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採択 
2019 年 6 月 14 日 

改訂：2025 年 6 月 25 日 

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 

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

ない化学物質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「化学物質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、被験化学物質を眼に曝露後に起こる、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、被験化学物質を眼に曝露後に起こる、完全に回復する眼の変化を生じることである。

UN GHS の分類では、重度の眼損傷を誘発する被験化学物質は区分 1、眼刺激を誘発する被験化学

物質は区分 2 に分類される。眼刺激性や重度の眼損傷性に分類されない被験化学物質は、UN GHS
の区分 1 および 2（2A または 2B）のいずれの分類基準に該当しない（すなわち、UN GHS 区分外）

化学物質と定義される。 

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物質（化学物質および混合物）の同定を可能にする 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 4 つの in vitro 試験法は科学的妥当性が確認され、OECD の試験ガイドライン（Test 
Guideline：TG）437（4）、438（5）、460（6）および 491（7）として採択され、ヒトの健康エ

ンドポイントである重度の眼損傷性、または分類なしに対応している。 

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

4 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 、 LabCyte 
CORNEA-MODEL24 EIT、および MCTT HCETM EIT を用いて実施された（8）（9）（10）（11）
（12）（13）（14）（15）。いずれの試験法も市販の RhCE 組織構造物を試験系として利用して

おり、そのうちの 2 法、すなわち、EpiOcular™ EIT および SkinEthic™ HCE EIT を「バリデーシ

http://www.oecd.org/termsandconditions/


 
 492 

 

© OECD (2025) 
2 

ョン済み標準試験法」（それぞれ順に VRM1 および VRM2）として以降は引用する。上記のバリ

デーション試験とその独立したピアレビューから（10）（13）（16）（17）、EpiOcular™ EIT、
SkinEthic™ HCE EIT、LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT および MCTT HCETM EIT は、UN GHS
（1）に基づく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物質（化

学物質および混合物）を正確に同定できるとの結論が得られたことから、この目的において当該試

験法は科学的に妥当性が認められた試験法として推奨されている。試験方法の重要な要素の概要お

よび具体的な状況に応じた指針を示したフローチャートを、補遺 II から補遺 VII に示す。 

5. 本試験ガイドライン記載の試験方法を単独で使用して、さまざまなクラスの化学物質に関

する重度の眼損傷性/眼刺激性の反応について全面的に予測する in vivo Draize 眼試験に置き換える

ことはできない。そのため、例えば TG 467 および 492B 記載の代替試験戦略を用いて、必要な範

囲の刺激性を測定することが推奨される。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（19）。トップダウン方式は、既存の情報に基づき、重度の眼

損傷を生じることが予想される化学物質の試験を意図して設計されているが、ボトムアップ方式は、

既存の情報に基づき、眼刺激性物質と分類するほどの眼刺激性を起こさないと予想される化学物質

の試験を意図して設計されている。UN GHSに基づき、眼刺激性または重度の眼損傷性に分類する

必要のない化学物質（UN GHS区分外）については（1）、Scottらによって提案された試験戦略内

で、ボトムアップ方式の最初の段階として、またはトップダウン方式の最終段階の一部として、追

加試験を実施することなく同定する場合に、EpiOcular™ EIT、SkinEthic™ HCE EIT、LabCyte 
CORNEA-MODEL24 EIT および MCTT HCETM EIT が推奨される。ただし、EpiOcular™ EIT、
SkinEthic™ HCE EIT、LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT および MCTT HCETM EIT は、UN GHS 区

分 1（重度の眼損傷性）と UN GHS 区分 2（眼刺激性）を判別するよう意図されていない。このよ

うな判別については、試験戦略の他の段階で対処する必要が出てくる（3）。したがって、

EpiOcular™ EIT、SkinEthic™ HCE EIT、LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT、または MCTT HCETM 
EITを用いて眼刺激性/重度の眼損傷性のある物質として分類する必要があると特定された被験化学

物質については、TG 437、TG 438、TG 460、TG 491、または最終選択肢として TG 405 などに従

って追加試験（in vitro および/または in vivo）を実施し、最終的な結論（UN GHS の区分外、区分

2、または区分 1）を出す必要がある。 

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］、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,モノナトリウム塩、CAS 登録番号：193149-74-5］、または

MCTT HCE™ EIT では WST-1［4-[3-(4-ヨードフェニル)-2-(4-ニトロフェニル)-2H-5-テトラゾリ

オ]-1,3-ベンゼンジスルホン酸、CAS 登録番号：150849-52-8］など）試験によって測定される

（20）（21）（22）（第 23 段落参照）、RhCE 組織構造物における被験化学物質の細胞毒性誘発

能に基づいて眼への有害性を評価する手順を規定することである。被験化学物質曝露後のRhCE組

織の生存率を、陰性対照物質で処理した組織との比較により測定し（%生存率）、その結果を用い

て被験化学物質の眼への有害性を予測する。 

7. 「性能基準」（23）は、EpiOcular™ EIT、SkinEthic™ HCE EIT、LabCyte CORNEA-
MODEL24 EIT および MCTT HCE™ EIT と同様の、新規または改変された in vitro RhCE ベースの

試験法のバリデーションを促進するために利用可能であり、ガイダンス文書No.34の原則に従って

（24）、本試験ガイドラインの適時改訂を可能とする。「データの相互受入れ（MAD）」は、
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「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る場合にのみ保証されることになる。 

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 または MCTT HCE™）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、 LabCyte 
CORNEA-MODEL24 および MCTT HCETMの RhCE 組織構造物は、in vivo の角膜上皮の三次元構造

と類似しており、対象動物種の細胞を用いて製造されている（25）（26）（27）（28）。さらに、

この試験方法では、化学物質曝露後の化学物質の角膜透過、ならびに細胞損傷および組織損傷の発

生によって生じる細胞毒性を直接測定し、測定された細胞毒性から、in vivo での重度の眼損傷性/
眼刺激性について総合的な反応を判定する。細胞損傷は複数の作用機序によって生じ得るが（第

22 節を参照）、細胞毒性は組織損傷の根底にある物理化学的プロセスとは関係なく、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、化学物質の重度の眼損傷性/
眼刺激性の総合的な反応を決定する上で、主要ではないにせよ重要な機能的役割を担っている。 

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物質が対象となった。EpiOcular™ EIT のバリ

デーションデータベースには合計 113 の化学物質が含まれており、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。これらの化学物質の多

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象となった。これら 113 の被験化学物質の物理

的状態およびUN GHSの分類に基づく分布は、区分 1の液体が 13物質、区分 1の固体が 15物質、

区分 2A の液体が 6 物質、区分 2A の固体が 10 物質、区分 2B の液体が 7 物質、区分 2B の固体が 7
物質、区分外の液体が 27 物質および区分外の固体が 28 物質であった（8）。SkinEthic™ HCE EIT
のバリデーションデータベースには合計 200 の化学物質が含まれており、165 の相異なる有機官能

基が網羅されている（9）（11）（12）。これらの化学物質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（ポリマー10 物質）バリデーション試験の対象となった。これら 200 の被験

化学物質の物理的状態および UN GHS の分類に基づく分布は、区分 1 の液体が 27 物質、区分 1 の

固体が 24 物質、区分 2A の液体が 19 物質、区分 2A の固体が 10 物質、区分 2B の液体が 9 物質、

区分 2B の固体が 8 物質、区分外の液体が 50 物質および区分外の固体が 53 物質であった（11）
（12）。LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT の追走的バリデーションのデータベースには、本試験

ガイドライン 492 の性能基準（23）に掲載されている標準化学物質が 30 物質含まれていた。

MCTT HCE™ EIT の模倣的（me-too）バリデーションのデータベースには、本試験ガイドライン

492 の性能基準（23）に掲載されている標準化学物質が 30 物質含まれていた。 

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
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アロゾルを用いる試験は認められていない。混合物、試験が困難な化学物質（不安定な物質など）、

あるいは本ガイドライン記載の適用範囲内であるか明確にならない化学物質の試験を検討する場合、

当該の試験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べきである。混

合物の試験実施に関する規制要件がある場合、こうした考慮は必要ない。 

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化学物質（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

化学物質は、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、被験化学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 38 段落～第 44 段落参照）。 

13. バリデーション前の試験（29）（30）（31）（32）およびバリデーション試験（9）（11）
（12）（14）（15）で得られた結果から、EpiOcular™ EIT、SkinEthic™ HCE EIT、LabCyte 
CORNEA-MODEL24 EIT および MCTT HCE™ 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も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 化学物質のデータから予想される予

測一致率の再現性は、施設内で約 95%、施設間で約 93%である。また、SkinEthic™ HCE EIT につ

いて 120 化学物質のデータから予想される予測一致率の再現性は、施設内で約 92%、施設間で約

95%である。LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT について性能基準（22）に掲載されている 30 の標

準物質のデータから予想される予測一致率の再現性は、施設内で約 96%、施設間で約 87%である。

さらに、MCTT HCE™ EIT について性能基準（23）に掲載されている 30 の標準物質のデータから

予想される予測一致率の再現性は、施設内で約 93%、施設間で約 90%である。 

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物質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  TG 405）（2）（18）
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%
（55 品中）、偽陽性率は 37%（55 品中）である。97 の農薬液剤について EpiOcular™ EIT を用い

て実施された試験により、この種の混合物における本試験方法の性能はバリデーション試験と同程

度であることが実証された（33）。In vivo ウサギ眼試験の参照データ（OECD TG 405）（2）
（18）を基に UN GHS の分類体系（1）に従って分類した場合、これら 97 製剤の分布は、区分 1
が 21 剤、区分 2A が 19 剤、区分 2B が 14 剤および区分外が 43 剤であった。総合的な精確さは

82%（97製剤中）、感度は 91%（54製剤中）、偽陰性率は 9%（54製剤中）、特異度は 72%（43
製剤中）、偽陽性率は 28%（43 製剤中）であった（33）。 

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物質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 TG 405）
（2）（18）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%（97品中）、

特異度は 72%（103 品中）、偽陽性率は 28%（103 品中）である。 

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物質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（14）、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（23）。
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さらに、この組織構築物の開発者により、139 の化学物質からなるデータベースを用いた試験も行

われている（データ未発表）。 

17. MCTT 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物質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）、MCTT HCE™ 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予測能力の基準に適合している（23）。さらに、141 の化学物質か

らなる一連の物質を検討したところ（15）、in vivo ウサギ眼試験の参照データ（OECD の TG 405）
（2）（18）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、MCTT HCE™ EIT
の総合的な精確さは 86%（141 品中）、感度は 99%（80 品中）、偽陰性率は 1%（80 品中）、特

異度は 69%（61 品中）、偽陽性率は 31%（61 品中）であることが示された。 

18. 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（34）。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化学物質はすべて、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 46 段落参照）、物質、または混合物について RhCE 法により得られた偽陽性

率についてはいずれも、本試験ガイドラインにおいては重要ではない。これらのRhCE法はあらゆ

る種類の化学物質に使用できることから、眼刺激性および重度の眼損傷性に分類されない化学物質

（UN GHS 区分外）について、陰性結果を受け入れるべきである。UN GHS 以外の分類法により

EpiOcular™ EIT、SkinEthic™ HCE EIT、LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT および MCTT HCE™ 
EIT を使用する場合は、事前に適切な規制当局に相談すること。 

19. 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、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

ダンス文書に提示された追加試験が必要となる（3）。 

20. 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のこ

とであり、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。 

試験の原理 

21. 被験化学物質を最低 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™、LabCyte CORNEA-
MODEL24 および MCTT HCE™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示す（27）。SkinEthic™ HCE の RhCE 組織構

造物は、正常なヒト角膜上皮と同様に、円柱状の基底細胞、翼状の移行細胞および表面の扁平上皮

細胞を含む、少なくとも 4 つの生存細胞層からなる（26）（35）。 

22. 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、化学物質の角膜および/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
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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）など複数の作用機序により発生する（19）（36）
（37）。しかしながら、組織損傷の根底にある物理化学的プロセスに関わらず、化学物質の重度

の眼損傷性/眼刺激性の総合的な反応を決定する上で、細胞毒性が主要ではないにせよ、重要な機

能的役割を担っていることが示されている（38）（39）。さらに、基本的に化学物質の重度の眼

損傷性/眼刺激性は、最初の損傷の程度によって決定され（36）、細胞死の程度（38）、ならびに

その後の反応の程度および最終転帰（40）（41）と相関する。したがって、一般的にごく軽度の

刺激性物質は表層の角膜上皮にしか影響を及ぼさず、軽度および中等度の刺激性物質は主に角膜上

皮および実質表層を、また重度の刺激性物質は角膜上皮、実質深部、場合によっては角膜内皮を損

傷する（39）（42）。重度の眼損傷性/眼刺激性に分類する必要のない化学物質（UN GHS 区分外）

の同定において、被験化学物質への局所曝露後のRhCE組織構造物の生存率測定は、重度の眼損傷

または眼刺激を誘発する化学物質はすべて角膜上皮および/または結膜において細胞毒性を誘発す

ることを前提としている。 

23. 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、あるいは MCTT HCE™ EIT では WST-
1）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 ホルマザンおよび

WST-1 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（20）、黄色の WST-8 ホルマザン色素または

WST-1ホルマザン色素は水溶性であるために抽出する必要がなく、WST-8法（21）または WST-1
法（22）の実施中に組織の培養を行う WST-8 溶液または WST-1 溶液から直接定量する。UN GHS
により分類および表示する必要のない化学物質（区分外）は、組織生存率が閾値を下回らない化学

物質として同定される（すなわち、組織生存率が EpiOcular™ EIT および SkinEthic™ HCE EITL で

は 60%超、SkinEthic™ HCE EITS では 50%超、LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT では 40%超、

あるいはMCTT HCE™ EITでは液体の場合 35%超および固体の場合 60%超）（第 46段落参照）。 

習熟度の立証 

24. 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 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（すなわち、区分 1、2A、2B、または区分外）（1）に基づいて、in vivo
での重度の眼損傷性/眼刺激性を全般的に網羅する物質、（iii）in vivo において分類を推進するさま

ざまな要因を網羅する物質（34）（43）、（iv）バリデーション試験で使用した化学的分類を代表

する物質（9）（11）（12）、（v）代表的な有機官能基を適切かつ広範に網羅している物質（9）
（11）（12）、（vi）化学構造が明確にわかっている物質（9）（11）（12）、（vii）有色の、お

よび/またはテトラゾリウム色素を直接還元する物質、（viii）バリデーション試験中に RhCE 法に

より再現性のある結果が得られた物質、（ix）バリデーション試験期間中に RhCE 法により正確に

予測された物質、（x）信頼性の高い RhCE 法データに基づく in vitro 反応を全般的に（生存率 0～
100%）網羅している物質、（xi）市販されている物質、（xii）入手および/または廃棄に非常に高

額な費用がかからない物質が、できる限り含まれている。表 1 の物質が入手できないか、その他の
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正当な理由で使用できない状況である場合、VRM のバリデーションに用いられる化学物質等、上

記の基準を満たす別の物質を使用してもよい。ただし、そのような逸脱については正当な理由を示

すこと。 
 

表 1:習熟度確認物質一覧 

物質名 CAS RN 有機官能基 1 性状 
VRM1 の 
生存率

（%）2 

VRM2 の 
生存率

（%）3 

LabCyte の生

存率（%）3-1 

MCTT 
HCE™の生存

率（%）3-2 

VRM の 
予測 7 

Colour 
interf. 

