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化学物質の試験に関する OECD ガイドライン 

 

 

In vitro 皮膚腐食性：経皮電気抵抗試験（TER） 

 

 

はじめに 

1. 皮膚腐食性とは、（国連（UN）化学品の分類および表示に関する世界調和システム（GHS）

(1)によって定義されるように）被験物質の適用後、表皮および真皮に視認できる壊死として

認められる不可逆的な皮膚損傷が生じることをいう。この改訂版試験ガイドライン 430 では、

UN GHS (1)に基づいた非腐食性および腐食性の物質ならびに混合物の識別を可能にする in 

vitro における手順を示す。 

 

2. 皮膚腐食性の評価には通常、実験動物が使用されてきた（OECD 試験ガイドライン 404（TG 

404）：1981 年採択、1992 年および 2002 年改訂）(3)。動物福祉への懸念に関し、TG 404 では、

動物の疼痛および苦痛を回避するためにバリデーション済みの in vitro または ex vivo 試験法

を用いるなど、皮膚腐食性および刺激性の測定について階層的試験戦略の使用を推奨してい

る。腐食性試験実施に関する in vitro 試験法では、TG 430（初版 2004 年採択）(4)に加え、そ

れ以外に OECD 試験ガイドライン 431 (5)、435 (6)として複数の試験法が検証および採択され

てきた。皮膚刺激性に関しては、いくつかのバリデーション済み in vitro 試験法が OECD TG 

439 (7)に採択され、TG 404 (3)補遺で推奨されている階層的試験戦略に用いられている。 

 

3. 本試験ガイドラインが取り扱うのは、ヒトの健康有害性の評価項目に当たる皮膚腐食性であ

る。本試験ガイドラインはラット経皮電気抵抗（TER）測定法に基づいている。本測定法で

は皮膚ディスクを用いて、正常角質層の持つ健全性とバリア機能を失わせる能力により腐食

性物質を特定する。本試験ガイドラインには、ガイダンス文書 34（Guidance Document No. 34）

(9)の原則に従って、類似および改変TER準拠測定法(8)を評価するための一連の性能標準（PS）

（補遺 1）も掲載されている。 

 

4. 規制目的の in vitro 皮膚腐食性試験を評価するため、皮膚腐食性を評価するラット TER 測定

法の先行バリデーション試験 (10)に続き、正式なバリデーション試験が実施された
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(11)(12)(13)(14)。これらの試験結果から、（バリデーション済み参照試験法（VRM）指定の）

TER 測定法は、in vivo 皮膚腐食性を評価する規制目的に使用可能であるという勧告に至った

(15)(16)(17)。 

 

5. 提唱される類似または改変 in vitro 皮膚腐食性 TER 測定法が、VRM 以外の試験法でも規制目

的で使用可能となるには、その前に、提唱される使用に対する試験法の信頼性、妥当性（正

確性）、限界が本ガイドライン掲載の PS（補遺 1）の要件に従って、VRM との類似性の確保

について判断する必要がある。本試験ガイドラインの PS に従って提唱される新規または更新

試験法は、いずれも再検討されて本試験ガイドラインに収載されることにより、初めてデー

タの相互受け入れが保証されることになる。 

 

定義 

6. 用いた定義を補遺 2 に示す。 

 

最初に考慮すべき事項 

7. バリデーション試験(12)および他に公表された試験(18)(19)の報告では、ラット TER 測定法に

より既知の皮膚腐食性物質と非腐食性物質との識別が可能であり、122 種類の物質からなる

データベースでは、全体の感度が 94%（51/54）、特異度が 71%（48/68）を示している。 

 

8. 本試験ガイドラインでは、皮膚腐食性／刺激性について TG 404 (3)補遺で推奨されている階

層的試験戦略のうち、in vitro 皮膚腐食性の内容を取り扱う(20)。本試験ガイドラインにより、

UN GHS (1)に従って非腐食性および腐食性の物質ならびに混合物の識別が可能になる。本試

験ガイドラインは、バリデーション試験(11)(12)(13)(14)により示されているとおり、UN GHS 

(1)に従って腐食性の物質ならびに混合物の細区分化を行えないことに限界がある。本試験ガ

イドラインの使用法については、各 OECD 加盟国の規制の枠組みの中で決定されることにな

る。本試験ガイドラインは皮膚刺激性について十分な情報を示さないが、OECD TG 439 が in 

vitro において健康に影響を及ぼす皮膚刺激性を特異的に取り扱う(7)ことに留意されたい。単

回の皮膚曝露後に生じる局所的な皮膚への影響を完全に評価するには、TG 404 (3)補遺の一連

の試験戦略に従うことが推奨される(20)。本試験戦略は、生きた動物による試験を考慮する

前に（例えば本ガイドライン記載の）in vitro 皮膚腐食性および皮膚刺激性試験を行うもので

ある。 

 

9. 主な物質を代表する広範な化学物質が本試験ガイドラインの根拠となるバリデーション試験

を受けており、本バリデーション試験のデータベースは、広範な化学物質クラスからの合計

60 種類の物質である(11)(12)。入手可能なデータ全体に基づくと、本試験ガイドラインは、広

範な化学物質のクラスならびに液体、半固体、固体、ワックスなどの物理的状態に適用可能

である。ただし、特定の物理的状態では適切な参照データを持つ試験品目が直ちに入手でき
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ないため、少数の類似したワックスおよび腐食性固体がバリデーションの過程で評価された

ことに留意されたい。液体は水溶性でも非水溶性でもよく、固体は水に可溶でも不溶でもよ

い。特定の化学物質区分に属す物質には本試験ガイドラインを適用できないとの根拠が示さ

れ得る場合、本試験ガイドラインは、そうした特定の化学物質区分に属す物質に用いないこ

と。さらに、本試験ガイドラインは各物質への適用の延長として、混合物に対しても適用可

能であることが想定される。しかし、混合物は化学物質区分および組成が広範囲で、混合物

の試験実施に関する現在入手可能な公表情報は限られている。そのため、（例えば、Eskes ら

（2012 年）(21)が提唱した戦略の検討後）特定の化学物質区分に属す混合物には、本試験ガ

イドラインを適用できないとの根拠が示され得る場合、本試験ガイドラインは、そうした特

定の化学物質区分に属す混合物に用いないこと。ガスおよびエアロゾルは、未だバリデーシ

ョン試験で評価されていない(11)(12)。ガスおよびエアロゾルは TER 測定法を用いて検討可

能であると考えられるが、現行の試験ガイドラインではこれらの試験を行えない。 

 

