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PE L THEBIORRT IMLEORVETFN (BB R L ONEAEY) ORIEN
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S RN F 72X EEORBEME & L TR LORRT 5 0ED R MEE T,
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REBR Z 2 RITRBETE L RENIEH S (17) . by 7 X oo BFRE. BFEOE#R
IZHESX, HEORBELZAELD Z ENRTRINEFELORERZEX L TGS
NTWDER, R MLT v 7 HRT, BEFEOBHRICHKSE . IRFEMEDE &8T5
FE DI Z R Z S 7o e PRI TFRORBRAEZ BRI L TREF SN TWD,
UN GHS 23 & | IR ME £ 72 13 EE O IREEME I 38T 5 LD 2 B8,
(UN GHS [X4341) 122\ TiE (1) . Scott 51T & - THE S /- iR BRERIS N T,
RELT v T HRORPIOERELE LT, 73 by 7 X7 v RO RAKERE D —H5
ELT, BB E ST 52 LK FET 55412, EpiOcular™ EIT,
SkinEthic™ HCE EIT 3 X O LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT 3 et S5, 72721,
EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ HCE EIT 35 £ Of LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT X,
UN GHS X4y 1 (FEEDOIRHEENME) & UNGHS X4y 2 (ARFIEM) ZHp4 5 ko9&
BlEI TRV, 20X 9 22BN OWTIE, SRERERIG Ol o> BYp Txfilld= % 8
MNHTL % (3) , L7=A->T, EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ HCE EIT, 721
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT % i\ CHR#INENE EEOIRBEEOH 2 WE &
LCHET 20BN b D & RFE S AL BRI E IOV Tk, TG 437, TG438, TG
460, TG 491, F72ITMEITM LT TG 405 72 CITit» TEMEER (invitro B LT/
F72iFin vivo) 230 L, BBk (UN GHS DX 554k, X572, 713X 1)
EHTHERD D,

6. ZORBRITA RTA L OBRE, 7 87V U v LYY E (tetrazolium dye : TD,
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A E /R U DA, CAS BERE 5 0 193149-74-5] 72 L) BRI X - THIE X
no (18) (190 (5 22 Bk EM) | RhCE MR EW 1T 5 HRBRWE Ol 35
HFEBRBICE SO CTIR~OFESE L0 T 5 FIREHET S L TH D, HEBEME
IR % O RhCE #Hk D EfF %2 | e IR CRPE L 7-fiik & o beiziz L v JIE
L (WEAR) | 2ORRE A THEBRWEDOIR~OFEEEZ THIT 5,
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FHUN = invitro 52 OFTRRBRIE F 713 ERBRIEO N T — g U EREE L, B
HA RTA L HWRFICHET L GEINTX 5 X 57 IMERER®E] (200 b5, 7
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bR 715, OECD DFEZ R TARREBET A K74 NZIE SN TV DHELEEITDO R
BREESND Z LT 5,
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9. ARBRATA FT 4 0%, Pifke FEREAME (3725, EpiOcular™
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M Rl (37245, LabCyte CORNEA-MODEL24) DV 41732 Fl T R
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vivo DA R o koS SHEEIL TR Y . sIgEm RO M A VTl S
TWw5 (22) (23) (24) . =B, ZORBRAETIE, bFREEZOTHO
Az, 726 NG X OB E OREIZ L - TE L 2 Mtk & Bk
TE L, JE SR EEED S | invivo TOEE OIREEM BIRB I >V T
BAMRRISZHET D, FIBEOREIIIEROIERAKTFREZ 5N (B
QL #2M) | MilaFEEX, —RFBMETRWVERY | invivo TIXEICARBRIER, 0¥
P, FEREFEAREB X OV E I ITAEREOKIE & U CHN DL O B E OIREB S IR
BPEDRAMIZR G %2 . MRS ORI & 5 WP L0 RICER R < HET S
kT, EEAHRENEEIZHSTND,

10. KRBT A KT A L OFEBEELTANY 7 — 3 VBRI TIE, 7 LFHE,
(LM, 4y TR, LogP, (L7 & 2 M3k L 7o KRR/ L S s G & e o 72,
EpiOcular™ EIT N F—3 g T —Z _X— 23 AF L3 DILFENE TN TH
V. OECD ® QSAR Y —/LiR v 7 A L DEMTIC L AuiE (9) | 95 OFHE 2 A
BHEEDHRESNL VD, ZHHLFEMDOE ITHE —ROME TH o128, £k
TE BN O (FERY ~v—3WE, LHEAESWEBLOHRLEARY ~—10%
B) NUF—va rBRROMGE Lo, b 113 OWERME OMEEIREER L
OVUN GHS O3 3EIZ S < pAild, Koy 1 OWRIRAS 13, X495 L ORERD 154
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B, Ry 2A DK 6 g X4y 2A OEIRDY 10 -, X457 2B DIRIKN 794,
X4y 2B DEURENS 7B, X9 DIRIEN 27 WE B L OS5I OEEDS 28 WE TH
7= (8) ., SkinEthic™ HCE EIT DY F—3 g 5 — X _— 2234 200 Db
A EENTEY, 165 ORI AHERE HEINAL WS (9 (1) ((12) .
INHONFEFROLINTHE R ME TH T2, ZRIWE LN 20 (R~
—10W'E) NV T —va VRO L o7, ThE 200 DEERYE O WELH IR
R LTV UN GHS O3 BT D < 3 AilE, X7 1 ORI 27T W, X455 1 DERR
24 W8, X4y 2A DRI 198, X5 2A DEIRN 10 8. X4 2B OURIRDS 9
W, X5y 2B DEEN 8 WE . R Fh DR A 50 WE 1 L X34 DOE K7 53 )
BTdhol- (11) (12) ., LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT DiBEMANY F—3 3
VDT =R R—= AL, RREBR AT A KT A 2 492 OPEREFEUE (20) ([cfEIS LTV
L FEUEMYE N 30 B & £ T,

11. KikBRTA R T A > OEMAXGIT, WEB LOREY. 720 NZEIR, K
R, CEEAB L OWRDE TH 5, IKIRICITARIEHRIE & JEKRERERN S 5, F
7o BEURIZIIKREEPE R & FEAREMEEIR N & 5, BEIRIE, FIREZRFR 0 Mk LT, 1%
A RICL T BT 5, 2SN, BRIEORTLEIINER Y, [l IO T
1Y AZ DWW TIEANY F—3 3 B TG S L7 Bl 722V, RhCE O FR 2 v
2B OEmHLEZOLNDHLOD, BATORBRT A 74 o ClIcEB Ll o
VIV E WD EERIZERD H LT e,

12. v~ Yok (formazan dye : FD) & [A] DI EIR O Y 2 W 5 4250 'E

(BRI, F 2130 %) BIOVERREEEFRT FT7 Y ) v AOEHETEE (FD
W29 5) AT HEBEWE L. MBETFEONEEZET L REERS L=, 1
EHOBEEXREAVANEN DS, ML SN HEERROREIL, #mE
LA EOHIEL L OK FD OERICHWD FIAIC L > TR D (55 37 BHE~F 43
B SI)

13. NUF—vapioREr (25) (26) (27) BLOANUFT—r g ilkBr (9)
(11) (12) (15) THLNI-AEFEH S, EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ HCE EIT 5
J O LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT % W =ik O BB /e v L& 2 5 d
R ~DOBENARETH H 2 L Fio, sk NE L Otk CHBMENRD 5
NHZENRFEFEENT, ZNHORERIZXL S &, EpiOcular™ EIT (225U T 1131k%
DT —Z D TREND TRl —BEROBHIEIL, MR TR 95%., sk T
93% Cd 5, F7-. SkinEthic™ HCE EIT 22O\ T 120 LMD T — &2 b TSN
5Pl — BB OFBMEIT, MiERN TR 92%, sk TR 5% TH D, X HIT,
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT (2 DWW\ CPERERLME (21) (2B ST 5D 30 DFE
WWE DT — 2O TPREND TH—EROFBNET, HskN T 96%, Mgk <
K 8T%TH 5,

14, EpiOcular™ EIT L, UNGHS O3 HERIZE D& ZAD (1) | IR &
TV E ORGP T D MO R MEF RO RIEIEN T2 2 LN TE D,
NYF—=va VRBTTRONTET —Z 2R Li2ha (9) | invivo 75 FREER D

© OECD, (2018)



OECD/OCDE 492

M7 —% (OECD ® TG405) (2) (16) % UNGHS O3¥EE%R (1) IZiE-> Th
YL 7234 L tled 5 &, EpiOcular™ EIT O AR Z0REHE S 12 80% (112 §4)

JRPEIX 96% (57 fat) | fAREMESRIX 4% (57 ) | FREREEIX63% (B54nH) . 1A
BRI 37% (B5 ) T D, 97 DEFKIEHIIZ >V T EpiOcular™ EIT Z Hu T
FEhi SN BRIC kY. ZOROREMICEB T HARRBRITIEOMEREIZIANY T — 3
VB L FIRRETCTH D T ENEIES L (28) , Invivo VYRR OS BT — X
(OECD ™ TG 405) (2) (16) ZH&IZ UNGHS O fEIRR (1) It~ CTH¥ELT-
A, Zhb 97 /WAIOSAIE, KAy 1 20 A, X453 2A 28 194, X4 2B 73 14 7
BLEORGANA3HNITHoT-, AR SI1X82% (97 BUAIH) | X 91%
(54 B4AIH) | (AFREMESRIX 9% (54 BAIF) | RRELEEIL 72% (43 BUHIF) | (ARGME
L 28% (43 %K) TH-o7- (28) .

15. SkinEthic™ HCE EIT I£, UNGHS O 3R RIC L D& ZAD (1) . IR
MEETITEEOIRBEMEICOE T 2L EORVME M ORIEICHEHTH Z BT

e NUF—variBcEbONEZT—X 2Rt L2854 (11)  (12) | invivo ¥

P XRAEBROBT —4 (OECD @ TG 405) (2) (16) % UN GHS O 43¥EiA% (1)
WZHE> CTHBE LI A L Helgd 5 &, SkinEthic™ HCE EIT DA R 72k e S 13 84%
(200 fhHY) | REEEIEL 95% (97 ShHY) | fARERMERIZ 5% (97 L) | RREREEIR 72%

(103 §hH) | PAREMERIT 28% (103 &) TH 5,

16. LabCyte CORNEA-MODEL EIT iZ. UNGHS O ERICL DL ZAD

(1) . HRAME F 72 X B O RS T D N EO 72\ MR O [RIE N 3
HZENTE S, BEMNRNITFT—va V@R TEONET—¥2Mp Lz 25
(15) . LabCyte CORNEA-MODEL EIT |%, ARBRAT A RT7 4 > [PEREHRUE] 2
KROLHHMEB L OHHENOEEIEE LTS (20) . I HIZ, I O/
WMOBIREIZL Y, 139 DAL S 25T — 2 _R—2 2 AW biThh T
L (F—HFRFEE)

17. PLED RACETEIZOWT, WMEFIXEEONT NI O W TE LI
ABEMESRIL, in vivo Draize IRFRER OFEBRNEEY TH 5 12%DFFHNITINE > T\ D
(29) . MRAEGFEDHENLINTND T Y A THEE T TH - - #BRmE LT T,
OB GRS L OMREEEICOWT o 3B X ORI 2 (e T 7 a
—F | O OECD A X v ALEIMEST (3) . HHIELITIL T, o invitro i
BRiE, IR E LT 2HOCBNRBR AT ) LERH D Z LD
(55 45 BRIKBIR) . WE. £ 72I13IEAWICHOWT RhCE EIC L 0 B b - AkE=R
WZOWTIEHWTNYG, KRBT A R4 B TIEE TR, Zhbo
RhCE #%13H b DRI DALEMICHE A TX 5 2 &b, IRFEM 3 L OVEE OIR
HEEMHEIC SR VMEFE (UN GHS X346 122\ T, R ZZ T ANS
RXTHDH, UNGHS LGk D53 %1EI2 LV EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ HCE EIT 3
& OY LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT Z 7 28541, SRl @) 72 Bl X4 &z
FHRTHZ &,

18. KB A RF A4 L OREFRIEL, UNGHS ®EF (1) 12 X A RMIM:,IRIC
R AR (X 2) L EEOIRBEEME IRICRT 2 AR (Ko 1) |
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BLOIRAEMEDE (EEXS5 2A) L BEOIRFEMEYE ((EEX5 2B) & Ok
BN TERNZETHD, 207D, o invitroBRERDO A KT A 2 K 5BMNR
BROFERNLEL D (3) .

19. AR A BT A BT D PEBRWE] LD HEEE, ABROXISR &7
LWEDOZETHY Y WER IO ETREYM ORI 5 RhCEIEOE T
BEME & IIEBR T H D,

KR O

20. BRBRE % A 1K 2 {H 0O =¥k 5t RhCE FHAEED 2R ATRICE A L, iRk
K OB O BRI A R 74 . MR 2 HET 5, RhCEFEMIE, #Ifke K
FE A LM, R ke M R RIIE, EoiTvEEE e AR LRI O
RS, b AL EEFICEE LS b ERR Y LR 2T 5 £ THKA
MEs# ST\ 5, EpiOcular™is L OY LabCyte CORNEA-MODEL24 ¢ RhCE #Hi#A#
EWIL, D7 b 3oDEFHINaE & IEALE m CTRER S 4L, in vivo FiiE & FA (L
L7~ ARk S 479 (24) . SkinEthic™ HCE @ RhCE #HfkiE &ML, EF e k
AN Rz & [FARIZ, PR O M, BR OB T X ORI O/ - RH
wEte, bl b 4004 FMRENS D (23)  (30) .

