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1．はじめに
OECD（Organization for Economic Co-operation and 

Development）試験ガイドラインは，化学物質や，その
混合物の物理化学的性質，生態系への影響，生物分解及
び生物濃縮，ならびにヒト健康影響などに関する知見
を得るための国際的に合意された試験方法であり，国
を超えた試験機関でも同じように試験が実施できるよう
にデザインされている．その試験結果はMAD（Mutual 
Acceptance of Data：データの相互受理）が原則であり，
これにより，他国にて規制目的で作成された試験データ

であれば，OECD加盟国にデータの受け入れを求めるこ
とができる．MADにより，不要な試験の重複が避けら
れ，貿易の円滑化を促進することができる．世界経済の
発展に伴い，新規開発化学物質の数が大幅に増加してい
る今日，OECD試験ガイドラインの役割はますます重要
となっている．

欧州の「化学物質の登録・評価・認可・制限に関する
規則（REACH）」においては，既に商業化されてはい
るが，ヒトへの安全性が確認されていない数多くの化学
物質について試験を実施するよう求められている．その
結果，試験結果の信頼性を損なわない上で，迅速，且つ
効率的な試験法が求められている．また，規制当局の多
くは，毒性試験における動物利用を削減することを要求
している．人道的な動物実験の基本原則（Reduce［使
用動物数の削減］，Refine［苦痛の軽減］，Replace［代
替法の活用］の3R）に則り，実験動物個体を用いるin 
vivo 試験は，可能な限り少なくすることが推奨されてい
る．動物利用の大幅な削減を推進するためには，新たな
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in vitro，in silico 試験法の開発や改良，3Rを目指したin 
vivo 試験の改良，効率的な試験デザインの開発，新たな
試験結果の評価法の開発などが重要である．OECDにお
いても，これら現状の問題に対応した新たな試験法の開
発のためのプログラムや，評価スキームを構築している．
AOP（Adverse Outcome Pathway）をベースとした毒
性に関する情報の構築と，この情報を基にした試験法の
組み合わせ（IATA: Integrated Approaches to Testing 
and Assessment）は，その一つである1)．

遺伝毒性に関与するOECD試験ガイドラインに関し
ては，1983年に「細菌復帰突然変異試験（TG471/472）」，

「哺乳類のin vitro 染色体異常試験（TG473）」，「哺乳類
赤血球小核試験（TG474）」が初めてガイドライン化さ
れて以降，今日までに20の試験ガイドラインが開発さ
れてきた．ヒト健康影響に関するOECD試験ガイドラ
インは約80存在することから，他の毒性エンドポイン
トと比較してその数は多い．遺伝毒性試験が多く存在す
る理由は，試験に用いる生物種が，細菌，酵母，昆虫，
哺乳類細胞，動物個体と多岐にわたること，ゲノム研究
や，遺伝毒性に関与するDNA損傷や修復機構の研究の
進歩により，それら研究成果に基づく新たな試験系の開
発が常に報告されていることにある．最近では2011年に，

「トランスジェニックげっ歯類の体細胞および生殖細胞
を用いた遺伝子突然変異試験（TG488）」，2014年に「In 
vivo 哺乳類アルカリコメットアッセイ（TG489）」が開
発された．一方，開発された試験法が汎用され，経験が
蓄積するとともに，その試験法の特徴，長所，短所も明
らかになり，問題点が露呈してきている．たとえば，「哺
乳類のin vitro 染色体異常試験（TG473）」は発がん物質
を陽性と判定する能力（感度）は高いが，非発がん物質
を陰性と判定する能力（特異性）は低く，偽陽性を引き
起こしやすい2)．そのため，このin vitro 試験陽性のフォ
ローアップとしてin vivo 試験がしばしば要求される．
このことは先のOECDが目指す試験法のあり方と相反
するものである．偽陽性の問題は，他のin vitro 試験で
も多く見られる．非生理的な条件下（高濃度，強い細胞
毒性，低pH等）は偽陽性を引き起こし易く，試験条件
の変更が必要である 3)．また，2000年代後半から遺伝毒
性試験の役割も変化し，これまでのハザードの同定から，
リスク評価への利用が求められてきた．このため，試験
結果の解釈も複雑化，高度化している．

このような状況から，2010年3月に開催されたOECD
試験ガイドラインに関するナショナルコーディネーター
会合（WNT）において，存在するすべてのOECD遺伝
毒性試験ガイドラインを検証し，各試験ガイドラインの
廃止または改訂，もしくは新規試験ガイドラインを作成
することが決定された．これを受け2011年よりOECD

加盟国の遺伝毒性専門家による作業部会が組織され，上
記の問題に取り組んだ．最終的には2013-2015年にほと
んどの遺伝毒性試験ガイドラインが改訂された．本稿で
はこれらOECD遺伝毒性試験ガイドラインの改訂の中
で化学物質の規制目的として本邦で汎用されている以下
の5つの試験を中心に，その改訂点について詳細を述べ
る．

⃝ 哺乳類細胞を用いたin vitro 染色体異常試験
（TG473）4)

⃝哺乳類赤血球小核試験（TG474）5)

⃝哺乳類骨髄染色体異常試験（TG475）6)

⃝哺乳類細胞を用いたin vitro小核試験（TG487）7)

