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B33 in vitro B EFIR B R ERIE
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1. ARpfEER (STE) BBRIEX in vitro SBRIED 1 > TH Y . EESES (UN)
O MeZdh O3B L UOFORCE T S HAFM A7 A (GHS) | (1) i2&Y
EFRSNTOD, RICHT2EHELBGHELZS S EIIEEYWE WEBLOERE
W) L. BRICKT 2 BERBGIEIC S IRREMES b oAb E O R E
PED IR LUFTRICOWT, FFEDRMED T TRIEDHIIRFT & THATE %,

2. B, IRiC3 22 WE oA EMEE, invivo 7 FIRAER (TG 405) %
FAVWTEICF SN TEZ, —RICEDOENTND LBV xR bW E S5
g, e s O RICXT 9% EE e B IR S 2R E TR S I
X, M. BE—o in vitro fERER Tl in vivo 7 FIERER O +4> 2RI T A T
BELEZOND, 2770, (B BRI WD THW SN R ERE 2
BRSO H A G DD Z & T, U FIRRBREZZRICRBETE 2 L8 H01E
2bivd (2) o by 7HTHERIE, BEFEOEHRICESE, FEERE, F
TITIRICK T A EEARBEEL D X E -3 2 & N TR L FEYE ORBRHIC
EEFENTWD, WiT, R MLAT v 7 HRIE, BEFEOBRICKE S, A ET
H1F EDOIRRNEMEZ 5 & 2 S & FRITRE 2L E OB ICRE S T
W5, STE iBRIEIL, invivo 7 FIREERDOTZERRBTH D LiITHA I NN
N, by T HE TR ELT 7R 8L HE O FESCERIT AN T2 B
ERERIE DO —E# & L TCHWADIZHE L TW5D Z & T, BIEERZE3C () IR
WX A EERBENEZS SR I eFWE (UNGHS X3 1) . BEO (i) R
I S RIS T 2 EE R BEMHEIC b ATy (FRmEiEtERI LA o BER Ok
EE T RTERL) EFEWE (UN GHS K046 2RETS 1) 2) . 727
L. STE &#ABREIC LY, IRICx T 2 EERBENE (UN GHS X457 1) 5|2
F LB, UN GHS X344 (RICKT 2 EEZRBEME DRI L5 S 2 X720
EbL TR SV L X, B S A ML T DB IR S L 270 D b
EZXHILD, FT2. UN GHS LIS DB EIEICHE > TH M AT v 7 H5AD STE 2 H
WAIEA. ZORNIHEY 2GR ISR T 5 2 &, & bimEy7RiBRiEDRIRE
LFOKBRAT A RT A DI HOWTIE, TIRICHT 2 EERBENM R L O
R OFRBR S L ORI B4 A7 7 o —F 2o\ T D OECD A # v A
XE] (14) ITHEL L THENDDZ L,

3. FRRATA RT4 2 (TG) @AM, #BILFWE DRI 2 A F
© OECD, (2020)
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DOFHICHW D FIEE LR T 5 Z Llch v . AEMT, ERFRERRIECE T
% OMBEEMES FREICES W CTHIE S5, (LB AR R &IET
MR EE L. AR LR 0BG X ORI < BEEAERET (MOA)
Th b, STE RERIE TOMIEAEFRITEENIREIC L VMO S, AR atsi
ThHsd MTT 3- US-PAFNFT /) —)L-2-4)V) 25- T ==L hT /T
L7ma IR, BATFTSINLTNAN—FT F TV U AT R) NAEMETEALAS
DTN —R~ Y IR LG, MlasbofMBicLvliEERd (3) .
5 RRFERICE DM AE AR ERAIR R E i U (R AEFER) | £2, 2
DO EFEE V., #BL M E OIRICx T 2 HEED ATEEMEIC DWW THEE 3
%, 5%F5 LN 0.05% i L T OB F W E ORI AT 70%LL N2 58
A AMEFEWEIL UN GHS X747 1 IZ S5, W12, 5%3 LU 0.05%i
T OB FEE ORI AELFRD T0%ERIC 2 586, AMEEWEIT UN GHS X
Fard s 1 | R IS