10. ガイダンス文書 34 (9)の原則に従って、ラット TER 測定法(8)と構造的および機構が同様の類

似および改変皮膚腐食性試験法のバリデーション状態（信頼性および妥当性）を判定するた

め、本試験ガイドラインには、性能標準（PS）（補遺 1）一式も掲載されている。この PS に

は、試験法の性能を評価する 24 種類の参照物質一覧表、新たに提唱される試験法の構造、機

構、手順の類似性を評価する試験法に必須の要素、ならびに VRM に匹敵するとみなされる

試験法に必要な信頼性および正確性の値などが掲載されている。参照物質一覧表中、その一

部に当たる 12 種類が習熟度確認物質（表 1）であり、施設によるラット TER 測定法使用時の

習熟度確認に用いることができる（段落 13 参照）。 

 

試験の概要 

11. 2 コンパートメント試験システムでは、皮膚ディスクはコンパートメント間を分離する機能

を果たすが、その皮膚ディスクの表皮面に最長 24 時間にわたって被験物質を適用する。人道

的に屠殺した 28～30 日齢のラットから皮膚ディスクを採取する。腐食性化学物質は、正常角

質層の持つ健全性とバリア機能を失わせる能力（TER を閾値よりも下げる能力として測定で

きる）により確認される(18)（段落 34 参照）。ラット TER については、5 kΩ のカットオフ値

が選択された。この値は、広範囲にわたる物質についての詳細なデータに基づくもので、大

多数の物質はこの値より明らかに上（しばしば 10 kΩ 超）か、かなり下の値（しばしば 3 kΩ

未満）であった(18)。通常、動物に対して非腐食性化学物質は刺激性の有無を問わず、TER

をこのカットオフ値より低下させない。さらに、他の皮膚試料または他の装置を使用する場

合カットオフ値が変化し得るので、さらなるバリデーションが必要になることがある。 

 

12. 5 kΩ 付近値を含め、TER 陽性結果を確認する試験として色素結合ステップが試験手順に組み

込まれる。色素結合ステップは、イオン透過性の増加が角質層の物理的破壊によるものかど
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うかを確定する。ラット皮膚を用いる TER 法の結果は、OECD ガイドライン 404(3)で評価さ

れるウサギによる in vivo 腐食性を予見することが示されている。 

 

習熟度確認 

13. 本試験ガイドラインを遵守してラットTER測定法を日常的に用いるのに先立ち、施設は、

表 1の推奨される 12種類の習熟度確認物質を正しく分類することにより専門技術の習熟について

確認する。 

表 1：習熟度確認一覧表 

化学物質 1 CASRN 化学物質ク

ラス 2 

In vivo 試験結果

に基づく UN 
GHS 区分 3 

In vitro 試験結

果に基づく

VRM 区分 

物理的

状態 
pH4 

In vivo における腐食性物質 
N,N’-ジメチルジプロ

ピレントリアミン 
10563-29-8 有機塩基 1A 6×腐食性 液体 8.3 

1,2-ジアミノプロパン 78-90-0 有機塩基 1A 6×腐食性 液体 8.3 

硫酸（10%） 7664-93-9 無機酸 (1A/)1B/1C 5×腐食性 
1×非腐食性 液体 1.2 

水酸化カリウム（10％ 
aq.） 

1310-58-3 無機塩基 (1A/)1B/1C 6×腐食性 液体 13.2 

オクタン酸（カプリル

酸） 
124-07-2 有機酸 1B/1C 4×腐食性 

2×非腐食性 液体 3.6 

2-tert-ブチルフェノー

ル 
88-18-6 フェノール 1B/1C 4×腐食性 

2×非腐食性 液体 3.9 

In vivo における非腐食性物質 
イソステアリン酸 2724-58-5 有機酸 非腐食性 6×非腐食性 液体 3.6 

4-アミノ -1,2,4-トリア

ゾール 
584-13-4 有機塩基 非腐食性 6×非腐食性 固体 5.5 

臭化フェネチル 103-63-9 求電子物質 非腐食性 6×非腐食性 液体 3.6 

4-（メチルチオ）-ベン

ズアルデヒド 
3446-89-7 求電子物質 非腐食性 6×非腐食性 液体 6.8 

1,9-デカジエン 1647-16-1 中性有機物

質 非腐食性 6×非腐食性 液体 3.9 

テトラクロロエチレン 127-18-4 中性有機物

質 非腐食性 6×非腐食性 液体 4.5 

 
略語：aq.=水溶液、CASRN=CAS 登録番号、UN GHS=国連化学品の分類および表示に関する世界調和システム(1)、
VRM=バリデーション済み参照試験法、ND=未決定。 
1 これらの物質は、最初に腐食性物質と非腐食性物質、次に腐食性の細区分、さらに化学物質クラスの順で分類さ

れ、欧州代替法評価センター（ECVAM）によるラット TER 測定法のバリデーション試験に用いられる物質から選

択されたものである(11)(12)。特に断りがない限り、掲載した物質は市販品購入時の純度で試験を行った(11)。可

能な限り、次の基準を満たす物質を選択した。(i)VRM による測定または予測を行える、腐食性反応の範囲を代表

する物質であること（例えば、非腐食性物質、腐食性物質のうち反応が弱い物質から強い物質まで）。(ii)バリデー

ション試験に用いられる化学物質クラスを代表する物質であること。(iii)VRM の性能特性を反映する物質である

こと。(iv)明確に定義された化学構造を持つ物質であること。(v) In vivo における参照試験法で決定的な結果を導く
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物質であること。(vi)市販品であること。(vii)極端に高額な廃棄費用を伴わない物質であること。 
2 Barratt ら（1998 年）(11)により指定された化学物質クラスとした。 
3 UN GHS の 1A、1B、1C に相当する国連容器等級はそれぞれ I、II、III である。 
4 pH 値は Fentem ら（1998 年）(12)および Barratt ら（1998 年）(11)の文献から得た。 
 