21. invivo CIXEICARRER, WEK, ERIRBS L i3k FoKEE L
TEN DLW EFH RO BEE OIREE,IRFIL, (Lm0 Aks L0/ £721%
R, 72 O NCHIIIREGORAENSIEE 5 —EOFEROFE R TH D, MBS
I, MRRREAE CGRmIETER, BRI CIC X D) | maot (R N7 E)
OREE CRETEVER, AMEEE, 7o) BLXO®BR L2k 5) | B0l (7
NV 7REICED) | TaAXE, TOMES L oERAHEMAEER EAAl,
WL LT VX ALK El2 Xk D) 72 EEBEOERERFICE AT S A7)
(31) (32) . =72 L. MmOV TIE, —REFETRWIRY | fbRSh O EE
D RFEEE,/ IRAIFEME DR GBI 72 RO % . RERRIRE D ZEREIC & 5 B L RO AR I
BfR7e <HIET S LT, EEAKIENERZH ST Z EREINTND (33)
(34) ., EBlT, ARG RS OEREOIRBEME, BRI, RyoBEOR
FEIZ Lo TIREESIL (31) | MSEORRE (33) | 2L NNTZEDHRDOMIGDFEE R
L O#KERIE (36) SAHEAT S, L7223 -> T, —iRAIC < BB ORI B 135
JE DR LRI U8 e RIE ST, BER X O EE ORI X E IS AR
BB IOEERESY, FEEORBMEYE LA L, EEER, HElck-T
ITARNE #8525 (34) (37) . EEOIRBEM IRAEMEIC T 5 LD
2B (UN GHS K341 ORIEIZE W T, #ERWE ~D JRPTig#E #% o RhCE
FRRAEY) O AR WE L, BEOIREE £ 721X 2 7558 T 275+
A EREB IO/ EEREICS O ClilasEE 23R T2 2 L 2aiikE LT 5,

1 2013 4F 6 H OB FEHICH VT, RS, THB L OWETHRORBR T A 7 A Tk, W
DRI LI DMEEFRET D WHRWE) LW BT, L0 —BLIEEHEZITIREITHDIZERE
BEihi,
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22. RhCE DRk RIL, MfkoEFMRIc L2527 7Y ) v atadk (VRML
B L UVRM2 TiZ MTT, LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT T/ WST-8) 7»HA D
RA~PF oAz (Hao MTTRL~YF L FIEEAED WST-8 R /L~vH L) ~D
BRI Ll IR Ko THIE S D, HERO MTT AL~ AaED
A2 DA L 72121297 9 2% (18) . 3D WST-8 R /L~ U 3KEMETH
B B B2 < . WST-8 VED i h IRk DB 21T 9 WST-8 IA Tk >
SEHEERET S (19) . UNGHSIZ X0 ¥l L OFRRT 2 LED 2 Mg
MRAEGTRNTED DNBEE TS ARWb2mE (T72bb, fHREFRN
EpiOcular™ EIT 35 & TF SkinEthic™ HCE EITL? Tl 60%;#H. SkinEthic™ HCE EITS®*T
1% 50%itA, LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT Tl 40%#) & LCRIESND (5 45
BB H)

HRE DSEE

23. BB E 1X, JAHIEH AT RhCE E% HEMICHERT a0, £ 1IZRT 15
FEDE AR E IOV T EMIC TR A Z kv, Hilins %r%iﬁbﬁ
THER B 70, 2D OB BERMEEYE L., VRM1IEB IO VRM2 DAY 57— 3
VEBRTCHEH LIEFEWE NS BIRENATWS (9) (11 (12) . EIRICHT-- T
E. () SESERWHEARELZEREL TWAIWE. (i) invivo 7 IRER
(OECD @ TG 405) (2) OfE#egER (16) MoEOLNT-EEEOEmWE R LW
UN GHS o4 ¥EIRFR (172 b, K41, 2A, 2B, 7213440 (1) 1S3\,
in VIVO TOEEORBEENE,IRRYE 2 ST 2E., (i) invivo 2B
DHEEHET S I IEREREZEET 2E (290 38) . (iv) NUTFT—v
a/ﬁ%fﬁ%th%m YEAZNRFTAIWE 9 (11 (12) . (v) REMAR
AR ERERE AWMU DL EICHEE L T\ aE (9 (1) (12) . (vi) (b5
DHAEIZD > T WE (9) (1) (12) | Mnﬁﬁm\ﬁiw/itu?k
TV U AFEEERETTAWE. (Vi) NY T — 3 VikBRTIZ RhCE IS
Dﬁﬁé@%éﬁ%ﬁﬁ%ht%g\( X) N F— g BT RME%
WX ERRICTRISATWE,. X FHEEOE WV RhCE BT — #1235 < invitro
SOGz 2 (AR 0~100%) ML W aWE, i) fIRSILTWDH9HE,
(xii) AFB L EITERICIEFITEALRBERB PN ROWEN, TEZHR
DEENTND, ?,% 1OWEN AT TE R0, TOMOEY 72l CffEH T 7
VYRR TH A4S, VRM DO F—2 g VWO N HLFESE . it iEs
%t#%@%g%ﬁ%bf%imottb\%@iﬁﬁ@%LOwTiEéﬁﬁm

A2
2 EITL : #&{&1Z SkinEthic™ HCE Z W\ 7=34 @ EIT
3 EITS : [E{&lZ SkinEthic™ HCE # W\ /=84 D EIT
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£1: BAEERYE R

VRM1 ® VRM2 ® LabCyte @D

AL R LR AR LFFE VRMOTH  TSEwAL o0
(%) * (%) ° (%) * R
In Vivo X7} 1*
FATY I—VBAFN  2365-48- HIVKRUFET ATV, ; il Yes
5 FA T A [3ES 10.946.4 5.5+7.4 17412 THITHE (L) No
1 3 2 1 —_—
;i UNVBEFREYE gaq TV V@i T Wik 75:475  16£10 7.554.75 TR No No
Z/Sz:_);j NEENETY 1002 T B 23102 0.240.1 28126 TR No No
YaUBF R U A 62-76-0 A VIR Gy 29.0+1.2 5.3+4.1 3.7t15 T BE No No
In Vivo [X 5y 2A*
2,41113-7 b FTHT b
FTFA-PALIRT IR, WEERR N2 7
NN"-EX(@4-Z7mm7 = 18472-  fb&M. ~m LT N — Yes
ZA)312-T4 3 ) - 51-0 Vel Ut Frdo R 4.0£1.1 1.3+0.6 0.4x0.4 TR No @)
D-Znax—k (20%7k N TT =T
i) °
1 1) — D
LRBRTFI YA ssza21 ’:L j;; SN [ {4 35+2.6 0.620.1 2.9+2.6 THIARE No No
In Vivo [X4y 2B*
CIFNL AT IR 134-62-3 NUXT IR S 15.646.3 2.8+0.9 32.419.3 THIARE No No
22-VRAFNB-AF LY HEMRFEEAT D5
vvsr RUA~NTEY &7 VI T .
79-92-5 v Eo s [ESHEN 4.7+15 15.8+1.1 2.242.6 N No No
v S
IRFER, T IH Y
In Vivo X534} 4
1-ZFNW-B-AFNAIF 342573 Toaxy TrE=
SYTAZFNVANT 7 op UL TV A [E3ES 79.9+6.4 79.446.2 48.0+8.9 X534k No No
— b XY=, TR
CHTY Y =T N 6293'82' Fraky, ek 97.8:43 952430 92.745.0 AT No No
EEEV A ThAFL NVY
51-03-6 FXRY =N, RV S 104.2+4.2 96.53.5 95.6+14.0 X534k No No
v, T—T )b
RY=F L 7Y a—n 61788 TYT—)b, Ta—
(PEG-40) HE{LE -~ w0 | TU—A =T R 77.6£5.4 89.112.9 62.6£11.5 X5y 4k No No
v
1-4-7mrnr7x=)V)-3- 10120 EEE R N S
B4-YrruTz=L)R 2 (A /NN =T (v ESHEN 106.75.3 101.946.6 77.8£9.0 X534k No No
Ed U —b, RFEFHEME
22-RAF L v-ER-(6- CALE e S S
QH-_VY RY T/ —)b- 103597 7 T MR IR
2- A N)-4-(1,1,33-F T 451 T BEOEER, Ma ESHEN 102.7+13.4 97.745.6 90.245.8 X534k No No
AFNTFN)-T = ) — EHRBR, HIBRAS A
2 NLaY, tert-7F L
H ;Z ZAFBET A 1o Rt Ik 88.6:33 929451 66.6+0.2 K451 No No

B 55 : CASRN : Chemical Abstracts Service Registry Number (7 X H/L« 77 A KT 7 | « —t
A7) . UNGHS @ EEOLdn D35 K OFRICET 2 ARG 27 4 (1) |
VRM1 : N U 5 —3 g UFAERERERYE (EpiOcular™ EIT) . VRM2 : N F—3 g i pEYE
RB&7E (SkinEthic™ HCE EIT) . Colour interf. (3T : A~ o AFBOEEROLE O
T [OD] ) HIEDGIC X DHE,
LOECD Y — /ARy 7 A 3L DR A METIC L > THI ¥ ToHN-AHERKE (9 .
2 EURL ECVAM . Cosmetics Europe Eye Irritation Validation Study (EIVS) — ({b#5h O RRFEMEIC

B4 BRI Y 77— 3 UakBR) 12XV EpiOcular™ EITIZOW T LN fERICHEKS<

9 .

SINY F—va VBRI X D SkinEthic™ HCE EIT [IZoW TE L RIcEkS3< (1) (12) o
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FNY F— g UiBRIC K Y LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT (2O W T b =i Iz HES<
(15) .

“invivo 7 ¥R ER (OECD TG 405) (2) mo&ELNREE (15) BEIXWNUNGHS (1) 24

>5<,

5 CEFIC in vitro HRHIIIE M ER O ERHE G (CON4ED) 2B A LREFESIC L > THE LT fE R
I o<,

62A £721% 2B ~OSHHEITFEN S Z X P45 UN GHS OB HEDORRIRICHE S, Thbb, TAHHIC

MWD BV OM, 3PC 1PEA, 3PEH 2 X4y 2A ~DAYFEICVE L 72 5, invivo

AERIZIX 3ICOEM N AW LIz, 1IEOABERZRE, T XTOFMEEEN 7 HE £ TIZ

Z2a7 0CEE L7, 7THHETICRE|ICEE Lo 7- 1IEOAERE#EO 227131 (7HH)

Toh-o7=2, 9 HBIZIXEEIZEIE L,

24. RhCE AHAHE DRUEE IC L > THRES N TWDE Y | T Ho 72 #fko
NY THECHOWTEHBRAERGERRO — R & L THEREN/BRET 2 L 08572 (B
26 Beik, W28 BB LU 3L BESIR) o TR, MR OaE S K R R0k
WCRATEGEIRHCEETH 5, WBRGIEDHELS v, 2 OrBRGIEDOHERIC BT
L HBEDOHAT LAEAN 2 SN HAEITIE. 2O X 5 REEZ B RIICAT 5 BHEIT
W, 2720, RBREA B EICHEMR T 2B2IE, U 7O & 2 IR
2 LR SN D,

ABR D FIE

25. KRR A RTA UNBERRE L TWAREBRGIEIL. BHERc 472
EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ HCE EIT ¥ J U} LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT T&

n (10) (13) (14) . IO 3EE TRNY F—3 g U EERRLE | (F2F
UVRM1, VRM2) & LT ENS, RhCEJEOEHER/EFIEE (SOP) ZFIHT
X5HDT, figk T RhCE {EZEALBEHT LI EHWS (39)  (40) (41)
RhCE 1D 7o pk 5 & FIEZ AREBSE LIRS X OWHE 2R,

RhCE B DR ESR
D LA e

26. £ fERE R RO =Rt ARSI, Y7 e FHESRHIIRE WD Z &

A LT ZeWiilaic & 0 BEREfIC @Rt ST b Z &, RhCE LRSI,

KD E < X9 ZAMEOABEEMICEA TER STV 5, FIEEEANK
kR ERICIE, AfFIEAL ERERIRS 2@ £ Tz i iuiE7e 5720y, RhCE #HA%
REXEMIZ . invivo THUE S5 M LR DR EE & [RIRE S BRI E ) (B 32 R i i &
Nz X oz, BEEFEHNESZELGICHN TS Z &, RhCE #Mk#EEY L, Triton X-
100° K7 L VRiEES R Y o & (SDS) 73 & O ENE 2 A9 2 HUEYE D 2 723
BZHM 25D, +R7eBEEERET HEEANY T2 L TND 2 E, HESNH
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- —EIREEOIEEYE (0.3% (viv) Triton X-100 % 100 uL 72 &) i L7-HA I
R A7 2 B0%IR T S 2 DI ERNEZERE (ETso) . F7oid— ERFHRE%
(2 (SDS 50 puL 12T 30 438, FE721% SDS 25 pL {2 T 60 4 [ETALEE I~ 5 4%) #HgR A 7R
23 50%I AR NI 2 FEEME DR (ICs0) DWINNEHET HZ LIk > T, A
UTHREDFEAZ L7 U ooy, £k v, AU THEEDORHL 17 2
% (55 31 B2 W) . RhCE MRMEEM DEF UIADFEIL, WBRME M AEEHLRE D
BEHZ @R L2V E 2T 20D THIN, ZURNABIREDOET Y v I ARRIC
DN D ATREMEN B 5, RhCE MAE S OS2 b N ESMIEIE, M5,
TANA, A aTTAv, FRFEEIZE VBRI TW WD &, i EY
DIEFHPEZ DN T, BERESOME IS K 275D 02 & 2 HaHIC L - THER S
5T &,

