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RIS 5HEHICEIT S in vitro IREFEEERARE

[FC&HIZ

1. 5 AR EE (STE) BBRIE (T in vitro BXERIED 1 DTHY . EFES (UN) DIMEZ
MEDRESIVRRICETIHRATM AT LGHS) J(DIZKYERSIN TS, RIS
TEHOEEBGEHESISECTLEYME WERIVESY) & RISHTLEEEEMICL
RRHEIBDEREGEEYEDEETREONESIVRTITOVT. HEDORET. RE
HEEHETTERATES.

2. RE.RICHTHIEEMEOEEMEIL. in vivo 7HFERERER (TG 405) LT
FICFHBSN TEfzo AT A ARSA VIR B EINHERIEL. FLAXIXIZES in vivo BRF
BHEERICRADY  RALBISADILENEDRICH T 2 EERG/RRHEEZTLIZFA
IHOIC, BMTHERTHEETELGN, EDH ., BERSNSEE DRI ATREME (WSS
B0, TG 467 XU 492B [TRESN TUVALIGRBEHBRBBZF AT H A HES
na, (BEM) HEREBEICEVWTRAVLONAIREBEHAREZZEBHNISEAESHESILET. VY
FRABEZRLICRETELENTRITEALND(2), FvTEIU AR BEFDERIC
HOE RBMENT V. FERICH T SEELRGUZESIERIT LN T RTIREGIEEY
BORBAICEAIN TS, IS REATYTARE IEORBRRICESE. S EEETD
FEDIRRIFMEZESISHESHNEFT ARG FYEDFEBRAICRET SN TS, STE HER
EILLin vivo VY FIRABROTLLBRBTHAHIEREAGSNENNS by TF IV RELTY
TARGE . B LD FORTICA T EREMNRBREBO—HMELTRVMADIZELTEY.
EBMEREZETICHORICHTIEELREMUZSISECTIEEYME(UN GHS B4 1), B&
UG ERFIHECHLIRICH T2 EELGBEGHICI A ER R (FEFEEF LN DEEDLE
MEIRTEROIEFEME (UNGHS RO ERIET S (1) (2), f=F2L. STE RHEREIZKY.
RIS HEHLGHEGEE(UN GHS B4 1) &5IEH I &6, UN GHS R4 (BRICH Y B E
ETHRGHLRRHIELSISECSLEVD) ELTFTRSNGIMEFME L. RRMG D EEHILYT
LHBMEREBRNDLEITLDEEZOND, £z, UN GHS USND R EEEICH S TRENLT YT AR
D STEZRAVLSIHE. TORIICEYGRFILBICHHT 5L, ZUBEYGHBREDERE X
UARBRBAMFSAOOFERIZOVTIE, TRICH T I EELGBREUES VR BEDHERS
FUEHE B A EM T TO—FITDLTH OECD HAFUAXE | (14) ICHBLLTHENO
D&,

3. ARREBAMRSA42 (TC) D EMIE. #HERILEMEDRICK T 58 F 05
RAWSFIEZRR T HI&CHY . BEHIE. EFRREARZEICHS T5T0MiSHFERKEE
[CEDVWTAIESNS LEMELNAR L RMRICRFIMBEEEERE. AEELEDES
HIVRFBECECEELEREE (MOA) THS, STE HEETOMBERERL, £1h3
BEZETHD MTT(B-(4,5-CAFILFFTI—IL-2-€4)L)-25-CTx= LTRSSV LTOIR,
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AMBFTITIILITIN—TSJ )T LTOIR) ZEMANBERMEIRICKYVERT ST IL—HIL
RYUIEE, ML REENET HLTHESNS (), 5 TBREBRICEONT-H
REFERZBFHBELRL EMERR), F-. COMREFRZAL., HRILZVWEDR
I 5BEMEDAREMEICDVNTHTE T 5, 5% KU 0.05%MRE TOHRERILEYE DM
REFERNT0%LUTICESEE . RMEEYEIF UNGHS B4 1 20 5HSh 5, HIZ, 5%H &
U 0.05%MRETOHRBRILZMEDHBEREN 70%BIZL55E . REEYMEIT UN
GHS RasreFllzns,

4. AREABRAARSAVIHE T HTHBRIEEMEILVSRER. RBROMRELIME
ZHEIDICAVLIN . MEBLV A/ FIEESMORERICHT S STE HEREDBERAREMELS
(FEBEFRTHSH, ERZMHE | ITFRT,

RAICERTREBELIVRS

5. ARBAMRTIUE, EEHRASELSERLI-TAr—LIZEDLTVS4),
Joba—)Lik 2 BEONT—aviBET—<ELIZAD T 1 DIXEAESYERBEREZ
FR(JSAAE) (5). 15 1 DIFAXFMEBRRB X E L 2—(JaCVAM) (6) [2&D . A&
BRRICET AN T—2av R BEES LUVERLEA—XEITEDE NICEATM (R E &
FHEICET AEMFETOI S LETHEtEY4—) /ICCVAM CkE g RER A B AT 4 T M
EREER)ICKYETLE a—NERShI=(7),

