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化学物質の試験に関するOECDガイドライン 

 
IN VIVO 哺乳類アルカリコメットアッセイ 

 
はじめに 

 

1. In vivoアルカリコメットアッセイ（単細胞ゲル電気泳動法）（以下、コメットアッセ

イと略）は、遺伝毒性を示す可能性のある物質に曝露した動物（通常、げっ歯類）の複数組

織から単離した細胞または細胞核内のDNA鎖切断を検出するのに用いられる。さまざまな

専門家グループによって、コメットアッセイはレビューされ、推奨方法が発表されている(1) 

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10)。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１つである。遺伝毒性に関する試験ガイドラインの序論として提示されている文書

(11)も参照可能であり、一連の試験ガイドラインを使用する際の簡潔で有用な手引きとなる。 

 

2. コメットアッセイの目的は、DNA損傷を引き起こす物質を特定することである。アル

カリ条件下（>pH 13）において、コメットアッセイは、例えば、DNAとの直接相互作用、

アルカリ不安定部位、あるいはDNA除去修復によって生じる一過性のDNA鎖切断などに起

因するDNAの一本鎖切断や二本鎖切断を検出できる。これらのDNA鎖切断は、修復されて

影響が残らない可能性や、細胞を致死させる可能性、あるいは突然変異として固定されて生

体に永続的な変化をもたらす可能性があり、また、がんを含む多くのヒト疾患とも関連する

染色体損傷を引き起こす可能性もある。 
 

3. げっ歯類を用いるin vivoコメットアッセイの公式のバリデーション試験は、日本動物

実験代替法評価センター（JaCVAM：Japanese Center for the Validation of Alternative Methods）

によって組織され、欧州代替法評価センター（ECVAM：European Centre for the Validation of 

Alternative Methods）、米国動物実験代替法検証省庁間連絡委員会（ICCVAM：Interagency 

Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods）および代替法評価に関する毒

性学プログラム省庁間センター（NICEATM：NTP Interagency Center for the Evaluation of 

Alternative Toxicological Methods）の協力の下に、2006～2012年に実施された(12)。本試験ガ

イドラインは、バリデーション試験で用いられた最終プロトコール(12)と公表および未公表

（試験施設の知的所有権下にある）のデータに基づき、コメットアッセイの推奨方法と限界

を示すものである。 

 

4. 重要な用語の定義を補遺1に示す。なお、本試験には、多種多様なプラットフォーム
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（顕微鏡スライド、ゲルスポット、96ウェルプレートなど）が使用できる。便宜上、本文書

の以下、全体にわたって「スライド」という用語を用いているが、この用語には他のプラッ

トフォームもすべて含まれる。 
 
最初に考慮すべき事項および限界 

 
5. コメットアッセイは、真核細胞におけるDNA鎖切断を測定するための方法である。ス

ライド上のアガロースに包埋した単一の細胞・核を、界面活性剤と高濃度の塩で溶解する。

この溶解段階で、細胞膜と核膜が消化され、一般に「核様体」と呼ばれるコイル状のDNA

ループとDNA断片が放出される。高pH下で電気泳動すると、コメット（彗星）に似た構造

体が形成され、この構造体は、適切な蛍光染色法を用いると、蛍光顕微鏡で観察できる。

DNA断片は、それらの大きさに基づいて「ヘッド（頭部、head）」から「テール（尾部、tail）」

に向かって移動し、コメットの全輝度（intensity, ヘッドの輝度＋テールの輝度）に対する

テールの輝度は、DNA切断量を反映している(13) (14) (15)。 
 

6. In vivoアルカリコメットアッセイは、反応がin vivoのADME（吸収、分布、代謝、排

泄）やDNA修復過程に依存しているという点で、特に遺伝毒性有害性を評価するのに適し

ている。これらは、動物種、組織、DNA損傷の種類によって異なる可能性がある。 

 

7. 動物福祉の要件（3Rs；削減（Reduction）、改善（Refinement）、代替（Replacement）

の原則）、特に、実験動物の使用数削減の要件を満たすため、本試験を他の毒性試験（例：

反復投与毒性試験(10) (16) (17)）に組み込むことや、評価指標を他の遺伝毒性評価指標（哺

乳類を用いるin vivo赤血球小核試験(18) (19) (20)など）と組み合わせることもできる。コメッ

トアッセイは、ほとんどの場合、げっ歯類を用いて実施されるが、げっ歯類以外の哺乳類や

哺乳類以外の動物種も用いられている。げっ歯類以外の動物種の使用には、科学的かつ倫理

的な妥当性を示す必要がある。コメットアッセイでげっ歯類以外の動物種を使用するのは、

コメットアッセイを単独の試験としてではなく別の毒性試験の一部として実施する場合に

限ることを強く推奨する。 

 

8. 曝露経路と検討する組織の選択は、被験物質について利用可能な既存情報のすべて、

例えば、ヒトにおいて意図／想定される曝露経路、代謝および分布、接触部位への影響の可

能性、警告構造の有無、他の遺伝毒性などの毒性データ、試験の目的などに基づいて決定す

る。したがって、必要に応じ、被験物質の遺伝毒性の評価を、発がん性や他の毒性作用の標

的組織を用いて行うことができる。また、本試験は、in vitro試験系によって検出された遺伝

毒性のさらなる検討にも有用であると考えられる。目的の組織が適切に曝露されていること

が合理的に予想できる場合は、その組織を用いてin vivoコメットアッセイを実施するのが妥

当である。 
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9. JaCVAM試験(12)やRothfussら(10)などの共同研究において、本試験が最も広範に実施

