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化学物質の試験に関する OECD ガイドライン 

In Vitro 哺乳類細胞小核試験 

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

や規制上の必要性の変化および動物福祉への配慮などを踏まえて定期的に見直されている。試

験ガイドライン 487 の初版は 2010 年に採択され、遺伝毒性に関する OECD 試験ガイドライン

の全面的な見直しに当たり、この試験の数年間の経験とデータの解釈を反映させるために改訂

された。本試験ガイドラインは遺伝毒性に関する一連の試験ガイドラインのひとつである。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. In vitro 小核（MNvit）試験は、間期細胞の細胞質内における小核（MN）の検出を目的

とする遺伝毒性試験である。小核は、無動原体染色体断片（セントロメアが欠如している）か

ら生じる場合と、細胞分裂後期に細胞の極への移動ができない染色体全体から生じる場合があ

る。したがって、MNvit 試験は、被験物質に曝露中または曝露後に細胞分裂した細胞において、

異数性誘発物質と染色体構造異常誘発物質の両方を検出することが可能であるため (2) (3)、in 
vitro での染色体損傷性を調べるための包括的な基盤となる in vitro の方法である（詳細は段落

13参照）。小核の存在は、娘細胞に損傷が伝わったことを意味するが、分裂中期の細胞に認め

た染色体異常は娘細胞に伝わらない可能性がある。いずれの場合も、そうした変化があると細

胞が生存できない可能性がある。 

3. 本試験ガイドラインは、アクチン重合阻害剤のサイトカラシン B（cytoB）を使用す

るプロトコールと使用しないプロトコールのどちらも使用可能である。分裂前に cytoB を添加

すると、二核の細胞が生じるため、分裂を 1 回完了した細胞だけを対象とした小核の同定と分

析が可能となる (4) (5)。分析対象の細胞集団が分裂を行ったという証拠がある場合は、本試験

ガイドラインでの細胞質分裂阻害を行わないプロトコールの使用が可能である。

http://www.oecd.org/termsandconditions/
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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

たい場合、このような標識法やハイブリダイゼーション法が使用できる。 

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も、検出

できる可能性がある (18)。ただし、本試験ガイドラインで述べる MNvit 試験は、段落 4 で言及

した FISH などの特殊な技法を用いない限り、染色体数の変化や倍数性を誘発する物質と染色

体構造異常を誘発する物質を区別することはできない。 

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 de Toxicologie Génétique；SFTG）が主導した国際的なバリ

デーション研究  (19) (20) (21) (22) (23) や、遺伝毒性試験に関する国際ワークショップ

（International Workshop on Genotoxicity Testing）の報告がある (5) (17)。得られたデータに

ついては、欧州委員会（EC）の欧州代替法バリデーションセンター（European Centre for the 
Validation of Alternative Methods（ECVAM））が実施した証拠の重み付けによる回顧的なバリ

デーション試験の中で再評価も行われており、本試験法は、科学的に妥当であることが、

ECVAM の科学諮問委員会（Scientific Advisory Committee；ESAC）によって確認されている 
(37) (38) (39)。 

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）安定性、DNA修復

能および由来（げっ歯類かヒトか）の検討が重要であることが示唆されている。本試験ガイド

ラインの使用者には、この領域の知識の進歩に伴い、上述した要素および他の細胞特性が、使

用細胞株の染色体異常誘発の検出能に与える影響について考慮することが求められる。 

8. 用語の定義を補遺 1 に示す。 
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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。細胞質分裂

阻害剤を使用しない場合は、分析対象細胞が、被験物質の曝露中または曝露後に細胞分裂した

可能性が高いことを、細胞集団の増加に基づいて示すことが重要である。いずれのプロトコー

ルについても、対照群および処理群の両方で、細胞増殖を証明することが重要であり、被験物

質によって誘発された細胞毒性の程度を、小核の計数を行うすべての細胞で評価すべきである。 

試験方法 

細胞 

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
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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)、HepG2 細胞 (52) (53)、A549 細胞などの細胞株やシリアンハムスター胚細胞の初代培養

