL. +HLGHONEMBENHREBRPICHEIREECLTWS I &,
X VCNENBEYTHREEELANILTERSNA TS LZHRYT S (% 29 1) , fHlg
feH & UHIRIBIEDE Y GHERZ AT, KBEEREROBFETESLVEFETENRENIZO
WT., EHBROMESIEZRET S (B% 26, 27 3R) , PlraARCTHREETEZTMET S
ElE, TRBTERAILIREZHEISRET G LTHEATH SN, FHRAEBROEREIEBMSIT
BbNTELY., ReL-HELITHRTOMBEEOREDORRBIZIFE S,

26. BEMEZE cytoB TRLEL., BEEME. &R, SLUSKMEROBENAEEZEH
$HET. HERYMELENMRBIBEICRIEIFZEEZEEICEET S ENTE (6). HERY
BIZKANEhFE(FNBRICHOR UM T EREEICEBETICHET S ENTE S,
WEL-EEMRSSBESHRTEZER L TREVELEICL 2MESEZHET DI,
1 BEEYICOEHLGCED 500 MlaZERET HMESRBERERES (CBPI) (6) (27)
(68) F=(FEEEH (R) A GIEXICOVWTIHHEE2 Z5H) | HENSA—FTHD, it
DOFEfREEEERE (B miEofeE. 7R - R, RE, SRPBMEEK. BEER) £
S, ERGERNVFONDFERIENHSH. CBPIP RIDRDLYIZEGESALN,

27. CytoB ZA WA WMEE X, FHHROMAZD KEHH. #HERME CUEBR F - (FNE
BICDH LI EZARATIVNENHY . TNNTETLEVGSIE. BIEEOHKER LG HTTEEN
NHd, HEYMENEICLIHMIEEEEHTET HICIE. HXMNMREREMN (RPD) F£=(X4
stafRBaEn (RICC) #EHT 5 EHEEI NS (17) (68) (69) (70) (71) (FHERIZDL
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TlE, #&E228H) . AHERARRKEICHhI=5E (Bl B% 38 B LU 39 TiHhREHLSI(Z.
EELZHMEELRD 1.5~2 EORBRETRE L%, EESHERIHAD 1.5~2 EOBBI 5ITHE
ELTHEZEINT 5. 2ATEIEHERBERAEEGMBRELSD 3~4 FLUYRLED) |
RPDEZERA L =355 (FHEBENB/NHE SN S E8EENH S (7T1). DK S HBIBEICTIL.
RICC #BIET BIESMNELLK. HAHWK, EELTHEEALD 1.5~2 EOBMEEICHESMEEET
s Lt. FEMARATHS S, MESHEOMDIEIE (H : MO, 7RV X,
ER, HHDEMAKORIE., HEER (P) . MEFY. REMEE. ZOEH) X, &H
AT IAIERMN S S B ATREMENH S A, RPD P RICC DL YIZFERAL TIEAZS ALY,

28. AERIFAEE (EYICHREESE. MRRGE) Za-300<EE 3R (B E
UBHERRZRC) OHBREEZMINESTHS, MEDEE (MEKELEOREEY >
NER) [CEH LY., HBRTIFRETERRINFELET 1 RIDEEMREZERT 5. 2 RIID
BEMRBEERTSIONET LA, FHT SMEAEEKN 2 RIIOEEMIRER L THNIE,
1 RIIDBEEMIBLHBFRETH D, 1 RINDFEEMBOERIL. I 3 BREEZEBASRET
i AEEICRETHD Bk 44, 458 . RELLREICEVLT, ThETh 2 RILL
LoEERANSK/ERE, T—ALLTT—2H@ITLTLL., MASHEEIFEAETLEE
DK REGVEEBRYEIZONTIE, BE. A 2~3 TRELLFREREOFERAM EL T
W5, MiEEtAHLEEIE. BERLLEABRREORIC, B%E 29 ICRE L-MRESEEETRY
RE. PEEOMREMZTIRE. MESHZELAEETFLREFE>L(RSIBVLVREZED
PWEND D, HERYMEICERARDEERCHRZEZRTLONE ., BELHESES K UH
FEEOHRSETOT 221510, FLEFAERICEFRZHL CANS OIS, HEERHER
AERINDRETIIHEFIC (B% 60 ) . REMROEGHREY® 3 REEEBZ DREDHK
E (1 RINF-FERRINOBEEMET) ZAVIBENH S,

29. ReaREENMIEEEICE OGS, RedBRRELX. HMRSHEHET 51-0IC
HEINL/NFTA—4% (cytoB ZEA LG WEZEIEMAZ#RD RICC & RPD. cytoB ZFEAT 5
BEIE CBPI /21X RI) ZAWT., MESMEA 55 £ 5%ICH D& SITHRET 5, MSMEER
(%) [F., #iE2 (72) DXZRAVTRD D, LROMBEESHEED LETOABHEEREE
=158, HBROBRIZIGEENDETHS (71).