⃝ チミジンキナーゼ遺伝子を用いる哺乳類細胞のin 
vitro 遺伝子突然変異試験（TG490）8)

尚，本総説は日本動物実験代替法評価センター
（JaCVAM）で議論された「遺伝毒性試験評価書のあり
方」の資料を基に，JaCVAM運営委員会の勧めにより
作成した．

2．OECD遺伝毒性試験ガイドラインの状況
各種試験ガイドラインの現在の状況を表1に要約した．

1997年の試験ガイドラインの改訂以降，新たな試験ガイ
ドラインとして2010年に「哺乳類細胞を用いたin vitro
小核試験（TG487）」，2011年に「トランスジェニックげっ
歯類の体細胞および生殖細胞を用いた遺伝子突然変異試
験（TG488）」，2014年に「in vivo 哺乳類アルカリコメッ
トアッセイ（TG489）」，そして2015年に「TK 遺伝子を
用いたin vitro 遺伝子突然変異試験（TG490）」が承認さ
れた．TG490が承認されたことにより，TG476は改訂
され，「Hprt 遺伝子およびxprt 遺伝子を用いたin vitro
遺伝子突然変異試験」のみがその対象となった．

OECD加盟国の化学物質の規制に関連する試験として
は稀にしか用いられないこと，また同様のエンドポイン
トを持ち，簡便で良好な試験成績を示す新規試験が代替
可能であることから，削除することが決まった試験ガイ
ドラインもある．削除された試験ガイドラインは，「ショ
ウジョウバエを用いる伴性劣性致死試験（TG477）」，「出
芽酵母を用いる遺伝子突然変異試験（TG480）」，「出芽
酵母を用いる体細胞組み換え試験（TG481）」，「DNA
傷害および修復／哺乳動物細胞を用いるin vitro 不定
期DNA合成試験（TG482）」，「マウススポットテスト

（TG484）」，および「哺乳動物細胞を用いるin vitro 姉妹
染色分体交換試験（TG479）」である．これら試験に関
しては精通する専門家が少なくなってきているため，現
実的にはガイドラインの改訂が困難であった．削除され
た試験ガイドラインの試験は，通常新規に実施する試験
に用いられるべきではない．ただし，これらの削除され
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た試験ガイドラインによって行われたこれまでの試験成
績は，今でも規制上の判断に用いることが可能である．

さらに，最近では利用範囲が限定されているため，一
部の規制当局から好まれなくなった試験として「マウ
ス転座試験（TG485）」，「in vivo 不定期DNA合成試験

（TG486）」がある．これらの試験はいずれも削除基準の
ほとんどを満たすものの，規制上の有用性が引き続き
認められると考えられることから，当該試験ガイドラ
インにおいては削除も更新もなされないことが決まっ
た．さらにこの一連の改訂では，「細菌復帰突然変異試
験（TG471）」については更新しないことも決まった．

現在のOECD遺伝毒性試験ガイドラインの日本語翻
訳版は，他のヒト健康影響に関するガイドラインも含め
て国立医薬品食品衛生研究所のホームページ（http://
www.nihs.go.jp/hse/chem-info/oecdindex.html）で入手
することができる．

3．遺伝毒性試験ガイドライン共通の変更点（TG473，
TG474，TG475，TG487，TG490）
「試験施設の習熟度」，「陰性対照の背景データベース」

および「試験の許容基準」に関する項目が新たに追加さ
れ，「結果の評価および解釈」および「分析（計数細胞数）」
の項目が大きく変更された．

3.1.  試験施設の習熟度
OECD遺伝毒性試験ガイドラインの改訂版には，試

験施設の習熟度の実証に関する要件が含まれている．動
物の使用が制約されている3Rを考慮すると，試験施設
の習熟度の証明に関する推奨事項は，in vitro 試験，体
細胞を用いたin vivo 試験，および生殖細胞を用いたin 
vivo 試験で異なる．陽性対照および陰性対照の両方の背
景データベースを構築することによって既に十分な習熟
度をもつ経験の豊富な試験施設には，推奨されている方

表 1　OECD遺伝毒性試験ガイドラインの現状

No. 表題 採択年 改訂年 削除年
最近改訂された試験ガイドライン

473 哺乳類のin vitro 染色体異常試験 1983 1997/2014
474 哺乳類赤血球小核試験 1983 1997/2014
475 哺乳類骨髄染色体異常試験 1984 1997/2014
476 Hprt 遺伝子とxprt 遺伝子を用いる哺乳類細胞のin vitro 遺伝

子突然変異試験
1984 1997/2015

478 げっ歯類を用いる優性致死試験 1984 2015
483 哺乳類の精原細胞を用いる染色体異常試験 1986 1997/2015

最近追加された試験ガイドライン
487 哺乳類細胞を用いたin vitro 小核試験 2010 2014
488 トランスジェニックげっ歯類の体細胞および生殖細胞を用い

た遺伝子突然変異試験
2011 2013

489 In vivo 哺乳類アルカリコメットアッセイ 2014
490 TK 遺伝子を用いた哺乳類細胞のin vitro 遺伝子突然変異試験 2015

保管�(Archived)・削除された試験ガイドライン
472 大腸菌復帰変異試験 1983 1997
477 ショウジョウバエを用いる伴性劣性致死試験 1984 2014
479 哺乳動物細胞を用いるin vitro 姉妹染色分体交換試験 1986 2014
480 出芽酵母を用いる遺伝子突然変異試験 1986 2014
481 出芽酵母を用いる体細胞組み換え試験 1986 2014
482 DNA傷害及び修復／哺乳動物細胞を用いるin vitro 不定期