4. ARRTA RT A28 D WL WHE] &0 5 R, BB X
SlunshEeiEToOICHVLN, WHBLO/ EZRAMORRIIHT D
STE sBRIE DM PIRENE L IZMEBIR CTH D, ERZ MIE 11T,

RONCE BT XNEFEHE JURA

5. KAERTA BT A4 0%, IEFERASHEDZER L7Z27 v Fa—riziksn
TWb 4) , 7aba— I 2 BEON) T —varflrezr—~ELzbO
T. 121X BRI FERAE LSS (USAAE)  (B) . © 9 100 AAEMERM
BiETHEE > % — (JaCVAM)  (6) (XD, ARBRIEICET AN FT—v 3 v
B EELIOE R L Ea—3EICESE, NICEATM ((REEFHMEIZEE T2
BT 0 7T AEITFEE % —) ICCVAM  CKE B FZERA R M EEE TR
BREES) LT Lea—nEsns: (7).

6. STE &Brik% . IRICxT 2 EERBEM (UN GHS X457 1) (1) %5l
b mE (WE B L ONREEY) OREICHWZSHA. 125 FEOLFWE
(B LIREW O T2 ET) [ZOVWTARRBRIETHELNZT—4 &, invivo 7
PXIRABROT —F LB L7z 2 A, BIROEMMEIT 83% (104/125) | 14
BtESRIL 1% (1/86) . fAFEME=RIT 51% (20/39) THHZ LAERLTZ (7). Z
DA S NI BIEMERIZE R TIIAR W, 72 5. B 5% T 70%LLF. B
L OVEE 0.05% T 70%EBOMIBAEFRE L= 53 b2mE CIToER 2: ¥
HETFVBIR) 13T, B{EEAORT, £72.0 BUEHER SN TOBIERE 7
AUBRERIG S X OREL O AT T AUSHE - T e 7T — b &R 75O in
vitro BERVEIC LY . FIEREOZIRLE LT invivo 7 FHRRERICI D, 1%
IRt En2 EE2x N6 THD (1) (8) . FEICH—RIME RSN
7205, IREMORBRT — X LIRO T BN OIFET DH, TN TH, ARRERET,
L WE R X ONRE Y ORBRICEINMICIXE A TRE CH S, IREW. MR
b EE (B ZIE, NEERWE)  ETRIIARTA R4 li#llsnTn5
A IR RIS SN WL P E I SOV TR 2 FH T 256, £ 9
L7=RBROMERNBZIICERO D DFERE L 72 DT OENIC OV TERNCEE
4%, STE#BRIEZ UN GHS X4y 1 & L COMBRILFEWMEREICHNWDEE. +
LSO BARI) e R SIIR S 7o 1o, R 1X, #ERIL P B AR ERTE 2 H
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WTHETAZENEZ DI, FRICE D, 5%F LT 0.05%0 i fE T oA
TEZRD T0%LL FOHAITIE, BIERERZ1THT . UN GHS X5 1 &S b
ZRICH T H2EELBEEN L2 SE TP RRIND LD L,

