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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 

試験ガイドライン 491 改訂案：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、既存の情報に基づき、刺激性が高い、ま

たは眼に対する重篤な損傷性を引き起こすことが予測可能な化学物質の試験用に

設計されている。逆に、ボトムアップ方式は、既存の情報に基づき、分類を要す

るほどの眼刺激性を引き起こさないと予測可能な化学物質の試験用に設計されて

いる。STE 試験法は、in vivo ウサギ眼試験の完全な代替であるとはみなされない

が、トップダウン／ボトムアップ方式など、規制上の分類や表示に向けた段階的

試験戦略の一部として用いるのに適していることで、追加試験をせずに（i）眼

に対する重篤な損傷性を引き起こす化学物質（UN GHS 区分 1）、および（ii）眼

刺激性にも眼に対する重篤な損傷性にも分類不要な（界面活性剤以外の固体の化

学物質すべてを除く）化学物質（UN GHS 区分外）を同定する（1）（2）。ただ

し、STE 試験法により、眼に対する重篤な損傷性（UN GHS 区分 1）を引き起こ

すとも、UN GHS 区分外（眼に対する重篤な損傷性も眼刺激性も引き起こさない）

とも予測されない化学物質は、最終的な分類を確立する追加試験が必要になると

考えられる。また、UN GHS 以外の分類法に従ってボトムアップ方式の STE を用

いる場合、その前に適切な規制当局に相談すること。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」（14）に照らして確かめること。 

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
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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ロミド）が生細胞で産生さ

れるブルーホルマザン塩に酵素変換後、細胞からの抽出により測定される（3）。

5 分曝露後に得られた細胞生存率を溶剤対照と比較し（相対生存率）、また、こ

の細胞生存率を用い、被験化学物質の眼に対する有害性の可能性について推定す

る。5%および 0.05%両濃度での被験化学物質の細胞生存率が 70%以下になる場

合、本化学物質は UN GHS 区分 1 に分類される。逆に、5%および 0.05%両濃度

での被験化学物質の細胞生存率が 70%超になる場合、本化学物質は UN GHS 区

分外と予測される。 

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%超の細胞生存率をもたらす被験化学物質（以下の表 2：予

測モデル参照）はすべて、規制要件に応じ、また、現在推奨されている順次的な

試験戦略および証拠の重み付け方式に従って、十分にバリデートされた別の in 
vitro 試験法により、または最後の選択肢として in vivo ウサギ眼試験により、後

に検討されると考えられるからである（1）（8）。主に単一成分物質が検討され

たが、混合物の試験データも限られた量ながら存在する。それでも、本試験法は、

多成分物質および混合物の試験に技術的には適用可能である。混合物、検討困難

な化学物質（例えば、不安定な物質）、または本ガイドラインに記載されている

適用領域内に明確に含まれない被験化学物質について試験を検討する場合、そう

した試験の結果が科学的に意味のある結果をもたらすか否かについて事前に考慮

する。STE 試験法を UN GHS 区分 1 としての被験化学物質同定に用いる場合、そ

れ以外の具体的な欠点は示さなかった。研究者は、被験化学物質に本試験法を用



OECD/OCDE 491  3 
 

©OECD 2020 

いて検討することが考えられ、それにより、5%および 0.05%の両濃度での細胞生

存率が 70%以下の場合には、追加試験を行わず、UN GHS 区分 1 と分類されるべ

き眼に対する重篤な損傷性を引き起こす反応が示唆されると認めること。 

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タセットから除いた場合、全体の正確性は

90%（92/102）、偽陰性率は 2%（1/54）、偽陽性率は 19%（9/48）に改善する

（7）。さらなる研究から、溶媒として生理食塩水の代わりにミネラルオイルを

用いた場合、揮発性の高い物質を正確に検討できることが立証された（15）。こ

れにより、揮発性の高い物質（すなわち、蒸気圧が 6 kPa 超）での STE 試験の正

確性は 95%（19/20）、偽陰性率は 0%（0/7）、偽陽性率は 8%（1/13）となった。

結果として、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

な被験化学物質（UN GHS 区分外）の同定に用いる場合、本試験法の可能性とし

ての欠点には、界面活性剤および界面活性剤のみからなる混合物以外の固体の化

学物質（物質および混合物）の高い偽陰性率が挙げられる。こうした化学物質は、

STE 試験法の適用領域から除外される（7）。可能な限り、加水分解を受けやす

い被験化学物質は、偽陰性の結果となる可能性を回避するため、加水分解を促進

しない条件下で評価すべきである。 

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る固体の混合物以外の混合物は除かれる。また、ミネ

ラルオイルに溶解しない、あるいは、5 分間以上安定な懸濁液を形成しない蒸気

圧が 6 kPa より高い物質を含有する混合物は、現在、本試験法の適用領域内にな

く、偽陰性の結果となる可能性がある。 

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
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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（例えば、長鎖脂肪アルコールまたはケトン）の眼に対する有害性