されたのは、雄ラットの体細胞組織である。JaCVAM国際バリデーション試験では、肝臓と

胃が用いられた。肝臓は、物質の代謝が最も活発な臓器であり、発がん性の標的臓器である

ことも多い。胃は通常、経口曝露後に最初に接触する部位であるが、胃以外の消化管部位（十

二指腸や空腸など）も接触部位の組織と考えるべきであり、げっ歯類の腺胃よりもヒトとの

関連が深いと考えられる。過剰な高濃度の被験物質に上記の組織を曝露しないように注意を

払う(21)。本試験は、分析可能な単一細胞・核の懸濁液が得られれば、原理的にどのような

組織にも適用可能である。いくつかの試験施設のデータにより、本試験は、多種多様な組織

にうまく適用できることが示されている。また、本試験は、肝臓と胃以外の臓器や組織、例

えば、空腸(22)、腎臓(23) (24)、皮膚(25) (26)、膀胱(27) (28)、肺および気管支肺胞洗浄細胞

（吸入物質の試験に適切）(29) (30)にも適用可能であることを示す発表が多数なされており、

複数の臓器でも実施されている(31) (32)。 
 

10. 生殖細胞における遺伝毒性作用に関心があるだろうが、本ガイドラインで述べる標準

的なアルカリコメットアッセイは、成熟した生殖細胞におけるDNA鎖切断の測定には適切

でないことに注意する必要がある。生殖細胞の遺伝毒性を調べるためのコメットアッセイの

使用に関する文献レビューで、DNA損傷の背景レベルが高く、かつ変動しやすいことが報

告されている(33)。そのため、標準化を伴うプロトコールの変更およびバリデーション試験

を行わないと、成熟した生殖細胞（例：精子）を用いるコメットアッセイを本試験ガイドラ

インに含めることはできない。加えて、本試験ガイドラインで述べる推奨曝露計画は最適で

はなく、成熟した精子におけるDNA鎖切断の意義のある分析には、より長い曝露時間や試

料採取時間が必要となる。分化の様々な時期の精巣細胞における遺伝毒性作用について、コ

メットアッセイで測定したものが、文献(34) (35)で述べられている。ただし、生殖腺には体

細胞と生殖細胞が混在していることに注意する。そのため、生殖腺全体（精巣）における陽

性結果は、生殖細胞の損傷を必ずしも反映していないが、被験物質やその代謝物が生殖腺に

達していることを示している。 
 

11. コメットアッセイの標準的な実験条件では、架橋を確実に検出することはできない。

修正された特定の実験条件下では、DNA-DNA架橋、DNA-タンパク質架橋、および他の塩

基修飾（酸化塩基など）を検出できる場合がある(23) (36) (37) (38) (39)。ただし、どのよう

なプロトコールの修正が必要かを十分に吟味するには、さらなる研究が必要となる。した

がって、架橋物質の検出は、本文書で述べる本試験法の主要目的ではない。本試験法は、プ

ロトコールを修正したとしても、異数性誘発物質の検出には適していない。 
 

12. 現時点の知見により、in vivoコメットアッセイには、いくつかの付加的な限界（補遺3

参照）がある。本試験ガイドラインは、将来的な見直し、ならびに必要な場合には、得られ
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た経験を踏まえて改訂が行われることが予想される。 

 

13. 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 

 

14. 動物を適切な経路で被験物質に曝露させる。投与および試料採取の詳細については、

36～40項で説明する。選択した試料採取時間に、目的の組織を摘出し、単細胞・核の懸濁液

を調製し（肝臓など、in situ灌流が有用であると考えられる部位については、in situ灌流を実

施してもよい）、ソフトアガーに包埋してスライド上に固定化する。細胞または核を溶解緩

衝液で処理して細胞膜や核膜を除去し、強アルカリ（例：pHが13以上）に曝露してDNAを

巻き戻し、緩んだDNAループやDNA断片を遊離させてから、ソフトアガー中の核DNAを電

気泳動にかける。断片化していない正常なDNA分子は、ソフトアガー内で核DNAがあった

位置に止まるが、断片化したDNAとほどけたDNAループは、陽極に向かって移動する。電

気泳動後、適切な蛍光染色法を用いてDNAを可視化する。顕微鏡と全自動または半自動画

像解析システムを使用して標本を解析する。電気泳動中に移動したDNA量と移動距離は、

DNA断片の量と大きさを反映している。コメットアッセイには、いくつかの指標がある。

テールのDNA含量（% tail DNAまたは% tail intensity）をDNA損傷の評価に使用することが

推奨されている(12) (40) (41) (42)。十分な数の核を解析した後、適切な方法を用いてデータ

を分析し、試験結果を判定する。 
 

15. 試料の作製、電気泳動の条件、視覚分析のパラメータ（例：染色強度、顕微鏡の電球

の光度、顕微鏡フィルターとカメラ装置の使用）、周囲の条件（例：背景照明）など、方法

の様々な点の変更が検討されており、これらは、DNAの移動に影響を及ぼす可能性がある

ことに注意する(43) (44) (45) (46)。 

 

試験施設の習熟度の検証 

 

16. 各試験施設は、使用する動物種の標的組織ごとに、十分な質の単細胞・核の懸濁液を

得ることができることを示し、コメットアッセイに関する実験能力を証明する必要がある。

標本の質は、まず、媒体処理動物の% tail DNAが再現性のある低い範囲内に収まるかにより

評価される。現在のデータによると、ラット肝臓における群平均%tail DNA（中央値の平均

に基づく。これらの用語の詳細は、57項を参照）は、6%を超えないことが望ましい。これ

はJaCVAMバリデーション試験結果(12)やその他の公開、非公開データとも整合するもので
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ある。現時点で、他の組織については、最適なまたは許容できる範囲を推奨する十分なデー

タがない。データがなくても根拠があれば、他の組織の使用は可能である。試験報告書には、

公表文献や非公開データを参照し、これらの組織を用いたコメットアッセイの能力について

適切なレビューを記載する。第一に、陽性反応を検出できる十分な定量範囲を得るため、対

照の% tail DNAが低い範囲にあることが望ましい。第二に、各試験施設は、表1（29項参照）

に示す異なる作用機序を有する直接変異原と代謝活性型変異原について、期待される反応を

再現することができなければならない。 

 

17. 陽性対照物質は、それが適切で正当な根拠があり、かつ、目的の組織において明らか

な陽性反応が示されている場合は、例えば、JaCVAMバリデーション試験(12)または他の公

表データ（9項参照）に基づいて選択してよい。既知の変異原（例：EMS）の弱い作用を低

用量で検出する能力も、例えば、投与の適切な回数と間隔で用量反応関係を示すことによっ

て、証明する必要がある。既存のデータや期待される結果と比較する場合、最初の取り組み

は、最も一般的に用いられる組織（例：げっ歯類の肝臓）を用いて習熟度を証明することに

集中すべきである(12)。他の組織（例：胃・十二指腸・空腸、血液など）におけるデータも、

同時に収集できる。試験施設は、検討する予定のすべての動物種の個々の組織について、習

熟度を検証する必要があり、既知の変異原（例：EMS）を用いて、組織ごとに容認できる

陽性反応が得られることを証明する必要がある。 

 

18. 陰性（媒体）対照のデータの収集は、陰性データの反応の再現性を証明し、かつ試験

の技術的側面が適切に管理されていたことを確認できるように、あるいは陰性対照の背景

データ範囲を再構築する必要があることを示せるように行う（22項参照）。 

 

19. 試験施設は、複数の組織を剖検で採取し、コメット解析用に調製することができるだ

けでなく、1匹の動物から複数の組織を採取することに熟練していることを示し、潜在的な

DNA損傷が失われないこと、およびコメット解析が損なわれないことを保証する必要があ

る。安楽死させてから、調製のために組織を摘出するまでの時間の長さは重要である（44

項参照）。 

 

20. 本試験の習熟過程においても、動物福祉について考慮しなければならない。そのため、

本試験の様々な局面における能力を身に付けるために、他の試験で用いた動物の組織が使用

できる。さらには、試験施設において新規試験ガイドラインの方法を確立する段階では、必

ずしも完全な試験を実施する必要はなく、必要な技能を身につけるために使用する動物数と

用量数を減らすことができる。 
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対照の背景データ 

 

21. 試験施設は、習熟度の検証過程で背景データベースを構築して、検討対象の組織と動

物種について、陽性対照および陰性対照の範囲と分布を確認する。背景データの構築および

使用方法に関する推奨事項（すなわち、背景データにおけるデータの選択および除外基準と、

試験の許容基準）については、参考文献(47)を参照されたい。組織や動物種が異なる場合だ

けでなく、媒体や投与経路が異なる場合も、陰性対照の% tail DNA値は異なってくる。した

がって、組織および動物種ごとに、陰性対照の範囲を確立することが重要である。試験施設

は、管理図（例：C管理図、Xバー管理図(48)）などの品質管理の方法を用いて、試験施設

のデータの変動の様子を明らかにし、その品質管理の方法が試験施設で「管理下」にあるこ

とを示す必要がある。弱い作用を検出するため、適切な陽性対照物質、用量範囲、および実

験条件（例：電気泳動の条件）の選択も最適化する必要がある（17項参照）。 
 

22. 実験プロトコールに変更がある場合は、試験施設の既存の対照背景データベースの

データとの整合性を考慮する。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

ベースを構築すべきである。 

 