手順 

14. ラット TER による皮膚腐食性試験法の標準操作手順書（SOP）が入手可能である(2)。本試験

ガイドラインが対象とするラット TER 測定法では、下記事項を遵守する。 

 

動物 

15. ラットを用いる。その理由は、本測定法においてラット皮膚の物質に対する感受性が以前に

示されており(15)、正式にバリデーションされた唯一の皮膚供給源であるからである(11)(12)。

（皮膚を採取する際、）毛包が成体で発毛を開始する以前の休止期にあることを確保するため

に、ラットの週齢および系統が特に重要である。 

 

16. 約 22 日齢の若齢雄または雌ラット（Wister 系または同等の系統）の背面および側面の毛を、

小さいクリッパーで慎重に刈り取る。次に、毛刈りした領域を抗生物質溶液（例えば、微生

物の増殖を阻害するのに効果的な濃度のストレプトマイシン、ペニシリン、クロラムフェニ

コールおよびアムホテリシンを含む）に浸し、慎重に拭きながら洗浄する。1 回目の洗浄後、

3 日目または 4 日目に再び動物を抗生物質溶液で洗浄し、2 回目の洗浄から 3 日以内に使用す

る。このとき角質層が除毛から回復している。 

 

皮膚ディスクの準備 

17. 28～30 日齢（この日齢が非常に重要）の動物を人道的に屠殺する。次に、各動物の背側皮膚

を採取し、過剰な皮下脂肪を皮膚から慎重に剥離し、除去する。1 つにつき直径約 20 mm の

皮膚ディスクを取り出す。陽性および陰性対照データが、新鮮皮膚で得られたものに等しい

ことが示される場合には、ディスクを使用するまで皮膚を保存してもよい。 

 

18. 各皮膚ディスクは PTFE（ポリテトラフルオロエチレン）チューブの一端に配置し、表皮面を

チューブと確実に接触させる。配置した皮膚を保持するためチューブの端にゴム製の O リン

グを装着し、過剰な組織を取り除く。次に、ゴム製 O リングを PTFE チューブの末端までワ

セリンで慎重に密封する。チューブは MgSO4 溶液（154 mM）を含むレセプター室内で、バ

ネクリップで支持される（図 1）。皮膚ディスクは MgSO4 溶液に完全に浸す。10～15 もの皮

膚ディスクが 1 匹のラット皮膚から得られる。チューブと O リングの寸法を図 2 に示す。 

 

19. 試験を始める前に、各動物の皮膚の品質管理手順として 2 つの皮膚ディスクの TER を測定す

る。残りのディスクが本測定法に使用できるためには、両ディスクは 10 kΩ を超える電気抵
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抗値を示す必要がある。抵抗値が 10 kΩ より低い場合、その皮膚由来の残りのディスクは廃

棄する。 

 

被験物質および対照物質の適用 

20. 実験モデルが適切な性能であることを確認するため、実行（実験）ごとに陽性対照および陰

性対照を必ず同時に設置する。1 回の実行（実験）単位で 1 匹の動物からの皮膚ディスクを

使用する。陽性および陰性対照の被験物質として、10 M 塩酸と蒸留水がそれぞれ推奨される。 

 

21. 液体被験物質（150 μL）を、チューブの内側の表皮面に均一に適用する。固形物の試験の場

合、十分量の固体を表皮面の全てが確実に覆われるように均一にディスクに適用する。脱イ

オン水（150 μL）をこの固体の表面に加え、チューブを穏やかに攪拌する。皮膚との接触を

最大にするために、固体を 30°C に温めて被験物質を溶融もしくは軟化させるか、または挽い

て粒状または粉末にする必要を生じることがある。 

 

22. 各被験物質および対照物質に対して、1 回の試験実行（実験）単位で 3 つの皮膚ディスクを

用いる。被験物質を 20～23°C で 24 時間適用する。室温以下の水道水を噴射し、物質をさら

に除去できなくなるまで洗浄することにより、被験物質を除去する。 

 

TER の測定 

23. 皮膚インピーダンスは、低電圧交流ホイートストンブリッジを用いることにより、TER とし

て測定される(19)。ブリッジは一般的仕様として作動電圧 1～3 ボルト、50～1000 Hz の正弦

波または矩形波交流で、少なくとも 0.1～30 kΩ の測定範囲である。バリデーション試験に用

いられたデータブリッジでは、直列型または並列型値を用い、100 Hz または 1 kHz の周波数

でインダクタンス（誘導係数）、キャパシタンス（容量）およびレジスタンス（抵抗）がそれ

ぞれ 2000 H、2000 μF および 2 MΩ の値まで測定された。TER 測定法による腐食性検討のた

め、測定結果は 100 Hz の周波数、直列型値を用いて、抵抗を単位にして記録する。電気抵抗

を測定するのに先立って、表皮を十分量の 70%エタノールで覆うことにより皮膚の表面張力

を低減する。数秒後にエタノールをチューブから除去し、3 mL の MgSO4溶液（154 mM）を

組織に加えて水和する。データブリッジ電極は抵抗（kΩ/皮膚ディスク）を測定するために、

皮膚ディスクの両側に配置する（図 1）。電極の寸法およびワニ口クリップの下に露出する電

極の長さは、図 2 で示される。内側電極に取り付けられるクリップは、抵抗を測定する間、

PTFE チューブの最上部にセットし、電極の一定の長さを MgSO4溶液に浸した状態に保つ。

外側の電極は、レセプター室の内底に静置するように配置する。バネクリップと PTFE チュ

ーブの底面の距離は一定に維持する（図 2）。それは、この距離が得られた抵抗値に影響をお

よぼすからである。したがって、内側電極と皮膚ディスクの間の距離は一定かつ最小限にす

る必要がある（1～2 mm）。 
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24. 測定された抵抗値が 20 kΩ を超える場合、これは皮膚ディスクの表皮面を覆っていた被験物

質が残存していることに起因する可能性がある。その場合、残存物質をさらに除去するよう

試みることができる。例えば、手袋をした親指で PTFE チューブを密封して、約 10 秒間それ

を振とうする。次に、MgSO4溶液を廃棄し、新鮮な MgSO4 により抵抗の測定を繰り返すこと

が挙げられる。 

 

