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1. RFBNFERME (OECD) DILEMEDHRICET 574 K34 v(E, BREDES,
REZEHDOELE S UHYERUE~DORELZRFATENAMCRESA TS, BBAS FS1 >
488 MDHIRIF 2011 FITERIRSNf=, 2013 F. WETHRA A RS54 UHMRIRS W, BERIREDE
VOFHER. BFFREO-ORMESNLETEHRROAS. (FoEEDFRFHEORFAFFI(C
BYRRELARERMCEZES HFETOHMALEREINSz, SEIDHETRHARKRITA F5 14> (TG)

. £EMEORAETEDBRITICEAT 2HELOAVDEBRICERAFTLHTTLS,
2. OECD @ TG [Z(X, 2EBEOELCFDORALELZRE TESHRAK in vitro BARAZEHA

BARESINTWS, =, HHD in vivoBIZEEHER (REBHEREE. MR, TEH DNA &K,
BXrUa Ay MAERZRALV- DNA S (BT 5EEBRAA FS5 4 U0 H 5N, ChollElxs
FRAZERZRARDBLDTELGL, 34y b7yt BLUTRELS DNA SRGRERIT. ATEER
MREERET HEEARTHE—FH. FIURDz vV (FotEE (TGR) RALEERRERIL.
ERMTLELS ARG EGFRERAZED invivo REREZZRDIBELEZH-TIDTH D,

3. TGR ZEARAZERABOT—FITOVWTIELEGREANITHOATE (1) (2) , ZOHR
BTSSRI ZY ISy bFERIERIRERAWVSED, CALDEBARIZIETIRI FEL:
E77—20% PR A—MNEE—MHRAENTEY . TOBEAEBGFICITIHEBEYEIZL -
Tinvivo TELSBRALBIEBEOEAREZEZRET H5-ODLR—F—EEFNEENTILD,

4. (FoWBETELRALEF, BAERGFZERL. LR—F2—EEFOREAEZZD
BIEFEREGVHMEBTETHENT A LICLYEHET 5, TGR BEEFRALEHRKRTE., F
REFoOEEDH P HBMA SEURTE DEEHICHIBBEFICHERSN-RARALERZAE
5, SO, RREREX. REMEEFERALS in vivo BEFRALERSARTH N DH]
PR (BRMTICEL-HEEAIRONE LD, ZRICHT DR ATA T/ ROT4TERLIDa Vi
E) 0L EEBETE D,

5. BMEMRNOEEEDOREFICHE VT, EAEBGFEIEERICH L TREMEEF & R
ICRET B ENTEREIN, FHICEEMER, JL—LY T FERZELGSUVITINIBRES &
VIEAORHBIZEALTIECIOZENEZD (1)

6. BEEUERRICEYTSERT—V a3 v T (IWGT) (F, TGR EIGEFRALEHREE
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EFEARALEED in vivoiRHZELTHREL, TOERBED-HOTO Fa—/LZHELTLS (3)
(4) o K TG ZZDHBIZEDICELDTHD, COTOFa—ILDFERZE S SICER 585
HEIX B) ITHBEMTES,

7. FRMICIE TCREGFRALERR L REKRESMHER (TG 407) LDHEDRIREN
LFEZDNTWVS, LML, TGR EFRAZEABRTIHRSHME TH o HAMRIMEHET
DOHFEZEIBLLTLADITH L., REZKESHEHBRTELIYENIBTHY. COHREEREN
TCGR EEFRAZERABOREICHELLGWVWI LEHRT H-ODDT—2PNBETH D, Fi-.
WEDFOEBORMTELGS FS VAP I Z VI IFoBEORKZAVTL RERSHROE

MREBICEZEN TV EETRI T 2L RETHD, ChOoDT—EBNAFTERLESE, K
TG IIHETSNDFETH D

8. FORENEREMEISTI

RAICEEITRNEER

9. A TG TOEAZERMTE2T2LGT—28H5H TR BEEFRALERRL. lacz /N

TUAT7—PIHDRA (Muta YD R) | lacz 75X FYH X, gpt delta (gpt EKX UV Spi-)
IVDABLUTY M, BHUIT lacl TORAE&LUT Y b (Big Blue®) ZAWLHE T, HhDIE
ERWLBEETTERINE=EDTHD, £i=. Big Blue®B LU Muta ¥ I RETILIZE T BEA
ZEOFEICIE. cll ROTF4TELIDaVEERVWSIENTES, TGR ETIVIZEITEHE
AREEFHRE. EFEARLTEKRFEETIHET M. BDEICICCTEARZEDHS FHRITEITOIZ L
TEMERZ/HENTES (251BSE)

10. INBIFSEFED in vivo B FREAEZEHRIE. TORIEH in vivo TORBE. EWED
BE. DNA BEBIES L UEGEY B X DNA &/ (translesion DNA synthesis) [Z&KFEL TLVS
EWSHRT, ZEFRMDN\Y— FOFHIEICHFISEL TS, =F2L. T o BiEh oA
F71- DNA BEDBEICLK > TELE > TWSAEERIEH D, BEEFRAZED in vivo FHEXIE. in
vitro R THRESINE-ZEREERADOELZ H&EFTO. thd in vivo DFFfiIIER # ALV -HEBRERD
HREICERATHD (1) . ELFREARLEELR. ZEPALORRBRENIHDIZLITMA. BAREERE
ISERT HAEBOEESEEERBL. £HEHRRINZN L TEETIEBEDOFRICEVWTHEER
HEMMEETHS 6) (7).

11. BERMEEIEEL T HKEMD. HRETIVThOMBICLEELLGZWN EZR
TIRUNHSHIHEE. TCRELFRALEHABRORERTEL TELY,

HRERDME

12. 9 IBICEEE LI-HBRICH TIZEMERFITFHMEEEINITIVAFT77—CHETHY.
CDBABGEFENITIVFI7—CAFERTSRAI RO LR A —[ZHARAT T ET
(F oD 4S / Ls DNA MS5EIRTESELSIZLTWVS, ZOFIEELE LTI, (TowEOXNZRIE
BN SDS / L DNA O . 4/ L DNA @ in vitro I (v FILARS Z—[EIRDT=6HD . A
RGB—DNN =205, FEETSIATROSA5—2arvELUPILY FORL—Y 3
V) BHUIZEDRDBEUIGEHTICEIT2MABETCORAREZEORELENH D, b
DRERTIE., FELEAEDHBNSBZICERTESFIAUGERFAANGNTILNS,

13. EARHE TCR B FREALEXRR TR, FTowBICHBEMEZ —EHEICH->TEK
59 %, BBRYEE., BUGRBTHNIE, HiE (ERESFORRLLE) 280, WIThORR

©O0ECD 2020
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THLERETE S, FPITH L TERENMTONLSBHBEZESHBE S, BE. RERTERL
DETIT—EHMEHE. TOMIEBRYMELIRS LAV, BEInLGEM -7 DNA BEF.
DEBPICKE L-RRAZEICEE SN S, FHABIEXE TIERERMBE (manifestation time) .
ElEFE (fixation time) . IR (expression time) &, #HAIZIEEN TS A, FDHK
TEHNAFHEIREFHATHS 3) 4) . IYORERZLS R, IRBEHN S5/ L DNA =58
L. #8735,