細胞 (54) も小核試験に用いられているが、これらは現時点では広範な検証が行われていない。

したがって、これらの細胞株や細胞種を使用する場合は、「許容基準」の章で述べているよう

に、これらの細胞の試験で示された成績に基づいて妥当性を示すべきである。CytoB は、

L5178Y 細胞の増殖に影響を及ぼす可能性が報告されているため、この細胞株に用いることは

推奨されない (23)。初代培養細胞を使用する場合には、動物福祉の観点から、可能であればヒ

ト由来の初代培養細胞の使用を検討し、ヒトにおける倫理原則および規則に従って試料採取を

行う。 

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での間に細胞

が分裂したことを証明する必要がある。被験物質に対する各細胞周期の感受性は不明と考えら

れるため、さまざまな細胞周期にある細胞が曝露されるように、培養細胞は、指数増殖期を維

持するか（細胞株の場合）、または刺激して分裂させる（リンパ球の初代培養細胞の場合）。

分裂を起こすため分裂促進剤による刺激を必要とする初代細胞は、通常、被験物質に曝露され

る期間には一般的に同調していない（例：分裂促進剤で刺激した 48 時間後のヒトリンパ球）。

被験物質処理時に細胞周期が同調している細胞を使用することは推奨されないが、妥当性が示

されれば使用可能である。 

培地および培養条件 

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。 

培養細胞の調製 

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）。 
  



OECD/OCDE 487 
 

 
© OECD, (2023) 

5 

代謝活性化 

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) に関するストックホルム条約」に抵触せず、複合機能オキシ

ダーゼ (58) (59) (60) の誘導能はアロクロール 1254 と同程度に高いことが確認されている。S9
画分の最終的な試験培地中での濃度は通常 1～2%（v/v）を使用するが、10%（v/v）に高める

場合もある。処理中に分裂指数を低下させる物質、特にカルシウム錯体形成物質 (62) を使用し

てはならない。使用す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が、被

験物質のクラスによって左右される場合がある。 

被験物質の調製 

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。 

試験条件 

溶媒 

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る。そうでない場合

は、無処理対照を使用して、その割合の有機溶媒が有害な影響を及ぼさないことを保証する。

水性の溶媒（生理食塩水または水）が最終処理培地で 10%（v/v）を超えないようにする。十

分に確立されていない溶媒（例：エタノール、アセトン）を使用する場合は、それが被験物質

および試験系に適合性があり、使用する濃度で遺伝毒性がないことを示すデータによって、そ

の溶媒の使用が裏付けられている必要がある。裏付けるデータがない場合は、選択した溶媒に

よって有害な影響や染色体への影響（例：異数性、染色体構造異常誘発性）が生じないことを

証明するため、溶媒対照だけでなく無処理対照（補遺 1 参照）も含めることが重要である。 

細胞質分裂阻害剤としての cytoB の使用 

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
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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態に及ぼす影響も同時に測定する

ことができる。ヒトリンパ球を使用する場合は、細胞周期がドナーによって異なるため、また、

すべてのリンパ球が PHA刺激に反応するとは限らないため、細胞質分裂阻害剤として cytoBを

使用することが必要である。段落 27 で述べたように、他の細胞種については、その細胞が細

胞分裂したことが証明できる場合、cytoB の使用は必須ではない。また、フローサイトメトリ

ー法で小核を評価する場合は、一般に cytoB を使用しない。 

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)。 

細胞増殖および細胞毒性の測定と処理濃度の選択 

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 2 を参照）、推奨パラメータである。他

の細胞毒性指標（例：細胞の健全性、アポトーシス、壊死、分裂中期細胞数、細胞周期）によ

る評価は、有用な情報が得られる可能性があるが、CBPI や RI の代わりにはならない。 

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
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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 倍の時間で処理した後、正常な細胞周期の 1.5～2 倍の時間さらに培