6. STE :HEkix% . IRICHTHEELIBIEME(UN GHS R 1) (1) ZE5|E#RITLE
ME(PEHLIVESY) ORTEICAWN-EE. 125 BEOLEYE MEEEESYOEAEE
EU)IZDOVWTEKRREEZTEON=T—2&. invivo DU FIREABRO T —REELEELIZECA,
RO IEFEMEIE 83%(104/125) . ABBERIX 1% (1/86) . fAFEMEEIL 51% (20/39) THAHZ L
#RLI=(7), COBEICEON-AEMERIEERTIEED, AHES, BE 5%T 70%UT.
HEUVIRE 0.05%T 70%EDOHBEFERLL-OTHRIEEME (UTOXR2: FRETILS
B FITART.BHEGHICIHL., £ REHESN TOSEREMGRBREBRESLVIIRDOE
HFFARKICHEST, TR\ T—RENTF=FID in vitro FHEREIZKY ., F-IEREDFEIRK
ELTinvivo DY FIRFAERICKY ., BITHREHINDEZZONDEHNLTHS(1) (8), EITE—HK
DB IREISINID EEYVDORB T —2LRON-ELNEHFET D, LMLELS, K
BRI EROMES LV EEYORBRICHMMICITERATETHD. BEEY. REAEE
ILEZWE BIZIE. FRELGYME) ., FIEERHARSA VIR E SN TN SE AEENICBARE
[CEFNLGVERIEEMEIZODVWTHBREZRE 556, TOLERBOBRNREMICE
KOBHIEREL-DTHENMIDNTEREET S, STEHBRZF UNGHS R 1&LT
DHEEBRIEEMERTEIZCAWVSEES. TN U DERNER RIEBHONGEI o1z, HERIEY
FHX, BRI EICRREBEERATIIEERFTTED, CDIHE. 5%H KU 0.05%D
EETOMBERERENATORU T THAZLIE. BICHT2EERIBEHE3IERITRIGET
TIOEEDHOLN ., BMRERALIZUN GHS B9 1 120883 RETH D,

7. STE HERZEZ . BRIEM S IURICH T IEELBEEICH BRI EGILEYE
BMEHLVREEY) (T4hHE. UN GHS Eo4) ORIFEIZAL-5E. 130 EEDLEME
PMELEREVMOMAZEL) ITOVWTARRAERETHEONIzT—42E. in vivo DY XIRHEREE
EEELI=ECAH, RN IEREMIX 85%(110/130) . AEMERIX 12% (9/73) . AFHEEIE 19%
(M/B7) THBHZEHERLIZ(T) . BRUEDESVVWE (THaHE . ASERIEMED 6 kPa ). &
FURBEEERLUNDEAXROYMEET —2 bR -HE. 2RO EREMEE 90%
(92/102) . fAFEMEER(E 2% (1/54) | RS TEER(X 19%(9/48) IZRET B (7) , SHEAHEMND,
BRELTEEBEBKORDYICSRILAMILERAVSE . BERXEOSVVMEF EFEICHE
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FHTESEMNILEIENT=(15), THIZKY . ERMEDEVVYE (F70hb, ZARIEHL 6 kPa i)
T®O STE HABRDIEFEMIL 95% (19/20) . MAFEMEEIL 0% (0/7) | ARETEERIT 8% (1/13) &iEo
1= #8REL T, STE BEEZ . IRRBMES SUVRICH T 5 EELGHBGHEICHEFELHRE
FWE (UN GHS R5494) ORIEICAVSES .. RABRZDMREEELTORKAICIF, REE
HHRELIVCREEFERDOADLLELEEYUNDERDILENE MELEITESY OB
WRBEERAZEFOND, IOLILFEYE L, STE HERIEZDERBEA LRI ENS (7), |
REERRY . MK D BEEZ T T VREBRIEEYE L. RREMEORRETHFATREMZEET 57-0.
KD BERELGVDEHT THET RETHS.

