第2回BMS精度管理試験の募集のお知らせ

拝啓

寒冷の候，会員の皆様はますますご盛栄のこととお喜び申し上げます．

早速ですが，昨年実施しました第1回BMS精度管理試験の結果を踏まえ，このたび第2回BMS精度管理試験の参加者を募集いたします．今回の精度管理試験は，第1回BMS精度管理試験の結果を検証し，さらに試験結果の経時的な変化を観察することを目的としております．これにより，Ames試験自体のバリデート，試験の精度，信頼性の確保に大きく影響する要因を見つけることができればと考えております．参加費用は無料（新たに標準物質の購入される場合は購入費のみ参加者負担）とします．また試験の日程は，下記をご覧ください．

試験の日程

参加申し込み締め切り：
2007年4月20日

試験開始：
参加申し込み以降随時
データ回収締め切り：
2007年5月31日

今回の「試験結果」の様式にはS9およびｺﾌｧｸﾀｰに関する内容を記載していただきます．また今回は参加者をグループ分けし，参加者それぞれの試験結果をグループ内で事前に検討していただきます．検討の結果は，グループごとに春の定例会（6月または7月を予定）で発表していただく予定です． 
ご参加の申し込みは，添付の「参加申し込み」にご記入の上，庶務幹事までご返送ください．また今回の第2回BMS精度管理試験もBMSが世話人となっておりますが，試験結果の取りまとめ，検討会の開催など世話人の一人として加わっていただける方を募集します．「参加申し込み」の太線にご記入の上，庶務幹事までご返送ください．返送は，e-mailでもFAXいただいても結構です． ご不明な点がございましたら，加藤（jbs@alto.ocn.ne.jp）までご連絡ください．
敬具

返送先：
庶務幹事　中村　真人

Fax: 078-822-0530　（heni-naka@nykk.or.jp）

参加申し込み

送付先：庶務幹事　中村　真人
Fax: 078-822-0530　（heni-naka@nykk.or.jp）
（2007年4月20日までにご返送ください）

	施設の名称：
	

	代表者：
	

	連絡先（FAX／e-mail）：
	

	
	

	お手伝いいただける場合は連絡先をご記入ください．後日BMSから連絡させていただきます．
連絡先：


精度管理・バリデーション試験　計画書

目的：

1. 精度管理・バリデーション試験の実施によりAmes試験の試験法自体をバリデート，また自施設での問題点を把握し改善方法の検討を通して試験の精度，信頼性の確保をはかる．

2. 自施設の試験結果の経時変化を観察し試験方法，手技の安定を確認．

3. 試験担当者への知識，手技の移譲．

試験の概要：

1.
代謝活性化しない場合，代謝活性化する場合について標準物質を用いたAmes試験をプレインキュベーション法により実施し，参加施設の集計データから自施設の相対的な位置を確認する．

2.
試験は同様の標準物質を用いて毎年実施し，陰性（溶媒）対照及び陽性対照を含む試験結果の経時変化を確認する．

3.
標準物質は，参加施設がそれぞれ指定のものを購入し使用する．標準物質の購入を除き，参加費用は無料とする．

4.
試験への参加はBMS会員であることとし，会員でない場合は事前にBMSに入会する．

5.
試験への参加申し込みの後，BMSから施設ごとにパスワードを指定する．参加施設は，指定されたパスワードで読み取りパスワード設定したうえで試験結果をBMSに送付する．送付された試験結果は世話人のもとで参加施設が特定できないようブラインド化して集計し，各参加施設に配布する．参加施設は，集計データと自施設の結果とを比較し，自施設における試験の精度に影響を及ぼす因子の有無，排除するための方法などを評価する．
6.
各参加施設はバリデーション試験に参加した施設に限定した検討会で評価の内容を公表し，参加施設全体で討論する．

7.
参加施設全体で討論した内容をBMS定例会で発表する．

8.
発表した内容はBMS・HPに掲載する．

試験材料及び試験方法：

標準物質：

代謝活性化しない場合；
Quercetin (Quercetin dehydrate)


CAS No. 6151-25-3

代謝活性化する場合；
9,10-Dimethylanthracene


CAS No. 781-43-1

標準物質は上記の物質を購入し使用してください．試験結果の経時変化を確認するため，この物質を用いて同一の試験を毎年実施していただきます．購入された物質の保存条件は，各施設の規定（SOP）または物質に表示されている保存条件に従ってください．

溶媒及び対照物質：

溶媒（陰性対照）
Dimethyl sulfoxide (DMSO)