養して細胞を回収すると、全体では試料採取時間が正常な細胞周期の 3～4 倍より長くなる）、

RPD値を使用した場合は細胞毒性が過小評価される可能性がある (71)。このような場合には、

RICC を測定するほうがよく、あるいは、正常な細胞周期の 1.5～2 倍の時間後に細胞毒性を評

価することも、評価に有用であろう。細胞毒性の他の指標（例：細胞の健全性、アポトーシス、

壊死、分裂中期細胞数の測定、増殖指数（PI）、細胞周期、核質間架橋、核の出芽）は、有用

な付加的情報が得られる可能性があるが、RPD や RICC の代わりに使用してはならない。 

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 系列以

上の培養細胞から得た結果を、プールしてデータ解析してよい。細胞毒性をほとんどまたはま

ったく示さない被験物質については、通常、公比約 2～3 で設定した濃度段階の使用が適して

いる。細胞毒性がある場合は、選択した試験濃度の中に、段落 29 に記載した細胞毒性を示す

濃度、中等度の細胞毒性を示す濃度、細胞毒性をほとんどまたはまったく示さない濃度を含め

る必要がある。被験物質には急勾配の濃度反応曲線を示すものが多く、低い細胞毒性および中

等度の細胞毒性でのデータを得るため、または用量反応関係を詳しく調べるために、確認試験

が要求される状況では特に（段落 60 参照）、濃度間隔の密な設定や 3 段階を超える濃度の設

定（1 系列または複数系列の培養細胞で）を用いる必要がある。 

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、十分な細胞毒性を示さない場合は、最高濃度を高くして（5 
mg/mL にするなど）、各成分の濃度を高める必要がある。ただし、上記の要件は、ヒト用医薬



OECD/OCDE 487 
 

 
© OECD, (2023) 

8 

品では異なる場合があるので注意する (93)。 

対照 

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、代謝活性化系を用いる試験

とは処理時間が異なるため、このための陽性対照が必要である。代謝活性化の存在下と非存在

下における短時間処理で、ただ 1 つの陽性対照として、染色体構造異常誘発物質を選択する場

合は、代謝活性化の非存在下における長時間処理の陽性対照に、異数性誘発物質を選択すべき

である。S9 を必要としない代謝能を持つ細胞を使用する場合は、染色体構造異常誘発性と異

数性誘発性のどちらにも陽性対照を置く。 

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。 

表 1. 試験施設の習熟度評価用および選択する陽性対照として推奨される参照物質 

カテゴリー 物質 CAS 番号 

1.代謝活性化なしで活性のある染色体構造異常誘発物質 

 メタンスルホン酸メチル 66-27-3 
 マイトマイシン C 50-07-7 
 4-ニトロキノリン -N-オ

キシド 56-57-5 

 シトシンアラビノシド 147-94-4 

2.代謝活性化を必要とする染色体異常誘発物質 



OECD/OCDE 487 
 

 
© OECD, (2023) 