8. 6B LV 7 HTHRAIALEYEITMA, STE HABRETERSNI=T—F LYk
(T 40 EEDEESWICETHHRAT—2EEE M. in vivo Draize RRIF MRS LLE L5
B.UN GHS NV AT LT TORERELESY T RO EHEMLIX 88%(35/40) . Al51E3R
(& 50%(5/10) . fFEMEERIE 0% (0/30) % RLT=(9), Ko T. STE HEREIL. RELT YT AR
TUN GHS RN ELTREEYDREISERATESA, fISt LT BARDYEIZXNT SR
ROBEHERZLIT, REEEROADNLLGIEERDESYUNDREVIIRINS, T I3
INFAIVISERELEGD, HBHWNE. 5 THEU LR EGRBAREHALEVEATIED 6 kPa &Y
SLVMEZERIHEEYIE. BE. ARBRZDOERBEEAIEL, BIEEDERELDATHE
HhH 5,

9. STE HERZATIH. BKEBRILZWEZ UN GHS R4 2. X5 2ABRRIZEE) . UN
GHS R% 2B(BREDRRIHM) ERET 55HE . UN GHS R 1 DIEZMEDHEBEA UN
GHS 4> 2, 2A, &1=[F 2B Li/MFRIEN, £, UN GHS RS DILZEMEA UN GHS
X5 2, 2A. F1=[& 2B EBRFRIESNDTENSFERATERNT) , D=6, FDBEIEHE
[CEDEMBRBNBELEEZOND,

10. STE HEREIE. £ERIEK. 5%V AFILRILHRELE (DMSO) EFEERIEK,
FREIRINAAIVISERE-E 5 RULY—ICBRETHBEBRIEEMEISELTLS (R
BEOZBRIZONTIE 17 EHSR) , STE HERE(X, £ERBIEK, 5% DMSO EHEEBIEK.
FEEIRIUNAAIIZFBEEE 5 PEU LY —ICBEATELVREBRIEEYEICITESEL,
RFMERED®. STE BMEERICIRIVAMILERNDIEEIFEETH S, LI=A>T, STE
HEEF, LERIBSNT= 3 DDBHNDAGLEL 1 DITEMIEZE T HEE . KIZFBDH
BRILEME BIAE, REEH7ZILI—ILELFI T ORICHT25EHOFRICE LT
5(4),

AHABRDOHE

11. STERE&E(E. 96 VLR A—RAR—b R/ O0TL—b L THEELS: Statens
Seruminstitut Rabbit Cornea(SIRC) fifENALTILITUMZEBIZEWLWTERSN S, HMas
EIZE < in vitro 7Y/ TH B (4) . 5%H KUV 0.05% M i=EDBEERILEMEIZ 5 D RHIEE
#.MTT 7vtA12&% SIRC MDA EFRLLT, MESHEETEEMICATT S 4) . H

BEFRQETE, REGICECEELZEDRRIEDFRICALLND,
12. DY XORITHETLIBRD 80%H 3~4 S LURNIHEEEZECHEHING— A,

EFDRISEHETLIZERD 80%#E 1~2 2 LIRIZEFHEN A ENHESN TS (10), STE
HEEF. ChoDBRBREEDELUZREA . TURRA UL THREZEMHZAL., HKERIEF
MEA~D 5 7ERZEZD SIRC HlaDEEELHET 5.
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EREDIIRE

13. AREBITARSAUREHD STE RERZEEEMICAVWDIES . TORTIHERES
. R1HERDO M BEHEOYEEZELLDIETSIEICKY., BfTAEREEILIET 5, b
DYEIZIE, in vivo D HFERERER (TG 405) DFERB KLUV UN GHS HFEVATL(N)IZHED
E RICHTIEERBEEEILRRBAEDOHSDZEEDREGERRTHEOMNE RSN
fzo TRLUNDBIREEL ChOEDOMELTRETHAIE. BRED in vivo SBT—2H
AFAHETHSE. BEU STE HERENOEMED in vitro T—ANAFARETHD I LEL
1= (3) o WMEBLI=MEHAF CEHAUVKR P IE S AT EARR TlX, SSICREHEH SN - RELR
CEEMARLSANIE, FEYA in vivo BEW in vitro SEBT—2Z AF AL OWEIZDL
THWAZEREZLND,

1. EREHREVE-ER

In Vivo &8¢ = .~ STEHERT
MEZ CASRN | fcmEsm | P29 | punens | STE "‘#Eﬁra’ ® UN GHS
1R e A R4S

=R | RAIL s o | e

Ly VN 8001-54-5 |A =D LLEY | &K X451 HSIBEIEK X4 1
(10%. 7K1%)
T”targo% )x-1oo 9002-93-1 I—F)L Tk O EIBEEK X4 1

H#RERILE
T7IyRLwK 92 (18472-87-2 | . BR&EiLE ER%N X5 1 HEEIEK X1
Y IERIEEY
- 4

k Ef“: FRU 1310732 7’1;’;%%% Bk | RH1? | 4EeEk | E41
JFO5HR | 96-48-0 57527{:;55}? W | Ka2A | AmEEEK ﬁ?ﬁﬁ‘ﬁ?
1-F9%/—)L | 111-87-5 7I)La—)L BIA | B9 2AB* | SRIILAAIL $Z§;};{C_§j
SHARYE ) — v =R N ; BT

h 96-41-3 | o miy | AR | RSH2ABS | EBEIEK | g
WRZIEEY s | TRMITNT |k | man | smmmk | 2o
RFhHY 112403 | %1€ Kj GFR | mix | mast | stSudqn | R
X Tb’;:j 77 | 108-10-1 ey wik | RS | SASLAAL | R
S)+O0—)L 56-81-5 7I)La—)L RAR X 74t HAEEIEK X 74
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B&:E:CASRN: 4 IALT7T ARSI —E X (CAS) BHRES