-k i

ST

27. MR AE RO EELITHWDREREIL, 7 F 7V U v Attt (VRMLEB X
Y VRM2 TlE MTT. LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT T/ WST-8) #£Th % (18)
(20) ., RNCE A& O AN ERY O aFE MTT 285 L CHAO MTT

RPN A AR L, ZhE A Y T a R ) —b (FR ST D)

W THEE ST 5, £7-1%. RhCE Mk EM O EFRIIZ X0 | ARy

a3 WST-8 NGO KIAMER L~ ANE TSNS, i Shizdr~ a5
X, EEMER R OSEEE [OD] ) MIE., F721d HPLC UPLC 73 YO REEE DV
NPEHWTERTHIENTED (42) . 77 07 WEREM (MTTIEOLGE I3
HVAIEE . WST-8 D3 A1 WST-8 B2 D 75 R1%) @ OD 1+ < . 0.1 KI5 T H
% Z &, RhCE Mt & OFERE L, H D RhCE MFREEY DK S TR, ED
LIV PEMER IRILTE A7 LTV D 2 L AR LT iuid7e 5720, VRM HEEM: %
D OD i DR &iPH A 3 2 1259, HPLC,/UPLC S5 YeFEst o 1%, [atkst
OFRIEHEL LT, £ 21TR LEMEXRO OD O EZ A5 Z &, k)
PR CALER L7-fAR I, RBRoOBRZEMME T, BN TZETh-o 7o & (kA
FROMPEMMBFRRE CTH o722 &) ZRBRMEZICRRET 5, Ykl fEs
. BEEHEOZ OOy FHO—B & L CRBEOFIEZNEST LR T ER 57
W, ZO%E, R2ICHE LTEHAEEL IO EZEH L TH X, (QCH
BEOSRIE T o) xR OD oA (LRSI OVFR) (%, RhCE fHik
HEY) OB FECMBENRET H 2 &,
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& 2 : [RYEXR O OD ED#F A% (RhCEEDEHAER)

RBRIE A T IRE A _ERRAE
EpiOcular™ EIT (OCL-200) -VRM1 >0.8 <25
(A, BEEmE ORI EER)
SkinEthic™™ HCE EIT (HCE/S) -VRM2 >1.0 <25
(A, BEEmE ORI EER)
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT >0.5 <1.6
(A, BEEmE ORI EER)

V2 OFFE FREICOW TR, Hir  REHIFPERShD 4 R@ER L) etz B L TRESNT

BY, REBREOHRIZEE LN EP/REINTND (43)

AN TRERE

28. RhCE ikt &EW %, B 21X ETs (Triton X-100) F 721X I1Cs (SDS) 12 &
DHEESND X HIC (F3) | MuSmMEORIE L 22 WEOAE R EBEICH 2 5+
DIRES LB AT HREThDH, D RICE MM ED DOF /Ny F DY
THREREIE. B A YRR IS SRR T 5% RhCE MRS E ) O B
RS BEEIC L > TEIESNTOHRITIE AR S0 (5 31 BRESR) |

29. RhCE #lffE & o v M ARER Bl (D7e< &b 34 F Ltk
T O ERZ GTe) ZIEHT 5720, MEFIRELZITO 2L, YZ3fED
RhCE JEIZHOW T, BIRE A E L > CTHEHUIARTEENSHL SN TS Z e D,
RhCE VEDOFIHE AW DM v T Z E I ESESEET 24 E T 720,

AT
30. ABRIE D IGVEXTIR & I IR ORERIE, BRRHIIE N RS D 2 &,

i B EP (QC)

31. RhCE kA& 1L, HH T 5 RhCEFLFABE DK /N T2, ED LTz
B - T RRHEZ 72 L Q0D 2 EBBRE I E I L o TGER ST 5354
WCOREHTHZ &, ZofdE - HATREOR CTHLIE L b0k, EFE (527
B BXONNY THERE (BB 28EH%) ThH D, EToo E721H IC I K> THIE S LD
AN T HEREOFTFAHEPN (BRI I OTIR, 26 5 LU 28 Bx% 2 M) (X, RhCE ik
WEY OBIRECHEE D HET D Z &, BRI A L7z RhCE f#tE & O
BAFEEHAEE DY QCITI T 53y F M IEHE L U THWE ETso 38 KX OV 1Cs DFFA
FiPHZ 2R 31277, RhCE fH#AS &M OBIRE MUEE 1L, X CTollhE - Hifr L7
IS LTWA Z & &R T — %% RACEVEDFIHE IR L T, FIHE DR

© OECD, (2018)



12| 492 OECD/OCDE

TEHETEXAL9I2T A2 L, UN GHS 12t - TRRHBISME £ 72 1 X EE O IREE
SHEBIOERTOILEORMEFELOTRHZEETE 25 DICT 5720120,
noofhE - HATEELZ T TR -T2 HOTE LN RO R EZ T A
Z &

v I

EK3:QCITBIFBE Ny FHMENE

FFA TIRIE A LRRAE
EpiOcular™ EIT (OCL-200) -VRM1 ETso=12.2 73 ETso=375%)
(0.3% (viv) Triton X-100 % 100 pL)
SkinEthic™ HCE EIT (HCE/S) -VRM2 ICs0 = 1.0 mg/mL 1Cs0 = 3.2 mg/mL
(SDS50 pL T 30 4y FHI4LER)
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT - (SDS25 1Cs0 = 1.0 mg/mL 1Cs0 = 4.0 mg/mL
pL T 60 4y [ ALEH)
BB E I L KRB E D /T

32. FEBIL, SHEBRME R X O EDEIZ oW T, 2 R5ILL EOMERTIT S,
BRFFiE & LT, RIROBERME R & BEEROERMER O 2 FfE % Hv5  (39)

(40) (41) . VRM O JETlE, #BWE 4T a0l FOIROIEERIE %
BT 5700, Mg EmERmE 1L U LB L~ 7 27 LFEEA O Dulbecco D
U UPEREEAE PR K (Ca®* /' Mg?*IES A DPBS) T LY 2 2 &, MfkOLEE L,
BRIV F X O IR ~DIRFE Chh % %5, VRM IEORELFETIRL T, +5907%
BOWBRWE 130 BmE %2, BRARELEZ2OREIEE LSS, LEEREZY
—IZEO KOl T S (BB 3BERERIUE M EESR)  (EN) |

33. RhCE . 3FHIZI VT, 37°CLUULTT (RY T4 7T 4 AT LA ARX Y P
Bty FEMEIZE U CTHWT) By h T FCTE AR IXIRIA L L CHLER

L. THLSMIERE UTREET 2 (55 34 Be¥%6 5 MR) . RhCEIETIE, IRIKOHER
WIS R IS FITIRT D (Thebb, &K 60 uL/em?iEH) (& 1, (39)

(40) (41) ZBH) | HBE~OBEELZIEMRICT 5121, GEERmo) 1 o 9—

MO EEA LG A UL REDH 2 BMEDR (REEIDR) 2TE5
PRV BET 72 1T AUE7R B 72, IRIROHERY)E CAHER L 7-fHkIX, 4 RhCE {EDIEHE
ZAEIZT 145 (LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT) E£7-1% 3045 (VRM1 B L ¥
VRM2) R84 %, RSB T, Lo Ca® /Mg*FE A DPBS % W\ T4y
ZVEE L, IR E 3 X O IR & iR i 7 DR EICRET 5, VRM ik
IZOWTIE, ZOWEEEDE ., Fi-agz AW C, #HT25 VRM Z LT
TED HAVZHIR],  GHERF ISR SN E 2 T X TR ETH720) =iRIZT
PRFEZIRIEZ1T 9, VMR1$ X O LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT IZ oW TlE, 7

N ) U AYAIEELT O BN, B A D O RERS R A TR R &
Fhid o (fE NS/ (39 (40) (41) .
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34. 37°CLU T T By Tl F CERWIBRE X, RhCE % 3l CIEEA
ELTHVHEY, B EomEAEIL, MfoRREEREEY T ohE, T4hbb,
RIX3Bmgiem? M EE 325 (HE ) . BEERIX. TR ST 39 & LT
BRICHWD, BRI E T U 7o ffkiE, R4z C (WD RhCE
BEIE L) FrenisE®E42 WE S| (39) (40) (41) , MREEHARI#K
T#., =il Ca® /Mg*IE A DPBS Z W CTHoric e L. BRI E S L O
KPR & MR R DEEICRET S, VRM IEICHOWTIE, 2 OPFEIEDR,
Bz a VLT, T 5 VRM Z LI FDED S - MM, GRSk IR
ENTWRME 2T X CHRETH20) REICTRBERREZIT., T 7YY
LY EIEEAT D RIS, BrtEEs 2 OV O R S I Ok R R 2 350E 3 %
(fiE N8| (39 (40) (41) (42)

35. FRk DR (BRI A AW THIE) 36 LOREE (Bt iz FHv Tl
E) M. HWmT — X RTHUE SNCIPARIPANICS 5 2 L 2 EET D720, R
Fhala] & & [RRFREME R RS K OVEIRGPER IR 2538 1 2 2 &, RIREREMER IR 5 1%,
BEER S CALVEE U 7R O RHETF R (WETF R ywmy) ZRHETHT2ODOR—RF
A v (100%FfkA1FE=R) LD, VRMIZHW DGR E L CHELET 28
L IR, BT IORBRIZ OV T B MiEREE A 71 (CAS BEk& 5 : 79-20-9,
T=T R Tt XSS 45997, WRIK) TH D, LabCyte CORNEA-
MODEL24 EIT IZHW D [5Mxt R & U CTHESE T 2B 13, #RME N IRIEOSGEIT
% ) —)v (CAS B8k 5 : 64-17-5) | BEEROLGAEIZT v U (CAS BExE 7
143-07-7) Th 5, [t E UTHER ST 2 E 1T, B E IR, BEIRDO W
NoEAE S, VRML TRk, VRM2 TiE Ca?*,Mg* &4 DPBS Th 5,
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT IZ W 2 2t it & U CTHESE T 2 W81, #5RW
ENRIEDEA X Ca? Mg IS A DPBS (CAS k& 5 : 64-17-5) . [EIADEA
ITEELFLTH 5, DL EOREYEILVRM O F— g U 3RBR O -5k
WETHY, 1ZEAEDBERT —FDBHET 5, BEEIFREME e L TRt
REWE #5856, B o+l EY 2R 2 &, BESRB O]
BAPERHBRIZ DWW T, BRBREMER Z & ICEOXR &R 2 HBRmE (T72bb, ik
BROS EITEER) ITHW SN DREREHEE & R CFIRICHE > TEREZITH Z &,
SEMEOMMIX, 7 b7V U AYEIEOEIZIIT LT (36 %S | K
RYEBRE & [RIREIC SRR AT O XTI (B 33X M) | £ 721X ERBRE & Rl
ICEBRAAT O KR (35 34 RIS IR) IC oW CEdk L7=i@ Y . AR, vy, B
%Ik, BEREELVEIOSCTHED TS ZE (39) (40) (41) , [F—EBR
NTIThbNL5E. WERENFE L TH D (RIKEZIXERD) SH5RWE 2%t
L. LAt & Bt T+ Th 5,

FAREAETFEDRE

36. KRR ATA BT A 2B THEIBAEFEONEIHW D EEER&ET, 7
NIV T LREETHD (18) (19) o 7 TV U U AREIEIT, ZRouHkE
EMIHE LT ERIETH D, BBEZOFIREZEAL LTSI, 7 7YV U AR
HEOFERICAD, VRMIZIZ MTT %% VW5, VRM TiE, RhCE ki Ew e
1 mg/mL MTT %% 0.3 mL HHZ Adu, ARHERFFR (1T T 18015 ML S 5, 4
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KRR Th D MTT 1L, RhCE MAMEEY O/EfFaIC L - TGEIL S, F680
MTT R~ b E kT 5, RIS, ZOFERD MTT S~ i) & i
BOA Y TR =) (ETIXTHITET ) 2 HWTHEE O T 2 (39)

(40) , BEBRMVE DNRIRCTH - 7856, MRk 5 & EEOM 5D L, [EiE
BIXOHOQOEKTH - T8HA 1, MEEOIEEHN S OAH T 5 2 & Rk Bk
ML TWDAREMEN & DR E I L > TA Y 7 a8 — VIR Y S 5 Af
REME 2 B/ NRIZEN 2 2728) , BERMEDE D ZITROIE SN2 WIEIRTH - 7255
Ab . MO ITEHE B DA T IV, LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT (21X
WST-8 5% A 5, LabCyte CORNEA-MODEL24EIT TlE., FEHEREEFIEE (41) 12
B> TR L 7= WST-8 7 BRifk 0.3 mL 72 RhCE Akt & ekl 2 Ay, HEUERE 4
PRIZT 240 RIS S E D & ARG atasi Th H WST-8 28, RhCE FHkEEY O
ATFRIAIZ £ - TEEAO WST-8 AR L~ W TR TE S 4L, WST-8 ik s 45

(41) , HBRWE & RRFIZFER AT o 7z et W E 6 L ORGMET FRE o LB L,
U E L FIRRICIT 9 2 & VRMLE KON VRM2 IZEB W Tl L 72 MTT A5 /1
VYL OERL, JRKE30 nm D3 RNAT g VS —F T 570 nm TR
£ (OD) ZMIES 57A, HPLCUPLC /3t EEZ -IWTAT D (5 43 Rk S 1Y)

(12) (42) . LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT ® WST-8 A /L~ % 125\ T,
BR£30nm DR R/SA T ¢ L& — T 450 nm CEEHER L (OD) ZIET 2
2>, HPLC UPLC 3 HIEEZA WD Z LICK VEEERTHZ ENTE D (T
bbb, MHTFIEZLEE L) (4B EESR)