30. BEYMENHEAM T, RETBFREIVEVRETHRSENGMESE, BRELE
ReinE T, HBRYELEQKR TRICHREF(FENEMRE CRECIRZZOILENDH D,
FEAREBETRBRELIYSVRETHREUENELELTH, ABHMEENERICE>TAE
CAHMREMENH D=, BIEMNRE L THERFLEIBICRASEREZLELDAIREZVLOE
HBLEFITTHENEELL, BRZEALDHRETIE, MBRAHBROER (f : £EOHE)
EYHIFLEVEIEET S, RRANCHEMTOBRHEEZRAELTE LKL,

31. EBRLNBREZHAE T SHMEZSELRO oG MGES. REABRREE 10 mM, 2
mg/mL E¥f=[EZ2uL/mL D55, RBLIELEELE T B (73)(74) (75). AT EALEERME. 5
ZIE, MELNRMEFELLT E2VE. ERCRCERDETEYMH (FT4H5, UVCB
[Unknown or Variable composition, Complex reaction products or Biologicalmaterials]) #1&
(76). RIEMEYM LT EDHE. +HoLGTHREAEHZEZRILVESIE. REREZELT (B
mg/mLIZ9 5% E) | BHIDEELZESHILENH D, =1L, LEOEHKF. £ FRAEE
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MmCIEELBIEENHHDTIET S (93).

32. SIBEEH [ RIE DA EFM L= D EWERMBELIE LB CHETRIE L =R EE =
R (%2120 %, MEOEREHI EISHKIT S,

33. R G RE, AOVERT0 Fa—LOFHT T, BBRERLVREAREBEERS
EMESLVERBEFIREMEZRET IENEZHA TS L. BEUSRERBEEERD
Bt BZATDE5R) ZIATIOITBLETHD. BIEIBEOHIZR 1 I27F, ZHEN
TEhhERDLY OFMEEMEZERLTHL KL,

34. BEIEEHFRAORERICKBIELHEADECERMFIEYER. BEDECAHMoNT
WL (17), FEELEEMIREZ AL S invitro BEMHRERIE. RBEEILEROFET EFFETIC
HWLWTH CLEFFETREICREY SERELEENTIIRELSN TS0, BEXER
DERAIL. REERELZLELTLIXBABEEEFTEVEICROND. COFR. 1 DDF
BABEEEFREGENRBOBR T, RBHEHELROFEE LHBRRORISEDTA GRS
hedEEZOND, =ZL. REFMFME (89 42L) DWW TIE, RBEEHIERZAVLHER
EFNERFEARL LSO, COEHODOBERBENALETHS. KEHEEHLOFET LFEFE
TITHETHERFUET, 221 DOEERELE LT, REKBEEEFTEMEZRRT 515
Bl KEEREOFFETICETL2REFMULEOBIERNRIC, EXMEFEME T RIRIT RS
THd. S9 ZREELGUVRBRZROHRZERTIEEE. RBABEREFRMLE
HHEFRMEOELSICLEMERBEZE S,

3. HRBROBELINT 51O, ThTLOBHXNEC, BREZLES, BREER
HATREMO HBEMARAFND 1 DULOREERET 5, CORETIE. FRAEFHAIAT
HHN. BEREEI—FLENFR S FEELICHETEST, ZORBERRABA A K51
VISR SN BREB L HMIELIC & > TRADAKL,

