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1. IXIC®IZ

1. RREH IR (OECD) OIbFWE ORBRICEET 214 K74 1%, BF
DA BRSO B L OB EAE~DOEEZ IS E 2 TESIMICAE S A TW
B RERTA KT A 2 488 OFIUIE 2011 FIERIR S 7z, 2013 4F, WETHRAT A K7
A UBBIRE I, & 5BGFREO T OFdmEi I, RS TINEO T DI S D A
FROE Gy T o W E ORI RS 1127 0 BR HARIICRIET 5 ETO
EfER IR N AR S, 2020 4, WETHRAT A K7 A U BRE v, HEAEFEAA O
ZESRIE WL D FRATIC B D HELE I G Rt N A S iz, ARIOUETHGRBR T A K Z 4
> (TG) 1%, MHIRRERE & A FEAIIC BT 5 RRER DT OFE. BLO, &
SET SN B EMERBRICE 4% OECD iR A K74 > (TG) & OFFICES%E
YT TWD,

2. EfnEtERER S B REERBRICET S TG (X ThiioiiT DA FE O 512>
WT, ZOMEZRT CEMERINTWS (1) ., 260 TG IZEY Anvbi7-
TELETEICET I EIMERbEREINZ Q) .

3. OECD ® TG TI%, Yefaflhom s+ DIEREE R A i T & D84 72 in vitro 225K
EREBPHEINTWD, £72. HED invivo BaBERBOT REA 2 b
(T7bb, YRR, IME, REM DNA 66%. X0 DNA 841 1245
TG 3650, ZHHITBIEFREAERZTRD LD TR, a2 Ay N viEAE
L OREW DNA ARk, aid RIFHRAE 2 RN T 2 ERBRTHY . F72,
Pig-a RBRITEMRICRESND —TF, P T AV 2=y 7 F>HE (TGR) EisT
ZERB BB, TN OMBICE T, EEEM TR FIHAIRE 2 B s - 228 E
BHED in vivo ilRiEAEZ RO DHBEL A= THLDOTH D,

4. TGR BIFEREFEABROT —ZIcHonTIE, BlziE, B) . @ . (5)
IZBWTARIARREM TN TEE, ZORBRTII N T v AV 2= 27Ty b L
N~ AEZHNDER, ZNOHDORARIIETTAI RERIZ 77—V vy ML
H—NEabt —fHAAENTEY, £ OENEE IR E I K- Tinvivo
THEU DA RO R EREZRET 520D LR —Z B IFREERL TN D,
TGR #fn 1-2ESRZE BB O H 1L, MRAT X S5/R%k > DNA HIEIC L 0 2SR E R A2 E T
LMEERET DI EILH D,
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5. ToWBETAEULERER T, SABERBRTZEIRL, VAR—% —#{ET0OXRH
WA OBIE T HFF- I WE RS ECfr+2 2 Ll i35, TGR #Eix 1%
IRERRBRCTIL, FELToHwEHOH 5 DMk D EIIL T 5 BB L 7 i
G SNIZERERZAET S, D7, FRBREIZ, NEEEE %21
W% in vivo BIGT-ZERE BB TH LN D BEFOMKIR (AT L 7/ AR 5
H LR, BRICHT XA T 4T/ KROT 4T LI a iy ©O%< &k
TE 5,

6. GRELOFEANG, EABEFITERFICK L THTEMEEE 7 & ERRER IS G
TAHZENRB I, BRI ER, 7L — A7 FERER B NIRER &
DFEAOKBRHIZELTUIZDZENEZD (3) &

7. BEEERBRICETIEEEY —27 v a v (IWGT) (X, TGR BA5 1-22584 B
FRBR 2 A 2R D in vivo BHTEICHWS Z L Z2H&GB L, ZDOERDIZHDT
2 ha—LEZHELTND (6) (7) . 207w ha— Loz I 6IZEMITD
FENTREFIE (8) ICADZENTE D, A TG 1L, SHIEHERRICI T 2 s T- 28984
BOFMIZBE L, FEROHREEICKSW T Y | BRI 5 B85 225K
EROFMBIT 2 R OHERFHEZTHE LD (5) .

8.  TGR BEInT-ZERAERFER CI1I, EHEGHMERR (TG 407) &R U GEHHE
(FT7ebb, 28 HMES) ZHWTEY, MEBROK G T3 B OF I 14 F
DENUZ B 2 IE S 7202 & BRI, W% 1 3R BRICH AT 2 BRI 2 7R
LTCWb, £/, WEROTFT->HWEOZRHTIERL, P TV AV 2= 7 IF>HIED
FfE HONTH KEHRGRBROMERICEEEN 2N L2 R T T2 LM ETH D,
512, TGRERABRIZ, /MEE L O Pig-a BEOFN 72 EBMOBEEH#EET Y KR A >
FEFAETED (9) . REROFEIL., BEFOIEM E 7 13588 OB B 2 FHE I
FEEDT Y RIFA V N ERFT D HLEHICE S RETH D,

9. FHHEOEREME 17T,

2. RAIICEE T REEIH

10. A& TG TOMMEZE T 5 +0707 — 235525 TGR AR T2 ki
WX, lacZ X7 T VA7 7 —~ A (MutaMouse) . lacZ 77 A R~ A gpt
delta (gpt BEL W Spi) ~UVABLORT v b, oW lacl N7 TV H 77—~
ABLOTZ v~ (Big Blue®) #HW=ilBrT, D oIERIR R FCEMI N
HDOTHD, KRR TIT, L N7 X —ITHASNICMEOEEF (lacl, lacZ. gpt)
DIEREFRZWET H, S HIT, Big Blue®Is L O MutaMouse E7 /L TDO/NT 7 U F
77—V D cl BIRIZEBWT, £72, Spii®IR FTD gpt delta &7 /v D red/gam A5
FIZHEWT, BRLEZAETE D, EEOBRIRE O T TRIRE RRFEEDF
MFHETH Y (B 17 ) | BERNIEN SN T TH D, TGR ET VBT
DGR BRI, 1R R RS AR TR 92 28, MERITIR U CRREH D )y
TR 21T O 2 & CIEIMEWME/HRL N TE D (Bl 57T~582 M)

1. Zhb? TGRBIETZERNEFRMER (3) (X, ZDOLIRD in vivo TOMGH, A
HHE, DNA EEiEfE L UOHEETR Y i 2 DNA &5k (translesion DNA synthesis) (2K
FLTWDENWS KT, BREMEONT— ROFHMEICFICE L TS, 2L, Z
S N EY R RSO/ . 72 DNA HIEOREHIC L > TR > TV D AfREMIEH 5,
BART-Z2RE B in vivo FRBRIL, in vitro T TR SN ERFMHIERO I 572 5
FPROL EEPERER R DR GE ORE R 72 &L D in vivo FERZ H W73 BR DR A
B7AEBFORFHIAEH TH 5, B TFRARERIL, EFEBLEOREEERELH D
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IR, ZESRAE HATE N A R AE AR O JEREEME A (10)  (11) <o, AgE
MR 20 L TG 258 (12) OTFHEICBEWTHLZY R KRS M TH
ZDO

12 BB E £ -3 2R, R ET LT OMERIC B REIEL R
WE L AR TR S 5856, TGR &L 225828 BLERER O F i 1 X U] Tl Ze v,

13, Bifl EOBRZER LT — 2 R OGS, IBREWICOWTEARBRT A F7 A4
YEMRWDENS, YRLREWNRE O BN TR IR TE 208& ), £
RTELHEBIITZ OB ZMET 5, UKREMOMBRIZBET 2 M ZMENH %
e, 29 LIEMRHIARETH %,

3. RBREOFHE

14, B 10 1Z3e# L= B T 2 ENE R FITME 723 7 V47 77—
HETH, ZOBABLFE2NIT VL 77—V AERITTTAI FOT v FbR
I B —ICHIRIATe Z LT, T WD 7 ) I DNA S DEINFEEIZ L TWS, £0D
FEL LTIE, TowmEOXNGMERND D7 ) ADNA O . 7/ ADNA D invitro
WER (T2 b, vy MART X —[EIDT=DD, AT HX—DRNylr— 7 F
FIX7TIAIRDIAF—varBlO=mL 7 brRLr—yay) | RH5NNZED
HOWY 72 TICHBIT HMEAE FE CORREREDOKRE R EN DD, Zhb O
T, 1FE A EO/MBEN OGBSI T E 2PN IFiRE O E NBE TR HV B
TWa,

15.  FEARM7Z: TGOR &5 - ZERERFERTIX, T ol L 2E & —EHM
IZblo TEET 5, HBLFWEIX, @MUK Chiu, S (EEEHROR
Bre ) &0, WTHORKTHLHREGTE 5, 8icxt L THR 1™ Thh 288
MzHEGHME VD, B, BERLEEFL S FETIc—EYMEzsE, ZOMITM
BB 2 E L, [E1E SN h- 7= DNA 51X, Zo#fidiceE Lz
SRAEFLCEE S5, [RIEINIE SOk Clrdse HEER]  (manifestation time) . [ & B [
(fixation time) . ZETIRER] (expression time) 7¢ &, A IZMEIILTVD A, Z Dk
THRERHEHRBUEHITH S (6) (8) . EMOLHFN %, M2 QR ICER I
L OGRS L. RTS8 4likD 5 4 ) 4 DNA Z458fEd L OWEHR4 2 £ ¢, k%
-70°C + 5°C DL F CIRFFCE D, B GRHBIC RNy U T- BESEEN ) 1~ & RELA% 2 B
Bl -70°C +£5°C LN TR L, SECTHIVUIIMRHT 2 BRI N— A TEMETE 5,

16. . 1 B0 1| SOMBRICHOWTHEEBIO Ry r—T 0 7 T4 57—
a DT =X EEF L, —RIC, 1IEYS720 A5 105~100 7T — 7 U BN £ 7= 13 =
0= — AL 2 WA EREHE A RO D, AT 47V v a UEEHN
AT, BNCIBRRMEDO T L — 2RI TR 7 — 7 B BN E 7-idka e =
— RN Z KD D

17. RIOT 478V I va ki, gp@int [gptdelta~ 7 ZAB LT » b, KL
Wepr (13) (14) (15) 1 & lacZ BI51 [MutaMouse £ 7215 lacZ 77 A R~ U
Z (16)  (17)  (18) (19) ] WilF ORERELDOK T A RET S 7-DIChFE I N T
X7z, Zhucxt L, Big Blue®B 2350 lacl Hin 1 DZERERIZONTIX, AU T
4 7TV g AEEFRIH ST BRERIT, A (F6) 077 — 7 &
D IR RIRZ MR T HIBRIRGIETHRIE SN D, ROT 478 L7 v a BT,
NITVFT 7=V L% bART X —O cll i&fn1 [Big Blue®~ 7 A £721L7 v b,
BE O MutaMouse (20) | IZAEUTEEARER L OWNNINI T IF 77—V A D red 5
KW gam &InT [gptdelta~ T AB LT v hTO Spi @K (14)  (15) (21) 1 i
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BUIFDLRREREREORHTOHVWON D, SR ERKHE L, BB T D%
RERE G T T7—20 /7T AI N t&k, [MC DNA Y 7 AnbEIR LIS T — 7
S TTAI RO THRL THEHT 5, TGR Ein 28R Bl THE+ & HHA
X DOERERMBBEETH D, T, 2L LT BRERZ G DRl oE &
ELUCHERERBHEELRZRDD ZEHTEDN, INEHRHET 2 720IEEI L7
BEAROWE IS 2R E L T u— U M ZHIET 20BN’ H D (B 57~58)

18.  lacl, lacZ, cll 3 XN gpt DIEIREFAR CTHHEL S N D ERE R T, FITH AL
RIEHAZEIRAETR, 7L — Ly 7 MERERBI OIS RIEAN/KETHY . BRI
AEVED IR BIZ BT 5 2 b A FE B OMXAIEI S IINTEN Hprt B THLN
HHDERKRTHD, —, RERKREKIL, gptdelta TO Spi i RIS LW lacZ 77 A
I FETORBHSND (3) , 7ok, WRELDEARERIT~ Y AEITT v M
HUD invivo DERERTH L, 77— 7 A FoOREIR, BRIE-I1XEET
W2 T 9D D in vitro < ex vivo DZEIRERIF I ENTHD ., —HMORTIT I N D%
FEBRAICERAIL7=0, MEEE/ R T 478V 7 a R THRLIED TS (3)
) .

