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採択 

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 

I）眼に対する重篤な損傷性を引き起こす化学物質、および II）眼

刺激性または眼に対する重篤な損傷性への分類が不要な化学物質を

同定するための、ニワトリ摘出眼球を用いる試験法 

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に関する世界調和システ

ム（GHS）」により定義された、眼に対する重篤な損傷性（区分 1）を引き

起こす化学物質（物質および混合物）を同定するスクリーニング試験として

使用できる、科学的に妥当な試験法であることが認められた（1）（2）（4）。

バリデーション試験で用いられた in vitro および in vivo データセットの再評価

から、UN GHS で定義された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も ICE 試験法は使用可能と結論付けられ、2013
年採択の TG 438 改訂版に至った（4）（5）。それ以降、UN GHS 分類システ

ムに従って分類が不要な化学物質の同定に用いる判定基準は、最新の許容基

準に基づいて改訂されてきた（5）（6）（7）（8）。さらに、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は、病

理組織検査が有用な追加エンドポイントであると示されている（9）（10）。

本試験ガイドライン（2009 年採択、2013 年および 2018 年に改訂）には、こ

うした評価に基づく ICE 試験法について、最新の推奨される用途および限界

が記載されている。 

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）。 
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トップダウン方式は、既存の情報に基づき、化学物質が強い刺激性を有

すると予測される場合に設計される一方、ボトムアップ方式は、既存の

情報に基づき、化学物質が分類を要するほどの眼刺激性を引き起こさな

いと予測される場合に設計される（7）（11）。ICE 試験法は特定の状況

の下で使用できる in vitro 試験法であり、段落 7～11 記載のとおり、眼に

対する化学物質の有害性の分類および表示には明確な限界がある。ICE
試験法は、in vivo ウサギ眼試験の単独での代替としては妥当でないとみ

なされるが、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）を追加試験なしで同定する

には、OECD GD 263（7）において推奨されるトップダウン方式のよう

に、試験戦略内の第 1 段階として推奨される。ICE 試験法は、UN GHS
により定義された眼刺激性および眼に対する重篤な損傷性に分類が不要

な化学物質（区分外）（4）の同定にも推奨されるため、ボトムアップ

方式の試験戦略（OECD GD 263（7））における第 1 段階として使用で

きる。ただし、ICE 試験法により、眼に対する重篤な損傷性を引き起こ

さないと予測される化学物質、あるいは、眼刺激性／眼に対する重篤な

損傷性に分類されない化学物質については、最終的な分類を確立する追

加情報が必要になると考えられる。最も適切な試験法の選択および本試

験ガイドラインの使用については、「眼に対する重篤な損傷性および眼

刺激性の試験および評価に関する統合的アプローチについての OECD ガ

イダンス文書」（7）に照らして確かめること。さらに、UN GHS 以外

の分類法について、ボトムアップ方式の ICE 試験法を用いる場合、その

前に適切な規制当局に相談すること。 

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、これらを組み合わせて眼刺

激性分類を得る。さらに、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予測を可能性として改善するため、

病理組織検査所見も追加エンドポイントとして使用できる（段落 8 およ

び 56 参照）。 

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）。 
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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 でないと同定されていること）は重大ではない。何故なら、

陰性の結果になった被験化学物質はすべて規制要件に応じて、十分にバ

リデートされた別の in vitro 試験により、またはウサギでの最後の選択

肢として、証拠の重み付け方式における順次的な試験戦略を用い、後に

検討されると考えられるからである。さらに、病理組織検査を、in vivo
において主に持続的に重度でない影響を引き起こすことが示されている、

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）の同定に用いた場合、偽陰性率を低下させる有用な追加エンド

ポイントであることが認められた（9）（10）（19）。固体に関しては、

in vivo Draize 眼刺激性試験において、固体にはばらつきがあり極端な曝

露条件になる可能性があり、真の刺激性とは無関係の予測となりうるこ

とに留意すべきである（20）。研究者はあらゆる種類の化学物質につい

て本試験法の使用を検討すると考えられるが、それによる陽性の結果は

眼に対する重篤な損傷性を示す、すなわち UN GHS 区分 1 の分類として

追加試験なしで受け入れること。ただし、アルコール類により得られた

陽性の結果は、過大な予測となるリスクがあるため、慎重に解釈する。 

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

慮した場合、ICE 試験法の偽陰性率とその正確性が改善する（偽陰性が

64%から 27%（n=22）、正確性が 53%から 77%（n=30））一方、許容可

能な偽陽性率は維持されている（偽陽性が 0%から 12.5%（n=8））

（10）。 

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
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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

陽性率は 24%（20/83）、偽陰性率は 2%（2/99）である。 

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

高レベルの損傷と関連しない不可逆的影響を引き起こす被験化学物質の

同定には、病理組織検査所見が役立ちうると示されている（9）。最後

に、ICE 試験法は、眼の曝露に伴う全身毒性の可能性について評価でき

ない。 

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場合に考慮するガイダンス文書 160 を
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作成しており、本文書には、評価用の病理組織標本の採取および処理に