DNA合成試験
1986 2014

484 マウススポットテスト 1986 2014
削除・更新が見送られたガイドライン

471 細菌復帰突然変異試験 1983 1997
485 マウス転座試験 1986
486 哺乳類肝細胞を用いるin vitro 不定期DNA合成試験 1997
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法は適用する必要がない．また，新しい試験ガイドライ
ンでは，最初および経時的な習熟度証明の一環として，
背景データベースの評価に品質管理図を利用することが
推奨されている．

3.2.  陰性対照の背景データベース
作業部会では，陰性対照背景データの範囲を統一的な

数値で管理することは適切では無いとしたが，試験施設
は，陽性対照および陰性（無処理，溶媒）対照について，
その背景データの範囲および分布を確立しておく必要が
あるとされた．最初に陰性対照の背景分布データを得る
場合は，公表されている陰性対照データと同一試験内陰
性対照のデータが一致している必要があり，陰性対照の
分布に追加する同一試験内陰性対照は，理想的には，ポ
アソン分布に基づく95%管理限界内にあることが望まし
い．陰性対照の背景データベースは，最低10回の実験
によって，可能であれば少なくとも20試験によって構
築する．試験施設は，管理図などの品質管理の方法を用
いて，陽性・陰性の両対照データが「管理下にある」こ
とを示す必要があり，また，実験プロトコールに変更に
よる既存の対照背景データベースのデータとの重大な不
一致があった場合には，新たに対照の背景データベース
を構築する．

なお，95%管理限界については，不必要に試験が適応
できなくなることや，背景データベースの範囲が狭くな
ることを避けるため，ある程度の柔軟性が認められてい
る．陰性対照背景データベースを構築する際は，既報の
文献と矛盾しない限り，試験の結果を却下すべきではな
い．背景データベースの構築に当たり，in vivo 試験ガ
イドライン，特に生殖細胞を用いる試験については，必
ずしも20試験の実施を適用しないこととした．陰性対
照背景データベースの再確立にあたって，何を試験条件
の重大な変化とみなすかという判定は，試験実施機関の
判断に任せることとした．

3.3.  試験の許容基準
試験が許容できるかどうか，すなわち試験が成立し，

データを評価することができるためには，以下の基準を
満たす必要があるとした．

⃝ 同一試験内陰性対照が，試験施設の陰性対照の背景
データベースに追加してもよいと考えられるか，文
献上の最頻値（試験によって異なる）と一致してい
る．

⃝ 同一試験内陽性対照が，試験施設の陽性対照の背景
データベースで得られる反応に一致し，同一試験内
陰性対照と比較して統計学的に有意に増加してい
る．

⃝  Ｉn vitro 試験の場合，いずれか1つの実験条件で明
らかな陽性結果が得られていない限り，実験条件す
べてで（推奨する処理時間で，代謝活性化の存在下
および非存在下において）試験を実施している．

⃝ 処理した個体数・細胞数が適切であり，実験期間中
を通じて生存していた，または計数した（各試験に
応じる）．

⃝ 適切な用量・濃度域が含まれた適切な用量・濃度で
分析可能である．

⃝ 最高用量・濃度の設定基準が，各試験ガイドライン
の記載と一致している．

上記の基準とは別に，マウスリンフォーマ試験（MLA; 
TG490）の許容基準については，MLA専門家がいくつ
かの陰性対照データのパラメータについて評価を行い，
その結果に基づいて個別に定義している9,10)．

3.4.  結果の評価および解釈
試験許容基準がすべて満たされ，以下に該当する要件

を全て満たした（in vitro 試験では，検討した実験条件
のいずれかで以下の結果を示す）場合，被験物質は明確
に陽性であると結論できる．

⃝ 少なくとも1つの投与群（試験濃度）で，同一試験
内陰性対照と比較して統計学的に有意な増加が認め
られる．

⃝ 適切な傾向検定で，用量依存性の増加が認められる．
⃝ 当該結果は陰性対照の背景データの分布範囲外であ

る．
また，試験許容基準がすべて満たされ，以下に該当す

る（in vitro 試験では，検討したすべての実験条件で以
下の結果を示す）場合，被験物質は明確に陰性であると
結論できる．

⃝ いずれの投与群（試験濃度）においても，同一試験
内陰性対照と比較して統計学的に有意な増加が認め
られない．

⃝ 適切な傾向検定で，濃度依存性の増加が認められな
い．

⃝ すべての結果が陰性対照の背景データの分布範囲内
である．

⃝ 標的組織（骨髄）が被験物質に曝露されている（in 
vivo 試験の場合）

結果の評価における優先考慮事項は，これまでの生物
学的妥当性から統計学的評価に変更され，陰性対照の背
景データとの比較も必須となった．

3.5.  分析（計数細胞数）
改訂の前に作業部会では適切な計測細胞数の設定のた

めには，in vivo とin vitro 試験では試験デザインが異な
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ることを考慮したアプローチが必要であることを確認し
た．すなわちin vivo での動物間のデータの変動（たと
えば1群5匹）に係わる要因は，in vitro試験の変動要因（た
とえば2回の反復測定）とは異なる．in vivo，in vitro
試験で共通の判定評価を保証するため，以下の2つの主
な選択肢について計数細胞数を検討した．
 i.  陰性対照背景データに基づいて，80%の検出力で