9 

 ベンゾ(a)ピレン 50-32-8 

 シクロホスファミド 50-18-0 

3.異数性誘発物質 
 コルヒチン 64-86-8 

 ビンブラスチン 143-67-9 

手順 

処理計画 

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、細胞が非同調

的に分裂しているときに、PHA による刺激後 44～48 時間時点に被験物質処理を開始すること

である (6)。 

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）： 

● 代謝活性化の非存在下で、細胞を被験物質に 3～6 時間曝露し、処理開始から正常な細

胞周期の約 1.5～2.0 倍の時間後に試料採取を行う (19)。 

● 代謝活性化の存在下で、細胞を被験物質に 3～6 時間曝露し、処理開始から正常な細胞

周期の約 1.5～2.0 倍の時間後に試料採取を行う (19)。 

● 代謝活性化の非存在下で、正常な細胞周期の約 1.5～2.0 倍の時間後に試料採取を行う

まで被験物質の曝露を続ける。 

上記のいずれかの実験条件で陽性反応が認められた場合、残りの試験条件で試験する必要はな

い。 

被験物質が細胞周期に影響を及ぼす（特に p53 正常細胞）ことがわかっているか疑われる

（例：ヌクレオシド類似体を試験する）場合は (35) (36) (77)、試料採取時間または回復時間を

正常な細胞周期の 1.5～2.0 倍の時間（すなわち、短時間処理、長時間処理のいずれの場合も、

全体では、処理開始から正常な細胞周期の 3.0～4.0 倍の時間の経過後）まで延長してよい。被

験物質と cytoB に相互作用が起こる懸念がある場合には、ここに挙げた方法で対処する。試料

採取時間を延長する（すなわち、全体で細胞周期の 3.0～4.0 倍の時間にわたって培養する）場



OECD/OCDE 487 
 

 
© OECD, (2023) 

10 

合、細胞がまだ活発に分裂しているかどうかに注意を払う。例えば、リンパ球の場合、指数関

数的増殖は刺激後 96 時間で衰え、単層培養する細胞では密集状態になる可能性がある。 

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）。 

表 2. MNvit 試験における細胞の処理時間および回収時間 

CytoB 処理を行うリン

パ球、初代培養細胞、

および細胞株 

+ S9 
短時間処理 

S9 存在下で 3～6 時間処理； 
S9 と処理用培地を除去； 
新鮮な培地と cytoB を添加； 
処理開始から正常な細胞周期の 1.5～2.0 倍の時間後

に回収 
– S9 

短時間処理 
3～6 時間処理； 
処理用培地を除去； 
新鮮な培地と cytoB を添加； 
処理開始から正常な細胞周期の 1.5～2.0 倍の時間後

に回収 
– S9 

長時間処理 
CytoB の存在下で正常な細胞周期の 1.5～2.0 倍の時

間処理； 
処理終了時に回収 

CytoB 処理を行わない細胞株 

（cytoB を添加しないこと以外、上記の処理計画と同じ） 

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。 

細胞の回収およびスライド標本の調製 

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。 
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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 標識を使用することで、小核の内容（染色体全体による小核は染色さ

れるが、無動原体染色体断片による小核は染色されない）を同定できる (16) (17)。染色体構造

異常誘発物質と異数性誘発物質を区別するための別の方法も、有効性が示され、検証が済んで

いれば、使用してかまわない。例えば、特定の細胞株については、画像解析、レーザー走査型

サイトメトリー、フローサイトメトリーなどの手法を用い、低倍数性のものとして DNA 量が

2n 未満の核を計数することで、有用な情報を得ることができる (80) (81) (82)。核の形態を観

察することによっても、異数性の可能性を示すことができる。さらに、分裂中期細胞での染色

体異常試験（同じ細胞種を用いた同等の検出感度を有するプロトコールの試験が望ましい）も、

小核が染色体の切断によるものであるかどうかを判定するための有用な方法である（染色体異

常試験では、染色体の損失が検出されないことが知られている）。 

分析 

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、細胞数を増やすかあるいは細胞毒性がさらに低い

濃度を設定するかのいずれか適切な方法を用いて再試験を行う。2 つの核の形が不規則あるい

は大きさが著しく異なる二核細胞は、計数の対象にしないように気をつける。また、二核細胞

と広がりの悪い多核細胞を混同しないようにする。主核を 3 つ以上有する細胞は、小核頻度の

背景値が高い可能性があるため、小核の分析には用いない (84)。被験物質が cytoB の作用を妨

げることが示されている場合は、単核細胞を計数の対象にしてよい。このような場合には、

cytoB を用いないで再試験を行うと、有用であることがある。二核細胞の他に単核細胞を計数

することで、有用な情報が得られる可能性があるが (85) (86)、実施を強制するものではない。 

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さらに低い濃度を設定するかの

いずれか適切な方法を用いて再試験を行う。  
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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。 