関する詳細な手順が記載されている（12）。 

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、再現可能な病理組織検査所見を確

保するため、統合された訓練、輸送能、習熟度評価が推奨される。さら

に、現行の推奨事項（23）に従って、また病理組織検査のピアレビュー

の GLP 要件に関する OECD 勧告文書 No. 16（24）に従って、加えて段

落 50 記載のとおり、内部病理検査のピアレビューを実施する。こうし

たピアレビュープロセスにより、病理診断および解釈の正確性および品

質を検証し改善することができる。最後に、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

データを提出する場合、その前に試験実施施設では補遺 3 に示された習

熟度確認化学物質を用い、ICE の病理組織検査で認められた影響のスコ

アリングに関する技術的能力を立証する。 

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～IV）の割り当てに用いる定量的スコアに変換されるか、

in vitroでの眼に対する有害性分類の割り当てに用いる定性的区分（UN 
GHS 区分 1 か UN GHS 区分外）に割り当てられるかのいずれかになる

（判定基準参照）。ただし、ICE 試験法では、UN GHS 区分 1 にも UN 
GHS 区分外にも同定されない化学物質の予測はできず（段落 11 参照）、

そうした場合、ICE 試験の結果が「予測不能」であったら、分類のため

追加情報が必要になると考えられる［ガイダンスについては（7）参

照］。 

ニワトリ眼球の入手先および週齢 

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
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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）。 

眼球の採取および試験実施施設への輸送 

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バー配置までの時間間隔を最小限（通常 2
時間以内）にし、試験法の許容基準を確実に満たす。本試験法に用いる

眼球はすべて、特定の日に採取した同一グループの眼球とする。 

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。 

ICE 試験法で用いる眼球の選択基準および個数 

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 

眼球の準備 

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）。 
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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、購入または構築により入手可能な典型的な灌流装置および眼

球クランプの図を示す。灌流装置は、個々の試験実施施設の必要性を満

たすため（例えば、様々な眼球数に対応するため）変更できる。 

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。深度測定装置 no. 1 を用いた Haag-Streit BP900 細隙

灯顕微鏡の場合、スリット幅の設定は 9½（0.095 mm に相当）にする。

代わりに、深度測定装置に取り付け可能で、スリット幅 0.095 を適用可

能な限り、Haag-Streit BQ900 細隙灯顕微鏡を使用できる（段落 53 も参

照）。細隙灯顕微鏡のスリット幅の設定が異なれば、顕微鏡がもたらす

角膜厚の測定値も異なると考えられることをユーザーは認識すること。 

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。 

被験化学物質の適用 

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。 
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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。 

対照化学物質 

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 vitro データを生成する。

特定の陽性対照について過去の十分な ICE 試験法のデータを入手できな
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い場合、試験を実施しこの情報を提示する必要があると考えられる。 

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。 

測定されるエンドポイント 

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。 

時間 t における角膜厚－時間 0 における角膜厚 
×100 

時間 0 における角膜厚 

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
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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）。 
 

表 1．角膜混濁スコア 

スコア 所見 

0 混濁なし 

0.5 ごくかすかな混濁がある 

1 散在性またはびまん性の領域があるが、虹彩の細部は明視できる 

2 容易に識別できる半透明の領域があり、虹彩の細部はわずかに不明瞭である 

3 重度の角膜混濁があり、虹彩の具体的な細部は視認できないが、瞳孔の大きさはかろ

うじて識別できる 

4 完全な角膜混濁で、虹彩を視認できない 

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）。 

表 2．フルオレセイン染色スコア 

スコア 所見 

0 フルオレセイン染色なし 

0.5 ごく少数の点状染色あり 

1 角膜処理領域の至るところに散在する点状染色あり 

2 単巣性または融合性の濃染された点状染色あり 

3 フルオレセイン染色した角膜の、融合した大型の領域あり 

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、上皮上部の層が欠損している場合、
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この層の空胞化についてはスコア化できないと考えられる）。加えて、

組織構造が保持されていた場合、角膜縁近接部の影響／変化についてス

コア化する。ただし、角膜縁内に発生した影響／変化は、化学物質曝露

に関連しない影響のためスコア化しないこと。現行の推奨事項（23）に

従って、また病理組織検査のピアレビューの GLP 要件に関する OECD
勧告文書 No. 16（24）に従って、内部病理検査のピアレビューシステム

を実施する。このプロセスでは、（評価対象組織に関する専門知識を有

する）病理検査担当者が多数のスライドおよび病理検査データをピアレ

ビューし（例えば、3 眼中 1 眼）、病理診断および解釈の精緻化に際し

当該試験の病理検査担当者を支援する。こうしたピアレビュープロセス

により、病理診断および解釈の正確性および品質を検証し改善すること

ができる。最後に、一貫性がある病理組織検査所見を確保するため、統

合された訓練、輸送能、習熟度評価が推奨される。 
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表 3．固定、トリミング、パラフィンワックス包埋、薄切および染色されたニワトリ摘

