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i, H— invitro fAESEER CTid invivo 7 Y FHERREBR O+ 2 fURII AR AlRE & B 2
bd, =770, (BRpER) RERERIZIC W TRV B D RERERE 2 BRI A9 1M
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1%, invivo 7 FIRRBRO 2R TH D LIThe SNV, hyTHE T/
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F72. UNGHS LIS DO AW TR F AT v 7 KD STE ZHWA A, £
ORI G) Z2BIHY IR T 2 2 & & b b2 alBRiE ORI KX AR
A4 RTA L OFERONTIE,  THRIZKR 2 BE 2B M K OMRBE M OB
B X OEHMIICET A AT 712 —F 2oV TO OECD /A X AE ] (14)
WL L THEND DL Z &,

3. AKRBETA R4 (TG) OEMIX, #BRLFMEOIRIZXHT 5 HEMD
FHEC WS FIRZFLR T2 2 Lk v, FEME, ERERERBRIEICET S
Z O FIEBEEICE SO THIE SN D, (LW E 0 A5 R IR M T3
faE e EA L, AR R OBEGR X OIRAEMEICE < EEREMAESF (MOA) <
H D, STERBRIETOMBAGFERITIEEONEICL VFMEN, EERAanET
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W5 (4) , e ba—I2BEON) T —va vidBig T —~ & LI-b DT,
121X B AR EBRIRESS (USAAE)  (B) . b 9 1213 B AEMW EBRICEA
it % — (JaCVAM)  (6) I2X D, ARBIEICRET AN 7 — a3 Vil
EEB IR L B a—#I2HESX | NICEATM ((SEEAMICEE T 5 ks 7
077 AETRE 2 —) /ICCVAM CKEEMW)EBREERIEE TRIEREZR
XY IV EeTLrEa—nEiasnz (7) .

6. STERERIEL ., IRk 2 EERBEEME (UNGHS X3 1) (1) Z5lEi
ZHbFE (WEB L ONEEY) ORIEICHWSGE, 125 EOLTmE (W
B EREMOW T 2ETe) IZOWTARBRIETHEONZT —X & invivo V¥
IRERBR DT — & L&t LTz & 2 A, DIEROEMEMEIL 83% (104/125) | ARG SR
X 1% (1/86) . fAFEMEZRIL51% (20/139) CTHHZ LA RLE (7) , ZOHAIC
BN ABEERIIER TR, 75, B 5% T 70%LL T, 8L ORE
0.05% T 70%HE DA EZ & 72 b THBRL P I T3~ T HHIELZIG U,
F o, BUEHELE STV D NAKR A 72 5UBR I 36 X ONGIEIL O A 1T ATt - T,
TN F— kIO invitro BRERIEIC LV . FIERE ORI E LTin
vivo VHFIRABRIZC L D, BB SnD EEZLNLINLTHD (1) (8) .
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WCRBREZ R T 2854, £ 9 LERBROENSE2MICEROD iR E2 LT

ST MEINTHONWTHRNIEET S, STERERELZ UNGHS X4y 1 & L CoOkER

LW ERIEICH WD 5E . T O BARN 72 ROSIIIR S 72 ino 12, BHFEH L,
WAL E I IARRBRIEEZ O TIRFTT 2 2 2 03EF 26, FHUCE Y, 5% X

Y 0.05% D i FE COMBEAETE RN 70%LL FOEEIZIE, BIEERE217H3 . UN
GHS X745 1 L SN D RERICH T 2 HERBEN 25 &K Z T UM RIE X

NHEROLHZ L,

7. STE ik %, IRANEMER J ORI x4 2 EHE B EMEIC O R E 2 b
WE WERXONEEY) (T72b5, UNGHS X534h) ORIEICHWSGE,

130 O FEME (- L IREW O S Z &) [IZOWTARRBIECHONZT
—X L invivo UV FIRRBR E 2 L2 2 A, 2RO IERMEM L 85%

(110/130) . fAF2MERRIT 12% (9/73) | AREMERIT 19% (11/57) THLHZ & &R
L7z (7) . #REOEmOWE, B LOREIEERIUSNOEROYE 2T — % & v
R BEBRWEEA . EEOIERENEIL 90% (92/102) | {AfatkRiX 2% (1/54) . {4
B3 19% (9/48) 1ZdE3 5 (7) , fERE LT, STERBRIEZ ., IRAIHIESR
FOMRIZHRT 2 EE B EME IR E 295 L (UN GHS X4344) OFF]
FEIWCHWDHEE ., ARBRIEOFRENE &L L TOXREIZIE, i) 2L 6 kPa 8o & f#
FEUEWE., B L) FmEIETERR L OB ETEMER O 206 72 DIRE LA D [E

RO ZEWE (WER LI OREY) OEm W EBRERNET NS, 29 LIk
WE X, STE RBIEOEAEmMN SRS () .