14. BE, 1LEOEBYO 1 DOMBICODVWTEREBON Y r—20 0/ 545—=23 00T
— 3 EEHE. —MRICEE 10s~107 TS5 — VU MBEMFELIEO 0 —BRERMIZDONTERE
ERBEEZRDD, ROT4TELV2aVEZRAVWSEEIE. AICEEREDTL— &S
TRTIS— UV BREBEMEERD S,

15. ROT4TRLY D3 ViklE, gpt EnF [gpt delta T ORELUT Y b, REE gpt-
(8) (9) (10) 1 & lacZ EI&F [Muta ¥ RFE(E lacz TSR FYHR (11) (12)
(13) (14) ] MADEARZEDOREZRET H5-HICHRINTE, Chixt L. Big
Blue®Ei#A D lacl BEFOEAZERITEBIRMAEZTHRHEHINLSD, CHIETRAZTERI T
BT 2588 (FR) OTT7—VIC&>TERERZHR I HLDTH D, ROTsTELIV D3
ViEIE. NI TVF T 7= AN w MILRT A —0 cll iE{5F [Big Blue®Y IR FERIETT v k.
BEUMutavwH R (15) 1 ITELERAEREELSUITAred & U gam E{EF [gpt delta <
DRABEUTY LTO Spi-zLyar (9) (10) (16) ] ITHBITHAREAEAREZEDKRETD
RAWohd, ZREEFRBEEX. EABGCFTORRERZEL TSV /TSR F#H%E. [
CDNAHS Y TILMSEIRLETS—9 ./ TSR FOBBTHRLTERT 5, TGREGFEA
TEARTHREIARTEBICORAZEKRBETH D, Ff-. BRICHILE-EALTELZET
HMAENENE L L TERLEEFRIEEZRDODDZELTEDN, ChEEHIT B=OIZIEERL T

ZTERDERERINFREL TV O— VU HEEEHET I2LELHS (1) .

16. lacl, lacZ. cll H#& U gpt D RABAREERB THHUINDIZARZTEL, FICEETER
EREE, JL—LLV I FERZEBLIV/INSHEBA A/ REXTHY . BARAEEMDORAREEICH
25N BBEEEOHEFMNMESIEINEY Hprt BIzFTHONDIZELDERETHD, —H. K
ERRKEFSpi-LIYavEEUlacz TSR FEHBRTOAMEHEEINS (1) . BH. X&RE
HAERERIITIRFERIESY FZEL S invivo DEREETHD, 727—CHTFXI K
DEYR., ERE-IFEBEDRIZE LB S in vitro ¥ ex vivo DEARTEITHEMENTHY . —ZBD
RTIHEINLZHEMNICEINLEY., IRBEE ROT4TELY L aVRTHRBLEYTES,

B &
EF

BIYFEDER

17. BE. FSURDIZvIIDREZAVEEGFRAZERHETILVEHRAHY. Ch
LBDRIEIFSIVRD = ISy FETILLYBECALLNTNS, fzFZL. TV FHATIR
KYLBHALNELIE-ETILTHEEE (Y LDHATROONBEOERNAA DX LE
RBHGE. Ty FOSHRABRLEEMTLHHEE. £LETY FORBAE FORBICK YA
EBRDLI D> TNBIEELRE) (. FSUVARDIZVISY FETILDERZEET 5,

BB H £ UFIEES

©O0ECD 2020
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18. FMEATENREIL 22°C (£3°C) &T 5, HAXEEILBEEZE 50~60%& L. 30%LL
ET 70%ZFRBALGWNIE (FABEEFRIFEZRL) NEFLL, BEBAIIAIREATHRBERLSZ 12
BrfEBARA. 12 BFESEAL 95, MR E L TEBEEOERFWARHZRALTELL, SHEKIEE
HIZERSE S, 465, #RYEZEERE T IGEIERMEL LCEETEIHHETERT
BLENBETHAS, WEBHNLEITHZRIBEVWEEZONDLELE, BIPEIREOEHYE D
(56 EUT) §2FLHTWNAL. BUILGREZHEEALBELLGRD7ZT—DETEHIENEFEL
Lo BIZ2MBHIAH SFEIEERIZINBELTH S LOMZ ALY,

Y DE

19. BELTEHEMRAEY (R5RIRE 8~12:84) ZFXBELERYEREHICEAS
[CEIYF1T5, BMICiE. ABMTEREDAZ (BR. 29, ;47 0F v TOEEH S LI
ERBEEGEENEITFO NI, BNV FOEMEEIAVGW) ICKYBEEDOHEINBSZHFE5L.
5 HRILLBREEFRFEICEMESE D, ¥—UlE. TOMEBIZKSEENZ/IRIZED L SGAE
THRET 5, BYMORBRRAKRBOREOEEHELZR/MRICHZ . HEZAZTNICEHERENS
20%EBAIEVNKSIZT B,

REDEE

20. BEADHEERME LBV GBEFIXEARIERT INMEESET 21 BSHE) | L
CIFEAMELIRMKERELTHYIRET S, REOHEBRVERIEERST 5. BEHIIC
AR 5. RABRBEOSEE, HBRNEZZOMELLEHHEICSLCTHR, R, FLEERK
SREDITOJILELTRETHENTES, RELTELEEGVW I LEZTRIRERT—4
AREVRY ., FAREROERYMEEZERT 5,

FEBRR

IR AR

21. BRI, FRBETEMERAZELSEY. FLERYMELEERRZRECTHR
WAZWLDZERWNS, BEABRKMTIIEWNEE EAREAND L EE, BEUERISET—
RIZE>TEDFERZEMTFTH L, AIRETHNIE, FTKBEDBE A MEARZAND Z EAH
fInd,

GIEATHR

22. BEFHBRIEICHEENBHEAOHMZRAVSGANEEA, BREZIIHAL (24 BS
B) . MMBEENICEARREZREL TLAHERETIE, UATOBEXREOEYD DNA 53R
BRICEDAH LT, AEICHEN G > EZHRELTH L, 2L, TOLURTDRERERD
DNA (&, RILEBIMESE L VORHRBEEN /T THEIICREFSATWV L DTHLILENHD (42
EHSR) . —A. BRIEICBUEMRBEZRTS5E. BESRYEIERYE (R CERTER
53 5REEFGVA, HEREYVEICOVWTREIT D 12HH5VE 1 DU LORRBB TRALZEE
BRIDENMONTVSIRENH D, BIENBEYVEDORHER, HBEOMREEREZL >N
YEHETES L SIS, BULh, PFEEDOHEZELSEDEIICRET H. BERBYMEDH &
FUVZDEMBEBO—EZER 1IZFRY,