37. WEBRMEONFRFESCT T VU v AGFE (VRML B LN VRM2 Tl MTT,
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT Tl WST-8) (Zx4 2L ZFHERIC L » T~
EFDORENEF S, MEFRRR > THEESNL2HGER D 5, HRWEN
T IV AR EAEARLY Y (FHEO MTT AL~ Y o £ 8E6A O WST-
N~V ) [CHEHBEETTHZ LWL, F3BmE B IR, b L < IEEER
W DAL 2 R - BRI B IS AR L~ ok LR C OD #N (3772 5H, MTT &1
<~ T 570 nm A3, WST-8 A /L~ L T 450 nm £13) IZWRINEE 26T 554
TEFTFHICEID, SA~F U BEORENLESND ATREERD S, HERENCT
TV T ABEAEEETT D ARENOH 2ME R IO £ FE T O A bE
MURHLMEERFETE D L) TOMRTLELE BT, TOX D RWHRWEIC LD
FHE B LUORIET 72O ORI R ZBMN L ud7e 6 7evy (55 38 BeiE~F
R BB . O LI, FrEOWBRYE D BEFIZ X > T RhCE MR ED > 5
SERICITRESNRWGS, AR LR EZEEL, 7 7Y ) v A alks
FEhtE 3 2 BERE C RhCE ARFRAEED BRI E DFAE L TV A AT ITFFICEE T
bo, R~V aRER CREROEZWINT 2858E (AARRIN, F7i3n
L) 1. TEAnmy, $7bb, 570£30nm (MTT AL~ H o 0BE) £7/20%
450 £330 nm (WST-8 'K /L~H L DFE) TOWHMENEF W=D, m~H o AaED
HEYER EE (OD) IEICE S LRV, LR - T, s~ PraiZlEiks LT
HPLC,UPLC 73 et EiE A WD & vy (55 42 By B L OV 43 Bk ) (11)
(40) , FHANZEL DT F7 V) U AAFEOBEEEECREL L OTHELZ KR - #E
95 B OWTIL, 4 ChCE 750 SOP IZCEEMZARRBAN 2 ST\ 5 (39)  (40)
(41) . E£7-. VRM1, VRM2 ¥ L ) LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT [ZBWTT
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NIV U AAFEAEEE LT AYEB IO FRI3ARICTEHT AWE OB
FOE Y FNFTFEZHOWNTIR, FofE2RIHAR 2 g . fiE v
BLXOWE VITRT,

38. R~ o LR U RO EWRINT 2988 (BRI, F72iE
JLERES) DOTHER ZHE L, R EZ BN DLW TCHIlZ T4 720, 4%
BMEEZAKBL O E213A Y T al ) — Iz, FIRIC Tl 2R #%E T 5
(& NZ2E) 39 (40) (41) . VRMLIZBWTABLIO  F2ldA1 Y Fas
J =)V OBEERYE Y 570 £ 20 nm O BIKO KA WIS 256 (HiE N S8) |
F£721% VRM2 (Fi& IV ) 3 X O LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT (ff#ii& V & 1R)
IZRB W THEBRE & K EIRA LTEIRIERD B R ThH o 7256, HRmENRL~Y
BEOERERE (OD) WEICTHT D EHEL, B LR EBINT 50,
HPLC UPLC 73t E Wb, BB DLGE., MIIAETHD (GF 42 BREEL
KO 43 Bedx. 72 D ONTHEE N, ME IV B X OHIE V&) (39) (40) (41) .
B (OD) JIEAIT D LA X, T T 288 E = L2 2 RFILL EOALFH
ERANWCHEBROETRELEMT D, 7272L. 7 7V VU AAELOEETET
X7 N7V AR D 0 IS A VTR U, ASIAER IC 31T B IR R
HIEE (NSC rgmam) MR ETHZE (39) (40) (41) . NSC pgmmuXt FRIX. FH
BOYERWE L FRFICRBRZ i T 20BN H 0 . RS EEEI D D541,
AR E A O AW F B 2 ERE LT, EhRl (325R) I & ITIMNL LT NSC am
sl RE BT DV EN DD, BEOMBAETFRIT, THT DWHWE ICRE S,
MTT F7=1% WST-8 IRk THs# L 7= AR B 1 2R AE1FR (AT R )
DG, FHIEZ S 5B L RTINS TS 2R E ICRE ST, MTTB LW
WST-8 & L 72\ Bl CHE 2 U 7= A AR AR 235 1 2 FERF 5 2 (SNSC 44
) a2 2= LBIWTEAE, 378b6, BEOMMBAETE= [WEFFwmwmws] — [YNSC 4«
apas] & TR D,

39. MTT F£7-1X WST-8 # HEER LT 2WE 2 [FET 5121, AR LZ=7 b
TV T AAFEICEWERE Z TN LR TSR S0, WY BEOWRYE 2T
N7V U U ARRICINZ . T ORABREFEESFRESRIC TR L% 3, 4FFHEET S
(& 1, M8 VB L UOWE VSR (39) (400 (41) ., #iswE s &7 b
TV T LRATR (RAEMEOBRYE O 3EIR) NEG/ %6 (MTTIRRD
BE) . A BE (WSTIRKROSE) I L LIZSA. Ui E i
NIV VD AAEEEPSREICT D EHESND Z E D, EHERSEE (OD) JIEE
7213 HPLC /UPLC 73t Y6 EEiE 2 -V 3712, FEAEAT RhCE #iHAS &) OREEE I D\ T
EOICHEERT D, = OFERABRITIZ, o TWARBNEM 1T T, F{AHEk & [FeE
\ZHEBR I 2 U, PREFT 2 SEIREAR & 6 95, VRM1 O SEHGER K O 5 5L 2R
BREEIC L VITS ( TEREFE] ) o VRM2 OFERGHARIT. AKFICERRE (24 + 1 FRRY
PULb7p &) B Uik, (RIEREL TGRS 2 ( [7KFE) ) . LabCyte CORNEA-

MODEL24 EIT D 3EJEMR O FHEIL, Mk % 2 [FIZ 72> T—80°C LA C 30 47
fEERELZLIckITy (TEREE ) o 7 b7V Y v Atz ziE e T H0RmE
T2 RANLL E O E AV CREBROSTREE L L, FER/HRNT TV
7 LAEFIEITL (NSMTT £ 721X NSWST) xf#EE& 32 (39) (40) (41) . NSMTT
F721E NSWST s, SRSz U7-3kBR,/F2Br oo EhuEic Btk 7e < . #mE = &
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IZ1DO5THaThsd, BEOMBAEFRIX, 7 7V U U LAARETCHEICEE LT
AR 31T B RERRAE R (A Epwmn) O, A CiETCWEITERE S,
T 1E 2 259~ 2 7klBR & RIREOF TS 3206 L 7= FatEset iR & oo Feile iz X 0 B U 7= JE080HE.
RSB T DIEFFRAT R T U U AEBFEETLE (WNSMTT £ 721X%NSWST) % 7
LWl T7eb b, BEOMMAEEER= [WEFRume] — [WNSMTT £7-
IZ%NSWST] & 725,

40. BETH (FIBEESH) L7 7YV vaFoEgET (GF 39 Bk
ZMHR) LM GAELD 2 ERRESNTHEBRMEIZOW TS, EERSLE (OD) HIE
ZFERMTHENCIL, BTEETRICERE L7- NSMTT £ 721 NSWST % &, 35 JUVNSC 44
s R E VIO 3FH OB ERET HLERDH D, WH., 20X RGAICH
WA DiE, MTT AL~ Tl 570 + 30 nm DRIk D Y62 W I T 2 B 0 #k5R
WE (Ft., £, BERY) | WST-8 4 /L~ 3 Tl 450 + 30 nm D EE D
ZWINT 5 HEOWBRYE GEt, 8k l) ThbH, TOEMIT, 4 39 B Tl
RE=X 9T, TS OHEBRME OMEA AN MTT £ 721% WST-8 D [ELEAE L HE D 1Al
T 57O THD, ZOEBIZEY FIWEREE L TIENSMTT £ 7213 NSWST
& NSC e B O FIREFH 3RV S35, NSMTT & 7213 NSWST i &
NSC g T FR O 2 521 T 2 BRI IE, AL & SR o i 7 (2 W IR -
REFESNDAREMERH D, LTI -> T, ZDOHA. NSMTT £ 7215 NSWST % i,
WEMEIZ L DT N7V U U AAEEBEEEICT D ATREMEIC K L TR TidZe <,
SEPBAAAR I & 2 BRI E OV K ORRFICRIK T 2 AR T W THME S
25, ZAIUTIE, AMIEARRRIC K DB E O E L OMRRRICRK T 5 aFE T
1. NSC s BRIC K > TEEICHES N TWA =0, AR THO “EMEIC O/
NDHAREMEN D D, AF T EAMIEI LD fREME A BT 5720, FERFLRR D
IR AN T 25 Z Ot (NSC ) ZaX\THUENH D (i 111 3 KO
EIVER) (39) (40) (41) . BINL7=Z ORI TIE, WEBRWE % 2 5L ED
W E AWV CRBOSTREEZEIT 508, 7 hT7 VLA aFE L OREETET
X7 b TV U U ARRONR D VI A VD CREET 5, NSC mmpmaadt FRIT. JRST
L7-akBR B O EHEEU R e <. HBRME Z LI 1> THSTH DA,
NSMTT & 7213 NSWST i & [RIEEIC, [F] CHLER N » T CET 2 2 &, BEOMRE
TFRIT, PR TR S 7 AR 2 3 1 DR AT R (AEFERywnn) M
H%WNSMTT % 72 1E%NSWST & %NSC rmmuans 72 L 51 & . T D98 E IR R
XH, T IV I U LAAREGH LRWEI TR L, fiEE2 E9 2588 & RN OF
ITENZSEHE U 7= fatExt R & o bl iz & 0 B U 72 SEDGRE AR 2 381 2 FEFF AV E (=R
(%NSC wgsns) ZIMZTAE, T7205, BEOMBETFR= [WEFRuwwn] —
[%NSMTT % 7213%NSWST] — [%NSC sammma] + [%NSC sammma] & 725,

41. T 87 VU U AAFEOIEFERAGE TR X OERFRAOHE TR, D E
ORI Z % CRElD ODfE (BEYERSLEERIE 217 5 56) ZHNSw 5w
BEMNHDHZ L, £72. T F 7YV T AOEOIEFRRETN, DN EFORRIE
A B 2 THRBIOFR L~ o AFEO ' — 7 i (HPLC, UPLC 23 YE R E 21T
IBA) AEINERLAREMNH L Z LICERE LR TNIER R, LER- T,
RhCE EZ W AE . FilBrlikix. > 7/ ~T7 /R v F4A ERdilkT 2 (B
Z 7% M2003) MTT AL~ (CAS k%5 : 57360-69-7) . F7-1%
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Dojindo Molecular Technologles TS D WST-8 kL~ (CAS Bk -
193149-76-7) Z T, 3RO OD,/ v — 7 HAEOMIEIEK A R ET 5 Z &
MWEETH S,

42. IICTCE R 2 VT AEYER S (OD) JIEIL. Av~F o AaRllEic Ly
BRI SN D TEHRBRL 2WEES (Thbb, T 7V UV U ARZEOEEE LB LD
S E7- i@?%?/* ZOWTHIIE L TV 72 W BRI 70RO OD 23 70 e EE BT O f
FERENICH D85E) &, T h 7Y UV U AaE L EEETT 2WEB L OGEICT
%ﬁéwﬁ%gmﬂﬁmﬁbfwéo%h?%%mw\&ﬁﬁ%@wwMWit
IZ%NSWST 3 L Y F 72 1Z%NSC rpma?)y 60%LL - (VRML, 3 K OWEBRWE 3 ik
RDOYE D VRM2) | 50%LL E (B E R EIER OSSO VRM2) | 7213 40%LL
L(mmmummmAMOm1MEw)f%éw%% @F%;OWTH nHo
BAED, D IN DT &I N VMeZsh & 2 X3 572912 VRM THW
%ﬂé\%iéﬂtﬁ/ﬁﬁ7ﬁfﬁélkﬂg\ﬁ%bfﬁ@ﬁbﬁ”ﬂﬁﬁ%
N (B ASEETEBRR) | -7 L, AR~ UoAEREIC L0 B S s TR
& (Thabb, BB ORMIED OD fEA I EFF OB H 5 HE)
L. BEAERSEE (OD) ZHET 5 Z ST TE ARV, AR~ 3 A FEOEAER Y
(OD) HIEZ MR T D, BEAOHERWE, FlldKkb LiFA Y T —nb
DI X > THER LT-HBRWE IZ SV TIE, HPLC,UPLC 43¢ eE % FV CRE
352 ENTED (FE I, MiE IV XOHEVER) . ToEBIE, HPLC
UPLC 2 27 A TlE. EBANCAL~F U AENEBRDENODEESN DT ThH
% (40) ., ZD7=, HPLC/ UPLC 73t EEEZ W 255613, RS Th 51k
il BEFR 72 <. NSC s F 721X NSC sgmma X A VB L 55 Z L3y, 7272
L. #BRMENT N7V U AR EEHERERILT S 2 E0NRbNLOGEITIE. B
39 BV SN FIEICHE > T) NSMTT £721E NSWST st &2 s Z &, 5
39 BRIFICEEH L=k 9 \%b?f)ﬁA@%’ﬂ#éE&iﬁ%@ﬂﬁ%%%#
L (BAE, EI3KICANTEGEIZENLGG) 26T H2HBEWEICONTH
N%ﬂTitiNWﬁTﬁ%%mwé Lo A=W o EZEORIEIZ HPLC,UPLC
IINEEE VDA, MERAEFRIL, FRFZESROR L~ o BaEZo e —7
HIFEL X3 2D W B IR 8 L 7= AR O R L~ P o AaF o v — 7 mEOE S
ELTHEMT S, 7 F 7V VU ABRIIK LEERITREZA T 2B E DA,
53 B DIEE DL TR Y . WAELF Ry ) HWNSMTT F 72 1X%NSWST %
ZLBIWTEOMMAFREZRD D, HEIC, 7 87V VU LAaFrEERCT 5
W, FE7 NIV I U AR EERECL, D OoBETHLAELLIWEIZEN
T, HELLTRIILHETIEH D HOD, MEZIHBNIZREEINTT N7 VY
U LMOFEERINGEITTT S0, BIRO ODE (BEHERCEREOEE) iy
“7ﬁmin£/H%C PIORERIEOSR) Mo NI OMBIEEED) AV D
AlZiE, RhCEETRHMECE W I S E LT iud/e 5 7au,