8. B 6B LT THRARIALEMEITIN A2, STERBRETAER SN 2T —% &
v MZIX 40 FEEDIR S 2T — & && £, in vivo Draize RRFIE M
Br & e L7286, UNGHS 03y A7 A F COEARNERIRE YT 0 IERENE
1% 88% (35/40) . fAMERIT 50% (5/10) . {4FatEsRi1Z 0% (0/30) Z/RL7-

(9) , Lo T, STERBRIEIZ., R FAT v 7 HTUNGHS X754 E L TORE
MORECHEHATE 55, f7kE LT, BEEROWE 3T 5 R ORI Z LT,

SETEMER D 0> 6 72 D EROIREW LS OIRE IR N D, S HIT, Z&AKTE
N 6kPa LV EWWMEZEAT HIRAWIL. B/NTFRIOFREM: 2 k92 K 9 [EE
WZREm L. BN EXS b3 5,

9.  STE#BRIETIL., #BRILFWE 2 UNGHS X745 2, X4y 2A (HR#IEME) |
UN GHS X473 2B (#2EEORMM:) & FET D% A UN GHS X453 1 Db F'E
DI UN GHS X437 2, 2A, F7213 2B L/ PHIE, £7-. UNGHS X4y
SO S UN GHS X745 2, 2A, £72132B Sl R THlEND Z LBl
TERWY (7)), 2D, BIOESRFIEC LD BMRENVNE LE X b,

10. STE#RBRIEIZ. AEFAEK, 5% A FILZ/NLEKRFT K (DMSO) & A 4R
BIAK, FEI RTINS A IVISIEMRE 7213 5 WL B — 183 5 48R b5
WV \ZiE LT\ D, STERBRIEIL, AERAMIK, 5% DMSO & F A B Ak, /-
X R T IAA AR E 7213 5 DL B — 1288 © & e WL E 21T
S22, ERFEREE DD, STERBRIEICI R IV AA NV EH WD Z EIEARE
ThD, LIEN->T, STERBREIL, EREEINZ 3 2O@BA0 72 EH 1
DIZIRFMEEZ BT 256, KICREOHEBRbFmE (Bl 21X, ESHEN T v a—
NVETTT ) OIRICHT H2HFEROTRNCEL TWD 4) |
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12.  STERBREIX, 96 7V = /LR Y h—FRx— i~ 7071 — b ETHEL
7~ Statens Seruminstitut Rabbit Cornea (SIRC) #ifam = 7Lz MpHEIZRB W
THEMEIND, MEECES< invitrn 7 vy A TH D (4) . HBRIEFEHEIZS5
SERER. MTT 7 v A 1285 SIRCHIlBOFExERFE L LT, MilaEts e
BICHET S (4) , MRAEFREOK T, IRBEISE S EEEORTEEM: O TH|
ZHWLND,

13.  UHXORIZHE T L7100 80%703 3~4 S LANICiEESE 48 UHEH En b
—J7. & FORRIZH F LIZEIRO 80%HB 1% 1~2 /0 LINIZHEH S s Z & nis &
NTW5 (10) , STERBRIEIL., 2O DORERR & Ol 2, = FRA
v R EUTTHIlREEE O, BRI E ~ 0 5 4y [EgEE % O SIRC M D&
Rl 5,

HRBEDILEE

14. KRBV A KT 4 it STE R ERELZ EHIICHWDHA. £ ORI
BRoEhftiag L, & LHELED 11 FEOWE ZIE LS 0T 5 2 Elc kv, Hilf7s
BRAEZTIET 5, ZNHOWEIZIL, invivo 7Y IREER (TG 405) OfEHREB
L OVUNGHS ¥ A7 & (1) 12D &, IRICKT 2 HEZRBENMEE 72 IXIRHY
MOH HPAHHEFADKILERET D EHONEIRI NI, T OEREERE T,
INHOMENRTIRMTHDZ L. EED invivoBRT — 2N ATFREETH D
ZE. BIXOSTERBRENOELED invitro T — 2 N AFARETHHLZ & L LT