出眼球に用いられる半定量的病理組織検査スコアリングシステム 

パラメータ 所見 スコア 説明* 

上皮：びらん ごく軽度 ½ 数個の単一細胞から最表層 1 層全体

まで消失 
軽度 1 3 層まで消失 

中等度 2 上皮層の 50%まで消失* 

重度 3 基底膜まで至る上皮層の消失 

上皮：空胞化 
上皮を上部、中部、下部に分けてスコア化** 

ごく軽度 ½ 1 個～数個の細胞が散在性にみられ

る 
軽度 1 空胞化細胞の集簇または小空胞を有

する細胞が単一層にみられる 
中等度 2 上皮の 50%まで空胞化細胞からなる* 

重度 3 上皮の 50～100%が空胞化細胞から

なる 
上皮：壊死*** 正常 - 壊死細胞が 10 個未満† 

ごく軽度 ½ 壊死細胞が 10～20 個† 

軽度 1 壊死細胞が 20～40 個† 

中等度 2 壊死細胞を多数認めるが、上皮層の

50%未満 
重度 3 上皮層の 50～100%が壊死 

実質：核濃縮††; ††† 
上部または下部領域 

正常 - 5 個未満の細胞の核濃縮 

軽度 1 5～10 個の細胞の核濃縮 

中等度 2 10 個を超える細胞の核濃縮 

実質の線維異常††† あり P 不規則な外観の線維 

内皮：壊死 あり P 内皮は 1 層のみからなるため、グレ

ード分けは妥当でない 

注：OECD GD 160（12）補遺 II には、処理の有無に伴うニワトリ摘出眼球の典型的な顕

微鏡写真による図解が示され、上述の様々な病理組織学的影響の可能性が説明されてい

る。 
*OECD TG 438 内の要件どおり、被験化学物質を均一に適用しても、局所的な影響を引

き起こす被験化学物質（例えば、一部の固体の化学物質）の場合を除く、角膜全体につ

いて説明。この場合には、評価は曝露部位での局所的な影響に基づく。 
**上部、中部、下部は、それぞれ上皮層の 1/3 の部分に等しいことを示す。上部の層が欠

損している場合、中部の層は「新規」の上部の層とはならず、なお中部の層である（さ

らなる詳細については、OECD GD 160 補遺 II 参照（12））。 
***付着した細胞／組織の壊死のみ。 
†壊死細胞は角膜の全長にわたり計数する（用いるニワトリ眼球の大きさ、および顕微鏡

的に評価される標本の大きさにほとんどばらつきがないため、角膜の全長は各スライド
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で一致することから、細胞数報告のため特定の固定長にする必要はない）。スコアリン

グシステムは、「正常」から「軽度」まで細胞絶対数を用いるのに対し、「中等度」お

よび「重度」では百分率を用いる。このことは、評価が特定の検査員により実施される

方法であることに起因し、壊死細胞は個別のものとみなされる。壊死細胞がより多くな

れば、通常は散乱する。こうしたことから、当該検査員は壊死細胞を計数することで、

壊死の量に関する印象を得る。壊死はびらんとは対照的に、当該検査員が気付く最初の

影響が上皮の一部欠損であるため、推定損失率を用いることには意味がある。 
††ICE 試験法には、細隙灯顕微鏡を用いた角膜厚の精密な測定が既に含まれている。した

がって、その後の病理組織学的評価では、実質の腫脹は個別にスコア化しない。 
†††スコア化される実質に関する影響は、（1）in vivo 曝露後のウサギ角膜所見に基づき、

Maurer（2001）が用いたスコアリングシステム由来の核濃縮（角膜実質細胞の消失／壊

死として記述）、および（2）線維異常からなる。（1）については、核濃縮の存在は時

に観察されるにすぎず、核濃縮の発現は、（in vivo における）角膜の損傷の深さおよび

／または炎症プロセスに左右されることが提唱されている。さらに、実質線維芽細胞は

伸長した形状であるため、正常な核が細胞切片の方向によっては、核濃縮と誤って判断

されることが考えられる。（2）については、実質線維が既に「自然に」異常を示すため、

線維異常の所見やスコアリングは困難になりうる。顕微鏡検査用の角膜の処理が、実質

線維の人為的な異常に寄与することも考えられる。（核濃縮と線維異常の）両ケースと

も、これらの所見は、細隙灯顕微鏡所見により既に観察された角膜への重度の影響、な

らびに、上皮層の中部および／または下部に観察される影響と一致する。 

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、被験化学物質への曝露発生に際し

認められた局所的な悪影響に基づき、病理組織検査スコアリングを実施

する。さらに、疑念が残る場合（例えば、ICE の結果と病理組織検査所

見との間に不一致が認められる場合）、観察された切片に存在する影響

が局所的であることを確保するため、角膜の別の部分で追加の切片を作

製できる。 

データおよび報告 

データの評価 

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。 

判定基準 

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、
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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に留