25. 用いられた試験装置と実験手順の特性や特質が、得られたTER値に影響を与える可能性

がある。5 kΩ という腐食性の閾値は、本試験ガイドラインに記載されている特定の装置と手順に

従って得られたデータから設定されたものであり、試験条件の変更または異なる装置の使用があ

った場合、異なる閾値と対照値を適用してもよい。したがって、バリデーション試験に使用され

ている物質(11)(12)、または検討中の物質に類似の化学物質クラスから選んだ一連の習熟度確認

物質を試験することによって、方法論および抵抗閾値を校正する必要がある。一連の適切な習熟

度確認物質は、補遺 1 の表 1 に特定されている。 

 

色素結合法 

26. 特定の非腐食性物質に曝露すると抵抗は 5 kΩ のカットオフ値よりも低下するので、イオンは

角質層を通過できるようになり、これにより電気抵抗は低下する可能性がある(12)。例えば、

中性有機物質および表面活性を持つ物質（洗剤、乳化剤およびそれ以外の界面活性剤など）

は皮膚の脂質を除去するためバリアのイオン透過性がより増加する可能性がある。よって、

こうした化学物質により生じる TER 値が 5 kΩ 未満または 5 kΩ 付近で、皮膚ディスクに視認

可能な損傷がない場合には、対照および処理組織の色素透過性を評価し、得られた TER 値が

皮膚の透過性増加によるものか、あるいは皮膚腐食性によるものかを決定する必要がある

(10)(12)。後者、すなわち角質層が破壊された場合には、色素スルホローダミン B を皮膚表面

に適用すると速やかに浸透して下部の組織を染色する。この特殊な色素は広範にわたる物質

に対して安定であり、以下に述べる抽出手順の影響を受けない。 

 

スルホローダミン B 色素の適用と除去 

27. TER 評価の後、硫酸マグネシウムをチューブから廃棄し、皮膚に明らかな損傷がないかどう

か慎重に調べる。大きな損傷（例えば穿孔）が認められない場合には、スルホローダミン B

色素（アシッドレッド 52、C.I. 45100、CAS 番号 3520-42-1）の 10%（w/v）蒸留水希釈液 150 

μL を各皮膚ディスクの表皮面に 2 時間、適用する。次に、室温以下の水道水で約 10 秒間、

これらの皮膚ディスクを洗浄し、過剰な色素または結合しなかった色素を除去する。各皮膚

ディスクを慎重に PTFE チューブから取り外し、脱イオン水（8 mL）を含むバイアル（例え

ば 20 mL のガラスシンチレーションバイアル）に移す。バイアルを 5 分間穏やかに攪拌し、

さらに結合しなかった色素を除去する。続いて、この洗浄手順を繰り返した後、皮膚ディス
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クを取り出し、蒸留水希釈 30%（w/v）ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）5 mL を含むバイア

ルに入れ、60°C で一晩培養する。 

 

28. 培養後、各皮膚ディスクを取り出して廃棄し、残留溶液を 21°C で 8 分間遠心分離する（相対

遠心力約 175 x g）。上清試料 1 mL に蒸留水希釈 30%（w/v）SDS 4 mL を加えて 5 倍（v/v）

に希釈する。溶液の光学濃度（OD）を、565nm で測定する。 

 

色素含有量の算出 

29. ディスクあたりのスルホローダミン B 色素含有量は、OD 値（565 nm におけるスルホローダ

ミン B 色素のモル吸光係数を 8.7×l04、また分子量を 580 とする）から算出する(12)。適切な

校正曲線を用い、各皮膚ディスクの色素含有量を決定する。次に、これら同型の皮膚ディス

クに対する平均色素含有量を算出する。 

 

許容基準 

30. 試験施設での方法において同時に実施された陽性および陰性対照値が許容範囲に収まる場合

には、TER の平均結果は受理される。上述の方法および装置による許容抵抗範囲を以下の表

に示す。 

 

対照 物質 抵抗範囲（kΩ） 

陽性 10 M 塩酸 0.5～1.0 

陰性 蒸留水 10～25 

 

31. 同時に実施された対照値が本法の許容範囲に収まる場合には、色素結合の平均結果は受理さ

れる。上述の方法および装置による対照物質について示唆される許容色素含有範囲を以下に

示す。 

 

対照 物質 色素含有量範囲（μg/ディスク） 

陽性 10 M 塩酸 40～100 

陰性 蒸留水 15～35 

 

結果の解釈 

32. 被験物質の腐食性と非腐食性を識別する TER のカットオフ値は、試験法最適化の際に確立さ

れ、先行バリデーションの段階で検討を行い、正式なバリデーション試験において確認され

た。 
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33. UN GHS (1)分類系と関連付けられる、ラット TER による皮膚腐食性試験法の予測モデル

(12)(2)について以下に示す。 

 

以下の場合、被験物質は皮膚に非腐食性であると判断される。 

i) 被験物質から得られた TER 平均値が 5 kΩ を超える場合。または、 

ii) 被験物質から得られた TER 平均値が 5 kΩ 以下であり、かつ、 

• 皮膚ディスクには明らかな損傷（例えば穿孔）が認められない。および、 

• ディスクの平均色素含有量が同時に得られた 10 M 塩酸陽性対照ディスクの平均色素

含有量よりも低値である場合（陽性対照値については段落 31 参照）。 

 

以下の場合、被験物質は皮膚に対して腐食性であると判断される。 

被験物質から得られた TER 平均値が 5 kΩ 以下で、皮膚ディスクに明らかな損傷（例えば穿

孔）が認められる場合。または、 

被験物質から得られた TER 平均値が 5 kΩ 以下であり、かつ、 

• 皮膚ディスクには明らかな損傷（例えば穿孔）が認められないが、 

• ディスクの平均色素含有量が同時に得られた 10 M 塩酸陽性対照のディスクの平均色

素含有量以上である場合（陽性対照値については段落 31 を参照）。 

 