7. STE iBRE A WM K OMRIC x93 2 EHE 2B EMEIC AR g b
WE WERBLIONEEY) (T72bbH. UN GHS X444 DRIEICHWEHA.
130 O TFWE WE L IRAM O T 2 5T) IOV TARRBRIETHE LN
F—XL invivo VHFIRABREAZHELEZEZ A, RO IEmMEMEIL 85%
(110/130) . fAFatE=RIT 12% (9/73) | AEMERIL 19% (11/57) THHZ L%
AU (1), fEREoEWYE (T7hbb, ZASEHEM? 6kPal) . BIW
FEEMERIDAOBEEOME 27— 2t v ) LBRW=HE ., 20 EfMtk
90% (92/102) | fAF2MERIT 2% (1/54) | ABGMHERIT 19% (9/48) (Z#ET 5
(7) o SOHRDHFENG, WL L TAESEKORDVIZI XTI IVAA L%
HWTeGE, #REOEWE 2 EMICHRE TE 5 2 ERhEEs e (15) . 2
ko, #HREOEWE (T7hbb, ZA%EN 6 kPald) ToO STERERD IE
flEMElx 95% (19/20) | fAFEMERIE 0% (0/7) . fAFRGMERIT 8% (1/13) L7p-7z,
FEHL L L C. STE ilBrikZ . IRFNEM: 3 X OMRIC 4 2 EE LB EM I E AR
7o BRI (UN GHS X340 ORIEICHW A GE, ARBRIEORTHEME L L
TORBIZTIE, FmEiEERE L O EIEEA O 2006 72 DIREG LIS O EIE DAL
FWE WMEBINNEEY) OmWMARMERNZET NS, 5 LI LFWEIR,
STE RBRIEOE HEm LRI ND (7)) o FHEZRBRY | IIKDREZT07
WBRBRIL ST, (AREMEORE R & 72 2 ATREME Z [BIRE B 723D . K3 fift 2 e
LW T CRHMilid_E Th b,

8. 6 TEHES L O 7 TGk LSRN % . STE 3RBRTE AR S i 5 — &
v MCIE 40 FEEOIRSWIZET 2N T —2 & £, in vivo Draize ARAIK
PR & LOBE L=, UN GHS S 27 A FCOSBURERIRAY FRIOIE
HeMEiL 88% (35/40) | PARGIESRIE 50% (5/10) . fARaMESRIL 0% (0/30) Z /<L
7= (9) . kT, STE #BEIL, R FAT v 7 HAT UN GHS K454k & LTo
BEMORIEICEATX AN, fis e LT, BEIEOWEIZxT 2R RO % A
T FEIETERI O Iy 6 72 A EIR OIS LN DIREW I IEI NG, T2, I X
FIVAA /W:%’Fﬁ@ L, AW L, 5 SSBALL 2008 R BB A TR L e WA
JED 6 kPa LV mWEZE AT DIRGWIT, BIE, ARBIEOE NI 2
<. PIEPEDRER L A B AR B B,

9. STE RBRIETIE. WL E % UN GHS X4y 2. X4y 2A (AR#M:) |
UN GHS X753 2B (BEEDIRMEME) ERET 2%G. UN GHS X5 1 Db E
DOF4E UN GHS X4y 2. 2A. F721% 2B L/ FHIE ., £7-. UN GHS X
OO E DY UN GHS X4y 2, 2A, F72iX 2B LR TFHISND Z &bl
ATy (7). 2ok, JloiEd e IR L5 ENMRBENLE L E 2 b
2o

10.  STE #BRiEIL, A K, 5% A F/L2LERFT R (DMSO) &H4
BEAIEAK, FIXI R T A VISR E 7213 5 oMUl B — 2085 5wk
I LTS REEOBEIUCHOWTIX 17 TESM) . STE RBrikix, 4£H
BEK, 5% DMSO &FAEHAEK, £/RIEIRTNAANMITREE 01X 5 45
DL B — 28 C & Ao WAL AT S A, AR O -0, STE i

©O0ECD 2020
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BRIBICI R TINAANERHND Z EIXA[RETH D, L7z23- T, STE #RBRIEIL.
FEIE SN 3oDBEHIOL R L 1 DIEMMEZ AT D56, KICRED
WEALSFE (Bl F. BRSNS T A a— L7347 b)) ORISR 5 A=
OFENCE LTS (4)

AR OB E

11. STE #RABRiEIX, 96 V= VAR h—AFRx— hillwA 707 L — K ETE®E
L 7= Statens Seruminstitut Rabbit Cornea (SIRC) filad = 7 v FaHEICE
WTEMESNS, MREEICES< invitro 7 vy®A4THD (4) , 5%B LWV
0.05% i £ DO # BRI 5 rfigeER., MTT 7 v A I2X % SIRC Miffdd
MxtAEFRE LT, Mladmts E2WICRET 2 4) . MRAEFROK TR,
RHEG I8 B FTRBED THIZHW BN D,