In Vivo 区分 14 

チオグリコール酸メチル 2365-48-2 カルボン酸エステル、

チオアルコール 液体 10.9±6.4 5.5±7.4 1.7±1.2 25.3±6.0 予測不能 No 

アクリル酸ヒドロキシエチ

ル 818-61-1 アクリル酸、アルコー

ル 液体 7.5±4.755 1.6±1.0 7.5±4.75 9.8±7.7 予測不能 No 

2,5-ジメチル-2,5-ヘキサンジ

オール 110-03-2 アルコール 固体 2.3±0.2 0.2±0.1 2.8±2.6 0.5±0.1 予測不能 No 

シュウ酸ナトリウム 62-76-0 オキソカルボン酸 固体 29.0±1.2 5.3±4.1 3.7±1.5 30.6±6.3 予測不能 No 

In Vivo 区分 2A4 

2,4,11,13-テトラアザテトラ

デカン-ジイミドアミ

ド,N,N''-ビス(4-クロロフェ

ニル)-3,12-ジイミノ-,ジ-D-
グルコネート（20%水溶

液）6 

18472-51-0 

芳香族複素環ハロゲン

化合物、ハロゲン化ア

リール、ジヒドロキシ

ル基、グアニジン 

液体 4.0±1.1 1.3±0.6 0.4±0.4 1.8±0.1 予測不能 Yes 
（弱い） 

安息香酸ナトリウム 532-32-1 アリール、カルボン酸 固体 3.5±2.6 0.6±0.1 2.9±2.6 1.1±0.5 予測不能 No 

In Vivo 区分 2B4 

ジエチルトルアミド 134-62-3 ベンズアミド 液体 15.6±6.3 2.8±0.9 32.4±9.3 2.3±2.2 予測不能 No 

2,2-ジメチル-3-メチレンビ

シクロ[2.2.1]ヘプタン 79-92-5 

第三級炭素を有する分

岐アルカン、アルケ

ン、ビシクロヘプタ

ン、架橋環炭素環、シ

クロアルカン 

固体 4.7±1.5 15.8±1.1 2.2±2.6 22.9±11.5 予測不能 No 

In Vivo 区分外 4 

1-エチル-3-メチルイミダゾ

リウムエチルスルファート 
342573-75- 

5 

アルコキシ、アンモニ

ウム塩、アリール、イ

ミダゾール、硫酸塩 
液体 79.9±6.4 79.4±6.2 48.0±8.9 56.8±3.4 区分外 No 

ジカプリリルエーテル 629-82-3 アルコキシ、エーテル 液体 97.8±4.3 95.2±3.0 92.7±5.0 89.9±8.9 区分外 No 

ピペロニルブトキシド 51-03-6 
アルコキシ、ベンゾジ

オキソール、ベンジ

ル、エーテル 
液体 104.2±4.2 96.5±3.5 95.6±14.0 82.4±14.5 区分外 No 

ポリエチレングリコール

（PEG-40）硬化ヒマシ油 61788-85-0 
アシラール、アルコー

ル、アリール、エーテ

ル 
粘性 77.6±5.4 89.1±2.9 62.6±11.5 72.1±14.8 区分外 No 

1-(4-クロロフェニル)-3-(3,4-
ジクロロフェニル)尿素 101-20-2 

芳香族複素環ハロゲン

化合物、ハロゲン化ア

リール、尿素誘導体 
固体 106.7±5.3 101.9±6.6 77.8±9.0 94.5±5.9 区分外 No 

2,2'-メチレン-ビス-(6-(2H-ベ
ンゾトリアゾール-2-イル)-4- 

(1,1,3,3-テトラメチルブチ

ル)-フェノール) 

103597-45-1 

第四級炭素を有する分

岐アルカン、縮合炭素

環式芳香族、縮合飽和

複素環、前駆体キノイ

ド化合物、tert-ブチル 

固体 102.7±13.4 97.7±5.6 90.2±5.8 98.8±10.1 区分外 No 

テトラフルオロホウ酸カリ

ウム 14075-53-7 無機塩 固体 88.6±3.3 92.9±5.1 66.6±0.2 90.5±6.3 区分外 No 

略語：CASRN：Chemical Abstracts Service Registry Number（ケミカル・アブストラクト・

サービス登録番号）、UN GHS：国連の化学物質の分類および表示に関する世界調和システ
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ム（1）、VRM1：バリデーション済み標準試験法（EpiOcular™ EIT）、VRM2：バリデーシ

ョン済み標準試験法（SkinEthic™ HCE EIT）、Colour interf.（色素干渉）：ホルマザン色素

の標準吸光度（光学密度［OD］）測定の色による妨害。 
1 OECD ツールボックス 3.1 のネスト解析によって割り当てられた有機官能基（9）。 
2 EURL ECVAM/Cosmetics Europe Eye Irritation Validation Study（EIVS）（化粧品の眼刺激

性に関する欧州バリデーション試験）により EpiOcular™ EIT について得られた結果に基づく
(9) 
3 バリデーション試験により SkinEthic™ HCE EIT について得られた結果に基づく（11）
（12）。 
3-1 バリデーション試験により LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT について得られた結果に基

づく（14）。 
3-2 バリデーション試験により MCTT HCE™ EIT について得られた結果に基づく（15）。 
4 in vivo ウサギ眼試験（OECD TG 405）（2）から得られた結果（18）および UN GHS 
（1）に基づく。 
5 CEFIC in vitro 眼刺激性試験の試験戦略（CON4EI）に関する共同研究会によって得られた

結果に基づく。 
6 2A または 2B への分類はそれらを区別する UN GHS の基準の解釈に従う。すなわち、7 日

目に影響が認められたのが、3 匹中 1 匹か、3 匹中 2 匹かが区分 2A への分類に必要となる。

in vivo試験には 3匹の動物が用いられた。1匹の角膜混濁を除き、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 日目までに完全に回復しなかった 1 匹の角膜混濁のスコ

アは 1（7 日目）であったが、9 日目には完全に回復した。 
7 VRM の予測：予測モデルの解釈については第 46 段落参照。 

25. 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 27段落、第 29段落および第

32 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。 

試験の手順 

26. 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、LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT および MCTT HCE™ EIT であり（10）
（13）（14）（15）、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（44）（45）（46）（47）。RhCE 法の主な構成要素と手

順を本段落以降および補遺 II に示す。 

RhCE 法の構成要素 
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全般的な条件 

27. 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化

学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（SDS）などの細胞毒性を有する基準物質の急速な浸透に

も耐える、十分な堅牢性を有する機能性バリアを形成していること。規定された一定濃度の基準物

質（0.3%（v/v）Triton X-100 を 50～100 μL など）を適用した場合に組織生存率を 50%低下させる

のに必要な曝露時間（ET50）、または一定時間曝露後に（SDS 50 μL にて 30 分間、または SDS 
25 μL にて 60 分間処理する等）組織生存率が 50%に低下する基準物質の濃度（IC50）のいずれか

を測定することによって、バリア機能の証明をしなければならない。またこれにより、バリア機能

の評価も行える（第 32 段落参照）。RhCE 組織構造物の封じ込め特性は、被験化学物質が生存組

織の縁周囲を通過しないようにするものであるが、これが角膜曝露のモデリング不良につながる可

能性がある。RhCE 組織構造物の構築に用いるヒト由来細胞は、細菌、ウイルス、マイコプラズマ、

または真菌により汚染されていないこと。組織構造物の無菌性については、真菌や細菌による汚染

がないことを供給者によって確認されること。 

機能的な条件 

生存率 

28. 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（TD）（VRM1 および VRM2
では MTT、LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT では WST-8、あるいは MCTT HCE™ EIT では WST-
1）法である（19）（21）。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 または

WST-1 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（FD）は、標準吸光

度（光学密度［OD］）測定、または HPLC/UPLC 分光光度法のいずれかを用いて定量することが

できる（48）。ブランク溶液単独（MTT 法の場合は抽出溶媒、WST-8 法の場合は WST-8 培地の

希釈液、またはWST-1法の場合はWST-1培地の希釈液）のODは十分低く、0.1未満であること。

RhCE 組織構造物の使用者は、用いる RhCE 組織構造物の各バッチが、定められた陰性対照基準を

満たしていることを確認しなければならない。VRM、LabCyte CORNEA-MODEL24 および MCTT 
HCE™用陰性対照の OD 値の許容範囲を表 2 に示す。HPLC/UPLC 分光光度計の使用者は、陰性対

照の許容基準として、表 2 に示した陰性対照の OD 値の範囲を用いること。陰性対照物質で処理し

た組織は、試験の曝露期間中、培地内で安定であったこと（組織生存率の測定値が同程度であった

こと）を試験報告書に記載する。当該組織の製造者は、精度管理のためのバッチ出荷の一環として

同様の手順を順守しなければならないが、この場合、表 2 に規定した許容基準とは別の基準を適用

してもよい。（QC 試験法の条件下での）陰性対照の OD 値の許容範囲（上限および下限）は、

RhCE 組織構造物の開発者や供給者が設定すること。 
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表 2：陰性対照の OD 値の許容範囲（RhCE 法の使用者用） 

試験法 許容下限値 許容上限値 
EpiOcular™ EIT (OCL-200) – VRM1 
（液体、固体両者の試験計画書用） > 0.81 < 2.8 

SkinEthic™ HCE EIT (HCE/S) – VRM2 > 1.0 ≤ 2.5 

（液体、固体両者の試験計画書用）   
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT 
（液体、固体両者の試験計画書用） 

≥ 0.5 ≤ 1.6 

MCTT HCE™ EIT ≥ 1.6 ≤ 3.0 

（液体、固体両者の試験計画書用）   

1 この許容下限値については、出荷/保管期間が延長される（4 日超など）可能性を考慮して設定さ

れており、試験法の性能に影響しないことが示されている（44）。 

バリア機能 

29. 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 32
段落参照）。 

形態 

30. 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/
供給者に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。 

再現性 

31. 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。 

品質管理（QC） 

32. 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 28段落）およびバリア機能（第 29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 27 および

29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 におけるバッチ出荷基準として用いた ET50 および IC50 の許容

範囲を表 3に示す。RhCE組織構造物の開発者/供給者は、すべての製造・出荷基準に適合している

ことを示すデータをRhCE法の利用者に提供して、利用者が試験報告書に記載できるようにするこ
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と。UN GHSに従って眼刺激性または重度の眼損傷性に分類および表示する必要のない化学物質の

予測を信頼できるものにするためには、これらの製造・出荷基準をすべて満たす組織を用いて得ら

れた結果のみを受け入れること。 

表 3：QC におけるバッチ出荷基準 

試験法 許容下限値 許容上限値 
EpiOcular™ EIT (OCL-200) – VRM1 
（0.3%（v/v）Triton X-100 を 100 μL） ET50 = 12.2 分 ET50 = 37.5 分 

SkinEthic™ HCE EIT（HCE/S) – VRM2
（SDS 50 μL で 30 分間処理） 

IC50 = 1.0 mg/mL IC50 = 3.2 mg/mL 

LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT 
（SDS 25 μL で 60 分間処理） 

IC50 = 1.0 mg/mL IC50 = 4.0 mg/mL 

MCTT HCE™ EIT –  
（0.3%（v/v）Triton X-100 を 50 µL） 

ET50 = 17.6 分 ET50 = 41.0 分 

 

被験化学物質および対照物質の適用 

33. 実験は、各被験化学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、液体の被験化学物質用と固体の被験化学物質用の 2 種類を用いる（44）（45）（46）
（47）。VRM の二法および MCTT HCE™ EIT では、被験化学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、被験化学物質お

よび対照物質への曝露で始まる。VRM 二法および MCTT HCE™ EIT の処理方法では必ず、十分な

量の被験化学物質または対照物質を、無限用量とならぬよう注意しつつ、上皮表面を均一に覆うよ

うに適用する（第 34 段落および第 35 段落参照）（補遺 II）。 

34. RhCE 法 4 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化学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 35 段落参照）。RhCE 法では、液体の被験化学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、（44）（45）（46）（47）参照）。組織への投与量を正