陰性対照の2倍の発現頻度を観察するために必要
な計測細胞数を決定する．

 ii.  試験ガイドラインにおいて必要な細胞計測数を決
定する．計数細胞数はあらゆる場合において同一
とする．

しかしながら，第1の条件を満足させるためには，計
数細胞の数が試験実施機関ごとに異なることが予想され
た．また，第2の条件は，背景値となる陰性データが細
胞系や試験実施機関によってさまざまであることを考え
ると，両条件を満足させることは容易ではないと考えら
れた．たとえば，TG473の場合，背景値が4～5%とすると，
これまで推奨されている細胞数200個としても，明らか
な陽性／陰性と結論づけることは比較的簡単であるが，
背景値が1 ～ 2%である場合（たとえば，ヒトリンパ球
ではしばしば1.5%を下回る），判定精度の向上のために
は細胞400個を計数する必要がある．最終的に作業部会
では，第2の条件を満たし，計数細胞数を最小化すると
ともに，（1）ゼロの数を減らし，（2）80%の検出力で2
倍の発現頻度を観察する条件の達成を目指す，という2
つの目標を達成するために協議を継続した．

TG473（in vitro 染色体異常試験）原案における細胞
400個を計数するという提案について，WNTから提起
された主な問題点は，計数は自動化することができない
ため，試験実施者の負担が増加するというものであった．
計測細胞数の増加は陽性の結論を下す上で必要ないとい
う点では合意した．作業部会での最終提案は，細胞300
個を計数するが，異常が多数認められた場合にはこの数
を減らすことができるとした．その場合，結果について
は明らかに陽性との結論が下される．しかしながら，被
験物質が明らかに陰性であると結論づけるためには，細
胞300個を計数しなければならない．細胞300個で平均
染色体異常発生率1%の場合に，カウントがゼロになる
確率は，約5%と推定できる．従って，1つの濃度につき
細胞200個というこれまでの試験ガイドラインと，細胞
400個という改訂原案の妥協点として，1つの濃度につ
き細胞300個という数に決定した．

その他の試験ガイドラインについても同様に議論さ
れ，以下のように決定された．
 i  TG487（in vitro 小核試験）：変更無し．すなわち，

1つの濃度につき細胞2000個を計測する．

 ii  TG475（in vivo 染色体異常試験）：In vitro 染色体
異常試験と比較し「ゼロ」の頻度が低いことが予
想されるため（また，動物5 ～ 6匹を解析対象と
するため，また，データを併合できるため），細胞
200個を計数する（これまでは100個）．

 iii.  TG474（in vivo 小核試験）：細胞2000個（これま
での試験ガイドライン）と細胞5000個（改訂原案）
の妥協点として，細胞4000個を計数することが提
案された．この数は，原案と比較すると減少にあ
たるが，依然として必要なだけの感度が確保され
る十分な数である．In vivo 小核の計測は自動化さ
れる可能性があることから，将来的に，試験機関
の余分な負担が軽減されるものと考えられる．

4．In�vitro遺伝毒性試験ガイドラインの変更点（TG473,�
TG487,�TG490）
「ナノ材料への適用」，「使用細胞」，「培養系列」，「実

験条件（処理条件）」および「沈殿を生ずる場合の最高
用量」「試験デザイン」の記述が変更/追記され，また，
特に「最高試験濃度」および「細胞毒性の評価」の項目
が大きく変更された．

4.1.  ナノ材料への適用
本試験ガイドラインがナノ材料について適用される場

合もあるかもしれないが，当該試験ガイドラインは，ナ
ノ材料への適用については言及しないとした．

4.2  使用細胞
従来からのチャイニーズハムスター由来細胞を含め

種々の細胞株が使用可能であるが，選択基準として，
p53遺伝子の状態，遺伝的（核型）安定性，DNA修復
能および由来（げっ歯類，ヒト）を考慮する必要性が指
摘された．これに伴い，ヒトリンパ球細胞株TK6が新
たに標準細胞として推奨された．

4.3.  培養系列
従来は，2系列の培養間での変動が最小であれば1系

列培養が認められたが，今回の改訂では，計数細胞の合
計数が同じであるという条件で，1系列培養も複数系列
培養もいずれも使用できる．

4.4.  実験条件（処理条件）
結果を厳密に陰性と判定するのに必要となる実験条件

（処理条件）が明記された．例えば，in vitro 染色体異常
試験では，代謝活性化の存在下および非存在下での短時
間処理，ならびに代謝活性化の非存在下での長時間処理
による3つの実験条件（細胞の処理・回収時期を含む）



