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B L7=5A . ICERBRIEDOMBIEMER L 20 EMIENSET S (BREERN
64%7)>5 27% (n=22) . IEHMEMEDS 53%75 77% (n=30) ) —J5. #HHEA]
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FREEBEZ BND, T 9 LIZAEE 23 M+ 5720, 22— —XiREk %
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7V BT B HANIRE ) 2 SLRET B,
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ETNTHDH, RRBRETIE, R WEIC L 2852, ABREIR,
MAPEORE, BLOT7 LA LA D YREORIEIZLVFHMET 5, X 5IT,
SR PR R A O I LV . UN GHS X4y 1 Ofii T/ pH (2<pH<
11.5) OPEFHIE L O miE AR EEOKEL2 EF x5 (10) . A
BEEAR O ENE BB CREND 7, fAFEER, 71411 oY
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GHS X453 1 7> UN GHS [X734%) 1280 4 THAD 0D WNT NI D
CHIERYESIR) |, 7272 L, ICERBRIETIX, UNGHS X43 112 UN
GHS XM Z b [AE S 2V MEFE O TR TE T (Bg 11 W) |
Z ) LA, ICERBROFERN [TFHIARRE] THho7ob, DD
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BRI 5 =7 N OB AFILIL, & O % & R LB
B bR B TR MR 0 IRt 2 2 &L T, bR LU E
I THIETE Y2 METE D KOG aRET D, =7 b U BHEBOHE)
S Z OIREROFEGE T v > 3 —FLi&E £ TORFFRIIEZ /R GEE 2

RFFLAN) (2L, BRIEDFFAREL R ITH -7, ARBRIEICHWS
ARERIZT T, FFEOHICERIRLIZF— 7 NV—7 DRk E T 5,
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BHKICRLIET 4 v aX—"—TROLELTIAF vy 7Ry 7 X
[CAI, BREDRE (Gl 18~25°C) CTRWLBE» bk T 5,

ICE Zge2t TH V) B HRER DR EE S L ONME#

21, RERFHE. XN—A T4 BT IV A LA VR DE A D
7 (T2bb 05 M) | Tk, ARREROS AT (Thb5H 05 #)
DIREKIZH T4 5,

22.  HEGHB L OFERFOBIES L, 3IRUENSR D, B
PRHE = 723 A R (CEELREK DS ORAIZ V2 56) 13, D7
SEBLIIRNGRD,

23.  GHS R/t OfERAE S ERMAOLE . 3ARO 2B H OFITIC
K0, BIEORREMREITENT L Z LRSS,

FIE

HRER D

24, AFEEBRELZVEOEELRNL, RgZEEICUIRT S, 2%
(W) 7t LtAa T N U AEABREIC LHEE T LSRR

%, SIRAFAE K TG L, ARO RSN 2O EHE T 5, RIZ,
TNF LA CHEREAT o T IRER 2 BT BRIMEE TRt L. AR
W EEMERT S (Thbb, 7t LA mza T B IOV
BB AT N05LLTF) o
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25. HENLRWEES, AFRZEELRVEOBE LN DL, IREKEZTE
BND I LIZUIBRT 5, FITHEE - ChlR 2 ERICEETH Z &Ik
IRERZAREE 2N DR L, NAEo s J) CIRG 2 0+ %, WMEDFE
Tk ARG (ThbbEAT—F 777 b)) OREZERT D 2
ENEETHD,

26. MRERZIRE»LRHET 256, WO P THREIIE LoEEIZ
T, —BIRENOHE LIS, IRERZWIN Ny NIZE S, Bl LU
XL ey ik i ]| 7 Se pEAS

27.  HEHERERIZ, ARONEREEIZRDL LIV T (AT LR

B 7Y 2R ) ICEY A, (=T b U IREROSRIF L iR 5
B Tdh o2, REROEYREEICET ZENT I DTN THDHI0H)