試験施設の習熟度 

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施設に

はあてはまらない。 

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囲

を示す。 

背景対照データ 

49. 試験実施機関は、下記を明らかにする必要がある： 
- 陽性対照の背景データの範囲および分布 
- 陰性（無処理、溶媒）対照の背景データの範囲および分布 

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 (88)）などの品質管理の方法

を用いて、試験施設の陽性、陰性の両対照データのばらつきの程度を明らかにし、その試験方

法が当該施設で「管理状態にある」ことを示す必要がある (83)。背景データの構築および使用

の方法に関するこのほかの推奨事項（すなわち、背景データにおけるデータの選択基準および

除外基準ならびに各実験の許容基準）が、文献に示されている (87)。 

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
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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 

結果の提示 

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。 

許容基準 

56. 試験が許容できるかどうかは以下の基準に基づく。 

● 段落 50 の記載の通りに、同時陰性対照を、試験施設の陰性対照の背景データベースに

追加しうると考えられる。 

● 同時陽性対照（段落 50 参照）が、試験施設の陽性対照の背景データベースの記載に一

致する反応を生じ、同時陰性対照と比較して統計学的に有意な増加を生じる。 

● 溶媒対照における細胞増殖が基準を満たす（段落 25～27 参照）。 

● いずれかの実験条件によって陽性結果が得られていない限り、すべての条件で試験を実

施している（段落 36～40 参照）。 

● 十分な数の細胞および濃度が分析可能である（段落 28、44～46 参照）。 

● 最高濃度の選択基準が、段落 24～31 に述べたものに一致する。 
  



OECD/OCDE 487 
 

 
© OECD, (2023) 

14 

 

結果の評価および解釈 

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。 
● 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を認める 

(89)。 
● 適切な傾向検定で評価したとき、増加は少なくとも 1 つの実験条件で用量依存性である

（段落 28 参照）。 
● 結果のいずれかが、陰性対照の背景データの分布（例：ポアソン分布に従った 95%管

理限界；段落 52 参照）から外れている。 

上記基準をすべて満たす場合、被験物質は本試験系で染色体の切断や増減を誘発すると判定さ

れる。なお、最適な統計学的手法に関する推奨が文献に記載されている (90) (91) (92)。 

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。 
● 試験した濃度のいずれにおいても、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。 
● 適切な傾向検定の評価で、濃度依存性の増加が認められない。 
● すべての結果が陰性対照の背景データの分布（例：ポアソン分布に従った 95%管理限

界；段落 52 参照）内に収まる。 

この場合、被験物質は、本試験系に染色体の切断も増減も誘発しないと判定される。なお、最

適な統計学的手法に関する推奨が文献に記載されている (90) (91) (92)。 

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。 
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試験報告書 

63. 試験報告書には以下の情報を含める。 

被験物質： 

- 入手可能な場合、供給元、ロット番号、使用期限 
- 既知の場合、被験物質の安定性 
- 被験物質と溶媒／媒体または細胞培養培地との反応性 
- 既知の場合、溶媒中における被験物質の溶解性と安定性 
- 必要に応じ、被験物質を添加した培地の pH、浸透圧の測定値および沈殿の有無 

単一成分物質： 

- 外観、水溶性およびその他の関連する物理化学的性質 
- 化学物質識別情報（IUPAC または CAS 名、CAS 番号、SMILES または InChI コー