確にするために、（組織表面の）挿入部に少量適用した場合に生じるうる毛細管効果（表面張力効

果）をできる限り避けなければならない。液体の被験化学物質で処理した組織は、各RhCE法の標

準条件にて 1 分間（LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT）、10 分間（MCTT HCE™ EIT）または 30
分間（VRM1 および VRM2）培養する。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、液体被験化学物質および対照物質を組織表面から慎重に除去する。VRM 二法に

ついては、この洗浄操作の後、新たな培地を用いて、使用する VRM ごとに予め定められた期間、

（組織中に吸収された被験化学物質をすべて除去するため）室温にて曝露後浸漬を行う。VMR1、
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT および MCTT HCE™ EIT については、テトラゾリウム染色法を

行う前に、新鮮培地を用いて標準培養条件にて曝露後培養を実施する（補遺 II 参照）（44）（45）
（46）（47）。 

35. 37°C までの温度でピペットで滴下できない被験化学物質は、RhCE 法 4 種では固体として

取り扱う。被験化学物質の適用量は、組織の表面全体を覆う十分な量、すなわち、最低 33 mg/cm2
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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。固体の被験化学

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）（44）（45）（46）（47）。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、固体被験化学物質および対照物質を組織表面から慎重に除去する。VRM 二法につ

いては、この洗浄操作の後、新たな培地を用いて、使用する VRM ごとに予め定められた期間、

（組織中に吸収された被験化学物質をすべて除去するため）室温にて曝露後浸漬を行い、テトラゾ

リウム染色法を行う前に、新鮮培地を用いて標準培養条件にて曝露後培養を実施する（補遺 II 参照）

（44）（45）（46）（47）。 

36. 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、被験化学物質で処理した組織の相対生存率

（%生存率被験化学物質）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
および MCTT HCE™ EIT 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：45997、
液体）である。LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT に用いる陽性対照として推奨する物質は、被験

化学物質が液体の場合はエタノール（CAS 登録番号：64-17-5）、固体の場合はラウリン酸（CAS
登録番号：143-07-7）である。VRM1 に用いる陰性対照として推奨する物質は、液体、固体いずれ

の場合も超純水である。VRM2およびMCTT HCE™ EITに用いる陰性対照として推奨する物質は、

液体、固体いずれの場合も Ca2+/Mg2+非含有 DPBS である。LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT に

用いる陰性対照として推奨する物質は、被験化学物質が液体の場合は Ca2+/Mg2+非含有 DPBS
（CAS 登録番号：64-17-5）、固体の場合は無処理である。以上の対照物質は VRM のバリデーシ

ョン試験で使用された対照物質であり、ほとんどの背景データが存在する。陽性または陰性対照と

して適切な代替物質を用いる場合、科学的かつ十分に正当な理由を示すこと。陰性対照および陽性

対照については、試験実施回ごとにその対象となる被験化学物質（すなわち、液体および/または

固体）に用いられる試験計画書と同じ手順に従って実験を行うこと。対照物質の適用は、テトラゾ

リウム染色法の実施に先行して（第 37 段落参照）、液体被験化学物質と同時に実験を行う対照

（第 34段落参照）、または固体被験化学物質と同時に実験を行う対照（第 35段落参照）について

記載した通り、処理曝露、洗浄、曝露後浸漬、曝露後培養と必要に応じて進めていくこと（44）
（45）（46）（47）。同一実験内で行われる場合、物理的状態が同じである（液体または固体の）

全被験化学物質に対し、1 組の陰性対照と陽性対照で十分である。 

組織生存率の測定 

37. 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（20）（21）（22）。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生成する。次に、この青色の MTT ホルマザン沈殿物

を適量のイソプロパノール（またはこれに類する溶媒）を用いて組織から抽出する（44）（45）。

被験化学物質が液体であった場合、組織の上部と底部の両方から抽出し、固体および有色の液体で

あった場合は、組織の底部からのみ抽出すること（組織上に残留している可能性がある被験化学物

質によってイソプロパノール抽出液が汚染される可能性を最小限に抑えるため）。被験化学物質が

容易には洗い流されない液体であった場合も、組織の抽出は底部からのみでよい。LabCyte 
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CORNEA-MODEL24 EIT には WST-8 法を用いる。LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT では、標準操

作手順書（46）に従って調製した WST-8 希釈液 0.3 mL 中に RhCE 組織構造物試料を入れ、標準

培養条件にて 240 分間反応させると、生体染色色素である WST-8 が、RhCE 組織構造物の生存細

胞によって黄色の WST-8 ホルマザンに還元され、WST-8 希釈液中に溶出する（46）。MCTT 
HCE™ EIT には WST-1 法を用いる。MCTT HCE™ EIT では、標準操作手順書（47）に従って調製

した WST-1 希釈液 0.3 mL 中に RhCE 組織構造物試料を入れ、標準培養条件にて 180 分間反応さ

せると、生体染色色素である WST-1 が、RhCE 組織構造物の生存細胞によって黄色の WST-1 ホル

マザンに還元され、WST-1 希釈液中に溶出する（47）。被験化学物質と同時に実験を行った陰性

対照物質および陽性対照物質の処理は、当該被験化学物質と同様に行うこと。VRM1 および VRM2
において抽出した MTT ホルマザンの定量は、最大±30 nm のバンドパスフィルターを用いて 570 
nm で標準吸光度（OD）を測定するか、HPLC/UPLC 分光光度法を用いて行う（第 44 段落参照）

（10）（48）。LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT および MCTT HCE™ EIT の WST-8/-1 ホルマザ

ンについては、最大±30 nm のバンドパスフィルター用いて 450 nm で標準吸光度（OD）を測定す

るか、HPLC/UPLC 分光光度法を用いることにより直接定量することができる（すなわち、抽出手

順を必要としない）（第 44 段落参照）。 

38. 被験化学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、または MCTT HCE™ EIT では WST-1）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（すなわち、眼刺激性が過小

予測）される場合がある。被験化学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/-1 ホルマザン）に直接還元することにより、または被験化学物質自

体が、もしくは試験中の処理を経た被験化学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 nm 付近、WST-8/-1 ホルマザンで 450 nm 付近）に吸収波長を有する場合

は色素干渉により、ホルマザン色素の測定が妨害される可能性がある。テトラゾリウム色素を直接

還元する、および/または色素測定を妨害する化学物質の可能性（有色の被験化学物質にのみ必須）

を、試験前に確認すること（VRM1、VRM2、LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT および MCTT 
HCETM EITの場合）。ホルマザン色素に関する干渉がある場合には、追加の対照を用いて、そうし

た被験化学物質による干渉作用を補正すること（第 39 段落～第 43 段落及び補遺 III～VI 参照）。

このことは、特定の被験化学物質が洗浄によって RhCE 組織構造物から完全には除去されない場

合、または角膜様上皮を貫通し、テトラゾリウム染色法を実施する段階でRhCE組織構造物中に被

験化学物質が存在している場合には特に重要である。ホルマザン色素と同じ波長域の光を吸収する

被験化学物質（自然吸収、または処理後）は、干渉力が強い、すなわち、570 ± 30 nm（MTT ホル

マザンの場合）または 450 ± 30 nm（WST-8/-1 ホルマザンの場合）での吸光性が高いため、ホル

マザン色素の標準吸光度（OD）測定に適合しない。したがって、ホルマザン色素測定法として

HPLC/UPLC分光光度法を用いるとよい（第 43段落および第 44段落参照）（10）（48）。着色剤

によるテトラゾリウム色素の直接還元能および干渉能を検出・補正する方法については、各 RhCE
法の SOP にて詳細な説明がなされている（44）（45）（46）（47）。また、VRM1、VRM2、
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT および MCTT HCE™ EIT においてテトラゾリウム色素を直接還

元する物質および/または色素に干渉する物質の識別および取り扱い方法については、その指針を

示す説明図をそれぞれ補遺 III、補遺 IV、補遺 V および補遺 VI に示す。 

39. ホルマザン色素と同じ波長域の光を吸収する被験化学物質（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、被験化学物質を水および/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）（44）（45）（46）
（47）。VRM1 において水および/またはイソプロパノール中の被験化学物質が 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）、LabCyte CORNEA-
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MODEL24 EIT（補遺 V 参照）および MCTT HCE™ EIT（補遺 VI 参照）において被験化学物質と

水を混合した溶液が有色であった場合、被験化学物質がホルマザン色素の標準吸光度（OD）測定

に干渉すると推定し、着色した対照を追加するか、HPLC/UPLC 分光光度法を用いる。後者の場合、

対照は不要である（第 43 段落および第 44 段落、ならびに補遺 III、補遺 IV、補遺 V および補遺 VI
参照）（44）（45）（46）（47）。標準吸光度（OD）測定を行う場合は、干渉する被験化学物質

ごとに 2 系列以上の生存組織を用いて試験の全工程を実施する。ただし、テトラゾリウム色素との

培養工程ではテトラゾリウム溶液の代わりに培地を用いて培養し、生細胞組織における非特異的着

色（NSC生細胞組織）対照とすること（44）（45）（46）（47）。NSC生細胞組織対照は、有色

の被験化学物質と同時に試験を実施する必要があり、試験が複数回にわたる場合は、生細胞組織固

有の生物学的変動を考慮して、実施回（実験）ごとに独立して NSC 生細胞組織対照を設ける必要

がある。真の組織生存率は、干渉する被験化学物質に曝露させ、MTT または WST-8/-1 溶液で培養

した生細胞組織における組織生存率（%生存率被験化学物質）から、補正を要する試験と同時併行

的に干渉する被験化学物質に曝露させ、MTT および WST-8/-1 を含有しない培地で培養した生細胞

組織における非特異的着色率（%NSC 生細胞組織）を差し引いた値、すなわち、真の組織生存率

＝［%生存率被験化学物質］－［%NSC 生細胞組織］となる。 

40. MTT または WST-8/-1 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

色素に各被験化学物質を添加しなければならない。適切な量の被験化学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、補遺 V およ

び補遺 VI 参照）（44）（45）（46）（47）。被験化学物質を含むテトラゾリウム混合液（不溶性

の被験化学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-8/-1
溶液の場合）に変化した場合、当該被験化学物質はテトラゾリウム色素を直接還元すると推定され

ることから、標準吸光度（OD）測定または HPLC/UPLC 分光光度法を用いずに、非生存 RhCE 組

織構造物の機能についてさらに確認する。この確認試験には、残っている代謝活性だけで、生存組

織と同様に被験化学物質を吸収、保持する死滅組織を使用する。VRM1 および MCTT HCE™ EIT
の死滅組織の調製は低温曝露により行う（「凍結死」）。VRM2の死滅組織は、水中に長時間（24 
± 1 時間以上など）静置した後、低温保存して調製する（「水死」）。LabCyte CORNEA-
MODEL24 EIT の死滅組織の調製は、組織を 2 回にわたって－80°C 以下で 30 分間凍結させること

により行う（「凍結死」）。テトラゾリウム色素を還元する被験化学物質ごとに 2 系列以上の死滅

組織を用いて試験の全工程を実施し、非特異的テトラゾリウム色素還元（NSMTT または NSWST）
対照とする（44）（45）（46）（47）。NSMTT または NSWST 対照は、独立した試験/実験の実

施回数に関係なく、被験化学物質ごとに 1 つで十分である。真の組織生存率は、テトラゾリウム色

素還元物質に曝露した生細胞組織における組織生存率（%生存率被験化学物質）から、同じ還元物

質に曝露させ、補正を要する試験と同時併行的に実施した陰性対照との比較により算出した死滅組

織における非特異的テトラゾリウム色素還元率（%NSMTTまたは%NSWST）を差し引いた値、す

なわち、真の組織生存率＝［%生存率被験化学物質］－［%NSMTT または%NSWST］となる。 

41. 色素干渉（第 39 段落参照）もテトラゾリウム色素の直接還元（第 40 段落参照）も両方生

じることが特定された被験化学物質についても、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化学物質（青色、紫色、黒色など）、WST-8/-1 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験化学物質（黄色、橙色など）である。その理由は、

第 40 段落で述べたように、これらの被験化学物質の固有色が MTT または WST-8/-1 の直接還元能

の評価を妨げるためである。この理由により、初期設定としては NSMTT または NSWST 対照と

NSC 生細胞組織対照の同時利用が強いられる。NSMTT または NSWST 対照と NSC 生細胞組織対
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照の両者を設ける被験化学物質は、生細胞組織と死滅組織の両方に吸収・保持される可能性がある。

したがって、この場合、NSMTT または NSWST 対照は、被験化学物質によるテトラゾリウム色素

を直接還元する可能性に対してだけではなく、死滅組織による被験化学物質の吸収および保持に起

因する色素干渉についても補正する可能性がある。これは、生細胞組織による被験化学物質の吸収

および保持に起因する色素干渉は、NSC 生細胞組織対照によって既に補正されているため、色素

干渉の二重補正につながる可能性がある。色素干渉が二重補正される可能性を回避するため、死滅

組織の非特異色に対する第三の対照（NSC 死細胞組織）を設ける必要がある（補遺 III、補遺 IV、
補遺 V および補遺 VI 参照）（44）（45）（46）（47）。追加したこの対照では、被験化学物質を

2 系列以上の死滅組織を用いて試験の全工程を実施するが、テトラゾリウム色素との培養工程では

テトラゾリウム溶液の代わりに培地を用いて培養する。NSC 死細胞組織対照は、独立した試験/実
験の実施回数に関係なく、被験化学物質ごとに 1 つで十分であるが、NSMTT または NSWST 対照