43. HPLC “UPLC 73t R IX, O w2 HEEHOWSRmE (., ., 7 b
FZN U AEEIETTOIWEBLIOET L2VWWE) OFRL~F o aEORIEIC
FMATE2 (12) (42) ., HPLC/UPLC W3 HEHDO VAT MIZETH H 72D
FHENENFNEL B LV AT LEELAZ N T A Z EIXRAETH 5, %0)71&)
HPLC “UPLC s e e Gt 2 T AR, KERMEIRNL RO LY FH ik D N
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VT —va VST R ERMIT AL U ADOBEICESE | BRI O <
T A= —REANTGEICHFREELT- L VDI a2 RT I EICL-> T, £
A3 A7 20807 b7V VD AAFEOERICEL WD I EEFEIEL 72
FEe S (42)  (44) , TNHDOFEERT XA —F L ZOIFFREEZHE IV IC
AT, A VIS THRE LR EEENT - Shuiud, £ @ HPLC,/UPLC 43 Y6t
FHOVAT LTHEETHY . KRR A RT7 A4 ASGEEH SN BREE T TR~
PUoARERETDHZENARETHD LA END,

FFE

44, BRI I B L Cid ], SRR HELICEA L2 RhCE Mk N~ (85 31 Bk
WHIR) EHV, A, ZTEY BB L ORBREHBEEOT X TOFIEE R 7-%
DR D 50'E % 3~ % ODEAS, FEMEXTFRPE CAOLPE L 7=/ kI BV THE B,
7% 2 OPERMS SNT-EERIEZ AN 722 & (5 2T BB IR) | [FERIC, BTkt iR
g, +72bb, BifgEAT L (VRM1IEBEIOVRM2) | =4 /—/L (LabCyte
CORNEA-MODEL24 EIT THBWE N KROYE) o £721E7 v U 1 (LabCyte
CORNEA-MODEL24 EIT THEBRME N EROEE) TR LISEBICE TS, fH
MRAAEROEEIEN Z N FIEMES IR & e L. VRML Tl E N ik £ 7=
IXER DSBS T 50%AH . VRM2 TIX 30%LL T (HEBRWE N RIEDOES) £7-1%
20%LL T (WM A ERDO4E) | LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT Tl 40%LL T
Th b PR, BRBRFTIEDOSRM T CTHRIENED & 5 9 E AR s
LRIV TS Z L (39)  (40) (41) , #EBRWME R L OSHRIE O R51
MR B T DEIMATFEFANTH D Z L (Thbb, 2 RINOMERE O LR
D7D 20% AT T D>, 3 RFNOKMM OIERERR 2 (SD) 25 18% % 2 72\ 2
L) . ABRE T DBRICERERT 5TV B REPERR, BPERI IR O W I NG
KEPNTH DA, UZFEMENCHOWTIE DRk AL, BEERTS 2
o BEBRE O RBIRFRRI B 1 2 EED RSN CTh L 5E. YikikriL TR
WkG ] ML, MEEBRMEICOWTIIHERRE ERT L2 L,

FARDBER & FHE 770

45, BRI E NSOV THEEGRYI OB 515 b v7z OD i, v — 7 s & H

W, e iRz 100% & U CIERAE L 7ok o 4 e (4R RR ST 0 - fE)
EREMT 5, BREEE, 723 EEORBEGIEICOET 2 L EORWIRERME (UN
GHS DX 534h) ZHRFET DT O DMMEFRO v A 7EERK 4R d, L7

ST, FROMRIZLUTOEY TH D,

o IRFELE KL OMRBELETEL OMBETT RO VMM, £ 4 Ot IR
DAy NATZEZ EAD (>) BE. YBRmE L. UNGHS IZRIT 535 &
OFERTDHED RS (Ko ET5, ZOHA. MoRBRIEICL 5B
IFRBR T & Ly,

o IRFEHI L OMRBELIEERL OMBREARO VMM, £ 4 O ST AEFR
DAy bATZEUTTHD (2) HA. ZOMBEMTIEITFHTLIZENTE R
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WV, ZO%EA . RhCEETIHABGIERE RN —ERA LI (5 14~16 B8 BR) |

UN GHS D[X45 173X 45 2 Il CE RN 2 b (G 18 ek ) | hooikBr
EEROCTELIZHRBRZITOMNERDH D, DL 92 RICEIEIZBWT [FHIAHE]
VI FERNESNTEA . SET AT DICITBIERS LI L 2 5 (FBEFHco
Wik 3) 2oz tl) |

£ 4 : UN GHS OBHIZE 3L FRHIET NV

ARERTE X535 FHIAREE
EpiOcular™ EIT PSR AT 2R 60%i EHHRARRAE TR 60%LL T
(R, BEEmE)
SkinEthic™ HCE EIT SRR AT 2R 60%i8 SEHIRARRAETER 60%LL T
(BB ENBREDHE)
SkinEthic™ HCE EIT SRR A 172 50%i8 SEHHRRAE TR 50%LL T
(HBRWE D EEDORE)
LabCyte CORNEA-MODEL 24 SEEIRERR AT R 40%018 SEHIRARR A TER 40% L T
EIT
&k, BEEmE)

46. RN THNIE, LIBRWEIC > & 2 25 oMk TR S 5 —
R THARIIT THD, 722l WEEPRIFMT—H LR, B/ £7iZ
FERR AR O SFEEIEDY 60 £5% (VRML, 36 KOV E 7134 E DN IR O5E D

VRM2) | 50+5% (#BREDREROYE O VRM2) | £7213 40 +5% (LabCyte

CORNEA-MODEL24 EIT) ¥ TH L7 L, MRADBEREKCH 25 51%, 2HHOR
BREATH 2 &, SHIIERYIO 2 EOREBRM CTHRERNS—E L) 728413 3FIE

DORBEITH Z & LRETT 5,

47. FYEMET, RANOERME £ 712138107 7 2T HOWTEEOIRBEME
IR 2 R 9 2 50, —EDBMERIS OFPHN T4 S b i OIR
ZFRHNCEHE T 2GS ICAEHTH L & BER BiLD,

T—FBIUOHRE
T—Z

48. BR 0 Tl n] = L ACKSRANOMBEN S E SN =T — & (WEBRE R L 0%
o ODfE /A~ H v aFRo Y — 7 HiE LOMBEFROHET —%, 25O,
IZ RNCE SEDRETHIZ2 E) 1E, MBS U CRIERBROT — 2 28, #BRimE
TR THETDHZ L, &6, FEBWE L L ORIR I &z, MkELF
BTOEHE L . 2 RO OEFERDE (RHID n=2 DEE) £7-1LSDE G&
FIDSn>3 DIGFE) 2@HETH2ZE, T IV VU ABEOEHEE LB IO/ £721X

© OECD, (2018)



201 492 OECD/OCDE

BRFHEN L TR~ BRONEITHERMEIZ L5 PSR b HEa1E.
WHRMBE Z L ICmETH L,

ARG
49. ABRIEEICIE, UTOlHREEDL 2L,
HBRYE

H 7
o IUPAC £721% CAS4 . CAS %$#% 5, SMILES £7-1% InChl =1 — I, it &
O/ R OO T 752 £ DAL R85 15

- WEAIRTE, HEREVE. pH. LogP. &, (LRI, T ofl, WBRO K
(B3 5 MBI E 22RO MR 2 T RE 2R #PH T

- MR, R%M T 55 A TEIEMICWRE T H AT DAL AR I 7R &
- RN LA RBRoORTLEL O, B L)
- RAFESE R KL OV ENE & AT REZRHEEPH T

ZE A E,. UNCB Y5 J RS

- RO OEFREGIE R (ERRSM) | MUE, EERMEK. 2o ICHEEOH
LB LFROVER (BB M) RS X - THREZRIR Y RS 5 2 &

- WERREE, Zooft, BB FEHEIZ BE T 2 MR LRI & RTRE e dH ©
- R R%N T %A TEIEMICWRE T H AT DAL BRI I R &
AT HEEE. AMBROFTLE OIE. B L)
RAFSRAT I J OV TEME % W RE 72 #EPH T

BT L CNEIEXT R B

- IUPAC /2L CAS 4, CAS Bk#E 77, SMILES 7213 InChl = — K| f#iExC
B IO/ LTI OMOTR 178 & OALAATHRBIE

- WERRGIREE. HEEME. SR TR T oM, RBRO FEICEIE S
WE LR 2 AT RE 70 i DH C

- MR, R%N T 55 A TEEMICWRE T HIUT I DAL AR I 7R &
- RN LA, ABRoORLEL O, B L)
- RS KL OV ENE & AT REZRHEPH T

- Pt L U CHIE NS SN TV OB L B o WE et e LT
FHT 5EE. £o4 M
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- PHMERTHR L U CHIE NS STV OB L B W E 2 e LT
FHT 5EE, Zo4 M

- RBREENE T L OFFARENEY) TH D T L 2 NGET D R s L O
PEXTHRT — 2 ~DF K

FRBLFLE I L ORBIHRIZE T S 5H

- WBRZEREE B L OB 04 RS K OMERT, RBREEE O KA B L OERT
JH /e RhCE Mt EY 16 & ORBFTEE (%57 55514, FERDE IR E T T)
B

- AW/ RhCE Mt EY (N FERSEZET)

- AR UBREROTEEICHWEERERBS IO R (Y RGE) | b
NTHIERESS (IDYEEESH 2 &) ORIEmEE

- R YURFEOERTIEOFH
- EZMTAEAIE. L7 HPLC UPLC &3 6t 0> 27 LA DOFHA

FERRIZFHVE RhCE MERHEE ICHOWT . FOMRE S & 152 2/ BAHT I,
Bl LTTFROLDEEDDHZ &,

i EFROREER (fHeH)

i, FREREMET CTOAEMFR BEMRE)
iii. U T EERE D R B A B

iv. AFARETHIIE, EhE

v. HEEMER I OTHEE

vi. AFARETHIUL., [ L7~ RhCE Mkt & D F Do 5E a3
(QC)

i/} L7z RhCE M EM D 77 —F ~DE Kk, il LTTRObDOEE
WH &, WEONYFTF—=2ZHAL QC T —F OFFRHEHE

RNCE % R IIZ BT B AT, AT 2 A pBRIC 1 0 SR
Fife D BRE DLAE STV 5 B OB
K L NHBR DRI
- ERT S R TR IS L ORI O T, 72 5 DN R
C RS £ ORI T LRI ORI TR TR )
- R ORI ORI S TR TIER D)
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ABFNE :

FERDEEE

V=7

W TZAABR FINE DA

W= HER Y E 6 KOS RE o JH &

MR, IREERIRIER LOREREE ST 050) ORHEIRE
AR TFIEZ 2 L2 haid, £ O

WBMENT b7V VU AAROEZEETAI THLHECHEAL THWDL5E
(WD AHROFERE

BHRE I L ORI (Bt fR, B2MEx . NSMTT & 7213 NSWST,
NSC rsmads & N NSC s (IS U Tl ) 1ZxF L THWERFIEK

BWRIE B LOEREWEICHONT, T— X 2ilrFEhn GE4d 558
IHERBREZEGT) ZERBIORINT L ICEH LIZEK, ODEEITA L~
VEFROY— 7 i, BREFE, FMEEAE, RAIBOZEE X SD,
BT E S T,

WEWENT 87V U AAROBEHEERTCAI THOLILARHEBTHLLAIC
AW A KB OFER, ODEE - ITAL~F o aFEDE— 7 b, WNSMTT F
T2 IX%NSWST, %NSC s YNSC g, RIIME DA FE 721X SD, Hfk
AN AHIE SRR AR TR Tl 2 & T,