陽性対照
各施設で通常の試験で使用している陽性対照物質

溶媒（陰性対照）および陽性対照は，指定の菌株（下記の使用菌株を参照）について実施します．溶媒（陰性対照）には，DMSOを使用してください．DMSOは各施設が通常の試験で使用しているものを用い，DMSOのグレード，脱水の有無は各施設の規定（SOP）に従ってください．また陽性対照には，各施設が通常の試験で指定の菌株に対して用いている陽性対照物質を使用してください．

使用菌株：

Salmonella typhimurium TA98, TA100

使用菌株の前培養条件，前培養終了後の保存条件，生菌数（濁度）は，各施設の規定（SOP）に従ってください．

その他の試験材料：

最少グルコース寒天平板培地，S9，リン酸緩衝液などその他の試験材料は，各施設が通常の試験で使用しているものを使用してください．

標準物質の調製濃度：

	
	使用菌株
	Quercetin

	代謝活性化
	S. typhimurium TA98
	0.4 mg/mlから公比2で6濃度

	しない場合
	S. typhimurium TA100
	2 mg/mlから公比2で6濃度


	
	使用菌株
	9,10-Dimethylanthracene

	代謝活性化
	S. typhimurium TA98
	0.4 mg/mlから公比2で6濃度

	する場合
	S. typhimurium TA100
	0.4 mg/mlから公比2で6濃度


標準物質は，通常の試験と同様に試験ごとに行ってください．標準物質をあらかじめ秤量，調製したものを凍結保存して使用しないでください．

陽性対照物質の調製濃度：

陽性対照物質の濃度（用量）は，各施設が指定の菌株に対して用いている濃度（用量）としてください．

規定試験管あたりの液量：

標準物質，陰性対照及び陽性対照；
試験管あたり0.1 ml

試験方法：

試験は，37℃，20分間のプレインキュベーション法により実施します．最少グルコース寒天平板培地は，濃度あたり2枚（duplicate）としてください．プレインキュベーションの振盪幅，振盪回数は，各施設の規定（SOP）に従ってください．最少グルコース寒天平板培地の培養は37℃で48時間とします．復帰変異コロニー数の計数は，各施設の規定（SOP）に従い実施してください．

1)
試験管に標準物質，陰性（溶媒）対照及び陽性対照をそれぞれ0.1 ml分注する．

2)
これに代謝活性化しない場合はリン酸緩衝液を，代謝活性化する場合はS9 mixをそれぞれ0.5 ml加える．

3)
さらに菌懸濁液0.1 mlを加えて撹拌し，37℃で20分間プレインキュベーションする．

4)
プレインキュベーション終了後軟寒天（トップアガー）を2.0 mlを加え，撹拌した後，最少グルコース寒天平板培地に重層する．

5)
最少グルコース寒天平板培地を37℃で48時間培養した後，復帰変異コロニー数を計数し，また生育阻害，沈殿（析出）の有無を観察する．

試験結果のまとめ：

復帰変異コロニー数
最少グルコース寒天平板培地の復帰変異コロニー数の実数値と濃度（用量）ごとの平均値

比活性値
菌株ごとの最大比活性値（mgあたり）と算出した濃度（用量）

試験結果は，次頁の「試験結果」にまとめ下記の送付先に送付してください．送付する際は，下記の手順で「試験結果」を読み取りパスワード設定した上でお願いします．

・
ツールバー「ファイル」，「名前を付けて保存」を選択

・
「試験結果」の保存先を指定した上で「ツール」，「セキュリティオプション」を選択

・
「読み取りパスワード」にBMSから指定した施設のパスワードを入力

・
再度確認のパスワード入力が要求されるので同じパスワードを入力し「保存」

送付先：庶務幹事　中村　真人




Fax: 078-822-0530　（heni-naka@nykk.or.jp）

試験結果

1． 試験実施施設

	施設の名称
	

	代表者の氏名
	

	連絡先
	


2． 試験に用いた菌株

（1） 菌株の入手方法等
	菌株名
	入手先
	入手年月日
	試験に使用した保存

ロットの保存年月日

	S. typhimurium TA98
	
	
	

	S. typhimurium TA100
	
	
	


（2） 菌株の保存方法（該当する番号を○で囲み，必要事項を記入）
	保存方法
	1　分注凍結　　　2　多量凍結　　　3　その他（
）

	保存温度
	


（3） 前培養の条件（該当する番号を○で囲み，必要事項を記入）
	ニュートリエントブロス
	名称
	製造元
	Lot No.

