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経済協力開発機構（OECD）の化学物質の 

試験に関するガイドライン 
 

In vitro 皮膚腐食性：ヒト皮膚モデル試験 
 
 
はじめに 
 
1. 皮膚腐食性とは、化学品の分類および表示に関する世界調和システム（GHS）によって定

義されるように、被験材料の適用後、皮膚に生じる不可逆的組織損傷をいう(1)。この試験

ガイドラインでは、皮膚腐食性を評価するにあたって、生きている動物または動物組織を

必要としない。 
 
2. 皮膚腐食性の評価は、代表的に実験動物が使用されてきた(2)。2002 年のガイドライン 404

の改訂およびガイドライン 404 の補足において、その手順で使用される動物の疼痛と苦痛に

関する問題が検討され、それにより in vitro の代替法を用いて動物の疼痛と苦痛を伴うこと

なく、皮膚腐食性を決定できるようになった。 
 
3. ガイドライン 404 で in vivo 皮膚腐食性試験を in vitro 試験に完全に置き換えることができな

い主な理由は、in vitro 試験を検証するために公平かつ中立の立場で実施されたデータに欠

けることであった。規制目的の皮膚腐食性試験に使用される代替法の確立に向けての最初

のステップは、予備的有効性評価試験を実施することであった(3)。それに続き、皮膚腐食

性を評価するための in vitro手法(4)(5)を用いて公平な有効性評価試験が実施された(6)(7)(8)。
これらの試験結果と公表された他の文献の結果から(9)、以下の試験を in vivo 皮膚腐食性の

評価の代替法として使用してもよいという勧告につながった(10)(11)(12)(13)。すなわち、ヒ

ト皮膚モデル試験（本ガイドライン）と経皮電気抵抗試験である（試験ガイドライン 430
を参照）。 

 
定義 
 
4.  用いた定義を補遺に示す。 
 
最初に考慮すべき事項 
 
5. 有効性評価試験の結果、ヒト皮膚モデル(3)(4)(5)(9)を用いた試験では、既知の皮膚腐食性と

非腐食性を確実に区別できると報告された。その試験プロトコールにより、損傷が強い皮

膚腐食性とそれに比べれば弱い皮膚腐食性を区別する指標も得られるであろう。 
 
6. このガイドラインで述べられる試験により、腐食性の化学品を特定できる。他の既存の情

報（例えば、pH、構造活性相関、ヒトおよび／または動物のデータ）を用いた証拠の重み

付けで支持される場合には、上記に加え、更に非腐食性物質および混合物を特定すること

も可能になる(1)(2)(13)(14)。しかし、この試験では通常、皮膚刺激に関する十分な情報は得

られないし、化学品の分類と表示に関する世界調和システム（GHS）において許可されて

いる腐食性物質の細区分への分類もできない(1)。 
 
7. 単回の皮膚暴露後に生じる局所皮膚効果を完全に評価するためには、試験ガイドライン 404

に追加され(2)、更に GHS(1)に規定されている逐次試験戦略に従うことを推奨する。この試 
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験戦略は、生きた動物による試験を考慮する前に（本ガイドラインで述べる）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。 
 
試験の概要 
 
8. ヒト皮膚の三次元モデルは少なくとも再構成された表皮と機能する角質層から構成されて

いるが、通常、この表面に被験物質を適用する。腐食性物質は、特定の暴露期間内に（細

胞生存率を）明確な閾値レベルよりも低下させる能力により確認される（例えば、MTT 還

元法（MTT 法）(15)。ヒト皮膚モデル試験の原理は、腐食性物質が拡散または浸食すること

によって角質層を透過することが可能で、下層の細胞層に対して細胞毒性であるという仮

説に基づく。 
 
手順 
 
ヒト皮膚モデル 
 
9. ヒト皮膚モデルは作製可能であり、市販のものを入手することも可能である(16)(17)(18)(19)