試験方法 

 

準備 

 

動物種の選択 

 

23. 通常は、一般的な実験用系統の健康な若齢成熟げっ歯類（処理開始時に6～10週齢、

これをやや過ぎていても可）を使用する。げっ歯類の動物種は、(i) 他の毒性試験で用いら

れている動物種（データを関連させることができ、試験に組み入れることができるため）、

(ii) 発がん性試験において腫瘍を生じた動物種（発がんのメカニズムを調べるため）、また

は (iii) 既知であれば、ヒトの代謝に最も近い動物種、に基づいて選択する。本試験では、

通常ラットが用いられる。ただし、倫理的かつ科学的に妥当な場合は、他の動物種も使用で

きる。 
 

動物の飼育および給餌条件 

 

24. げっ歯類の場合、動物飼育室の温度は、22℃（±3℃）が理想的である。相対湿度は

50～60%が理想的で、少なくとも30%あり、飼育室の清掃時を除いて70%を超えないことが

望ましい。照明は人工照明とし、12時間明期、12時間暗期に設定する。給餌については、通

常の実験動物用飼料を用い、飲水は自由摂取とする。被験物質を混餌投与する場合には、適
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切な混合飼料が得られるように飼料を選択する。げっ歯類では、攻撃的行動が予期されない

場合、同性の小集団（通常、5匹以下）で飼育する。動物の個別飼育は、科学的に正当化で

きる場合に限る。メッシュの床は、重大な怪我を引き起こす可能性があるため、可能な限り

板床を使用する(49)。適切な環境改善用具（エンリッチメント）を提供しなければならない。 

 

動物の準備 

 

25. 動物を対照群と処理群にランダムに割り付ける。動物を個体識別し、処理開始の少な

くとも5日前から飼育環境に馴化させる。個体識別には、必ず侵襲性の最も低い方法を用い

る。適切な方法として、足環、タグ、マイクロチップの装着、生体認証などがある。指切り

法や耳パンチは、本試験においては、科学的に正当化できない。ケージは、配置による影響

ができる限り小さくなるように配置する。試験開始時には、体重のばらつきをできる限り小

さくし、±20%を超えないようにする。 
 

投与の準備 

 

26. 被験物質が固体の場合は、適切な媒体に溶解または懸濁するか、飼料または飲水に混

合してから、動物に投与する。被験物質が液体の場合は、直接または希釈してから投与する。

吸入曝露する場合、被験物質の物理化学的特性によって、気体、蒸気、または固体と液体の

エアロゾルとして投与できる(50) (51)。 
 

27. 保存可能であることが安定性データによって証明され、かつ適切な保存条件が設定さ

れない限り、被験物質は用時調製とする。 

 

試験条件 

 

媒体 

 

28. 媒体は、用いる容量で毒性影響が認められず、被験物質と化学反応を起す疑いがない

ものを使用する。性質が既知以外の媒体を使用する場合は、その媒体について、実験動物、

投与経路、およびエンドポイントに関する適合性を示す参照データで、その選択を裏付ける。

可能な限り、水性の溶媒/媒体の使用を第一に考慮することが推奨される。一部の媒体（特

に、粘稠な溶媒）は、接触部位において炎症の誘発やDNA鎖切断の背景頻度の上昇を引き

起こす可能性があり、投与が複数回に及んだ場合には特にその可能性が高い。 
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対照 

 

陽性対照 

 

29. 現時点では、雌雄いずれか一方のみを用いる場合も両性を用いる場合も、分析可能な

同性の個体3匹以上で構成される陽性対照物質処理群を、通常、試験ごとに設ける（32項参

照）。将来的には、十分な習熟度が示されれば、陽性対照の必要性を減らせるかもしれない。

試料採取時間を複数設ける（例えば、単回投与プロトコールを用いる）場合は、いずれか1

つの試料採取時間に陽性対照を設けるだけでよいが、バランスの取れた計画にすべきである

（48項参照）。同時陽性対照物質の投与は、必ずしも被験物質と同じ経路で行う必要はない

が、接触部位での影響を測定する場合は、同じ経路で投与する必要がある。陽性対照物質に

ついては、検討するいずれの組織においてもDNA鎖切断を誘発することを示す必要がある

が、EMSは、これまで検討されたいずれの組織においてもDNA鎖切断を引き起こしている

ため、最適な陽性対照と考えられる。陽性対照物質の用量は、本試験の性能と感度を正確に

評価できる中等度の影響を引き起こすような用量とし、習熟度の検証期間中に試験施設で確

立した用量反応曲線に基づいて選択する。同時陽性対照の動物における各組織および試料採

取時間ごとの% tail DNAは、その動物種について事前に確立された試験施設の範囲と一致し

ている必要がある（16項参照）。陽性対照物質の例とそれらの標的組織（げっ歯類）の一部

を表1に示す。表1に示したもの以外の物質も、それが科学的に妥当であれば選択できる。 
 

表 1：陽性対照物質の例とその標的組織の一部 

物質名と CAS 登録番号 

メタンスルホン酸エチル（CAS 番号 62-50-0）：あらゆる組織 

エチルニトロソ尿素（CAS 番号 759-73-9）：肝臓、胃、十二指腸、空腸 

メタンスルホン酸メチル（CAS 番号 66-27-3）：肝臓、胃、十二指腸、空腸、肺・気管支肺

胞洗浄（BAL）細胞、腎臓、膀胱、肺、精巣、骨髄／血液 

N-メチル-N'-ニトロ-N-ニトロソグアニジン（CAS 番号 70-25-7）：胃、十二指腸、空腸 

1,2-ジメチルヒドラジン 2HCl（CAS 番号 306-37-6）：肝臓、腸 

N-メチル-N-ニトロソ尿素（CAS 番号 684-93-5)：肝臓、骨髄、血液、腎臓、胃、空腸、脳 

 

陰性対照 

 

30. 媒体のみで処理し、それ以外は処理群と同様に処理する陰性対照群を、各試験におい

て、試料採取時間ごとおよび組織ごとに設ける。陰性対照の動物における各組織および試料

採取時間ごとの% tail DNAは、その動物種について事前に確立された試験施設の背景データ

の範囲内である必要がある（16項を参照）。選択した媒体、投与回数、投与経路のいずれに

よっても有害作用や遺伝毒性作用が誘発されないことを示す背景または公表された対照
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データがない場合は、完全な試験を行う前に予備試験を行い、媒体対照の許容性を確立して

おく。 
 

手順 

 

動物数および性 

 

31. コメットアッセイに関しては、性差をみるための雌動物のデータがほとんどないが、

一般に、他のin vivo遺伝毒性反応は雌雄で同様であるため、雌雄いずれにおいても、ほとん

どの試験を実施できると考えられる。性差（例：全身毒性、代謝、生物学的利用能などにお

ける差など。例として用量設定試験を含む）があることを示すデータがある場合は、雌雄両

性を用いることが推奨される。この場合、例えば、反復投与毒性試験の一部として、雌雄を

用いて試験することが適切である。雌雄を用いる場合は、要因計画を用いるのが適切である。

要因計画を用いるデータの分析方法については、詳細を補遺2に示す。 
 

32. 試験開始時（および習熟度の検証中）の試験群の規模は、雌雄いずれか一方のみを用

いる場合も両性を用いる場合も、1群につき同性の分析可能な個体5匹以上（同時陽性対照群

は、これより少ない個体数、29項参照）で構成することを目標とする。例えば、一部の医薬

品のように被験物質のヒトへの曝露が性特異的な場合、試験は該当する性の個体を用いて行

う。参考のため、典型的な試験の最大動物数は、33項に述べる項目に従って、投与群（3群）、

同時陰性対照群および同時陽性対照群で行う試験（片性5匹/群）では、25～35匹の動物が必

要となる。 
 

投与スケジュール 

 