	
	
	
	

	前培養時間
	

	菌株の接種方法
	1　定量接種　　　2　不定量な接種（かきとり等）

	培養液量
	
	接種菌量
	


（4） 前培養終了時の生菌数等
	菌　株　名
	塩基対置換型
	フレームシフト型

	
	TA100
	
	
	TA98
	
	

	生菌数
（×109/ml）
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	測定方法
	1　OD値よりの換算　　2　段階希釈法　　3　その他


3． 試験に用いたS9 mix（該当する番号を○で囲み，必要事項を記入）
（1） S9の入手方法等
	自製・購入の別
	1　自製　　2　購入 （製造元：
）

	製造年月日
	

	購入の場合のLot No.
	

	保存温度
	


（2） S9の調製方法（自製の場合に記載してください）

	使用動物
	誘導物質

	種･系統
	
	名称
	

	性
	
	投与方法
	

	週齢
	
	投与期間及び

投与量

（mg/kg 体重）
	

	体重
	
	
	


（3） cofactorの入手方法等
	自製・購入の別
	1　自製　　2　購入 （製造元：
）

	製造年月日
	

	購入の場合のLot No.
	

	保存温度
	


4. 標準物質
	物質の名称
	製造元
	Lot No.
	グレード
	純度（%）

	Quercetin
	
	
	
	

	9,10-Dimethylanthracene
	
	
	
	


5. 溶媒（陰性対照）及び陽性対照（該当する番号を○で囲み，必要事項を記入）
	物質の名称
	製造元
	Lot No.
	グレード
	純度（%）

	溶媒（陰性対照）
	DMSO
	
	
	
	

	陽性対照
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	陽性対照の調製・保存方法等
	1　用時調製　　　2　分注凍結　　　3　その他（
）


6． 最少グルコース寒天平板培地（該当する番号を○で囲み，必要事項を記入）
	自製･購入の別
	1　自製　　2　購入（製造元


	製造年月日
	

	購入の場合のLot No.
	

	使用寒天の名称・製造元・Lot No.
	


7． コロニー計測の方法（該当する番号を○で囲み，必要事項を記入）
	計測方法
	1　マニュアル計測　　　2　機器計測　　　3　併用

	補正の有無
	1　無　　　2　有


8． 試験結果表（比活性値）
（プレートあたりの復帰変異コロニー数の実数値及び濃度ごとの平均値は別紙1に記載）
	菌株
	-S9Mix
	+S9Mix

	
	比活性
	計算に用いた用量
	比活性
	計算に用いた用量

	TA100
	
	
	
	

	TA98
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


（比活性値：復帰変異コロニー数／mg）

 eq \o\ad(試験結果表,　　　　　　　　)
	代謝活
性化系
の有無
	復帰変異数（コロニー数／プレート）

	
	塩基対置換型
	フレームシフト型

	
	被験物質用量
(g/ﾌﾟﾚｰﾄ)
	TA100
	被験物質用量
(g/ﾌﾟﾚｰﾄ)
	TA98
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	陽性対照
	S9mixを必要としないもの
	名称
	
	名称
	

	
	
	用量(g/ﾌﾟﾚｰﾄ)
	
	用量(g/ﾌﾟﾚｰﾄ)
	

	
	
	ｺﾛﾆｰ数/ﾌﾟﾚｰﾄ
	
	（
	
	）
	ｺﾛﾆｰ数/ﾌﾟﾚｰﾄ
	
	（
	
	）

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	代謝活
性化系
の有無
	復帰変異数（コロニー数／プレート）

	
	塩基対置換型
	フレームシフト型

	
	被験物質用量
(g/ﾌﾟﾚｰﾄ)
	TA100
	被験物質用量
(g/ﾌﾟﾚｰﾄ)
	TA98

	S9mix
（+）
	溶媒対照
	
	（
	
	）
	溶媒対照
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	陽性対照
	S9mixを必要とするもの
	名称
	
	名称
	

	
	
	用量(g/ﾌﾟﾚｰﾄ)
	
	用量(g/ﾌﾟﾚｰﾄ)
	

	
	
	ｺﾛﾆｰ数/ﾌﾟﾚｰﾄ
	
	（
	
	）
	ｺﾛﾆｰ数/ﾌﾟﾚｰﾄ
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1
菌の生育阻害が認められる場合は，該当する数値の右上に＊印を付して下さい．
2
水色の欄内には，用いた陽性対照物質の名称および用量を入力して下さい．
3
復帰変異コロニー数は，標準物質用量の低い順に実測値及び用量ごとの平均値を入力して下さい． 

4
プレート上に沈殿が析出した場合は，その用量に†印を付して下さい．