（例えば EpiDermTMと EPISKINTMモデル）。更には、試験実施機関で開発または構築する

ことも可能である(20)(21)。ヒト皮膚の使用については、国家的、国際的倫理観および状況

を考慮する必要があるという認識である。新しいモデルを用いる場合には、（少なくとも

段落 11 に記載される程度）検証されるものとする。本試験に使用するヒト皮膚モデルは、

以下に従うものでなければならない。 
 
モデルの一般的条件 
 
10. ヒトケラチノサイトを用いて上皮を構築すること。機能する角質層の下に、生きた上皮細

胞からなる複数の細胞層が存在すること。皮膚モデルには、更に、間質層が含まれていて

もよい。角質層は細胞毒性マーカーに対して急速な浸透を拒むのに十分なバリアとして機

能するように、これに必要な脂質特性を備えた多重層であること。モデルは物質が角質層

の周囲を通過して、生きた細胞へと到達するのを防ぐのに十分な浸透防止機能を備えてい

ること。角質層の周囲を被験物質が通過すると、皮膚暴露モデルとしては不完全なものと

なる。皮膚モデルは、細菌（マイコプラズマを含む）またはカビに汚染されていないもの

であること。 
 
モデルの機能条件 
 
11. 生存率は、通常、MTT または代謝されて生体染色色素に変換される他の物質を用いて定量

化する。この場合、陰性対照組織から抽出（可溶化）された色素の光学濃度（OD）は、抽

出溶媒単独の OD より 20 倍以上大きくなければならない（概要については文献(22)を参照）。

陰性対照組織は試験の暴露期間中の培養下で安定状態を維持し、その生存率測定は常に同

程度とする。角質層は特定の細胞毒性マーカーである化学物質（例えば、1% Triton X-100）
の急速な浸透に抵抗できるよう、十分に強固でなければならない。この性質は、細胞の生

存率を 50%低下させるのに必要な暴露時間（ET50）によって見積もることができる。ちなみ

に、EpiDermTMおよび EPISKINTMモデルにおいては、この値は 2 時間超である。組織は時間

を越えて再現可能であること、また試験機関間でも再現可能であることが望ましい。更に、

選択した試験プロトコールにしたがって組織を使用した場合、結果として参照化学物質（表

2 参照）の腐食惹起能を予測できるものとする。 
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被験物質および対照物質の適用 
 
12. 対照を含めた各投与（暴露時間）で 2 つの組織を使用する。液体の物質の場合には、十分な

被験物質が一様に皮膚面を覆うように適用する（最低 25 μL/cm2を使用）。固形の物質の場

合には、十分な被験物質を適用して皮膚に均一に覆う。更に、脱イオン水または蒸留水で

湿らせて皮膚との接触を良好に保持するようにする。必要に応じて、固形物は適用前に砕

いて粉末にする。被験物質は、それにふさわしい方法で適用する（参考文献 5 を参照）。暴

露期間終了時に、被験物質を適当な緩衝液または 0.9% NaCl で皮膚面から慎重に洗浄する。 
 
13. 実験モデルによる試験が適切に行われていることを確保するため、陽性および陰性対照を

設ける。陽性対照物質として推奨されるのは、氷酢酸または 8N 水酸化カリウム（8N KOH）

である。陰性対照には、0.9% NaCl または水が推奨される。 
 
細胞生存率の測定 
 
14. 細胞生存率の測定には、定量的かつ検証済みの方法のみ使用することができる。更に、生

存率の測定法は三次元の組織構造に使用可能なものとする。また、非特異的色素結合が生

存率測定を妨害してはならない。したがって、蛋白結合性色素およびニュートラルレッド

のように代謝されない色素は不適切である。最も頻繁に使用される測定法は、MTT[3-（4,5-
ジメチルチアゾール-2-イル）-2,5-ジフェニルテトラゾリウムブロミド、チアゾリルブルー、

CAS 番号 298-93-1]還元法で、正確で再現性の高い結果をもたらすことが示されている(5)。
しかし、他の方法も使用できる。皮膚試料を適切な濃度の MTT 溶液（例えば、0.3～1 mg/mL）
中で適切な温度下に 3 時間インキュベートする。沈殿した青いホルマザン産物を溶媒（イソ