7 Z X DIREROIBE OFE Z RIS 5, RIS, 7 T2 7 Rk
BEOF ¥ = ZBT (25) ., ARESERICESREAEEAE/KOH T (3~4
/77 E721201~015mL/5y) BMEEND LoD, 7 7 T EEEREE
LB T 5, BEREEOF ¥ o N— O, 32 £ 1.5°C [ZHEiT 5.
I 412, BEAE 3BT L AT rlRE /e MURAY 7o i dE & 6 L OVIR
B T o7 ORERT, BEREEIL, E 2 ORBRIEMEMEE O B A
729720 (B2, BRx RIREREUCXIS T 5 720) BHETE S,

28,  MEVCEEEICELER, ARBRZMBUTEEMSE (] 21E. Haag-Streit

BP900) THEA L, UIBEFE PICIRERDBE L o7 2 L 2R
T 5, ZOL X, MBS N CHRERE R 2 AV ARRTE RIS T
LARELRET S, () 7t a o Yemxarnosil, (i)

AEIRE A 27 8 0588, F721% Gil) HIED S 57 58 H 5 IRER
IS 5D, BT ROEREIZE SO THENT SRR WIREROS A
& %2 DRRERIZ DWW T, AIFEE T XTOHIRER D FEIED 5 10%HE H i L
TWVIVUTEI T T %, HRERIEZERE no. 1 % H\ 7= Haag-Streit BP90O #if
STBMEROSE. AU v MEOFRET 9% (0.095 mm (M) 127 5,

Kb vz, WEREEEICEY T EET, AU » Mg 0.095 % i 7]
HEZ2BR Y | Haag-Streit BQOO AHPRITBAMMEE # I CTX 5 (B4 53 H &
M) o HIBRATBARREI DO R Y v MO ESE 2 UL, BMEN b2 b
APEEORNEML B/ LEXOND L a—F =3I 22 &,

29. —HIRTOIRBROBEL LOEREK AT, BERNCIREKZ
#)45~60 73Rl A ¥ 2 X— kL, BRERICPEL S5, PR
MW E 76, AR X OABIREIC OV T 0 & 72 2 EHERNEE % 5
L, R—=2T Al (Thbb, B0 & LTHWS, HIEERZH)
ELIZT7NVA LS VB RaT %, KiBROx Y RABRA Y FOR—2
TA PEME LTHWS,

HBRILF Y E DB/

30. 0 &7p B HAEREEOREE., EHIC (RERFLVZ—0) IRERZ
BEFERENDHD H L, KL RDALEICHRE L, B E 2 AR
AT ke R
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31. RO E T E I AR TIORETT 508, (B2,
KRBT AL DO—ERELT) RELALRINDGE, HINTX 5, #HER
(LB DOFIRICEEE LUVIRANT (53R etk cdhsd, =77 L.
B INTRET CEIBIOEE G FEH TE 203, AR OEH
TH AHEYIEICOWTIEHT A2 L

32,  MRIROHBRLFWE IS SOV TR, ARO RIS Z O
WETH—IZBDND KO ABIZEN T 5, EHERREIT0.03mL TH
z)o

33.  AEETHIVUE. EROHBRLFWE L, FLekE X O E 72 1T(A
RO — )L T TE LRV ML T 5, ZOHMKRE, AlEORE
PR E T — b b X ) ABCE T 5, BRI

0.03g Th %,

4. WERLTEWE (RIRETZIIER) 4 10 BMEA% ., RERE T%
RAFAE K (F20mL) 2K VIRERNSTEET 2, ok, (IRERE
W —D) IRERZ STTOREE & 72 HA0E I U CHEEMEEICR T, SERY
A, 10 M A#REE X OFNLIEOR S (B 20X, A RIS b2y
BOBREMEIRL LT-HE) IZBWT, BINOWwE 21T 5, B, Uk
EIZEMTHWS N D AFEBEKOENEE 2O TiEe . AE~D(k
FYEMEEBET LA ENEETH D,

XL FE
35.  SKBRZ LT, [RIRFORRMERI E 7 TIEAL TR, g KO
R EED D,

36.  100% DR 72X ER ARG 256, ICERBRRIZEIT 5 Ik
BB T 5700, £z, RRBRIEDOSARIC L0 A ) 72 il
FOSEU2WE & 2T D720, ARBRIETIE (5558 AFRatiKk
ZRIFFOREMERTR E L THWD,