33. 動物への投与を、2日以上にわたって毎日（すなわち、約24時間おきに2回以上）行い、

試料採取を、最後の投与から2～6時間後に（またはTmax時に）1回行う(12)。長期間にわた

る投与（例：28日間連日投与）での試料採取も許容される。コメットアッセイと赤血球小核

試験の組み合わせの成功例が報告されている(10) (19)。ただし、コメットアッセイのための

組織の試料採取に関わる実施手順については、別の種類の毒性評価のための組織採取の要件

に沿って、慎重に考慮する必要がある。最後の投与から24時間後の試料採取は、一般的な毒

性試験では典型的な操作であるが、コメットアッセイではほとんどの場合、適切ではない（試

料採取時間については、40項を参照）。投与および試料採取を別のスケジュールで行う場合

は、その妥当性を示すこと（補遺3参照）。例えば、複数回の試料採取と組み合わせた単回

投与を行うことはできるが、複数の試料採取時間が必要なため、必要とされる動物数が増す

ことに注意する。ただし、例えば、被験物質の反復投与により、過剰な毒性が誘発される場

合などには、その方が望ましいことがある。 
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34. 本試験をどのような方法で行うにしても、被験物質が陽性反応を示す、陰性反応を示

す場合は、標的組織への曝露または毒性を裏付ける直接的・間接的証拠が示されている、ま

たは、限界用量を投与している場合は、受け入れ可能である（37項参照）。 

 

35. 大用量を投与しやすくするため、被験物質を分割投与、すなわち、1日に2回、間隔を

2～3時間以上開けずに投与する場合もある。このような場合は、最終投与の時間に基づいて、

試料採取のスケジュールを立てる必要がある（40項参照）。 

 

用量段階 

 

36. 用量設定に役立つデータが他の関連試験から得られないために用量設定試験を実施

する場合には、同一試験施設において、主試験で使用するのと同じ動物種、系統、性、投与

法を使用し、用量設定試験を実施するための現行の方法に従って実施する。この試験の目的

は、最大耐量（MTD）を決定することである。最大耐量は、試験期間の長さに相関した軽

微な毒性作用（例：明らかな臨床症状（異常な行動や反応など）、軽度の体重増加抑制、標

的組織に対する細胞毒性）を誘発するが、死亡も、安楽死を必要とする疼痛・苦痛・障害も

認められない用量と定義される。毒性を示さない被験物質の最大用量（限界量）は、投与期

間が14日以上の場合、1000 mg/kg体重/日とし、投与期間が14日未満の場合は、2000 mg/kg

体重/日とする。特別な要件が適用されるある種の被験物質（例：ヒト用医薬品）の場合、

限界量が上記とは異なる場合がある。 
 

37. トキシコキネティクスが飽和を示す物質または長期投与後に曝露量が低下するよう

な解毒過程を誘導する物質は、用量決定基準の例外と考えられ、個別の状況により評価する。 

 

38. 急性および亜急性によるコメットアッセイでは、いずれの場合も、用量相関反応を確

認するために、最大用量（最大耐量、投与可能最大量、最大曝露量、または限界量）に加え

て、試料採取時ごとに適切な間隔（望ましくは公比√10未満）で少なくともさらに2用量選

択する必要がある。ただし、用いた用量段階は、最大用量から毒性をほとんどまたは全く生

じない用量までの範囲を含むことが望ましい。試験したすべての用量で標的組織に対する毒

性が認められた場合は、非毒性用量でさらに試験を実施することが望ましい（54～55項参照）。

用量反応曲線の形をより詳細に調べることを目的とした試験では、投与群を追加する必要が

ある。 
 

投与 

 

39. 試験を計画する際には、ヒトへの曝露が想定される経路を考慮する。したがって、混
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餌、飲水、局所、皮下、静脈内、経口（強制経口投与による）、吸入、気管内、埋植などの

曝露経路から、妥当な経路を選択できる。いずれの経路を選択するにしても、標的組織への

十分な曝露が保証される必要がある。腹腔内投与は、ヒトへの曝露に関連する経路として一

般的ではなく、特別な正当性がある場合（例：研究目的の陽性対照物質あるいは腹腔内投与

する医薬品）にのみ使用すべきであり、一般的には推奨されない。一回の強制経口投与また

は注射により投与が可能な液体の最大容量は、動物の大きさによって異なる。一回の最大容

量は、2 mL/100 g体重が使用できる水溶液の場合を除いて、1 mL/100 g体重を超えてはなら

ない。これを超える容量を使用するには（ただし、動物福祉の法律で認められる場合）、正

当な根拠が必要である。投与する溶液の濃度を調整して、可能な限りすべての用量で体重あ

たりの投与容量が一定になるようにする。 
 

試料採取時間 

 

40. 試料採取時間は、被験物質が標的組織において最大濃度に達し、DNA鎖切断が誘発さ

れるのに必要な時間であり、かつ、DNA鎖切断の除去も修復も細胞死も起こらない時間で

なければならないため、重要な変数である。コメットアッセイで検出されるDNA鎖切断に

至る損傷の中には、持続時間が非常に短いものがある可能性があり、in vitroで試験された少

なくともいくつかの物質について、そのことが示されている(52) (53)。したがって、このよ

うな一過性のDNA損傷が疑われる場合は、試料採取を十分早く（できれば、下記に述べる

推奨時間よりも早く）行うようにして、損傷の消失を減らす措置を取る必要がある。最適な

試料採取時間は、物質または経路によって異なる可能性があり、例えば静脈内投与や吸入曝

露では、組織への急速な曝露が起こる可能性がある。したがって、可能であれば、試料採取

時間は、薬物動態データ（例：最高血漿中または組織中濃度(Cmax)に達する時間(Tmax)あるい

は複数回投与において定常状態に達する時間）に基づいて決定する。薬物動態データがない

場合、遺伝毒性を測定するための適切な妥協案は、2回以上投与するときは最後の投与から

2～6時間後に、また単回投与するときは投与から2～6時間後と16～26時間後の2回、試料採

取を行う。ただし、各個体とも、投与（2回以上投与するときは最後の投与）から剖検まで

の時間が同じになるように注意する。入手可能であれば、標的臓器における毒性作用の発現

に関する情報も、適切な試料採取時間の選択に用いることができる。 
 

観察 

 

41. 動物の健康に関連した一般臨床観察を、1日に少なくとも2回、可能であれば毎日同じ

時刻に投与後の予測される作用のピーク時間を考慮して実施し、記録する(54)。1日に少な

くとも2回、各個体の疾病状況と死亡の有無について観察する。長期の試験の場合は、各個

体とも、体重測定を週に少なくとも1回および試験期間の完了時に実施する。飼料交換時に

毎回、および少なくとも週1回、摂餌量を測定する。被験物質を飲水投与する場合には、飲
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水交換時に毎回、および少なくとも週1回、摂水量を測定する。致死的ではないが、過剰な