と同時に、同じ組織バッチで実施すること。真の組織生存率は、被験化学物質に曝露させた生細胞

組織における組織生存率（%生存率被験化学物質）から%NSMTT または%NSWST と%NSC 生細

胞組織を差し引き、干渉する被験化学物質に曝露させ、テトラゾリウム色素を含有しない培地で培

養し、補正を要する試験と同時併行的に実施した陰性対照との比較により算出した死滅組織におけ

る非特異的着色率（%NSC死細胞組織）を加えた値、すなわち、真の組織生存率＝［%生存率被験

化学物質］－［%NSMTT または%NSWST］－［%NSC 生細胞組織］＋［%NSC 死細胞組織］と

なる。 

42. 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 登録番号：57360-69-7）、Dojindo Molecular 
Technologies 社が市販する WST-8 ホルマザン（CAS 登録番号:193149-76-7）、または Toronto 
Research Chemicals 社などが市販する（カタログ番号：I718750）WST-1 ホルマザン（CAS 登録

番号：150849-53-9）を用いて、分光光度計の OD/ピーク面積の線形領域を決定することが重要で

ある。 

43. 分光光度計を用いた標準吸光度（OD）測定は、ホルマザン色素測定により観測される干渉

が強くない場合（すなわち、テトラゾリウム色素の直接還元および/または色素干渉について補正

していない被験化学物質試料の OD 値が分光光度計の線形領域内にある場合）に、テトラゾリウム

色素を直接還元する物質および色素に干渉する被験化学物質の評価に適している。それでもやはり、

陰性対照の%NSMTT または%NSWST および/または%NSC 生細胞組織が 60%以上（VRM1、被験

化学物質が液体の場合の VRM2、および固体の場合の MCTT HCE™ EIT）、50%以上（被験化学

物質が固体の場合の VRM2）、40%以上（LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT）、または 35%以上

（被験化学物質が液体の場合の MCTT HCE™ EIT）である被験化学物質の結果については、これ

らの数値が、分類される化学物質と分類されない化学物質とを区別するために VRM で用いられる、

確立されたカットオフ値であることから、注意して取り扱わなければならない（第 46 段落参照）。

ただし、ホルマザン色素測定により観測された干渉が強い場合（すなわち、試験試料の未補正の

OD 値が分光光度計の線形領域外にある場合）は、標準吸光度（OD）を測定することはできない。

ホルマザン色素の標準吸光度（OD）測定を強く妨げる、有色の被験化学物質、または水もしくは

イソプロパノールとの接触によって着色した被験化学物質については、HPLC/UPLC 分光光度法を

用いて評価することができる（補遺 III、補遺 IV、補遺 V および補遺 VI 参照）。その理由は、

HPLC/UPLC システムでは、定量前にホルマザン色素が被験化学物質から分離されるためである
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（48）。このため、HPLC/UPLC 分光光度法を用いる場合は、試験対象である化学物質に関係なく、

NSC 生細胞組織または NSC 死細胞組織対照を必要とすることはない。ただし、被験化学物質がテ

トラゾリウム色素を直接還元することが疑われる場合には、（第 40 段落に記載された手順に従っ

て）NSMTT または NSWST 対照を用いること。第 40 段落に記載したように、テトラゾリウム色

素に対する直接還元能の評価を妨害する色（固有色、または水に入れた場合に現れる色）を有する

被験化学物質についても NSMTT または NSWST 対照を用いること。ホルマザン色素の測定に

HPLC/UPLC 分光光度法を用いる場合、組織生存率は、同時陰性対照のホルマザン色素のピーク面

積に対する被験化学物質に曝露した生細胞組織のホルマザン色素のピーク面積の割合として算出す

る。テトラゾリウム色素に対し直接還元能を有する被験化学物質の場合は、第 39 段落の最後の文

で述べた通り、%生存率被験化学物質から%NSMTTまたは%NSWSTを差し引いて真の組織生存率

を求める。最後に、テトラゾリウム色素を直接還元する物質、またはテトラゾリウム色素を直接還

元し、かつ色素干渉も生じる物質において、頻度としてはごく稀ではあるものの、処理後に組織内

に保持されてテトラゾリウム色素を強力に還元するため、検体の OD 値（標準吸光度測定の場合）

またはピーク面積（UPLC/HPLC 分光光度測定の場合）が分光光度計の線形領域から外れる場合に

は、RhCE 法で評価できないことに留意しなければならない。 

44. HPLC/UPLC 分光光度計は、あらゆる種類の被験化学物質（有色、無色、テトラゾリウム

色素を還元する物質および還元しない物質）のホルマザン色素の測定に利用できる（10）（48）。

HPLC/UPLC 分光光度計のシステムは多様であるために、使用者がそれぞれ全く同じシステム条件

を確立することは不可能である。そのため、HPLC/UPLC 分光光度計を使用する前に、米国食品医

薬品局の生物学的分析法のバリデーションに関する業界向けガイダンスの規定に基づき、適格性評

価用の標準パラメータ一式を用いた場合に許容基準を満たしていることを示すことによって、使用

するシステムが試料中のテトラゾリウム色素の定量に適していることを実証しなければならない

（48）（49）。これらの主要パラメータとその許容基準を補遺 VII に示す。補遺 VII にて規定した

許容基準が満たされれば、その HPLC/UPLC分光光度計のシステムは適格であり、本試験ガイドラ

インに記載された試験条件下でホルマザン色素を測定することが可能であるとみなされる。 

許容基準 

45. 試験実施に際しては毎回、品質管理に適合した RhCE 組織バッチ（第 32 段落参照）を用

い、出荷、受け取り手続きおよび試験計画書のすべての手順を経た後の組織の品質を反映する OD
値が、陰性対照物質で処理した組織において得られ、表 2 の従来確立された境界域を外れないこと

（第28段落参照）。同様に、陽性対照物質、すなわち、酢酸メチル（VRM1、VRM2およびMCTT 
HCE™ EIT）、エタノール（LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT で被験化学物質が液体の場合）、

またはラウリン酸（LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT で被験化学物質が固体の場合）で処理した

組織においても、組織生存率の平均値がそれぞれ陰性対照と比較して、VRM1 では被験化学物質が

液体または固体の場合で 50%未満、VRM2 では 30%以下（被験化学物質が液体の場合）または

20%以下（被験化学物質が固体の場合）、MCTT HCE™ EIT では 35%以下、LabCyte CORNEA-
MODEL24 EIT では 40%以下であることが示され、各試験方法の条件下で刺激性のある被験化学物

質に組織が反応する能力が反映されていること（44）（45）（46）（47）。被験化学物質および

対照物質の系列間組織における変動が許容範囲内であること（すなわち、2 系列の組織間の生存率

の差が 20%未満であるか、3 系列の組織間の標準偏差（SD）が 18%を超えないこと）。試験を実

施する際に毎回設けられている陰性対照、陽性対照のいずれかが許容範囲外である場合、当該実施

回については「不適格」とみなし、再度実施すること。被験化学物質の系列間組織における変動が

許容範囲外である場合、当該試験は「不適格」と判断し、当該被験化学物質については再度試験を
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実施すること。 

結果の解釈と予測モデル 

46. 各被験化学物質について複数系列の試料から得られた OD 値/ピーク面積を用いて、陰性対

照を 100%として正規化した組織の平均生存率（各組織系列間の平均値）を算出する。眼刺激性、

または重度の眼損傷性に分類する必要のない被験化学物質（UN GHSの区分外）を特定するための

組織生存率のカットオフ値を表 4 に示す。したがって、結果の解釈は以下の通りである。 

● 曝露後および曝露後培養後の組織生存率の平均値が、表 4 の確立された組織生存率のカッ

トオフ値を上回る（>）場合、当該被験化学物質は、UN GHS における分類および表示する

必要のない化学物質（区分外）とする。この場合、他の試験法による追加試験は必要とし

ない。 

● 曝露後および曝露後培養後の組織生存率の平均値が、表 4 の確立された組織生存率のカッ

トオフ値以下である（≤）場合、この結果単独では予測することができない。これは、真陽

性の場合、これらの方法では UN GHS の区分 1 と区分 2 の判別について解決できないため

である（第 19 段落参照）。さらに、RhCE 試験法は偽陽性の結果が高い割合であることを

示している（第 14 段落～第 17 段落参照）。いずれの場合も、分類するためには、IATA ガ

イダンス文書（3）に従ってさらに情報を得る必要がある。 

表 4：UN GHS の分類に基づく予測モデル 

試験法 区分外 予測不能 
EpiOcular™ EIT 
（液体、固体両者） 

平均組織生存率 60%超 
平均組織生存率 60%以下 

SkinEthic™ HCE EIT 
（被験化学物質が液体の場合） 

平均組織生存率 60%超 平均組織生存率 60%以下 

SkinEthic™ HCE EIT 
（被験化学物質が固体の場合） 

平均組織生存率 50%超 平均組織生存率 50%以下 

LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT 
（液体、固体両者） 

平均組織生存率 40%超 平均組織生存率 40%以下 

MCTT HCE™ EIT 
（被験化学物質が液体の場合） 

平均組織生存率 35%超 平均組織生存率 35%以下 

MCTT HCE™ EIT 
（被験化学物質が固体の場合） 

平均組織生存率 60%超 平均組織生存率 60%以下 

47. 結果が明確であれば、1 被験化学物質につき 2 系列以上の組織で構成される単一試験で十

分なはずである。ただし、測定値が系列間で一致しない、および/または組織生存率の平均値が 60 
± 5%（VRM1、被験化学物質が液体の場合の VRM2、および被験化学物質が固体の場合の MCTT 
HCE™ EIT）、50 ± 5%（被験化学物質が固体の場合の VRM2）、40 ± 5%（LabCyte CORNEA-
MODEL24 EIT）、または 35 ± 5%（被験化学物質が液体の場合の MCTT HCE™ EIT）相当である

など、結果が境界域にある場合は、2 回目の試験を行うこと、さらには最初の 2 回の試験間で結果

が一致しなかった場合は 3 回目の試験を行うことも検討する。 
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基準物質は、未知の被験化学物質または製品クラスについて重度の眼損傷性/眼刺激性を評価する

場合や、一定の陽性反応の範囲内で分類される化学物質の眼毒性を相対的に評価する場合に有用で

あると考えられる。 

データおよび報告 

データ 

48. 試験の実施回ごとに各系列の組織から得られたデータ（被験化学物質および対照の OD 値/
ホルマザン色素のピーク面積および組織生存率の計算データ、ならびにRhCE法の最終予測など）

は、必要に応じて反復試験のデータを含め、被験化学物質ごとに表形式にて報告すること。さらに、

各被験化学物質および対照ごとに、組織生存率の平均値と、2 系列の組織間の生存率の差（系列が

n = 2 の場合）または SD 値（系列が n ≥ 3 の場合）を報告すること。テトラゾリウム色素の直接還

元および/または色素干渉を介してホルマザン色素の測定に被験化学物質による干渉が認められた

場合は、被験化学物質ごとに報告すること。 

試験報告書 

49. 試験報告書には、以下の情報を含めること。 

被験化学物質 

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的識別情報 
○ 物理的状態、揮発性、pH、LogP、分子量、化学的分類、その他、試験の実施に関連す

る物理化学的性状を可能な範囲で 
○ 純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的識別情報など 
○ 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など） 
○ 保存条件および安定性を可能な範囲で 

● 多成分物質、UVCB 物質および混合物 
○ 成分の化学的識別情報（上記参照）、純度、定量的組成、ならびに関連のある物理化学

的性状（上記参照）などによって可能な限り特徴付けること 
○ 物理的状態、その他、試験の実施に関連する物理化学的性状を可能な範囲で 
○ 純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的識別情報など 
○ 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など） 
○ 保存条件および安定性を可能な範囲で 

陽性および陰性対照物質 
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● 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的識別情報 

● 物理的状態、揮発性、分子量、化学的分類、その他、試験の実施に関連する物理化学的性

状を可能な範囲で 

● 純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的識別情報など 

● 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など） 

● 保存条件および安定性を可能な範囲で 

● 陰性対照として補遺 II に掲載されている物質と異なる物質を陰性対照として利用する場合

は、その妥当性 

● 陽性対照として補遺 II に掲載されている物質と異なる物質を陽性対照として利用する場合

は、その妥当性 

● 試験実施ごとの許容基準が適切であることを立証する背景陽性対照および陰性対照データ

への言及 

試験委託者および試験施設に関する情報 

● 試験委託者および試験施設の名称および住所、試験責任者の氏名および住所 

用いた RhCE 組織構造物および試験計画書（該当する場合は、選択の理論的根拠を示す）  

試験条件 

● 用いた RhCE 組織構造物（バッチ番号を含む） 

● ホルマザン色素の定量に用いた波長およびバンドパス（妥当な場合）、ならびに測定機器

（分光光度計など）の線形領域 

● ホルマザン色素の定量方法の説明 

● 該当する場合は、使用した HPLC/UPLC 分光光度計のシステムの説明 

● 実際に用いた RhCE 組織構造物について、その性能も含む完全な裏付け情報。例として下

記のものを含めること。 

i. 生存率の精度管理（供給者） 

ii. 試験条件下での生存率（使用者） 

iii. バリア機能の品質管理（陽性対照および陰性対照用） 

iv. 入手可能であれば、形態 

v. 入手可能であれば、使用した RhCE 組織構造物のその他の品質管理（QC） 

● 使用した RhCE 組織構造物の背景データへの言及。例として下記のものを含めること。背

景のバッチデータに基づく QC データの許容基準 

● RhCE 法を日常的に使用する前に、習熟度確認物質を用いた試験により試験施設の習熟度

が立証されている旨の陳述 
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実験および試験の許容基準 

● 背景データを基にした陽性対照および陰性対照の平均値、ならびに許容範囲 

● 陽性および陰性対照において、系列間の組織で許容可能な変動 

● 被験化学物質の系列間の組織について許容可能な変動 

試験手順： 

● 用いた試験手順の詳細 

● 用いた被験化学物質および対照物質の用量 

● 曝露、曝露後浸漬および曝露後培養（該当する場合）の時間と温度 

● 試験手順を変更した場合は、その説明 

● 被験化学物質がテトラゾリウム色素の直接還元剤である場合や着色している場合に用いる、

対照の指標 

● 各被験化学物質および各対照（陽性対照、陰性対照、NSMTTまたは NSWST、NSC生組織

細胞および NSC 死細胞組織［必要に応じて］）に対して用いた系列数 

結果： 

● 各被験化学物質および各対照物質について、データを試験実施回（該当する場合は再試験

を含む）ごとおよび系列ごとに集計した表。OD 値またはホルマザン色素のピーク面積、組

織生存率、平均組織生存率、系列間の差または SD、最終予測を含む。 

● 被験化学物質がテトラゾリウム色素の直接還元剤である場合や有色である場合に用いる対

照の結果。OD 値またはホルマザン色素のピーク面積、%NSMTT または%NSWST、%NSC
生細胞組織、%NSC死細胞組織、系列間の差または SD、最終的に補正された組織生存率、