12. 7Y FDOIRICTH F L7 O 80%7 3~4 4y LANICHEEFE 2 1m UHEH S
H—77. & FOIRICH T L7ZIIKRD 80%#E1E 1~2 ZyLINICHEH &b = & vk
HENTWS (10) . STE REREIZ. 2O OBRERRL & 0Pl 2R, = 8
KA b E LU THlamEtEE v, BRI E~D 5 srfiggE% o SIRC Mfao
G % N9 5,

|

BREDF

13. AKRBRAA N7 A Lit#io STE ik a2 WA WD EE. Z DRIIZ
BRI, £ 1 H#EREO 11 HEOMEZ ELSpETLH 2 LICL 0, Hilfn72
BT 2SR D, 2O OWEIZIE, invivo 7 X IRER (TG 405) OfEHRE
KOV UN GHS 33y 27 & (1) 12X Rkt 2 EEZRBEM £ 72 1XHRM|
HMEDH 6D HEFHDK G ERET D H OB I N2, TS OEIREEURE L,
INLOWENTRMTHDZ L, EWED invivo2RT — 2N ATREETH D
Ze. BIOSTE RBRIELOESNED invitro 7 —Z NAFARETHLZ L & L
72 () o, WHE LEWEN AT TE 2V IES (LRI CIE, 2 Z2ICq
S AT RE LA CEEEN O S uiuiX, #1972 in vivo 38 X OV in vitro 28T —
X e NFRAREZRBIOWEIZOWTHWS Z ENRBEX 6N,

k=

©O0ECD 2020
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£1: BREERDE—BEX
In Vivo & - STE#HER T
WE 4 CASRN | {bZ9E ¥R %ﬁ‘%ﬂ@ 8 ToDUN S%Tf)ﬁﬁ @ UN GHS
GHS X4>? = X4y
B AR /o) s
=7 A 8001-54-5 | A= ML EW | IR X451 AR K X551
(10%., 7KkM:)
TE'ltgg% ) X100 5000931 | e ik X451 | EERAHEA | K41
et s ICES SV (e
;/’%V/*]“fﬁl W B | BEE | Ka1 | Ameatk| Kol
Y WHEICEY
Vol . E 1%
KIRET DY 7] 1310732 7ﬁ§%%é%§ Bk | Ry 1s | AmedA | KoL
R _ . ZU b EBE| L HMCILT
TFus s~ | 96-48-0 Bl Al TRAK X4y 2A | AEFR AR K g
_ _ e X4y 2A | X T VA | B TIET
1-42 % /—n | 111-87-5 | T a—)b AR B ey IR HE
AR aa | TR X253 2R/ oo | AT
- %413 | ks @msty | gs | R
M EEIT  mase | TVET | kos |dmsik| Rons
o — ” 5
R 112403 | *1E7 k; OB s | wosr | ST mam
=) A L
RFNA VT F \ ” IRTNA
L ko 108-10-1 ey HEZEN X 5344 ey X 5344
7Y m—L 56-81-5 TILa—)L WA XArsh | BT K X 5344

W38 : CASRN : # IO NVT T AT 7 h¥—ERZ (CAS) Béx&K 5

LIRSy
UWTATUY,

5 0315

http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/C A\ F Al §E
ST AEERE 2 N T T2 72,

2 In vivo 7 % FRFER (OECD TG 405) B XV UN GHS (1) #HW=kERICE

3<,

1 ChemlIDplus® #% .
. BELONICEATM 12 X v 1ERL

HHOEY ST, WFED NICEATM AF Lk SE S - 1EHm A2 H
LW E . KEENLEF X EEE LB £ (MeSH®)
( [ Xk H B x>~ E % M & ff

S X431 & LTONEEIE, 100%/KER{ET MY 7 ADR &M (OECD TG 435
SN AMEICBE T B B AE bW E & L Cidd) . BELOYUN GHS X451 o

A (1)