毒性が認められる個体は、試験期間の完了前に安楽死させ、通常はコメット分析に用いない。 
 

組織採取 

 

42. 実質的には全ての組織でDNA鎖切断（コメット）の誘発を検討することが可能なため、

採取する組織を選択するための理論的根拠を明確にし、それを当該被験物質についての既存

のADME、遺伝毒性、発がん性、その他の毒性データを考慮した上での試験実施理由に基づ

いている必要がある。考慮すべき重要な要因には、被験物質の投与経路（ヒトへの曝露の可

能性がある経路に基づく）、予測される組織分布と吸収、代謝の役割、および推定される作

用機序などがある。肝臓は、最もよく研究され、かつ最もデータが得られている組織である。

したがって、特に背景情報がない場合や、標的組織が特定されていない場合は、肝臓の試料

採取が妥当と考えられる。これは、肝臓が異物代謝の主要部位であり、親化合物と代謝物の

両方に高濃度で曝露されることが多いためである。場合によっては、直接接触部位（例えば、

被験物質の経口投与における腺胃または十二指腸・空腸、吸入曝露における肺）での検討が、

最も適切である可能性がある。追加または代替組織の選択は、その試験を行っている具体的

な理由に基づいて行う。ただし、試験施設がこれらの組織を扱う習熟度や同時に複数の組織

を扱う能力が示されている場合は、同じ個体の複数の組織で検討するのが有用である。 
 

標本作製 

 

43. 下記の44～49項で述べる手順では、溶液または安定な懸濁液はいずれも、有効期限内

に使用するか、あるいは必要に応じて用時調製することが重要である。また、下記の項にお

いて、(i) 剖検後に各組織を摘出するのにかかる時間、(ii) 各組織を処理して細胞・核の懸

濁液にするのにかかる時間、および (iii) 懸濁液を処理し、スライドを作製するのにかかる

時間は、いずれも重要な変数と考えられ（補遺1の定義参照）、この3つのステップについて

は、方法の確立と習熟度の検証を行っている間に、それぞれの許容できる時間を決定してお

く必要がある。 
 

44. 被験物質の最終投与後、適切な時点で、動物福祉に関する法令と3Rの原則に則って動

物を安楽死させる。選択した組織を摘出して切断し、一部をコメットアッセイ用に採取する。

同時に、標準的な方法に従って、組織の同じ部分から切片を切り出し、病理組織学的分析用

にホルムアルデヒド溶液または適切な固定液に浸ける（55項参照）(12)。コメットアッセイ

用の組織は、ホモジナイズ用緩衝液中に入れ、冷やしたホモジナイズ用緩衝液で十分に洗浄

して残留血液を除去し、次の操作まで、冷却したホモジナイズ用緩衝液中に保存する。肝臓

や腎臓などについては、in situ灌流も可能である。 
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45. 細胞や核の単離の方法について多くの論文が発表されている。これらの方法には、肝

臓や腎臓などの組織の細切、消化管の粘膜表面の剥離、ホモジナイズ、酵素による消化など

がある。JaCVAMバリデーション試験は、単離細胞でしか試験を行っていないため、方法の

確立の観点と、習熟度の検証のためにJaCVAM試験のデータを参照できるという観点から、

単離核よりも単離細胞のほうが望ましい。ただし、単離細胞と単離核のいずれを使用しても、

試験結果に本質的な違いはないことが示されている(8)。また、細胞や核を単離する方法が

異なっても（例：ホモジナイズ、細切、酵素による消化、メッシュ濾過）、同様の結果が得

られている(55)。したがって、単離細胞と単離核のいずれも使用可能である。試験施設は、

組織特異的に単細胞・核を単離する方法について十分な評価と検証を行う必要がある。40

項で述べたように、コメットアッセイで検出できるDNA鎖切断を引き起こす損傷の中には、

持続時間が非常に短いものがある可能性がある(52) (53)。したがって、単細胞・核の懸濁液

を調製するのにどのような方法を用いるにしても、動物を安楽死させた後、可能な限り早く

組織を処理し、損傷の除去を削減できる条件下（例：低温での組織維持）に置くことが重要

である。細胞懸濁液は、使用時まで氷冷保存し、試料間のばらつきを最小限に抑え、かつ適

切な陽性および陰性の対照反応が示されるようにする。 
 

スライド標本の作製 

 

46. スライド標本の作製は、単細胞・核の調製後、できる限り早く（理想的には、1時間

以内）行うことが望ましいが、動物の死亡からスライド標本の作製までの間の温度と時間を、

試験施設の条件下で厳格に管理および検証する必要がある。スライド標本を作製するための

低融点アガロース（通常、0.5～1.0%）に添加する細胞懸濁液の量は、低融点アガロースの

濃度が0.45%より低くならないようにする。適切な細胞密度は、コメット（彗星）の測定に

用いられる画像解析システムによる。 
 

細胞溶解 

 

47. 細胞溶解条件も重要な変数であり、ある種のDNA修飾（特定のDNAアルキル化や塩

基付加体）に起因するDNA鎖切断を妨げる可能性がある。したがって、実験中、すべての

スライド標本について、細胞溶解条件をできる限り一定にすることが推奨される。作製した

スライド標本は、紫外線成分が含まれている可能性のある白色光への曝露をできるだけ抑え

ることのできる照明条件（黄色灯や遮光など）下において、約2～8℃で、冷却した溶解液中

に1時間以上（または一晩）浸漬する。このインキュベーション後、アルカリ巻き戻しに進

む前に、スライド標本を洗浄して残留界面活性剤と塩分を除去する。この操作では、精製水、

中和緩衝液、またはリン酸緩衝液の使用が可能である。電気泳動緩衝液も使用が可能であり、

電気泳動槽をアルカリ条件で維持できる。 
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巻き戻しと電気泳動 

 