の予測に適している（4）。 

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 vitro データが入手可能であることとし

た（3）。収載した物質が入手できない状況や正当化可能な状況では、ここに記

載された基準と同じ基準が用いられれば、適切な in vivo および in vitro 参照デー

タを入手可能な別の物質について用いることが考えられる。 
  



OECD/OCDE 491  5 
 

©OECD 2020 

表 1：習熟度確認物質一覧表 
 

物質名 CASRN 化学物質分類 1 物理的

状態 

In Vivo 試
験での UN 
GHS 区分 2 

STE 試験

での溶剤 

STE 試験で

の UN GHS 
区分 

塩化ベンザルコ

ニウム 
（10%、水性） 

8001-54-5 オニウム化合物 液体 区分 1 生理食塩水 区分 1 

Triton X-100
（100%） 9002-93-1 エーテル 液体 区分 1 生理食塩水 区分 1 

アシッドレッド
92 

18472-87-
2 

複素環式化合

物；臭素化合

物；塩素化合物 
固体 区分 1 生理食塩水 区分 1 

水酸化ナトリウ

ム 
1310-73-2 アルカリ；無機

化学物質 固体 区分 13 生理食塩水 区分 1 

ブチロラクトン 96-48-0 ラクトン；複素

環式化合物 液体 区分 2A 生理食塩水 単独では予

測不能 

1-オクタノール 111-87-5 アルコール 液体 区分 2A／
B4 

ミネラルオ

イル 
単独では予

測不能 

シクロペンタノ

ール 
96-41-3 アルコール；炭

化水素（環式） 液体 区分 2A／
B5 

生理食塩水 単独では予

測不能 

酢酸 2-エトキシ

エチル 111-15-9 アルコール；エ

ーテル 液体 区分外 生理食塩水 区分外 

ドデカン 112-40-3 炭化水素（非環

式） 液体 区分外 ミネラルオ

イル 区分外 

メチルイソブチ

ルケトン 108-10-1 ケトン 液体 区分外 ミネラルオ

イル 区分外 

グリセロール 56-81-5 アルコール 液体 区分外 生理食塩水 区分外 
略語：CASRN：ケミカルアブストラクトサービス（CAS）登録番号 
1 化学物質分類の割り当ては、過去の NICEATM 公表文献から得られた情報を用

いて行い、情報が得られない場合、米国国立医学図書館医学件名標目表（MeSH®）

（ ［ 米 国 国 立 医 学 図 書 館 ］ ChemIDplus® 経 由 、

http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/で入手可能）、および NICEATM により作成

された構造決定を用いて行った。 
2 In vivo ウサギ眼試験（OECD TG 405）および UN GHS （1）を用いた結果に基

づく。 
3 区分 1 としての分類は、100%水酸化ナトリウムの皮膚腐食性（OECD TG 435 の

皮膚腐食性に関する習熟度確認化学物質として記載）、および UN GHS 区分 1 の

基準（1）に基づく。 

http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/)
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4 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 6
例中 2 例か 6 例中 4 例かにより決定される。In vivo データセットは 2 試験からな

り、それぞれ 3 例とした。1 つ目の試験では、3 例中 2 例が区分 2A の分類を要す

る影響を 7 日目に示した（11）が、2 つ目の試験では、3 例すべてにおけるすべ

てのエンドポイントが、区分 2B の分類を要するスコア 0 に 7 日目までに回復し

た（12）。 
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。角膜混濁

かつ結膜充血の 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 例の角膜混濁スコアは 1、
結膜充血スコアは 1（7日目）で、14 日目に完全に回復した（11）。 

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 回の継代培養）、解凍からの継代培養の実施は

25 回以内とする。 

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、蒸気圧が 6 kPa 超）では、被験化



OECD/OCDE 491  7 
 

©OECD 2020 

学物質がミネラルオイルに溶解するか、5 分間以上安定な懸濁液を形成する場合、

溶媒としてミネラルオイルを用いる。 

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。 

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。 

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。 

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（着色剤または直接的な MTT 還元剤による）被験化学物質の干渉

が生じる。このことは、3D 再構築ヒト角膜または再構築ヒト表皮に多くの場合

当てはまるが、STE 試験法に用いられる 2D 細胞培養物で生じる可能性は低い。

ただし、着色剤または直接的な MTT 還元剤由来の残留物質は、光学濃度の測定

に干渉すると考えられることから、STE 試験の使用者はその結果を慎重に評価す

る。試験から区分 1 の予測となる場合、干渉の可能性に対処する追加措置は不要

である。可能であれば、そうした干渉の発生について判断するデータを生成する

（例えば、被験物質で処理した SIRC 細胞含有ウェルと、被験物質で処理した細
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胞不含ウェルから得られた MTT アッセイの OD 測定結果を比較する実験の実