意されたい。細隙灯顕微鏡のスリット幅の設定が異なれば、顕微鏡がも

たらす角膜厚の測定値も異なると考えられることをユーザーは認識する

こと。 

表 4．角膜腫脹の ICE 分類基準 

角膜腫脹の平均値（%）* ICE クラス 

0～5 I 

>5～12 II 

>12～18（処理後 75 分超） II 

>12～18（処理後 75 分以内） III 

>18～26 III 

>26～32（処理後 75 分超） III 

>26～32（処理後 75 分以内） IV 

>32 IV 

注：いずれかの時点で観察された最も高いスコア平均値。 

表 5．角膜混濁の ICE 分類基準 

最大の混濁スコア平均値* ICE クラス 

0.0-0.5 I 

0.6-1.5 II 

1.6-2.5 III 

2.6-4.0 IV 

注：*いずれかの時点で観察された最大のスコア平均値（表 1 に定義された混濁スコアに

基づく）。*表 2 に定義されたスコアに基づく。 

表 6．フルオレセイン染色の平均値の ICE 分類基準 

処理後 30 分でのフルオレセイン染色スコア平均値* ICE クラス 

0.0-0.5 I 

0.6-1.5 II 

1.6-2.5 III 

2.6-3.0 IV 

注：表 2 に定義されたスコアに基づく。 
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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。 

表 7．全体での in vitro 分類 
UN GHS 分類 3 種類のエンドポイントの組み合わせ 

区分外 
3 x I 

2 x I, 1 x II 
2 x II, 1 x I 

予測不能 それ以外の組み合わせ 

区分 1 3 x IV 
2 x IV, 1 x III 
2 x IV, 1 x II* 
2 x IV, 1 x I* 

角膜混濁：（2 眼以上について）30 分で 3 
角膜混濁：（2 眼以上について）いずれかの時点で 4 

（少なくとも 1 眼で）上皮の重度の緩み 

注：生じる可能性が低い組み合わせ。 

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。 

表 8．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、バリデートされた標準的な ICE 試験法に加

え用いられる組織病理検査の判定基準 

組織層 眼に対する重篤な損傷性（GHS 区分 1）を引き起こす影響の識別 

上皮 - 3 眼中 2 眼以上で中等度（スコア 2）のびらん 
- ならびに／または、3 眼中 2 眼以上で中部および／もしくは下部に観察される空胞化

（ごく軽度：スコア 1⁄2） 
- または、3 眼中 1 眼で中等度（スコア 2）のびらんがあり、かつ、3 眼中別の 1 眼以

上で中部および／もしくは下部にごく軽度（スコア 1⁄2）の空胞化が観察される場合 
- ならびに／または、3 眼中 2 眼以上に観察される中等度（スコア 2）の壊死 

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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表 9．ICE の病理組織検査の評価に基づく極端でない pH（2 < pH < 11.5）の洗浄

剤および界面活性剤同定に関する予測モデル 

基準となる ICE 表 8 記載の ICE の病理組織検査の判定基準 UN GHS 分類 

予測不能 基準を満たす UN GHS 区分 1 

基準を満たさない 予測不能 

試験の許容基準 

58. 同時の陰性対照または溶媒／溶剤対照ならびに同時の陽性対照が、

それぞれ GHS 区分外および GHS 区分 1 と同定された場合、試験を許容

可能とみなす。 

試験報告書 

59. 試験報告書には、試験の実施に関連している場合、以下の情報を

記載する。 

被験化学物質および対照化学物質 

● IUPAC または CAS 名称、CAS 登録番号、SMILES または InChI コ
ード、構造式および／またはその他の識別子などの化学物質識別

情報 
● 被験／対照物質、または混合物の純度および組成（重量パーセン

ト）に関する入手可能な範囲の情報 
● 多成分物質および UVCB の場合：入手可能な範囲で、例えば、成

分の化学物質識別情報（上記参照）、純度、発生量、および関連

する物理化学的特性（上記参照）による可能な限りの特徴付け 
● 試験の実施に関連する物理化学的特性（物理的状態、揮発性、

pH、安定性、化学物質分類、水溶性など） 
● 該当する場合、試験前の被験化学物質／対照化学物質の処理（例

えば、加温、粉砕） 
● 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

試験依頼者および試験実施施設に関する情報 

● 試験依頼者、試験実施施設および試験責任者、ならびに該当する

場合、当該試験の病理検査担当者の氏名、名称および住所 
● 眼球供給元の明示（例えば、眼球を採取した施設） 

試験法の条件 
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● 用いた試験系の説明 
● 用いた細隙灯顕微鏡および厚度計（例えば、モデル）、ならびに