37. W UTZEEEMET 656, ARBRRICET 23 ER RN 2210
AT D70, Fio, RRBRIEO ST X0 ARG 2 iSOG A4 T
RN L BRI D7D ARRRBRIE TIEIRIEEOTEA TR R 2 5 6
%o BeVE 31 TR LB ARRBRICHELEL KT SR ERES
AWTCWDIEAF VDO R TE 5,

38.  REAIORANSMEDE 2. Ei T EICRFFOBMEIR E L TED,

W ZRROCR S ER END Z L E2MGET 5, KRBT A K714 Tl
ARk 2 EERBEEMN 2 5] & 2 I bFEWE O [FRE I ICE RERIEN
WHNTWD T2, Bt iRIE, AKRBRIEDO UNGHS X431 & LTh4y
FERMEL T - T RIS E B SR TS E &35, 7275 L., Btkkt
RO RS ORERENE B2 & 2 HEFICFHE Al RIC T 5729, BEEDOKIGD
REZIZBEIZLRN &, BRI OWTRHICER SNDTFR
FPHEHEHTE 2 L9, BMEBO-+4572 invitro 7 — % 2454 5,

FEE DGR RIZ OV TR EDO+43 72 ICERBRIED T — 2 2 AT TE 7
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WES. MBRE £ L ZOFREirn T O 0ERH L EEZBND,

39. IRIEDOWERA W E OB OBNIE. 10%HFEE £ 72 1% 5%
XY va=g ANZETF B, —F., BEEROYEBRILFEWE T Ot
HoOFIZIX, Kb MU OLAEZITAIFX T —ARE TN,

40. BFEDALFEWME 3N 7 T AB T RO I OWT
IR 2 B9 235 A, DWW T, FEEOG AR E OFFHNICH 5 IR
FEE DD THE R 72 fEME 2 5l 3 2 36, v F~—27 L%y

ENHEHTHD,
BESHSET R P

41, WP U=l E . BERTE ., 5% OWEND 30, 75, 120, 180,
240 %r (#577) HOFER TS 5, TN O ORERIZL Y | 4R O8]
SIS+ BOREEITZ D LR, X TOIREKICERK SN D
MBI OREMICH 3R 2 5% LT\ 5,

42, FHESRATY FAEA L ML, ABGRE, SIS, 74 L
qUYets, B E OB BT, LEOERRELIHER) Th
By TATDZY FEA L MEoWT, (G X UM E R
Ttk 0 MCORMESND) TAAFLbAs LRBERE. Ll
ECHET B,

43. MFERE. 7A L A LY, BRI, EoFE LT
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	はじめに
	1. ニワトリ摘出眼球（ICE）試験法の評価は、I米国動物実験代替法検証省庁間連絡委員会（Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods：ICCVAM）が主体となり、欧州動物実験代替法評価センター（ECVAM）と日本動物実験代替法評価センター（JaCVAM）が協力して、2006年と2010年に行われた（1）（2）（3）。初版の評価においてICE試験法は、国際連合（UN）の「化学品の分類および表示...
	2. 現在、一般に認められているとおり、様々な化学物質分類に向け完全な範囲の刺激性全体を予測するには、当面、単一のin vitro眼刺激性試験ではin vivo Draize眼試験の十分な代替は不可能と考えられる。ただし、（段階的）試験戦略ならびに／または試験および評価に関する統合的アプローチ（IATA）の中で、代替試験法を戦略的に組み合わせれば、Draize眼試験の代替は可能であると考えられる（7）（11）。
	3. 本試験ガイドラインの目的は、被験化学物質の眼に対する有害性の評価に用いる手順を記述することにあり、有害性は、ニワトリ摘出眼球におけるその毒性誘発能の有無により測定される。角膜に対する毒性作用の測定は、（i）混濁の定性評価、（ii）眼球へのフルオレセイン適用（フルオレセイン染色）に基づいた上皮損傷の定性評価、（iii）角膜厚の増加（腫脹）の定量測定、および（iv）処理した眼球表面の肉眼的形態的損傷の定性評価により行う。被験化学物質への曝露後の角膜混濁、角膜腫脹、角膜損傷の評価を個別に実施後、こ...
	4. 定義を補遺1に示す。