最終予測を含む。 

● 実験および試験の許容基準の決定に関連して被験化学物質および対照物質を用いて得られ

た結果 

● 有色の被験化学物質による組織の着色など、認められたその他の影響の説明 

結果の考察 

結論 
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補遺 I―定義 

精確さ：試験法の結果と、容認されている参照値との間の一致の程度。試験法の性能を判断する

尺度であり、「妥当性」の一側面である。この用語はしばしば、試験法の正しい結果の割合を意味

する「一致率」と同義で用いられることが多い（24）。 

基準物質：被験化学物質との比較のための標準として用いる物質。基準物質として必要な特性は、

(i) 識別および特徴に一貫性および信頼性のある供給源であること、（ii）構造的、機能的および/ま
たは化学的分類、または製品クラスが、試験対象物質に類似していること、（iii）物理化学的特性

が既知であること、（iv）既知の作用に関する裏付けデータがあること、（v）望ましい反応の範

囲内で作用強度がわかっていることである。 

ボトムアップ方式：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と思わ

れる被験化学物質に用いる段階的手法。最初に、分類および表示する必要のない化学物質（陰性結

果）とそれ以外の化学物質（陽性結果）との識別を行う（3）。 

化学物質：物質または混合物。 

一致率：「精確さ」を参照されたい。 

角膜：眼球の前面にあって虹彩と瞳孔を覆い、光を眼球内部に通す透明な部分。 

CV：変動係数（Coefficient of Variation）の略。 

Dev：逸脱（Deviation）の略。 

EIT：眼刺激性試験（Eye Irritation Test）の略。 

EURL ECVAM：欧州連合の動物実験代替法基準試験所（European Union Laboratory for 
Alternatives to Animal Testing）の略。 

眼刺激性：物質または混合物を眼に曝露後に起こる、完全に回復する眼の変化を生じることであ

る。「眼に対する可逆的影響」および「UN GHS 区分 2」と同義に用いられる（1）。 

ET50：規定された一定濃度の基準物質を適用した場合に組織生存率を 50%低下させるのに必要な

曝露時間。 

偽陰性率：試験法によって陰性と誤判定されたすべての陽性物質の割合。試験法の性能を表す指

標の 1 つ。 

偽陽性率：試験法によって陽性と誤判定されたすべての陰性物質の割合。試験法の性能を表す指

標の 1 つ。 

ホルマザン色素（Formazan dye：FD）：MTT、WST-8、または WST-1 を還元する発色剤。 

有害性：曝露後に生命体、系、または個体群（副次集団）に有害作用を生じる可能性のある作用

因子または状況に本来備わっている性質。 

HCE：SkinEthic™ Human Corneal Epithelium の略。 

HPLC：高速液体クロマトグラフィー（High Performance Liquid Chromatography）の略。 

IC50：基準物質を一定時間曝露（SDS で 30 分間または 60 分間処理など）後、組織の生存率を

50%低下させる基準物質の濃度。 
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無限用量：上皮表面を完全かつ均一に覆うのに必要な量を超えてRhCE組織構造物に適用される被

験化学物質の量。 

眼に対する不可逆的影響：「重度の眼損傷性」を参照されたい。 

LLOQ：定量下限（Lower Limit of Quantification）の略。 

LogP：オクタノール/水分配係数の対数。 

混合物：互いに反応しない 2 つ以上の物質からなる混合物または溶液（1）。 

単一成分物質：定量的組成によって定義され、1 つの主成分を少なくとも 80%（w/w）含有する物

質。 

多成分物質：定量的組成によって定義され、複数の主成分を少なくとも10%（w/w）以上かつ80%
（w/w）未満の濃度で含有する物質。多成分物質は、製造工程に起因して生じる。混合物と多成分

物質の違いは、混合物は 2 つ以上の物質を混ぜることによって化学反応を起こすことなく得られる

という点である。多成分物質は、化学反応の結果として生じる。 

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（3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide）の略。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）。 

陰性対照：試験系のすべての要素を含み、その試験系において陽性反応を誘導しないことが分か

っている物質を用いて処理する試料。この試料を、被験化学物質で処理した試料および他の対照試

料とともに手順を進め、100%組織生存率の決定に使用する。 

分類されない：眼刺激性（UN GHS 区分 2、2A または 2B）にも重度の眼損傷性（UN GHS 区分 1)
にも分類されない化学物質。「UN GHS 区分外」と同義に用いられる。 

NSC 死細胞組織：死滅組織における非特異的着色（Non-Specific Colour in killed tissues）の略。

NSC 生細胞組織：生細胞組織における非特異的着色（Non-Specific Colour in living tissues）の略。

NSMTT：非特異的 MTT 還元（Non-Specific MTT reduction）の略。 

NSWST：非特異的 WST-8 還元（Non-Specific WST-8 reduction）、または非特異的 WST-1 還元

（Non-Specific WST-1 reduction）の略。 

OD：光学密度（Optical Density）の略。 

性能基準：科学的妥当性が認められたバリデーション済み試験法を基にした基準。提案された試

験法のうち、構造的・機能的に類似したものについて、その同等性を評価する際の根拠となる。性

能基準には、（i）試験法に不可欠な要素、（ii）バリデーション済み試験法の性能が許容されるこ

とを立証する際に用いられた化学物質の中から選抜された、参照物質の最小限のリスト、（iii）提

案された試験法を参照物質の最小限のリストを用いて評価する際に示さなければならない、バリデ

ーション済み試験法について得られたものと同等レベルの精確さと信頼度が含まれる（24）。 

陽性対照：試験系のすべての要素を含み、その試験系において陽性反応を誘導することが分かっ

ている物質を用いて処理する試料。この試料を、被験化学物質で処理した試料および他の対照試料

とともに手順を進める。陽性対照の反応の経時的変動を確実に評価するためには、陽性反応が過度

であってはならない。 

妥当性：試験とその対象となる作用との関連性、およびその試験が特定の目的にとって意義や有

用性があることの是非を説明するもの。その試験が試験対象となる生物学的作用を正確に測定また
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は予測する程度を示す。妥当性では、試験法の精確さ（一致率）も考慮される（22）。 

信頼度：同じ試験手順を用いて実施した場合に得られる経時的な施設内および施設間再現性の程

度を表す尺度。施設内および施設間再現性、ならびに施設内併行精度を算定することで評価する

（24）。 

代替試験：有害性の同定やリスク評価のために日常的に使用され、かつ一般に認められている試

験の代わりになるようにデザインされた試験であり、試験対象になる可能性のあるすべての状況や

化学物質に関して、一般に認められている試験に比較して、ヒトや動物の健康や環境（該当する場

合）を同等かそれ以上に保護できることが確認されている試験（24）。 

再現性：同じ試験手順を用いて同じ被験化学物質について試験を繰り返し実施した場合に得られ

た結果が一致していること（「信頼度」参照）（24）。 

眼に対する可逆的影響：「眼刺激性」を参照されたい。 

RhCE：再構築ヒト角膜様上皮（Reconstructed human Cornea-like Epithelium）の略。 

実験/試験（の）実施回：陰性対照および陽性対照を同時に使って、1つ以上の被験化学物質を対象

とした試験を行う実施単位のこと。 

SD：標準偏差（Standard Deviation）の略。 

感度：試験によって正確に分類されるすべての陽性被験化学物質または活性のある被験化学物質

の割合。断定的な結果をもたらす試験法の精確さを示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する上

で考慮すべき重要な事項である（24）。 

重度の眼損傷性：物質または混合物への眼の曝露後に生じる、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の発生を指す。「眼に対する不可逆的影響」および「UN GHS 区分 1」
と同義に用いられる（1）。 

標準操作手順書（SOP）：具体的な日常業務および試験固有の実験業務の実施方法を詳細に記載

した正式な手順書。GLP の要件である。 

特異度：試験によって正確に分類されるすべての陰性被験化学物質または不活性な被験化学物質

の割合。断定的な結果をもたらす試験法の精確さを示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する上

で考慮すべき重要な事項である（24）。 

物質：自然の状態の、または任意の製造過程において得られる化学元素とその化合物。その製品

の安定性を保つために必要な添加物や、製造過程由来の不純物はすべて含まれるが、その物質の安

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る可能性のある溶媒はすべ

て除く（1）。 

試験：該当する SOP に規定されているように、単一被験化学物質を対象に、2 系列以上の組織で

同時に実施する試験のこと。 

テトラゾリウム色素（TD）：テトラゾリウム塩 MTT、WST-8 および WST-1。 

組織生存率：再構築組織中の細胞集団の総活性を、生体染色色素である MTT を還元する能力とし

て測定するパラメータ。測定するエンドポイントおよび用いる試験デザインにもよるが、生細胞の

総数および/または活性と相関する。 

トップダウン方式：重度の眼損傷を引き起こす疑いのある化学物質に用いる段階的手法。最初に、

重度の眼損傷を誘発する化学物質（陽性結果）とそれ以外の化学物質（陰性結果）との識別を行う

（3）。 
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被験化学物質：「被験化学物質」という用語は、試験の対象物を指す場合に用いられる。 

階層的試験戦略：試験方法を順次用いて段階的に実施していく試験戦略。戦略の次の段階に進む

前に、証拠の重み付けプロセスを用いて、被験化学物質に関する既存のすべての情報を各段階で審

査し、危険性分類の決定に十分な情報があるかどうかを判断する。特定の段階で既存の情報を基に

被験化学物質の有害性/作用強度を分類することができる場合、それ以上試験を行う必要はない

（24）。 

ULOQ：定量上限（Upper Limit of Quantification）の略。 

国際連合の化学物質の分類および表示に関する世界調和システム（UN GHS）：ヒト（雇用者、労

働者、輸送者、消費者および緊急時対応者など）および環境を保護することを目的として有害作用

に関する情報を伝達するために、物理的危険性、ならびに健康および環境有害性に基づいてその種

類および程度を標準化し、ピクトグラム、注意喚起語、危険有害性情報、注意書きおよび安全デー

タシートなど、対応する伝達要素を取り扱うことで化学物質（物質および混合物）の分類を提案す

るシステム（1）。 

UN GHS 区分 1：「重度の眼損傷性」を参照されたい。 

UN GHS 区分 2：「眼刺激性」を参照されたい。 

UN GHS 区分外：UN GHS 区分 1 および区分 2（2A または 2B）の分類要件に該当しない化学物

質。「分類されない」と同義に用いられる。 

UPLC：超高速液体クロマトグラフィー（Ultra-High Performance Liquid Chromatography）の略。 

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。 

妥当な試験法：特定の目的に対して妥当性および信頼度が十分であるとみなされる、科学的に有

効な原理に基づく試験方法。決して、絶対的な意味で試験方法が妥当であるわけではなく、定めら

れた目的に関して妥当であるにすぎない（24）。 

バリデーション済みの試験法：バリデーション試験が完了し、特定の目的に対する妥当性（精確

さを含む）および信頼度が決定されている試験方法。バリデーション済みの試験法は、提案された

目的に対して許容可能であると認められる精確さおよび信頼度の観点からは、性能が不十分である

可能性があるということに留意しておかなければならない（24）。 

VRM：バリデーション済み標準試験法（Validated Reference Method）の略。 

VRM1：EpiOcular™ EIT をバリデーション済み標準試験法 1 とする。 

VRM2：SkinEthic™ HCE EIT をバリデーション済み標準試験法 2 とする。 

証拠の重み付け：被験化学物質の有害性に関する結論およびその裏付けを得る際に、さまざまな

断片的情報の強みと弱みを検討するプロセス。 

WST：水溶性テトラゾリウム塩。 

WST-1：水溶性テトラゾリウム塩-1：［4-[3-(4-ヨードフェニル)-2-(4-ニトロフェニル)-2H-5-テト

ラゾリオ]-1,3-ベンゼンジスルホン酸（CAS 登録番号：150849-52-8）］。 

WST-8：水溶性テトラゾリウム塩-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,モノナトリウム塩（CAS 登録番号：193149-74-5）］。 
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補遺 II―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物質を同定するための RhCE 法の主

な構成 

番号 1 2 3 4 

試験法の 
構成要素 

EpiOcular™ EIT 
(VRM 1) 

SkinEthic™ HCE EIT 
 (VRM 2) 