(3) o IEL L7=E DB AT CTERVIRILCIEY AT REZ R TlE, 2 ZIZFHi S
M- FEHE L R CREEDS H W S AUX, #8872 invivo 35 LWV invitro 27— % %2 A
FRRERBIOMEEZ WAL Z ENEZBND,

®1: BREERVE-RER
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. e 1 DERHY STE # Bk STERBRTD
WE4 CASRN |[{bZWESE | o | TPUN -y
/N2 GHS K42 TOWH| |UN GHS X453
P ra=y A "
-54- F= 2e D POZAS e JAN
(10%. AKHE) 8001-54-5 vafe | RIE | Kol [BEEEHK] XK1
Triton X-100 (100%) 9002-93-1 T—F L AR X1 AEEAEEK XKool
wRERLAW ;
Ty Ry R92  |18472-87-2 | R baw ; i | [EA X4r1  |[EEAEK Kol
e
. AT R
ARt by s 1310732 |7 Ek | oy ek K1
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vome s g | 9a13 |7 (R 28 B | TR
WEEE 2= bk oo F | 101459 | 7T ik | Rovsh PEERARK K4S
e 112403 | FERE O g | e |ST7MT am
AF AV TFNAr k| 108-10-1 b s Xorst i%zfj X5y
”“yf?%%f:yy 508652 || " @k | ot pemesik] Ko

I5E : CASRN : 7 I INVT 7T A KT 7 M —E A (CAS) BHEkE

bW E S OEID S TUE, iEEO NICEATM AFE SR 153 2 1FH 2 v
TITWV, HERBAE SN WA, KEEN EFEREEEAAEE E (MeSH®)

( CKEESEZXKFEEE] ChemIDplus®#:H | http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/
TAFAEE) . BEONICEATM (T & 0 1ERR S 7o &R E 2 AV T T o 72,

?In vivo 7 B FIREER (OECD TG 405) B L OYUNGHS (1) #HW=fERICHES<,

S X451 & LTOMEIT, 100%KER{ET U 7 ADR &M (OECD TG 435 D%
JEIE A MBI 2 B AEMZME W E & U CitH) . BILOVUN GHS X4y 1 o HLvE
(1) 1THE-S<,

Y2A 7 2B DOYFEIE. T 2 DX Z AT 5 UN GHS BEEEDMERIZ A S
N5, T7bb, K7 2A OGFEARKICHKER 7 H B ORBIZOWT, 86 il 2
B 6 IR AN LV IRESND, InvivoT—Z Ty MI2EBRNLR0 . £h
Fi3flE Liz, 1 oHORERTIE, 3614 2HI03 X455 2A DA B H 8% 7
HEIZRLTZ (11) 25, 2 HOREBRTIX, 3BT _XTITBITHTXITOZ L KRR
AL "B, B 2BONHEAZETAZa T 0ICTHEECIZEE LE (12) .

S2A 2B D3 FEIL. Ziuh 2 0D XAy A AT 5 UN GHS ZEHEDMEIRIC /A &
N5, T70bb, Koy 2A OB AERIZYLE 27T HB OEEIZHOWT, #1361 1
B> 3G 2 FIDNT LV PE SN D, Invivo sRERIZ 31 & Uiz, AIEEE ORI
IO 1LFlAERE, T_XTOZ FRA MR THEETCICAa 7 0lcmliE Lz, 7
AEE IR mEz RIS 2o 7= LHIOMABIEE A 2 713 1, EERmA =27
1 (7HH) T, BWHEIZERKCEELE (11 .
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15.  STERBRIEOFEEIZIX, v XAREMaE TH 5 SIRC 2 H 5, SIRC
BalZ. KIEEEE R RTHES (ATCC) CCL60 72 X, +47cimkktrx A3 %
MR NN 7 B ANTTHZ LRI LD,