1. ARBROEAETMAS S CERT 2BMERRE L THESIWSSRYE

AFdy— mE CAS #5
1RBERHELE L TENOH I XBHRREREFTRDE
ARURIKUEEAFIL 66-27-3
74 kYL C 50-07-7
4-= kB X/ UNF
o gt 56-57-5
SRUUTFIEI VR 147-94-4
2HRBEEILZDELTHIEBHRREFREDME
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Ryv@ELy 50-32-8
$HORRT7 IR 50-18-0
.RMEFRAYE
ALEFY 64-86-8
EYTSRFY 143-67-9
FIE
AR EE S B
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	4. MNvit試験では小核誘発物質の検出に加え、動原体の免疫化学的標識またはセントロメアプローブやテロメアプローブとのハイブリダイゼーション（蛍光in situハイブリダイゼーション（FISH））を行うことにより、染色体損傷と小核形成の両メカニズムについて、追加の情報を得ることができる (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17)。小核形成が増加し、この増加が染色体構造異常誘発性あるいは異数性誘発性のいずれに起因するのかを確認した...
	5. 間期細胞中の小核は評価を比較的客観的に行うことができることから、cytoBを使用する場合は二核細胞数のみを計数し、いずれの場合も小核細胞の出現率を求める。そのため、スライドでの計数を比較的迅速に行うことができ、分析を自動化できる。これにより、1回の処理につき計数できる細胞数が数百単位ではなく数千単位になり、試験の検出力が向上する。小核は分裂の際に取り残された染色体から生じる可能性があるため、従来の染色体異常試験（例: OECD試験ガイドライン473）では調べることが困難であった異数性誘発物質...
	6. MNvit試験は頑健な試験であり、さまざまな細胞種を使うことができ、cytoBの存在下または非存在下で実施できる。MNvit試験の妥当性を裏付けるデータが、さまざまな細胞種（細胞株の培養細胞や初代培養細胞）を用いて数多く得られている (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34) (35) (36)。このようなデータの中には、フランス遺伝毒性学会（Société Française...
	7. 哺乳類細胞を用いるMNvit試験では、ヒトまたはげっ歯類由来の培養細胞株または初代培養細胞を用いる。小核の背景頻度が試験の感度に影響することが考えられるため、小核形成の背景頻度が安定かつ明らかな細胞種を用いることが推奨される。用いる細胞は、培養中の十分な増殖性、核型（染色体数も含む）の安定性、および小核の自然発生頻度に基づいて選択する (40)。現時点で得られているデータからは強く推奨されるものではないが、化学物質の有害性を評価する際には、試験に選択した細胞のp53の状態、遺伝的（核型）安定...
	8. 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
	9. In vitroで行う試験には、細胞が被験物質に対して代謝能を持つ場合を除き、一般的に外因性の代謝活性化系の使用が必要となる。外因性の代謝活性化系は、in vivoの状態を完全に再現するものではない。被験物質の遺伝毒性を反映しない人為的な陽性の結果を招く可能性のある状態を避けるように注意すべきである。このような状態には、pHの変化 (41) (42) (43)、浸透圧の変化、細胞の培地との相互作用 (44) (45)、強い細胞毒性（段落29参照）などがある。
	10. 小核の誘発を分析するには、処理した培養細胞と無処理培養細胞のいずれもが分裂していることが不可欠である。小核計数に最も適した時期は、被験物質で処理中または処理後に、細胞が分裂を1回完了した時点である。産業用ナノ材料について本試験ガイドラインの特別な適用が必要とされる場合もあろうが、ナノ材料への適用については本試験ガイドラインでは言及していない。
	11. 混合物について、規制対応の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
	12. 十分な代謝能を有する細胞を使用する場合を除いて、ヒトまたは他の哺乳類に由来する培養細胞を外因性代謝活性化系の存在下および非存在下に被験物質で処理する（段落19参照）。
	13. 被験物質の曝露中または曝露後に、染色体損傷を始めとする細胞周期／細胞分裂に対する影響が間期細胞に小核形成を生じさせるのに十分な期間にわたって、細胞を増殖させる。異数性の誘発には、通常、分裂期間中に被験物質が存在している必要がある。間期細胞を回収、染色して、小核の有無を分析する。小核の計数は、被験物質の曝露中または曝露処理後の期間中に分裂を完了した細胞についてのみ実施するのが理想的である。これは、細胞質分裂阻害剤で処理した培養細胞では、二核細胞についてのみ実施することで、容易に行える。細胞質...