LabCyte CORNEA- 
MODEL24 EIT MCTT HCE™ EIT 

試験計画書 1 液体（37 ± 1°C 以

下で 15 分間ピペ

ット操作が可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体および 
粘性（ピペット操

作可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

モデル表面 0.6 cm2
 0.6 cm2

 0.5 cm2
 0.5 cm2

 0.3 cm2
 0.3 cm2

 0.6 cm2
 0.6 cm2

 

組織の系列数 
2 系列以上 2 系列以上 2 系列以上 2 系列以上 3 系列 3 系列 2 系列以上 2 系列以上 

 
1 試験計画書の詳細については、各試験法の標準操作手順書（SOP）最新版を参照すること。参照対象となる SOP は、参考文献一覧から入手可能である。 



 
 492 

 

© OECD (2025) 
 

30 

番号 1 2 3 4 

試験法の 
構成要素 

EpiOcular™ EIT 
(VRM 1) 

SkinEthic™ HCE EIT 
 (VRM 2) 

LabCyte CORNEA- 
MODEL24 EIT MCTT HCE™ EIT 

試験計画書 1 液体（37 ± 1°C 以

下で 15 分間ピペ

ット操作が可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体および 
粘性（ピペット操

作可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

色素干渉の事前

確認 
50 µL に水 1 mL を

加えて 37 ± 2ºC、5 
± 1%CO2、相対湿

度 95%以上にて 60
分間（無色の被験

化学物質）、また

は 50 μL にイソプ

ロパノール 2 mLを

加え、室温で 2～3
時間撹拌（有色の

被験化学物質） 

→570 ± 20 nmにお

いてイソプロパノ

ール ま たは 水 の

OD 値を引いた後

の被験化学物質の

OD 値が 0.08（陰

性対照の平均 OD
値のおよそ 5%に

相当する）を超え

る場合、生細胞組

織の適合対照を設

けること。 

50 mgに水1 mLを
加えて 37 ± 2ºC、

5 ± 1%CO2、相対

湿度 95%以上にて

60分間（無色の被

験化学物質）、お

よび/または 50 mg
にイソプロパノー

ル 2 mL を加え、

室温で 2～3 時間

撹拌（有色および

無色の被験化学物

質）  

→570 ± 20 nm に

おいてイソプロパ

ノールまたは水の

OD 値を引いた後

の被験化学物質の

OD 値が 0.08（陰

性対照の平均 OD
値のおよそ 5%に

相当する）を超え

る場合、生細胞組

織の適合対照を設

けること。 

10 µLに水90 µLを
加えて室温（18～
28°C）で 30 ± 2 分

間撹拌 

→被験化学物質が

着色した場合、生

細胞組織の適合対

照を設けること。 

10 mg に水 90 μL
を加えて室温で 30 
± 2 分間撹拌 

→被験化学物質が

着色した場合、生

細胞組織の適合対

照を設けること。 

50 μL に水 0.5 mL
を 加 え 、 37 ± 
2°C 、 5 ± 
1%CO2、相対湿度

95%以上にて 15
分間撹拌 
被験化学物質が着

色した場合、生細

胞組織の適合対照

を設けること。 

10 mg に水 0.5 mL
を 加 え 、 37 ± 
2°C 、 5 ± 
1%CO2、相対湿度

95%以上にて 15
分間撹拌 
被験化学物質が着

色した場合、生細

胞組織の適合対照

を設けること。 

40 μL に水 1 mL を

加え、37 ± 2°C、

5 ± 1%CO2、相対

湿度 95%以上にて

60 分間撹拌 
→450 ± 20 nm に

おいて水の OD 値

を引いた後の被験

化学物質の OD 値

が 0.1（陰性対照

の平均 OD 値のお

よそ 5%に相当す

る）を超える場

合、生細胞組織の

適合対照を設ける

こと。 

40 mgに水1 mLを
加え、37 ± 2°C、

5 ± 1%CO2、相対

湿度 95%以上にて

60 分間撹拌 
→450 ± 20 nm に

おいて水の OD 値

を引いた後の被験

化学物質の OD 値

が 0.1（陰性対照

の平均 OD 値のお

よそ 5%に相当す

る）を超える場

合、生細胞組織の

適合対照を設ける

こと。 
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番号 1 2 3 4 

試験法の 
構成要素 

EpiOcular™ EIT 
(VRM 1) 

SkinEthic™ HCE EIT 
 (VRM 2) 

LabCyte CORNEA- 
MODEL24 EIT MCTT HCE™ EIT 

試験計画書 1 液体（37 ± 1°C 以

下で 15 分間ピペ

ット操作が可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体および 
粘性（ピペット操

作可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

テトラゾリウム

の直接還元能の

事前確認 
 

50 µL に 1 mg/mL 
MTT 溶液を 1 mL
加え、37 ± 2ºC、5 
± 1% CO2、相対湿

度 95% 以上にて

180 ± 15 分間 
溶液が青色/紫色

に変わった場合、

凍結死滅組織の適

合対 照 を設 け る

（陰 性 対照 と し

て、滅菌した脱イ

オン水 50 μL を

MTT 溶液に加えた

ものを用いる） 

50 mg に 1 mg/mL 
MTT 溶液を 1 mL
加え、37 ± 2ºC、

5 ± 1% CO2、相対

湿度 95%以上にて

180 ± 15 分間 
溶液が青色/紫色

に変わった場合、

凍結死滅組織の適

合対照を設ける

（陰性対照とし

て、滅菌した脱イ

オン水 50 μL を

MTT 溶液に加えた

ものを用いる） 

30 µL に 1 mg/mL 
MTT溶液を300 µL
加え、37 ± 2ºC、

5 ± 1% CO2、相対

湿度 95%以上にて

180 ± 15 分間 
溶液が青色/紫色

に変わった場合、

水死させた死滅組

織の適合対照を設

ける（陰性対照と

して、滅菌した脱

イオン水 30 μL を

MTT 溶液に加えた

ものを用いる） 

30 mg に 1 mg/mL  
MTT溶液を300 µL
加え、37 ± 2ºC、

5 ± 1% CO2、相対

湿度 95%以上にて

180 ± 15 分間 
溶液が青色/紫色

に変わった場合、

水死させた死滅組

織の適合対照を設

ける（陰性対照と

して、滅菌した脱

イオン水 30 μL を

MTT 溶液に加えた

ものを用いる） 

50 μL に WST-8 溶

液の希釈液 300 μL
を 加 え 、 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 240 
± 20 分間 
溶液が黄色に変

わった場合、凍結

死滅組織の適合対

照を設ける 

10 mgにWST-8溶

液の希釈液 300 μL
を 加 え 、 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 240 
± 20 分間 
溶液が黄色に変

わった場合、凍結

死滅組織の適合対

照を設ける 

40 μL に WST-1 溶

液の希釈液 1 mL
を 加 え 、 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 180 
± 10 分間 
溶液が黄色に変

わった場合、凍結

死滅組織の適合対

照を設ける 

40 mgにWST-1溶

液の希釈液 1 mL
を 加 え 、 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 180 
± 10 分間 
溶液が黄色に変

わった場合、凍結

死滅組織の適合対

照を設ける 

前処理 Ca2+/Mg2+ 非 含 有

DPBS 20 µLで遮光

下、37 ± 2ºC、5 ± 
1% CO2、相対湿度

95%以上にて 30 ± 
2 分間。 

Ca2+/Mg2+ 非 含 有

DPBS 20 µL で遮

光下、37 ± 2ºC、

5 ± 1% CO2、相対

湿度 95%以上にて

30 ± 2 分間。 

- - - - - - 
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番号 1 2 3 4 

試験法の 
構成要素 

EpiOcular™ EIT 
(VRM 1) 

SkinEthic™ HCE EIT 
 (VRM 2) 

LabCyte CORNEA- 
MODEL24 EIT MCTT HCE™ EIT 

試験計画書 1 液体（37 ± 1°C 以

下で 15 分間ピペ

ット操作が可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体および 
粘性（ピペット操

作可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

適用量および適

用方法 
50 μL （ 83.3 
μL/cm2） 

50 mg （ 83.3 
mg/cm2 ）、較正

済みの機器を用い

ること（さじ 1 杯

で塩化ナトリウム

50 mg 分など）。 

10 μL Ca2+/Mg2+非

含有 DPBS + 30 ± 
2 μL （ 60 
μL/cm2） 
粘性がある場合、

ナイロンメッシュ

を使用 

30 μL Ca2+/Mg2+非

含有 DPBS + 30 ± 
2 mg （ 60 
mg/cm2） 

50 μL （ 167 
μL/cm2） 

10 mg （ 33 
mg/cm2） 

40 μL （ 67 
μL/cm2） 

40 µL Ca2+/Mg2+非

含有 DPBS + 40 ± 
1 mg （ 67 
μL/cm2） 

曝露時間および

温度 
培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 30分

（± 2 分） 

培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 6 時

間（± 0.25 時間） 

培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 30
分（± 2 分） 

培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 4 時

間（± 0.1 時間） 

培地中で室温にて

1 分（± 5 秒） 
培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 24
時間（± 1 時間） 

培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 10
分（± 1 分） 

培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 3 時

間（± 5 分） 

室温での洗浄 Ca2 + /Mg2 + 非含

有DPBS 100 mLで

3 回 

Ca2 + /Mg2 + 非含

有 DPBS 100 mL
で 3 回 

Ca2+/Mg2+ 非 含 有
DPBS 20 mL 

Ca2+/Mg2+ 非 含 有
DPBS 25 mL 

Ca2+/Mg2+ 非 含 有

DPBSで10回以上

流す 

Ca2+/Mg2+ 非 含 有

DPBSで10回以上

流す 

DPBS で 4 回 DPBS 10 mL で 4
回、ビーカー内で

DPBS 30 mL で振

とう 

曝露後浸漬 培地中で室温にて

12 分（± 2 分） 
培地中で室温にて

25 分（± 2 分） 
培地中で 37°C、

5% CO2、相対湿

度 95%にて 30 分

（± 2 分） 

培地中で室温にて

30 分（± 2 分） - - - - 

曝露後培養 培 地 中 で 37 ± 
2ºC、5 ± 1%  
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 120
分（± 15 分） 

培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 18
時間（ ± 0.25 時

間） 

なし 培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 18
時間（± 0.5時間） 

培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 24
時間（± 1 時間） 

なし 培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 16
時間（± 1 時間） 

培 地 中 で 37 ± 
2ºC 、 5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 16
時間（± 1 時間） 



 
 492 

 

© OECD (2025) 
 

33 

番号 1 2 3 4 

試験法の 
構成要素 

EpiOcular™ EIT 
(VRM 1) 

SkinEthic™ HCE EIT 
 (VRM 2) 

LabCyte CORNEA- 
MODEL24 EIT MCTT HCE™ EIT 

試験計画書 1 液体（37 ± 1°C 以

下で 15 分間ピペ

ット操作が可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体および 
粘性（ピペット操

作可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

陰性対照 H2O：50 μL 同時試

験 
H2O：50 μL 同時

試験 
Ca2+/Mg2+ 非 含 有

DPBS：30 ± 2 µL
同時試験 

Ca2+/Mg2+ 非 含 有

DPBS：30 ± 2 µL
同時試験 

Ca2+/Mg2+ 非 含 有

DPBS：50 μL 同

時試験 

無処理同時試験 Ca2+/Mg2+ 非 含 有

DPBS：40 μL 同

時試験 

Ca2+/Mg2+ 非 含 有

DPBS：40 μL 同

時試験 

陽性対照 酢酸メチル：50 μL
同時試験 

酢酸メチル： 50 
μL 同時試験 

酢酸メチル：30 ± 
2 µL 同時試験 

酢酸メチル：30 ± 
2 µL 同時試験 

エタノール： 50 
μL 同時試験 

ラウリン酸： 10 
mg 同時試験 

酢酸メチルまたは

2% SDS：40 μL同
時試験 

酢酸メチルまたは

2% SDS：40 μL同
時試験 

テトラゾリウム

塩溶液 
濃度 1 mg/mL を
300 μL 

濃度 1 mg/mL を
300 μL 

濃度 1 mg/mL を
300 μL 

濃度 1 mg/mL を
300 μL 

WST-8希釈液（10
倍希釈 CCK-8）を
300 μL 

WST-8希釈液（10
倍希釈 CCK-8）を
300 μL 

WST-1希釈液（25
倍希釈WST-1）を
300 μL 

WST-1希釈液（25
倍希釈WST-1）を
300 μL 

テトラゾリウム

塩との反応時間

と温度など 

37 ± 2ºC、5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 180
分（± 15 分） 

37 ± 2ºC、5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 180
分（± 15 分） 

37 ± 2ºC、5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 180
分（± 15 分） 

37 ± 2ºC、5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 180
分（± 15 分） 

37 ± 2ºC、5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 240
分（± 15 分） 

37 ± 2ºC、5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 240
分（± 15 分） 

37 ± 2ºC、5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 180
分（± 5 分） 

37 ± 2ºC、5 ± 1% 
CO2 、 相 対 湿 度

95%以上にて 180
分（± 5 分） 

抽出溶媒 イソプロパノール

2 mL（組織を穿孔

し、インサートの

上部および底部か

ら抽出） 

イソプロパノール

2 mL（組織を穿孔

し、インサートの

上部および底部か

ら抽出） 

イソプロパノール

1.5 mL（インサー

トの上部および底

部から抽出） 

イソプロパノール

1.5 mL（インサー

トの上部および底

部から抽出） 

不要 不要 不要 不要 

抽出時間および

温度 
室温で振とう（約

120 rpm）しながら

2～3 時間、または

4～10°C で一晩 

室温で振とう（約

120 rpm）しなが

ら 2～3 時間、ま

たは 4～10°C で一

晩 

室温で振とうしな

が ら （ 約 120 
rpm）4 時間、ま

たは 4～10°C で少

なくとも一晩（振

とうなし） 

室温で振とうしな

が ら （ 約 120 
rpm）少なくとも

2 時間 

不要 不要 不要 不要 
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番号 1 2 3 4 

試験法の 
構成要素 

EpiOcular™ EIT 
(VRM 1) 