施）。MTT アッセイに対する干渉が結果に影響を及ぼすと予測される場合、代

替の細胞毒性試験（例えば、ニュートラルレッド）を使用できる。ただし、例え

ば、表 1 の習熟度確認物質の試験により MTT アッセイと同程度の結果を得られ

ると示すことができ、また、過去のデータが入手可能であることで比較可能な実

行許容基準を得られる場合に限る（29 項参照［訳注：正しくは 28 項参照］）。 

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。 
 

細胞生存率（%）= 
（被験化学物質の OD570）–（ブランクの OD570） 

× 100 
（溶剤対照の OD570）–（ブランクの OD570） 

 
同様に、各溶剤対照の相対的な細胞生存率は百分率で表され、各溶剤対照の OD
と培地対照の OD の両方の値からそれぞれブランクの OD を減じた後、各溶剤対

照の OD を培地対照の 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。 

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。 
 

表 2：STE 試験法の予測モデル 
 

細胞生存率 
UN GHS 分類 適用可能性 

濃度 5% 濃度 0.05% 

> 70% > 70% 区分外 

界面活性剤および界面活性剤のみか

らなる混合物以外の固体の化学物質

（物質および混合物）を除く物質お

よび混合物 1 

≤ 70% > 70% 単独では予測不能 2 適用外 

≤ 70% ≤ 70% 区分 1 物質および混合物 3 

1 蒸気圧が 6 kPa より高い被験化学物質を含有し、ミネラルオイルに溶解しない

か安定な懸濁液を形成しないかいずれかの混合物は、現在、本試験法の適用領域

内になく、過小予測を生じる可能性がある。 
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2 この結果から個々単独での予測はできない。分類目的では、STE 試験の結果を

試験および評価に関する統合的アプローチ（IATA）（14）に照らして検討する。 
3 主に単一成分物質について得られた結果に基づくが、混合物の試験データも限

られた量ながら存在する。それでも、本試験法は、多成分物質および混合物の試

験に技術的には適用可能である。規制上の目的を意図したデータ生成の場合、混

合物について本試験ガイドラインを用いる前に、当該混合物がその目的に十分な

結果を提示できるか否か、また提示できる場合にはその理由を検討する。当該混

合物の試験に関する規制要件がある場合、こうした検討は不要である。 

許容基準 

28. 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。 

a） ブランクの光学濃度を減じた後、培地対照（培地に曝露）の光学濃度が 0.3
以上であること。 

b） 溶剤対照の生存率が、培地対照に比べ 80%以上であること。複数の溶剤対

照を反復試験ごとに用いる場合、これらの溶剤により検討される被験化学物質

を適格とするには、各溶剤対照が 80%超の細胞生存率を示す必要がある。 

c） 陽性対照（0.01% SLS）で得られる細胞生存率は、過去の平均値の標準偏差

2 以内にあること。陽性対照の許容上限および許容下限は頻繁に更新する。す

なわち、3 ヵ月ごとに更新するか、試験の実施頻度が低い（すなわち、月 1 回

未満）試験実施施設では、許容可能な試験の実施ごとに更新する。試験実施施

設が、統計的に頑健な陽性対照の分布の確立に十分な回数の実験を完了してい

ない場合、最初の複数の定常的な試験中に内部分布が構築される間、当該試験

実施施設における過去のデータに従って、本試験法の開発企業により確立され

た許容上限および許容下限（すなわち、21.1～62.3%）を用いることは許容可能

である。 

上記基準 a）、b）、c）のいずれかを満たさない場合、追加の反復試験を

実施する。 

d） 独立した 3 回の反復試験から得られた最終的な細胞生存率の標準偏差は、

被験化学物質の濃度 5%と 0.05%の両方で 15%未満であること。標準偏差が

15%以上の場合、その結果を用いず、さらに 3 回反復試験を実施する。 

データおよび報告 

データ 

29. 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。 

試験報告書 

30. 試験報告書は、以下の情報を含む。 
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被験化学物質および対照物質 