	最初に考慮すべき事項および限界
	5. 本試験ガイドラインは、OECDガイダンス文書160（12）に提唱されるプロトコールに基づいている。この文書は2011年に初版が採択され、2017年および2018年にさらに改訂された。このプロトコールは、公表されているプロトコールから得られた情報に基づいている（13）（14）（15）（16）（17）。
	6. 本試験ガイドラインの基盤となる評価では広範な化学物質が検討され、データベース全体については、現在75種類の物質および109種類の混合物からなる184種類の被験化学物質に達している（5）。本試験ガイドラインは、固体、液体、エマルジョン、およびゲルに適用できる。液体は水性か非水性、固体は水溶性か非水溶性について可能である。気体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。
	7. ICE試験法は、眼に対する重篤な損傷性を引き起こす化学物質、すなわち、UN GHS区分1（4）と分類される化学物質の同定に使用できる。この目的で用いる場合、ICE試験法の限界が確認されており、その根拠には、アルコール類での高い偽陽性率と固体および界面活性剤での高い偽陰性率が挙げられる（1）（3）（18）。さらに、in vivoで持続的に重度でない影響を引き起こす被験化学物質は、過小な予測のリスクも生じうる（22）。ただし、この場合の偽陰性率（UN GHS区分1がUN GHS区分1でないと同定...
	8. 眼に対する重篤な損傷性（UN GHS区分1）を引き起こす化学物質の同定に用いた場合、ICE試験法（病理組織検査の使用なし）を、UN GHS分類システムに従って分類されたin vivoウサギ眼試験法のデータと比較すると、全体の正確性は83%（142/172）、偽陽性率は7%（9/127）、偽陰性率は47%（21/45）であることが認められた（4）（5）。UN GHS区分1の極端でないpH（2 < pH < 11.5）の洗浄剤および界面活性剤同定のため、病理組織検査を追加エンドポイントとして考慮...
	9. ICE試験法は、UN GHS分類システム（4）下における眼刺激性や眼に対する重篤な損傷性への分類が不要な化学物質の同定にも使用できる。本試験法は、あらゆる種類の化学物質に使用できることから、眼刺激性や眼に対する重篤な損傷性に化学物質が分類されない場合、陰性の結果を受け入れ可能と考えられる。ただし、バリデーションのデータベースから得られた結果の1つに基づくと、汚れ止めの有機溶剤を含有する塗料は、過小に予測される可能性がある（5）。
	10. 眼刺激性および眼に対する重篤な損傷性への分類が不要な化学物質の同定に用いた場合、ICE試験法をUN GHSに従って分類されたin vivoウサギ眼試験法のデータと比較すると、全体の正確性は88%（161/184）、偽陽性率は24%（20/83）、偽陰性率は3%（3/101）となる（4）（5）。特定のクラス内の被験化学物質（すなわち、汚れ止めの有機溶剤を含有する塗料）をデータベースから除外した場合、UN GHS分類システム（4）に関するICE試験法の正確性は88%（159/181）、偽陽性率...
	11. 眼刺激性（すなわち、UN GHS区分2または区分2A）と分類すべき被験化学物質、あるいは軽度の眼刺激性（UN GHS区分2B）と分類すべき被験化学物質の同定については、UN GHS区分1の化学物質をUN GHS区分2、2A、または2Bと過小に分類し、また、UN GHS区分外の化学物質をUN GHS区分2、2A、または2Bと過大に分類する例が相当数に及ぶため、ICE試験法は推奨されない。このため、さらなる情報、また必要であれば、別の適切な方法による追加試験が必要と考えられる。
	12. ニワトリ眼球に関するすべての手順では、ヒトまたは動物由来の材料（組織および組織液を含むが、これらに限定されない）について、適用可能な地域の規制および試験実施施設の取扱手順に従うこと。試験実施施設共通の事前対策が推奨される（21）。
	13. ICE試験法は、ウサギ眼刺激性試験法において評価される結膜損傷と虹彩損傷について直接取り扱わないが、UN GHS分類検討時のin vivoでの主要な分類推進要因である角膜への影響について扱っている。この点に関し、UN GHSに従って化学物質を分類する場合、虹彩に及ぼす影響の重要性はより低いことに留意すべきである（8）（22）。また、ICE試験法では角膜損傷の可逆性それ自体は評価できないが、極端でないpH（2 < pH < 11.5）の洗浄剤により引き起こされる影響など、初期の高レベルの損傷...
	14. 本試験ガイドラインは、新たな情報およびデータを考慮するため、定期的に更新される。例えば、極端でないpHの洗浄剤および界面活性剤以外の被験化学物質については、さらなる病理組織検査データが入手可能と考えられる。こうした可能性を評価するため、ユーザーは眼球を保存し、ICE試験法の正確性をさらに改善しうるデータベースおよび判定基準の作成に使用可能な病理組織標本を準備することが奨励される。OECDでは、ICEおよびBCOP（ウシ角膜を用いる混濁度および透過性）でのin vitro眼毒性試験法を用いる...