©O0ECD 2020



OECD/OCDE 488 15
x1: BUENBHEOHH L UFDZHIERHD—EB
it¥EME [CASEE] | i ERERDIZREK. R DY
AN TR
N-TFJL-N-= bBAYVD EEREAREOLEER | T, b B, BE. NE. .
L7 [759-73-9] i, . B, BiRERE
HRE. HEAREMRR
AILNI UBIFIL| REELRELTEHMN, 8. NE. B, A8, BT
(HL4ay) BOEELMECHN figg. B
[51-79-6] ZTER
24-OCF 3/ MILIY | REZVELITZERE FiE FF B
[95-80-7] R, SpiiER CTH G
RyYaElEL Y R#ZVLBELTHIERE . KB | B, ILE. &B. A18. IR
[50-32-8] R B. D, B, fh. H4E5E
i)

BT IR

23, AFEHEIESICHIEMHBHRESH D, BIUENERICEEEE L EAORERE L,
ZRUSRERMER SR & IS . RIR LB RO AR OEREM RS
LBV LA RTERT— 4 PART—EHENBAR, BUOHRBREENT 5 & TRl
KABHOBY S £7T,

FER IR D E ZYE D%

24, THoDOEBROZRTENE. 1) R 1 ICRT O LGEENEYE (BBERLGEZST) .
FEERRYE. BIVBRENRORRLEREKEE. B 5UIC 2) DNA 7/ L6 DBEBAEEF
DEYR Ry T—D 0 THE) [2D0T, BRENTVEST— 2o TFRIShHEREBERTE
DETRTETIARIRETHD () o

ZEZRDIEREIIRTE
25. HEILBE~OBRFICKR L TEER DNA ORI ZRET HLEILGL (FIS, B

M EBGEEIEEERAFONES) . LAL, XELEKBEDOE S 2EARBOLAI-EE
(BRI T —ENRIDIEAH D, CDEIBHE. BEEINDREETI LT, BHED
HBICHTI2HEORAZERDIEETHLOMNIL, ZhITE-TOv v IRy s/ O—ik
DEZRDEURRMEERNT D ENTELOTHD, BT/ O MEORRERENEALER
HEICEZEEZEZATVAINEHANLLOTHNE 1T 1 HBEH-VH 10 BORAETERAEDIEE
BIRETHRTHASMN., V70— T L TRALRFFEEDHFHNHEZL LS E£THL56
25 EHLDRALERARDIERERIRENDEICGHAEEENH D, RALEARDIEERIIRE (L.
ERERKRFEED/DSFIBMLAON-EE (BLEXNBRDEZOLINBALSLIGLE)
[CLFBBLEADEIVNCENH D, ChiE. BEFYEELESVORALEAID=_—RIZHE
(THRRREREDARY FILDOEWAEEREERZRFTIDICRIDIENHD=-HTHS

©O0ECD 2020
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4) o EBIT, BRERRARY MUIEMFICET 2 RHERET Z0ICEBIOBANH .
8. ERRIREE IO FI—LO—EE LTEHEEE. RBTFA I EHRATE AW
BT, BICERRIIERET YL TG YOERARIZOVTIE. ALAHHETILISHL
TEOLGRHENNEONELSI2T S OESE) ,

FIE
BPE B & UTLE

26. 1 #EYOBYMEIT, 25 ED 2 BORAREEFEEOLILEZRET SDITBER
MEHREADTONDEIITHONLDHRET D, 1 HOHYRIIRIE SETHLHH, MHRE
AT+ RGEEICEDECIE CTEHYHREELT, RERBYERRT S, L. HTOHR
BOANRULEEZEZONDBELHS (E FOXRMEADGEANZHRERT 2HE©. M (ZE) (2%
BEMGRBMERARNDBEELE) . EHEOKRBICHZEUELNHLBEL. MERAVBELLG D,

REHRE

27. BRERIRESCLICBRI D EVSBERRNSHS LMD, 1 H 1 H 28 BFEOR
ERERIVEAETHD. CORSEEIE, —RIC. BOEERICEIRALEZTHEESE D
HIZH, BEDENFE CORREEDREICEL-BEHMHZE-OICLEYTHEHEER
BNTWS, FHEICK > TEADREHAENBEYLIEELHED, TDLS3BHRERTVa1—I)L
[ZDOWTIEFTA Fa—)LHTHRHENRZEEEZRT L. BEF. BETHIRTORBERDOS
ENETI2O0OHMEIYELS TEELHEL, ¥, BEHRNENES. BEEENEL D
BEICEL-ERORMENNEHZRET ILENELSHLEHDH. WTIhDIBZETH, J0O
FPO—LDZEEZETRIER FICLEORENGHEZIUNZRVSESR) [CIE. AFTEST
RTOFEHR (—EFE. K3, EPBELGE) ZAVS L. 48, 8 BMZEA SR5HMIC
DLTIE, BREMNMEMT SAREMEEHDLDD, RIS T O—UHBEIC K 2 RALEMRIE
EORNMNTOBMNAELD L3 HEO. ARGHRAEZLAMEZTIENDETHS Q) .

HERE

28. FAEEEIE. ACBRSEERT—KRELLTMEL-AEREHAROBRICEDINT, F-
FERFOEIMEMERROBERICEIVTRES 5. AEHEEDRETIE. RLRHKDIFoEE
DESIVRADIZY Y TRBVEMZERANTEL LW, FERTE, AERSEROBEHERN GO
&2, TELGHRE L THEEXERE (23 BSHR) &, BULGHROKIE 3 DORAEKRRE
(FRFAE (29 HBE) ZRAVSEEZERC) 2XRITH. REAEFRKME (MTD) &9 5,
MTD (&, EHBIRZAELSEHAET. TNIYBVAEZRLKBESEATRET D ERTAAE
CHTENFRAShDESLGRELLTERSND, BH. SHEOLGIMERETHREOEYE M
ETRIHE GRLEVPOREEVELGE) SLUMFLaAXFRT AV ADNEMETT LS55
BlF., LEEORAERFEEDHNEHALGEINDEZEETLHY. CABITDOVWTRT—ANA 5 —2R
TS 24, ALVSREREIL. RROFUENIALGNLIAENL., BENEFLEALE, FEE
{AHALNGVWAEETOHEBAEZETLENH D,

©O0ECD 2020
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BB

29. AERESRRTIEET ST EEORRTHRONBREDT -2 TRHLLGCLELR
FHAE (TiisH) TORSHETHEGEEFEANTINGNGESE, D, BEMNICEEDH
BIEEVDT Ao LEGEENAFREIAGIMESICE, 3 AEREZAVV -T2 LHBRETY
BELWTHAS5., BEHREAH 28 A (1 H 1E 28[EKRE) DIHFEDREMAEIF 1000 mg/kg &
E/A. 14 HEUTOHEEDREERE(E 2000 mg/kg AE/HTHS (. 18 1[E 28BS
NOJBEEFEIZDOVTIE, A FI—LICEWTHRZEMNZLAEERT I 7TIESHR) ) .