4. BERFIEDOTA
4.1. YEf
4.1.1. ByBy#E DER

19. P AVz=vw I ~TABLOT v FOBGFIRERBHET VN, BIE
FIHAFRETCH D, ~UARAETNET v NETIVOMEDR, REICHFRATETHD &
Bl EN D, TGR RBRICH WL ET L OIELICIE, UTHEZEZEICAND X
ThbH, (1) RBREMHFICBITDETLOERE, () HBETOMBKICET 5
JERHT — % OANFrREM, (i) BETTOWEIZET 2B T OBEMEED
7= (FREOEMFEIC I T 5 BBk & OB AR T 2720, H—0F > WHEIC
D BB B DNEFIZET 2 RBIBET 2 RaTT 256, HD0IE, BH—DF >l
ORGP T 72 e MEHZ X DT Z ERMOENTWAEHAERYEY) . BXOL  (iv)
TGR#RAER & OOFHNFRIS N D5E . 5 OFMERER T A THW L DB,

4.1.2. FEB L OFEELRE

20.  TRTOFMEL, HIkOERENYEBIAEIHE S, FomEHOGE ., BMAE
EOWREIFHAITIL 22°C (33°C) & T 5, HHANREIZHEMEZ 50~60%& L.
30%LL ETT0% 22 202 & (BB EEREZIRS) AEE L, BT A TR
CHAREJE A 12 RefAIIIH, 12 RS & 95, fRERICIE, @H OERESE 2 v
TEV, FOKOEBEUIHIR L2V, 7, #BRWE 2 IRER 5T 255 1395t 7
WMEE LR TE DB ZBINT 5 Z ENNEL D, WERNRITHINTHIS
WA T o WEIZIFEMEOEM Z Do 7 v—7 Gl U A TIESIELL T, 7
v N TCIL2UELLF) TRETARETHY, @WURRET V) v F A bzl V
v REOQOZ—VIZT 52 ENREE LV, F— Vi@ atiiE (554 2010/63/EU 72
E) e, F—UREICL D EEOWREER/MET AL OBEET X TH D,
BHERZRIES N S D5 GICIRY . B a2 ERICE TX 5,

4.1.3. BIy DM
21, AHERI T — 2 LB A R B R A EN Y (F - BRAAIE 8~12
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W) WD (Bt 33 2 o SHaRERRICEI T 28 BRI, K EmoEY (B
HBRLARE 4~6 BB/ L) 1, TRl E S F s kB ek oIS (B 2
X, BB SINERFIBIZHO SN B ORIy 2 B8 5 72 ) N,
TFPRFRECH D, o, T LEEFEMOBEBAAE T 9 2L X ET — & X—2 0
EHIT, WIS T 5, 8% 5 IREE L B RECIE/ESIZHID 175, B
2k, NEMTRLBEEORWEE (Vo 27, ~Af7aFvT70iEE b
HUVNTAERRGE2 ERETF N0, BEI3EHD 7 Y v 7HEEITHW D) (1
X0 —BHR L, 5 BRIV EFRBEOSMEICHL S E 5, B ORBRBI MG DK
HOZENE % /RIS 2, HEREE N Z AU ERERE D HR20%Z2 B2 720K ) 123
5o FWAHERIOBIL, AT — 2 DL ENED (B% 33) . BIO S $£7/=
ITHERA LI E ~D v MgEESERRRO G (B8 34) ITEA SN D,

4.1.4. B DESfE

22, [EROWEERAL S T U] 72 TR A E T TR SRR E TR S (BER 23
M) | BHDHE, AR EZIIHOK EIRE L CEMWICE ST 5, IRIKOWEBRILFY
EITEERET 20, BRESANCHRT 2 208 TE 5, MABRBEOLEAIL., 51k
PG e OB RREICIS U T A, BAL EREEE  REOT v v
ELTHETDHZZENTE D, FNLSOIBRBERIBICHOWTIE, B IE Yk
HZ L, BEWT —ZINBRFEOTERMENSLZES AR WIRY | B L2 E O -
7R B WD,

4.2. RBREAH

4.2.1. 255 5HE

23, WWAL/BRENE, ARG ETEEEHEZLECT, £z, #brwE L by
B ZE R Z TRV 72N & KD TR O % FTEEZ2BR Y H gl
AT RETHL R HEREIND, BAEOEWEHOWLNDEA O FIZ
W, K, EBEAEEAK, AF AL —REE, DAVRFAF LT —RF R
VLR, AV — 7, BL Ol ens (22) o BEELSOBEALS
B ARV 5A, BAMERTZRT —XICL D ZOEMEZEMT L &, BIR
SV IR T2 VR A RIS . BRI 2 DA O FEERERZFHR L2 N2
EERT R RT — # E T ITARE SR T — Z RN 0GE . WAL T R
DM ZE ML T D72, WIRIOREBRZ /T 5,

4.2.2. BBIEXE

24, TRIREBHEH BRI 2 5 I 5. BRIRIERERIRR 28, ABBRO TR LB
WERG T % = L RSTAE L (BRE 27 BIR) | E70. B T oMY 5 sy
SIRORIE AL LTV 558 (B% 28~32 BIR) | ZOFIIERTE S, =5
U7z RICIE, SEAA S AR O B % MR 5 MigER 70 BE - ST T B 72 8D,
BRI, BE 27 MO 28 SRR B HROMBKIC & 5B %, HC
(D72 L BAF L) SEHT 5, FBSBECIRRES IR VR A, 2 0k E
EHERT B2, BEOBIE R BB KOMBE RS L ICEDD, b
DREHL, FIHB LU SR LR — 0B R IC Bk L, YIRS R
(B 53 B0) | MEDRER L BT 5 5eE RIS 2 £ T 5 2 b,

25, [AIEFBIER IR 2 V256 SRILZEWHE L R TR £ 72 i3I TG 54
ZIZRVAN, BB T, BRI P T L 1D E I3 Gk TR R
EFRTDHILEDMONTND Z &, BIEWEIL, BRBAELVVLZ# 2 LM

© OECD, (2022)
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REZR SR AR O 2 FICE T 5 2 &, Bt E o &L, AR

BREOMERE & S & RER IS T 5 £ 510, 530, EEORBE L LS
55 5ICHEIRT 5. P IMIE OB £ O OEIRko MR LoRT, A

HICIEXS b SN D56, K IRESINOME ZBIRTE 5,

B EME OGS & U EDRMBRO—E

LemE [CAS & H# AT R OB MR

=] Sk %I

N-IFLN-= O | EREEAEOEE . BE. += Hmsﬁisﬂi

VLT (75973 R BB, ZH. B B, +-EB. &

9] BE. B, M. 2 B, ‘1%’5 FER i
MIELER. BE. fii. SMEER.
BBt WRAEREME B, EMENE
fa MHRa. HRLNEM

fa., ¥#F

ALAIVBIF  KHELELTS . BE. B

IRCIZ ) M. BLBE L B BIE. M.

[51-79-6] £ LHRVERE i

2473/ b RBERELTE  H R

T> [95-80-7] LRE. Spi A

THg

NUVpElELy REELEELETDE FE.RBRE. += HE. 18. R

[50-32-8] LRE EEB. ZH. B B, t-EB. %
BE. g, i, B 5. Ri5. B
MIELER., B, MOER. (Do, B,
BERE. K B, BEit. R

ATEHERE. KT

4.2.3. ISR

26. A E T 1T D B B 5. L. F R LISMTEE G8E & 7 U 50 9 Fatk st R
FARRT L OBUBHREURA = Lokt & T2 (7272 L. FEBURBG 72 0AR £ 72 13 I
B LTI 23 )

5. RBREMfR OE RE OREE

5.1.

BREDORIE

27, EFRLRBRICARBRZ 2D DIZSEL D, 00 e ARBR L M R 2 e T3
D, RBREMIM R (L, SERE R &7/ & DNA 72 b O AR TR (8
V=T TR E) OWFTITONT, ARKT—4 (3)  (23) O TRFEIROH
BREZ VRE L TB LERH D, £ 1 UHOWE (B 25 Z20) BILOEEMEDS
W TR IR (B 23 Z20) 7o & (K 2 MR OBV IRME (KHEO BT
HMIRIZEVFEEEN LB ORISEET) 205D, &S, 2 DLl O, tﬁib
SUIATIERZR ERRAIRIZ /33T % #AA% ;OU\TIO BROEHE, WRE £+ 5557

ERHIT T 2 MK L“)b\f 1o, HREZSGETS (7)) (24) Eﬁmlﬂﬂ@@ﬂi
iz 3hi 9% 2 &2 D856, € ORM b R 5 b i i 0 H %Euﬁﬁ a5, Z
o LI FHBRTIE, iﬂ“%%ﬂffe& %b\’f\ B ATRE S BRI E b2 b L,
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F. BRBROBEBLIOFAFTI v Lo PR AHTAEBOREZ WS, =
DOFMIL, BN HRBRE Y, T72bbh, BIF 28~32 [ZEHRINTZHEENT
— H R =R R T X A HERRICILE A S v, B EICHRF STV Ze W ERRIC
WCIE, RBREM IS bR IERER L. (BRBRAHIHETYH) wEtEoH D
GERBERNRBAE R L OV & — U U IR BN T D720, Yk 20972 DNA
s KO A BAR 7B T 2 HRE O 2 ET 5 B2 bbb, &6
2, RBRIEMERER L, YRR B W TEBEMAE R (R 1) ICX 7R TR
WRIEEAFTE DI EIZOWVWT, WRETALERH DL EEZ LD,