	習熟度の立証
	15. いずれの試験実施施設も最初に標準的なICE試験法を確立するには、補遺2に示した習熟度確認化学物質を用いる。試験実施施設は、規制目的で有害性を分類する場合、ICEデータ提出の前にこれらの化学物質を用い、標準的なICE試験法実施の際の技術的能力を立証できる。極端でないpHの洗浄剤および界面活性剤の規制目的での有害性分類に向け、ICEの病理組織検査を確立する意思のある試験実施施設については、改訂版OECD GD 160に示されたICEの図解および推奨事項を用いる（12）。調和がとれ、一貫性があり...

	本試験の概要
	16. ICE試験法は、ニワトリ眼球をin vitroで短期間維持できる器官型モデルである。本試験法では、被験化学物質による損傷を、角膜腫脹、角膜混濁、およびフルオレセイン染色の測定により評価する。さらに、病理組織検査の使用により、UN GHS区分1の極端でないpH（2 < pH < 11.5）の洗浄剤および界面活性剤同定法の感度を上昇できる（10）。角膜腫脹の測定が定量評価で示される一方、角膜混濁、フルオレセイン染色および病理組織検査の変化はそれぞれ定性評価となる。各測定結果は、ICEクラス（I...
	17. 従来、ICE試験法では、ヒトの消費用に屠殺された食肉処理場のニワトリから採取した眼球を用い、実験動物の必要性を排除している。ヒトの食物連鎖に入るのに適しているとみなされる、健康なニワトリの眼球のみ用いる。
	18. ニワトリの最適な週齢を評価する対照試験は実施されていないが、本試験法で従来用いられているニワトリの週齢および体重は、家禽の食肉処理場により従来処理されている若鶏と一致する（すなわち約7週齢、1.5～2.5 kg）。
	19. ニワトリを人道的にスタンニングし、放血のため頸部切開後直ちに頭部を除去する。人道的なスタンニング方法には、ニワトリ眼球の品質に悪影響を及ぼさないことを示せる限り（段落21参照）、電気スタンニングと人工ガス（controlled atmosphere）スタンニングが挙げられる。試験実施施設に近接するニワトリの現地入手先は、その頭部を食肉処理場から試験実施施設に十分に迅速に輸送することで、劣化および／または細菌汚染を最小化できるよう場所を設定する。ニワトリ頭部の採取から摘出後の眼球の灌流チャン...
	20. 眼球摘出は試験実施施設で行われるため、無傷の頭部を等張生理食塩水に浸したティッシュペーパーで湿らせたプラスチック製ボックスに入れ、環境温度（通常18～25(C）で食肉処理場から輸送する。
	21. 眼球摘出後、ベースラインにおけるフルオレセイン染色の高スコア（すなわち0.5超）、または、角膜混濁の高スコア（すなわち0.5超）の眼球は却下する。
	22. 各投与群および同時の陽性対照群は、3眼以上からなる。陰性対照群または溶剤対照群（生理食塩水以外の溶剤を用いる場合）は、少なくとも1眼からなる。
	23. GHS区分外の結果に導く固体材料の場合、3眼の2回目の実行により、陰性の結果を確認または棄却することが推奨される。