48. スライド標本の表面が完全に覆われるように（覆う深さも、泳動間で一致しているこ

と）、電気泳動液を十分に満たしたサブマリン型電気泳動装置のプラットフォーム上にスラ

イド標本をランダムに置く。サブマリン型以外のコメットアッセイ用電気泳動装置で、能動

冷却・循環、大容量電源を備えたものは、覆う溶液の高さが高くなるので、電圧を一定に保

つために電流が大きくなる。電気泳動槽内の傾向や周辺効果の影響を軽減し、かつ、バッチ

間のばらつきを最小限に抑えるため、バランスを考えて電気泳動槽にスライド標本を配置す

る。すなわち、電気泳動実施毎に、各動物のスライド標本が同数含まれ、かつ、異なる用量

群、陰性対照、および陽性対照から採取した試料が含まれるように配置する。スライド標本

は、DNAを巻き戻すために少なくとも20分間放置してから、電気泳動にかける。電気泳動

は、コメットアッセイの感度と定量範囲が最大限となる（すなわち、陰性対照および陽性対

照の% tail DNAが許容レベルで、感度が最大限となる）管理された条件下で行う。DNAの移

動度は、電気泳動時間とも電位（V/cm）とも直線的相関関係がある。JaCVAM試験に基づ

くと、0.7 V/cmで少なくとも20分間の電気泳動を実施する。電気泳動時間は重要な変数と考

えられ、定量範囲が最適化されるように、電気泳動時間を設定する。電気泳動時間を長くす

ると（感度を最大にする場合は30～40分）、通常は、既知の変異原に対する陽性反応が強く

なる。ただし、泳動時間を長くすると、対照試料において過剰な移動も引き起こされる。い

ずれの実験においても、電圧は一定に保ち、電圧以外のパラメータもばらつきを小さくして

指定範囲内とする（例えば、JaCVAM試験では、0.7 V/cmで開始時電流300 mAであった）。

緩衝液の深さは、必要条件を満たすように調整し、泳動時間中維持する必要がある。電気泳

動の開始時および終了時の電流を記録しておく。したがって、最適条件の決定は、試験施設

が検討を行う各組織の取扱いに習熟することを検証する最初の段階で行う。電気泳動液の温

度は、巻き戻しおよび電気泳動時間中、低温（通常は2～10℃）で維持する (10)。巻き戻し

の開始時、電気泳動の開始時および終了時の温度を記録する。 
 

49. 電気泳動の完了後、スライド標本の浸漬/洗浄を中和緩衝液中で少なくとも5分間行う。

ゲルを染色し、「新鮮」（例：1～2日以内）なうち、あるいは後で（例：染色後1～2週間以

内）計測するために脱水することもできる(56)。ただし、条件は、習熟度の確認中に検討し、

検討条件ごとに背景データを分けて収集・保持する。後者の場合、スライド標本を無水エタ

ノール中に少なくとも5分間浸漬して脱水し、風乾後、計測まで室温または容器に入れて冷

蔵庫内で保存する。 
 

測定法 

 

50. 自動または半自動画像解析装置を用いて、コメットを定量的に計測する。スライド標

本は、適切な蛍光染色液（SYBR Gold、Green I、ヨウ化プロピジウム、臭化エチジウムなど）
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で染色し、落射蛍光装置と適切な検出器またはデジタル（例：CCD）カメラを備えた顕微

鏡を用いて適切な倍率（例：200倍）で測定する。 

 

51. 細胞は、コメット像のアトラス(57)に従って3種類、すなわち計測に値する（scorable）、

計測に値しない（non-scorable）、「ヘッジホッグ」に分類される（詳細については、56項

を参照）。アーチファクトを避けるため、計測に値する細胞（隣接している細胞と干渉せず

に、ヘッドとテールが明確に定められる）のみを、% tail DNAの計測に用いる。計測に値し

ない細胞については、頻度を報告する必要はない。ヘッジホッグの頻度は、1試料につき少

なくとも150細胞の目視計測（ヘッジホッグは明確に定められるヘッドが存在せず、画像解

析による検出が容易ではないため）に基づき算出し（詳細については、56項を参照）、別途

記載する。 
 

52. 解析用のすべてのスライド標本は、陽性対照と陰性対照のスライド標本も含めて、個

別にコード化し、処理条件がわからないように盲検下で計測する。試料ごとに（各動物の各

組織当たり）少なくとも150細胞（ヘッジホッグを除く、56項参照）を解析する。Smithら(5)

の分析によると、1用量につき動物5匹以上を用い（同時陽性対照群は、これより少ない動物

数。29項を参照）、1匹につき150細胞を計測すれば、十分な統計学的検出力が得られる。ス

ライド標本を用いる場合は、1群につき5匹を用い、1試料につき2枚または3枚のスライド標

本を計測すればよい。スライド標本の観察は、テールの重なりのない密度の場所数箇所で行

う。スライド標本の辺縁での計測は避ける。 
 

53. コメットアッセイにおけるDNA鎖切断は、% tail DNA、tail length、tail momentなどの

独立した指標によって測定できる。適切な画像解析装置を使用すれば、これらはいずれも測

定が可能である。ただし、% tail DNA（別称% tail intensity）は、結果の評価および解釈に使

用することが推奨されており(12) (40) (41) (42)、テールにおけるDNA断片の輝度によって求

められ、当該細胞の全輝度に対する割合として表示される (13)。 
 

組織損傷と細胞毒性 

 

54. コメットアッセイにおける陽性の結果は、遺伝毒性だけに起因するものではない可能

性があり、標的組織の毒性も、DNA移動度が増加する原因となることがある(12) (41)。逆に、

既知の遺伝毒性物質においては、弱いまたは中等度の細胞毒性が認められる場合が多く(12)、

コメットアッセイのみでは、DNAの移動が遺伝毒性によって誘発されたものであるのか、

細胞毒性によって誘発されたものであるのかの区別が不可能である。ただし、DNA移動度

の増加が認められた場合は、結果の解釈に役立つため、1つ以上の細胞毒性指標の検討を行

うことが推奨される。細胞毒性の明らかな証拠がある場合、DNA移動度の増加は、慎重に

解釈しなければならない。 
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55. 多くの細胞毒性指標が提案されており、とりわけ病理組織学的変化は組織への毒性を

示す適切な指標と考えられる。炎症、細胞浸潤、アポトーシス性変化、壊死性変化などの所

見は、DNA移動度の増加と関連しているが、JaCVAMバリデーション試験 (12) によって示

されたように、DNA移動度の増加と必ず関連している病理組織学的変化の決定的なリスト

は得られていない。生化学検査値（例：AST、ALT）の変化からも、組織損傷について有用

な情報が得られる可能性があり、また、カスパーゼ活性、TUNEL染色、Annexin V染色など

の付加的な指標も考慮に入れてよい。ただし、後者の指標をin vivo試験に適用した発表デー

タは限られており、他の指標よりも信頼性で劣る可能性がある。 
 

56. ヘッジホッグ（またはcloud、ghost細胞）とは、小さい（または存在しない）ヘッド

と拡散した大きなテールからなる顕微鏡画像を示す細胞である。重大な損傷を受けた細胞で

あると考えられるが、ヘッジホッグの原因は不明である（補遺3参照）。ヘッジホッグの出

現が認められれば、画像解析による% tail DNA測定値は信頼できず、したがってヘッジホッ

グの評価は別に行う必要がある。ヘッジホッグの出現を記録および報告する必要があり、被

験物質に起因すると考えられる意味のある増加があれば、注意して検討し、解釈すべきであ

る。被験物質の作用機序に関する知見が、そのような解釈の際に役立つ可能性がある。 

 

データおよび報告 

 

結果の処理 

 

57. 動物を実験単位とし、個体ごとのデータと要約した結果の両方を表形式で示す。デー

タは階層的性質を有するため、スライド標本ごとに% tail DNAの中央値を算出し、個体ごと

に% tail DNAの中央値の平均値を算出し，個体の平均値とすることを推奨する(12)。各個体

の平均値から群ごとに平均値を算出し、群の平均値とする。報告書には、これらの値をすべ

て含める。科学的かつ統計学的妥当性を示すことができれば、他の方法（53項参照）を用い

てもよい。統計解析は、さまざまな方法(58) (59) (60) (61)で行うことができる。これらの参

考文献で述べられているように、使用する統計学的方法を選択する時は、細胞測定値がゼロ

である場合の影響を軽減するために、データの変換（例：対数変換、平方根変換）や小さい

数（例：0.001）を全ての値に（ゼロでない値にも）加算する必要性について考慮する。雌

雄両性を用いる場合の、性差の分析についての詳細、および差が認められた場合または認め

られない場合に続けて行うデータの解析は、補遺2に示す。毒性および臨床所見に関するデー

タも報告する。 
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許容基準 

 