2oL,

©O0ECD 2020
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42A 7 2B DATFEIZ. b 2 DOR M EFAIT 5 UN GHS DRI A A
SNbd, Thbb, Ko 2A OFEARICHNER 7 HHORZEIZOWT, #¥) 6
FIR 2 B2 6 B A BlNC K D EEND, InvivoT —X & v MME 23RBS 72
D, FTNEN3BE Lz, 1 oA OREBRTIL, 3614 2 B K5y 2A D43¥E % 54
He e 7 AR LT (11) A, 2 2HORERTIX, 3 fldXTizBiF b33
TOZY RARA Y IR, K47 2B DA H5Aa7 0127 HEETIZEE L
7= (12) .

S2A D 2B D43FEIT. T 2 DD XM A FAIT 5 UN GHS DRI LA
SNbd, Thbb, Ko 2A OFEARICHNER 7 HHORZEIZOWT, # 3
Bl 1B 3FIH 2 FIMNIZ LV IRESND, In vivoikBRIX 341 L7, ARERE
MOFEEFRMD LFEZRE, TR_RTOZ RRA L IR THBETIZAZT 012
FE L7, 7 HEETIZREERBEEZ RS Rho7o 1 HlOMEREA 271X 1,
fEEFEImM A =271X1 (THH) T, 4HBIZERIZEELEZ (11) .

FE

RN B8 D5

14. STE RABRiED EhEIZiX, vV X MAEHEKE TH S SIRC ZH\1 5, SIRC
R, REREE MR EES (ATCC) CCL60 72 &, 4y Zeimks it 2 44
DA N T INE ATFTTH I ERHEREI D,

15.  SIRC ffifaix 37°C. 5% CO: fF/E FONRIEREE FCHEL, g7 7 A2
2. 10% 7 REIRIMmIE (FBS) . L-Z L& v 2mM, =31 > 50~100 Hifif
ImL, A V7 h<A 2 50~100 pg/mL ZFIM L 7= A — 7 v/ ZEES Hi
(MEM) O 5EMAEa 885, BEZ7 I RAaNTary 7L MIEL
TR, A7 L—NR—fEHOFEICEDLLT, N - mTF LU
U UFERRR IR VTS 5, EEeRER CoOMRRINIC, Mlaziir 7
2 A THIESE (BRI, 2~3 EIOMKREEE) | R O OMFAEFE O il X
25\ &35,

16. WIZ, STE SRR~ FHUE N T 72 /iR Z ., @Y EE ICiHR L 96 v
VT L— NIRRT D, HELE S NS MRS RS S 1L, BRI E 200 pL 2k
T, MRz #EE% 4 HBICHWDEGE13£6.0x10%cells/7 =V, & DWW L., Hilfaz
%5 HHICHWSEA1L3.0%x10%cells/ 7 = /L Th 5, wbl72 B E TR
fft <7z STERBRICHW DI, SRBRSFEhR A (T 72b b, #fEk 4R E£-
IZ5HHE) T8WHEO Y 7Ly RETAHI LT A,

BEBRIL FBE 5 L X R R DB

17. WA E 2 AR £ - 3BT 2R O F LI, ABREKTH D,

BRSO W TR E MR E RO BN D EA. B D WA KICE
s 5 ML LY —2RE s TE WS, B 2 BIROEE S LT 5% DMSO
(CAS %= : 67-68-5) AL A KEH WS, AHAH/KE X 5% DMSO
GEEAEHARAKOWNTNICH, BED 5 ML ES— 22808 T & Wik
MBI, B 3 BIROEAIE LTI R T4 AL (CAS F = : 8042-47-5) % [
W5, fERMEOESWISRILEWE (T7bbh, AXEN 6 kPa #8) Tix. #5rib

©O0ECD 2020
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SEWVE N I R T IIVEA VSRR D0y, 5 L B2 E R SRk 2 TR T DA
WL LTI R INA AN EHND,