ド、構造式、純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的識別情報

など） 

多成分物質、UVCB および混合物： 

- 入手可能な範囲の成分の化学的識別情報（上記参照）、含有量および関連のある

物理化学的性質などによる成分の特性。 

溶媒： 

- 溶媒選択の妥当性 
- 最終的な培地中の溶媒の割合（%） 

細胞： 

- 使用した細胞種と供給元 
- 使用した細胞の適合性 
- 細胞株の場合、マイコプラズマ汚染のないこと 
- 細胞株の場合、細胞周期の長さや増殖指標に関する情報 
- リンパ球を使用した場合は、血液ドナーの性別、年齢や関連する情報、全血か分

離リンパ球か、使用した分裂促進剤 
- 正常な（陰性対照の）細胞周期の時間 
- 細胞株の場合、情報があれば継代数 
- 細胞株の場合、細胞培養を維持する方法 
- 細胞株の場合、最頻染色体数 

試験条件： 

- 細胞質分裂阻害物質（例：cytoB）を使用した場合、その名称、濃度、細胞への

曝露時間 
- 培地中での被験物質の最終濃度（例：培地での μg/mL、mg/mL または mM） 
- 濃度および培養系列数の選択の根拠（細胞毒性データと溶解限界値を含む） 
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- 培地の組成、該当する場合は CO2濃度、湿度 
- 培地に添加する溶媒と被験物質の濃度（ないし容量） 
- 培養温度と時間 
- 処理時間 
- 処理後の回収時間 
- 該当する場合、播種時の細胞密度 
- 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（例：酵素活性、無菌性、代

謝能） 
- 陽性対照物質および陰性対照物質、最終濃度、処理の条件と時間、回復期間 
- スライド標本の作製方法および使用した染色法 
- 小核を持つ細胞の計数基準（分析対象とする細胞の選択と小核の識別） 
- 分析した細胞の数 
- 細胞毒性の測定方法 
- 細胞毒性と使用した方法に関する補足情報 
- 試験結果を陽性、陰性、または不明確と判定する基準 
- 用いた統計解析方法 
- 該当する場合、小核に含まれているのが染色体全体であるのか断片であるのかの

判別方法（動原体抗体や汎セントロメア特異的プローブの使用など） 
- pH、浸透圧の測定および沈殿の判断に用いた方法 

結果： 

- 解析対象とする細胞の定義 
- CytoB 非存在下における細胞株の場合、培養ごとに処理した細胞数と回収した細

胞数 
- 細胞毒性推定用パラメータ（例：細胞質分裂阻害法を用いた場合の CBPI または

RI、細胞質分裂阻害法を用いなかった場合の RICC または RPD）、もしあれば他

の観察結果（例：細胞密集度、アポトーシス、壊死、分裂中期細胞数、二核細胞

の頻度） 
- 沈殿の有無およびその観察時期 
- 測定した場合、処理培地の pH と浸透圧に関するデータ 
- 細胞質分裂阻害法を用いた場合、単核細胞、二核細胞、および多核細胞の分布 
- 小核を持つ細胞数（処理培養細胞、または対照培養細胞ごとに別々に算出し、必

要に応じ、二核細胞または単核細胞のいずれからかを明示する） 
- 可能な場合、濃度反応関係 
- 同時陰性（溶媒）対照と同時陽性対照のデータ（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、標準偏差、分布の

95%管理限界ならびにデータ数を含める） 
- 統計解析、もしあれば p 値 

結果の考察 
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結論 
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補遺 1 