16.  SIRCHifEix 37°C, 5% CO fF1E FOMIRERSE F TR L, K7 7 22l
1T, 10% 7 SRR EIMIE (FBS) | L-Z /4% 2 v 2mM, ~2=3U > 50~100 Hifif
ImL, A hL 7 h~A T2 50~100 ng/mL % @I L7c A — 7 VI INGZERE HE
(MEM) Nbo258EMAzEARIED, BRIV I AaANTa 7z MIELE
ML, B A7 L= R_R—fHOFEICED LT, Y S - F Lo YT I
PURFRRIA I 2 IO Tl 2, EWARRBR COMMRNC, Mlazi®” 7 x =
oIS (BIZIE, 2~3 [EIOMUERRR) | MR D ORI O Tl L 25 (5]
LN ET %,

17.  W&IZ, STEBR~DfE U N T 7-flaz, #U)/%mEICiHRL 96 7 =
N L— NMIEERET 5, HEDE S D A RR AR BT, B AR & 200 L 12\
WL A2 TS 4 B BICHWD5E136.0x 103 cells/ 7 = /b, & D\, Ml 25
%S5 HBIZHWAEE1L3.0x103cells/7 =)V Toh 5, W) 7325 TR FEFE X
7= STERBRICH W DML, BBRFERRES (Thebb, #f% 4 HHE721X5
HH) T80%Da Ly 7Ny RZET A LI 5,

BEBL ZYE B L X R E DS

18. W LW E 2 MR E 72 1R T DA 0% 1 &N, FHAEKTH S,
WEALEEZ O W TRIFE MRV L38O B LD A, & D WITAEF R KR
i 53 ML B — 7ol b TE WS, B 2B IO & LT 5% DMSO
(CAS %5 : 67-68-5) & A AEFAHI/AKEH WD, AFAH /KL LU 5% DMSO &
AABBHEKOWTNICS, BED 50Ul BB —70 8 b T X 20k b5
B2, B 3BIROERIE LTI 2T /0414 (CAS FEE . 8042-47-5) % FH 5,

19.  WEBRLFAE AR L7-IEHIT 5% (wiw)  ODJE S CUSIRE 72 13— 128

. S5\ 10 fEFBEFEARIC &L 0 IR 2 0.5%5 L 10 0.05%I2T 5, BHERILSEY)
BIX, 5% & 0.05%D MR E CHRETSN D, 96 7 = /L7 L — NOREMIBE, RBE

5%7> 0.05%\ VT OB L L BRI (F 721308 E8K) 200 L/ 7 = )VIZ=RIR T

5r[MigER X5, #EB b WE (H—loWE. ZomE. £IHEEY) 11,
ZOMEEIZE DY 7o < AR OWE & 70 U, SBRGTIEITHE > THRR E 72 1385

T 5,

20. Be¥% 16 SeHOEEAZ . MERBRZ L 0K T L — F O E L THWSD,
X517, MR E. KERBR T LR — MIBW TR REUEHT § 1RE X
w5, BE 18 i DAL, SIRC MR D ATFRICHE B Z MIE S22 &)
WMENTW5D,

21. STE HBRIETIE, 0.01% 7 U U LRiilEF N U w & (SLS) A AEFHEEKE,
KERBR T L OK 7 L— OB E L THWD, BB A 7R A H
D=, KERER T L 0% 7 L — MTAEFRE K ORFIRR & & O 72 T L7
VAN
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22. T T U7I3NFEE (OD) MiEDOHEICHLIET, B, F/oxhrv oA
BIO~ T 20U AARE Y CEEEEAFAE K (PBS-) 284 L. oM rsg
D7 = BT ERT 5,

23. %k (5%3 KT 0.05% DB (L E . B HicHR . PARIRHRR . R ck )
. Y)W S & T IR R S 200 pL (2T & 5 Ay [ IR CRR R X
HHZ ik, ERERZ LI 3EITHRTTT S,