	試験方法
	14. ヒトまたは他の哺乳類の末梢血リンパ球の初代培養細胞 (7) (20) (46) (47)、いくつかのげっ歯類の細胞株（CHO細胞、V79細胞、CHL/IU細胞、L5178Y細胞など）およびヒトの細胞株（TK6細胞など）が使用できる (19) (20) (21) (22) (23) (26) (27) (28) (29) (31) (33) (34) (35) (36)（段落6参照）。このほか、HT29細胞 (48)、Caco-2細胞 (49)、HepaRG細胞 (50) (51)、HepG...
	15. ヒト末梢血リンパ球採取の対象者は、疾病罹患が確認されておらず、小核を有する細胞の背景出現率を高めるレベルの遺伝毒性物質（例:化学物質、電離放射線）に最近曝露していない若年（約18～35歳）の非喫煙者とする。これにより、小核細胞の背景出現率を低いレベルに安定して抑えることができる。小核細胞の背景出現率は加齢とともに上昇し、この傾向は男性よりも女性に顕著である (55)。複数のドナーから得た細胞をプールして使用する場合は、ドナー人数を明記する。また、被験物質による処理を開始してから細胞の採取ま...
	16. 適切な培地と培養条件（培養容器、必要に応じて加湿、5% CO2、温度37 C）を用いて、培養を維持する。細胞株を定期的にチェックし、最頻染色体数が安定しており、マイコプラズマ汚染がないことを確認する。マイコプラズマ汚染がある場合や最頻染色体数が変化している場合にはその細胞を使用しない。試験施設で使用する細胞株または初代培養細胞の正常な細胞周期時間を把握し、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。
	17. 細胞株：保存細胞から細胞を増殖させ、細胞が懸濁状態または単層状態のまま回収時点まで対数増殖を維持できる密度で培地に播種する（例：単層培養細胞が密集状態にならないようにする）。
	18. リンパ球：被験物質とcytoBで処理する前に細胞分裂を誘発するため、抗凝固剤（例：ヘパリン）で処理した全血または分離したリンパ球を、分裂促進剤（例：ヒトリンパ球に対してはフィトヘマグルチニン（PHA））の存在下で培養する（例：ヒトリンパ球の場合は48時間）。
	19. 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 (56) (57) またはフェノバルビタールとβ-ナフトフラボンの併用 (58) (59) (60) 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 (61) に...
	20. 被験物質が固体の場合は、適切な溶媒で溶解し、適宜希釈して細胞を処理する。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 (63) (64) (65)。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。
	21. 試験の実施に有害な影響を及ぼす（細胞増殖を変化させる、被験物質の完全性に影響する、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）の使用をまず検討する。水またはジメチルスルホキシド（DMSO）が、十分に確立された溶媒である。通常、有機溶媒は最終濃度1%（v/v）を超えないようにする。CytoBをDMSOに溶解する場合、被験物質とcytoBの両方に使用する有機溶媒の総量が1%（v/v）を超えないようにす...
	22. MNvit試験の性能に関して考慮すべき事項で最も重要なことの1つは、計数する細胞が処理中または処理後の培養期間中（これを設定した場合）に分裂を完了したことが保証されることである。したがって、小核計数の対象は、処理中または処理後に分裂した細胞に限定する必要がある。CytoBは、アクチン重合を阻害して有糸分裂後の娘細胞の分離を妨げ、二核細胞の形成を引き起こすため、細胞質分裂を阻害するのに最も広く用いられている薬剤である (6) (66) (67)。CytoBを使用した場合、被験物質が細胞増殖動...
	23. CytoBの適切な濃度は、細胞種ごとに溶媒対照の培養細胞における二核細胞の頻度が最適になるように試験施設で決定し、その濃度で計数対象の二核細胞がよく生じることを示す必要がある。CytoBの適切な濃度は、通常、3～6 µg/mLである (19)。
	24. 被験物質の最高濃度を決定する際には、人為的な陽性反応、例えば、過剰な細胞毒性（段落29参照）、培養液中の沈殿物（段落30参照）、pHや浸透圧の著しい変化（段落9参照）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を調節することで、人為的な陽性結果を回避したり、適切な培養条件を維持できる。
	25. 細胞増殖の測定を行い、十分な数の処理細胞が試験中に細胞分裂を起こしていること、および処理が適切な細胞毒性レベルで実施されていることを確認する（段落29参照）。細胞死および細胞増殖の適切な指標を用いて、代謝活性化系の存在下および非存在下それぞれについて、主試験の細胞毒性を決定する（段落26、27参照）。予備試験で細胞毒性を評価することは、主試験で使用する濃度を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おらず、実施した場合も主試験での細胞毒性の測定の代用にはならない。