! IEEMERFEDOENY L TIX, BED NICEATM ARXENSBONTI-ERERALTIT
L, BT ONGNES . REELEZREEEZHAFE K (MeSH®) (REEIZEZR
X £ #E ] ChemIDplus®#2 H . http://chem.sis.nim.nih.gov/chemidplus/ TAF @) . H LV
NICEATM IZ&UER SN - EREEX AL TITo7=,

2 In vivo 749 FHRHER (OECD TG 405) 5 KU UN GHS (1) ZRULV=#ERIZE DL,

3 R5n 1ELTOREX. 100%KEEIEF )Y LD EEFE R (OECD TG 435 DR EE
BHICEATIENEMBIEEMELLTREE) . BEU UN GHS B4 1 MEHEE (1) I2H DL,

4 2AH 2B DAHEIX. Thic 2 DD EZHAIT S UN GHS EEDFRRICERIN D,
bbb X5 2A DHEERICRERL 7 BEDREIZDOWT, 8% 6 it 2 HiA 6 Fi+ 4
BIMZEYREEND, In vivo T—EFtyhE 2 REALLY ., ThEh 3HlELT=, 1 DEDHR
BRTIX. 3 flh 2 BINR D 2A DR EEETHEZEZ 7 BRISRLEINDA 2 DB DHERT
(X 3BT RTIZHEFETARTOIVRRAVID K53 2B DA ELXZETHRIT0IC7THEFE
TIZEEL=(12),

5 2A D 2B DA EEIE. S 2 DDORDZEHEANT S UN GHS RREDHERITIKET 5. ¢
BhHb, Ko 2A DR EEERTHICIE. 7 BEICEEZTTHWA 3 Fld 1 6], HDHULE 3
Bl 2 GITHHIENDBETHS. A In vivo RER T 3 FlOBMER V-, BIEEEIN DI
JEFEMD 1 FlERE, TRTOIVRRAUAN 7 BEETIZRA7 0IZEEL-. 7BEZETIC
SELEEEZ RIEMN = 1 FIOAERFER7IL 1. EEFXMAI7IL 1(7 BE)T. 14 B
BlIZsE£ICEELI=(11),

FIE
HIFEEE DR
14. STE HEREDEMICIE, V4T ARMIAK THS SIRCEALS, SIRCHERIL,

REBEMREZREFEE(ATCCICCLE0 BE . +RHEERMEER Y M/ \VIDLAF
FHENHEEIND,

15. SIRC #ifalx 37°C.5% CO: ZETOIERE T THEEL, BEDISXOICIE,
10% 7L RBIRM:E (FBS) . L-YILFZY 2 mM, R=21)Y 50~100 Bfi/mL, RRL TR A
> 50~100 pg/mL ZHMLI=A—7 L E&/MLZERE L (MEM) W o 5iEhE S5 SE5, EH
JSAANTAVIILIVMIEL-#BX. EILRIL—N—EFROBEICEHLLT . M) TS
V-IFLUUTIVMERARERAVTHOM T 5, EENGRBRTOFERAIC. HEZIEED
SRR THEESE (FIR . 2~3 BOH#HREE) . FENMSOBRRIEEDOERR 25 BILIRNE
EECR

16. RIZ, STE REE~DFEREMMN TE-HMIEZE. BEULEEICHRL 96 VILTL
—NZIBIET 5, RSN IMBEBRETEIL. BERE 200 UL (CHWT, MlaxEiE% 4 8 E
[CAWSIBEIX 6.0 x 10° cells/mz/L, HBULE. MiaxEiEk 5 HEICAWSES(X 3.0 x
103 cells/V )L TH D, WYL EHEETHEMICEEINT: STE HERICAVLSHEIE. HERER
BR(Thhb, BiER4BEBZFIXI5HB) T0%EBNDIVIILIVAIZETHIEIZES,

BRILFYE S LU EYEDEF
17. WEREFMBEERRFE(IRETIRFOE 1 :EZ RS A EBIBEKTH D, HER

LB OVWTHEBREMENEROONDEE . HAHWNTEERRIEKIZTAREDL 5 SEULE
©OECD 2023
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B—LRELTELRWGE. F 2 BIRDOAEELT 5% DMSO(CAS &5 :67-68-5) 5 H54EE
BIEKZRAWS, £EBBIEKELY 5% DMSO EEXEBIE/KOWWTNIZE, [BEL 5 N
UL —7GRBEDTELOVEREEYEIZIE. F 3 BROBFELTEIRIILAAIL(CAS &F
5:8042-47-5)ZFAL\5, ER MO LEERILEME (THHE., ZKEMD 6 kPa #E) TIE. #
ERLZMEDNIRIILAAIVICAERET I, 5 PRIULLRERRBRELR T HI5E. AiEs
LTERIILFTAILERLDS,