KR L OB OFFAILAEDOYIEICBIE L THEBRME R L O R E 2 v
TH LI RER

A EOPERWEIC X DR DO A2 £ RO b2 DD B O
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ﬁ;ﬁg;*ﬁ EpiOcular™ EIT (VRM 1) SkinEthic™ HCE EIT (VRM 2) LabCyte CORNEA-MODEL?24 EIT
REREEE HEZES FEZN QLN FEZN QLN FGEEN
MTT OEHETT | 50 uL (2 1 mg/mLMTT A& | 50 mg 12 1 mg/mLMTT ¥ | 30 uL {Z 1 mg/mLMTT | 30 mg (2 1 mg/mLMTT ¥&#Z | 50 uL (& WST-8 531> | 10 mg {Z WST-8 55>
FEOERIMER ZimLMz, 37£2°C, 5 |{&®#% 1lmLinx, 37 YRR % 300 pL Nz, % 300 uL Nz, 37+2°C, | #AHR{E 300 pL %0 7RG 300 pL &0
+1%CO0,, FHXHEIE 95%LL | 2°C, 5+ 1%CO,, FHxHE | 37 £2°C, 5+1%C0,, |5+ 1%CO,, FHxHBME 95% | %, 37+2°C, 5% Z., 37+2°C, 5%
12T 180 £ 1545 £ 95%LA 12T 180 £15 | FHXHEAE 95%LL B2 T | BAERIZT 180 £ 1543 1%CO,, FHXHEMEE 95% | 1%CO,. AR 95%
SN E A,/ RKEICED | 4 180 + 15 43[#] SRR E A I E D | PLEICT 240 £20 450 | BLEIZT 240 + 20 43[#]
ST A, BRERMIRD | STWRPE G,/ RAICE | SEWRB GG/ BB | olchd. KIES TR m{m) HEIEDbo T m{m) HEIEDbo T
AT A T D Dolih . BRZERH | Bboch, KBS | MHEROBEE R BART S S RENN «ﬁ#ﬁﬁ%ﬂﬁm B, «%Fﬁﬁ%ﬂﬁm
(PEtExRE LT, E L | #kodEExREIT 5 7 SRR O3 Akt (B2MExtfR e LT, RE L | #A 5 RE T 55k IR A 3R
TeiA ALK S0 uL 2 MTT | (BEPExtfRE LT, JE | RERIT 5 T=WiA A7k 30 uL %
WISz =6 0% An L72fiiA A7k 50 L & (F Pt E LT, B | MTTIRIRICIZ 720 0%
%) MTT Iz 72 % D B LT2iA A7k 30 JANS)
W 5) pL & MTT RIS 2
2boEHND)
BTALER Ca® /Mg*#E& 4 DPBS 20 | Ca?*,/Mg*3E& 4 DPBS | - - - -
pL THEE T, 37+£2°C, 5+ [ 20uL T
1%CO,. FHXHBLEE 95%\2 T | ML, 37+2°C, 5+
30+ 2 43fi, 1%CO,, FHXHEEE 95%I2
T 30+ 2 45[H,
BRAER XU 10 L Ca*,/Mg* k5 | 30 uL Ca* /Mg* & H 50 uL (167 pL/cm?) 10mg (33 mg/cm?)
JiipaRis , A DPBS DPBS
59 mg (833 mg/cm ) N +30+2 “L (60 +30+2 mg (60 mg/cmz)
50 uL (833 H.L/sz) $XE?§;7L®%%%%PHI/\5 uL/sz)
Z L (SU 1R THILT
kU o A 50 mg 57z MRS 255, TA
), oy Ay ya ki
RERRBS IO Reirp ¢ 37£20C, 5+ REMFC37£20C, 5+ | B T37+2C, 5+ B¢ 37 £2°C, 5+ e © R G 37£20C, 5+
BE 1%CO,, 1%CO,, 1%CO,. 1%CO,, HIRICT 1%CO,,

FHHTEE 95% LA Bz T
3057 (£243)

FARHEE 95%LL 112 C
6 Il (+0.25 i)

*Eiﬂir“ 950%4 112 T
5y (£247)

FHXHEE 95%LL 12T
4R (0.1 B5[H)

1% (£58)

FRXHEE 95%LL 12T
24 PR (1 FERT)
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253)

(£24)

5%CO;
FAXHEE 95%12 T 30

2y (E29)

2743)

FiR Co%nE Ca*,/Mg*JEE 7 DPBS Ca**,/Mg*JE& A DPBS | Ca®* /Mo*3IEEH Ca?* /Mg* &4 DPBS 25 | Ca® /Mg IE& A Ca?* /Mg* &
100 mL < 3[A] 100 mL T 3[H] DPBS 20 mL mL DPBS T 10 [FLL E3iE9™ | DPBS C 10 [H1LL L3
j—-
IREXRER B CERIEICT 124y (& | B TERIRICT 254y | KT 37°C, P CEEICT304y (= | - -

EpiOcular™ EIT (VRM 1)

SkinEthic™ HCE EIT (VRM 2)

LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT

RS QLN FEZN ik FEZN QLN [ESREN

IRERILE ReirpC37£20C, 5+ B¢ 37£2°C, 5+ L Reirp©37£20C, 5+ REirpC37£20C, 5+ L

1%CO,, FAXHEEE 95%LL | 1%CO,, FH%EE 95%LL 1%CO,. FAXHEEE 95%LL [ | 1%CO, FHRHTE 95%LL

k2T 1204 (£1543) 2T 18 IFf (£ 0.25 IF 12T 18 HFfA] (£ 0.5 WR§fH]) T T 24 R (1

M) )]

[EXi T H,O : 50 pL H,0 : 50 L Ca? /M@ EaH Ca?*/Mg*»FE4 74 DPBS : | Ca® /Mg*3&H AL

7 e R [ R DPBS : 30 +2 pL 30+2puL DPBS : 50 uL, [RIFRFaRER | [AIRERER

[ IR [RIFRRER

Rttt IR FEfE A TV 2 50 uL iR A T/ ¢ 50 uL FEfg A F /L 0 30 £2 UL Fifg A F/L 0 30 £2 UL T4 J—/L:50uL, [Al Z v U W10 mg

[RIFRRER [ B [P BR [RIFRRER i ak R [ KF R BR
TR UTA | BE 1mg/mL % 300 uL | #2EE 1 mg/mL % 300 uL 1 mg/mL % 300 uL P 1 mg/mL % 300 uL WST-8 A8k (10 fisf7 | WST-8 &Rk (10 %
WK FRCCK-8) % 300 pL 7 CCK-8) % 300

uL
FRIFVUDL | 37£2°C, 5+1%CO,, #H | 37 +2°C, 5+1%CO,, #H | 37£2°C, 5+1%CO,, i | 37£2°C, 5+ 1%CO,, #H 37+2°C, 5+1%CO,, H | 37+£2°C, 5+
¥ DORIGER | SR 95%LL 12T 180 | KHEBEE 95%LL B2 T 180 | b 95%LA 12T 180 | ki@ 95%LL 12T 180 KPR 95%LL 12T 240 | 1%CO,. FHXHE A
LRERE 5y (£15%4%) 2 (£154)) 2 (£154%) 5y (£154%) 4y (£15%4%) 95%L)_E1Z T 240 4y
(£154%%)
Eilifana i AV Fa)—=n2mL | Ay Fas—r2mL | AT —=15mL | A4 YT —r15mL | RE AL
gz L, A9 (Mifkzzm L, 19 A V=t ERB X (A P — FDJEF NS
— O FEB L OUEED | — OEE A HHhH) OVEER D B hH) )
i)
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L LV
B

FIRTHEE S5 (59120
rpm) L7eh3 5 2~3 I
ffl, ¥71%4~10°C T—
7}

FIRTHIRE 5 (K120
rpm) L7eA & 2~3 IF
[, F72i¥ 4~10°C T—
73

HRTIRE 5 LAnS
(F9 120 rpm) 4 BERY, F

7213 4~10°C T 7a< &

b (REH7L)

FRTREE S Laenb
(#1120 rpm) A 72< &%
2 [R§fH]

R

R

OD fE D H|

E

570 nm (550~590 nm)

V757 LV AT 4 )LH—
ENCE

570 nm (550~590 nm)

V77 VAT 4 )VH—
At

570 nm (540~600 nm)

V77 VAT 4)VH—
A

570 nm (540~600 nm)

V757 LV AT 4 )LH—
ENCE

V757 LV AT 4)LH—
Zfd - C 450 nm

(650 nm)

V77 VLV AT 4V
X — % > C 450 nm

(650 nm)

Mo HEEE

0.3% (v/v) Triton X-100
100 pL T
12. 245 <ETsp<37.5%%

0.3% (v/v) Triton X-100
100 pL THLEE

12. 24y <ETsp<37.5%%

SDS (50 uL) T 30 47[#]
AL PR
1.0 mg/mL <ICs < 3.5
mg/mL

H

1.0 mg/mL <IC5, < 3.2
mg/mL

SDS (50 uL) T 30 4yfHIAL

SDS (25 uL) T 60 431
s

1.0 mg/mL <ICs5, <4.0
mg/mL

SDS (25 L) < 60
Sy AL ER

1.0 mg/mL <1Cso < 4.0
mg/mL

I HEE (%] T
FKLIEHD) 2350%
RKitgTHDHZ &

3. 2 RAIMDEFFED
FEIE 20% KT TH B

THEE (%] TF
L7z b dD) A3 50%A
Wi ChHhdHI &

3. 2RI OEFHED
F21 20% K5 TH D

&

3. 2 RFIMDEFRDE

&

D) M I%NLLTFTH D
&

13 20%KTHCTH D Z L

3. 2 RINH D EFRDFEL

D) N 20%LUTFTHD
ze

20%KTMTH D &

3. 3 RHIE DOFEAE(R 7=
(SD) 7% 18% %R %
AN

HRETEOERER EpiOcular™ EIT SkinEthic™ HCE EIT LabCyte CORNEA-MODEL 24 EIT
(VRM 1) (VRM 2)
REGEHEE HEZES ESEEN HEZES ESEE HEZES [ {4
TR 1 et I CAE L7z | L Rt B CAEE L. | 1 Rt B L2 | 1 At CREE LR | 1 At BT LR | 1 FarEst IR Cas L2
RO OD fEH FFN D) OD A 3| -4 OD 28 1.0 B> F-¥) OD AN 1.0 #8 31| -4 OD 75 0.5 FRFND-H) OD A
0.8 25 KM TH D 0825 KW TH D B25UTFTTHDHZ & 25 FChdr & E13UTTHD Z 05LLE13LLFTH
Z & e 2. BT RIS 30 Jy R 2. BRI R 4 BER IR ER & 5Tk
2. BMERTERIZ 30 3 | 2. BBt HRIC 6 IR & LT RN DB LT L= RANOFHELFSR | 2. BtEct BB CAFR L7-3% | 2. BitExt R CLsf L7
W% L 72 R 51D B LT RO £ (pRrExtiiIcxrd 5 (FaPEXRT AR 5 ) B DA A2 40% BRI DI EAFRN
AAEE (BRI 7R (et IRt BE [%] TERLEZD & %] TERLED UFTHsb & A% T THDHZ L

3. 3RS DI R £

(SD) 7% 18% % 4
AN
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VRM1 ® SOP [ZESW= MTT 2 BB T IMWEB L/ £ 6aRTEH 24 C5MWEDHR
BB EOE D HFWFEOFRESHZET 23X

BT WO I ATHERS
EEBRME 50 uL 7213 50 BRI 50 uL F 7213 50
mg %7K 1mL IZ¥EfE L, mgEA YT a2
FRMERE RS T C LIRFRY mLZHEAR L, ST 2~3
BT %, IRFH S D

I |
v

MTTEESR LR D B AIREE 570 +20nm /=577 % OD fé7
0.08 & [/]-> TV 372

PR T 50 pL F 7=
mg % 1 mg/mL MTT ¥ 1
i g ‘—‘

T 3WFRlIE S 2.

WY EDEF T XS
728, MTT EEETTHES
FATEE TS = & A

Y
Y
BEHILTE I
549

WEBREL 50 uL 7213 50 —

mg % 1 mg/mL MTT ¥ 1 h:’é‘ggﬁ%ﬁfg
mLIZIEAR L, BRTER IR S
1T C 3RFRHE T 5.

HRITHE S BlI
2 557

Y ¥
ND Yes Yes [
LUFD 2 DD D
DT R ER TS

¥ ! I} v ¥

OD it il E % 7= 1% OD fEifllE £ /=1 ,
HPLC/UPLC % HPLC/UPLC 57 HPLC /UPLC % OD {4 OD i 44T Nir e
I A ) HIE 2R .
BN = L A AR A X & LT BRI = & BT A KR E LT
REROLTREFFIATH, 7L, RO TREFT, 7701,
ST MTT b 0 IS kgl 2 FEAEFFZIE MTT b v |
5 (= %NSC «imsie) 5 (= %NSC s
4 * Ebic
e A TR LGB 2 TR A SERALAR A SR L L TR o2 TR A
Fht (= %NSMTT) (1 [E THEHERD FEfii (= %NSMTT) (1[0 THIAGHER D
HHIE 23 ATRE) HIIE DS 7 HE)
* S5iT
FERMEE TR L L CRBio 2 TR 2 %
Wit %, 7272 L. KT IE MTT Oft
DY IHHE VD (= %NSC wipmma)
(1 [ CHEHGRBR OIS THE)
¢ y
RMYAETFR = HBRWBEORE B LEAER =
% =
EhR —— :ﬁﬁf@; ST Y%K - %NSC s IR ORMEIAAR EhR
9%NSMTT + %6NSC sesmssiass %6NSC s
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e 1V

VRM2 @ SOP [ZESW= MTT 2 BB T 2MWEB L/ £ 6aRTEHE24E L5 MWE DR
BB EOE D HFWFEOFRESHZET 23X

MTT BEERTRE D RIFERR

BRTHOENRERD

BT 10 L £ 7213

10 mg % 7K 90 pL (2 ¥R fiE

L. =T 30 Syl
5,

I

BEIRNITHTEIZ 0D
792

HEBRYET 30 uL £ 7213 30

300 pL ZHHE L, ARYERS
ZMETF T 3REMEET 5.

HED?