58. 試験の許容基準は、下記に基づく。 

a. 同時陰性対照は、16項で述べたように、試験施設の陰性対照背景データベースに追

加できるとみなせること。 
b. 同時陽性対照（29項参照）が、陽性対照背景データベースと一致するものであり、

同時陰性対照と比較して統計学的に有意に増加していること。 
c. 適切な細胞数および用量数を分析していること（50項、36～38項参照）。 

d. 最高用量の選択基準が、36項に述べたものと一致していること。 

 

結果の評価と解釈 

 

59. すべての許容基準が満たされ、以下に該当する場合は、被験物質は明らかに陽性と判

定される。 

a) 少なくとも1用量で、同時陰性対照と比較して統計学的に有意な増加を示しており、 
b) この増加を適切な傾向検定で評価した場合に、用量依存性がみられ、 
c) 当該結果は、実施した動物種、媒体、投与経路、組織および投与回数での陰性対照

背景データの分布外である。 

上記の許容基準をすべて満たす被験物質は、本試験系で検討した組織においてDNA鎖切断

の誘発能があると考える。上記基準のうち1つまたは2つしか満たさない場合には、62項を参

照のこと。 
 

60. すべての許容基準が満たされ、以下に該当する場合は、被験物質は明らかに陰性と判

定される。 

a) いずれの試験用量でも、同時陰性対照と比較して統計学的に有意な増加を認めず、 
b) 適切な傾向検定で評価した場合、用量依存性の増加が認められず、 
c) すべての結果が、実施した動物種、媒体、投与経路、組織、および投与回数での陰

性対照背景データの分布内にあり、 
d) 標的組織への曝露や標的組織に対する毒性を裏付ける直接的または間接的証拠が示

されている。 
このような場合、被験物質は、本試験系で検討した組織においてDNA鎖切断の誘発能がな

いと考える。 

 

61. 明らかな陽性反応または明らかな陰性反応の場合、その結果を確認する必要はない。 

 

62. 反応が明確な陰性でも陽性でもない（すなわち、59項あるいは60項に挙げた基準をす

べて満たしているわけではない）場合に、結果の生物学的妥当性を明確にするには、専門家
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による試験データの判定やこれまでに完了した試験のさらに詳細な分析により評価する必

要がある。追加の細胞計測（適切な場合）あるいは、場合によっては実験条件を最適化して

（例：用量間隔、他の投与経路、他の試料採取時間、他の組織）再試験を行うことが、有用

である。 

 

63. まれに、より詳細な検討を行っても、被験物質が陽性、陰性のいずれか結論を出せず、

したがって、試験の結論が不明確（equivocal）とされる場合がある。 

 

64. 陽性または不明確な結果の生物学的妥当性を評価するには、標的組織における細胞毒

性に関する情報が必要である（54～55項参照）。陽性または不明確な結果が、明らかな細胞

毒性の証拠がある場合にのみ認められる場合は、最終的な結論を裏付けるのに十分な情報が

ない限り、その試験は、遺伝毒性について不明確と結論される。試験結果が陰性で、試験し

たいずれの用量でも細胞毒性徴候が認められた場合、追加試験を非毒性用量で行うことが望

ましい。 
 

試験報告書 

 

65. 試験報告書には以下の情報を含める。 

 

被験物質： 

－ 供給元、入手可能であればロット番号 

－ 既知であれば、被験物質の安定性、使用期限あるいは再分析日 

 

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 

－ 化学的識別情報、例えば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同定など 

 

多成分物質、UVCB [Substances of Unknown or Variable composition, Complex reaction products 

or Biological materials]物質、混合物： 

－ 構成成分の化学的特定名（上記参照）、含有量および関連のある物理化学的性質によ

るできる限りの特徴付け 

 

溶媒／媒体： 

－ 溶媒／媒体の選択理由 

－ 既知であれば、溶媒／媒体中の被験物質の溶解性および安定性 

－ 投与液の調製法 
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－ 投与液の分析結果（例：安定性、均一性、目標濃度） 

 

供試動物： 

－ 使用した動物種／系統および選択の科学的かつ倫理的妥当性 

－ 動物数、週齢、性 

－ 供給元、飼育条件、飼料、エンリッチメントなど 

－ 試験の開始時と終了時における各個体の体重（群ごとの体重の範囲、平均値、標準偏

差を含む） 

 

試験条件： 

－ 陽性対照および陰性（溶媒）対照のデータ 

－ 用量設定試験の結果（実施した場合） 

－ 用量設定の理論的根拠 

－ 被験物質調製の詳細 

－ 被験物質投与の詳細 

－ 投与経路選択の理論的根拠 

－ 注射部位（皮下投与試験または静脈内投与試験の場合） 

－ 試料調製の方法、利用可能な場合、特にコメットアッセイで陽性反応が認められた物

質では、病理組織学的分析の方法 

－ 組織選択の理論的根拠 

－ 陰性の結果が得られた場合、被験物質が標的組織に達したことまたは全身循環の確認

方法 

－ 該当する場合、飼料／飲水中の被験物質濃度（ppm）と摂餌量／摂水量から算出した

実際の用量（mg/kg体重/日） 

－ 飼料および飲水の品質についての詳細 

－ 処理および試料採取のスケジュールについての詳細な記述と、選択の妥当性（可能で

あれば、トキシコキネティクスのデータなど） 

－ 鎮痛・無痛の方法 

－ 安楽死の方法 

－ 組織の分離と保存の方法 

－ 単細胞・核の懸濁液を調製する方法 

－ 各試薬の供給元およびロット番号（可能な場合） 

－ 細胞毒性の評価の方法 

－ 電気泳動の条件 

－ 用いた染色法 

－ コメットの計測方法 
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結果： 

－ 個々の実験動物について試験前と試験期間中に一般状態観察を行った場合は、その結

果 

－ 実施した場合は、細胞毒性の証拠 

－ 試験の投与期間が1週間を超える場合：試験中の各個体の体重（各群の体重の範囲、

平均値、標準偏差を含む）；摂餌量 
－ 該当する場合、用量反応関係 

－ 組織・個体ごとの、% tail DNA（または他の評価基準 (選択した場合)）、スライド標

本ごとの中央値、動物ごとの平均値、群ごとの平均値 

－ 評価した組織ごとの範囲、平均値・中央値、標準偏差を伴う、同時および陰性対照の

背景データ 

－ 同時および陽性対照の背景データ 

－ 肝臓以外の組織の場合、陽性対照を用いた用量反応曲線。これは、習熟度の検証中に

収集したデータから作成することが可能であり（16～17項参照）、現時点での参考文

献の引用とともに、その組織における対照に対する反応の大きさとばらつきの妥当性

を示す。 
－ 用いた統計解析および方法 

－ 反応を陽性、陰性、または不明確と判定する際の基準 

－ 各群および動物1匹あたりのヘッジホッグの出現頻度 

 

結果の考察 

 
結論 

 
文献 
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補遺 1 

 

用語の定義 

 

アルカリ単細胞ゲル電気泳動：初期のDNA損傷を個々の細胞/核のレベルで検出するための

高感度な手法。 
 

コメット：核様体が1つの電気泳動電場をかけられた後にとる形。コメット（彗星）に似て

いるため、こう呼ばれる。ヘッド（head、頭）の部分は核であり、テール（tail、尾）の部

分は電場内で核から移動したDNAで構成されている。 

 