5.2. SRR T — &

28. HRAEHFEOWER T, MBRER S IIIHE S 2SI oW T, LT AT
5T &,

o JESHGMER IR OFI I L OV, 72 B TNT,
o JEESRAEGIEMER IR F 7o I T HEALE X IR OFEPH I I UV AH,

29.  JESLAIREMERT RO T — F 41O CTEAS T 2B, R B EE S 58
BlTFEAET =2 —HLTNDH I L, IV ELDOERT — X BRI RO 55
WCIBIMEN D720, FIEFEESIRIT, 0060 FIRE S EREOHENICH D Z
ENRBBMTH D (Bt 32 2M) | SRBRSEMEHRR OB LRI IR T — & X — R
LHEROHELTETE (24 72 & Ml 2 M) 121> THRE. #PT. B X OVERIN 25
FEATO, 2O LIZOWTIE, EEER S OMESLICNE 2T — 2 ' > N O/
DERE (RIK 30 IEOEWNEE L) | F2, B X O/ 7 3BE# T — 4 &
PRI D WHHE I L OEE O FIER, RERIEOTFRMEL X OT — 2 OFHIc H W S
NHZ R EEMNGLETRETHD (B 61 ) . T o OHEFHE)NLDOEK
TP OWN TR, EMT 5 Z &, RBREMMRIX., 7 — % 00 LiEy) /e
B 8O MEE L [CEHXSC X-bar BHM 2L 25 (26) (7)) (28) ] .
Tbb, BEHT— X OHEM oM CIERVWEEEZHY., T IWnwni bR
LOXMNBDLFE L, YR Eax O HFEN HEET) 1I2HdDH L aRmT
xThD,

30.  BEAERAE (B 27 il ICBW T, RBREEMM R SR ST R S 2 fa
KRS DML (Belg 29 ) ([ZH 0RO FERZET LTV RWES, RIIOE
WHIRRBR OB M AR ST D2 LITHFRTETH D, ZOFFEF, ik (24)
IORENTHERHIBIIE > TITHRETHY (2 . Zhb0ERTELNZE
PEXFRROFER L, ARFAEMESRT —2 L —FH L T\bH 2 L,

3. FEBTm b a—UIEERHIURX, o T —& 0, RERFEME ORBET O
JELEIR BT — 2 R=2 L B —H L TWAZ LIZONWT, TOEEDBISIHR
A5, BRRA—HDRHY . EMEOHICLY . TOR—EPWEDHM LT
Wip D Z EWNHBA LS AIC DR, BRI RT — 2 _— R 2N T D (B
% 29 M) (25 (26) (27) (28) . FHHENLOM], E D[RIKFREMEXROMEAS, 18
FEOT —HR=ANKINT DART —FOWNT e —F L TW\WDEZ &2 YR
FENEf % 23 LRE T & HEAITIE, EERORBREN 2 FIREIC T 2 72 O D SE 7 k%t
T — A RXR—2IARBETHDLEEZLND,

32, PEMEXIRT — 2%, BE O 72 0 OZREBARBEE NS 2 D, [
SRR, BRI R OB L RREMEX R T — Z X — 2 D434 O TR & _EFRAA
DOFANICH 5 Z &, FFEFEMESET — 208 Zh b OFFRAOFHPIN & 72 D56
ThH, IO T =20 (FlxIX, FMUEREICE YV FESND) /e sMuE T

© OECD, (2022)
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72 HEEABRD TEHT] IZHD LW IFHLEH Y (B 29 ) | £/, &
IEIIC D ARIS S RIG 2RI REIL A RO BR D | BRSO IR O A ISl AL D 2 &
TFFAFRETH D LBEADBND,

6. FJE
6.1. EBEipEcis K ORI

33, 1 BES- v oL, DR E b 2 [EOZRERKREEE OB AR T S D
I ERRFHRE DRH3IB oD X ICH N UORET 5, | OB EITK
KSIETH DD, et AB AR+ G G TSN U TEm s 03, R,
T WA BT T — 2 BN EL R A TGR FRBRIZNE D 72 (2147 72 M A SR e
BOWNEIIARARETH D720, HEEANDE (29) ,

34, HET —Z OBPUELRGE . FRRERKISITMEEOEBHF THEELL TV
2, 25 LERBRITWTNOMR TR T 2 Z &nEX6ND, LFIE~D
b MEEES, BIZIEHOERS & FRRICHERENTH L LEZX N5, AR
BT 22 RN L0 FEfiT 2, MBEMICEERENHLZLam"TT—% (BlR
. HERERRz g EmE, R#, AT ATV T 4R EDE) Bb
LYt WEEMPEDO M Sh b LB X 6 b, TGR Rz FE i LT, BHIYERE
B £ 7213 O OHRMERT R OB 21T 5 Bh . Bl KO OBRIUL, &
KIORER OB RIS JOMERNCES 2 &,

6.2. % 51

35,  ZERARIIEG T LICERET O LW BIERERICESE, 1A 1E 28 HEES
ICEDRERGHBEAMNECTH D, ZOFKGFEIX, HOERFICEDERERD
+o3 7 ERE L B ORRIERE TOEIRE BRI L2 g@ M ofgr o
NI, FRAETHD EBERREIND, fHEIZ X - TR OB 53 E 23 w81 72
BEbHLIN, 29 LIERBEREZY D a—LiconTiE A e b a— L TR
IEYHEEZRT 2 &, BhIR, BT 5T X TORBEER OB/ 78 200 F 7 1
IV EETRETERY, IVEHORGTHD L, BIEEO R DEEICHE L
BB ORI 2 VD2 LENET S 5, WThOBEATEH, 7a ha—b
ZIEMIET 2854, FrC. ERRoEER R EEN SR T 5558, AT AEER
TNTOFR (—RFEEEZIIE,. BLOEY#ERY) 22 L, k. 8
B2 B2 5% 5B W TR, BEAENT 2 EhEb s b0, EHES
TU a— PEEEIC K D PR BARBEE D BT EOBIMNEC D22 b D120,
BIRE 2 & B2 R RETHD (7).

6.3. HEER

36. HEBEMEHEORICIE, MEOEMEBIV NSy axxT 4 7 ACHET LT —
X EBET D, HEEIROBE LT 51203, BEICAT AR Y 727 — ¥ WA+
ThsdEOHBET, PHMRHAERERREZEMT 256, FRBRCOFEM & F—
DR GENT ATV ==y 7EMOFERTR) | R, BIOEEREIZEL D, [FH
— ORBR IS % 2B\ CTHEIET D,

37.  ERBRTIE. HERICBEROFERPEOND L O IC, eadlis LT3kt
RIRRE (Btlk 26 /) & B E IS SOV T bl 22 IR O fdi 3 -S> & B

© OECD, (2022)



OECD/OCDE 488

(FRAHE (Bv% 40 /) 2 WIS E2R<) 23T o, RAHELE T AT6e7s
LaaebRE . meHEE, ABRBIRORRE & OB T, BBk 2z HIBR Y 5 B O FEL
RUICEBMENRBOOND BN ME, T7abb, M EMNZHIET 205,
R b LRIy B D@, WO L b7 b SWHEL 5 (30) . 1F
& EDOPRALFEWE TIE. IO BRI, RROBUEPLEENTLALE
iFEL RVHEIPR 2R D,

38.  FMHEORVMEHE TRIEDEWIEEZ R THEB(LFEWE (R on et
KF728) . BEOR MR axxT 07 2BHICBWTAatEELZ <L, HDH50ITE
B H%OBBEIKTIZ D700 9 2 MFREICE WE IR, HERKELEDOHIS T
HHLEEZ LN, ZNHIZOWTIZABAN— 2 TN 5,

39.  AEFRERER CRESN-KEAEN, JESEIGBRIZEEEZ L2 0 Sn
TLEMETALOTET S, O LIT L0, ZEHREE BARKT FH OB A& G F B
(Y & &0 DNA 3 2 DI+ /el AFrlgetEns, [HENDBZEN
WD, ZH LIGAE. FHRERMNTICNER 3 SOFRGHENFIHMETHDL Z L&
BAET 5720, KmAEICTOEBE CEMNO AEEAANEZZE TE 5, il
O GRBRClrx, MEIZRFBMICORD LHEL F/MET 5 Z LB ELLINTHA.
REEOEBEE 721308 S (2~3 FERILIN ORI TR B 28 &nl#5) o H 2%
BT 5,

6.4. FREERER

40. MHEFRERREIIEET 2 T > AR THRONIEBEfFOT —& TiL, e
EBLRAME (TR CoORGHEBCEERAFEEEREZE LN N
IRENDEGE, FTo. in vitro BAGTEMERER 72 3 ENICEEOH 2ME DT —F
IS E, BEFESTHISN2WEEZONDIHA. 3 DOHEEME AW -%L
RRBRIIMER L EARREIND D, RDVIC, B—OHEEK (Thbb, RBAE
OfEH) Tk THoThd AR END, TS LT, BESHR2 28 AM
(T7bbH, 1H 1E28 [ E) TiX, ZORMAEIX 1000 mgkg (KE/H &35,
BeGIARIN 14 HELAANTIL, £ OMRFHEIT 2000 mg/kg (KE/H &35 (72, 1 H
1 8] 28 [5G & B DB 55HEICOW T, 7’1 b a2 — BV CRHEEIIZIE %k

THIEL B 3ISBH)

6.5. HEOD¥E S

41, BEHRRERIE, MBS~ OBRBE AR T D X O BINT 5, B SN DRI,

FHIESHh Db MRBERKEE L, THLUNAORBITIREIC L2 2 EX% kT 5,

L7eRo T, REEE G, BUKEE, Rit#Es, R T#&S, §RNE, Rl #&%
Ofh., WAFE, KENEL, FI38MERE R COBRGREZIEYTHLE L
TEINTX 2, BEEA®ESIE, AMHPHICET 2 e MRERE TR, BHEmE
LHENHLIGEICOHRHNDERETHHTZO, —RICHEREI N2, —EIZEET
DR DR EIL, WBREM O K& B L O GRKICES S, SiiEaLREE
DOERSIEHE (31) (32) 2IE#HETRETH D, MEROEEOLHA, vV ABX
W7 v F CTORKEIT 1 mL/100 g KELIN & T 228, KEROGEIFIZNT, KK 2
mL/100 g 2 CT& 5, ZhEB22EEZHVIEAICE, TOIEYMEEZRTZ &,
L0 ERECEAERZEY EB VR TRIEMEE I3 E OB (LD E 2R X
TRCOFABEEM CHREICHEE L. ERE2HET IO, RBREOEL S X 2B
FEFRHEIC X0 F/ RIS 2 Do
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6.6. LM B RF A

6.6.1. LEARRG

42, FUBHRERF I 2SR R OB EICHLE R Lo TRE D720, M TEHEE
REHTHDH, ZOWRITHMA RN T, MRER O % — A — S —FFfIZ B L
TWb EEDRI (33) . BBEE BHTHELONI ST 525, BFIEO BUSIXIL 2 22 2
VY, (&%%Lﬁut)1HHJ%@@%&5%K%H5\%%@ﬁwﬁﬁ&ﬁw
FERR T COZRE RBFEOWPEICHIEEI NS 7 e b a—un, FEEEND 28
Ht%: (3725, 28+28 H) TOMMRIITHS (34) . HEEGNH 3 HE (T7¢
HbH, 2843 H) TOMEEREUL, A TG SGETRIOR THEIE S LT\t B Y, Al
MiaT — 2 BB L KNRWEAITE, KRE LT il ©h 5,

6.6.2. ZLFEARY

43.  TGR RABRIIHEAHIAICE T 2B T RERERFROMRFHNI /08 L TEY
(5) (35) (36) (37) (38) . HEAFEHIILOKETTERD X A X > 7B L OB

HIEICERINL TS (39)  (40)  41) , —J5, MEAFHARIC WX, EEIp
% T HMNT IR FTREZRIN -3 CTH 5 Z L. £7-. IIRHIE TlZ DNA SR T
bivZgnz Enb, %Eﬁﬁ%%F7/X/I%y7ﬁﬁﬂié%%%ﬁ@wﬁﬁ
AWsZ Lixcavy (29) . TGR BRI BFoiH AFAHE f@éﬁfﬂiﬂ@%ﬁﬁﬁ
PET— 2 D3, vﬁinU7/k@%%ﬁ%%7J/7(m)& TR F S 4
(5) . AEFEANRRIC 3T B A8 BIFVEREM I %@@%%7ﬁ4/@@ﬁ_owfkﬁﬁ
ﬁ@éhto_®%vj/&fi BT EROARDEM (bbb, @ik, B
B, FEEARIE DS L) A3, ZERAE A NGB R IZEET 2 OIS DNA Hi
EAMIETE O T RE U TV DHME—DRE TR Th D EBLBsn 42) .