用いた機器設定 
● 過去の陰性対照および陽性対照の結果、ならびに該当する場合、

許容可能な同時のベンチマーク対照の範囲を示した過去のデータ

の参照先 
● 試験法の経時的な完全性（すなわち、正確性および信頼性）確保

に用いた手順（例えば、習熟度確認化学物質の定期的な試験実

施）。 
● 病理組織検査を実施する場合の組織固定に用いた手順。 

眼球の採取および準備 

● 眼球ドナー動物の週齢および体重、ならびに入手可能な場合、眼

球を採取した動物に関するそれ以外の具体的な特徴（例えば、性

別、系統） 
● 眼球の保存および輸送条件（例えば、眼球の採取日時、ニワトリ

の頭部採取から摘出眼球の灌流チャンバー配置までの時間間隔） 
● 眼球の品質、眼球チャンバーの温度、試験に用いた眼球の選択基

準に関する記述など、眼球の準備および取り付けに関する事項 

試験手順 

● 用いた複製の数 
● 用いた陰性対照および陽性対照の明示（該当する場合、溶剤対照

およびベンチマーク対照も明示） 
● 用いた被験化学物質の用量、適用法、曝露時間 
● 観察時点（処理前、処理後） 
● 該当する場合、病理組織検査などに用いた評価基準および判定基

準の記述 
● 該当する場合、病理組織検査所見に用いたピアレビューシステム 
● 用いた試験許容基準の記述 
● 試験手順を変更した場合、その記述。 
● さらに、例えば標準操作手順書（SOP）に記載されていない場合、

入手可能であれば、以下の情報を含めるものとする。 
● 統合された訓練および輸送能に関する記述 
● 固定剤、脱水剤、清澄剤、および用いたプロトコール 
● 用いた包埋材料、浸潤溶剤、濃度 
● 組織切片の厚さ 
● 用いた（報告書単位の）染色および関連する染色プロトコール 
● 使用機器に関する情報 
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結果 

● 供試眼球すべての観察時点ごとのスコア平均値を含む、個々の眼

球ごとおよび観察時点ごとに得られた角膜腫脹、角膜混濁、フル

オレセイン染色のスコア一覧表 
● 観察された形態学的影響の記述 
● （いずれかの時点から）観察された角膜腫脹スコア、角膜混濁ス

コア、フルオレセイン染色スコアの最も高い平均値、およびその

関連する ICE クラス。 
● 該当する場合、半定量的病理組織検査スコアリングの所見および

得られた結論の一覧表 
● 該当する場合、病理組織検査スコアリング用の局所的な影響の使

用に関する指示 
● それ以外に観察された影響の記述 
● 得られた in vitro における GHS 区分 
● 適切な場合、処理した眼球および対照眼球の写真 
● 該当する場合、病理組織標本の任意のデジタル画像またはスライ