	手順
	24. 角膜を損傷しないよう留意しながら、眼瞼を慎重に切除する。2%（w/v）フルオレセインナトリウムを角膜表面に1滴滴下し数秒間経過後、等張生理食塩水で洗浄し、角膜の完全性を速やかに評価する。次に、フルオレセイン処理を行った眼球を細隙灯顕微鏡で検査し、角膜損傷がないことを確認する（すなわち、フルオレセイン染色スコアおよび角膜混濁スコアが0.5以下）。
	25. 損傷がない場合、角膜を損傷しないよう留意しながら、眼球を頭蓋からさらに切除する。手術用鉗子で瞬膜を確実に固定することにより眼球を眼窩から摘出し、刃先の丸い曲剪刀で眼筋を切断する。過度の圧力による角膜損傷（すなわち圧迫アーチファクト）の発生を回避することが重要である。
	26. 眼球を眼窩から摘出する場合、視神経の可視部は付着したままにする。一旦眼窩から摘出したら、眼球を吸収パッドに置き、瞬膜および他の結合組織を切除する。
	27. 摘出眼球は、角膜の位置が垂直になるようクランプ（ステンレス鋼または適切な代替品）に取り付け、（ニワトリ眼球の強膜は比較的強固であるが、眼球の適切な固定に要する圧力はごくわずかであるため）クランプによる眼球の過度の圧迫を回避する。次に、クランプを灌流装置のチャンバーに移す（25）。角膜全体に等張生理食塩水の滴下（3～4滴／分または0.1～0.15 mL/分）が供給されるよう、クランプを灌流装置に位置付ける。灌流装置のチャンバーの温度は、32 ± 1.5 Cに調節する。補遺4に、購入または構築...
	28. 灌流装置に配置後、眼球を細隙灯顕微鏡（例えば、Haag-Streit BP900）で再度検査し、切離手技中に眼球が損傷しなかったことを確認する。このとき、細隙灯顕微鏡下で深度測定装置を用い角膜頂点における角膜厚も測定する。（i）フルオレセイン染色スコアが0.5超、（ii）角膜混濁スコアが0.5超、または（iii）損傷のさらなる徴候がある眼球は交換する。上記いずれの基準に基づいても却下されない眼球の場合、個々の眼球について、角膜厚がすべての眼球の平均値から10%超逸脱していれば却下する。深度...
	29. 一旦すべての眼球の検査および承認を終えたら、投与前に眼球を約45～60分間インキュベートし、試験系に平衡化させる。平衡化の時間が過ぎたら、角膜厚および角膜混濁について0となる基準測定値を記録し、ベースライン値（すなわち、時間0）として用いる。切離時に測定したフルオレセイン染色スコアを、本試験のエンドポイントのベースライン測定値として用いる。
	30. 0となる基準測定値の記録後、直ちに（眼球ホルダーの）眼球を灌流装置から取り出し、水平となる位置に配置し、被験化学物質を角膜に適用する。
	31. 液体の被験化学物質は通常は希釈せずに検討するが、（例えば、試験デザインの一環として）必要とみなされる場合、希釈できる。被験化学物質の希釈に好ましい溶剤は（等張）生理食塩水である。ただし、管理された条件下では別の溶媒も使用できるが、生理食塩水以外の溶剤である適切性について立証すること。
	32. 液体の被験化学物質については、角膜の表面全体がこの被験化学物質で均一に覆われるよう角膜に適用する。標準的な量は0.03 mLである。
	33. 可能であれば、固体の被験化学物質は、乳鉢および乳棒または同様の粉砕ツールでできる限り細かく粉砕する。この粉末を、角膜の表面が被験化学物質で均一に覆われるよう角膜に適用する。標準的な量は0.03 gである。
	34. 被験化学物質（液体または固体）を10秒間適用後、環境温度で等張生理食塩水（約20 mL）により眼球から洗浄する。その後、（眼球ホルダーの）眼球を元の垂直となる位置にして灌流装置に戻す。必要な場合、10秒間適用後およびそれ以降の時点（例えば、角膜上に被験化学物質の残留物を発見した場合）において、追加の洗浄を行える。通常、洗浄に追加で用いられる生理食塩水の量が重要なのではなく、角膜への化学物質付着を観察することが重要である。
	35. 実験ごとに、同時の陰性対照または溶剤／溶媒対照、および陽性対照を含める。
	36. 100%の液体または固体を検討する場合、ICE試験系における非特異的な変化を検出するため、また、本試験法の条件により不適切な刺激反応が生じないことを確保するため、本試験法では（等張）生理食塩水を同時の陰性対照として用いる。
	37. 希釈した液体を検討する場合、本試験系における非特異的な変化を検出するため、また、本試験法の条件により不適切な刺激反応が生じないことを確保するため、本試験法では同時の溶剤／溶媒対照群を含める。段落31で述べたとおり、本試験系に悪影響を及ぼさないと立証されている溶剤／溶媒のみ使用できる。