用語の定義 

異数性誘発物質：体細胞分裂や減数分裂の細胞分裂周期装置の構成要素と相互作用して、細胞

や生物に異数性を引き起こす物質または作用。 

異数性：正常な二倍体（または半数体［一倍体ともいう］）の染色体数からひとつもしくは複

数の染色体の増減があること。ただし、染色体数の全体での倍加（倍数性）は含めない。 

アポトーシス：一連の段階を踏むことを特徴とするプログラム化された細胞死のことで、細胞

は分解されて膜結合粒子となり、その後、貪食作用または脱落により除去される。 

細胞増殖：細胞分裂の結果、細胞数が増加すること。 

セントロメア：両染色分体が結合している染色体の DNA 領域、ここで両方の動原体が接して

付着している。 

濃度：培地中の被験物質の最終濃度をいう。 

染色体異常誘発物質：細胞集団または真核生物に染色体の構造異常を引き起こす物質または作

用。 

細胞質分裂：有糸分裂の直後に起こる細胞分裂の過程。これによって、それぞれ核を 1 個有す

る娘細胞が 2 個形成される。 

細胞質分裂阻害増殖指数（CBPI）：細胞あたりの核の平均数を表し、細胞毒性の推定に用い

られる（計算式については、補遺 2 参照）。 

細胞増殖抑制：細胞増殖の阻害。 

細胞毒性：細胞死、細胞増殖阻害（細胞増殖抑制）など、細胞に対する有害作用を表す一般的

な用語。細胞毒性の推定式を補遺 2 に示す。 

遺伝毒性：DNAや染色体のあらゆる種類の損傷の総称。切断、欠失、付加体、ヌクレオチドの

修飾や架橋、再配列、遺伝子変異、染色体構造異常ならびに異数性を含む。すべてのタイプの

遺伝毒性作用が突然変異や安定した染色体損傷を起こすわけではない。 

間期細胞：細胞分裂期にない細胞。 

動原体：染色体のセントロメアに形成されるタンパク質を含む構造体で、細胞分裂中に紡錘糸

が付着し、これによって娘染色体が娘細胞の極に正しく移動できる。 

小核：細胞の主核から分離した、付加的な小さな核。有糸分裂または減数分裂の終期に、染色

体の断片または全体が取り残されることによって生じる。 
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体細胞分裂：細胞核の分裂。一般に、前期、前中期、中期、後期、終期に分けられる。 

有糸分裂指数：細胞集団中の分裂中期細胞を、観察した細胞総数で割った割合。その細胞集団

における細胞増殖の度合いの指標となる。 

変異原性：遺伝子の DNA 塩基対配列または染色体の構造に継世代的変化（染色体異常）を引

き起こす性質。 

染色体不分離：対になった染色分体の分離および形成中の娘細胞への適切な配分の失敗。娘細

胞での染色体の数の異常を引き起こす。 

p53 の状態：p53 タンパク質は、細胞周期調節、アポトーシス、DNA 修復に関与する。p53 タ

ンパク質の機能が欠損している細胞は、DNA損傷に応答する p53の機能が関与するアポトーシ

スまたは他のメカニズム（例：DNA修復の誘発）による細胞周期の停止や、損傷細胞の除去が

できず、理論上、遺伝子変異や染色体異常を起こしやすくなる。 

倍数性：細胞または生物における数的染色体異常のうち、全染色体セットを含むもの。1 本あ

るいは数本の染色体の数の異常（異数性）の対義語。 

増殖指数（PI）：1 細胞、2 細胞、3～4 細胞、5～8 細胞からなるクローンの数を数えることに

よって判定される細胞増殖の指標。これは、cytoB 非存在下で試験した細胞株における細胞増

殖を確認するのに有用な補足的パラメータである。 

相対的細胞数増加（RICC）：CytoB を使用しない場合の細胞毒性を推定するためのパラメー

タ（計算式については、補遺 2 参照）。 

相対的細胞集団倍加（RPD）：CytoB を使用しない場合の細胞毒性を推定するためのパラメー

タ（計算式については、補遺 2 参照）。 

複製指数（RI）：処理培養細胞で曝露期間および回復期間に分裂周期を完了した細胞の、無処

理対照に対する割合（計算式については、補遺 2 参照）。 

S9 肝画分：肝ホモジネートを 9000 × g で遠心分離した後の上清で、生の肝臓抽出物。 

S9 mix：代謝酵素の活性化に必要な、肝 S9 画分と補因子との混合物。 

溶媒対照：被験物質を溶解するのに用いた溶媒のみを添加する対照培養細胞を指す一般的用語。 

無処理対照：いずれの物質も添加しない（すなわち、被験物質でも溶媒でも処理しない）が、

それ以外は、被験物質で処理する培養細胞と同じ方法で同時に処理する対照培養細胞。 
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補遺 2 