44,  HEAFEAIEIE, R ERESO DREEE 1. H D WITEHE ) DA O G
MO WT N E L TERINTE 5, MMlED ORAEROAEFEMIL, HICHE A
AT DABEEBRET I, DL, BEENS %ﬁ%ﬁm %@v#hﬁ%%wﬁ
MENSH LT Z EICEVERITE S (43) ﬁf?é%ﬁ%(m

T4 v el X OV b U iﬁfﬁiﬁﬁ%ﬂe‘rﬁ BECE 2 Ta D, éﬁuﬂi
R DEBEEMNZE Lo h. BB DFENRIFSND,

45 <A (39) BEXOT v b (40) OWMFIZBITDIREFEEROX A I 71%, +
ZHENT SIVCTUN D, FEAE T O AR )3 IR éhtﬁﬁ%ﬁ%#%%ih%%
@%Ltﬁﬂﬁ% W22 5 F TOMETHRIZ, v~V A TK 49 BHfE (38) (40) . 7
v FTHI70 HRE (40) (41) THD, LIA->T, 2883 HTOS T ABLIOT v K
RO B OFREIL. 25 O IRTE T O DNA EHZ21T > TR WS
JAEIZHY T D720, BHROHHERFMET —2 L3 b3, Lo THEET X
TIER, v T ADOEA, 20 2843 BT ¥ A o Tld, A7 EEMRERETH D
N-ZF/LN-= b Y7 LT (5) BEORUY@IE LY (44) 2R LAV &%
SAELTEEBRT — X2 b 5D, BEORK B OBREUL, KRR O ZEIRE B % 5T
i 22 ENEHEERGE, 28 AMOKRGWIMKE TH&EIIKTS 49 A (w7 R) £7-
70 HiE (v b)) ToORETS (5) 41) .

46.  FERAE O U U724, REIE, FREiaE X O HiilaoiRE
HEHNS2D (35) (36)  (41) , BEEUKS T-TEARENRE & 5 J8 L 72Kk & 7o sloBhER B iy
HIZHOWT, v~ AB LT v b OKEME D S ERES N7 AT ORERL2S
KRR OBEIENCZ T ARG BEIZIG U TR ST 5 (41) , 28+3 HTOK
HEHHEIZ I T DG ME AT O BGIER RITA R RIEHRTH D23, 28+3 H TOH
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Gatmitg O tERs RICOW T, FHFTEROEEH OR], 28 AR OFEHIHE 4 ~T
THERR G 22T T L 01E, SRS 2 A0 &< DEICIRESN D T2,
P E D AT ZERAE R TH D & W O ATREMEZ B ET 23R+ TH
% (5) @1,

47.  FITHTEEROLERET Y 7 (41) BILORERRERT—4 (5) (2H
S< &, 3 HEBZ HREHR IR C ORSE AR OBEL D 503, RGeS
DOERFHOFHIZIZENL TS, Z0TT U 7KL, 28+28 H TOHK 53
TiX, B AR OBEIC 28 BEOEE D 99.6%% % \F 7=~ 7 A EFEAIER D22
SRAE L DFE S ATREIZ 72 B DI KT L. 2843 H TOHKEFH TIX 422%I1F & 20
(41) , BB FRET VI, BEIXEEMEOT R F—v A BLOWE KO
EITICB T 2BIEOFBERFEL L OL IRV EWV RIS TWD, =721,
Z ) LN A UA, 28+28 H TOREFEO#IR/R &, REHEREF O X 5
RAOIERIZE Y | KRR ORISR LT E % 28 AT X T TR I,
AT LTV SIS X OV b o kS AL O FRid & 2 RS BN Al REIC 375 2 & T
FEFEROEBIUIARETH D EEZLND, ZHHLOIEEMNL, 20 28+28 HTO
B HFHE T D Ve~ U A TR O B MRS R K ORMEERERIL. W b EER)
ThdLRREIND,

48. <D AICK LT v FTITHFEROIE#HZ2ET U o IR (41) | BB
IR LD EMTHL Z LIciES3< L, Ty MBI 5 28+28 H TORG-FHEIL,
[ UG-t %2 W~ 7 X L [RRREE ORI B OIREE & 1372 &7 (Bed%
47) . T v MEFERTT U v 7 O84A . 28428 H TOFRGHETIX, WO
FEHAZ 28 HEO#EGHIM D 80.3%% 52T 7o MR D Z25R 28 B O F-M A3 FIHEIC 72 5
DIZKT L, 28+3 H TOFEFE TIX 21.6%ICT RN EAREND (41) . Fi
ANTITFOE TRV, 28428 H TOF YA 0%, AFEAMNZE FIF MO I 1213 Y) T
bDHERRII, RTVFA ALK | [F—8W Sk O AR RS X USRS A= 51
RSB T DR AR OFN AT REIC 2 D, AT VA TR LN REZFTMT 2
LA, ATREMEE L CRaeBRB B RMmOKR G L 72 o 2P O Z » NEFEME O
BEEBRETREZThD,

49. 28 HLIAF TOAFEMIE ORI b FFAAREE TH D L BEXDND, <V
A& Ty Nl OETESE LB OMREEE B WVAME T 5, 28 H ARG TOREHR
s 2 V7228 (41) IOV TIEBE L, BB b ~&E Tho, +o
IR OFBRFE RN AF AR L 720 AFEAIL IS DWW THI O Fe G518 0O A 51 25 R
SNTGE. ATG 2 L, RETHNITH/ ORI S LGETT 5,

50. AT, BUHEM R T EmEERIC Ao T e & AR T OEREUS
FO/ EITREBR A S 556, 28428 H CORGRIENZ LY | [F—@H kO
oAk ds I O/ A= MR S 36 1) 2 JEIR AR ORI RE & 72 D,

6.7. Bl&%

51 —fZRlGREIZIT 1 B 1R, 2% L<idE A REEZICIT V., BHRICT
MINDEENE— 12008 E2EBET 5, BORBIREL LT 5, 73T
DOEM DOFFHIIRFER L OETIZHOW T, 1 B 2 BB BT, /2, T XTOEY
[ZDOW TR & 3R BRBAAAIE, I 1 [EIDL B, 36 X OV RECHE T 5, B &I
AL EREST D, Wb FEHE %2 Bk G356, BKEEZ AKX
1 [FLAERET 5, BIER TIEAR W ANEE O FMEMEZ R L W 281, SRERIIR
BTN ZRESED (30) o
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6.8. REMREREL

52, FERRERELOBIZBAfEICER T D, FEEWTNOMM THRAREROFE K%
MRFC& 5720, IR ORI T, RBREMELH B X OWE FowBbFmE
B4 2B Ol fmatE, B E 3 EmET — 2 IS TTIRE TH D, BE
FTAREFERE L, (v MRERBEOMREENE WD L1ckS<) 5K, 7
M ENDARIRETE. BLOTREM L L TOEMEE COFMER L LT 5, S RiEHR
DIV E, RRERD S DB RIS EZSRIIL, 2 bid, BHOHE
k. A OE R X OGO AR ET D 2 L, F, (B 4 BX O
46 FLE D) FEHIE O DIRAETOAFEMR AR L, 5%, EiiiRlcsi) 521K
PEDOFRAT A MLENZ 72 V) | ) e s B &2 W 72356 10 2 CTERF 3 %, B
TOHBMEREREXAFL, L0 KEOEEIZONWTIR, TXTOEMWN S F U4
BT %,

6.9. RIS L U DNA OIRTE

53, HEEER (FEITEBREY 32— N ITEHHICERE L. —70°C £ 5°C UL T CEAE
L. B350 15 DNA 2[RI A[REZ2FR D W%, 47BfE L7 DNA /X tris-EDTA 72 &
B 72 R E T 4°C + 1°C I CTHBERTE L. 2F L <1 1 SEDINIC R B o fift iy

6.10. 2R RAKMRAT KRR DBIR

54, FARROTPIL. () BEREEE TR OEEMERNL (B 05 OBEITITAR
HEZIT - 4615, WABRBOLAICIIME 38 LR, &5 vk, /amE A
EATS TS EIITRE R E) | () —BEERBR TR bz ADME (WX, 534,
R, PR T 2 —% (FEHICET A TONMmN, R EITER,. Ho0iE
EHaEZRT) . B, (i) AJEMiaT — % OEEOF M EOFEIC
SWTAT 9, AREPVEREMERBR IRV TIT O 2581, FBmME ORI 2 et
T 5, BN CIE, EEERRMOERFTChH L mE., AsicR#siibs b
LWV SOSTEREOVE E A ERIL S VB SEWE | F 3 R SRR X A
HRRR DS HIE S o kP B Ot 2 e R4 21 IRE1T 5 (45)

55, HREWMDRWEE, £lo, BRERICK M2 B8 LGS, TR
FOD e LB IO HOE MR (BT, +fl. iR y) 2o
TERFMAZTM T RETH D, 1FLALDOGE, FROBEMTEEITEN L 72 2H
OB DIENTIC LV ERTE D0, BAIC Lo TUE, 3HBEULZET L 2 &0
AbD, ARG IHMETE 5 (B 52 2M) o