18. BERLEMEEBIRLIAEIZ 5% (Wiw) DRETRARERIIH—ICBESE.
SHIC10ERBERERICEYEEZ 0.5%HLU0.05%(2F %, BHEBRILZWEIX. 5%& 0.05%
DHRETRIFEIND, 96 VL TL—rDIEEMEE . BE 5%D 0.05%L F Wh DHERE
PG ARR (F=XBEBK) 200 yL/I)LICERT 5 HEBESE 5, #ELEYME (B—mK
PE. SRSYE. TLILEEY) L. TOMEICEADODYLEKEFTROMELAHL., HEBRA
BT THEREIIBRET S,

19. E 15 ELBDEME . REJBRIEOETL—rOEMBEL TR, 512,
Ik, REABRIEDETLU—MMIBVWTREFBHAMICLBESE 5. £ 17 BLHDF
FliZ. SIRC HREDAEFRICELEZRIFSHVENHERENTIVD,

20. STE HERETIX. 0.01% 5V VIILEREF NIV L(SLS) EFEERIEKE. RE
HBRILDBTL—FOBMHFBELTRANS, BEXRBOMBEFREHDH ., RERR
CEDNBTL—MIFEERIBKDBRIRMBLEDRTNIFESLE,

21. TIUERFRE (OD) HEDHEICLET, B, FEALIILELUT
T LFRE) VEEREEERIEK(PBS)ZEAL. A DMBREDVIILICEWNTER
EEE

22. EHHM (5%HE RV 0.05%DWERILFWE. Hthxt iR, BHI R, BIEER) L.
BYGHERICEME - (L RILFEYE 200 L ICHIRAZ 5 A =R THREBEIE HILITELY.
RIERERT LIZ 3 EICHRETT B,

23. REDILEMEFEEGISRIRTRADILEYE IOV TRRIHEZEET
M9 2BE. HAHNEL. RIHRISHARFEDEERNIZHSRRIBME 12 DUV THE BRI E
BT 255 EEVELNARTHS,

RPaEFEDAE
24, IRER % MIAE% PBS 200 yL T 2 E#%%L. MTT j8i& 200 pL(3EH#h 1 mL 7=y

MTT0.5mg) Zi&xIT %, 1>Fa2_R—4—(37°C. 5% CO2) T2 D RIGHEEZAE. MTT
BROEEFEERL, 0.04 N iEEE-4V70/8/—)L 200 uL Z=;2EEFTT 60 HRHRMNT 52 &I
KUY MTT R HFUEHMEBL. MTTRILI YU BRRDRIEEETL—R)—F —(Z&Y 570 nm
THAET S BERERFET>CTIHELEOHRBRILEMEINRBRRICEBLTLDEED
H MTT 7utAIZRL (FRBIEIXEEMNL MTT EXECX2) #HERILEMED T ELE
L%, ZDTEIF. 3D BRECMBEFLIIBEBECIRRIZZLDIGE LU TIIFESH. STE A
BREICALGNS 2D Ml EMTELLATREME LB, 722 BB FFEEEENG MTT
EXEIBEOEENE L. AZREDREIZTF ST ELEEZONEEMND, STE REDFH
FIXZOREREEEICFTHET 5, ABRMORXRD 1 DFRELDIIGEE. THOAREEICHNT S
BINEEXRETHS, AJRERRY. Z5LEFTHOREICOVNTHIERTIHT—2EERTHN
ETHDBIZIE. HEMETUELI: SIRC ifaEE Yo/l L, HEME CREL-MELRS
D)lhniFontz MTT 7yt4®D OD BIEHERELLEKT HEERDER)  MTT 7ytAI1ZxE
TEHOFTSNERICEEZRIFTLEFASNDGE. RBOMESEHR (BIZIX. =2—t5L

©OECD 2023
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LyR) ZERATESD, =L BIZIE, R 1 OBERERZDEDOHRICEY MTT 7yt( LRFE
EDRRE/ONDERT ENTE, T BEDT IR AFHARETHAHETLHE AR
RITHBEELZFEONDGEEICRS(28ITHSR),

FREDERE LU BHET/L
25. RIZ, BHEBIEEMEIZDODNVTEONT- OD EZRAL., BFIBOLEEER:

100%ELT=15E DAMTHREFREEL T 5, AN HRREFRIESIERTRIN,
WERIEZME D OD &FFIXEED OD DAADEMNSZENENTS2UD OD R, #
BRILZWED OD Zi8HIX D OD THRY H_&IzLYFonsd,