	38. 既知の眼刺激性物質を、実験ごとに同時の陽性対照として含め、適切な反応が引き起こされることを検証する。本試験ガイドラインでは、眼に対する重篤な損傷性を引き起こす化学物質の同定にICE試験法が用いられているため、陽性対照は、本試験法のUN GHS区分1としての分類基準を満たす反応を引き起こす参照化学物質とする。ただし、陽性対照の反応の経時的ばらつきを確実に評価可能にするため、重度の反応の大きさを過度にしないこと。陽性対照について統計的に定義される許容範囲を算出できるよう、陽性対照の十分なin ...
	39. 液体の被験化学物質での陽性対照の例には、10%酢酸または5%塩化ベンザルコニウムが挙げられ、一方、固体の被験化学物質での陽性対照の例には、水酸化ナトリウムまたはイミダゾールが挙げられる。
	40. 特定の化学物質または製品クラスに属す未知の化学物質について眼刺激性を評価する場合、あるいは、刺激反応が特定の範囲内にある眼刺激物質について相対的な刺激性を評価する場合、ベンチマーク化学物質が有用である。
	41. 処理した角膜を、投与前と、投与後の洗浄から30、75、120、180、240分（±5分）後の時点で評価する。これらの時点により、4時間の観察期間に十分な数の測定を行えると同時に、すべての眼球に実施される必要な観察の測定間に十分な時間を残している。
	42. 評価されるエンドポイントは、角膜混濁、角膜腫脹、フルオレセイン染色、および形態学的影響（例えば、上皮の窪みまたは緩み）である。すべてのエンドポイントについて、（投与前および被検化学物質曝露後30分にのみ測定される）フルオレセイン染色を除き、上述の各時点で測定する。
	43. 角膜混濁、フルオレセイン染色、形態学的影響、また実施した場合には病理組織検査所見について記録するため、写真を撮影するのが望ましい。
	44. 4時間での最終検査後、特に、極端でないpH（2 < pH < 11.5）の洗浄剤および界面活性剤に関する病理組織検査の可能性に向け、ユーザーには眼球を適切な固定液（例えば、中性緩衝ホルマリン）に保存することが奨励される（段落7、14、56参照）。病理組織検査を実施する場合、OECD GD 160 （12）内の病理組織標本の採取および処理について記載された手順に従って、眼球の固定、トリミング、パラフィンワックスでの包埋、薄切、および染色を行う。
	45. 角膜腫脹は、細隙灯顕微鏡下で光学式厚度計により得られた角膜厚測定結果から判定する。角膜腫脹は百分率で表され、角膜厚測定結果から次の式に従って算出される。
	46. すべての供試眼球を対象にした角膜腫脹の百分率の平均値を、すべての観察時点について算出する。いずれかの時点で観察された最も高い角膜腫脹スコア平均値に基づき、各被験化学物質のICEクラスを割り当てる（段落53参照）。
	47. 角膜混濁は、最も濃密に混濁している角膜領域をスコアリングに用いることにより、表1記載の所見に従って評価する。すべての供試眼球を対象にした角膜混濁の平均値を、すべての観察時点について算出する。いずれかの時点で観察された最も高い角膜混濁スコア平均値に基づき、各被験化学物質のICEクラスを割り当てる（段落53参照）。
	48. フルオレセイン染色は、30分後の観察時点でのみ表2に示すスコアに従って評価する。次に、すべての供試眼球を対象にした30分後の観察時点でのフルオレセイン染色の平均値を算出し、これを用いて各被験化学物質のICEクラスを割り当てる（段落53参照）。
	49. 形態学的影響には、角膜上皮の「窪み」、上皮の「緩み」、角膜表面の「粗化」、角膜への被検物質の「固着」が挙げられる。これらの所見の重症度は様々で、同時に発現することがある。これらの所見の分類は、試験責任者の解釈に従って主観的に行われる。
	50. 病理組織検査を実施する場合、表3記載の半定量的なスコアリングシステムを用いる。例えば、上皮の空胞化の影響に関しては、投与関連の影響と、病理組織検査によるアーチファクトおよび／または背景となる形態との識別がきわめて重要である。この目的のため、OECD GD 160補遺IIに示された図解（Atlas）を慎重に調査する（12）。さらに、一部の影響には組織の3次元評価を要することから、（顕微鏡写真ではなく）元のスライドを用いる必要がある。観察された影響のみスコア化する。仮説を立てないこと（例えば、...
	52. OECD TG 438は、被験化学物質が処理した眼球の表面に均一に分布することを要件としている。こうした曝露に基づき、被験化学物質はニワトリ摘出眼球の角膜に通常均一な影響をもたらしており、スライド全体での病理組織学的影響の平均値をスコア化する。ただし、一部の被験化学物質を均一に適用しても、（例えば、一部の固体の被験化学物質に関しては）特定の箇所に限局する単巣性または多巣性の影響を生じうる。ICE試験法の実施中に単巣性（または多巣性）の影響が認められた場合、病理組織検査担当者に通知し、被験化...