細胞毒性推定のための計算式 

細胞増殖、細胞増殖抑制および細胞毒性のパラメータはいずれも相互に関連している。同時陰

性対照と比較した処理培養細胞における細胞増殖パラメータの変化を、以下に述べる式を用い

て細胞毒性の代替推定値として用いることができる。ここに挙げたパラメータはそれぞれ、細

胞増殖抑制を始めとするさまざまな形の細胞毒性が計算にもたらす寄与の点では異なる。しか

し、TG 487 の他の部分と一貫性を保ち、理解を容易にするため、開始パラメータにかかわら

ず、最終計算結果には細胞毒性という用語を用いた。 

1. CytoB を使用する場合 

CytoB を使用する場合、細胞毒性の推定は、細胞質分裂阻害増殖指数（CBPI）または複製指

数（RI）に基づいて行う (17) (69)。CBPI を使用するか RI を使用するかにかかわらず、細胞毒

性の最終計算から得られる結果は同じである。 

● CBPI は、細胞あたりの核の平均数を表す。計算に単核細胞数を含むことから細胞増殖

抑制を説明しており、CBPI は細胞増殖の推定値をもたらす。処理細胞の CBPI と、対

照の CBPI をそれぞれ算出する。 

計算式： 

CBPI = 
(単核細胞数) + 2 × (二核細胞数) + 3 × (多核細胞数) 

(細胞総数) 

細胞毒性の推定値： 

細胞毒性率 = 100 − 100 × 
CBPIT − 1 
CBPIC − 1 

ここで 
T = 被験物質処理培養細胞 
C = 対照培養細胞 

● RIは、処理培養細胞での cytoB曝露期間における細胞あたりの細胞周期数について、対

照培養細胞に対する比を表す。 

計算式： 

RI = 

(二核細胞数)T + 2 × (多核細胞数)T 

× 100 
(細胞総数)T 

(二核細胞数)C + 2 × (多核細胞数)C 
(細胞総数)C 

ここで 
T = 被験物質処理培養細胞 
C = 対照培養細胞  
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細胞毒性の推定値： 
細胞毒性率 = 100-RI 

2. CytoB を使用しない場合 

CytoB を使用しない場合、細胞毒性の推定を、相対的細胞数増加（RICC）または相対的細胞

集団倍加（RPD）に基づいて行う。これは、どちらの指数も、分裂した細胞集団の割合が考慮

されているためである (69)。RICC を用いるか RPD を用いるかによって、細胞毒性の最終計算

結果は必ずしも一致しない。 

● 相対的細胞数増加（RICC） 

計算式： 

RICC = 
(終了時細胞数)T − (開始時細胞数)T 

× 100 
(終了時細胞数)C − (開始時細胞数)C 

細胞毒性の推定値： 
細胞毒性率 = 100 - RICC 

● 相対的細胞集団倍加（RPD） 

計算式： 

RPD = 
(細胞集団倍加数)T 

× 100 
(細胞集団倍加数)C 

ここで 

細胞集団倍加数 = 
1 

× log10 
(終了時細胞数) 

log102 (開始時細胞数) 

細胞毒性の推定値： 
細胞毒性率 = 100 - RPD 

備考 

いずれの場合も、処理前の細胞数が、被験物質処理培養細胞と陰性対照培養細胞で同じである

必要がある。 

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）

を使用するときは、計算式中の細胞の数に代えて、核の数を使用することができる。 

陰性対照培養細胞で、細胞増殖パラメータが、処理後、正常な細胞周期の約 1.5～2.0 倍の長さ

に相当する時間に細胞の試料採取を行うための要件に適合する必要がある。 
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	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。
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