rE

30. HEYEILEE. BEFREYAEEI 2 — LRV CRFIROKSET 5, &%
THA VT HBRICITRAE LTE FOFRRERREEET S, CDH. ZEENRINDA
SIEZDMDIRERR (K. BT, #ikN. BT, RA. [KERN. B, BERELG L) %&
RTBZELAEETH D, ==L, BEEREEST. E FOBRERKRICEAEMICEEL TS EIE
EALBW®O, #HEINGL, 1 BTHRIABROARSFLIFF TE IR AOZREZ(FHEA DY
NDRKEZIZLD, RRE=ZIE 1 mMU/100 gAREFRBZ TIXGEoHELA, KBEBZEDHEEIE 2 mL/100
g ETHEARMETHD. CNFYKRELREFRAVLBEICIEZORYEERIVELHD, &
. BENSL B ONTEEDEENAONITNHEMEL-IIEEEYMEDEEERE.

ITRTORETEREN—FEITLHDILIITREZREL T, REFEOEHZR/NRICT S,
AR OFRY
i

31. ARSI RAZRDEAEICLELGHBICE - TRFES O, BHOTERELEHKT
Hd. COYPFETHEBHENT, HREADY —2F —N—(CBEELTWSELS5THY. BitL
B ERONRIGT DA, FFED RIS (EHMNTEL, BIEQRVEB S EWVEBTORALTE
FEEDRAEZ D ELMWILSE S —D2DAEN, 28 BEDERKES (27 BIZRLEEY) &&
RIE50 3AROAHENTH D, L. BEOENMEBTIXICOESET TRREALERIE
BIZE LR VATRRMEA DS, D=8, BIEOEWNMEBNRFICEELZSICE, 28 BROEE
RO 28 B&REVLDS ., FYBVHMBERBHAOANEUNME LG 4) (B) . COFA,
3 HEREDHEHMERFEHDOKHLYI(C 28 BROFEHENFHHREZRAT 5 LIS HA, ETNIZEH
FHREZAENIDETH D,

LIEMIE

32. HOEBHAEIZCOWTIIRFHEOA A I VT EEEAELNIZSA TSN (21)
(22) (23) . TGR HER (XD ETEHIRICH TIEGCFEALTEDFREEZRANDIDIZEREIZHE
LTWLW3 (17) (18) (19) (20) . —A. HOEFEMABIZDOWLTIE, BEINZRTH VO
FLAFLONGEWNI &, £LMMETIE DNA A THONGENI ENL, PSRRI T =YY
HEBRZERAW-MOEBHBICE IT2RAZTEDRE EFAETHS (27) . TGR HERICKYFH
SNBAFAREGEREHBPEERMET —AMN, YTORABLUVSY FOBFERETY VY (25)
CHICRELEa—&h (24) . £EHBICB T3 EEFRETFEICEY SRR T A O 0OFER
DV TIHEBMNERE SN, COETY VST, BFEBROBLRDHEE (bbb, BifRaE.

©O0ECD 2020
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1BhE. FRMEOSE) AN, RALERZZAEGFICEATET 5DICHEL. DNA EH & HiaE
JEQWEANELTNWIH—DREFHRATHLEEEESINT (26) ,

33. HAEEMRIE. FRELAESIORBREF. HHVIIHFEREN S REPOETEMEO L
IHNELTERTES, BHRENOREDPOLEMMEIT. BIEREZHATIERZBRET S
. HAEWNE, BRUSENMEHNIBEOVITIANZRANVEREN R LET CEICKYERRT
&5 (29) ., BRICHFET MR B 4T« v EMEESITCEILNYMAE) XHFEEDL
LRZBICHBETER =S, AEHRORNEFICECES. REDAENEFIND,

34. YOR (23) BEUTv bk (21) (22) OBEAIZHITHIEFEREDE2AIVT1FE., +
DICHEIINTWDS, REDOEBHENRE SN-RERBMEICHEE RELARIICRE
LTHRBWEFELDETOBMIE. TH9XTH 49 B/ (25) . Sy +TH 70 BETHS (21)
(22) o LT=HA'o T, 28+3 HTHDIYDRBELUVT v FESOBFAHDEFERIE., Ch oMz
MIREH D DNA EREZTH>TVWENWAEBEMRERICHET 5120, EROHIEERET—4
EIFELT, KO TEBRIRETEHAEL, TORADBE., T0 28+3 BT YA U TlX, ®BALAE
JEMREEZRTHA N-TFIL-N-Z FAYVILT (24) BXUARNUYQIELY (28) #HRHELAE
WS EHFNMLEERT—241H5. EBORFRAOIRNE. HERBHEROEARAETEZTM
HENEERISE. 28 HREIDHESHRKR TERRIETDH 49 B (¥HX) F£f=(& 70 B (5
v k) TOHERTSD (24) (25)

35. FEHREHNSIEIML-ETEMEIE. BRMAKE. FEEES L URFHRIENESEAM LA
%5 (17) (18) (25) ., BRANIFEFREEBEZEZRE LR GHBEREHICOVT, TVRE
FUSY FOBERELN SEM SN AEMABREROERN. BFEAOEHERHICZIT 5588
[ZIEC., I TS (25) , 28+3 BHTHOHRSHERIZH (TIREMAE EEMIEOBGHERKERX
BRLIERTHAH, 28+3 HTOREHEZDEEHERICOWNTIE, BFEROEBELDORM.
28 BREIDBEHB IR T TERREEZ T TVADE. BRSNS EEHRBAD S DHRIZEE
SNB8., HEYENEHEMREREERTHIEVWSAREREZEET SICEF+2THS
(24) (25) ,

36. FICHRFREBROLELETI VY (25) BLUBEMEERRT—4 (24) [TEDL L,
3 BFEASHMFEIFHTORMERREEMEORIOAN, £HEMHEOEERMOFEHIC
FBNATWS, COETYUHICENE, 28+28 HTHEREEETILE. BFEROEELIIZ 28
ARIDKRED 99.6% %R (+-v O R4ATEMBERDOEREEDFEMA ATEEICLEZLDITH L.
28+3 HTOHEEETETIE 42.2%I23 F4Ly (25) , REFHERETIVIE., BEIC K 54 TEMR
DT7REF—LR, BERUBFEBROETIZH ITIEEDEELRFELZL 53BN E NS RERIC
HINWTWDB, =1L, 25 LI-EELRE LI5S, 28+28 HTOREHEDRTHEE. HBERE
BMEFHORLGLIERICKY . BFREEOEBERICHEYMEZ 28 BRI RTTRESINI-, &7
LTWAHMIRS LI UMERORRMIEOBEREEZRRENAIEIZT S LT, BFEROEIRIE
ARETHDEEZOND, CAOHDEHEMDS, T 28+28 HTHOERSHE THELONI-TIRAE
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AIEMRRICE 1T D RALEDHABRNAIREL 2D,