6.11. HIEFIE

56. HERINTVWDLRT U AV 2=w VBT IHONTIL, SSREREMRE DT
DIEHER 72 FBRFIESCAR SN FEIMGELNTND (lacZ X7 T VA7 77—V A8
FOTI7AINF (19) | lacl~7 A (46) (47) . gpt delta ~ 7 A (14) . gpt delta 7
vk (15) (48) | el (20) ) . EEZMADHEITITLOELEZRL, WU
s, ORI BELFan=KEEL D, BROS =T T DT
—HEEFHLTHATE D, L, +9h7 70 BEHRLIT-DIEZHED Ny r—
DU TRIEHRETH D EVD T LiE, DNA OEOES 2R L TWLHRENEN D 5,
ZOXI RS, THAIREETERVWEBEINR S 57D, HMERBENLETH D,
DNA %> 7120 O /eie 7 7 — 7 BE Tk a n =—8ud, FrE® A R#ErY72
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ZEIRIE AR E I BN T, + 07 OB AR Z T 2 HGH PRI L VIR E 5,
—RIZ, Ny T T T ROZERERMKBEEN 3x10° OFPHICH H TGR T /LD
AL I 125,000~300,000 D75 — 27 BWLBETH D, Ny 7 7T 0 ROGIRIER
RBEEE D L VKU gpt delta 72 & DEFATIE, +43 28t 2 R 5 712,
EBILTEZL Dan=—FRBEMNEZBETIMLERD D, Mk L0065
LNTREHE., 7 a2 TV A U EHOWTERL XOWIT 21T, TO%E. B L
VTIRIE VRAIRTIBEE . BT IREE (W Z35E) 7213 i DNA (Gl 72255
A) HROFEEOE, L OKHKEGR A FFHCLPET 5,

6.12. EREOEEE T HE

57.  RHNCHRBMICRAET HIERKO 7 o — g T ThoEic b A T, f# 5]
DRI B FREBARBSE 2. DT HREIND 6 2 RKARBENINTE L ATREMEA &
%o BEEHIRRO SIS Y . 23D, BEBHENOMOENY) & 135872 5 5 2R %
FARBEE OB ICHETHHERIE. TO LR E L 0TV y v 2Ry FERIE
Ja— 2 BRIIHKTELAEERH D, 2 ) LEFRITEBNICRELLT D ERE
We | RO B DR O FENTS, O LTe REZFHIT 2 1 >0 kL e
D55, 2 OEE, BFHIREEZIEIY vy v 7Ry MEROIFEIZL Y Kbivi-8)
MRS T 2720, Ry7eREBWPRBRICHAAN OGNS, 295 LIHE, &Y
TREN DT Y B 2 B b,

58. B4 RA~OHFETIX, R DNA OEEESP-EITARETHY . Ko, B
e R B ERE S 7 IR B SN TV A S (% 62 B L UN63 B HR) (2iTxE
RO, KRERBAEMOIZLSENRBD NEHE. BERIIRET —X XA/ &
209D, T LiGa, WARSIREZHWT, BEOMBICHERT 286 D2
REBEBOBENELZAOMNITHILET, Py v IRy bHDIWNEZr—VFLODH
BIEEZRAATE D, 7 u— U WERNEREREEEICT T 5256, HiZ2HE
TiE, 1 UL 1 AERES 720K 10 [ DOZEREEAR ORI E T+ L 5137 Th
DO, 7 e —MEICBE T D SRR AR 2 PRI IE T 2121, 25 b o%Ek
ERAROE RSN EDN LI L 720 5 5, FERE RIROE LRSI E 1T, F2RAE
BEEODLTNRENBZBO b ms (Thbb, WHERREEOEZ b T I8
WL7ZEE) ICbBE TS, B8 L BAEEYOERERRa o =—/IZE
JORIRERARY NDFENG, BERFEMEHOEMTERMS Z R TED (1) ,
GERIE AR MV, BEFICBET 2GR OREEICO AR &Y 2 5, HEHEASIR
EERBRFEED L L THAAND Z L IR DA, HNAHHET VICHE -
THoRH I E ERT 21213, YE%RBROT VA NFFICEEEZL N, L0 blT
Bl ZRET D 1 RS 720 OB BAEIZE L TR ETRETHD (B 67 5
), ZOBICE LT, ki —ar oo ZEE, ol (49) &inF b lacZ (50)
BIETOWG TR TH Y . ZEOIEIRE BAR O LB SR E 2 KD EE T
%

7. T —H2 B LOHE

7.1. R OFR
59. EWOEET E DT — 2 2R TRT, EREMITEYE TS, MEEIZ
T, FEWOEFERICI T D 7T — 7 FEREAL (pfu) F2ld= v =—EHEAL (cfu)

DK, RIREREE, B I ORRERKHE LT, MEETIE, Ny r—v»
7/ VAF a— KN b ELHE L. DNA B 7470 OIS ERET S, [EHR0
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HEOGT =2 IIRFFT_E TH L0, MEOLEDRH LD, FHREREL LV pfu
Scfu DREDHTHD, Bk 51 LBy, mthl LOMKEEO T —& 2 @E+
Do MERFLANRE DM R Z , AT LIZRRERR T LITHR L, 55T R
B DR R R 28 Z &k LU Z & IR,

7.2. HEEHFERIEHE R L UWE R OAR

7.2.1. FFEHEE
60. LUTOREAEZLY, RERBROFFEMENHESIND,

2. BIRFEHIHERE O SAGRIAT — 5 S A~ DB L, [ 7 — &
PREAATIEL eSS (B 28~32, Wil 2 B10) |

b. [FERFEGIER R E 721X A 27 U 7% (scoring control) 7%, JESEAIRG o 7
— A R—=ATHEUTNLEBEAET DS F5 L. RIRFEME BRI et
BINCHEBEZRBEMZET D2 (B 24 BL U252 H)

c. WYIZZHER, AEY-v o, BIXOT 7 —7 R Eziian=—
BN STV D (T7b b, B 16, 33, BLO37)

d. fm A ER L ORGREE OB | B 36~39 il A & —& L Tw
60

7.2.2. RER DG L OB

61. MWD HFHE TIEEM &2 RERHAL & 2704, WY RREHFIEIL. 2530
6) . (1) . (52) . (533) . (54) . BRLUMWIE 2 ([ZRHE D, ROG2 7
256, TRXTCOT—2%BREL, TXTORGICHEMEROHKZEN T 5, D7
<EL3oDOMER LU (AT ROT =2 PAFHRETHL LA, H
Y72 RRE 2 O T BROSHIT 2 T~ & TH 5,

62. LRI RN TOHFREENREZ SINDGAE, FTEOMMBIZ OV T, Wb wE

DULTFOEAEL T XTI, LR En5,

a. [AIFREMe iR & DEIC L v, D7 &b 1 OO EREN, Z25RE BUKSEE 2o
W CREHFIIICA Bz~

b. fHEIZHOWTEHE L7254 (BE% 61 28) | FMRITHEKREETH L RER
Bz T vy

c. WTNOEEREOZEIRARMBEE ORI G | #Y) 72 & s xR A o LR
O, TH S (BP%28~32 1B L OE 2 2 H) |

BEPERE B D . BB L. BT SRR B W TER TR ERZTHR L

T2 EREND,

63. T RTOHFRILENGT-INDGE. FTEOMIRICOWT, #EBRLFEWE N,

Bt SN R TCOEBRFMHITB W CTLL FOERELE T T8, 1S 7k

LhiENG,
a. [EIFFREMESIRE OHEIZ LY . WTFhoRGREL . 2SR RKBEE IOV TH

FHEMIICHEERBEINAZ RS 720,

b. I HOWTHHE L7258 (B 61 2H) | fRITAEERFE TR,
c. TANTORRD, WM LA BN IRT — 2 O TIRMER L O L IRIEOHiPH
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2D (BK 28~ B L UOWIE 25R) |
d. WAL £ 7213 % ORE ~DOHERIEZE )N E Uz,

PEMERE R D ARG T T B FEWE I, BRIV TEIR T 28R
RAEFR LN EIREND,

64.  WERALFEME F 7213 ORI~ OB IRIR R OGERLT, — M (K&
BEEBRORAD L E) £IIRE—RBTORENSHELNI-FREZA S L < IR
RPN T — 5 0 B DHWIEFRSEOEERER, &2 WIEENLSND in vivo BIREMER
BOODATFTTES, R0 Ic, FA—REBIOE—#WEICLSHE—b Lo
RBRIzBWTELNZ, ADME b LLIZhFvaxxT 47 AT T7—%, F
TR MAEMEATAE SR 2 VT, MRS 2 ikt 2 (1) .

65. BN ETITH O REEDOKISIZOWNW T, S HITHREET 5 LB X720
(B4 62~63 BR)

66. B ONREMSSTHBEERIG THRWGES, ERRRERBRICHW A
BTOBRBMERENEONT-BE. BIOFEER (bFrmns L3RR Eo
BN7e &) OAMFRBEMEMSIOME E T 5720, BEFEOERD X 5725 Rgth
MBLL 2 5%, ZhE, ZVEL DT T — 7 3R Koo =—Dffr, B
LKL oW TCOMMTAZRT BN D, HMEOHE & H LiBNT — % & fi#
FriCd, BUSHBBEDEMEO VTR CE R WEE, B L KRSt A
WEEERPMLE L EZ HND,

67. HHEHALFWEICLVFRINDLERER AT MO 7 NOFEEHET 5
ERART T — 7 O IEESNIE L, SOSDEME IR SR AT T 2B oM & 720
25, BRIE S8 FLE O LBy | WMEESILEX Y vy v 7Ry NEROFFEIZHENLD
2%, DNA OEHFEFIRIE DFENTIZOWTIEL, FEROBIROMB & 72 52 < OfE
TENRATAEETHD (55) (56) (57) (58) .

68.  FAUT. SHRDIMERD . T —F SRR E DS R R BR MRS R D
WP E b bT Ll e FTERWzD, MBRIIAHE & fmfhionsd 2 e n
FEABND,

73. RBREE
69. FREREREEFICIL, UTOFRELHT D,
WAL
o MEHIOLE . BT — X B LV CASF
o AFARETHHY%A. Hfst., vy MES
WEHIME 3 L OWIE
AR S 2 BT 2 M B RO KR
o MHDOLE. BRI TFIE DL ENE
VA VR
o IAMEBEIR DY
o BEHIDGA . WA/ VA T oW E ORI T KX O E M
o filkl, HUK, ETITBRAZN LIS AR E, HEOHGIZET 25
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e

AT X D HERIR (B - ZENE, B —M— R EOLE. 4 AR
)

WERENY)

MW TZEfES L OSRHE, 7o b UNTER ORI

B, I K OWER

fifaon, EERME, ke &

ABRBHARIF DA Z L ORE (BREORERDE, Ik L OEREREZ G T)