34. 腐食性の分類が明確である場合、3 つ以上の同型の皮膚ディスクからなる試験実行（実験）

は、1 被験物質に対し 1 回行えば十分であるとする。しかし、同型のディスク測定結果が一

致しない、および／または TER 平均値が 5±0.5 kΩ であるなど結果が境界線上にある場合、

別途 2 回目の試験実行（実験）を検討する。さらに、試験実行（実験）の結果が 1 回目と 2

回目とで一致しない場合、3 回目を検討する。 

 

データおよび報告 

データ 

35. 該当する場合には、被験物質および陽性／陰性対照の抵抗値（kΩ）および色素含有量（μg/

ディスク）を、試験実行（実験）ごとにそれぞれ同型のディスク別にしたデータおよび平均

値±標準偏差を含む表形式にして報告する。繰り返し実験の結果は全て報告する。皮膚ディス

クに認められた損傷は、被験物質ごとに報告する。 

 

試験報告書 

36. 試験報告書は、以下の情報を含まなければならない。 
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被験物質および対照物質 

－ 国際純正･応用化学連合（IUPAC）または CAS などの物質名、およびわかっている場

合は CAS 番号 

－ 被験物質または混合物の純度および組成（重量%） 

－ 試験の実施に関連する物理的・化学的性状（わかっている場合、物理的状態、安定性、

揮発性、pH、水溶性など） 

－ 試験前の被験物質／対照物質に対する処理（例えば、保温、粉砕など）（該当する場

合） 

－ 保存条件 

 

供試動物 

－ 使用する系統および性 

－ 供試動物として使用される時点の週齢 

－ 供給元、飼育条件、飼料など 

－ 皮膚の準備の詳細 

 

試験条件 

－ 試験装置の較正曲線 

－ 該当する場合、色素結合試験成績の校正曲線、OD 値測定に用いた通過帯域、および

測定機器（例えば分光光度計）の OD の直線範囲 

－ TER 測定に用いた試験手順の詳細 

－ 該当する場合、色素結合評価に用いた試験手順の詳細 

－ 使用された被験物質の用量、曝露時間、および曝露温度 

－ 曝露時間終了後に用いた洗浄手順の詳細 

－ 被験物質および対照物質（陽性対照および陰性対照）当たりに用いた同型の皮膚ディ

スク数 

－ 試験手順の修正についての説明 

－ 本モデルの背景データに対する言及。内容には下記事項を含むべきであるが、これに

限定されるものではない。 

i) 陽性および陰性対照の抵抗範囲に基づいた、陽性および陰性対照の TER 値（単

位 kΩ）の許容性 

ii) 陽性および陰性対照の色素含有量範囲に基づいた、陽性および陰性対照の色素含

有量（単位 μg/ディスク）の許容性 

iii) 同型の皮膚ディスク間における背景データのばらつきに基づいた、試験結果の許

容性 

－ 適用した判定基準／予測モデルの説明 
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結果 

－ 被験物質および対照別、試験実行（実験）ごと、ならびに同型の皮膚ディスク（個体

別および皮膚試料別）ごとの TER および色素結合法（該当する場合）から得られた

データ、平均値、標準偏差、変動係数の表 

－ 認められた影響の記載 

－ 用いた予測モデル／判定基準に基づいて得られた分類 

 

結果の考察 

 

結論 

 

参考文献 
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図 1：ラット TER 測定のための装置 

 

ワニ口クリップ 

内側（厚い）電極 

ワニ口クリップ 
PTFE チューブ 

バネクリップ 
外側（薄い）電極 

レセプター室 
（使い捨てチューブ） 

硫酸マグネシウム 
（154 mM） 皮膚ディスクの表皮 

ゴム製 O リング 

硫酸マグネシウム 
（154 mM） 皮膚ディスクの真皮 



 経済協力開発機構（OECD/OCDE） TG 430 
 

15 
© OECD, (2013) 

図 2：使用するポリテトラフルオロエチレン（PTFE）チューブ、レセプターチューブおよび電極

の寸法 

 
 
上記装置の重要因子 

－ PTFE チューブの内径 

－ PTFE チューブとレセプターチューブに対する電極の長さ。皮膚ディスクが電極に接触しない

よう、MgSO4溶液と接触する電極の長さが標準に保たれるようにする。 

－ レセプターチューブの MgSO4溶液量は、その液面が PTFE チューブの液面に対して図 1 に示

すような深さとなるようにする。 

－ 皮膚ディスクは PTFE チューブにしっかり固定し、電気抵抗が正確に皮膚の性状を測定する

ようにする。

16mm 

10mm 

95mm 

3mm 

13mm 
1mm 

ゴム製 O リング 
0.5mm 

1mm 

0.5mm 

ワニ口クリップ 

75mm 

1mm 3mm 

81mm 
78mm 
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補遺 1 

 

 

提唱される類似または改変 in vitro 皮膚腐食性経皮電気抵抗（TER）測定法の 

評価に関する性能標準 1 

 

はじめに 

1. 性能標準（PS）の目的は、新規の類似または改変試験法が所有権（すなわち著作権、登録商

標、登録）の有無に関わらず、特定の試験目的に合った十分な信頼性および妥当性を有する

と立証可能な基準を示すことにある。この PS はバリデーション試験法に基づいており、これ

と類似の科学的原則に基づいて、同一の生物学的作用または毒性作用を測定または予測する

他の類似試験法（「模倣的」試験法ともいわれる）の信頼性および妥当性を評価することに用

いることができる(9)。さらに、承認済み試験法に改善点の可能性を提唱する改変試験法では、

提唱される変更がその試験法の性能に及ぼす影響、およびバリデーション過程の他の部分で

利用可能な情報にこの変更が及ぼす影響の範囲について、評価を受けるべきである。改変試

験法は、提唱される変更の数および性質、生成されたデータ、ならびにこの変更の根拠とな

る文章に応じて、新規試験法に記載されたものと同じバリデーション過程を受けるか、ある

いは適切である場合には、すでに確立された PS を用いることにより信頼性および妥当性（正

確性）の限定的な評価のいずれかを受ける(9)。 

 