ドのデジタルスキャン 

結果の考察 

結論 

参考文献 
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補遺 1：定義 

正確性：試験法の結果と許容される基準値との一致の近さ。試験法の性

能を判断する尺度であり、「妥当性」の一側面である。 この用語は、試

験法の正しい結果の割合を意味する「一致」 としばしば置換可能な使用

が行われる。 

ベンチマーク化学物質：被験化学物質との比較の基準として用いられる

化学物質。ベンチマーク化学物質には次の特性がある。（i）一貫性があ

りかつ信頼性が高い供給元の存在。（ii）検討中の化学物質のクラスとの

構造および機能の類似性。（iii）物理的／化学的特性が既知であること。

（iv）既知の影響に関する裏付けデータの存在。（v）所望の反応範囲で

の作用強度が既知であること。 

ボトムアップ方式：眼刺激性や眼に対する重篤な損傷性への分類が不要

であると疑われる化学物質に用いられる段階的な方式で、分類不要な化

学物質（陰性の結果）を、それ以外の化学物質（陽性の結果）から判定

することで開始する。 

角膜：虹彩と瞳孔を覆い内部に光を通す、眼球前面の透明な部分。 

角膜混濁：被験化学物質曝露後、角膜の不透明さの程度を測定したもの。

角膜混濁の増加は、角膜損傷を示す。 

角膜腫脹：被験化学物質曝露後、角膜の膨張の程度について ICE 試験法

で客観的に測定したもの。百分率で表し、ベースライン（投与前）の角

膜厚測定値、および ICE 試験での被験物質曝露後に一定間隔で記録した

角膜厚から算出する。角膜腫脹の程度は、角膜損傷の指標である。 

洗浄剤：洗浄および浄化工程を目的として、最終濃度 3%超の界面活性剤

を 1 つまたは複数含有する混合物（単一の界面活性剤希釈物を除く）。

洗浄剤はいかなる形状（液体、粉末、ペースト、棒状、固形、成形品、

具体的な形など）にもでき、家庭、施設、または産業用の目的で販売ま

たは使用できる。 

眼刺激性：眼の前面に被験化学物質を適用後眼に生じる変化で、適用か

ら 21 日以内に完全な可逆性を示すもの。「眼に対する可逆的影響」およ

び「UN GHS 区分 2」（4）に言い換えることができる。 

偽陰性率：試験法により誤って陰性と同定された、陽性の化学物質すべ

ての割合。試験法の性能を表す指標の 1 つ。 

偽陽性率：試験法により誤って陽性と同定された、陰性の化学物質すべ

ての割合。試験法の性能を表す指標の 1 つ。 

フルオレセイン染色：被験化学物質曝露後、角膜上皮細胞により保持さ

れるフルオレセインナトリウムの程度について、ICE 試験法で主観的に測

定したもの。フルオレセイン染色の程度は、角膜上皮損傷の指標である。 

有害性：物質または状況固有の性質で、ある生物、体系、または（一部

の）集団がその物質に曝露すると、悪影響を引き起こす可能性があるこ
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と。 

IATA：試験および評価に関する統合的アプローチ。 

眼に対する不可逆的影響：「眼に対する重篤な損傷性」および「UN GHS
区分 1」を参照。 

混合物：2 種類以上の、互いに反応しない物質からなる混合物または溶液

（4）。 

陰性対照：試験系のすべての構成要素を含んだ未処理の複製。この試料

を、被験化学物質による処理試料およびそれ以外の対照試料と同時に処

理することで、溶剤と試験系との相互作用について判定する。 

分類されない：眼刺激性（UN GHS 区分 2）にも、眼に対する重篤な損傷

性（UN GHS 区分 1）にも分類されない被験化学物質。「UN GHS 区分外」

に言い換えることができる。 

陽性対照：試験系のすべての構成要素を含み、陽性反応を引き起こすこ

とが既知の化学物質により処理される複製。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。 

信頼性：同一プロトコールを用いて試験法を実施した場合、試験実施施

設内および試験実施施設間で経時的に高い再現性で実施可能な程度を表

す尺度。試験実施施設内および試験実施施設間の再現性、ならびに試験

実施施設内の反復性を算出することにより評価される。 

眼に対する可逆的影響：「眼刺激性」および「UN GHS 区分 2」を参照。 

眼に対する重篤な損傷性：眼の前面に被験化学物質を適用後眼に生じる

組織損傷または身体的に重篤な視力低下で、適用から 21 日以内に完全な

可逆性を示さないもの。「眼に対する不可逆的影響」および「UN GHS
区分 1」（4）に言い換えることができる。 

細隙灯顕微鏡：立体正立像の作成により、双眼顕微鏡拡大下で眼を直接

検討するのに用いる機器。ICE 試験法では、本機器を用いてニワトリ眼球

前側の構造を検査し、また、深度測定装置を取り付け角膜厚を客観的に

測定する。 

溶剤／溶媒対照：試験系のすべての構成要素を含んだ未処理試料で、処

理対象の被験化学物質およびそれ以外の対照試料と共に処理される溶剤

または溶媒からなり、同じ溶剤または溶媒に溶解させた被験化学物質処

理試料のベースラインにおける反応を確立する。同時の陰性対照と検討

する場合、本試料により、溶剤または溶媒と試験系との相互作用の有無

も立証される。 

物質：自然状態における、または製造工程で得られる化学元素およびそ

の化合物で、その製品の安定性の保持に必要な添加物や、用いる製造工

程から得られる不純物をいずれも含むが、当該の物質の安定性に影響を

及ぼすことも、その組成を変化させることもなく分離されうる溶剤はい

ずれも除く（4）。 
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界面活性剤：表面活性剤とも呼ばれる、1 つまたは複数の親水基と 1 つま