	26. 培養細胞をcytoBで処理し、単核細胞、二核細胞、および多核細胞の相対頻度を算出することで、被験物質処理が細胞増殖に及ぼす影響を正確に定量することができ (6)、被験物質による処理中または処理後に分裂した細胞だけを確実に顕微鏡下に計数することができる。処理した培養細胞と対照培養細胞で値を比較して被験物質処理による細胞毒性を推定するのに、1培養物につき少なくとも500細胞を対象とする細胞質分裂阻害増殖指数（CBPI） (6) (27) (68) または複製指数（RI）が（計算式については補遺...
	27. CytoBを用いない場合は、計数対象の細胞の大部分が、被験物質で処理中または処理後に分裂したことを証明する必要があり、それができない場合は、偽陰性の結果となる可能性がある。被験物質処理による細胞毒性を推定するには、相対的細胞集団倍加（RPD）または相対的細胞数増加（RICC）を算出することが推奨される (17) (68) (69) (70) (71) （計算式については、補遺2参照）。試料採取が長時間にわたると（例：段落38および39で述べるように、正常な細胞周期の1.5～2倍の時間で処理...
	28. 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3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。細胞の種類（細胞株または初代培養リンパ球）に関わらず、試験する各濃度で複数系列または1系列の培養細胞を使用する。2系列の培養細胞を使用するのが望ましいが、計数する細胞総数が2系列の培養細胞と同じであれば、1系列の培養細胞も許容可能である。1系列の培養細胞の使用は、特に3段階を超える濃度で評価する場合に妥当である（段落44、45参照）。設定した濃度において、それぞれ2系...
	29. 最高試験濃度が細胞毒性に基づく場合、最高試験濃度は、細胞毒性を推定するために推奨されるパラメータ（cytoBを使用しない場合は細胞株のRICCとRPD、cytoBを使用する場合はCBPIまたはRI）を用いて、細胞毒性が55 ± 5%になるように設定する。細胞毒性率（%）は、補遺2 (72) の式を用いて求める。上述の細胞毒性範囲の上限でのみ陽性結果を認めた場合、結果の解釈には注意が必要である (71)。
	30. 被験物質が難溶性で、最低不溶濃度より低い濃度で細胞毒性がない場合は、検討した最高濃度で、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を認める必要がある。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、人為的影響が沈殿によって生じる可能性があるため、観察対象としては混濁または目に見える沈殿を生じる濃度をひとつ含めるだけ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（例：染色や計数）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とよい。
	31. 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 (73) (74) (75)。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 [Unknown or Variable composition, Complex reaction products or Biologicalmaterials]） 物質 (76)、環境抽出物などの場合、十分...
	32. 処理培地に溶媒のみを添加したものを被験物質処理と同じ方法で処理した同時陰性対照（段落21参照）を、細胞の回収時期ごとに設ける。
	33. 同時陽性対照は、用いた試験プロトコールの条件下で、試験施設が染色体構造異常誘発物質および異数性誘発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の有効性（該当する場合）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。
	34. 遺伝毒性作用の発現に代謝活性化が必要な異数性誘発物質は、現在のところ知られていない (17)。哺乳類細胞を用いるin vitro遺伝毒性試験は、代謝活性化系の存在下と非存在下において同じ処理時間で同時に実施する短時間処理法が十分に標準化されているため、陽性対照の使用は、代謝活性化を必要とする染色体構造異常誘発物質に限られる。この場合、1つの染色体構造異常誘発性陽性対照の結果で、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。ただし、長時間処理（S9なし）については、代謝活...
	35. 試験系の感度を証明するため、それぞれの陽性対照に、背景値を上回る、再現性と検出可能性のある増加が見込まれる1つ以上の濃度を設定する。この濃度では、作用は明らかであるが、観察者はコード化されたスライドを直ちに特定できず、その反応は本試験ガイドラインに規定された限界を超える細胞毒性によって損なわれない。