AR5

40. —RREBOHEL 1B 1EUE, ZEFLLEEARKZIZITI. TOR., FREhLE
ENBEESRICRLBCRNDIFTTOEHMZERET 5. BVORBIKEZRLHRT 5. TTOHY
[COVWTHRFBRAESLVRTCOEFEEZ 1 H 2ELULHERT 5, T, IXTOBMIOVTHRE
ZE 1B EE R VRERLSFICAEY 5, EHETE 1EULAET 5. RKREDHERIT.
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	17. 現在、トランスジェニックマウスを用いた遺伝子突然変異検出モデルは様々あり、これらの系はトランスジェニックラットモデルよりも広く用いられている。ただし、ラットがマウスよりも明らかに適したモデルである場合（ラットのみで認められた腫瘍の発がんメカニズムを調べる場合、ラットの毒性試験と関連付ける場合、またはラットの代謝がヒトの代謝により近いことがわかっている場合など）は、トランスジェニックラットモデルの使用を考慮する。
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	18. 動物飼育室の温度は22 C（±3 C）とする。相対湿度は目標値を50～60%とし、30%以上で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。飼料としては通常の実験動物用飼料を用いてよい。飲料水は自由に摂取させる。なお、被験物質を混餌投与する場合は被験物質とよく混合できる飼料を選択することが必要であろう。攻撃的な行動を示さないと考えられるならば、動物は同性の動物を少数（5匹以下）ずつまとめて収容し、適切な環境を確保した頑丈な...
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	19. 健康な若齢性的成熟動物（投与開始時8～12週齢）を対照群と被験物質投与群に無作為に割り付ける。動物には、人道的で低侵襲の方法（足環、タグ、マイクロチップの装着あるいは生体認証などが挙げられるが、耳パンチや指切法は用いない）により固有の識別番号を付与し、5日間以上飼育室環境に馴化させる。ケージは、その位置による影響が最小限になるような方法で配置する。動物の試験開始時の体重の変動幅を最小限に抑え、雌雄それぞれに平均体重から±20%を超えないようにする。
	19. 健康な若齢性的成熟動物（投与開始時8～12週齢）を対照群と被験物質投与群に無作為に割り付ける。動物には、人道的で低侵襲の方法（足環、タグ、マイクロチップの装着あるいは生体認証などが挙げられるが、耳パンチや指切法は用いない）により固有の識別番号を付与し、5日間以上飼育室環境に馴化させる。ケージは、その位置による影響が最小限になるような方法で配置する。動物の試験開始時の体重の変動幅を最小限に抑え、雌雄それぞれに平均体重から±20%を超えないようにする。
	投与の準備

	20. 固体の被験物質は適切な溶媒または媒体に溶解するか懸濁させて（21項参照）、もしくは飼料または飲料水と混合して動物に投与する。液体の被験物質は直接投与するか、投与前に希釈する。吸入曝露の場合は、被験物質をその物理化学的性質に応じてガス、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。保存しても問題ないことを示す安定性データがない限り、調製直後の被験物質を使用する。
	20. 固体の被験物質は適切な溶媒または媒体に溶解するか懸濁させて（21項参照）、もしくは飼料または飲料水と混合して動物に投与する。液体の被験物質は直接投与するか、投与前に希釈する。吸入曝露の場合は、被験物質をその物理化学的性質に応じてガス、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。保存しても問題ないことを示す安定性データがない限り、調製直後の被験物質を使用する。
	試験条件
	溶媒／媒体


	21. 溶媒／媒体は、使用容量で毒性作用を生じさせず、また被験物質と化学反応を起こす疑いがないものを用いる。性質が既知ではない溶媒／媒体を用いるときは、適合性を示す参照データによってその使用を裏付けること。可能であれば、まず水溶性の溶媒／媒体を用いることが推奨される。
	21. 溶媒／媒体は、使用容量で毒性作用を生じさせず、また被験物質と化学反応を起こす疑いがないものを用いる。性質が既知ではない溶媒／媒体を用いるときは、適合性を示す参照データによってその使用を裏付けること。可能であれば、まず水溶性の溶媒／媒体を用いることが推奨される。
	陽性対照

	22. 通常は試験ごとに陽性対照群用の動物を用いるべきだが、習熟度を証明し（24項参照）、かつ日常的に本試験を実施している研究室では、以前の陽性対照群の動物のDNAを各試験に含めることで、方法に問題がなかったことを確認してもよい。ただし、この以前の実験のDNAは、同じ動物種および対象組織から得て適切に保存されていたものである必要がある（42項参照）。一方、試験ごとに陽性対照群を設ける場合、陽性対照物質は被験物質と同じ経路で投与する必要はないが、被験物質について検索する1つあるいは1つ以上の対象組織...
	22. 通常は試験ごとに陽性対照群用の動物を用いるべきだが、習熟度を証明し（24項参照）、かつ日常的に本試験を実施している研究室では、以前の陽性対照群の動物のDNAを各試験に含めることで、方法に問題がなかったことを確認してもよい。ただし、この以前の実験のDNAは、同じ動物種および対象組織から得て適切に保存されていたものである必要がある（42項参照）。一方、試験ごとに陽性対照群を設ける場合、陽性対照物質は被験物質と同じ経路で投与する必要はないが、被験物質について検索する1つあるいは1つ以上の対象組織...
	陰性対照

	23. 各試料採取時期には陰性対照群を含める。陰性対照群には溶媒または媒体のみを投与し、それ以外は被験物質投与群と同様に扱う。選択した溶媒／媒体が有害作用や変異原性作用を誘発しないことを示す背景データや公表データがない場合は、最初の試験を実施することで溶媒／媒体対照群の適切さを示す。
	23. 各試料採取時期には陰性対照群を含める。陰性対照群には溶媒または媒体のみを投与し、それ以外は被験物質投与群と同様に扱う。選択した溶媒／媒体が有害作用や変異原性作用を誘発しないことを示す背景データや公表データがない場合は、最初の試験を実施することで溶媒／媒体対照群の適切さを示す。
	試験施設の習熟度の検証

	24. これらの試験の遂行能力は、1）表1に示すような陽性対照物質（弱陽性反応を含む）、非変異原物質、および溶媒対照の突然変異体頻度、ならびに2）DNAゲノムからの導入遺伝子の回収（パッケージング効率）について、公表されているデータから予測される結果を再現できると示すことで証明すべきである（1）。
	24. これらの試験の遂行能力は、1）表1に示すような陽性対照物質（弱陽性反応を含む）、非変異原物質、および溶媒対照の突然変異体頻度、ならびに2）DNAゲノムからの導入遺伝子の回収（パッケージング効率）について、公表されているデータから予測される結果を再現できると示すことで証明すべきである（1）。
	変異体の塩基配列決定

	25. 規制当局への申請に際して変異体DNAの塩基配列を決定する必要はない（特に、明らかな陽性または陰性結果が得られた場合）。しかし、大きな個体間のばらつきが認められたときは塩基配列データが役立つことがある。このような場合、塩基配列の決定を行うことで、特定の組織における特有の突然変異体の割合を明らかにし、それによってジャックポットやクローン性の事象の可能性を除外することができるためである。単にクローン性の突然変異体が突然変異体頻度に影響を与えているかを調べるためであれば1匹1組織当たり約10個の突...
	25. 規制当局への申請に際して変異体DNAの塩基配列を決定する必要はない（特に、明らかな陽性または陰性結果が得られた場合）。しかし、大きな個体間のばらつきが認められたときは塩基配列データが役立つことがある。このような場合、塩基配列の決定を行うことで、特定の組織における特有の突然変異体の割合を明らかにし、それによってジャックポットやクローン性の事象の可能性を除外することができるためである。単にクローン性の突然変異体が突然変異体頻度に影響を与えているかを調べるためであれば1匹1組織当たり約10個の突...