SkinEthic™ HCE EIT 
 (VRM 2) 

LabCyte CORNEA- 
MODEL24 EIT MCTT HCE™ EIT 

試験計画書 1 液体（37 ± 1°C 以

下で 15 分間ピペ

ット操作が可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体および 
粘性（ピペット操

作可能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

液体 
（ピペット操作可

能） 

固体 
（ピペット操作不

可能） 

OD 値の測定 570 nm （ 550 ～

590 nm）リファレ

ンスフィルター不

使用 

570 nm （ 550 ～

590 nm）リファレ

ンスフィルター不

使用 

570 nm （ 540 ～

600 nm）リファレ

ンスフィルター不

使用 

570 nm （ 540 ～

600 nm）リファレ

ンスフィルター不

使用 

リファレンスフィ

ルターを使って

450 nm （ 650 
nm） 

リファレンスフィ

ルターを使って

450 nm （ 650 
nm） 

リファレンスフィ

ルターを使って

450 nm （ 420 ～

480 nm） 

リファレンスフィ

ルターを使って

450 nm（ 420 ～ 
480 nm） 

組織の品質管理 0.3%（v/v）Triton 
X-100 100 μL で処

理 
12.2 分  ≤ ET50 ≤ 
37.5 分 

0.3%（v/v）Triton 
X-100 100 μL で処

理 
12.2 分  ≤ ET50 ≤ 
37.5 分 

SDS（50 μL）で

30 分間処理 
1.0 mg/mL ≤ IC50 ≤ 
3.5 mg/mL 

SDS（50 μL）で

30 分間処理 
1.0 mg/mL ≤ IC50 ≤ 
3.5 mg/mL 

SDS（25 μL）で

60 分間処理 
1.0 mg/mL ≤ IC50 ≤ 
4.0 mg/mL 

SDS（25 μL）で

60 分間処理 
1.0 mg/mL ≤ IC50 ≤ 
4.0 mg/mL 

0.3%（v/v）Triton 
X-100 50 μL で処

理  
17.6 分  ≤ ET50 ≤ 
41.0 分 

0.3%（v/v）Triton 
X-100 50 μL で処

理 
17.6 分  ≤ ET50 ≤ 
41.0 分 

許容基準 1. 陰性対照で処理

した 系 列の 平 均

OD 値が 0.8 超 2.8
未満であること 
2. 陽性対照に 30分

間曝露した系列の

平均生存率（陰性

対照に対する割合

［%］で表したも

の）が 50%未満で

あること 
3. 2 系列間の生存

率の差は 20%未満

であること 

1. 陰性対照で処理

した系列の平均

OD 値が 0.8 超 2.8
未満であること 
2.陽性対照に 30分

間曝露した系列の

平均生存率（陰性

対照に対する割合

［%］で表したも

の）が 50%未満で

あること 
3. 2 系列間の生存

率の差は 20%未満

であること 

1. 陰性対照で処理

した系列の平均

OD 値が 1.0 超 2.5
以下であること 
2.陽性対照に 30分

間曝露した系列の

平均生存率（陰性

対照に対する割合

［%］で表したも

の）が 30%以下で

あること 
3. 2 系列間の生存

率の差は 20%未満

であること  

1. 陰性対照で処理

した系列の平均

OD 値が 1.0 超 2.5
以下であること 
2.陽性対照に 4 時

間曝露した系列の

平均生存率（陰性

対照に対する割合

［%］で表したも

の）が 20%以下で

あること 
3. 2 系列間の生存

率の差は 20%未満

であること  

1. 陰性対照で処理

した系列の平均

OD 値が 0.5 以上

1.3 以下であるこ

と 
2. 陽性対照で処理

した系列の平均生

存率が 40%以下で

あること 
3. 3 系列間の標準

偏 差 （ SD ） が

18%を超えないこ

と 

1. 陰性対照で処理

した系列の平均

OD 値が 0.5 以上

1.3 以下であるこ

と 
2. 陽性対照で処理

した系列の平均生

存率が 40%以下で

あること 
3. 3 系列間の標準

偏 差 （ SD ） が

18%を超えないこ

と 

1. 陰性対照で処理

した系列の平均

OD 値が 1.6 以上

3.0 以下であるこ

と 
2. 陽性対照で処理

した系列の平均生

存率が 35%以下で

あること 
3. 2 系列間の生存

率の差が 20%を超

えないこと 

1. 陰性対照で処理

した系列の平均

OD 値が 1.6 以上

3.0 以下であるこ

と 
2. 陽性対照で処理

した系列の平均生

存率が 35%以下で

あること 
3. 2 系列間の生存

率の差が 20%を超

えないこと 
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補遺 III―VRM1 の SOP に基づいた MTT を直接還元する物質および/または色素干渉を

生じる物質の識別および取り扱い方法の指針に関する説明図 

 
  

色素干渉の事前確認 

被験化学物質 50 μL または

50mg を水 1 mL に溶解し、

標準培養条件下で 1 時間静置

する。  

MTT 直接還元能の事前確認 

被験化学物質 50 μL または 
50 mg を 1 mg/mL MTT 溶液

1 mL に溶解し、標準培養条

件下で 3 時間静置する。 

570 ± 20 nm における OD 値

が 0.08 を上回っているか? 

No Yes 

被験化学物質の色が強すぎる

ため、MTT 直接還元能を事

前確認することが不可能か? 

No 混合液は青色/紫色になるか? 

被験化学物質 50 μL または 50 
mg を 1 mg/mL MTT 溶液 1 
mL に溶解し、標準培養条件

下で 3 時間静置する。 

MTT 直接還元能

の事前確認 

Yes No Yes 
以下の 2 つの選択肢の

いずれかを検討する 
No 

混合液は青色/紫色になるか? 

OD 値測定または

HPLC/UPLC 分光光

度法を使用 

HPLC/UPLC 分光光

度法を使用 
OD 値測定を使用 OD 値測定を使用 

OD 値測定または

HPLC/UPLC 分光光

度法を使用 

試験実施ごとに生存組織を対照として試

験の全工程を同時に行う。ただし、培養

時には MTT の代わりに培地を用いる

（= %NSC 生細胞組織） 

死滅組織を対照として試験の全工程を

実施（ = %NSMTT） 
（1 回で複数試験の補正が可能） 

死滅組織を対照として試験の全工程を

実施（ = %NSMTT） 
（1 回で複数試験の補正が可能） 

死滅組織を対照として試験の全工程を実

施する。ただし、培養時には MTT の代

わりに培地を用いる（= %NSC 死細胞組織）

（1 回で複数試験の補正が可能） 

対照不要 最終%生存率 = 被験化学物質の未補

正%生存率 – %NSC 生細胞組織 
対照不要 

最終%生存率 = 被験化学物質の未補正%
生存率 – %NSC 生細胞組織 – 
%NSMTT + %NSC 死細胞組織 

最終%生存率 = 被験化学物質の未補

正%生存率 – %NSMTT 

HPLC/UPLC 分光光

度法を使用 

試験実施ごとに生存組織を対照として試

験の全工程を同時に行う。ただし、培養

時には MTT の代わりに培地を用いる

（= %NSC 生細胞組織） 

さらに 

さらに 

被験化学物質 50 μL または

50 mg をイソプロパノール 2 
mL に溶解し、室温で 2～3

時間静置する。  
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補遺 IV―VRM2 の SOP に基づいた MTT を直接還元する物質および/または色素干渉を

生じる物質の識別および取り扱い方法の指針に関する説明図 

 
  

色素干渉の事前確認 

被験化学物質 10 μL または

10 mg を水 90 μL に溶解し、

室温で 30 分間静置する。 

MTT 直接還元能の事前確認 

被験化学物質 30 μL または

30 mg を 1 mg/mL MTT 溶液

300 µL に溶解し、標準培養

条件下で 3 時間静置する。 

混合液は有色になるか? 

No Yes 

被験化学物質の色が強すぎる

ため、MTT 直接還元能を事

前確認することが不可能か? 

No 混合液は青色/紫色になるか? 

被験化学物質 30 μL または 30 
mg を 1 mg/mL MTT 溶液 300 
µL に溶解し、標準培養条件下

で 3 時間静置する。 

MTT 直接還元能

の事前確認 

Yes No Yes 
以下の 2 つの選択肢の

いずれかを検討する 
No 

混合液は青色/紫色になるか? 

OD 値測定または

HPLC/UPLC 分光光

度法を使用 

HPLC/UPLC 分光光

度法を使用 
OD 値測定を使用 OD 値測定を使用 

OD 値測定または

HPLC/UPLC 分光光

度法を使用 

試験実施ごとに生存組織を対照として試

験の全工程を同時に行う。ただし、培養

時には MTT の代わりに培地を用いる

（= %NSC 生細胞組織） 

死滅組織を対照として試験の全工程を

実施（ = %NSMTT） 
（1 回で複数試験の補正が可能） 

死滅組織を対照として試験の全工程を

実施（ = %NSMTT） 
（1 回で複数試験の補正が可能） 

死滅組織を対照として試験の全工程を実

施する。ただし、培養時には MTT の代

わりに培地を用いる（= %NSC 死細胞組織）

（1 回で複数試験の補正が可能） 

対照不要 最終%生存率 = 被験化学物質の未補

正%生存率 – %NSC 生細胞組織 
対照不要 

最終%生存率 = 被験化学物質の未補正%
生存率 – %NSC 生細胞組織 – %NSMTT 

 + %NSC 死細胞組織 

最終%生存率 = 被験化学物質の未補

正%生存率 – %NSMTT 

HPLC/UPLC 分光光

度法を使用 

試験実施ごとに生存組織を対照として試

験の全工程を同時に行う。ただし、培養

時には MTT の代わりに培地を用いる

（= %NSC 生細胞組織） 

さらに 

さらに 
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補遺 V―LABCYTE CORNEA-MODEL24 EIT の SOP に基づいた WST を直接還元する

物質および/または色素干渉を生じる物質の識別および取り扱い方法の指針に関する説

明図 

  

HPLC/UPLC 分光光

度法を使用 

色素干渉の事前確認 

被験化学物質 50 μL また

は 10mg を水 300 μL に

溶解し、室温で 15 分間

静置する。 

WST 直接還元能の事前確認 

被験化学物質 50 μL または

10 mg を WST-8 溶液 300 
µL に溶解し、標準培養条

件下で 4 時間静置する。 

混合液は有色になるか? 

No Yes 

被験化学物質の色が強す

ぎるため、WST-8 直接還

元能を事前確認すること

が不可能か? 

No 

混合液は黄色になるか? 被験化学物質 50 μL または

10 mg を WST-8 溶液 300 
µL に溶解し、標準培養条

件下で 4 時間静置する。 
WST 直接還元能

の事前確認 

Yes No Yes 
以下の 2 つの選択肢の

いずれかを検討する 
No 

混合液は黄色になるか? 

OD 値測定または
HPLC/UPLC 分光光

度法を使用 
HPLC/UPLC 分光

光度法を使用 
OD 値測定を

使用 
OD 値測定を

使用 
OD 値測定または

HPLC/UPLC 分光光
度法を使用 

試験実施ごとに生存組織を対照と

して試験の全工程を同時に行う。

ただし、培養時には WST-8 の代

わりに培地を用いる 
（= %NSC 生細胞組織） 

試験実施ごとに生存組織を対照と

して試験の全工程を同時に行う。

ただし、培養時には WST-8 の代

わりに培地を用いる 
（= %NSC 生細胞組織） 

死滅組織を対照として試験の全工

程を実施（ = %NSWST）（1 回

で複数試験の補正が可能） 

死滅組織を対照として試験の全工程を

実施（ = %NSWST）（1 回で複数試

験の補正が可能） 

死滅組織を対照として試験の全工

程を実施する。ただし、培養時に

は WST-8 の代わりに培地を用いる

（= %NSC 死細胞組織）（1 回で複数試

験の補正が可能） 

対照不要 最終%生存率 = 未補正%生存率 
– %NSC 生細胞組織 

対照不要 最終%生存率 = 未補正%生存率 
– %NSC 生細胞組織 – %NSWST 

+ %NSC 死細胞組織 

最終%生存率 = 被験化学物質の未補

正%生存率 – %NSWST 
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補遺 VI – MCTT HCETM EIT SOP に基づく、直接的な WST 低減剤および/または色彩

干渉化学物質の特定と取り扱い方法に関するガイダンスを示したフローチャート 
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補遺 VII―RhCE 組織構造物から抽出された MTT ホルマザンを測定するための