18.  #EERALFWE 2RI U IALNZ 5% (wWiw) DR CIAREE 12138 — 125
BIH, S5 10 FEEARICE D IRELS 0.5%F LT 0.05%I127 5, &R
FWEIE, 5% & 0.05%D MR E TR SND, 96 V=T L— FOREMIEE
IR 5%7> 0.05% T I OPBRL IR (F 7213 EHK) 200 pL/ 7 = iz
HIE T 5 MRE ST 5, BRI wE (E—pkowE. ZlaomE. £7-I13R
HW) 1. EOREICEED Y 2 AR OWE L B7e L, BRERIFTIEIZHE - THIN
FEITRET D,

19. 15 HEGEH oA, MERRI L OE 7L — F OSSR E L THWD,
5T, i, IERBR S L 0% T L— MIBW TR BN HIREE &
w5, 17 HEEHOBHIL, SIRC MO EfFRICERE L KT S0 2 L D3R
STV D,

20.  STE #BRiETIE. 0.01% 7 7 U LR F U 7 A (SLS) &AEH A K
. KERBRIEOK T L— FOBMESRE L THWS, BYESTROMIRATR
BHOS, NERRZ L OX T L — MUTABEEHEKOBHIRR L & O 21T
X7 6720,

21. 7T U 7IIFREE (OD) MIEDOHEICHET, i, vy
LB IO~ 720 ARE Y CptEE AR K (PBS-) 284 L. ofliar
GO = IBWTERT 5,

22. R (5% LT 0.05%DPBRACFAWE ., B IR, PEAH IR, BhERT
FR) 13, UL E T3 R E 200 L (ISl 5 3RS T
BRI SEL 2 LICLY, ERBR T &I 3EICHETT 2.

23. FFEOLFEWE 7135 7 T AR TR O(LFEWE O\ THRAIY
PEAFHNT 256, &0 WIiE, REBIS2 R E ORI MNIZ & 2 IRRIFEE IZ S0
TR R R 2 Rl 2 %6, N TF~—2WEPAMNTL S,

ML FFRE DI E

24, WREZAMEZ PBS 200 pL T 2 [E%EH L, MTT %K 200 L (35411 mL 4
720 MTT 0.5 mg) ZiRINT %, A > F2~_X—%— (37°C, 5% CO,) T 2 Hfo
FOGFRERRREE . MTT AR O LiG%2% L, 0.04 N HEliz-1 V7 137 —/L 200 uL
Z IR C 60 MRNd 22 212k MTT ASb~P ozt L, MTT &b
~ VPRI OWSE S 7L — R —&— |2k D 570 nm THIET 5, BREHTEG
AT o CTHAY R BOWBILFWE N RRRIEE L TWAEEDH, MTT 7
A L GEORIEZITEERNZ MTT EBTAIC L D) HBRILFWE O T i
WETD, ZOZ L%, 3D S e MAREE 7 IXFEHEEL NREIZEZO5A
BTIXE BN, STE ABEICHW SIS 2D Milakssi T4 U 5 alEErEIT IRV,
722U, BEAIEIXEREN: MTT EoAlERORBWE X, HFREOHE
WCTHTHLEEZLNDZ ENnD, STE RBROMEHFE T2 OfE R 2 EE IS
Lo RBNOIXS 1 OTRIE2D56, TWORREMEICRHLT 5B E I TN
Thd, AIETHIIE, T LETHOREICOWTHET 57— 424K+ 5
(Bl 20X, BeBRE CALEL L 7o SIRC MR G A 7 = /v & HBRE CALE L 7= 4

©O0ECD 2020
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FaREw c LhbESNT MTT 7 vt A @ OD JIER LA g4 % ERoFE
fE) o MTT 7 v AT 2 TR RICERL RIFT LTSI SHE,
BoMpEERER (B2, ==a—bF 7Ly R) 2FHATES, 2120, iz
X, F£ 1 OBREWRWEORBRICLY MTT 7 vt A LRBEOHKELZELN
HERTZENTE, F2, BEOT—HXNAFARETH D Z & TLHELATRE/ RS
THREELEONLEEICIRES Q9B Rk EL<IX28EEBK] ) .