たは複数の疎水基からなる物質および／または（適切な溶剤／溶媒を用

いた）その希釈液。液体の表面張力の低下能、ならびに気液界面におけ

る拡大もしくは吸着した単層の形成能、ならびに／またはエマルジョン、

マイクロエマルジョンおよび／もしくはミセルの形成能、ならびに／ま

たは固液界面における吸着能がある。 

トップダウン方式：眼に対する重篤な損傷性を引き起こすと疑われる化

学物質に用いられる段階的な方式で、眼に対する重篤な損傷性を引き起

こす化学物質（陽性の結果）を、それ以外の化学物質（陰性の結果）か

ら判定することで開始する。 

被験化学物質：本試験法において評価される化学物質（物質または混合

物）。 

段階的試験戦略：被験化学物質に関する既存のすべての情報について、

指定された順番で検討する段階的な試験戦略。段階ごとに証拠の重み付

けのプロセスを用い、有害性分類の判定に十分な情報が入手可能か判断

してから次の段階に進む。被験化学物質の刺激性を、既存の情報に基づ

いて割り当てできる場合、追加試験は不要である。被験化学物質の刺激

性を、既存の情報に基づいて割り当てできない場合、明確な分類が可能

になるまで、一連の段階的な動物試験の手順が実施される。 

国際連合の化学品の分類および表示に関する世界調和システム（UN 
GHS）：ヒト（雇用者、作業員、輸送業者、消費者、緊急時対応者など）

および環境の保護を目的として、その悪影響に関する情報伝達のため、

化学物質（物質および混合物）を物理、健康、環境上の有害性の標準化

された種類およびレベルに従って分類することを提唱し、ピクトグラム、

信号語、有害性の声明、注意書き、安全データシートなど対応する情報

伝達要素に取り組むシステム（4）。 

UN GHS 区分 1：「眼に対する重篤な損傷性」および／または「眼に対す

る不可逆的影響」を参照。 

UN GHS 区分 2：「眼刺激性」および／または「眼に対する可逆的影響」

を参照。 

UN GHS 区分外：UN GHS 区分 1 または 2（2A または 2B）としての分類

要件を満たさない被験化学物質。「分類されない」に言い換えることが

できる。 

バリデートされた試験法：特定の目的に関する妥当性（正確性を含む）

および信頼性を判断するためのバリデーション試験が完了した試験法。

バリデートされた試験法は、提唱された目的に対し許容可能と認められ

る正確性および信頼性の観点からは、十分な性能がないと考えられるこ

とに留意されたい。 

証拠の重み付け：化学物質の有害性に関する結論に到達し結論を裏付け

る際、様々な部分の情報の強みおよび弱みを検討するプロセス。  
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補遺 2：ICE 試験法の習熟度確認化学物質 

本試験ガイドラインを遵守する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 10で推奨される 13 種類の化学物質の眼に対する有

害性分類を正しく同定することにより、技術的な習熟度を立証する。提

示される ICE の結果は、評価試験中に観察される反応の範囲の例を表し、

その範囲を予測できる（5） （18）。これらの化学物質を選択したのは、

in vivo ウサギ眼試験（TG 405）および UN GHS 分類システム（すなわち、

UN GHS 区分 1、2A、2B、または区分外）の結果に基づき、眼に対する

有害性の反応の範囲を示すためである（4） （26）。それ以外の選択基準

として、可能な限り、ICE 試験法において再現性の高い結果をもたらすこ

れらの化学物質が市販され、入手可能な高品質の in vivo 参照データを有

していることとした。参照データは、簡素化された要約文書（SSD）（5）
において入手できる。記載された化学物質を入手できない、あるいは、

それ以外の正当な理由で使用できない状況においては、上記基準を満た

す別の化学物質（例えば、ICE 試験法の評価およびバリデーションに用い

た化学物質から）を用いることが考えられる（5） （18）。ただし、そう

した逸脱の正当性を示すこと。 

表 10．ICE での技術的習熟度立証用の推奨化学物質 

化学物質 CASRN 化学物質 
分類 1 

物理的形状 In Vivo 試験での UN 
GHS 分類 2 

ICE 試験での UN 
GHS 分類 3,4 

塩化ベンザルコニウ

ム（10%） 
8001-54-5 オニウム化合

物 
液体 区分 1 区分 1 

クロルヘキシジン 55-56-1 アミン、アミ

ジン 
固体 区分 1 区分 1 

水酸化ナトリウム

（10%） 
1310-73-2 アルカリ 液体 区分 1 区分 1 

イミダゾール 288-32-4 複素環式化合

物 
固体 区分 1 区分 1 

トリクロロ酢酸

（30%） 
76-03-9 カルボン酸 液体 区分 1 区分 1 

2,6-ジクロロベンゾ

イルクロリド 
 

4659-45-4 ハロゲン化ア

シル 
液体 区分 2A 予測不能 4 

硝酸アンモニウム 6484-52-2 無機塩類 固体 区分 2A5 予測不能 4 

水酸化ナトリウム

（1%） 
1310-73-2 アルカリ 液体 区分 2B 予測不能 4 

ジメチルスルホキシ

ド 
67-68-5 有機硫黄化合

物 
液体 区分外 区分外 

トリメチル酢酸エチ

ル 
3938-95-2 エステル 液体 区分外 区分外 

メチルシクロペンタ

ン 
96-37-7 炭化水素（環

式） 
液体 区分外 区分外 

n-ヘキサン 110-54-3 炭化水素（非

環式） 
液体 区分外 区分外 

トリアセチン 102-76-1 脂質 液体 区分外 区分外 
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略語：CASRN：ケミカルアブストラクトサービス（CAS）登録番号、ICE：ニワトリ摘出

眼球試験、n.a.：該当なし、UN GHS：国際連合の化学品の分類および表示に関する世界調

和システム（4）。 
1 化学物質分類の各化学物質への割り当ては、米国国立医学図書館医学件名標目表

（MeSH）の分類システム（http//www.nlm.nih.gov/mesh で入手可能）に基づき、標準的な

分類体系を用いて行った。 
2 In vivo ウサギ眼試験（OECD TG 405）および UN GHS を用いた結果に基づく（4） 
（26）。 
3 表 7 記載の ICE の結果に基づく。 
4 GHS 区分外と GHS 区分 1 を識別するための、表 6 記載の ICE スコアを除いたスコアの