重要な変数・パラメータ：プロトコールの変数のうち、小さな変更がコメットアッセイの結

論に大きな影響を与え得るもの。重要な変数は、組織特異的である可能性がある。重要な変

数の変更は、特に試験内では、その変更によってアッセイの反応（例えば、陽性および陰性

対照の強さやばらつきによって示されるような反応）がどのように変化するかを考慮せずに

行わないこと。試験報告書には、試験中および試験施設の標準プロトコールと比較して実施

した重要な変数の変更を一覧表示し、それぞれの変更の妥当性を示す。 
 

tail intensity または% tail DNA：コメットの全輝度（ヘッド＋テール）に対するテールの輝度

の割合に相当する。DNA 切断の量を反映し、百分率（%）で示す。 
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補遺2 

 

In vivoコメットアッセイにおいて性差を特定するための要因計画 

 

要因計画およびその解析 

 

1. 要因計画においては、各濃度で雌雄各5匹以上を試験するため、最低40匹（雌雄各20

匹+関連する陽性対照）を使用するデザインとなる。 

 

2. ここで述べる要因計画は，単純な要因分析法の一つであり、主効果として性別と濃度

を用いた二元配置分散分析法である。データの分析には、統計ソフトウェアRだけでなく、

多くの標準的な統計ソフトウェアパッケージ（SPSS、SAS、STATA、Genstatなど）も用い

ることができる。 

 

3. 分析では、データセットのばらつきを、性別間のばらつき、濃度間のばらつき、およ

び性別と濃度間の相互作用に関連するばらつきに分割する。同濃度・同性別の複数動物間の

ばらつきの推定値に対して、各項を検定する。基本的な方法論については、多くの標準的な

統計学の教科書（参考文献を参照）や統計ソフトウェアパッケージに搭載されている「ヘル

プ」を参照されたい。 
 

4. まず、分散分析（ANOVA）表1の性別×濃度の交互作用項を調べる。有意な交互作用

項がない場合は、雌雄または全濃度レベルを通した総数値を用いて、分散分析のプールした

群内のばらつきに基づき、用量間の有効な統計学的検定を行うことができる。 

 

5. 次に、濃度間のばらつきの推定値を分割して、全濃度にわたる反応の線形対比および

二次対比の検定を行う。性別×濃度の交互作用が有意である場合は、この項も、線形×性別

および二次×性別の交互作用の対比に分割できる。これらの項を用いると、濃度反応は雌雄

で同じ傾向があるか、あるいは雌雄間で異なる反応があるかについて検定が行える。 
 

6. 群内にプールしたばらつきの推定値は、平均値の差のペアワイズ検定に用いることが

できる。これらの比較は、陰性対照群との比較のように雌雄間や各濃度間でその平均値で行

うことができる。有意な交互作用が認められた場合、片性の各濃度間あるいは同一濃度の雌

雄間の平均値を比較することができる。 

1 一般線形モデル（general linear model：GLMs）を用いるなどのモデル化法を採用する統計専門家は、当該

手法とは異なるが同等の方法で分析を進めることもある。この方法は、コンピュータの無い時代に開発さ

れた統計値を計算するためのアルゴリズム法に遡る従来の分散分析表を常に求めるとは限らない。 
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補遺3 

 
現時点における本試験法の限界 

 

現状の知見により、in vivoコメットアッセイにはいくつかの限界が伴う。規制上の安全性に

関する問題に応えるべく、本試験を適用してより多くの経験を積み、これらの限界が減るこ

とや、その定義が狭まることが期待される。 
 

1. DNA損傷の種類によっては存続時間が短く、修復が速すぎて最後の投与から24時間

以上経過すると認められなくなるものもある。存続時間の短いDNA損傷については、

その種類や引き起こす可能性のある物質を特定することのできるリストがなく、ま

た、検出可能な時間についてもわかっていない。最適な試料採取時間も物質または

経路特異的である可能性があり、試料採取時間は、動態データ（例えば、Tmax (最高

血漿中または組織中濃度に達する時間)）が得られるのであれば、そのデータから決

定すべきである。本ガイドラインを裏付けるほとんどのバリデーション試験では、

剖検は最終投与から2または3時間後と明記されている。また、公表文献のほとんど

の試験では、最終投与は屠殺の2～6時間前と記述されている。したがって、本試験

ガイドラインでは、これらの経験を根拠として、最終投与は、特段の断りのない限

り剖検の2～6時間前の特定の時点に行うことを推奨する。 
 

2. 短命なDNA損傷の検出について、本試験の感度を調べた試験データで、混餌投与や

飲水投与後と強制経口投与後で比較したものは確認できなかった。DNA損傷は混

餌・飲水投与の後でも検出されているが、その報告は、強制経口や腹腔内投与の経

験がはるかに多いのに比べると、相対的に少ない。したがって、存続時間の短いDNA

損傷を誘発する物質を混餌または飲水投与した場合、本試験法の感度は低下する可

能性がある。 
 

3. 施設間試験で、肝臓および胃以外の組織を用いて実施されたものがないため、肝臓

以外の組織で感度良くかつ再現性のある反応を得る方法に関する推奨事項（陽性対

照および陰性対照の範囲など）は確立されていない。肝臓の場合、陰性対照値の下

限を設けることについても、意見の一致が得られていない。 

 

4. In vitroでの細胞毒性の交絡影響を証明する発表はいくつかあるが、in vivoでのデー

タで発表されたものがほとんどないため、細胞毒性の基準として1つだけを推奨する

ことはできない。炎症、細胞浸潤、アポトーシス性変化、壊死性変化などの病理組

織学的変化は、DNA移動度の増加に関与しているが、JaCVAMバリデーション試験

（OECD、2014）で証明されたとおり、これらの変化は必ずしも陽性のコメットアッ
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セイ結果をもたらすわけではなく、DNA移動度の増加に必ず関与している病理組織

学的変化の決定的なリストも得られていない。細胞毒性の指標として、以前にヘッ

ジホッグ（またはcloud、ghost細胞）が提案されているが、ヘッジホッグの原因は不

明である。ヘッジホッグの原因が、物質依存性の細胞毒性や、試料調製中に始まる

機械的・酵素誘発性損傷（Guerardら、2014）や被験物質の遺伝毒性のより極端な影

響である可能性を示唆するデータがある。他のデータでは、ヘッジホッグは、広範

囲におよぶおそらく修復可能なDNA損傷によるものであることが示されている

（Lorenzoら、2013）。 
 

5. 後の分析のために、組織または細胞核を凍結することに成功している。凍結により、

通常は、媒体対照と陽性対照に対する反応に測定可能な影響がもたらされる（Recio

ら、2010：Recioら、2012：Jacksonら、2013）。凍結した組織や細胞核を使用する場

合、試験施設は、凍結方法の適用性を確認し、媒体処理群の標的組織における% tail 

DNAが許容可能な低い範囲にあることおよび陽性反応の検出がまだ可能であるこ

とを確認する必要がある。参考文献には、組織の凍結方法としてさまざまなものが

記述されている。ただし、組織を凍結・解凍するための最良の方法と、反応の潜在

的な変化が本試験の感受性に影響を及ぼすかどうかを評価するための方法について、

現在のところ、合意は得られていない。 
 

6. 近年の研究によると、重要な変数のリストは引き続き短縮され、重要な変数に関す

るパラメータはより正確に定義されるようになることが期待される（Guerardら、

2014）。 
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