(BERIE=ME D ODs70)—(F 529 @ ODs70)
HMIBEFE (%)= — x 100
(GBHEI*ERD ODs70)— (7522 ®M ODs70)

RERIZ. FIBFBOBRNAGHEEFREIESETRIN, FRFIRD OD L1
M OD OEADEMNSENETNT UM OD ZHLI-&. BIBAFKINEED OD ZiEHxtBOD
OD TR A&k YB{EDND,

26. DINVIZIEZTNEN I DODEEEEH . I LI REHEE 3@ (FHEHE., n=9)
EET 5, MIL-RERBCLOBBERILEMES KVBFIBO 3 LIZET 2EMTE
HEZAD. BRNEHREEZROEMFYELZEH TS, MBEFEEORENEEN T
Bl ML= 3 DO RERBENMEHT S,

27. RICH T H2EERIEEHEZ5IZTHITHEREFEYE (UN GHS B 1), BLUVER
FEESEIUVRICHITIEELIBEED S EATELHERIEEZYE (UN GHS R444) DFE
FIZDOWT Il EGFEROAYM IEEZ L TFIZRT,

% 2:STE REBRZDFRIETIL

MR
BE 5% BE0.05%

UN GHS 44§ E AT RETE

REEMHEICREFEER O HH
LEHEEMUNDERDILFEME

) 0, VAN
>70%  >70% =554 (MEHETEEM ERMES LD
BaW
<70% > 70% B TIXFRIAEE2 & F 41
<70% < 70% X5 1 MESIVEEY?

! AREA 6 kPa FYUBWVWEERIEFMEZE AL, SRINFAIVISEBLLGVARER
BRARERHELEVAVWIT IO DEEYIE. BE. AARZOBEREBERNICLGL BNFAZE
ALBHAREENAH D,

2 CORBRMOELRERTOFRELTELGN, EEMTIE, STE HABOBEREHABRL &
UM <R3 2 &8I 7 70 —F (IATA) (14) ICBL L TIERET T %,

3 FICHE—AYEICODVTHEONBERICE DN BEYORBT —2LBon-8
BALHEHET D, TNTH. KXARZIL. EHAMELJVESY ORI CE M (LB R A

©OECD 2023
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BETHD, RE LOBMZEERLI-T —2EROGE. BEMITOVWTERHBRIT (5102 H
WBHETIC, HEEEYAEDENICHIERRZIRTTEINEN. FLRTTEDEHRICE
THEHERNT D, UZEASYOHRICEHIIRFNESHLHLBEE. OLIERFAFFET
Hdo

HpELE

28. UTOEEET R THLTHE, HRBREHETRIHGTEN S,
a) ISUHDREREERC It IR (HEHITIRE) ORLRE 0.3 UETH
BoL,
b) BRIBOE TR, BN IEICEA 80%LLE THHT L, MHDEHIHNBE R