BRI

FES
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	1. 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、規制要件の変化および動物福祉への配慮を踏まえて定期的に見直されている。試験ガイドライン488の初版は2011年に採択された。2013年、改訂版ガイドラインが採択され、投与開始時の動物の年齢範囲、精子収集のため採取される生殖器系の部分、げっ歯類の精原幹細胞が成熟精子になり精巣上体尾部に到達するまでの正確な期間が変更された。2020年、改訂版ガイドラインが採択され、雄生殖細胞の突然変異の解析に関する推奨投与計画が変更...
	2. 遺伝毒性試験と、遺伝毒性試験に関するTGに行われた最近の変更の両方について、その概要を示す文書が作成されている（1）。これらのTGに取り入れられた主要な変更に関する追加情報も発表された（2）。
	3. OECDのTGには、染色体や遺伝子の突然変異を検出できる様々なin vitro突然変異試験が用意されている。また、複数のin vivo遺伝毒性試験のエンドポイント（すなわち、染色体異常、小核、不定期DNA合成、およびDNA鎖切断）に関するTGがあるが、これらは遺伝子突然変異を調べるものではない。コメットアッセイおよび不定期DNA合成試験は、前変異原性病変を検出する指標試験であり、また、Pig-a試験は造血系に限定される一方、トランスジェニックげっ歯類（TGR）遺伝子突然変異試験は、いずれの組...
	4. TGR遺伝子突然変異試験のデータについては、例えば、（3）、（4）、（5）において広範な検討が行われてきた。この試験ではトランスジェニックラットおよびマウスを用いるが、これらの染色体にはプラスミドまたはファージシャトルベクターが多コピー組み込まれており、その導入遺伝子には被験化学物質によってin vivoで生じる様々な種類の突然変異を検出するためのレポーター遺伝子が含まれている。TGR遺伝子突然変異試験の目的は、解析対象組織のDNA損傷により突然変異を生じる物質を特定することにある。
	5. げっ歯類で生じた突然変異は、導入遺伝子を回収し、レポーター遺伝子の表現型をその遺伝子を持たない細菌宿主で解析することにより検出する。TGR遺伝子突然変異試験では、事実上げっ歯類のあらゆる組織から回収できる遺伝的に中立な遺伝子に誘発された突然変異を測定する。このため、同試験法は、内在性遺伝子を用いるin vivo遺伝子突然変異試験でみられる既存の制限（解析に適した組織が限られることや、変異に対するネガティブ／ポジティブセレクションなど）の多くを回避できる。
	6. 証拠の重みから、導入遺伝子は変異原に対して内在性遺伝子と概ね同様に反応することが示唆され、特に塩基対置換、フレームシフト突然変異ならびに欠失および挿入の検出に関してはこのことが言える（3）。
	7. 遺伝毒性試験に関する国際ワークショップ（IWGT）は、TGR遺伝子突然変異試験を遺伝子突然変異のin vivo検出法に用いることを承認し、その実施のためのプロトコールを推奨している（6）（7）。このプロトコールの使用をさらに裏付ける解析結果は（8）にみることができる。本TGは、体細胞組織における遺伝子突然変異の評価に関し、上記の推奨事項に基づいており、雄生殖細胞における遺伝子突然変異の評価に関する最新の推奨事項を記載している（5）。
	8. TGR遺伝子突然変異試験では、反復投与毒性試験（TG 407）と同じ投与計画（すなわち、28日間投与）を用いており、両試験の投与終了翌日の剖検実施が変異の回収に悪影響を及ぼさないことを条件に、両試験を1試験に統合する選択肢を許容している。また、従来のげっ歯類の系統ではなく、トランスジェニックげっ歯類の系統を用いても反復投与試験の性能に悪影響がないことを示すデータも必要である。さらに、TGR試験に、小核およびPig-a変異の評価など追加の遺伝毒性エンドポイントを統合できる（9）。試験の統合は、...
	9. 主要な用語の定義を補遺1に示す。

	2. 最初に考慮すべき事項
	10. 本TGでの使用を裏付ける十分なデータが得られるTGR遺伝子突然変異試験は、lacZバクテリオファージマウス（MutaMouse）、lacZプラスミドマウス、gpt delta（gptおよびSpi−）マウスおよびラット、ならびにlacIバクテリオファージマウスおよびラット（Big Blue®）を用いた試験で、かつ非選択的な条件下で実施されたものである。本試験では、λベクターに挿入された細菌の遺伝子（lacI、lacZ、gpt）の突然変異を測定する。さらに、Big Blue®およびMutaMo...
	11. これらのTGR遺伝子突然変異試験（3）は、その反応がin vivoでの代謝、薬物動態、DNA修復過程および損傷乗り越えDNA合成（translesion DNA synthesis）に依存しているという点で、変異原性のハザードの評価に特に適している。ただし、これらが動物種間や組織間、またDNA損傷の種類によって異なっている可能性はある。遺伝子突然変異のin vivo試験は、in vitro系で検出された変異原性作用のさらなる検討や、癌原性試験由来の腫瘍陽性の結果など、他のin vivo試験...
	12. 被験化学物質または関連する代謝物が、対象とするいずれの組織にも到達しないことを示す根拠がある場合、TGR遺伝子突然変異試験の実施は適切ではない。
	13. 規制上の目的を意図したデータ生成の場合、混合物について本試験ガイドラインを用いる前に、当該混合物がその目的に十分な結果を提示できるか否か、また提示できる場合にはその理由を検討する。当該混合物の試験に関する規制要件がある場合、こうした検討は不要である。

	3. 試験法の原理
	14. 段落10に記載した試験における標的遺伝子は細菌またはバクテリオファージ由来であり、この導入遺伝子をバクテリオファージλまたはプラスミドのシャトルベクターに組み込むことで、げっ歯類のゲノムDNAからの回収手段にしている。その手順としては、げっ歯類の対象組織からのゲノムDNAの抽出、ゲノムDNAのin vitro処理（すなわち、シャトルベクター回収のための、λベクターのパッケージング、またはプラスミドのライゲーションおよびエレクトロポレーション）、ならびにその後の適切な条件下における細菌宿主で...
	15. 基本的なTGR遺伝子突然変異実験では、げっ歯類に被験化学物質を一定期間にわたって投与する。被験化学物質は、適切な経路であれば、埋植（医療機器の試験など）を含め、いずれの経路でも投与できる。動物に対して投与が行われる総期間を投与期間という。通常、投与後安楽殺処分までに一定期間をおき、その間は被験化学物質を投与しない。修復されなかったDNA損傷は、この期間中に安定した突然変異に固定される。同期間は文献では表出時間（manifestation time）、固定時間（fixation time）、...
	16. 通常、1匹の動物の1つの組織について複数回のパッケージング／ライゲーションのデータを集計し、一般に、1匹当たり合計105～106プラーク形成単位またはコロニー形成単位を用い突然変異体頻度を求める。ポジティブセレクション法を用いる場合は、別に非選択性のプレートを設けて総プラーク形成単位数または総コロニー形成単位数を求める。
	17. ポジティブセレクション法は、gpt遺伝子［gpt deltaマウスおよびラット、表現型gpt−（13）（14）（15）］とlacZ遺伝子［MutaMouseまたはlacZプラスミドマウス（16）（17）（18）（19）］両方の突然変異の検出を促進するために開発されてきた。これに対し、Big Blue®動物が持つlacI遺伝子の突然変異については、ポジティブセレクション法は利用されず、突然変異は、有色（青色）のプラーク形成により突然変異体を確認する非選択的方法で検出される。ポジティブセレクシ...
	18. lacI、lacZ、cIIおよびgptの突然変異試験で計数される突然変異は、主に塩基対置換突然変異、フレームシフト突然変異および小さな挿入／欠失であり、自然発生性の突然変異におけるこれら各種変異の相対的割合は内在性Hprt遺伝子でみられるものと同様である。一方、大きな欠失は、gpt deltaでのSpi−選択およびlacZプラスミド法でのみ検出される（3）。なお、対象となる突然変異はマウスまたはラットに生じるin vivoの突然変異である。ファージやプラスミドの回収、複製または修復中に生じ...

	4. 試験方法の説明
	4.1. 準備
	4.1.1. 動物種の選択
	19. トランスジェニックマウスおよびラットの遺伝子突然変異検出モデルが、現在利用可能である。マウスモデルとラットモデルの両方が、同等に許容可能であるとみなされる。TGR試験に用いるモデルの正当化には、以下事項を考慮に入れるべきである。（i）試験実施施設におけるモデルの習熟度。（ii）検討下の組織に関する歴史的データの入手可能性。（iii）検討下の物質に関する動物種間での既知毒性の差（特定の動物種における毒性試験との相関を確認するため、単一のげっ歯類種にのみ認められる腫瘍に関する発癌機序を検討する...
	4.1.2. 飼育および給餌条件

	20. すべての手順は、地域の実験動物管理基準に従う。げっ歯類の場合、動物飼育室の温度は理想的には22oC（±3oC）とする。相対湿度は目標値を50～60%とし、30%以上で70%を超えないこと（飼育室清掃時を除く）が望ましい。照明は人工照明で明暗周期を12時間明期、12時間暗期とする。給餌には、通常の実験室飼料を用いてよい。飲水の摂取は制限しない。なお、被験物質を混餌投与する場合は被験化学物質とよく混合できる飼料を選択することが必要となる。攻撃的な行動が予測されない場合、げっ歯類は同性の動物を少...
	4.1.3. 動物の準備

	21. 生殖細胞データが必要な場合、健康な若齢性的成熟動物（投与開始時8～12週齢）を用いる（段落33参照）。体細胞組織に関する試験では、より若齢の動物（投与開始時4～6週齢など）は、十分な科学的正当性または動物福祉上の正当性（例えば、飼育されたが手順に用いられなかった動物の殺処分を回避するなど）があれば、許容可能である。また、こうした年齢の逸脱が生じうる歴史的対照データベースの変更は、いずれも明文化する。動物を対照群と投与群に無作為に割り付ける。動物には、人道的で最も侵襲性の低い方法（リング、タ...
	4.1.4. 投与の準備

	22. 固体の被験化学物質は適切な溶剤または溶媒に溶解または懸濁させ（段落23参照）、あるいは、飼料または飲水と混合して動物に投与する。液体の被験化学物質は直接投与するか、投与前に希釈することができる。吸入曝露の場合は、被験化学物質をその物理化学的特性に応じてガス、蒸気、または固体／液体のエアロゾルとして投与することができる。それ以外の曝露経路については、科学的に正当化すること。安定性データから保存の許容性が立証されない限り、被験化学物質の新たな調製物を用いる。
	4.2. 試験条件
	4.2.1. 溶剤／溶媒

	23. 溶剤／溶媒は、用いる投与量で毒性作用を生じず、また、被験化学物質と化学反応を起こす疑いがないこと。水溶性の溶剤／溶媒の使用を、可能な限り最初に検討すべきであることが推奨される。適合性の高いよく用いられる溶剤／溶媒の例には、水、生理食塩水、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（22）。既知以外の溶剤／溶媒を用いる場合、適合性を示す参照データによりその使用を裏付けること。選択された非典型的な溶剤／溶媒が、突然変異やそれ以外の有...
	4.2.2. 陽性対照

	24. 同時陽性対照動物を通常用いる。試験実施施設が、本試験の実施に際し習熟度検証済みであることを立証し（段落27参照）、また、検討下の組織に関する歴史的対照の範囲を確立している場合（段落28～32参照）、この手順は免除できる。こうした状況では、突然変異体頻度の増加を検出する継続的な習熟度を確実にするため、試験実施施設は、段落27記載の変異原投与動物由来の組織による追加試験を、時に（少なくとも年1回）実施する。同時陽性対照群を用いない場合、その方法の信頼性を確認するため、過去の陽性対照処置動物由来...
	25. 同時陽性対照を用いる場合、被験化学物質と同じ経路または期間で投与する必要はないが、陽性対照は、被験化学物質に対し1つまたは複数の対象組織で突然変異を誘発することが知られていること。陽性物質は、自然発生レベルを超える検出可能な突然変異体頻度の増加を確実に生じること。陽性対照化学物質の用量は、本試験法の性能と感度を決定的に評価できるように、弱いか、中等度の影響を生じさせるように選択する。陽性対照物質の例およびその標的組織の一部を表1に示す。科学的に正当化される場合、表1記載以外の物質を選択できる。
	表1． 陽性対照物質の例およびその標的組織の一部
	4.2.3. 陰性対照