	手順
	36. 細胞周期の特定の時期に作用する異数性誘発物質や染色体構造異常誘発物質の検出確率を最大限に高めるには、細胞周期のさまざまな時期がすべて含まれている十分な数の細胞を被験物質で処理することが重要である。いずれの処理も細胞の対数増殖期に開始および終了する必要があり、細胞の増殖が採取の時点まで持続する必要がある。したがって、細胞株および初代培養細胞の処理計画は、細胞周期の開始に細胞分裂促進的な刺激が必要なリンパ球の処理計画とは、やや異なる可能性がある (17)。リンパ球では、最も効率的な方法は、細胞...
	37. 公表データによると (19)、ほとんどの異数性誘発物質と染色体構造異常誘発物質は、S9の存在下および非存在下に3～6時間の短時間処理後、被験物質を除去し、処理開始から正常な細胞周期の約1.5～2.0倍の時間経過後に試料採取することにより、検出することができる (7)。
	38. ただし、結果を陰性と判定するのに必要となる厳密な評価を行うには、代謝活性化の存在下および非存在下での短時間処理、ならびに代謝活性化の非存在下での長時間処理を用いて、次の3つの試験条件をすべて実施する必要がある（段落56～58参照）：
	39. 推奨する細胞処理の計画を表2に要約する。ここに挙げた一般的な処理計画は、被験物質の安定性や反応性、あるいは使用する細胞特有の増殖特性に応じて変更してよい（妥当性を説明すること）。
	40. 単層培養の場合、3～6時間処理の終了時に、分裂細胞（球形を呈し、単層表面から剥離しかけている細胞として認識される）が認められる。この分裂細胞は容易に表面から剥がれてしまうため、被験物質を含む培地を除去する際に失われる可能性がある。そのため、分裂細胞数が対照と比較して大幅に増加しており、分裂停止が考えられる場合は、分裂期にあって小核や染色体異常の可能性のある細胞の喪失を避けるために、細胞回収の際に遠心分離によって細胞を集め、これを培養物に戻す必要がある。
	41. 細胞培養ごとに、細胞を回収して処理する。細胞の標本作製時に低張処理を行ってもよいが、細胞が十分に広がるのであれば、この処理は必要ない。計数用の高品質の細胞標本が作製できるのであれば、別の手法を用いてスライドを作製してよい。小核の検出および（細胞質分裂阻害法で）二核細胞の信頼できる同定を行うためには、細胞の細胞膜と細胞質が無傷のままである必要がある。
	42. スライドを、ギムザ染色やDNA特異的蛍光染色など、さまざまな方法で染色できる。適切な蛍光染色剤（例：アクリジンオレンジ (78)、ヘキスト33258＋ピロニンY (79)）を使用すれば，DNA非特異的染色剤の使用に伴う人為的影響の一部を排除できる。小核形成の機構的情報に関心がある場合は、適切なDNA対比染色とともに、抗動原体抗体、汎セントロメア（pancentromeric）DNAプローブを用いるFISH、または汎セントロメア特異的プライマーを用いるプライムドin situ標識を使用するこ...
	43. 小核頻度を顕微鏡分析する前に、溶媒、無処理（使用した場合）および陽性対照のスライドも含めたすべてのスライドを個別にコード化する。自動計数システム（例：フローサイトメトリー、レーザー走査型サイトメトリー、画像解析）を使用する場合は、適切な技法を用いて、バイアスやドリフトをコントロールする。小核の計数に自動システムを使用するか否かに関係なく、CBPI、RI、RPDあるいはRICCを同時に評価する。
	44. CytoB処理を行った培養細胞では、各濃度および対照について少なくとも2000個 (83)（2系列以上で培養した場合は、この数を系列数で割った数）の二核細胞について、小核の頻度を分析する。用量ごとに1系列で培養した場合（段落28参照）は、この培養物について少なくとも2000個の二核細胞を計数する (83)。各濃度で計数可能な二核細胞が、培養物あたり1000個（2系列培養の場合）または2000個（1系列培養の場合）を大きく下回る場合や、小核数の有意な増加が検出されない場合は、細胞数を増やすか...
	45. CytoB処理を行わないで試験する細胞株では、1つの試験濃度および対照について少なくとも2000個（2系列以上で試験する場合は、この数を系列数で割った数）の細胞について (83)、小核を計数する。各濃度1系列で培養する場合（段落28参照）は、培養物につき少なくとも2000個の細胞を計数する。各濃度での計数可能な細胞が、培養物あたり1000個（2系列培養の場合）または2000個（1系列培養の場合）を大きく下回る場合や、小核数の有意な増加が検出されない場合は、細胞数を増やすかあるいは細胞毒性が...
	46. CytoBを使用する場合は、培養物あたり少なくとも500個の細胞を用いて、CBPIまたはRIを算出して細胞増殖を評価する（補遺2参照）。CytoB非存在下で処理を行う場合は、段落24～28で述べたように、培養中の細胞が分裂したことを証明する必要がある。
	47. 試験施設は、本試験法を日常的に実施するのに先立ち、本試験法の経験を十分に積むため、それぞれ異なる機序で作用する陽性対照物質（表1に示す物質から、代謝活性化の存在下で用いるもの、非存在下で用いるもの、異数性誘発機序を介して作用するものをそれぞれ1つ以上選択する）と、各種陰性対照（無処理培養および種々の溶媒／媒体を含む）を用いて一連の実験を行っておく。これらの陽性対照および陰性対照の反応が、文献と一致していなければならない。これは、段落49～52に定義した背景データが得られている実績のある試験...
	48. 一連の陽性対照物質（表1）を、代謝活性化系の非存在下における短時間および長時間処理のほか、代謝活性化の存在下における短時間処理で検討する。これによって、染色体構造異常誘発物質と異数性誘発物質の検出、代謝活性化系の有効性の判定の習熟度を示し、計数手順（顕微鏡を用いた目視による分析、フローサイトメトリー、レーザー走査型サイトメトリー、画像分析）が妥当であることを示すことができる。選択した物質について、背景値を上回る、再現性と濃度依存性のある増加が見込まれる濃度範囲を設定し、試験系の感度と検出範...
	49. 試験実施機関は、下記を明らかにする必要がある：
	50. 最初に背景陰性対照の分布データを得る場合、公表されている陰性対照データがあれば、その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。対照の分布に追加する実験データの増加に伴い、同時陰性対照が、その分布の95%管理限界内に収まるのが望ましい (87) (88)。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であるが、できれば似た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-bar管理図...
	51. 実験プロトコールに変更がある場合は、試験実施施設の既存の対照背景データベースのデータとの一貫性を考慮すべきである。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しなければならない。
	52. 陰性対照のデータは、段落28で述べたように、1系列の培養細胞または2系列以上での合計培養細胞における小核を有する細胞の出現率からなる。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 (87) (88)。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「管理状態にあり」（段落50参照）、手技的あるい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。