WP D E DT
728, MTT JEHEETCRE
FRIREE TS = & A

]

A
BEIITFTE,HEEIZ 2
e
BRI 30 uL £721230 | MTT EiBnhke
mg % 1 mg/mL MTT i DERTHERS
300 pL 2R L, IR
ST C 3RS 5,
RO Kl
h 4 v 12708272
] [l :
LD 2 SDERIED| 4
DT EEANTS
4 v v
OD il iE & 7213 OD fE I iE % 721% w.
HPLC/UPLC 7% | [HPLC/UPLC 4 HP;E%E;L{;;’;* OD fifilst 2 1 OD e % H ) 'ﬁ;%r;;;’g
SR A A B 1 % A - -
\ZAEAFARRR A R IR & LT R SN = & A LR A TR S LT
RERRHIAT O, 2720, PR D2 TR A FIRFICAT 5, 72720,
FRARME 1T MTT O 0 (25 2 FHEARIEICIE MTT O v Ik %
W5 (= %NSC s gagas) W2 (= %NSC ypmms)
A 4 * EHIT
BEPRL, 2 xR & U CRRBR O 42 TR FEWRLA A R & L TR 2 L%
Z i (= %NSMTT) (1 | CH%k Fhi (= %NSMTT) (LB CHEEGIHR
SRER O IE 73 T fE) DHFFIEDTTHE)
4 5|
SEWEAAR A SR & UGB O TR
EENT D, 7272 L, HEEERC I
MTT O v itz A 5
(= %NSC o) (1 [FITHEEGAUR
DRI TTHE)
Y A 4 y A
*HBRE BALYLETER = BN E17E = BB E ORMEY DAoL = HERE
BB E DA EYLEFEE - A7 — %ONSC sy - YONSMTT BRI B ORREW R —
%NSMTT + 9%NSC simpmm 9%NSC smum
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B V

LABCYTE CORNEA-MODEL24 EIT @ SOP IZESW\WE= WST 2 EEETTAMWERB IO %

WSTHEHHERTGAEO HFATHERR

SR 50 uL F721% 10 mg

% WST-8 #if¢ 300 pL (2 #iR

L., (SRR R T T 4
HiET 5,

v

BRTHOBEINHR

IR 50 pL £ 7213 10
mg %7K 300 pL (2R L,
i T 15 MRS 5,

v

| AT 170579

TIdERTHE2ALE L 5WEOHAR XL O Y T FiEOHREHIET 5

r

JREIAEEEIZ B35

No

r

HRIE O CIRT X D1
¥, WST-8 FHRThEL T
iR Y% 2 & BVRATHED?

Y

Yes

LUF D2 DOZPRIED <

L. SRSl T C 4 REH
5,

OG5

WD EEAT S

y Y

v

At X

BRI 50 uL %7213 10 mg WST SRR
% WST-8 % 300 pL |2 % DFHTHER

v

OD Il flE £ 7= 1% OD il E 7214
HPLC,UPLC /33t HPLC“UPLC %33t HPLC,7UPLC 533t OD fill7E % OD filiE % 1 R HPLCUPLC 53t
I % (R I % (R eI o % ()
v v

PRI = &\ AR A R & L R FENE & AR A R e L
THRBROETREFRIIIT S, 7272 TRBROETRAFRRHIITS, 7K

L. HEEHEHCIZ WST-8 Dftb v iC L. HEIHCIZ WST-8 Db v i

itz AV 5 (= %NSC smmsms) A 0% (= %NSC spmruiie)

r v
FEBRAMLAR A X & L CRBrO 2 TR A % AR A X L L TR TR £
B (= %NSWST) (1 [3] TR O 4 i (= %NSWST) (118l CHIEGRER D4
EAVAEE) EASATHE
v

SEBALAR A ST & L TR O £ TR

EEMT D, 27U, HEERECIT

WST-8 Db v (25 iz v 5

(= %NSC sgmmam) (1 B CHIEGRBR

DG ASIrge)
v v v L 4
0, = 0 -
ARREE B GEA - S T g BRAER = AT
HBRMYE DA Yo EAFE - LT KMEYEFR - 9NSC samen
%NSWST *+ YNSC mmiain
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HHE VI

RhCE #iftEEw > bR SNz MTT &~ U 2HIET 572D HPLC /UPLC 436t E R
VAT LDOBERHETE D EENRT A — B I OHEEYE

FDA D¥ES$HIE S #E (43) (45)

B AV Tan =) EFEEET T 07 CRIABEOAETE i eszre)S HFE Logt D
RhCE #fkts s o1 v 7 a R ) — Vi) | BER 20%LL T
Mk~ 7 > 7 (RALELOFERR RhCE RIS DA
TaR )= iiEY) BIO®RE (AFLTA—77
L) o4
BE AV TasR—/ (n=5) FHWIREEER (F72b  CVR15%LL T, /20X
H, MTT AL~ 1.6 pg/mL, 16 pg/mL 3L TN160  LLOQ IZH\ T 20%LL F
pug/mL 235N C)

RS WL 15%LL T, £/
A YT as) = (n=5) & M7 REEES I LLOQ 12351 T 20%L4
T
<Yy AR G o _ e ~ b U w7 AR 85%
HAFRE 7 Z 7 (n=5) &AW EEEH - 115%LLF
XIS Ulo@r ol sE A kI Y T r s — syl e s oo ®
20%LL F
BEME (BR) FNEIVMNL LTERER IR (TN — L& R
L Uiz MTT RV~ Uil A ULOQ. 37205 200 BiEt 15%LL F. 7=
pg/mL D 5 HifE LT 6 [[] 3 %A L CIERR) 1% LLOQ 28\ T 20%
AV TR — (n=5) &M RS LI
mEME (BM)  LAH: RERLABLOS Y7/ —L (n=g)  FEET :RIE 15%LL
%ﬁﬁb\fc%&*%fi T2 CV 25 15%LL T
2HH  BERIABLOS Y Fr8 ) —L (n=3)
% RN TR A B
3HA : RERIABLOAS Y Fr8—L (n=3)
% TR RS B
RhCE #E#&fh 4 T 15%L0 T

AR T 7 7 (n=3) ZHAWIHEEREIZEY

TOMTT AL~ B 5k ORI L C 24 BRI o AT

v DEMEEME
RhCE #ifkH 4+ LR 15%LL
TOMTT ALY EFEHGETT 7 (n=3) ZHWERBESHICLY .,
YORMEESE (W SR H 35 1 O-20°C 12 THH BRAFZ ST

EIZHTO)

LLLOQ : F& PR, MRAEFE 1~2%03 %5 & 725 0.8 ng/mL & BEE,
2ULOQ : E& ER, REEREO A Y T asX ) — it o MTT R~ 3 o O T i
(VRM THJ 70 pg/mL) D72 < &4 25 TH 5 200 pg/mL & BEE,
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	眼刺激性または重度の眼損傷性として分類および表示する必要のない化学品を同定するための再構築ヒト角膜様上皮モデル法（RhCE法）
	はじめに
	1. 重度の眼損傷性とは、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）」の定義によれば、被験物質を前眼部表面に適用した後に、21日以内に完全には回復しない眼組織の損傷、または重度の物理的視力低下を生じることである（1）。また、UN GHSによれば、眼刺激性とは、被験物質を前眼部表面に適用した後に、眼に変化を生じることであり、適用後21日以内に完全に回復するもののことである。UN GHSの分類では、重度の眼損傷を誘発する被験物質は区分1、眼刺激を誘発する被験物質は区分2...
	2. 通常、重度の眼損傷性／眼刺激性の評価には、実験動物が使用されてきた（OECD試験ガイドライン［TG］405、1981年採択、1987年、2002年、2012年および2017年改訂）（2）。最も適切な試験方法の選択および本試験ガイドラインの使用にあたっては、重度の眼損傷性および眼刺激性についての「試験および評価に関する統合的アプローチ（IATA）」のOECDガイダンス文書を参照のこと（3）。
	3. この試験ガイドラインでは、UN GHSによる眼刺激性または重度の眼損傷性として分類および表示する必要のない化学品（化学物質および混合物）の同定が可能なin vitro法を取り上げる。本試験法では、ヒト角膜上皮の組織学的、形態学的、生化学的および生理学的特性を忠実に再現した再構築ヒト角膜様上皮（reconstructed human cornea-like epithelium：RhCE）を利用する。その他にも、ヒトの健康に関連した評価項目である重度の眼損傷性、または分類されない化学品に対応す...
	4. 本試験ガイドラインには、市販のRhCEモデルを利用したバリデーション済みの試験法が3種含まれている。眼刺激性／重度の眼損傷性の評価に関するバリデーション試験は、EpiOcular™ Eye Irritation Test（EIT）、SkinEthic™ Human Corneal Epithelium（HCE）EITおよびLabCyte CORNEA-MODEL24 EITを用いて実施された（8）（9）（10）（11）（12）（13）（14）（15）（16）。いずれの試験法も市販のRhCE組...
	5. 現時点では、予測可能な将来において、さまざまなクラスの化学品の重度の眼損傷性／眼刺激性を全面的に予測するために、in vivo Draize眼試験に完全に置き換えられるような単一のin vitro試験法はないというのが一般的な見解である（2）（16）。ただし、ボトムアップ方式またはトップダウン方式などの（階層的）試験戦略の中で、いくつかの代替試験法を計画的に組み合わせることによって、Draize眼試験を完全に代替できる可能性はある（17）。トップダウン方式は、既存の情報に基づき、重度の眼損傷...
	6. この試験ガイドラインの目的は、テトラゾリウム染色（tetrazolium dye：TD、VRM1およびVRM2では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、CAS登録番号：298-93-1］、またはLabCyte CORNEA-MODEL24 EITではWST-8［2-(2-メトキシ-4-ニトロフェニル)-3-(4-ニトロフェニル)-5-(2,4-ジスルホフェニル)-2H-テトラゾリウム, モノナト...
	7. ガイダンス文書No. 34の原則に従って（21）、EpiOcular™ EIT、SkinEthic™ HCE EITおよびLabCyte CORNEA-MODEL24 EITに類似した、RhCEを用いたin vitro系の新規試験法または改変試験法のバリデーションを促進し、本試験ガイドラインを適時に改訂して追加できるような「性能基準」（20）がある。「データの相互受入れ（MAD）」は、「性能基準」に則ってバリデーションを実施した試験方法が、OECDの審査を経て本試験ガイドラインに収載されてい...
	8. 定義を補遺Iに示す。

	最初に考慮すべき事項および限界
	9. 本試験ガイドラインは、初代ヒト表皮角化細胞（すなわち、EpiOcular™ OCL-200）、不死化ヒト角膜上皮細胞（すなわち、SkinEthic™ HCE/S）、初代ヒト角膜上皮細胞（すなわち、LabCyte CORNEA-MODEL24）のいずれかを用いて作製された市販の三次元RhCE組織構造物を基にしている。EpiOcular™ OCL-200、SkinEthic™ HCE/SおよびLabCyte CORNEA-MODEL24のRhCE組織構造物は、in vivoの角膜上皮の三次元構造...
	10. 本試験ガイドラインの基礎を成すバリデーション試験では、多様な化学種、化学的分類、分子量、LogP、化学構造などを網羅した広範な化学品が対象となった。EpiOcular™ EITのバリデーションデータベースには合計113の化学品が含まれており、OECDのQSARツールボックスによる解析によれば（9）、95の相異なる有機官能基が網羅されている。これらの化学品の多くは単一成分物質であったが、多成分物質もいくつか（ホモポリマー3物質、共重合体5物質および擬似ポリマー10物質）バリデーション試験の対...
	11. 本試験ガイドラインの適用対象は、物質および混合物、ならびに固体、液体、半固体および蝋状物質である。液体には水溶性液体と非水溶性液体がある。また、固体には水溶性固体と非水溶性固体がある。固体は、可能な限り粉砕して、微細粉末にしてから使用する。それ以外、検体の前処理は必要ない。気体およびエアロゾルについてはバリデーション試験で検討された例はない。RhCEの技術を用いた試験の実施も考えられるものの、現行の試験ガイドラインでは気体およびエアロゾルを用いる試験は認められていない。
	12. ホルマザン色素（formazan dye：FD）と同じ波長域の光を吸収する被験物質（自然吸収、または処理後）および生体染色色素テトラゾリウムの直接還元能（FDにする）を有する被験物質は、組織生存率の測定を妨害する可能性があるため、補正用の適合対照を用いる必要がある。必要とされる適合対照の種類は、被験物質による妨害の種類および各FDの定量に用いる手順によって異なる（第37段落～第43段落参照）。
	13. バリデーション前の試験（25）（26）（27）およびバリデーション試験（9）（11）（12）（15）で得られた結果から、EpiOcular™ EIT、SkinEthic™ HCE EITおよびLabCyte CORNEA-MODEL24 EITを用いた試験の実施経験がないと考えられる試験施設への移譲が可能であること、また、施設内および施設間で再現性が認められることが実証された。これらの試験によると、EpiOcular™ EITについて113化学品のデータから予想される予測一致率の再現性は、...
	14. EpiOcular™ EITは、UN GHSの分類体系によるところの（1）、眼刺激性または重度の眼損傷性に分類する必要のない化学品の同定に使用することができる。バリデーション試験で得られたデータを検討した場合（9）、in vivoウサギ眼試験の参照データ（OECDのTG 405）（2）（16）をUN GHSの分類体系（1）に従って分類した場合と比較すると、EpiOcular™ EITの総合的な精確さは80%（112品中）、感度は96%（57品中）、偽陰性率は4%（57品中）、特異度は63%...
	15. SkinEthic™ HCE EITは、UN GHSの分類体系によるところの（1）、眼刺激性または重度の眼損傷性に分類する必要のない化学品の同定に使用することができる。バリデーション試験で得られたデータを検討した場合（11）（12）、in vivoウサギ眼試験の参照データ（OECDのTG 405）（2）（16）をUN GHSの分類体系（1）に従って分類した場合と比較すると、SkinEthic™ HCE EITの総合的な精確さは84%（200品中）、感度は95%（97品中）、偽陰性率は5%（...
	16. LabCyte CORNEA-MODEL EITは、UN GHSの分類体系によるところの（1）、眼刺激性または重度の眼損傷性に分類する必要のない化学品の同定に使用することができる。追走的バリデーション試験で得られたデータを検討したところ（15）、LabCyte CORNEA-MODEL EITは、本試験ガイドラインの「性能基準」が求める再現性および再現能力の基準に適合している（20）。さらに、この組織構築物の開発者により、139の化学品からなるデータベースを用いた試験も行われている（データ...
	17. 以上のRhCE法について、物質または混合物のいずれかについて得られた偽陰性率は、in vivo Draize眼試験の試験内変動である12%の範囲内に収まっている（29）。組織生存率が確立されているカットオフ値以下であった被験物質はすべて、重度の眼損傷性および眼刺激性についての「試験および評価に関する統合的アプローチ」のOECDガイダンス文書に従って（3）、規制要件に応じて、他のin vitro試験法、または最終選択肢としてウサギを用いて追加試験を行う必要があることから（第45段落参照）、物...
	18. 本試験ガイドラインの限界は、UN GHSの定義（1）による眼刺激性／眼に対する可逆的影響（区分2）と重度の眼損傷性／眼に対する不可逆的影響（区分1）、および眼刺激性物質（任意区分2A）と軽度の眼刺激性物質（任意区分2B）との識別ができないことである。このため、他のin vitro試験のガイドラインによる追加試験の実施が必要となる（3）。
	19. 本試験ガイドラインにおける「被験物質」という用語は、試験の対象となる物質のことであり0F 、物質および／または混合物の試験に対するRhCE法の適用可能性とは無関係である。