	手順
	動物数および性別
	26. 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。通常雄動物を使用する。ただし、雌での試験のみが妥当と考えられる場合もある（ヒトの女性用の薬剤を試験する場合や、雌（女性）に特異的な代謝を調べる場合など）。毒性や代謝に顕著な性差がある場合は、雌雄両方が必要となる。
	26. 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。通常雄動物を使用する。ただし、雌での試験のみが妥当と考えられる場合もある（ヒトの女性用の薬剤を試験する場合や、雌（女性）に特異的な代謝を調べる場合など）。毒性や代謝に顕著な性差がある場合は、雌雄両方が必要となる。
	投与期間

	27. 突然変異は投与ごとに蓄積するという観察結果があることから、1日1回28日間の反復投与は必須である。この投与計画は、一般に、弱い変異原による突然変異を十分蓄積させるためにも、増殖の遅い器官での突然変異の検出に適した曝露期間をおくためにも適切であると考えられている。評価によっては別の投与計画が適切な場合もあるが、そのような投与スケジュールについてはプロトコール中で科学的妥当性を示すこと。投与は、関連するすべての代謝酵素の誘導が完了するための期間より短くてはならない。また、投与期間が短い場合、増...
	27. 突然変異は投与ごとに蓄積するという観察結果があることから、1日1回28日間の反復投与は必須である。この投与計画は、一般に、弱い変異原による突然変異を十分蓄積させるためにも、増殖の遅い器官での突然変異の検出に適した曝露期間をおくためにも適切であると考えられている。評価によっては別の投与計画が適切な場合もあるが、そのような投与スケジュールについてはプロトコール中で科学的妥当性を示すこと。投与は、関連するすべての代謝酵素の誘導が完了するための期間より短くてはならない。また、投与期間が短い場合、増...
	用量段階

	28. 用量段階は、同じ曝露経路で一般毒性を評価した用量設定試験の結果に基づいて、または既存の亜急性毒性試験の結果に基づいて設定する。用量範囲の設定では、同じ系統のげっ歯類のトランスジェニックではない動物を用いてもよい。本試験では、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（23項参照）と、適切な間隔の最低3つの用量段階（限界用量（29項参照）を用いる場合を除く）を設ける。最高用量は最大耐量（MTD）とする。MTDは、毒性徴候を生じさせる用量で、それより高い用量を同じ投与法で...
	28. 用量段階は、同じ曝露経路で一般毒性を評価した用量設定試験の結果に基づいて、または既存の亜急性毒性試験の結果に基づいて設定する。用量範囲の設定では、同じ系統のげっ歯類のトランスジェニックではない動物を用いてもよい。本試験では、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（23項参照）と、適切な間隔の最低3つの用量段階（限界用量（29項参照）を用いる場合を除く）を設ける。最高用量は最大耐量（MTD）とする。MTDは、毒性徴候を生じさせる用量で、それより高い用量を同じ投与法で...
	限度試験

	29. 用量設定試験または関連するげっ歯類の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）での投与計画で明確な毒性作用が示されない場合、かつ、構造的に関連のある化合物のデータからは遺伝毒性が予想されない場合には、3用量段階を用いた完全な試験は必要ないであろう。投与期間が28日間（1日1回28回投与）の場合の限度用量は1000 mg/kg体重/日、14日間以下の場合の限度用量は2000 mg/kg体重/日である（なお、1日1回28回投与以外の投与計画については、プロトコールにおいて科学...
	29. 用量設定試験または関連するげっ歯類の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）での投与計画で明確な毒性作用が示されない場合、かつ、構造的に関連のある化合物のデータからは遺伝毒性が予想されない場合には、3用量段階を用いた完全な試験は必要ないであろう。投与期間が28日間（1日1回28回投与）の場合の限度用量は1000 mg/kg体重/日、14日間以下の場合の限度用量は2000 mg/kg体重/日である（なお、1日1回28回投与以外の投与計画については、プロトコールにおいて科学...
	投与

	30. 被験物質は通常、胃管または適切な挿管カニューレを用いて強制経口投与する。試験をデザインする際には原則としてヒトの予想曝露経路を考慮する。このため、妥当性が示されるならばその他の曝露経路（飲水、皮下、静脈内、局所、吸入、気管内、混餌、埋植投与など）を選択することも可能である。ただし、腹腔内投与は、ヒトの曝露経路に生理的に関連しているとは言えないため、推奨されない。1回で強制経口投与または注射できる液体の最大容量は供試動物の大きさによる。最大容量は1 mL/100 g体重を超えてはならないが、...
	30. 被験物質は通常、胃管または適切な挿管カニューレを用いて強制経口投与する。試験をデザインする際には原則としてヒトの予想曝露経路を考慮する。このため、妥当性が示されるならばその他の曝露経路（飲水、皮下、静脈内、局所、吸入、気管内、混餌、埋植投与など）を選択することも可能である。ただし、腹腔内投与は、ヒトの曝露経路に生理的に関連しているとは言えないため、推奨されない。1回で強制経口投与または注射できる液体の最大容量は供試動物の大きさによる。最大容量は1 mL/100 g体重を超えてはならないが、...
	試料採取時期
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	31. 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に関連しているようであり、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。増殖の速い組織と遅い組織での突然変異体頻度の測定をうまく両立させる一つの方法が、28日間の連続投与（27項に示した通り）と最終投与の3日後の試料採取である。ただし、増殖の遅い組織ではこの条件下で最大突然変異体頻度にならない可能性がある。このため、増殖の遅い組織が特に重要な場合には...
	31. 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に関連しているようであり、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。増殖の速い組織と遅い組織での突然変異体頻度の測定をうまく両立させる一つの方法が、28日間の連続投与（27項に示した通り）と最終投与の3日後の試料採取である。ただし、増殖の遅い組織ではこの条件下で最大突然変異体頻度にならない可能性がある。このため、増殖の遅い組織が特に重要な場合には...
	生殖細胞