27OECD遺伝毒性試験ガイドラインの改訂

である．

4.5.  沈殿を生ずる場合の最高用量
沈殿が生じる場合は，それによる人為的影響を避ける

ため，目視による沈殿が生じる最低用量（1用量）を最
高用量とする．従来は，細胞毒性がみられればそちらを
優先させ，また，沈殿用量は2用量以上必要であった．

4.6.  試験デザイン
改訂in vitro 試験ガイドラインでは，許容基準（細胞

毒性が適切であること，細胞数，背景頻度が妥当である
ことなど）に見合った対照群の設定と最小試験群数に関
する推奨事項が更新された．また最小濃度群数を超えて
実施することが望ましいと考えられる状況を明確化した
指針も追加された．評価可能な試験濃度として，細胞遺
伝学的試験で少なくとも3濃度，in vitro 遺伝子突然変
異試験で4濃度が引き続き推奨されている．全試験で最
低限必要な被験物質濃度に加え，溶媒対照および陽性対
照培養を実施する．

推奨事項としては，2系列培養の利用が望ましいもの
の，試験する各濃度において複数系列または1系列の培
養のいずれの使用でもよい．細胞遺伝学的試験について
は，各濃度において計測を行う総細胞数は，十分な統計
的検出力がある数とすることが最も重要である．した
がって，所定の濃度において複数系列で培養した細胞か
ら得られた結果については，それぞれ分けて報告すべき
であるが，データ解析の際にはプールデータとして扱わ
なければならない．細胞毒性をほとんどまたはまったく
示さない被験物質については，通常，公比約2 ～ 3で設
定した濃度段階の使用が適している．細胞毒性がある場
合は，個別の試験において推奨されている，最大レベル
の細胞毒性を示す，細胞毒性範囲をカバーする試験濃度

を選ぶ必要があり，その中には中等度の細胞毒性を示す
濃度，および細胞毒性をほとんどまたは全く示さない濃
度を含まれなければならない．被験物質によっては急勾
配の濃度反応曲線を示すものがある．したがって，細胞
毒性の全範囲をカバーし，濃度反応について詳細な検討
を行うためには，より密な濃度間隔の設定や，3用量段
階の濃度の設定が必要である．

4.7.  最高試験濃度
In vitro 遺伝毒性試験において，偽陽性が多く出現す

る理由として，従来の最高試験濃度（10 mM，5 mg/mL
または5 µL/mLのいずれか低い方）が高いことが報告
されている11,12)．同様の問題はICH（日米EU医薬品規制
調和国際会議）でも議論されており，2011年に改訂さ
れた遺伝毒性試験ガイドライン（ICH-S2(R1)）では，最
高濃度が従来の10分の1に低減化された（1 mM，0.5 mg/
mLまたは0.5 µL/mLのいずれか低い方）13)．従って，医
薬品に関してはこの最高濃度が適用される．OECD作業
部会においてもICHの決定にならい，他の化学物質に関
しても1/10に引き下げる案が検討されたが，1）医薬品
と異なり，一般化学物質は比較的分子量が低い化合物が
多く，分子量を平均500と想定したICHのガイドライン
は適用が困難であること，2）最高濃度の低減により偽
陰性が増えることが懸念されること，3）医薬品では組
み合わせ試験によりこの偽陰性を排除できるが，OECD
試験ガイドラインは単独の試験での評価が基本である
ため，偽陰性のフォローアップが困難であること，から
ICH案は否決された．その後，多くの案が示された（表
2）．最終的にはオプション5の「BG-GD案」が採用された．
これは，モルベースの最高濃度（10 mM）は堅持するが，
mg/mLベースでは，in vivo の短期毒性試験の最高用量
が2000 mg/kgをin vitro に外挿すると（動物の体が液体

表 2　In�vitro 遺伝毒性試験の最高濃度に関するオプション

OP オプション名 最高濃度案 説明
1 OECD 10 mM，5 mg/mL のいずれか低

い方
現行

2 ICH 1 mM 0.5 mg/mL のいずれか低
い方

ICH S2(R1) 遺伝毒性試験で医薬品に適用 

3 DK 1 mM，0.5 mg/mL の い ず れ か
高い方

NTP データベースを再調査した結果，この濃度を最高用量としても偽
陰性をもたらす可能性は低い

4 BG 10 mM，1 mg/mL のいずれか低
い方

In vivo 毒性試験の最高用量 1000 mg/kg からの外挿， ただし，低分子
化合物については更に高い用量が必要とする

5 BG-GD 10 mM，2 mg/mL のいずれか低
い方

In vivo 短期毒性試験の最高用量 2000 mg/kg からの外挿， ただし，低
分子化合物については更に高い用量が必要とする

6 VT-EL 4 mM（分子量の未知の場合），
2 mg/mL（分子量既知の場合）

既存データベースを再調査した結果，モルベースで 2.5 倍の低減下でも
十分な安全マージンが保証できる

7 A-VT-EL 4 mM，2 mg/mL のいずれか低
い方

上記の案に高分子化合物での高濃度を避けるため 2 mg/mL の上限を追
加した
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のバッグであると仮定する），2 mg/mLと計算できるこ
とに基づく．この値は一般化学物質の平均分子量を200
とした場合，10 mMは2 mg/mLに相当することからも
正当化される．

従って，OECD試験ガイドラインでは，沈殿も細胞毒
性も認められない場合，最高試験濃度は10 mM，2 mg/
mLまたは2 µL/mLのうち最も低い濃度とされ，従来の