20, EOALFWEEIIME T T A BT RO ST
ERET DY B\, RS SAMEEE DRI B 5 IR S T
FH RO 72 2 AT B 538, o F v — 2 IR H A TH B,

HIEFFEDHE

25.  IRFEAAIREZ PBS 200 L T 2 [AIPEH L, MTT ¥R 200 pL (354 1 mL 24 7=

D MTTO05mg) ZHRINT 5, A2 F=2X—F— (37°C, 5% CO,) T 2D KG
PR RE . MTTIRIRO Lis&2 % L. 0.04 NHEER-1 ¥ 7 1% —)1 200 uL & =

AT T 0 A MusinT 22 L2k MTT AL~ Y 2L, MTT AL~ H%
WROWNEZ T L — Y —H—2 X 570 nm THIET S, BBEBREERAZIT- T
HARY 72 m O WL FE DR ITERE L TV D HEEDOHR, MTT T v A 12
L GEORIFITEREN MTTECHIC L D) Wb EO TN EL D, =
D LiX, IDFHMEEE MR EZITHMEEL NREICEZ OHEY TEE D58,

STE RBRIEICH W BN S 2D MiaksEy /4L U5 raethidigvy, 72720, BafAlE
TIXERER 2 MTT ECAIR RO E L, EFREOREICTHTLHEEZXLD
N5z EMnb, STERBROME A 1L Of RAEEICITMT 5, RBRHHX41

OTHE 72 D356 TWOFREMEICKHLT 2 BNEEIXIRECTH D, FRETHIL

X, £ LETFWOREIZONWTHIBT 27 — 2 24325 (B2, #5wmE

THE L7 SIRCHIf G A Y = /L& | #RWE CAB L - RAE Y = Vb5 D
e MTT 7 w4 @ OD JlERE R % thlg 9 5 RO ) . MTT 7 v & A 1Txf

THTERERICEEL RITT LTRSS 5E. (RBROMREERER (B 21X,
—a— kL y R) ZEHATES, 270, BT, £ 1OENEHIDED

ABRIZED MTT T v A ERIBEORREZHGEOND ERTZENTE, 70, #
EOT—HZ N AFAEETH D Z & CHEATRER TR EEZ GO N LA TR

% (B 29)

FERDAFR I L P70

26.  KIT, BHELFEWEIZOWTHE LN ODEE V., BAITRO A%
100% & L7356 O i A G R 2 EH 35, Fxi7efiaAEF==13E m%
TR I, LW E D OD LA RO OD O ;T DEN L ZNENT 7 v
7@ 0D i U= . #BRLFWE D OD ZIBHIX D OD Tt 5 2 LIz kv 5
SY AR

_ (*&ﬁ%’g@(ﬂ)sm) - (7§ ‘\/7@0])'?70)
T (BIESHERDOODsy) - (77 27 DO0Dsy)

ARAETER (%) X 100

[RIERIZ, SRR RO 22l AR IT H 0 2 TR S, BIEAIX RO OD
L EEHIXTRR D OD O F DN ZNENT 77 O 0D ZJ Ui=th. HIHIxf
> OD Z 5% D OD THRd 52 itk vBEohn b,
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21. Uz VZiIFThEn 3 >OBERE G A, ML L7cERERZ 30 ($72bb,
n=9) FEid o, ML L7 LR Z L OB FEWHE B L OBEAI RO 37 =
BT D HEMESEZ v, F R 2R AR O B A2 R T 5,
e A= A7 3R 0D fe A RO 72 SRR EIEI L. IS L7z 3 RIS RRER ) B R T 5,

28. MRIcxkt 2 EELRBEEEAZ5 & E - THBILFWE (UNGHSK4r 1) | B
L OMRANE A L ORI 63 2 EEE RGO N AR E e gt b g (UN
GHS X4348) DREIFEIZHDOWT, MAEIERD A » b4 7l %Z L TFICRT,
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#2: STERBREOTHET V

Ff A fER
BE 5% B 0.05%

UN GHS 23 1 FH RTREfE

LU ZBR< WE R L ONRAY,
i) ZRKJED 6 kPal #B D R MW .
NSO

I\
>70% | >70% 2 i) RE A £ ORISR 0 2
57 BRI O EE DL EE (4
B L ONESY)
<70% > 70% THIANBE 1 FH Ak
<70% <70% X751 WEE I OEEW?

