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	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）の定義どおり、被験化学物質の適用後、表皮から真皮まで目視可能な壊死として示される不可逆的な皮膚損傷の発生を指す。本改訂版試験ガイドライン435では、腐食性化学物質の同定に使用可能なin vitro膜バリア試験法について示す。本試験法では、腐食性化学物質に対しin situにおける動物の皮膚と同様の方法で反応するよう設計された人工膜を用いる。
	2. 皮膚腐食性の評価は、従来、被験化学物質を生きている動物の皮膚に適用し、一定期間後に組織損傷の程度を評価することにより行われてきた（2）。本試験ガイドラインに加え、腐食性化学物質の同定に用いられる標準的なin vivoウサギ皮膚試験（OECD TG 404）（2）の代替として、他に複数のin vitro試験法（3）（4）が採用されている。皮膚腐食性の評価および分類に関するUN GHSの階層的試験および評価戦略、ならびに「皮膚刺激性／腐食性の試験および評価に関する統合的アプローチ（IATA）につ...
	3. Corrositex®として市販されているin vitro膜バリア試験法のバリデーション試験が完了しており（6）（7）（8）、163種類の物質および混合物のデータベースについて皮膚腐食性を予測する全体的な正確性は79%（128/163）、感度は85%（76/89）、特異度は70%（52/74）であることが示されている（7）。一般に認められているその妥当性に基づき、この検証済み標準試験法（VRM）は、化学物質の皮膚腐食に関するハザードの可能性を評価する階層的試験戦略の一環として使用することが推...
	4. 皮膚腐食性試験にはこれ以外の試験法もあり、それらは、再構築されたヒト皮膚（OECD TG 431）（3）および分離したラット皮膚（OECD TG 430）（4）の使用に基づいている。本試験ガイドラインは、腐食性化学物質の3つのUN GHS腐食性細区分への細区分化、および腐食性ハザードに関する3つの国連輸送包装等級についても提示する。本試験ガイドラインは2006年に初版が採択され、IATAガイダンス文書を参照し習熟度確認物質一覧表を更新するため、2015年に改訂された。

	定義
	5. 用いた定義を補遺1に示す。

	最初に考慮すべき事項および限界
	6. 本ガイドライン記載の試験では、腐食性の被験化学物質の識別、および、UN GHSに従った腐食性の被験化学物質の細区分が可能になる（表1）（1）。さらに、この試験法を用いて、特定の輸送試験を目的として、特定のクラスの化学物質（例えば、有機酸、無機酸、酸誘導体0F 、塩基）の腐食性および非腐食性について判定できる（7）（11）（12）。本試験ガイドラインには、検証済み標準試験法（7）と同様の包括的な手順が記述されている。本試験ガイドラインが皮膚刺激性について提供する情報は十分ではないが、OECD ...
	7. この検証済み標準試験法の限界（7）は、最初の適合性試験の結果に基づき、多くの非腐食性化学物質および一部の腐食性化学物質が試験に適格性なしとなりうることである（段落13参照）。pH 4.5～8.5の範囲の水溶性化学物質は、試験に適格性なしであることが多い一方、動物試験では、この範囲のpHで検討された化学物質の85%が非腐食性であった（7）。In vitro膜バリア試験法は、固体（水に可溶または不溶）、液体（水溶性または非水溶性）および乳剤の検討に使用できる。ただし、適合性試験において検出可能な...

	本試験の概要
	8. 本試験システムは、合成高分子のバイオバリアと化学物質検知システム（CDS）の2つの構成要素からなり、本試験法では、合成高分子膜バリアの表面に被験化学物質適用後、腐食性の被験化学物質により生じる膜バリア損傷（生きている皮膚に作用する腐食の機序と同じと考えられる）について、CDSを介し検出する（7）。
	9. 膜バリアの浸透（または破綻）は、バリアの下でのpH指示薬色素の色の変化、あるいは、指示薬溶液のそれ以外の一部特性の変化など、複数の手順またはCDSにより測定されると考えられる。
	10. 膜バリアの目的とする使用の正当性、すなわち妥当性および信頼性について判定する。これには、様々な製剤のバリア特性に関する一貫性の確保が含まれ、例えば、非腐食性化学物質に対してはバリアを維持でき、化学物質の腐食性をUN GHSの様々な腐食性の細区分全体から区分できることが挙げられる（1）。割り当てられる分類は、化学物質が膜バリアを浸透し指示薬溶液に到達するまでの時間に基づく。

	習熟度の立証
	11. 本試験ガイドラインを遵守するin vitro膜バリア試験法を定常的に用いる場合、その前に試験実施施設は、表2推奨の12種類の「習熟度確認物質」を正しく分類することにより、技術的な習熟度を立証する。収載した物質が入手できない状況や正当化可能な状況では、表1の記載と同じ選択基準が適用されれば、適切なin vivoおよびin vitro参照データが入手可能な別の物質を使用できる（例えば、参照化学物質リスト（10）から）。

	手順
	12. 以下の段落では、現行のVRM、すなわち市販のCorrositex®に基づく腐食性評価用の人工膜バリア試験法の構成要素および手順について記述する（7） （15）。膜バリアならびに適合性／指示薬および区分に関する溶液は、作製、調製、または市販品の入手（VRMであるCorrositex®の場合など）が可能である。検証済み標準試験法のサンプルとしての試験法プロトコールが入手可能である（7）。試験は環境温度（17～25ºC）で実施し、構成要素は以下の条件に従う。

	被験化学物質適合性試験
	13. 膜バリア試験の実施前に適合性試験を実施し、被験化学物質がCDSにより検出可能か判定する。CDSが被験化学物質を検出しない場合、膜バリア試験法は、この特定の被験化学物質の潜在的腐食性の評価には適しておらず、別の試験法を用いる。適合性試験に用いるCDSおよび曝露条件は、その後の膜バリア試験の曝露に反映させる。