「10 mM，5 mg/mLまたは5 µL/mL」に比べ重量濃度が
4割に低減された．組成が不明な被験物質や複雑な反応
生成物などは，各成分の濃度を高めるために5 mg/mL
にする必要がある．これらの要件は，医薬品では異なる
ので，今後，多くの問題が引き起こされることが予想さ
れる．

4.8.  細胞毒性の評価1（TG473, TG487）
染色体異常試験，小核試験の細胞毒性の指標として，

従来の生細胞数や単層細胞密度に代わり，細胞株につい
ては相対的細胞数増加（RICC; Relative Increase of Cell 
Counts）または相対的細胞集団倍加（RPD; Relative 
Population Doubling）が，初代培養リンパ球について
は分裂指数（MI; Mitotic Index）を用いる14)．また，細
胞毒性に基づく場合の最高濃度は，55±5%の細胞毒性
をもたらすように（すなわち，細胞株についてはRICC
およびRPDが，初代培養リンパ球についてはMIが，同
一試験内陰性対照の45 ± 5%にまで低下するように）設
定することが求められ，従来の「50％以上の有意な減少」
よりも細かく規定された15)．

4.9.  細胞毒性の評価2（TG490）
MLAの場合：細胞毒性は，従来どおり相対総増殖

率（RTG; Relative Total Growth） で 評 価 す る． こ
の測定は，細胞処理中の相対浮遊細胞増殖率（RSG; 
Relative Suspension Growth），発現期間，および変異
体選択時の相対コロニー形成率（RCE; Relative Cloning 
Efficiency）を含む．RSGには処理中の試験培養に生ずる，
いかなる細胞消失も含むことに注意する9,10)．

TK6 試 験 の 場 合： 細 胞 毒 性 は， 相 対 生 存 率（RS; 
Relative Survival）で評価する．すなわち，細胞数に基
づいて処理期間中の細胞消失を補正した処理直後のコロ
ニー形成率を，同様に補正した陰性対照のそれ（生存率
を100%とする）と比較する．

細胞毒性に基づく場合の最高濃度は，MLAの場合は
RTGが20 ～ 10%，TK6試験の場合はRS が20 ～ 10%に
なるように設定する16)．

5．In�vivo試験ガイドラインの変更点（TG474,�TG475）
「動物の週齢」，「投与経路と投与量」，「最大耐量（MTD; 

Maximum Tolerant Dose）」，「用量段階」，「限度試験」
および「性差の確認」について変更が認められた．また，

「症状観察」，「標的組織の曝露」，「反復投与毒性試験へ
の組込み」が新たに追加された．

5.1.  動物の週齢
従来は，「若齢成熟動物」としていたが，「投与開始時

に6 ～ 10週齢が望ましい」ことが追記された．

5.2  投与経路と投与量
通常は，ヒトの予想曝露経路を用いることとするが，

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．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，改訂さ
れた試験ガイドラインでは推奨されない経路として具体
的に提示されていることに留意しなければならない．強
制経口投与，または注射により1回に投与できる最大液
量は供試動物の大きさによって異なる．体重100 gあた
り2 mLを超えてはならない．稀に，これより大きい用
量の使用が可能な場合もあるが，正当な理由が必要であ
る．通常，高濃度ほど影響が顕著になる刺激性または腐
食性物質の場合を除き，被験物質溶液の濃度を調節して
量のばらつきを最小限にし，全用量で投与容量が一定に
なるようにする．

5.3.  最大耐量（MTD）
最大耐量の定義が，従来の「最高用量は毒性の徴候を

呈す用量で，同じ投与計画で更に高用量の投与を続けれ
ば致死を引き起こすと予想される用量」から，「試験の
実施を制限する毒性を示すことなく忍容性が認められる

（例：体重減少や造血系の細胞毒性は認められるが，死
亡や安楽死を必要とする疼痛，苦痛，疲弊は認められな
い）最高用量」に変更され，より動物福祉に配慮したも
のとなった．

5.4.  用量段階
通常公比2（ただし4を超えない）による最低3用量

段階を用い，それにより最大量（あるいはMTD）から
毒性をほとんどあるいは全く生じない用量までの範囲を
含めるのが望ましいとされた．以前の試験ガイドライン
には公比の記載はなかった．

5.5.  限度試験
1）明確な毒性作用が認められず（骨髄毒性や標的組

織の細胞毒性を含む），2）他の知見に基づき遺伝毒性が
予測されず，3）被験物質の標的組織（骨髄）への到達
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が証明されていれば，3用量段階を用いた完全な試験は
必要なく，限界用量のみの単一用量で十分であるとした．
なお，限界用量は，14日間以上の投与の場合1000 mg/
kg体重/日，14日間未満の場合2000 mg/kg体重/日で
ある．従来の試験ガイドラインに3）項の条件が追記さ
れた．

5.6.  性差の確認
多くの化学物質において小核試験では，性差は認めら

れないことが示されているが，米国国家毒性プログラム
（NTP）試験による最近の報告では異なる結果が示され
た．これらの試験では，小核試験と28日間反復投与試
験を併用しており，よって，雌雄両方についてデータが
得られている．