	データおよび報告
	53. 角膜混濁、角膜腫脹、フルオレセイン染色の結果を別々に評価し、エンドポイントごとにICEクラスを作成する。次に、エンドポイントごとのICEクラスを組み合わせ、各被験物質の「in vitro分類」を予測する。同様に、該当する場合、病理組織検査の評価を個別に実施し、段落55および56に従って検討する。
	54. 一旦各エンドポイントが評価されたら、事前に定めた範囲に基づいてICEクラスを割り当てることができる。4段階のICEクラスを用いて、角膜腫脹（表4）、角膜混濁（表5）、フルオレセイン染色（表6）の解釈を以下に示す尺度に従って行う。表4に示す角膜腫脹スコアは、深度測定装置no. 1を用い9½（0.095 mmに相当）に設定したスリット幅のHaag-Streit BP900細隙灯顕微鏡（または、代わりにHaag-Streit BQ900細隙灯顕微鏡）で角膜厚を測定した場合のみ、適用可能であること...
	55. 被験化学物質のin vitro分類は、表7記載の角膜腫脹、角膜混濁、フルオレセイン染色について得られた区分の組み合わせに一致するUN GHS分類を読み取ることにより評価する。
	56. 病理組織検査を極端でないpH（2 < pH < 11.5）の洗浄剤および界面活性剤に用いる場合、表8に示す判定基準を用いる。さらに、実質の核濃縮スコアが、3眼中2眼以上で軽度（スコア1）以上であることが観察された場合；または、内皮に対する影響が3眼中2眼以上で観察された場合、そうした影響は、影響の重症度の指標となる観察結果として留意する。
	57. さらに、表9に示す予測モデルを用いる。表8および表9にそれぞれ記載されたICEの組織病理検査の判定基準および予測モデルは、UN GHS区分1の極端でないpH（2 < pH < 11.5）の洗浄剤および界面活性剤の同定にのみ適用できる。
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