EHBRILICAVSES. ChoDBRAICIYRESN AL EMBEETERET HICE. BB
FlIxtHRA 80%EDMIBEFRETI BELAH D,

c) BBttt B (0.01% SLS) THOoNAHHMEERFRIL. BEDEHEDRERE 2 LIN
[ZHHE BHERBOHBELREIVHBRTRIZHEICEH IS, $4H5.3 nAZLICE
9 oH. HEROEFEENMEN(TLHE, A 1 BXRH) HABRERRK TIE., FRATEEGH
BROERIEICEHT D, ABRERIMERA . Mt HIRREEESRO D HOHEILIZ+727
EHDERRZEZTETLTVWEWNGES  RYOERDOEEHILGHEBR PRI MAEESI LM,
LEARERERICE TEIBEDT R M-T, ARBREDRAREERICLYEILISN-FE
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	眼に対する有害性に関するin vitro短時間曝露試験法
	はじめに
	1. 短時間曝露（STE）試験法はin vitro試験法の1つであり、国際連合（UN）の「化学物質の分類および表示に関する世界調和システム（GHS）」（1）により定義されている、眼に対する重篤な損傷性を引き起こす化学物質（物質および混合物）と、眼に対する重篤な損傷性にも眼刺激性にも分類不要な化学物質の有害性の分類および表示について、特定の状況下、限定的な条件下で使用できる。
	2. 長年、眼に対する化学物質の有害性は、in vivoウサギ眼試験（TG 405）を用いて主に評価されてきた。本テストガイドラインに記載された試験法は、ドレイズ法による in vivo 眼刺激性試験に代わり、様々なクラスの化学物質の眼に対する重篤な損傷/眼刺激性を完全に予測するために、単独で使用することはできない。そのため、要求される範囲の刺激可能性に対応するために、TG 467および492Bに記載されているような代替試験戦略を利用することが推奨される。（階層的）試験戦略において用いられる代替試...
	3. 本試験ガイドライン（TG）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、短時間曝露試験法におけるその細胞毒性誘発能に基づいて測定される。化学物質が角膜上皮細胞に及ぼす細胞毒性作用は、角膜上皮の損傷および眼刺激性に導く重要な作用機序（MOA）である。STE試験法での細胞生存率は、生体染色色素である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、別名チアゾリルブルーテトラゾリウムブロミド）を生細胞が酵素的...
	4. 本試験ガイドラインにおける「被験化学物質」という用語は、試験の対象となる物質を指すのに用いられ、物質および／または混合物の試験に対するSTE試験法の適用可能性とは無関係である。定義を補遺I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、花王株式会社が作成したプロトコールに基づいている（4）。プロトコールは2種類のバリデーション試験をテーマとしたもので、1つは日本動物実験代替法学会（JSAAE）（5）、もう1つは日本動物実験代替法評価センター（JaCVAM）（6）による。本試験法に関するバリデーション試験報告書および背景レビュー文書に基づき、NICEATM（代替法評価に関する毒性学プログラム省庁間センター）／ICCVAM（米国動物実験代替法検証省庁間連絡委員会）によりピアレビューが実施された（7）。
	6. STE試験法を、眼に対する重篤な損傷性（UN GHS区分1）（1）を引き起こす化学物質（物質および混合物）の同定に用いた場合、125種類の化学物質（物質と混合物の両方を含む）について本試験法で得られたデータと、in vivoウサギ眼試験のデータとを比較したところ、全体の正確性は83%（104/125）、偽陽性率は1%（1/86）、偽陰性率は51%（20/39）であることを示した（7）。この場合に得られた偽陰性率は重大ではない。何故なら、濃度5%で70%以下、および濃度0.05%で70%超の細...
	7. STE試験法を、眼刺激性および眼に対する重篤な損傷性に分類不要な化学物質（物質および混合物）（すなわち、UN GHS区分外）の同定に用いた場合、130種類の化学物質（物質と混合物の両方を含む）について本試験法で得られたデータと、in vivoウサギ眼試験とを比較したところ、全体の正確性は85%（110/130）、偽陰性率は12%（9/73）、偽陽性率は19%（11/57）であることを示した（7）。揮発性の高い物質（すなわち、蒸気圧測定値が6 kPa超）、および界面活性剤以外の固体の物質をデー...
	8. 6項および7項で述べた化学物質に加え、STE試験法で生成されたデータセットには40種類の混合物に関する社内データも含まれ、in vivo Draize眼刺激性試験と比較した場合、UN GHS分類システム下での分類不要な混合物予測の正確性は88%（35/40）、偽陽性率は50%（5/10）、偽陰性率は0%（0/30）を示した（9）。よって、STE試験法は、ボトムアップ方式でUN GHS区分外としての混合物の同定に適用できるが、例外として、固体の物質に対する限界の範囲を広げ、界面活性剤のみからな...
	9. STE試験法では、被験化学物質をUN GHS区分2、区分2A（眼刺激性）、UN GHS区分2B（軽度の眼刺激性）と同定する場合、UN GHS区分1の化学物質の相当数がUN GHS区分2、2A、または2Bと過小予測され、また、UN GHS区分外の化学物質がUN GHS区分2、2A、または2Bと過大予測されることから使用できない（7）。このため、別の適切な方法による追加試験が必要と考えられる。
	10. STE試験法は、生理食塩水、5%ジメチルスルホキシド（DMSO）含有生理食塩水、またはミネラルオイルに溶解または5分間以上均一に懸濁する被験化学物質に適している（溶媒の選択については17項参照）。STE試験法は、生理食塩水、5% DMSO含有生理食塩水、またはミネラルオイルに不溶または5分間以上均一に懸濁できない被験化学物質には適さない。短時間曝露のため、STE試験法にミネラルオイルを用いることは可能である。したがって、STE試験法は、上記提唱された3つの溶剤の少なくとも1つに混和性を有す...

	本試験の概要
	11. STE試験法は、96ウェルポリカーボネート製マイクロプレート上で培養したStatens Seruminstitut Rabbit Cornea（SIRC）細胞のコンフルエントな単層において実施される、細胞毒性に基づくin vitroアッセイである（4）。5%および0.05%両濃度の被験化学物質に5分間曝露後、MTTアッセイによるSIRC細胞の相対生存率として、細胞毒性を定量的に測定する（4）。細胞生存率の低下は、眼損傷に導く悪影響の可能性の予測に用いられる。
	12. ウサギの眼に滴下した溶液の80%が3～4分以内に結膜嚢を通じ排出される一方、ヒトの眼に滴下した溶液の80%超は1～2分以内に排出されることが報告されている（10）。STE試験法は、これらの曝露時間との近似を試み、エンドポイントとして細胞毒性を用い、被験化学物質への5分間曝露後のSIRC細胞の損傷度を評価する。