作業部会では少なくとも一方の性別で結果が陽性で
あった47種の化学物質を解析し，以下の結果が示された．
 i.  化学物質の70%は雌雄いずれにおいても陽性であ

り，雄のみまたは雌のみにおいて陽性であった化
学物質の数は同数であった．したがって，いずれ
か一方の性別で試験を行った場合，試験の感度は
約15%低下する．

 ii.  雌雄の両性が陽性反応を示した場合の反応の強さ
は，雌に比べて雄の方が若干強かった．

 iii.  急性および亜慢性毒性データの検討は，小核の誘
発における性差を予測するうえで有用ではなかっ
た．したがって，ある化学物質についてより感受
性の高い性別を選択するためにこれらのデータを
使用することは不可能である．曝露データについ
ては利用不可能であるとされた．

これらの結果を基に，一部の専門家から，in vivo 小
核試験については，標準的には雌雄の両性の試験を行う
べきであり，また，一方の性別のみを用いて試験を実行
しようとする場合には，一方の性別のみが妥当であるこ
とを証明する必要があると主張された．しかしながら，
多くの専門家は本問題についてはすでに議論済みで有
り，性特異的な作用が認められない場合には，現行通り
片性で1群5匹を用いて試験すること問題無いことが示
された17)．従って，動物数および性についての変更はな
く，「1群当たり雌雄いずれかの分析可能な動物を5匹以
上，あるいは雌雄両性を用いる場合は，雌雄それぞれが
5匹以上」とされた．雌雄をともに用いる場合には，要
因設計を用いたデータ分析が推奨され，その方法が補遺
に示された．

5.7.  症状観察
投与後の動物の症状観察の実施，さらに，長期投与の

場合は，体重，摂餌量（飲水量）の記録が求められた．

5.8.  標的組織の曝露
In vivo 遺伝毒性試験において比較的複雑な問題のひ

とつは，特に限界用量で毒性を示さない物質で，陰性結
果が得られた場合において，標的組織が十分な曝露を受
けていたことについての判断である．これに関する情報
は，組織に対する曝露量が十分であったか（すなわちバ
イオアベイラビリティ）を示すデータが重要である．曝
露に関するデータがない場合には，骨髄が被験物質に曝
露されていることを確認する目的で，被験物質の血漿中
濃度を測定することが求められる．

5.9.  反復投与毒性試験への組込み
項目立てての記載ではないが，反復投与毒性試験に組

み入れる場合の考慮点等が追記された．特に作業部会で
は，動物福祉の観点から小核試験と28日間反復投与毒
性試験の併用の推奨に合意した．ただし，これはさらに
多数の項目についての調査が必要である．

6．各試験ガイドラインの変更点
各試験ガイドラインにおける特有の変更点を以下に示

す．

6.1.  哺乳類細胞を用いたIn vitro 染色体異常試験（TG473）
⃝ 気体/揮発性物質の処理：TG487と同様に，「密封

容器内で処理するなど，標準的なプロトコールに適
切な修正を加えて試験を実施する」ことが追記され
た．

⃝ 陽性対照：推奨物質としてメタンスルホン酸エチル
とエチルニトロソ尿素が削除され，一方，シトシン
アラビノシドが新たに追加された．

⃝ 観察細胞数：染色体異常の出現頻度算出には，1用
量あたり200個から300個へ変更された．ただし，
明らかに陽性の場合はこれより少ない数でもよい．

6.2.  哺乳類赤血球小核試験（TG474）
⃝ 小核の自動計数装置による評価：フローサイトメー

ター，画像解析装置およびレーザースキャニングサ
イトメーターなど自動計数装置による評価が推奨さ
れ，目視計数と比べて，試験施設間および試験施設
内の再現性および感度が改善されることが示されて
いるとしている．

⃝ 小核形成の由来：通常，試験の一部として実施され
ることはないものの，小核形成の由来が染色体断片
なのかあるいは染色体全体なのかを識別する方法に
ついての記載が追加された．

⃝ 使用動物種：従来は，末梢血を用いる場合，マウス
が推奨されていたが，改訂版ではマウス，ラットと
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もに推奨された．
⃝ 投与回数：単回投与，2回投与に加え，新たに3回

以上の投与プロトコールが追加された．この場合，
投与は約24時間間隔とし，骨髄の場合は最終投与
後24時間以内，末梢血の場合は40時間以内にサン
プリングする．このオプションは，コメット試験と
の組合せや反復毒性試験への組入れを考慮して追加
された．

⃝ 観察細胞数：幼若赤血球の比率算出のためには，個
体あたり骨髄では200細胞から500細胞に，末梢血
では1000細胞から2000細胞に増加された．また，
小核出現頻度算出には，個体あたり2000個から
4000個に増加された．また，試験施設の小核の背
景出現頻度が0.1％以下の場合は，計数細胞の増加
を考慮することとされた．

⃝ 症状観察：偽陽性を避けるため，必要に応じ，動物
体温のモニターを考慮することが記載された．

6.3.  哺乳類骨髄染色体異常試験（TG475）
⃝ 動物種：通常使用される動物としてラットとマウス

が推奨され，チャイニーズハムスターが削除された．
⃝ 陽性対照：新たな陽性対照として，メタンスルホン

酸メチルが追加された．
⃝ 観察細胞数：染色体構造異常の出現頻度算出には，

個体あたり200個以上の分裂中期細胞を分析するこ
ととして，従来の100細胞から増やされた．なお，
細胞毒性の指標としての分裂指数は，一個体あたり
1000個から求め，変更されていない．