	32. 雄の生殖細胞については精子形成のタイミングと動態が明らかにされているが（21）（22）（23）、TGR試験は雄の生殖細胞における遺伝子突然変異の誘発を調べるのに非常に適している（17）（18）（19）（20）。一方、雌の生殖細胞については、過排卵後でも少数の卵子しか得られないこと、また卵細胞ではDNA合成が行われないことから、トランスジェニック試験を用いた雌の生殖細胞における突然変異の検出は不可能である（27）。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...
	32. 雄の生殖細胞については精子形成のタイミングと動態が明らかにされているが（21）（22）（23）、TGR試験は雄の生殖細胞における遺伝子突然変異の誘発を調べるのに非常に適している（17）（18）（19）（20）。一方、雌の生殖細胞については、過排卵後でも少数の卵子しか得られないこと、また卵細胞ではDNA合成が行われないことから、トランスジェニック試験を用いた雌の生殖細胞における突然変異の検出は不可能である（27）。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...
	33. 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（29）。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。
	33. 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（29）。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。
	34. マウス（23）およびラット（21）（22）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管／精巣上体尾部に到達して成熟精子となるまでの時間は、マウスで約49日間（25）、ラットで約70日間である（21）（22）。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2...
	34. マウス（23）およびラット（21）（22）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管／精巣上体尾部に到達して成熟精子となるまでの時間は、マウスで約49日間（25）、ラットで約70日間である（21）（22）。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2...
	35. 精細管から採取した生殖細胞は、精原細胞、精母細胞および精子細胞の混合集団からなる（17）（18）（25）。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、詳述されている（25）。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、採取される...
	35. 精細管から採取した生殖細胞は、精原細胞、精母細胞および精子細胞の混合集団からなる（17）（18）（25）。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、詳述されている（25）。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、採取される...
	36. 主に精子形成の広範なモデリング（25）および限定的な実験データ（24）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（25）。本精子形成モデルは、曝露による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...
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	37. 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（25）、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（36項）。
	37. 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（25）、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（36項）。
	38. 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（25）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、本試験ガイドラインを再検討し、必要であれば得られた経験に照らし改訂する。
	38. 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（25）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、本試験ガイドラインを再検討し、必要であれば得られた経験に照らし改訂する。
	39. 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。
	39. 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。
	観察

	40. 一般状態の観察は1日1回以上、望ましくは毎日同時刻に行う。その際、予想される影響が投与後に最も強く表れるまでの期間を考慮する。動物の健康状態を記録する。すべての動物について疾病状況および死亡の有無を1日2回以上確認する。また、すべての動物について体重を週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。飲水投与の場合は、摂水量を週1回以上換水時に測定する。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）。
	40. 一般状態の観察は1日1回以上、望ましくは毎日同時刻に行う。その際、予想される影響が投与後に最も強く表れるまでの期間を考慮する。動物の健康状態を記録する。すべての動物について疾病状況および死亡の有無を1日2回以上確認する。また、すべての動物について体重を週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。飲水投与の場合は、摂水量を週1回以上換水時に測定する。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）。
	組織採取

	41. 組織の採取理由を明確に示す必要がある。事実上あらゆる組織での突然変異の誘発を調べることができるため、採取組織の選択は試験実施理由および被験物質に関する既存の変異原性、発がん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としては、（ヒトでの曝露経路の可能性が高いという理由で選択された）投与経路、予測される組織分布、および推定作用機序などがある。参考にできる情報がない場合は、対象とすべき可能性のあるものとして数種類の体組織を採取するが、これらは増殖の速い組織、増殖の遅い組織お...
	41. 組織の採取理由を明確に示す必要がある。事実上あらゆる組織での突然変異の誘発を調べることができるため、採取組織の選択は試験実施理由および被験物質に関する既存の変異原性、発がん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としては、（ヒトでの曝露経路の可能性が高いという理由で選択された）投与経路、予測される組織分布、および推定作用機序などがある。参考にできる情報がない場合は、対象とすべき可能性のあるものとして数種類の体組織を採取するが、これらは増殖の速い組織、増殖の遅い組織お...
	組織およびDNAの保存

	42. 組織（または組織のホモジネート）は−70 C以下で保存し、5年以内にDNAの分離に用いる。分離したDNAは適切な緩衝液中で4 C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。
	42. 組織（または組織のホモジネート）は−70 C以下で保存し、5年以内にDNAの分離に用いる。分離したDNAは適切な緩衝液中で4 C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。
	突然変異体解析用組織の選択

	43. 組織の選択は、1）投与経路または最初の接触部位（経口投与では腺胃、吸入投与では肺、局所投与では皮膚など）、および2）一般毒性試験で得られた薬物動態パラメータ（体内動態、滞留または蓄積、もしくは毒性の標的器官を示す）などの考察に基づいて行う。試験が発がん性試験に続いて行われる場合は、発がん性の標的組織を考慮する。解析用組織は、直接作用型のin vitro変異原、代謝が速い物質、反応性が高い物質、ほとんど吸収されない物質、さらには投与経路によって標的組織が決まるような物質を最大限検出できるよう...
	43. 組織の選択は、1）投与経路または最初の接触部位（経口投与では腺胃、吸入投与では肺、局所投与では皮膚など）、および2）一般毒性試験で得られた薬物動態パラメータ（体内動態、滞留または蓄積、もしくは毒性の標的器官を示す）などの考察に基づいて行う。試験が発がん性試験に続いて行われる場合は、発がん性の標的組織を考慮する。解析用組織は、直接作用型のin vitro変異原、代謝が速い物質、反応性が高い物質、ほとんど吸収されない物質、さらには投与経路によって標的組織が決まるような物質を最大限検出できるよう...
	44. 参考にできる情報がない場合、投与経路による接触部位を考慮すると、肝臓および少なくとも1種類の分裂の速い組織（腺胃、骨髄など）について変異原性を評価すべきである。多くの場合、上記の必要条件は注意深く選択した2種類の組織を解析することで達成できるが、ときには3種類以上が必要となることもある。規制要件または入手可能な毒性情報に基づくと、生殖細胞は、同一試験において体細胞組織と共に含めることも考えられる。
	44. 参考にできる情報がない場合、投与経路による接触部位を考慮すると、肝臓および少なくとも1種類の分裂の速い組織（腺胃、骨髄など）について変異原性を評価すべきである。多くの場合、上記の必要条件は注意深く選択した2種類の組織を解析することで達成できるが、ときには3種類以上が必要となることもある。規制要件または入手可能な毒性情報に基づくと、生殖細胞は、同一試験において体細胞組織と共に含めることも考えられる。
	測定方法

	45. 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ある（lacZバクテリオファージλおよびプラスミド（14）、lacIマウス（32）（33）、gpt deltaマウス（9）、gpt deltaラット（10）、cII（15））。修正を加える場合にはその妥当性を示し、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、複数回のパッケージングのデータを統合して用いることもできる。ただし、適切なプラーク数を得るために多くのパッケージン...
	45. 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ある（lacZバクテリオファージλおよびプラスミド（14）、lacIマウス（32）（33）、gpt deltaマウス（9）、gpt deltaラット（10）、cII（15））。修正を加える場合にはその妥当性を示し、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、複数回のパッケージングのデータを統合して用いることもできる。ただし、適切なプラーク数を得るために多くのパッケージン...