	習熟度の立証
	13. 本試験ガイドライン記載のSTE試験法を定常的に用いる場合、その前に試験施設は、表1推奨の11種類の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。これらの物質には、in vivoウサギ眼試験（TG 405）の結果およびUN GHS分類システム（1）に基づき、眼に対する重篤な損傷性または眼刺激性のあらゆる範囲の反応を代表するものが選択された。それ以外の選択基準は、これらの物質が市販品であること、高品質のin vivo参照データが入手可能であること、およびSTE試験法から高品質のin...
	表1：習熟度確認物質一覧表

	手順
	細胞単層の調製
	14. STE試験法の実施には、ウサギ角膜細胞株であるSIRCを用いる。SIRC細胞は、米国培養細胞系統保存機関（ATCC）CCL60など、十分な適格性を有する細胞バンクから入手することが推奨される。
	15. SIRC細胞は37 C、5% CO2存在下の加湿環境下で培養し、培養フラスコには、10%ウシ胎児血清（FBS）、L-グルタミン2 mM、ペニシリン50～100単位/mL、ストレプトマイシン50～100 μg/mLを添加したイーグル最小必須培地（MEM）からなる培地を含有させる。培養フラスコ内でコンフルエントに達した細胞は、セルスクレーパー使用の有無に関わらず、トリプシン-エチレンジアミン四酢酸溶液を用いて分離する。定常的な試験での使用前に、細胞を培養フラスコ中で増殖させ（例えば、2～3回の...
	16. 次に、STE試験への使用準備ができた細胞を、適切な密度に調製し96ウェルプレートに播種する。推奨される細胞播種密度は、培養液量200 µLにおいて、細胞を播種後4日目に用いる場合は6.0 × 103 cells/ウェル、あるいは、細胞を播種後5日目に用いる場合は3.0 × 103 cells/ウェルである。適切な密度で培地に播種されたSTE試験に用いる細胞は、試験実施時点（すなわち、播種後4日目または5日目）で80%超のコンフルエンスに達することになる。
	被験化学物質および対照物質の適用

	17. 被験化学物質を溶解または懸濁する溶剤の第1選択は、生理食塩水である。被験化学物質について溶解度が低いと認められる場合、あるいは生理食塩水に溶解も5分間以上均一な懸濁もできない場合、第2選択の溶媒として5% DMSO（CAS番号：67-68-5）含有生理食塩水を用いる。生理食塩水および5% DMSO含有生理食塩水のいずれにも、溶解も5分間以上均一な懸濁もできない被験化学物質には、第3選択の溶剤としてミネラルオイル（CAS番号：8042-47-5）を用いる。揮発性の高い被験化学物質（すなわち、...
	18. 被験化学物質を選択した溶媒に5%（w/w）の濃度で溶解または均一に懸濁させ、さらに10倍段階希釈により濃度を0.5%および0.05%にする。各被験化学物質は、5%と0.05%の両濃度で検討される。96ウェルプレートの培養細胞を、濃度5%か0.05%いずれかの被験化学物質溶液（または懸濁液）200 µL/ウェルに室温で5分間曝露させる。被験化学物質（単一成分物質、多成分物質、または混合物）は、その純度に関わりなく無希釈の物質とみなし、試験方法に従って希釈または懸濁する。
	19. 第15項記載の培地を、反復試験ごとの各プレートの培地対照として用いる。さらに、細胞には、反復試験ごとの各プレートにおいて溶媒対照試料にも曝露させる。第17項記載の溶剤は、SIRC細胞の生存率に悪影響を及ぼさないことが確認されている。
	20. STE試験法では、0.01%ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）含有生理食塩水を、反復試験ごとの各プレートの陽性対照として用いる。陽性対照の細胞生存率算出のため、反復試験ごとの各プレートには生理食塩水の溶剤対照も含めなければならない。
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	22. 各試料（5%および0.05%の被験化学物質、培地対照、溶剤対照、陽性対照）は、適切な被験化学物質または対照化学物質200 µLに細胞を5分間室温で曝露させることにより、反復試験ごとに3重に検討する。
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	24. 曝露後細胞をPBS 200 μLで2回洗浄し、MTT溶液200 μL（培地1 mL当たりMTT 0.5 mg）を添加する。インキュベーター（37 C、5% CO2）で2時間の反応時間経過後、MTT溶液の上清を移し、0.04 N塩酸-イソプロパノール200 μLを室温暗所で60分間添加することによりMTTホルマザンを抽出し、MTTホルマザン溶液の吸光度をプレートリーダーにより570 nmで測定する。曝露後洗浄を行っても相当な量の被験化学物質が試験系に残留している場合のみ、MTTアッセイに対し...
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