HPLC/UPLC 分光光度計システムの適格性評価用の主要パラメータおよび許容基準 

パラメータ FDA の指針に基づく操作（43）（45） 許容基準 
選択性 イソプロパノール、生存組織ブランク（未処理

の生存 RhCE 組織構造物のイソプロパノール抽

出物）、死滅組織ブランク（未処理の死滅

RhCE 組織構造物のイソプロパノール抽出物）

および色素（メチレンブルーなど）の分析 

面積色素干渉が面積

LLOQ1の 20%以下 

精度 イソプロパノール（n = 5）を用いた精度管理

（すなわち、MTT ホルマザン 1.6 μg/mL、16 
μg/mL および 160 μg/mL において） 

CV が 15%以下、また

は LLOQ において 20%
以下 

精確さ イソプロパノール（n = 5）を用いた精度管理 逸脱率が 15%以下、ま

たは LLOQ において

20%以下 
マトリックス効果 生存組織ブランク（n = 5）を用いた精度管理 マトリックス効果が

85%以上 115%以下 
キャリーオーバー ULOQ2の標準試料分析後にイソプロパノール

を分析 
面積色素干渉が面積 LLOQの

20%以下 
再現性 

（日内） 
それぞれ独立した検量線 3 本（イソプロパノー

ルを溶媒とした MTT ホルマザン溶液を

ULOQ、すなわち 200 μg/mL の濃度から連続し

て 6 回 3 倍希釈して作成）、イソプロパノール

（n = 5）を用いた精度管理 

検量線：逸脱率が 15%
以下、または LLOQ に

おいて 20%以下 
精度管理：逸脱率 15%
以下かつ CV が 15%以

下 再現性 
（日間） 

1 日目：検量線 1 本およびイソプロパノール

（n = 3）を用いた精度管理 
2 日目：検量線 1 本およびイソプロパノール

（n = 3）を用いた精度管理 
3 日目：検量線 1 本およびイソプロパノール

（n = 3）を用いた精度管理 
RhCE 組織抽出物中での

MTT ホルマザンの短期

安定性 

生存組織ブランク（n = 3）を用いた精度管理

により、調製日および室温にて 24 時間保存後

に分析 

逸脱率 15%以下 

RhCE 組織抽出物中での

MTT ホルマザンの長期

安定性（必要に応じて） 

生存組織ブランク（n = 3）を用いた精度管理

により、調製日および-20°C にて数日間保存後

に分析 

逸脱率 15%以下 

1 LLOQ：定量下限。組織生存率 1～2%が対象となる 0.8 μg/mL と既定。 
2 ULOQ：定量上限。陰性対照のイソプロパノール抽出物中の MTT ホルマザンの予想最高濃度（VRM
で約 70 μg/mL）の少なくとも 2 倍である 200 μg/mL と既定。 
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	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物質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 TG 405）（2）（18）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物質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（14）、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（23）。さらに、この組織構築物の開発者により、139の化学物質からなるデータベースを用いた試験も行われている（デ...
	17. MCTT 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物質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）、MCTT HCE™ 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予測能力の基準に適合している（23）。さらに、141の化学物質からなる一連の物質を検討したところ（15）、in vivoウサギ眼試験の参照データ（OECDのTG 405）（2）（18）を...
	18. 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（34）。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化学物質はすべて、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46段落参照）...
	19. 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、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ガイダンス文書に提示された追加試験が必要となる（3）。
	20. 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のことであり、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。
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	21. 被験化学物質を最低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™、LabCyte CORNEA-MODEL24およびMCTT HCE™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...
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	23. 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、あるいはMCTT HCE™ EITではWST-1）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ホルマザンおよびWST-1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（20）、黄色のWST-8ホルマザン色素またはWST-1...

	習熟度の立証
	24. 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　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（...
	表1:習熟度確認物質一覧

	25. 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27段落、第29段落および第32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。

	試験の手順
	26. 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、LabCyte CORNEA-MODEL24 EITおよびMCTT HCE™ EITであり（10）（13）（14）（15）、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（44）（45）（46）（47）。RhCE法...
	RhCE法の構成要素

	全般的な条件
	27. 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化学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...

	機能的な条件
	生存率
	28. 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（TD）（VRM1およびVRM2ではMTT、LabCyte CORNEA-MODEL24 EITではWST-8、あるいはMCTT HCE™ EITではWST-1）法である（19）（21）。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またはWST-1...

	表2：陰性対照のOD値の許容範囲（RhCE法の使用者用）
	バリア機能
	29. 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32段落参照）。
	形態

	30. 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/供給者に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。
	再現性

	31. 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。
	品質管理（QC）

	32. 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28段落）およびバリア機能（第29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27および29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...

	表3：QCにおけるバッチ出荷基準
	被験化学物質および対照物質の適用
	33. 実験は、各被験化学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、液体の被験化学物質用と固体の被験化学物質用の2種類を用いる（44）（45）（46）（47）。VRMの二法およびMCTT HCE™ EITでは、被験化学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、被験化学物質および対照物質への曝露で始まる。VR...
	34. RhCE法4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化学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35段落参照）。RhCE法では、液体の被験化学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、（44）（45）（46）（47）参照）。組織への投与量を正確にするために、（組織表面の）挿入部に少量適用した場合に生じるうる毛細管効果（表面張力効果）をできる限り避けなければならない...
	35. 37 Cまでの温度でピペットで滴下できない被験化学物質は、RhCE法4種では固体として取り扱う。被験化学物質の適用量は、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。固体の被験化学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）（44）（45）（46）（47）。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、固体被験化学...
	36. 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、被験化学物質で処理した組織の相対生存率（%生存率被験化学物質）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およびMCTT HCE™ EIT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、...
	組織生存率の測定

	37. 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（20）（21）（22）。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...
	38. 被験化学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、またはMCTT HCE™ EITではWST-1）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（すなわち、眼刺激性が過小予測）される場合がある。被験化学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/-1ホルマザン）に直接還元することにより、または被験化学物質自体が、もしくは...
	39. ホルマザン色素と同じ波長域の光を吸収する被験化学物質（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、被験化学物質を水および/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）（44）（45）（46）（47）。VRM1において水および/またはイソプロパノール中の被験化学物質が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）、LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT（補...
	40. MTTまたはWST-8/-1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化学物質を添加しなければならない。適切な量の被験化学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、補遺Vおよび補遺VI参照）（44）（45）（46）（47）。被験化学物質を含むテトラゾリウム混合液（不溶性の被験化学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-8/-1溶液の場合）に変化した場合、当...
	41. 色素干渉（第39段落参照）もテトラゾリウム色素の直接還元（第40段落参照）も両方生じることが特定された被験化学物質についても、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化学物質（青色、紫色、黒色など）、WST-8/-1ホルマザンでは450 ± 30 nmの波長域の光を吸...
	42. 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...
	43. 分光光度計を用いた標準吸光度（OD）測定は、ホルマザン色素測定により観測される干渉が強くない場合（すなわち、テトラゾリウム色素の直接還元および/または色素干渉について補正していない被験化学物質試料のOD値が分光光度計の線形領域内にある場合）に、テトラゾリウム色素を直接還元する物質および色素に干渉する被験化学物質の評価に適している。それでもやはり、陰性対照の%NSMTTまたは%NSWSTおよび/または%NSC生細胞組織が60%以上（VRM1、被験化学物質が液体の場合のVRM2、および固体の場...
	44. HPLC/UPLC分光光度計は、あらゆる種類の被験化学物質（有色、無色、テトラゾリウム色素を還元する物質および還元しない物質）のホルマザン色素の測定に利用できる（10）（48）。HPLC/UPLC分光光度計のシステムは多様であるために、使用者がそれぞれ全く同じシステム条件を確立することは不可能である。そのため、HPLC/UPLC分光光度計を使用する前に、米国食品医薬品局の生物学的分析法のバリデーションに関する業界向けガイダンスの規定に基づき、適格性評価用の標準パラメータ一式を用いた場合に許...
	許容基準

	45. 試験実施に際しては毎回、品質管理に適合したRhCE組織バッチ（第32段落参照）を用い、出荷、受け取り手続きおよび試験計画書のすべての手順を経た後の組織の品質を反映するOD値が、陰性対照物質で処理した組織において得られ、表2の従来確立された境界域を外れないこと（第28段落参照）。同様に、陽性対照物質、すなわち、酢酸メチル（VRM1、VRM2およびMCTT HCE™ EIT）、エタノール（LabCyte CORNEA-MODEL24 EITで被験化学物質が液体の場合）、またはラウリン酸（Lab...
	結果の解釈と予測モデル

	46. 各被験化学物質について複数系列の試料から得られたOD値/ピーク面積を用いて、陰性対照を100%として正規化した組織の平均生存率（各組織系列間の平均値）を算出する。眼刺激性、または重度の眼損傷性に分類する必要のない被験化学物質（UN GHSの区分外）を特定するための組織生存率のカットオフ値を表4に示す。したがって、結果の解釈は以下の通りである。
	● 曝露後および曝露後培養後の組織生存率の平均値が、表4の確立された組織生存率のカットオフ値を上回る（>）場合、当該被験化学物質は、UN GHSにおける分類および表示する必要のない化学物質（区分外）とする。この場合、他の試験法による追加試験は必要としない。
	● 曝露後および曝露後培養後の組織生存率の平均値が、表4の確立された組織生存率のカットオフ値以下である（≤）場合、この結果単独では予測することができない。これは、真陽性の場合、これらの方法ではUN GHSの区分1と区分2の判別について解決できないためである（第19段落参照）。さらに、RhCE試験法は偽陽性の結果が高い割合であることを示している（第14段落～第17段落参照）。いずれの場合も、分類するためには、IATAガイダンス文書（3）に従ってさらに情報を得る必要がある。


	表4：UN GHSの分類に基づく予測モデル
	47. 結果が明確であれば、1被験化学物質につき2系列以上の組織で構成される単一試験で十分なはずである。ただし、測定値が系列間で一致しない、および/または組織生存率の平均値が60 ± 5%（VRM1、被験化学物質が液体の場合のVRM2、および被験化学物質が固体の場合のMCTT HCE™ EIT）、50 ± 5%（被験化学物質が固体の場合のVRM2）、40 ± 5%（LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT）、または35 ± 5%（被験化学物質が液体の場合のMCTT HCE™ EIT）相...

	データおよび報告
	データ
	48. 試験の実施回ごとに各系列の組織から得られたデータ（被験化学物質および対照のOD値/ホルマザン色素のピーク面積および組織生存率の計算データ、ならびにRhCE法の最終予測など）は、必要に応じて反復試験のデータを含め、被験化学物質ごとに表形式にて報告すること。さらに、各被験化学物質および対照ごとに、組織生存率の平均値と、2系列の組織間の生存率の差（系列がn = 2の場合）またはSD値（系列がn ≥ 3の場合）を報告すること。テトラゾリウム色素の直接還元および/または色素干渉を介してホルマザン色素...
	試験報告書

	49. 試験報告書には、以下の情報を含めること。
	● 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的識別情報
	○ 物理的状態、揮発性、pH、LogP、分子量、化学的分類、その他、試験の実施に関連する物理化学的性状を可能な範囲で
	○ 純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的識別情報など
	○ 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など）
	○ 保存条件および安定性を可能な範囲で

	● 多成分物質、UVCB物質および混合物
	○ 成分の化学的識別情報（上記参照）、純度、定量的組成、ならびに関連のある物理化学的性状（上記参照）などによって可能な限り特徴付けること
	○ 物理的状態、その他、試験の実施に関連する物理化学的性状を可能な範囲で
	○ 純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的識別情報など
	○ 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など）
	○ 保存条件および安定性を可能な範囲で

	● 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的識別情報
	● 物理的状態、揮発性、分子量、化学的分類、その他、試験の実施に関連する物理化学的性状を可能な範囲で
	● 純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的識別情報など
	● 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など）
	● 保存条件および安定性を可能な範囲で
	● 陰性対照として補遺IIに掲載されている物質と異なる物質を陰性対照として利用する場合は、その妥当性
	● 陽性対照として補遺IIに掲載されている物質と異なる物質を陽性対照として利用する場合は、その妥当性
	● 試験実施ごとの許容基準が適切であることを立証する背景陽性対照および陰性対照データへの言及
	● 試験委託者および試験施設の名称および住所、試験責任者の氏名および住所
	● 用いたRhCE組織構造物（バッチ番号を含む）
	● ホルマザン色素の定量に用いた波長およびバンドパス（妥当な場合）、ならびに測定機器（分光光度計など）の線形領域
	● ホルマザン色素の定量方法の説明
	● 該当する場合は、使用したHPLC/UPLC分光光度計のシステムの説明
	● 実際に用いたRhCE組織構造物について、その性能も含む完全な裏付け情報。例として下記のものを含めること。
	● 使用したRhCE組織構造物の背景データへの言及。例として下記のものを含めること。背景のバッチデータに基づくQCデータの許容基準
	● RhCE法を日常的に使用する前に、習熟度確認物質を用いた試験により試験施設の習熟度が立証されている旨の陳述
	● 背景データを基にした陽性対照および陰性対照の平均値、ならびに許容範囲
	● 陽性および陰性対照において、系列間の組織で許容可能な変動
	● 被験化学物質の系列間の組織について許容可能な変動
	● 用いた試験手順の詳細
	● 用いた被験化学物質および対照物質の用量
	● 曝露、曝露後浸漬および曝露後培養（該当する場合）の時間と温度
	● 試験手順を変更した場合は、その説明
	●　 被験化学物質がテトラゾリウム色素の直接還元剤である場合や着色している場合に用いる、対照の指標
	● 各被験化学物質および各対照（陽性対照、陰性対照、NSMTTまたはNSWST、NSC生組織細胞およびNSC死細胞組織［必要に応じて］）に対して用いた系列数
	● 各被験化学物質および各対照物質について、データを試験実施回（該当する場合は再試験を含む）ごとおよび系列ごとに集計した表。OD値またはホルマザン色素のピーク面積、組織生存率、平均組織生存率、系列間の差またはSD、最終予測を含む。
	● 被験化学物質がテトラゾリウム色素の直接還元剤である場合や有色である場合に用いる対照の結果。OD値またはホルマザン色素のピーク面積、%NSMTTまたは%NSWST、%NSC生細胞組織、%NSC死細胞組織、系列間の差またはSD、最終的に補正された組織生存率、最終予測を含む。
	● 実験および試験の許容基準の決定に関連して被験化学物質および対照物質を用いて得られた結果
	● 有色の被験化学物質による組織の着色など、認められたその他の影響の説明
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