	データおよび報告
	結果の処理
	46. 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。複数のパッケージング／回収反応がある場合には、DNAサンプル当たりの反応数を報告する。各反応のデータは保存しておく必要があるが、報告は総pfuまたは総cfuについてのみ行えばよい。40項に示す毒性および症状のデータを報告する。塩基配列を決定したデータがあれば、解析した突然変異体ごとに示し、そこから得...
	46. 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。複数のパッケージング／回収反応がある場合には、DNAサンプル当たりの反応数を報告する。各反応のデータは保存しておく必要があるが、報告は総pfuまたは総cfuについてのみ行えばよい。40項に示す毒性および症状のデータを報告する。塩基配列を決定したデータがあれば、解析した突然変異体ごとに示し、そこから得...
	統計学的評価および結果の解釈

	47. 陽性結果の判定基準は、突然変異体頻度の用量依存性のある増加や、単一の用量群における突然変異体頻度の溶媒／媒体対照群と比較しての明らかな増加など、いくつかある。用量反応関係の解析に十分なデータを得るには、少なくとも3投与群について分析する必要がある。結果の生物学的意義をまず考慮すべきであるが、試験結果を評価する一助として適切な統計手法を用いることもできる（3）（34）（35）（36）（37）。なお、統計解析では動物を実験単位と考える。
	47. 陽性結果の判定基準は、突然変異体頻度の用量依存性のある増加や、単一の用量群における突然変異体頻度の溶媒／媒体対照群と比較しての明らかな増加など、いくつかある。用量反応関係の解析に十分なデータを得るには、少なくとも3投与群について分析する必要がある。結果の生物学的意義をまず考慮すべきであるが、試験結果を評価する一助として適切な統計手法を用いることもできる（3）（34）（35）（36）（37）。なお、統計解析では動物を実験単位と考える。
	48. 被験物質がいずれの組織においても上記の基準を満たす結果を示さなかった場合、その物質は本試験法では変異原性なしと考えられる。ただし、陰性結果が生物学的に意味のあるものであるためには、組織曝露の確認が必要である。
	48. 被験物質がいずれの組織においても上記の基準を満たす結果を示さなかった場合、その物質は本試験法では変異原性なしと考えられる。ただし、陰性結果が生物学的に意味のあるものであるためには、組織曝露の確認が必要である。
	49. DNAの塩基配列の解析については、結果の解釈に役立つ多くの統計手法がある（38）（39）（40）（41）。
	49. DNAの塩基配列の解析については、結果の解釈に役立つ多くの統計手法がある（38）（39）（40）（41）。
	50. 観察された値が背景データの範囲内にあるか否かを考慮することは、反応の生物学的意義を評価する上での目安となる（42）。
	50. 観察された値が背景データの範囲内にあるか否かを考慮することは、反応の生物学的意義を評価する上での目安となる（42）。
	試験報告書

	51. 試験報告書には、以下の情報を記載する。

	参考文献
	用語の定義
	投与期間：動物に対して投与を行う総期間。
	塩基対置換：1つのDNAヌクレオチド塩基と別のDNAヌクレオチド塩基の交換を引き起こす型の変異。
	カプシド：ウイルス粒子を覆うタンパク質の殻。
	クローン増殖：1つの（変異）細胞から多数の細胞が産生されること。
	コロニー形成単位（cfu）：生菌数を表わす単位。
	コンカテマー：同じコピーが多数連なったもので構成される長い連続的な生体分子。
	Cos部位：バクテリオファージλの2本鎖ゲノムの両端に存在する1本鎖DNAの12ヌクレオチドからなる部位。
	Cos部位：バクテリオファージλの2本鎖ゲノムの両端に存在する1本鎖DNAの12ヌクレオチドからなる部位。
	欠失：ゲノムから1つ以上の（連続した）ヌクレオチドが失われる変異。
	エレクトロポレーション（電気穿孔法）：細胞膜の透過性を増加させるために電気パルスを用いる方法。
	内在性遺伝子：そのゲノムが本来有している遺伝子。
	割り増し二項変動：母集団が二項分布をすると仮定したときに予測される値より母比率の繰り返し推定のばらつきが大きくなること。
	フレームシフト突然変異：タンパク質／ペプチドをコードするDNA配列に3で割り切れない数のヌクレオチドの挿入または欠失が起きることによって生じる遺伝子突然変異。
	挿入：DNA配列に1つ以上のヌクレオチド塩基対が加わること。
	ジャックポット：1つの変異からクローン性増殖によって生じた多数の突然変異体。
	巨大欠失：数キロ塩基を超えるDNAの欠失（Spi−セレクション法およびlacZプラスミド法によって効率的に検出可能）。
	ライゲーション：DNAリガーゼを用いてDNA分子の2つの末端を共有結合させること。
	分裂促進物質：細胞を刺激して分裂を開始させることで細胞分裂を誘発する化学物質。
	中立遺伝子：ポジティブまたはネガティブな選択圧に影響されない遺伝子。
	パッケージング（充填）：ファージのカプシドと尾のタンパク質の調製物およびファージDNA分子のコンカテマーから感染性のファージ粒子を作り出すこと。一般に、λベクターにクローニングしたDNA（cos部位で仕切られている）を感染性のλ粒子に充填するときに用いられる。
	パッケージング（充填）：ファージのカプシドと尾のタンパク質の調製物およびファージDNA分子のコンカテマーから感染性のファージ粒子を作り出すこと。一般に、λベクターにクローニングしたDNA（cos部位で仕切られている）を感染性のλ粒子に充填するときに用いられる。
	パッケージング効率：パッケージングされたバクテリオファージが細菌宿主から回収される効率。
	プラーク形成単位（pfu）：生存バクテリオファージ数を表わす単位。
	点突然変異：短いDNA配列における突然変異を示す一般的用語。小さな挿入、欠失、および塩基対置換を含む。
	ポジティブセレクション（正の選択）：突然変異体のみが生存できるようにする方法。
	レポーター遺伝子：変異遺伝子産物を容易に検出できる遺伝子。
	試料採取時期：安楽殺処分前の被験物質の投与を行わない期間の最後で、その間にプロセシングされていないDNA損傷が安定した変異に固定される。
	シャトルベクター：2つの異なる種の宿主で増殖できるように構築されたベクター。すなわち、シャトルベクターに挿入されたDNAは2つの異なる種類の細胞や2つの異なる生物種で試験や操作を行うことができる。
	被験物質： 試験の対象となっている物質を指す。
	トランスジェニック（の）：他種の1つまたは複数の遺伝子を導入することでゲノムを変化させた生物、またはその生物に関連した生物。