	被験化学物質時間尺度区分試験
	14. 本試験法に適している場合、適合性試験により適格性が認められた被験化学物質について、時間尺度区分試験、すなわち、弱酸と強酸または弱塩基と強塩基を識別するスクリーニング試験を受ける。例えば、検証済み標準試験法では、時間尺度区分試験を用い、相当量の酸予備かアルカリ予備の検出に基づき、2つの時間尺度のいずれを用いるべきかを示す。腐食性およびUN GHS皮膚腐食性細区分の判定には、被験化学物質の酸予備またはアルカリ予備に基づき、破綻する2種類の時間尺度を用いる。

	膜バリア試験法の構成要素
	15. 膜バリアは、高分子タンパク質の水性ゲルと浸透性支持膜の2つの構成要素からなる。このタンパク質ゲルは液体および固体に不浸透性のはずであるが、腐食により浸透性となりうる。完全に構築された膜バリアは、ゲルの性能を低下させると考えられるゲルの劣化（例えば、乾燥、微生物の増殖、移行、亀裂）防止が示されている所定の条件下で保存する。許容可能な保存期間を決定し、この期間を過ぎた膜バリア準備品は使用しないこと。
	16. 浸透性支持膜は、ゲル化のプロセスおよび被験化学物質への曝露の間、タンパク質ゲルを機械的に支持する。支持膜はゲルのたるみや移行を防ぎ、すべての被験化学物質を容易に浸透可能とすること。
	17. タンパク質（例えば、ケラチン、コラーゲン）またはゲルマトリックスを形成するタンパク質混合物からなるタンパク質ゲルは、被験化学物質の標的として機能する。このタンパク性物質を支持膜の表面に置き、ゲル化できてから指示薬溶液の上に膜バリアを置く。タンパク質ゲルの厚さおよび密度は全体にわたり同等で、機能的な完全性に影響を及ぼすと考えられる気泡および欠陥がないものとする。

	化学物質検知システム（CDS）
	18. 適合性試験に用いたものと同じ溶液である指示薬溶液は、被験化学物質の存在に反応するはずである。被験化学物質の存在に反応するpH指示薬色素または色素の組み合わせ（例えば、色の変化を示すクレゾールレッドおよびメチルオレンジ）を用いる。測定システムは、目視か電子機器が可能である。
	19. 被験化学物質のバリア膜通過の検出用に開発された検知システムでは、検出可能な化学物質の範囲および定量検出限界を立証するため、その妥当性および信頼性について評価する。

	試験の実施
	試験法構成要素の構築
	20. 膜バリアを指示薬溶液含有バイアル（またはチューブ）に配置させ、支持膜が指示薬溶液と完全に接触し、気泡が存在しないようにする。バリアの完全性の維持を確保するよう注意すること。

	被験化学物質の適用
	21. 適量の被験化学物質（例えば、液体500 μLまたは微細な粉末固体500 mg）（7）を、膜バリア上面に慎重に重ね均一に分布させる。各被験化学物質およびその対応する対照物質について、適切な数の複製（例えば、4例）（7）を準備する（段落23～25参照）。被験化学物質の膜バリアへの適用時間を記録する。短い腐食時間の正確な記録を確保するため、複製バイアルへの被験化学物質の適用時間をずらす。

	膜バリア浸透の測定
	22. 各バイアルを適切に監視し、指示薬溶液の最初の変化（すなわち、バリア浸透）を認めた時間を記録し、膜バリアに対する適用から浸透までの経過時間を判定する。

	対照
	23. 溶媒または溶剤と被験化学物質との使用に関わる試験では、その溶媒または溶剤は膜バリアシステムとの適合性があり（すなわち、膜バリアシステムの完全性に変化がなく）、被験化学物質の腐食性を変化させないこと。該当する場合、溶剤（または溶媒）対照を被験化学物質と同時に検討し、その溶剤と膜バリアシステムとの適合性を立証する。
	24. 中等度の腐食活性を有する陽性（腐食性）対照（例えば、水酸化ナトリウム110 ± 15 mg（UN GHS腐食性細区分1B）（7））を、被験化学物質と同時に検討し、試験システムが許容可能な方法で実施中か評価する。被験化学物質と同じ化学物質分類に属す第2の陽性対照を用いれば、腐食性の被験化学物質に関する相対的な腐食可能性の評価に有用であると考えられる。浸透時間の変化について、確立された基準値より許容不能なほど長時間か短時間になりうることが検出され、したがって、試験システムが適切に機能していない...
	25. 陰性（非腐食性）対照（例えば、10%クエン酸、6%プロピオン酸（7））も、膜バリアの機能的な完全性を立証するもう1つの品質管理基準として、被験化学物質と同時に検討する。

	試験の許容基準
	26. UN GHS腐食性細区分ごとに確立された時間パラメータに従い、被験化学物質を膜バリアに適用してからバリアを浸透するまでの経過時間（分単位）を用い、被験化学物質の腐食性について予測する。試験を許容可能とみなすには、同時の陽性対照が予測される浸透反応時間（例えば、水酸化ナトリウムを陽性対照として用いた場合、破綻時間は8～16分）を示し、同時の陰性対照が腐食性を示さず、また、同時の溶剤対照が含まれる場合、腐食性も示さず被験化学物質の腐食可能性も変化させないこと。本試験ガイドラインを遵守する試験法...
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	27. 被験化学物質を膜バリアに適用してからバリアを浸透するまでの経過時間（分単位）を用い、UN GHS腐食性細区分
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