プロパノール）で抽出し、540 および 595 nm の間の波長で OD を測定し、ホルマザン濃度

を算出する。 
 
15. 生体染色色素が被験物質の化学作用により細胞の代謝と同様の変化を受ける場合には、生

存率の算出に誤りをもたらす可能性がある。そのような作用を持つ被験物質が洗浄後も完

全には除去されずに皮膚に残留した場合、このような事態が生じることが示された(9)。被

験物質が直接生体染色色素に作用する場合には、追加の対照で生存率測定に対する被験物

質への障害を検出し、修正する(9)(23)。 
 
結果の解釈 
 
16. 各被験サンプルの OD 値を用いて、任意に 100%とした陰性対照に対する相対的な生存百分

率を計算することができる。腐食性被験物質と非腐食性被験物質を区別するため、（もし

くは、異なる腐食性のクラスを区別するため）設定した生存率のカットオフ値または結果

を評価し、腐食性物質を特定するために用いた統計解析法については明らかな定義と記録

が必要であり、かつ、それらが適切であることを示す。通常は、これらのカットオフ値は

試験最適化の間に確立し、予備的有効性評価の段階で試験し、有効性評価試験で確認する

ものである。例えば、EpiDermＴＭモデルにおける腐食性の予測は、以下のとおりである(9)。 
 
17. 被験物質が皮膚に腐食性であるとみなされるのは、 
 

i)  3 分間暴露後の生存率が 50%未満の場合。または、 
 
ii)  3 分間暴露後の生存率が 50%以上で、かつ 1 時間暴露後の生存率が 15%未満の場合。 
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18. 被験物質が皮膚に非腐食性であるとみなされるのは、 
 

i)  3 分間暴露後の生存率が 50%以上または 1 時間暴露後の生存率が 15%以上の場合。 
 
データおよび報告 
 
データ 
 
19. 各組織について、被験物質、陽性対照および陰性対照の OD 値、および算出した細胞生存率

データを、また該当する場合は、反復試験のデータ、平均値および各測定値も含め、総括

表として報告する。 
 
試験報告書 
 
20. 試験報告書は、以下の情報を含まなければならない。 
 

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 などの化学名、および分かっている場

合は CAS 番号 
－ 純度および物質または製剤の組成（重量百分率で） 
－ 物理的性質、pH、安定性および水溶性など、本試験の実施に重要な物理化学的性状 
－ 該当する場合は、被験物質／対照物質に対する前処理（例えば、保温、粉砕）、 
－ 分かっている場合は、その安定性 
 

使用する皮膚モデルとプロトコールの正当化。 
 
試験条件 

－ 使用する細胞システム 
－ 細胞生存率を計測するために使用する測定装置（例えば、分光光度計）の校正情報 
－ 使用する特異的な皮膚モデルをサポートする全情報（妥当性を含む） 
－ 使用する試験手順の詳細 
－ 試験で用いる用量 
－ 試験手順の全ての変更に関する記述 
－ モデルを用いた背景データの参考文献 
－ 使用した評価基準の記述 

 
結果 

－ 各被験サンプルデータの総括表 
－ 観察された他の効果の記述 

 
結果に関する考察 
 
結論 
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表 2 参照化学物質 
 
1,2-ジアミノプロパン CAS 番号 78-90-0 強腐食性 
アクリル酸 CAS 番号 79-10-7 強腐食性 
2-tert-ブチルフェノール CAS 番号 88-18-6 腐食性 
水酸化カリウム（10％） CAS 番号 1310-58-3 腐食性 
硫酸（10%） CAS 番号 7664-93-9 腐食性 
オクタン酸（カプリル酸） CAS 番号 124-07-02 腐食性 
4-アミノ-1,2,4-トリアゾール CAS 番号 584-13-4 非腐食性 
オイゲノール CAS 番号 97-53-0 非腐食性 
臭化フェネチル CAS 番号 103-63-9 非腐食性 
テトラクロロエチレン CAS 番号 127-18-4 非腐食性 
イソステアリン酸 CAS 番号 30399-84-9 非腐食性 
4-（メチルチオ）-ベンズアルデヒド CAS 番号 3446-89-7 非腐食性 

 
 
表に記載されている化学物質のほとんどは、欧州代替法評価センター（ECVAM）の国際バリデー

ション試験(4)のために選択された化学物質の表から採用した。それらの選択にあたっては、以下

の基準に基づいた。 
 

i)  同等数の腐食性および非腐食性物質 
 
ii)  大部分の関連する化学物質クラスを網羅する市販されている物質 
 
iii)  腐食性作用に基づいて識別できるように、強腐食性から弱腐食性の物質を包含 
 
iv)  試験機関で取り扱う場合に、腐食性以外に重大な危険性をもたらすことのない化学物

質の選択 
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補遺 
 

定義 
 
In vivo 皮膚腐食性とは、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

用後に生じる表皮から真皮にいたるまで肉眼で確認できる壊死である。腐食性反応として代表的

に現れるのは、潰瘍、出血および血痂皮で、14 日の観察期間終了までに、皮膚のブランチングに

よる変色、脱毛の全面的な領域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。 
 
細胞生存率とは、細胞集団の総活性の尺度となるパラメータで、細胞のミトコンドリアの脱水素

酵素が生体染色色素 MTT を還元する能力として測定するが、これは測定される評価項目および使

用する試験のデザインに依存し、細胞総数および／または細胞の活性に係る。 
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