2. 本試験ガイドラインの下で使用が提唱される類似（模倣的）または改変試験法は、参照物質

（表 1）によりその信頼性および正確性の測定評価を受ける。参照物質は、TG 404 の in vivo

における腐食性のスコア全て、すなわち腐食性化学物質（UN GHS 区分 1A、1B、1C）およ

び非腐食性化学物質を代表する(1)。提唱される類似または改変試験法は信頼性、感度、特異

度、正確性の値が、VRM 由来の試験法に匹敵するかそれより優れ、本補遺の段落 6～10 記載

どおりとなる必要がある(12)。新規の類似または改変試験法の信頼性は、その試験法が UN 

GHS 区分 1 の腐食性化学物質および非腐食性化学物質を正しく識別できるかと同様に、新た

な化学物質を試験に使用する前に、決定されるべきである。 

 

3. 本 PS は、新規または改変 TER 測定法のバリデーション評価のため、米国動物実験代替法検

証省庁間連絡委員会（US-ICCVAM）の PS に基づいている(8)。本 PS は、(i)試験法に必須の

要素、(ii)推奨される参照物質、(iii)提唱される試験法が同等か優れているべき信頼性および

正確性の値の定義からなる(9)。 

                                                   
1 本試験ガイドラインの PS 検討後、提唱される新規の類似または改変試験法を規制目的で用いる場合、その前

に本試験ガイドラインに採用および導入するよう OECD に提示されたい。 
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試験法に必須の要素 

4. 試験法に必須の要素として、バリデーション済み試験法に必須の構造的、機能的、手順の要

素からなり、提唱される機構上および機能上の類似または改変試験法のプロトコルに掲載さ

れる。これらの要素には、その試験法特有の特徴、きわめて重要な手順の詳細、品質管理の

尺度が挙げられる。試験法に必須の要素を遵守すれば、提唱される類似または改変試験法が、

対応する VRM と同じ発想に基づいていることを保証する一助になると考えられる(9)。試験

法に必須の要素の詳細は、以下のとおり、本試験ガイドラインの段落 15～34 に記載されてい

る。 

－ 実験動物、動物種、系統の使用に関連する手順（段落 15、16） 

－ 皮膚インピーダンス測定装置、皮膚ディスク作成物など試験法の物理的要素（段落 17

～19） 

－ 被験物質および対照化学物質の適用（段落 20～22） 

－ 膜のバリア透過性の測定（段落 23～25） 

－ 色素結合手順（段落 26～29） 

－ 許容基準（段落 30、31） 

－ 結果の解釈（段落 32～34） 

 

特定のパラメータについては、適切な値を新規の類似または改変試験法に示す。この特定の

値は、特定の試験法に応じて変わることがある。TER 測定法の場合、被験物質の腐食性と非

腐食性を識別するカットオフ値は、皮膚試料（供試動物）の性質および使用した装置により

大きく左右される(2)(22)。 

 

最低限評価すべき参照物質の一覧表 

5. 提唱される類似または改変試験法が、構造的および機能的に VRM との十分な類似性が証明

され、あるいは VRM の小規模な改変であることが示されると、その試験法の信頼性および

妥当性が VRM と同等かそれより優れているかを判定するため、参照物質が用いられる(12)。

表 1 に収載した 24 種類の推奨される参照物質には、さまざまな化学物質クラス（すなわち官

能基に基づく化学物質の区分）、および TG 404 の in vivo におけるスコア全てを代表する物質

が含まれる。本一覧表に掲載されているのは、UN GHS 区分 1A の物質が 5 種類、UN GHS

区分 1B/1C（上記 in vivo データでは両区分間の識別を行えない）の物質が 7 種類、非腐食性

物質が 12 種類である。表 1 収載の物質は、化学官能性および物理的状態について、VRM の

バリデーション試験に用いられた物質から選択されている(11)(12)。これらの参照物質は、提

唱される類似または改変試験法の信頼性および妥当性の評価に用いられるべき最低限の化学

物質数を示すものである。新規の類似試験法の開発／最適化に向けこれらの参照物質を用い

ることは、可能な限り避けること。収載されている物質が入手不能である場合、それ以外に

適切な in vivo 参照データを入手可能な物質があれば、使用することが考えられる。参照デー
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タは、VRM のバリデーション試験に使用された物質から主に得られる。要望があれば、提唱

される試験法の正確性をさらに評価するため、別の化学物質クラスを示し、適切な in vivo 参

照データを入手可能な追加物質が、参照物質に関する最低限の一覧表に加えられることがあ

る。 

 

表 1：類似または改変 in vitro TER による皮膚腐食性試験法の信頼性、感度、特異度、正確性の値

を判定する参照物質に関する最低限の一覧表 

化学物質 1 CASRN 化学物質ク

ラス 2 

In vivo 試験結

果に基づく

UN GHS 区分 

3 

In vitro 試験結

果に基づく

VRM 区分 

物理的

状態 
pH4 

In vivo における腐食性物質 
三臭化リン 7789-60-8 無機酸 1A 6×腐食性 液体 1.0 

三フッ化ホウ素 2 水塩 13319-75-0 無機酸 1A 6×腐食性 液体 1.5 

五塩化リン 10026-13-8 無機酸 1A 6×腐食性 固体 ND 

N,N’-ジメチルジプロピレ

ントリアミン 
10563-29-8 有機塩基 1A 6×腐食性 液体 8.3 

1,2-ジアミノプロパン 78-90-0 有機塩基 1A 6×腐食性 液体 8.3 

硫酸（10%） 7664-93-9 無機酸 (1A/)1B/1C 5×腐食性 
1×非腐食性 液体 1.2 

水酸化カリウム（10% aq.） 1310-58-3 無機塩基 (1A/)1B/1C 6×腐食性 液体 13.2 

ヘキサン酸 142-62-1 有機酸 (1A/)1B/1C 6×腐食性 液体 3.9 

オクタン酸（カプリル酸） 124-07-2 有機酸 1B/1C 4×腐食性 
2×非腐食性 液体 3.6 

N,N-ジメチルイソプロピ

ルアミン 
996-35-0 有機塩基 1B/1C 6×腐食性 液体 8.3 

n-ヘプチルアミン 111-68-2 有機塩基 1B/1C 6×腐食性 液体 8.4 

2-tert-ブチルフェノール 88-18-6 フェノール 1B/1C 4×腐食性 
2×非腐食性 液体 3.9 

 