	26. 溶剤または溶媒のみを投与し、それ以外は投与群と同じ方法で扱う陰性対照は、組織および試料採取時期ごとに対象とする（ただし、非典型的な溶剤または溶媒に関しては段落23参照）。

	5. 試験実施施設の習熟度の検証
	27. 定常的な試験に本試験を用いるのに先立ち、十分な本試験法実施経験を確立するため、試験実施施設は、突然変異体頻度とゲノムDNAからの導入遺伝子回収（パッケージング効率など）の両方について、公表データ（3）（23）から予測結果の再現能を立証しておく必要がある。表1収載の物質（段落25参照）および適合性の高い溶媒／溶剤対照（段落23参照）など、最低2種類の陽性対照物質（低用量の陽性対照により誘発される弱い反応を含む）を用いる。最初に、2つ以上の組織、望ましくは肝臓など緩徐に分裂する組織について1つ...
	5.2. 歴史的対照データ

	28. 習熟度調査の過程で、試験実施施設は調査する各組織について、以下を確立すること。
	29. 歴史的陰性対照の分布データを初めて取得する際、同時陰性対照が存在する場合には公表データと一致していること。より多くの実験データが歴史的対照の分布に追加されるため、同時陰性対照は、その分布の下限値と上限値の範囲内にあることが理想的である（段落32参照）。試験実施施設の歴史的陰性対照データベースは、文献の推奨事項（24など；補遺2も参照）に従って編集、解析、および定期的な更新を行う。このことについては、頑健な分布の確立に必要なデータセットの最小数の考慮（最低30匹の動物が望ましい）、また、最新...
	30. 習熟度調査（段落27記載）において、試験実施施設が統計学的に頑健な陰性対照分布の確立（段落29参照）に十分な数の実験を完了していない場合、最初の定常的な試験の際に分布を構築することは許容可能である。この方法は、文献（24）に示された推奨事項に従って行うべきであり（補遺2）、これらの実験で得られた陰性対照の結果は、公表済み陰性対照データと一致していること。
	31. 実験プロトコールに変更があれば、得られたデータが、試験実施施設の既存の歴史的対照データベースとなお一致していることについて、その影響の観点から検討する。重大な不一致があり、専門家の判断により、その不一致が過去の分布とは異なることが判明した場合にのみ、新たな歴史的対照データベースを確立する（段落29参照）（25）（26）（27）（28）。再確立の間、その同時陰性対照の値が、過去のデータベースか対応する公表データのいずれかと一致していることを当該試験実施施設が立証できる場合には、実際の試験実施...
	32. 陰性対照データは、各動物の組織当たりの突然変異体頻度からなる。同時陰性対照は通常、試験実施施設の歴史的陰性対照データベースの分布の下限値と上限値の範囲内にあること。同時陰性対照データがこれらの管理限界の範囲外となる場合でも、これらのデータが（例えば、外れ値検定により特定される）極端な外れ値でなく、当該試験系が「管理下」にあるという証拠があり（段落29参照）、また、技術的にも人的にも失敗を示す証拠がない限り、歴史的対照の分布に組み入れることは許容可能であると考えられる。

	6. 手順
	33. 1群当たりの動物数は、少なくとも2倍の突然変異体頻度の変化を検出するのに必要な統計検出力が十分に得られるようにあらかじめ設定する。1群の動物数は最低5匹であるが、統計検出力が不十分な場合には必要に応じて動物数を増やす。試験デザインに生殖細胞データが必要な場合、TGR試験実施のために十分な雌生殖細胞数の収集は不可能であるため、雄を用いる（29）。
	34. 体細胞データのみが必要な場合、突然変異反応は雌雄の動物間で類似しているため、そうした試験はいずれかの性別で実施することが考えられる。化学物質へのヒト曝露が、例えば一部の医薬品と同様に性特異的であると考えられる場合、本試験は適切な性別により実施する。雌雄間に重要な差があることを示すデータ（例えば、用量設定試験を含む全身毒性、代謝、バイオアベイラビリティなどの差）がある場合、雌雄両性の使用が奨励されると考えられる。TGR試験を実施して、陽性腫瘍またはその他の毒性所見の経過観察を行う場合、動物種...
	6.2. 投与期間

	35. 突然変異は投与ごとに蓄積するという観察結果に基づき、1日1回28日間投与による反復投与計画が必要である。この投与計画は、弱い変異原による突然変異の十分な蓄積と、増殖の緩徐な器官での突然変異検出に適した曝露期間の提示のいずれにも、許容可能であると通常みなされる。評価によっては別の投与計画が適切な場合もあるが、こうした代替投与スケジュールについてはプロトコール中で科学的正当性を示すこと。投与は、関連するすべての代謝酵素の完全な誘導に必要な期間より短縮すべきではない。より短期の投与であると、増殖...
	6.3. 用量段階

	36. 用量段階設定の際には、既存の毒性およびトキシコキネティクスに関するデータを考慮する。用量選択の指標とするには、既に入手可能な適切なデータが不十分であるとの理由で、予備的な用量設定試験を実施する場合、主試験での使用と同一の系統（非トランスジェニック動物の使用可）、性別、および投与経路により、同一の試験実施施設において実施する。
	37. 主試験では、用量反応関係の情報が得られるように、完全な試験としては陰性対照群（段落26参照）と、被験化学物質について適切な間隔の最低3つの用量段階（限界用量（段落40参照）を用いた場合を除く）を設ける。限界用量が適用可能な場合を除き、最高用量は、試験期間の持続との関係で、試験を制限する毒性の証拠なしに忍容性が認められると考えられる用量、すなわち、毒性作用を誘発するが、死亡も安楽殺処分を要する疼痛、苦痛の証拠ももたらさない用量とする（30）。ほとんどの被験化学物質では、用いる用量段階は、最大...
	38. 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因子など）、およびトキシコキネティクス特性において飽和性を示し、あるいは長期投与後の曝露低下につながりうる解毒過程に導く物質は、用量設定基準の例外であると考えられ、これらについては個別ベースで評価する。
	39. 用量設定試験で特定された最高用量が、対象組織に過剰な毒性をもたらさないことを確保するよう注意する。このことにより、突然変異解析用の導入遺伝子回収に適切な質と量のDNAを抽出するのに十分な細胞の入手可能性が、阻まれるおそれがある。こうした場合、突然変異解析に必要な3つの投与群が利用可能であることを保証するため、最高用量に近い間隔で追加の用量群組み入れを考慮できる。強制経口投与試験では、過剰な毒性につながる影響を最小化することが正当化された場合、代替の溶媒または分割投与（2～3時間以内の間隔で...
	6.4. 限度試験

	40. 用量設定試験または関連するげっ歯類系統で得られた既存のデータでは、少なくとも限界用量（下記参照）での投与計画で観察可能な毒性作用を生じないことが示される場合、また、in vitro遺伝毒性試験または構造的に関連のある物質のデータに基づき、遺伝毒性が予測されないと考えられる場合、3つの用量段階を用いた完全な試験は必要なしとみなされうる。代わりに、単一の用量段階（すなわち、限界量の使用）による試験で十分であるとみなされる。これに応じ、投与期間が28日間（すなわち、1日1回28回投与）では、その...
	6.5. 用量の投与

	41. 投与経路は、対象組織への曝露を確保するよう選択する。選好される経路は、予測されるヒト曝露経路とし、それ以外の経路は別経路にしたことを正当化する。したがって、混餌投与、飲水投与、局所投与、皮下投与、静脈内投与、（強制）経口投与、吸入投与、気管内投与、または埋植投与などの曝露経路を正当であるとして選択できる。腹腔内投与は、生理学的に適切なヒト曝露経路ではなく、科学的正当性がある場合にのみ用いるべきであるため、一般に推奨されない。一度に投与できる液体の最大量は、被験動物の大きさおよび投与経路に左...
	6.6. 試料採取時期
	6.6.1. 体細胞

	42. 試料採取時期は突然変異の固定に必要な期間によって決まるため、極めて重要な変数である。この期間は組織特異的で、細胞集団のターンオーバー時間に関連していると思われ（33）、骨髄と腸は速やかに反応するが、肝臓の反応ははるかに遅い。（段落35に示した）1日1回28回連続投与後における、増殖の速い組織と遅い組織両方での突然変異体頻度の測定に推奨されるプロトコールが、最終投与から28日後（すなわち、28+28日）での組織採取である（34）。最終投与から3日後（すなわち、28+3日）での組織採取は、本T...
	6.6.2. 生殖細胞

	43. TGR試験は雄生殖細胞における遺伝子突然変異誘発の検討に十分適しており（5）（35）（36）（37）（38）、雄生殖細胞の精子形成のタイミングおよび動態は明確に定義されている（39）（40）（41）。一方、雌生殖細胞については、過排卵後でも解析に利用可能な卵子が少数であること、また、卵母細胞ではDNA合成が行われないことから、雌生殖細胞をトランスジェニック試験による突然変異の測定に用いることはできない（29）。TGR試験により得られる入手可能な生殖細胞変異原性データが、マウスおよびラットの...
	44. 雄生殖細胞は、精巣上体尾部から成熟精子、あるいは精細管から発生中の生殖細胞のいずれかとして採取できる。精細管から発生中の生殖細胞は、単に精巣を被包する白膜を除去するか、あるいは、酵素的分離か物理的分離のいずれかを用い精細管から押し出すことにより採取できる（43）。精巣に存在する体細胞（例：ライディッヒ細胞およびセルトリ細胞）は精細管から容易に分離できないため、生殖細胞の採取集団に富む場合、後者の方法が選好される。
	45. マウス（39）およびラット（40）の両方における精子形成のタイミングは、十分に確立されている。発生中の生殖細胞が曝露された精原幹細胞から精巣上体尾部に到達した成熟精子になるまでの進行期間は、マウスで約49日間（38）（40）、ラットで約70日間（40）（41）である。したがって、28+3日でのマウスおよびラット尾部の精子試料の採取は、これらの細胞が曝露中のDNA複製を行っていない生殖細胞集団に相当するため、意味のある変異原性データとはならず、よって実施すべきではない。マウスの場合、この28...
	46. 精細管から押し出した生殖細胞は、精原細胞、精母細胞および精子細胞の混合集団からなる（35）（36）（41）。既知精子形成動態を考慮した様々な試料採取時期について、マウスおよびラットの精細管から採取された生殖細胞集団の構成が、精子形成の増殖期に受ける投与日数に応じて詳述されている（41）。28+3日での投与計画後における精細管生殖細胞の陽性結果は有益な情報であるが、28+3日での投与計画後の陰性結果については、精子形成の増殖期の間、28日間の投与期間すべてで連続投与を受けているのは、採取され...
	47. 主に精子形成の広範なモデリング（41）および限定的な実験データ（5）に基づくと、3日を超える試料採取時期での精細管由来生殖細胞の採取の方が、生殖細胞の変異原性の評価には優れている。このモデリングによれば、28+28日での投与計画では、精子形成の増殖期に28日間の投与の99.6%を受けたマウス生殖細胞集団の突然変異の評価が可能になるのに対し、28+3日での投与計画では42.2%にすぎない（41）。本精子形成モデルは、曝露は生殖細胞のアポトーシス、および精子形成の進行における遅延の有意な誘導を...
	48. マウスに対しラットでは精子形成の広範なモデリングがみられ（41）、精子形成期間がより長期であることに基づくと、ラットにおける28+28日での投与計画は、同じ投与計画を用いたマウスと同程度の細胞増殖段階の曝露とはならない（段落47）。ラット精子形成モデリングの場合、28+28日での投与計画では、精子形成の増殖期に28日間の投与期間の80.3%を受けた細胞集団の突然変異の評価が可能になるのに対し、28+3日での投与計画では21.6%にすぎないことが示される（41）。理論的には最適でないが、28...
	49. 28日以外での生殖細胞の試料採取時期も許容可能であると考えられるが、マウスとラット両方の生殖細胞増殖段階の曝露度合いが低下する、28日未満での試料採取時期を用いた影響（41）については考慮し、科学的に正当化すべきである。十分な数の試験結果が入手可能となり、生殖細胞について別の投与計画の有益性が確認された場合、本TGを再検討し、必要であれば得られた経験に照らし改訂する。
	50. 全体では、規制要件または毒性情報に基づき、体細胞と生殖細胞両方の採取および／または試験を要する場合、28+28日での投与計画により、同一動物由来の体細胞組織および精細管生殖細胞における突然変異の試験が可能となる。
	6.7. 観察