VARKIED 6kPa KV @V E 2 & AT HIRAWIE, BN TFRIO ATREME 2 [HhEES 5 L O 1H
HIZEHE L, &R IES T D,

2 BICH R WEIZOW TR LN RERICES SR, BEMORRT — 2 bIROA &
RISHLFET D, TN TH, AT, ZRSWHE B LRG0 RBRICHANAYIZ 1306
MFATRETH 5, Ml LOAMEZEX LT —2EROLGE. IREMIHOWTERBRT A R
TA W LENS, MRIEAVMNZ ORISR RERRTE 2080, IR
TE LB T OB EZMRET 5, YR ORBRIET 2B ENNH 56, 2
O LIEBRHEIAETH 5,

P ZOMRNEEMTO T TE 20, pHEN T, STERBROMR 2 WEE L OFF
BT 2/ ERT 7 r—F (IATA)  (3) IZHS L THRET 5,

FFEEE
20, AT O TS T T30, MIHER LA THE & Ml S 15,

a) 7T DNFRE R U, B (BRHICERER) YRR
ENR0ILLETHDLZ L,

b) VAR DAAFR DN BRI~ 80% L ETH D = &, HED
AR R Z AR T L ICH W A6, 2O OEANZ LV et o 8
B2 a ks &3 B2, S TAAIRRDY 80%iE O fia 7R A R T4
EWRH D,

c) Brttxt i (0.01% SLS) T AL 2 M E FRIT, @EO B EOME
YERZE 2 LINICH D = & BMERITIRO S FIREB L OFFA TIRITHEEICH
35, Tbb, 3x AZLICHEGT 50, B FERAEE MRV (F72
bbb, H1ERG) R CTlX. R TREZRRBR O FE i = & 1S
T 5, RERIFESEHIEE 2SN, HERt SRR 72 B B 0O /04 ORI 43 72 (a]
BOERZTT L TWRWEE, R OEHOE ek I NE oA
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	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「化学品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、特定の条件の下で特定の制限付きで使用できる。
	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。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、完全な範囲の眼に対する重篤な損傷性／眼刺激性反応全体を予測するには、当面、単一のin vitro代替試験ではin vivoウサギ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）試験戦略において用いられる代替試験法を戦略的に組み合わせることで、ウサギ眼試験を完全に代替できることが十分に考えられる（2）。トップダウン方式は、既存...
	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定量的測定により評価され、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...
	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、および界面活性剤以外の固体の物質をデータセットから除いた場合、全体の正確性は9...
	8. 段落6および7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。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つに混和性を有する場合、水に不溶の被験化学物質（例...
	11. 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、試験の対象となってい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。

	本試験の概要
	12. 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）。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。
	13. 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
	14. 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、その前に試験実施施設は、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...

	手順
	15. 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。
	16. 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...
	17. 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。
	18. 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選択の溶剤として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。
	19. 被験化学物質を選択した溶剤に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。
	20. 段落16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剤対照試料にも曝露させる。段落18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。
	21. 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。
	22. ブランクは光学濃度（OD）補正の判定に必要で、培地、またはカルシウムおよびマグネシウム不含リン酸緩衝生理食塩水（PBS-）を含有し、かつ細胞不含のウェルにおいて実施する。
	23. 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。
	24. 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、ベンチマーク物質が有用である。
	25. 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...
	26. 次に、各被験化学物質について得られたOD値を用い、溶剤対照の生存率を100%とした場合の相対的な細胞生存率を算出する。相対的な細胞生存率は百分率で表され、被験化学物質のODと溶剤対照のODの両方の値からそれぞれブランクのODを減じた後、被験化学物質のODを溶剤対照のODで除することにより得られる。
	27. ウェルにはそれぞれ3つの複製を含み、独立した反復試験を3回（すなわち、n=9）実施する。独立した反復試験ごとの各被験化学物質および溶剤対照の3ウェルに関する算術平均値を用い、相対的な細胞生存率の算術平均値を算出する。細胞生存率の最終的な算術平均値は、独立した3回の反復試験から算出する。
	28. 眼に対する重篤な損傷性を引き起こす被験化学物質（UN GHS区分1）、および眼刺激性および眼に対する重篤な損傷性の分類が不要な被験化学物質（UN GHS区分外）の同定について、細胞生存率のカットオフ値を以下に示す。
	29. 以下の基準をすべて満たす場合、試験結果は許容可能と判断される。

	データおよび報告
	30. 各反復試験の個別ウェルごとのデータ（例えば、細胞生存率の値）、ならびに全体の平均、標準偏差（SD）、および分類について報告する。
	31. 試験報告書は、以下の情報を含む。
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