化学物質 1 CASRN 化学物質ク

ラス 2 

In vivo 試験結

果に基づく

UN GHS 区分 

3 

In vitro 試験結

果に基づく

VRM 区分 

物理的

状態 
pH4 

In vivo における非腐食性物質 

スルファミン酸 5329-14-6 無機酸 非腐食性 5×腐食性 
1×非腐食性 固体 1.5 

炭酸ナトリウム（50% aq.） 467-19-8 無機塩基 非腐食性 6×腐食性 液体 11.7 

イソステアリン酸 2724-58-5 有機酸 非腐食性 6×非腐食性 液体 3.6 

ドデカン酸（ラウリン酸） 143-07-7 有機酸 非腐食性 6×非腐食性 固体 ND 

4-アミノ-1,2,4-トリアゾー

ル 
584-13-4 有機塩基 非腐食性 6×非腐食性 固体 5.5 

オイゲノール 97-53-0 フェノール 非腐食性 1×腐食性 
5×非腐食性 液体 3.6 

2-メトキシフェノール 90-05-1 フェノール 非腐食性 6×非腐食性 液体 3.9 
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化学物質 1 CASRN 化学物質ク

ラス 2 

In vivo 試験結

果に基づく

UN GHS 区分 

3 

In vitro 試験結

果に基づく

VRM 区分 

物理的

状態 
pH4 

臭化フェネチル 103-63-9 求電子物質 非腐食性 6×非腐食性 液体 3.6 

4-（メチルチオ）-ベンズア

ルデヒド 
3446-89-7 求電子物質 非腐食性 6×非腐食性 液体 6.8 

1,9-デカジエン 1647-16-1 中性有機物

質 非腐食性 6×非腐食性 液体 3.9 

テトラクロロエチレン 127-18-4 中性有機物

質 非腐食性 6×非腐食性 液体 4.5 

ラウリル硫酸ナトリウム

（20% aq.） 
151-21-3 界面活性剤 非腐食性 6×腐食性 液体 3.9 

 
略語：aq.=水溶液、CASRN=CAS 登録番号、UN GHS=国連化学品の分類および表示に関する世界調和

システム(1)、VRM=バリデーション済み参照試験法、ND=未決定。 
1 これらの物質は、最初に腐食性物質と非腐食性物質、次に腐食性の細区分、さらに化学物質クラスの

順で分類され、欧州代替法評価センター（ECVAM）によるラット TER 測定法のバリデーション試験

に用いられる物質から選択されたものである(11)(12)。特に断りがない限り、掲載した物質は市販品購

入時の純度で試験を行った(11)。可能な限り、次の基準を満たす物質を選択した。(i)VRM による測定

または予測を行える、腐食性反応の範囲を代表する物質であること（例えば、非腐食性物質、腐食性

物質のうち反応が弱い物質から強い物質まで）。(ii)バリデーション試験に用いられる化学物質クラスを

代表する物質であること。(iii)VRM の性能特性を反映する物質であること。(iv)明確に定義された化学

構造を持つ物質であること。(v) In vivo における参照試験法で決定的な結果を導く物質であること。(vi)
市販品であること。(vii)極端に高額な廃棄費用を伴わない物質であること。 
2 Barratt ら（1998 年）(11)により指定された化学物質クラスとした。 
3 UN GHS の 1A、1B、1C に相当する国連容器等級はそれぞれ I、II、III である。 
4 pH 値は Fentem ら（1998 年）(12)および Barratt ら（1998 年）(11)の文献から得た。 
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信頼性および正確性の値の定義 

6. 提唱される類似または改変 TER 測定法が、複数の独立した施設により用いられる場合、その

信頼性および妥当性を確立するには、表 1 収載の 24 種類の参照物質全てについて、3 施設以

上で試験を行う。ただし、PS に基づいたバリデーション試験全てを、国際的に認識されてい

るバリデーション機関が国際ガイドラインに従って、個別に評価することが必要不可欠であ

る(9)。各施設では、24 種類の参照物質全てについて、異なる個体から得た皮膚ディスクを用

い十分に間隔をあけた時点で、3 回独立した試験を実行する。試験の実行ごとに、各被験物

質、陰性対照、陽性対照（PC）の少なくとも 3 つの同時試験用皮膚ディスクを用い、いずれ

も同一個体から得たディスクとする。 

 

7. 提唱される試験法の信頼性、感度、特異度、正確性の値の算出は下記ルールに従って行い、

必ず予め定義された一貫性のある方法を用いる。 

 

1. 施設内再現性（WLR）については、参照物質に対し要件を満たす試験を 2 回以上実行

し、その分類結果の一致度に基づいて算出される。 

 

2. 施設間再現性（BLR）の算出については、要件を満たす個別試験実行結果全体の TER

および色素結合の算術平均値を用いて、各参加施設の各参照物質の最終的な分類結果

を得る。BLR は、要件を満たす試験実行結果のみ用い、その分類結果の一致度に基づ

いて算出される。なお、実行に用いる参照物質は、施設あたり少なくとも 1 回要件を

満たす試験実行結果が入手可能な物質とする。 

 

3. 感度、特異度、正確性の値は、各施設の各参照物質により得られる、要件を満たす試

験実行結果を全て用いることにより算出される。各施設の各参照物質についてそれぞ

れ要件を満たす試験を実行し、実行結果個々の予測に基づいて算出し、要件を満たす

個別試験実行結果全体の TER および色素結合の算術平均値に基づく算出は行わない。 

 

こうした背景から、対応する SOP に定義されているとおり、要件を満たす試験実行とは、少なく

とも 3 つの同型の皮膚ディスクについて、陰性対照および陽性対照の許容基準を満たす要件実行

の範囲内で同時に試験を行うこととする。そうでない場合、試験の実行は要件を満たさないもの

とみなす。 

 

施設内再現性 

 

8. 施設内再現性の評価では、単一施設内で 24 種類の参照物質について、個別の独立した実行に

より得られた分類（腐食性または非腐食性）の一致度が 90%以上を示すべきである（ラット

TER の実測値：各施設それぞれ 87.5%、91.7%、100%）。 
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施設間再現性 

 