● 単一成分物質：IUPAC または CAS 名、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 

● 多成分物質、UVCB、混合物：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 

● 入手可能な範囲で、物理的状態、揮発性、pH、LogP、分子量、化学物質分類、

および試験実施に関わる追加の関連する物理化学的特性 

● 該当する場合で現実に実行可能であれば、純度、不純物の化学的同定など 

● 該当する場合、試験前の処理（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 

● 選択した溶媒における 5 分間以上の溶解性（例えば、溶解または安定な懸濁

液） 

試験法の条件および手順 

● 試験依頼者、試験実施施設および試験責任者の氏名、名称および住所 

● 用いる試験法の説明 

● 用いた細胞株、その供給元、試験に用いた細胞の継代数およびコンフルエン

スの状態 

● 用いた試験手順の詳細 

● 反復試験数および用いた複製数 

● 用いた被験化学物質の濃度（推奨濃度と異なる場合） 

● 各被験化学物質についての溶剤選択の正当化 

● 被験化学物質に対する曝露期間（推奨期間と異なる場合） 

● 試験手順を変更した場合、その記述 

● 用いた評価および判定基準の記述 

● 過去の陽性対照の平均値および標準偏差（SD）の参照結果 

● 本試験法実施に際しての（例えば、習熟度確認物質の試験による）試験実施

施設の習熟度の立証、または本試験法に関する経時的な再現性の立証。 

結果 

● 各被験化学物質および対照物質ならびに各検討濃度について、複製ウェルご

との個々の OD 値、独立した反復試験ごとの OD の算術平均値、独立した反復

試験ごとの細胞生存率（%）、および 3 回の反復試験での細胞生存率（%）の

最終的な算術平均値および SD を一覧表にして示す。 

● 適切な試験許容基準であることを立証した培地、溶剤、および陽性対照の結

果 
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● 曝露後洗浄を行っても、相当な量の着色剤および／または直接的な MTT 還元

剤である被験化学物質が残留するなど、それ以外に観察された影響の記述 

● 用いた予測モデル／判定基準を参照して得られた総合的な分類 

結果の考察  

結論 
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補遺 I  

定義 

正確性：ある試験法による結果が一般に容認された参照値にどの程度一致するか

を表わす近似性の指標。試験法の性能を示す尺度であり、妥当性の捉え方の 1 つ

に当たる。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（13）。 

ベンチマーク物質：被験化学物質との比較の基準として用いられる物質。ベンチ

マーク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

疑われる被験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。 

化学物質：物質または混合物を意味する。 

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」（1）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。 

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と。 

培地対照：試験系のすべての構成要素を含んだ未処理の複製。被験物質処理試料

およびその他の対照試料とともに処理して溶媒が試験系と反応するかどうかを確

認するために行う。 

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（1）。 

単一成分物質：定量的組成により定義され、1 つの主成分が 80%（w/w）以上存

在する物質。 

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、チアゾリルブルーテトラゾリウムブロミド。 

多成分物質：定量的組成により定義され、複数の主成分が 10%（w/w）以上 80%
（w/w）未満の濃度で存在する物質。多成分物質は、製造工程の結果生じる。混

合物と多成分物質との差異は、混合物の場合、化学反応なしに 2 種類以上の物質

を混合して得られるのに対し、多成分物質の場合、化学反応の結果生じることに
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ある。 

OD：光学濃度。 

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、陽性反応の規模を過度にしないこと。 

妥当性：試験と目的とする作用との関係、ならびにその試験が特定の目的に示す

意義および有用性の有無に関する記述のこと。当該の試験が目的とする生物学的

作用について、正しく測定または予測する程度を示す。妥当性には、試験法の正

確性（一致）に関する検討が含まれる（10）。 

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（13）。 

感度：当該の試験により正しく分類される、すべての陽性／活性化学物質の割合。

分類結果をもたらす試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価す

る際の重要な検討事項である（10）。 

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」（1）に言い換え

ることができる。 

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。同時の培地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。 

特異度：当該の試験により正しく分類される、すべての陰性／不活性化学物質の

割合。分類結果をもたらす試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を

評価する際の重要な検討事項である（13）。 

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（1）。 

界面活性剤：表面活性剤とも呼ばれる。界面活性剤は洗浄剤などの化学物質の 1
つで、液体の表面張力を低下できるため、固体を泡立て、あるいは固体に浸透さ

せることが可能である。湿潤剤としても知られている。 

被験物質：「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

のに用いられる。 

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。
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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。 

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被験化学物

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。 

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、環境上のハザード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、ハザードの声明、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（1）。 

UN GHS 区分 1：「眼に対する重篤な損傷性」を参照。 

UN GHS 区分 2：「眼刺激性」を参照。 

UN GHS 区分外：UN GHS 区分 1 にも 2（2A または 2B）にも分類されない化学

物質。 

UVCB：組成が未知または変化する物質、複雑な反応生成物または生物材料。 
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	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。
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	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...
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	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。
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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...
	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。
	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。
	許容基準

	28. 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。

	（被験化学物質のOD570）–（ブランクのOD570）
	× 100
	細胞生存率（%）=
	（溶剤対照のOD570）–（ブランクのOD570）
	データおよび報告
	データ
	29. 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。
	29. 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。
	試験報告書

	30. 試験報告書は、以下の情報を含む。
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