6.4.  哺乳類細胞を用いたIn vitro 小核試験（TG487）
⃝ 陽性対照：推奨される陽性対照物質の表が追加され，

代謝活性化不要の染色体異常誘発物質としてメタン
スルホン酸メチル，マイトマイシンC，4-ニトロキ
ノリン-N-オキシドおよびシトシンアラビノシドが，
代謝活性化を必要とする染色体異常誘発物質とし
てベンゾ(a)ピレンおよびシクロフォスファミドが，
異数性誘発物質としてコルヒチンおよびビンブラス
チンが挙げられた．

⃝ 代謝活性化：代謝活性化酵素を発現する遺伝子改変
細胞の使用に関する記述が削除された．

⃝ 処理時間延長の必要性：被験物質が細胞周期に影響
を及ぼす場合（特にp53正常細胞），試料採取時間
／回復時間を正常細胞周期の1.5 ～ 2.0倍の時間（す
なわち，処理開始から正常細胞周期の3.0 ～ 4.0倍の
時間）まで延長することを考慮する．

6.5.  チミジンキナーゼ遺伝子を用いる哺乳類細胞のIn 
vitro 遺伝子突然変異試験（TG490）
新たに策定されたこのTG490には，チミジンキナー

ゼ（TK）レポーター遺伝子座に遺伝子変異を生ずる物
質を特定するための特異的な試験法が2つ取り上げられ
ている．L5178Y細胞を用いるマウスリンフォーマ試験

（MLA）と，TK6細胞を用いるTK試験である．両細胞
ともTK遺伝子がヘテロ（+/-）の細胞株である18,19)．こ
の2種類の細胞株では，TK+/-からTK-/-への突然変
異によってチミジンキナーゼ酵素を欠損した細胞の検出
が可能となる．TK 遺伝子座を用いて検出される遺伝的
事象には，遺伝子変異（点突然変異，フレームシフト突
然変異，小さな欠失）および染色体事象（大きな欠失，
染色体の再構成および有糸分裂組み換え）の両方が含ま
れる．染色体事象はヘテロ接合性の消失（LOH）とし
て発現する．LOHはヒトの腫瘍形成において一般的に
認められる腫瘍抑制遺伝子の重要な遺伝子変異である．

TK変異体には，正常な増殖を示す変異体と緩やかな
増殖を示す変異体がある．これらの変異体は，MLAで
は「大きなコロニー」および「小さなコロニー」の変異
体として，またTK6試験では，「早期に現れるコロニー」
および「後期に現れるコロニー」の変異体として検出さ
れる．正常な増殖を示す変異体および緩やかな増殖を示
す変異体は，それぞれ変異頻度を分けて計数しなければ
ならない．正常な増殖および緩やかな増殖を示す各変異
体の計数は，TK変異体が点突然変異，もしくは染色体
突然変異，またはその両方によって生ずるか否かの指標
となる．正常な増殖を示すコロニーからは，点突然変異
およびその他の小規模な突然変異を誘発する化学物質が
示唆されると考えられ（ただし，予測にすぎない），緩
やかな増殖を示すコロニーからは染色体損傷を誘発する
化学物質が予測される．

本試験では，被験物質で細胞を処理した後，新しく誘
発された変異体が機能しているTK酵素を失うのに十分
な発現時間を設ける．その後，変異頻度を測定するた
め，選択薬剤トリフルオロチミジン存在下および非存在
下で細胞集団にコロニーを形成させ，それぞれ突然変異
細胞の計数およびコロニー形成率の測定を行う．この突
然変異体の選択には，シャーレに入ったコロニー形成用
の軟寒天培地，または培養用のマイクロウェルプレート
に入った液体培地を用いることができる．

7．まとめ
今回の改訂における変更の要点は，これまでに得られ

た科学的知見をもとに各試験による遺伝毒性物質の検出
感度を上げること，哺乳類細胞試験における偽陽性を削
減すること，ならびに動物福祉を向上させることにある．
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検出感度の向上は，試験施設の習熟度の検証，対照の背
景データベースの構築，試験の許容基準（成立条件）お
よび試験結果の陽性／陰性の基準の明確化，適切な細胞
毒性指標の選択，統計学的検出力に基づく最適な観察細
胞数ならびに標的組織の曝露証明に基づいている．偽陽
性の削減は，in vitro 哺乳類細胞試験の試験最高濃度の
低減に基づいている．一方，動物福祉の向上は，最大耐
量の定義の明確化，限度用量の設定ならびに他の試験と
の組込みに基づいている．検出感度関連事項は，いずれ
も適切な参考文献が示されており，妥当な変更といえる．

OECD試験ガイドラインは，すべての化学物質を対象
としたものであり，医薬品や農薬と異なり特別の試験ガ
イドラインを有しない一般工業化学物質の安全性試験で
は，適用することが求められている．また，医薬品など
独自の規制要件を有する化学物質についても，当該品目
独特の基準を除き，OECD試験ガイドラインに準じて実
施することが適当とされている．さらに，OECD試験ガ
イドラインはすでに本邦において受け入れられており，
今回の改訂は，最新の科学的知見に基づき試験を適切に
実施・評価するための，また，動物福祉に配慮するため
のものであり，その適用は必然である．従って，これら
改訂試験ガイドラインの社会的受け入れ性は高いものと
考える．
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