	51. 一般的な臨床観察は1日1回以上、望ましくは毎日同時刻に行い、投与後に予測される影響がピークになる期間を考慮する。動物の健康状態を記録する。すべての動物の病的状態および死亡について、1日2回以上観察する。また、すべての動物について体重を試験開始時、週1回以上、および安楽殺処分時に測定する。摂餌量は週1回以上測定する。被験化学物質を飲水投与する場合、摂水量を各換水時および週1回以上測定する。致死的ではないが過度の毒性徴候を示している動物は、試験期間終了前に安楽死させる（30）。
	6.8. 組織採取

	52. 組織採取の根拠を明確に定義する。事実上いずれの組織でも突然変異の誘発を検討できるため、採取組織の選択は、試験実施理由および検討下の被験化学物質に関する既存の遺伝毒性、発癌性または毒性データに基づいて行うべきである。考慮すべき重要な因子は、（ヒト曝露経路の可能性が高いことに基づく）投与経路、予測される組織曝露、および可能性としての標的器官での毒性などとする。背景情報がない場合、対象となりうる複数の体細胞組織を採取し、これらは、増殖の速い組織、増殖の遅い組織および接触部位の組織を代表すること。...
	6.9. 組織およびDNAの保存

	53. 組織（または組織ホモジネート）は速やかに凍結し、−70oC ± 5oC以下で保存し、良好な高分子量DNAが回収可能な限り用いる。分離したDNAはtris-EDTAなど適切な緩衝液中で4oC ± 1oCにて冷蔵保存し、望ましくは1年以内に突然変異の解析に用いる。
	6.10. 突然変異体解析用組織の選択

	54. 組織の選択は、（i）投与経路または最初の接触部位（経口投与の場合には腺胃または十二指腸、吸入曝露の場合には肺または鼻粘膜上皮、あるいは、局所適用を行った場合には皮膚など）、（ii）一般毒性試験で認められたADME（吸収、分布、代謝、排泄）パラメータ（毒性に関する組織での分布、滞留または蓄積、あるいは標的器官を示す）、および、（iii）生殖細胞データの必要性の有無などの考慮に基づいて行う。試験が癌原性試験に続いて行われる場合は、発癌性の標的組織を検討する。解析用組織では、直接作用型の変異原で...
	55. 背景情報がない場合、また、投与経路による接触部位を考慮した場合、肝臓および少なくとも1種類の分裂の速い組織（腺胃、十二指腸、または骨髄など）について変異原性を評価すべきである。ほとんどの場合、上記の要件は慎重に選択した2種類の組織の解析により達成できるが、場合によっては、3種類以上を要することが考えられる。生殖細胞も評価できる（段落52参照）。
	6.11. 測定方法

	56. 推奨されているトランスジェニックモデルについては、突然変異体検出のための標準的な実験方法や公表された方法が得られている（lacZバクテリオファージλおよびプラスミド（19）、lacIマウス（46）（47）、gpt deltaマウス（14）、gpt deltaラット（15）（48）、cII（20））。修正を加える場合にはその正当性を示し、適切に記載する。十分なプラーク数またはコロニー数を得るため、複数のパッケージングのデータを集計して使用できる。ただし、十分なプラーク数を得るために多数のパッ...
	6.12. 変異体の塩基配列決定

	57. 早期に自発的に発生する変異体のクローン増幅はいずれの動物にも生じ、個別の組織における突然変異体頻度を、わずかな増加から多大な増加に導く可能性がある。歴史的対照の分布外にあり、かつ、当該群内の他の動物とは異なる高い突然変異体頻度の動物に由来する組織は、そうした結果をもたらすジャックポットまたはクローン事象に当たる可能性がある。こうした事象は組織内に局在化することが多いため、同一組織の異なる部分の再解析が、こうした異常を評価する1つの方法となりうる。多くの場合、早期死亡またはジャックポット変異...
	58. 規制当局への申請では、変異体DNAの塩基配列決定は不要であり、特に、明確な陽性結果または陰性結果が得られている場合（段落62および63参照）には必要ないが、大きな個体間のばらつきが認められた場合、塩基配列決定データは有用となりうる。こうした場合、塩基配列決定を用いて、特定の組織に由来する特有の突然変異体の割合を明らかにすることで、ジャックポットあるいはクローン事象の可能性を除外できる。クローン性変異が突然変異体頻度に寄与する場合、単純な判定では、1匹1組織当たり約10個の突然変異体の塩基配...

	7. データおよび報告
	7.1. 結果の提示
	59. 動物の個体ごとのデータを表形式で示す。実験単位は動物とする。報告書に は、各動物の各組織におけるプラーク形成単位（pfu）またはコロニー形成単位（cfu）の総数、突然変異体数、および突然変異体頻度を示す。報告書では、パッケージング／レスキュー反応数も記載し、DNAサンプル当たりの反応数を報告する。個別の各反応データは保持すべきであるが、報告の必要があるのは、突然変異体およびpfu／cfuの総数のみである。段落51のとおり、毒性および臨床徴候のデータを報告する。塩基配列決定の結果を、解析した...
	7.2. 統計学的評価および結果の解釈
	7.2.1. 許容基準

	60. 以下の基準により、本試験の許容性が判定される。
	a. 試験実施施設の歴史的対照データベースへの追加に関し、同時陰性対照データが許容可能とみなされる（段落28～32、補遺2参照）。
	b. 同時陽性対照またはスコアリング対照（scoring control）が、歴史的陽性対照データベースで生じた反応と適合する反応を誘発し、同時陰性対照に比べ統計学的に有意な増加を生じること（段落24および25参照）。
	c. 適切な用量数、用量当たりの動物数、およびプラーク形成単位またはコロニー形成単位が解析されている（すなわち、段落16、33、および37）。
	d. 最高用量および投与経路の選択基準が、段落36～39記載内容と一致してい る。
	7.2.2. 結果の評価および解釈

	61. 用いる統計検定では動物を実験単位とみなす。適切な統計手法は、参考文献（6）、（51）、（52）、（53）、（54）、および補遺2に見出せる。反応を評価する場合、すべてのデータを考慮し、すべての場合に専門家の判断を適用する。少なくとも3つの用量および陰性（溶剤／溶媒）対照のデータが入手可能である場合、適切な傾向検定を用いて用量反応解析を実施すべきである。
	62. 上記すべての許容基準が満たされる場合、所定の組織について、被験化学物質が以下の基準をすべて満たせば、明らかな陽性とみなされる。
	a. 同時陰性対照との比較により、少なくとも1つの投与群が、突然変異体頻度について統計学的に有意な増加を示す。
	b. 傾向について評価した場合（段落61参照）、結果は用量依存性である（限度試験に適用できない）。
	c. いずれの投与群の突然変異体頻度の増加も、適切な歴史的陰性対照分布の上限値の範囲外である（段落28～32および補遺2参照）。

	63. すべての許容基準が満たされる場合、所定の組織について、被験化学物質が、検討されたすべての実験条件において以下の基準をすべて満たせば、明らかな陰性とみなされる。
	a. 同時陰性対照との比較により、いずれの投与群も、突然変異体頻度について統計学的に有意な増加を示さない。
	b. 傾向について評価した場合（段落61参照）、結果は用量依存性でない。
	c. すべての結果が、適切な歴史的陰性対照データの下限値および上限値の範囲内にある（段落28～32および補遺2参照）。
	d. 被験化学物質またはその代謝物への組織曝露が生じた。

	64. 被験化学物質またはその代謝物への被験組織曝露の証拠は、一般毒性（体重／器官重量の減少など）または同一試験での測定から得られた形態学的もしくは病理組織学的データ、あるいは同等の毒性試験、あるいはそれ以外のin vivo遺伝毒性試験から入手できる。代わりに、同一経路および同一動物種による同一もしくは別の試験において得られた、ADMEもしくはトキシコキネティクスに関するデータ、または血漿解析結果を用いて、組織曝露を立証できる（1）。
	65. 明らかな陽性または明らかな陰性の反応について、さらに検証する必要はない（段落62～63参照）。
	66. 明らかな陰性反応でも陽性反応でもない場合、または限度試験に用いられた用量でのみ陽性結果が得られた場合、および結果（わずかな増加もしくは境界線上の増加など）の生物学的関連性確立の補助とするため、既存の実験のさらなる検討が必要となりうる。これには、より多くのプラークまたは変異体コロニーの解析、およびより多くの動物での解析が挙げられる。専門家の判断を適用し追加データを解析しても、反応が陽性か陰性のいずれか解決できない場合、改変した実験条件を用いた反復実験が必要と考えられる。
	67. 被験化学物質により誘発される突然変異スペクトルのシフトの有無を判定する変異体プラークの塩基配列決定は、反応が陰性か陽性か結論付ける際の補助となりうる。段落58記載のとおり、塩基配列決定はジャックポット変異の特定にも役立ちうる。DNAの塩基配列決定の解析については、結果の解釈の補助となる多くの統計手法が入手可能である（55）（56）（57）（58）。
	68. まれに、さらなる調査後も、データから被験化学物質が陽性結果か陰性結果のいずれかをもたらすと結論を下せないため、試験は不確定と結論付けられることが考えられる。
	7.3. 試験報告書
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