	データおよび報告
	53. 細胞質分裂阻害法を用いる場合、小核誘発性の評価には1細胞当たりの小核数は関係なく、小核を有する二核細胞の頻度のみを用いる。小核を1個、2個、または3個以上有する細胞の数が有用である可能性があるが、必須ではない。
	54. すべての被験物質処理培養細胞、陰性対照および陽性対照の培養細胞について、細胞毒性を同時測定する (16)。細胞質分裂阻害法を用いる場合は、すべての処理培養細胞と対照培養細胞について、細胞周期遅延の指標としてCBPIまたはRIを算出する。CytoBを使用しない場合は、RPDまたはRICCを使用する（補遺2参照）。
	55. 個々の培養物のデータを示し、さらに、すべてのデータを表形式に要約する。
	56. 試験が許容できるかどうかは以下の基準に基づく。
	57. すべての許容基準が満たされており、検討した実験条件（段落36～39参照）のいずれか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。
	58. すべての許容基準が満たされており、検討したどの実験条件（段落36～39参照）でも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。
	59. 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。
	60. 得られた反応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、あるいは、結果の生物学的妥当性を確認する必要がある場合には、専門家の判断や追加試験により、データを詳細に評価する必要がある。追加の細胞の計数（必要に応じ）や、実験条件を変更（濃度間隔、他の代謝活性化条件［すなわち、S9の濃度またはS9の由来］）した再試験の実施が有用な場合がある。
	61. まれに、追加試験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論を出せず、そのため「不明確」と結論される場合がある。
	62. MNvit試験において小核を誘発する被験物質は、染色体切断、染色体損失、またはその両方を誘発する可能性があることを示している。抗動原体抗体やセントロメア特異的in situプローブなどの方法を用いた詳しい分析を、小核誘発のメカニズムが染色体構造異常誘発作用や異数性誘発作用に起因しているかどうかを判定するのに使用する場合がある。
	63. 試験報告書には以下の情報を含める。
	1. CytoBを使用する場合
	2. CytoBを使用しない場合