	試験の概要
	20. 被験物質を最低2個の三次元RhCE組織構造物に局所的に適用し、曝露および処理後の培養期間を経た後、組織生存率を測定する。RhCE組織は、初代ヒト表皮角化細胞、不死化ヒト角膜上皮細胞、または初代培養ヒト角膜上皮細胞から再構築され、ヒト角膜と形態学的に類似した高分化重層扁平上皮を形成するまで数日間培養されている。EpiOcular™およびLabCyte CORNEA-MODEL24のRhCE組織構造物は、少なくとも3つの生存細胞層と非角化表面で構成され、in vivo構造と類似した角膜様構造を...
	21. in vivoでは主に角膜混濁、虹彩炎、結膜発赤および／または結膜水腫として現れる化学物質誘発性の重度の眼損傷／眼刺激は、化学品の角膜および／または結膜透過、ならびに細胞損傷の発生から始まる一連の事象の結果である。細胞損傷は、細胞膜溶解（界面活性剤、有機溶媒などによる）、高分子（特にタンパク質）の凝固（界面活性剤、有機溶媒、アルカリおよび酸などによる）、脂肪の鹸化（アルカリなどによる）、アルキル化、その他高分子との共有結合性相互作用（漂白剤、過酸化物およびアルキル化剤などによる）など複数の...
	22. RhCEの組織生存率は、組織の生存細胞によるテトラゾリウム色素（VRM1およびVRM2ではMTT、LabCyte CORNEA-MODEL24 EITではWST-8）から有色のホルマザン色素（青色のMTTホルマザン、または黄色のWST-8ホルマザン）への酵素変換を基にした古典的手法によって測定される。青色のMTTホルマザン色素の定量は組織から抽出した後に行うが（18）、黄色のWST-8ホルマザンは水溶性であるために抽出する必要がなく、WST-8法の実施中に組織の培養を行うWST-8溶液から...

	習熟度の立証
	23. 試験施設は、規制目的でRhCE法を日常的に使用する前に、表1に示す15種の習熟度確認物質について正確に予測することにより、技術的習熟度を立証しなければならない。これらの習熟度確認物質は、VRM1およびVRM2のバリデーション試験で使用した化学物質から選択されている（9）（11）（12）。選択にあたっては、（i）さまざまな物理的状態を網羅している物質、（ii）in vivoウサギ眼試験（OECDのTG 405）（2）の標準試験（16）から得られた信頼性の高い結果およびUN GHSの分類体系（...
	24. RhCE組織構造物の製造者によって指定されている通り、受け取った組織のバリア性について習熟度検証試験の一環として使用者が検証するよう勧告する（第26段落、第28段落および第31段落参照）。これは、組織の輸送が長時間や長距離に及んだ場合に特に重要である。試験方法が確立され、かつ試験方法の使用における習熟度の取得と証明がなされた場合には、このような検証を日常的に行う必要はない。ただし、試験法を日常的に使用する際には、バリア性の評価を定期的に続けることが推奨される。

	101.9±6.6
	102.7±13.4
	試験の手順
	25. 本試験ガイドラインが現在対象としている試験方法は、科学的に妥当なEpiOcular™ EIT、SkinEthic™ HCE EITおよびLabCyte CORNEA-MODEL24 EITであり（10）（13）（14）、最初の二法は「バリデーション済み標準試験法」（それぞれVRM1、VRM2）として参照される。RhCE法の標準操作手順書（SOP）を利用できるので、施設でRhCE法を導入し使用する際にこれを用いる（39）（40）（41）。RhCE法の主な構成要素と手順を本段落以降および補遺I...

	RhCE法の構成要素
	全般的な条件
	26. 角膜様上皮組織の三次元再構築には、適切なヒト由来細胞を用いること。角化していない細胞により段階的に層状化されていること。RhCE組織構造物は、栄養分が細胞に届くよう多孔性の合成膜を間に挟んで作製されている。再構築角膜様上皮には、生存非角化上皮細胞が多層含まれていなければならない。RhCE組織構造物は、in vivoで想定される角膜上皮の曝露と同様に被験物質が直接局所曝露されるように、上皮表面が直接大気に触れていること。RhCE組織構造物は、Triton X-100やドデシル硫酸ナトリウム（...

	機能的な条件
	生存率
	27. 組織生存率の定量化に用いる試験法は、テトラゾリウム染色（VRM1およびVRM2ではMTT、LabCyte CORNEA-MODEL24 EITではWST-8）法である（18）（20）。RhCE組織構造物の生存細胞が生体染色色素MTTを還元して青色のMTTホルマザン沈殿物を生成し、これをイソプロパノール（またはこれに類する溶媒）を用いて組織から抽出する。または、RhCE組織構造物の生存細胞により、生体染色色素WST-8が黄色の水溶性ホルマザンに還元される。抽出されたホルマザン色素は、標準吸光...
	28. RhCE組織構造物は、例えばET50 （Triton X-100）またはIC50（SDS）により推定されるように（表3）、細胞毒性の指標となる物質の急速な透過に耐える十分な厚さと堅牢性を有するべきである。用いるRhCE組織構造物の各バッチのバリア機能は、最終使用者へ当該製品が供給された時点で、当該RhCE組織構造物の開発者／販売者によって実証されていなければならない（第31段落参照）。
	29. RhCE組織構造物のヒト角膜様上皮構造（少なくとも3層の生存上皮細胞および非角化表面を含む）を証明するため、組織学的検査を行うこと。当該3種のRhCE法については、開発者／供給者よって適切な形態が確立されていることから、RhCE法の利用者が用いる組織バッチごとに再度実証する必要はない。
	30. 試験法の陽性対照と陰性対照の結果は、経時的再現性が示されること。
	31. RhCE組織構造物は、使用するRhCE組織構造物の各バッチが、定められた製造・出荷基準を満たしていることが開発者や供給者によって証明されている場合にのみ使用すること。この製造・出荷基準の中でも問題となるのは、生存率（第27段落）およびバリア機能（第28段落）である。ET50またはIC50によって測定されるバリア機能の許容範囲（上限および下限、第26および28段落参照）は、RhCE組織構造物の開発者や供給者が規定すること。試験方法に使用したRhCE組織構造物の開発者／供給者がQCにおけるバッ...
	被験物質および対照物質の適用

	32. 実験は、各被験物質および各対照物質について、2系列以上の組織で行う。処理方法として、液体の被験物質用と固体の被験物質用の2種類を用いる（39）（40）（41）。VRMの二法では、被験物質を適用する前にヒトの眼の湿潤状態を再現するため、組織構造物表面をカルシウムおよびマグネシウム非含有のDulbeccoのリン酸緩衝生理食塩水（Ca2+／Mg2+非含有DPBS）で湿らせること。組織の処理は、被験物質および対照物質への曝露で始まる。VRM二法の処理方法では必ず、十分な量の被験物質または対照物質を...
	33. RhCE法3種において、37 C以下で（ポジティブディスプレイスメント式ピペットを必要に応じて用いて）ピペットで滴下できる被験物質は液体として処理し、それ以外は固体として処理する（第34段落参照）。RhCE法では、液体の被験物質は組織表面に均等に広げる（すなわち、最低60 μL/cm2適用）（補遺II、（39）（40）（41）参照）。組織への投与量を正確にするには、（組織表面の）インサートに少量適用した場合に生じる可能性のある毛細管効果（表面張力効果）をできる限り避けなければならない。液体...
	34. 37 C以下ではピペットで滴下できない被験物質は、RhCE法3種では固体として取り扱う。被験物質の適用量は、組織の表面全体を覆う十分な量、すなわち、最低33 mg/cm2を適用量とする（補遺II）。固体は、可能な場合は必ず微粉として試験に用いる。固体の被験物質で処理した組織は、標準培養条件にて（用いるRhCE法に応じて）所定の期間培養する（補遺II参照）（39）（40）（41）。曝露期間終了後、室温のCa2+／Mg2+非含有DPBSを用いて十分に洗浄し、固体被験物質および対照物質を組織表面...
	35. 組織の生存率（陰性対照を用いて測定）および感度（陽性対照を用いて測定）が、背景データを基に規定された許容範囲内にあることを実証するため、試験実施回ごとに同時陰性対照および同時陽性対照を設けること。同時陰性対照からは、被験物質で処理した組織の相対生存率（%生存率被験物質）を算出するためのベースライン（100%組織生存率）も得られる。VRMに用いる陽性対照として推奨する物質は、液体、固体いずれの試験についても純酢酸メチル（CAS登録番号：79-20-9、シグマアルドリッチ社、カタログ番号：45...
	組織生存率の測定

	36. 本試験ガイドラインにおいて組織生存率の測定に用いる標準定量法は、テトラゾリウム染色法である（18）（19）。テトラゾリウム染色法は、三次元組織構造物に適した定量法である。曝露後の手順を踏んだらすぐに、テトラゾリウム染色法の実施に入る。VRMにはMTT法を用いる。VRMでは、RhCE組織構造物試料を1 mg/mL MTT溶液0.3 mL中に入れ、標準培養条件にて180±15分間反応させる。生体染色色素であるMTTは、RhCE組織構造物の生存細胞によって還元され、青色のMTTホルマザン沈殿物を...
	37. 被験物質の光学特性やテトラゾリウム色素（VRM1およびVRM2ではMTT、LabCyte CORNEA-MODEL24 EITではWST-8）に対する化学作用によってホルマザン色素の測定が妨害され、組織生存率が誤って推定される場合がある。被験物質がテトラゾリウム色素を有色ホルマザン（青色のMTTホルマザンまたは黄色のWST-8ホルマザン）に直接還元することにより、または被験物質自体が、もしくは試験中の処理を経た被験物質がホルマザン色素と同じOD範囲内（すなわち、MTTホルマザンで570 n...
	38. ホルマザン色素と同じ波長域の光を吸収する被験物質（自然吸収、または処理後）の干渉作用を判定し、対照を追加する必要性について判断を下すため、被験物質を水および／またはイソプロパノールに加え、室温にて適切な時間静置する（補遺II参照）（39）（40）（41）。VRM1において水および／またはイソプロパノール中の被験物質が570 ± 20 nmの波長域の光を吸収する場合（補遺III参照）、またはVRM2（補遺IV参照）およびLabCyte CORNEA-MODEL24 EIT（補遺V参照）におい...
	39. MTTまたはWST-8を直接還元する物質を同定するには、用時調製したテトラゾリウム色素に各被験物質を添加しなければならない。適切な量の被験物質をテトラゾリウム溶液に加え、この混合液を標準培養条件にておよそ3、4時間静置する（補遺III、補遺IVおよび補遺V参照）（39）（40）（41）。被験物質を含むテトラゾリウム混合液（不溶性の被験物質の場合は懸濁液）が青色／紫色（MTT溶液の場合）、または黄色／橙色（WST溶液の場合）に変化した場合、当該被験物質はテトラゾリウム色素を直接還元すると推定...
	40. 色素干渉（第38段落参照）もテトラゾリウム色素の直接還元（第39段落参照）も両方生じることが特定された被験物質についても、標準吸光度（OD）測定を実施する際には、前段落に記載したNSMTTまたはNSWST対照、およびNSC生細胞組織対照とは別の3番目の対照を設定する必要がある。通常、このような場合に該当するのは、MTTホルマザンでは570 ± 30 nmの波長域の光を吸収する暗色の被験物質（青色、紫色、黒色など）、WST-8ホルマザンでは450 ± 30 nmの波長域の光を吸収する明色の被...
	41. テトラゾリウム色素の非特異的還元および非特異的色素干渉が、分光光度計の線形領域を超えて試料のOD値（標準吸光度測定を行う場合）を増加させる可能性があること、また、テトラゾリウム色素の非特異的還元が、分光光度計の線形領域を超えて試料のホルマザン色素のピーク面積（HPLC／UPLC分光光度測定を行う場合）を増加させる可能性があることに注意しなければならない。したがって、RhCE法を用いる場合、各試験施設は、シグマアルドリッチ社などが市販する（カタログ番号：M2003）MTTホルマザン（CAS登...
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