9. 類似または改変試験法の場合、24 種類の参照物質から得られる分類（腐食性または非腐食性）

について、最低 3 施設間の一致度が 80%以上であるべきである（ラット TER の実測値：95.8

～79.2%、1～5 種類の化学物質が不一致）。 

 

予測能 

 

10. 提唱される類似または改変 TER 測定法の感度、特異度、正確性は、VRM と同等かそれより

優れていること。表 1 収載の 24 種類の重要な関連化学物質により得られる感度および特異度

は、それぞれ 90%以上、75%以上、一致度は 82.5%以上であるべきである（表 2）。 

 

表 2：化学物質の腐食性と非腐食性（C 対 NC）を識別する妥当性があるとみなされるが、腐食性

化学物質のサブ区分化を行えない類似または改変 TER による皮膚腐食性試験法に必要な感度、

特異度、一致度 

感度 特異度 一致度 

90%以上 

（ラット TER 実測値：93.1%） 

75%以上 

（ラット TER 実測値：75%） 

82.5%以上 

（ラット TER 実測値：84%） 
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補遺 2 

 

 

定義 

 

正確性：試験法による結果と、一般に認められた参照値との一致の近さ。正確性は試験法の性能

の尺度であり、妥当性の一側面にあたる。この用語は、試験法の正しい結果が占める割合を意味

する「一致度」の代わりに用いられることが多い(9)。 

 

C：腐食性 

 

化学物質：物質または混合物の意。 

 

一致度：各種試験法により区分化の結果が得られる場合、一致度はその試験法の性能を示す尺度

であり、妥当性の一側面にあたる。この用語は、時に正確性の代わりに用いられることがあり、

陽性または陰性に正しく分類される全ての被験物質の割合と定義される。一致度は、検討中の各

種被験物質の陽性率に大きく左右される(9)。 

 

GHS（国連（UN）化学品の分類および表示に関する世界調和システム）：物理学的危険有害性な

らびに健康および環境上の危険有害性の標準的種類および程度に従った化学物質（物質および混

合物）の分類を提唱し、絵表示、注意喚起語、危険有害性情報、注意書き、安全データシートな

ど、対応する情報要素に対処するシステムのことである。これにより、人々（雇用者、労働者、

輸送業者、消費者、緊急要員など）および環境を保護する観点から、危険有害作用に関する情報

が伝達される(1)。 

 

模倣的試験法：バリデーション済みかつ一般に認められた参照試験法と、構造的および機能的に

類似した試験法。本試験法は、追走的バリデーションの候補になることが考えられる。類似試験

法と言い換えて用いられる(9)。 

 

混合物：互いに反応しない 2 つ以上の物質からなる混合物または溶液の意。 

 

NC：非腐食性 

 

OD：光学濃度 

 

PC：陽性対照 
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性能標準（PS）：バリデーション済み試験法に基づき、機構上および機能上類似している提唱さ

れる試験法が、バリデーション済み試験法に匹敵することの評価根拠となる基準。含まれる内容

は次のとおりである。(i)試験法に必須の要素。(ii) バリデーション済み試験法で許容可能な性能の

立証に用いられる化学物質の中から選択された、最低限の参照物質一覧表。(iii)提唱される試験法

が最低限の参照物質一覧表により評価された際、バリデーション済み試験法で得られた結果に基

づき立証すべき信頼性および正確性の類似を示す水準。 

 

要件を満たす実行（実験）：対応する SOP に定義されているとおり、陰性対照および陽性対照の

許容基準を満たす実行のこと。そうでない実行は、要件を満たさないものとみなす。 

 

参照物質：バリデーション過程で使用するために選択された化学物質であり、in vitro または in vivo

参照試験系または対象動物種における反応が既知であるもの。参照物質は、試験法での使用が予

測される化学物質クラスを代表するものであり、本物質の使用から予測され得る反応は強弱、陰

性まで全ての範囲を示す。バリデーション過程の段階が異なる場合、および試験法や試験用途が

異なる場合、異なる一連の参照物質を要することがある(9)。 

 

妥当性：試験法と対象になる作用との関係、およびその試験法が特定の目的に対し意味を持ち、

有用であるか否かの関係を示す用語。試験法が対象の生物学的作用を、正しく測定または予測す

る度合いのことである。妥当性には、試験法の正確性（一致度）の検討が含まれる(9)。 

 

信頼性：同一プロトコルを用いて試験法を実施した場合、施設内および施設間で経時的に再現可

能な度合いを示す尺度。信頼性は、施設内および施設間再現性の算出により評価される(9)。 

 

感度：全ての陽性／活性化学物質のうち、試験法によって正しく分類される割合のこと。区分化

の結果が得られる試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する際の重要な検討

項目である(9)。 

 

In vivo 皮膚腐食性：皮膚の不可逆的損傷が生じること。すなわち、被験物質を最長 4 時間適用後、

表皮から真皮に視認できる壊死である。腐食性反応の代表例は、潰瘍、出血および血痂皮で、14

日の観察期間終了までに、皮膚の白化による変色、全域に及ぶ脱毛および瘢痕が現れる。疑わし

い損傷を評価するためには、病理組織診断を考慮する。 

 

特異度：全ての陰性／不活性化学物質のうち、試験法によって正しく分類される割合のこと。区

分化の結果が得られる試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する際の重要な

検討項目である(9)。 

 

物質：自然状態または製造過程で得られる化学元素およびその化合物の意。特定の製品の安定性

維持に必要な添加物、および用いられた製造過程由来の不純物はこれに含まれるが、物質の安定
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性に影響を与える事なく、または、物質の組成に変化ももたらさずに分離可能な溶媒は除外され

る。 

 

（試験）実行：単一の被験物質を対象に、最低 3 つの同型の皮膚ディスクで同時に試験を行うこ

と。 

 

被験物質：試験において評価対象となる物質。 

 

階層的試験戦略：複数の試験法を順次用いて試験を行うこと。それぞれ次段階で選択される試験

法は、その前段階の試験結果に基づいて決定する(9)。 

 

経皮電気抵抗（TER）：抵抗値をキロオームで表した皮膚の電気インピーダンスの尺度のこと。皮

膚を透過するイオンをホイートストンブリッジ装置で記録することにより、そのバリア機能を評

価する単純かつ頑健な方法。 
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