FERDAFR I L P70

25. RIZ. BHEBRALFEEICHOWTE LI ODEZ V., AR RO AR
Z 100% & L7236 O il 22 E 3 5, HEr2 s fR2iIE
FERTHRII, HEBREFEWE D OD EIEAIRIRD OD O OfE»bLENZENT
7O 0D W U=, BRI %WE D OD ZIRFIRID OD THd 5 Z &I
LELND,

. (WBER L 2'E D ODs70) — (77 7 @ ODso)
HPRAETTFR (%) = — — x 100
(FEHI%I LD ODs70) — (77 > 2 @ ODszo)

[RIREIZ . BIRAXT RO AR 72 IR AT RIT H R TE S, KIEAlx RO 0D
L ESHIGIRD OD Ol T OENSENENT T 7 D 0D W Ui-th. KIRAlx
> OD Z# 55D OD CTd b2 itk vnBonsd,

26. 7 = VTIEENEN 3 0D A G A AL LTo K iERERE 3[F (T7eb
B, n=9) EhEd 5, M L7 KERER D L OX BRI EWE B L OVERIXT RO
3 U VBT 2 A A VS R RO 2R AR A E SR 0 B A & R
%o MR RO 72 ERT ML, M2 Lz 3 RO KERBR»LEHT 5,

27. AR k92 EELREEMEZ 5| & & 2 TR b E (UN GHS X457 1) .
B L OIRAEMES X ORICX 4 2 EE 2 BEEO DEN AR E 28 b WE
(UN GHS X348 DORIFEICHOWT, flAEERO D v A 7% LL R,

x 2: STERREOTFHIET NV

M AR

BE 5% | BE 0.05%

UN GHS 43¥8 1 F T e

S iEPEA R KOS miE LA D >
572 HDIREMUS O EIE DAL FEWE

> 70% > 70% X4y % "

‘ ; 5% (TS Y ONREW) 2 < W5
FOoNE A

“70% | >70% | BRI TIREE 2 | A

<70% <70% X471 WEBIONEEW?

LRSKIED 6 kPa LV MWL TEME G A L. IR T VA A WS L 2D
INETE TSGR A TR L 72D DT OIRE WL, BIE, ARERE 01 e
Pz < B hTPRIZEC SRR S 5,

©O0ECD 2020
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2 ZORERN DA BMTOTRNTTE 2V, 3BT, STE REBROR R %
Ak KOFHIICRE T 2 a7 7 e —F (IATA)  (14) IS L THRETT 5,

PEICH-EOWHIZOWTHELNHERICES I, IREMORRT —Z LR
GITBRPBIFET 5, TN TH, KRBRIEIL, ZROMWER L CEEWOR
B EATANCITE I FTRE T 2, Kl Lo B A BRI LT — 2 kDG E . I’
BZONWTERBERT A R T4 2 HWDENS, YZIEGWHRZ O BRI +47 78
TR ZIRR TE L0 E, FERTE258IITL OB A2 M1 5, HikiE
EVOTRICET DB EER H D56, 29 LIERRHIRETH D,

FFEREE
28.  UTOREMEZSTHZTHE, ARBRRITIFATRE & S D,

a) 7T U ONFRE R UL, B (REHICERER) ORI 03
UkTHhsZ L,

b) RHIRTFROAELFR), EEHRRIC N 80%LL ETH D = &, BEOEHIT
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	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...
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	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。
	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...
	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。
	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。
	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...
	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...

	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...
	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。
	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、...
	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。
	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. 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。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。
	19. 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。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。
	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。
	21. 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。
	21. 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。
	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。
	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。
	23. 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。
	23. 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。
	細胞生存率の測定

	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...
	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...
	結果の解釈および予測モデル

	25. 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。
	25. 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。
	26. 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。
	26. 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。
	27. 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。
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