組み合わせ（表 7 参照） 
5 2A か 2B の分類は、これら 2 つの区分間を識別する UN GHS 基準の解釈に左右される。

すなわち、区分 2A の分類生成に必要な 7 日目の影響について、動物 3 例中 1 例か 3 例中

2 例かにより決定される。In vivo 試験は 3 例とした。結膜充血 1 例を除き、すべてのエン

ドポイントが 7 日目までにスコア 0 に回復した。7 日目までに完全な回復を示さなかった

1 例の結膜充血スコアは 1（7 日目）で、10 日目に完全に回復した。

http://www.nlm.nih.gov/mesh)
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補遺 3：極端でない pH（2 < pH < 11.5）の洗浄剤および界面活性剤という限定的な適用領域について、標準的な ICE 試

験法に加え用いられる ICE の病理組織検査用の習熟度確認化学物質 

極端でない pH（2 < pH < 11.5）の洗浄剤および界面活性剤という限定的な使用領域について、標準的な ICE 試験法に加え ICE の病

理組織検査を定常的に用いる場合、その前に試験実施施設は、表 11 で推奨される 6種類の化学物質の眼に対する有害性分類を正し

く同定することにより、技術的な習熟度を立証する。これらの化学物質を選択したのは、in vivo ウサギ眼試験（TG 405）および

UN GHS 分類システム（すなわち、UN GHS 区分 1、2、または区分外）の結果に基づき、眼に対する有害性の反応の範囲を示すた

めである（4） （26）。それ以外の選択基準として、可能な限り、ICE の病理組織検査において再現性の高い結果をもたらすこれ

らの化学物質が市販され、入手可能な高品質の in vivo データを有していることとした。記載された化学物質を入手できない、ある

いは、それ以外の正当な理由で使用できない状況においては、上記基準を満たす別の化学物質（例えば、ICE の病理組織検査の評

価に用いた化学物質から）を用いることが考えられる（10）。ただし、そうした逸脱の正当性を示すこと。 

略語：CASRN：ケミカルアブストラクトサービス（CAS）登録番号、NPCM： 
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表 11．ICE の病理組織検査での技術的習熟度立証用の推奨化学物質 
化学物質 CASRN 界面活性剤

の種類 
物理的形

状 
In vivo 試験での

分類 1 
 

標準的な ICE 試験で

の UN GHS 分類 2 

ICE の病理組織検査での

UN GHS 分類 3 

塩化ベンザルコニウム

（5%） 
8001-54-5 陽イオン性 液体 区分 1 区分 1 試験実施施設 3 件中 3 件で

区分 1（びらん） 
 

ベンゼンスルホニルクロリ

ド 
98-09-9 陰イオン性 液体 区分 1 区分 1 試験実施施設 3 件中 3 件で

区分 1（壊死および空胞

化） 
 

臭化セチルピリジニウム

（10%） 
140-72-7 陽イオン性 液体 区分 1 予測不能 試験実施施設 3 件中 3 件で

区分 1（空胞化） 
 

臭化セチルピリジニウム

（1%） 
140-72-7 陽イオン性 液体 区分 2A 予測不能 試験実施施設 3 件中 3 件で

予測不能 
N-ラウロイルサルコシンナ

トリウム塩（10%） 
137-16-6 陰イオン性 液体 区分 2A 予測不能 試験実施施設 3 件中 3 件で

予測不能 
臭化セチルピリジニウム

（0.1%） 
140-72-7 陽イオン性 液体 区分外 予測不能 試験実施施設 3 件中 3 件で

予測不能 

略語：CASRN：ケミカルアブストラクトサービス（CAS）登録番号、NPCM：予測不能 

1 In vivo ウサギ眼試験（OECD TG 405）および UN GHS を用いた結果に基づく（4） （26）。 
2 表 7 記載の ICE の結果に基づく。 
3 表 8、表 9、改訂版 OECD GD 160 （12）内に記載された ICE の病理組織検査の判定基準に基づく。 
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補遺 4 

図 1．ICE 灌流装置および眼球クランプの図 

 

注：灌流装置および眼球クランプのさらに包括的な説明については（25）を参照。 

区画の横断面 

眼球ホルダー 

項目番号 説明 

1 温水排出口 

2 引戸 

3 潅流装置 

4 光学測定装置 

5 温水流入口 

6 生理食塩水 

7 温水 

8 生理食塩水流入口 

9 区画 

10 眼球ホルダー 

11 ニワトリ眼球 

12 生理食塩水排出口 

13 止めねじ 

14 上部調整アーム 

15 下部固定アーム 
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	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。
	58. 同時の陰性対照または溶媒／溶剤対照ならびに同時の陽性対照が、それぞれGHS区分外およびGHS区分1と同定された場合、試験を許容可能とみなす。
	59. 試験報告書には、試験の実施に関連している場合、以下の情報を記載する。
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