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Vitrigel®-Eye Irritancy Test {£

[XC®HIZ

1. ERESDIEERDAES L UVRRICEAT HHRAFAF S X T L(UN GHS) (1)IZE
BESNTWbEBY., EELGRBELIE. WEFLIZEEGWMICENREL-RICELD
RAABIBEREFEIEELRNET T, TLELBAFHERIBVEDENDS, Fi=.
UN GHS I2&nIE, BRRIB & (X, MEBEFIXEESYICIENREL-RICEL S, E2IC
AIHHGROEILDORELEIET, EELRESGZE L SBRIEFMEIL UN GHS R4 1
[CHEINn, BRIEZS CSHERIEEMEIL UN GHS B4 2 (IR 2A % LVL 2B) I
SEIND, RFEEECEELREGICEALTRES 1 I2HRD 2 ITH 0B INAUVVEER
L&, UNGHSREasE Eh b,

2. EERREBEGES K CRFEEOFMIC LK. RBREMAFERIN TS, h
[ZDWTIE, 1981 FEIZHRIRS N, AEMIHKETSN TLVS OECD REEHA K514 > (TG)
405 Q)IZEEH INTWS, REBULHBREZDBIRE I URKBRSTA RS54 V> DFEAN.
TEELZREBEEGEES L URMBEOHRE &K VHAICET 2HMEMT7 TO0—F (IATA)

[ZB83d % OECD H4 % AXE(GD) 263] 3)IciEB&H TS, LML, COAHET
X, EESLVESHEOTEMEERILTULAEL, LEA->T, 2EAEMICERT 52—
BHOREFERT DMEICIEX. GD263 Q)R SN TVEIBREDNDT—2H L UMEICE
DE, BEREEMEDORBMEICOVWTEZIONEITRTOERFEEET ILELNH D,

3. Vitrigel®-Eye Irritancy Test (EIT)i%(&. BMDHEEEEHEE TIZ. UN GHS (1)H°
& LERRIBME-FEELGREBEOSES L URTEZLESE LA (UN GHS X5
5\ BERIEEMEERIET DS ENTES in vitro REREZTHY @, 5, 6). LI=A-T
Scott HMATRELIzARNLT Y TETERIND(7), LA L. Vitrigel®-EIT j&I&. UN
GHSRE#71 & UNGHSRA 2 &AL, RAIT 50D HDTIELGL, CHERXRBIT
51012, BOHREEADBETH SH(3),

4. ARER A4 FS 4 >IE Yamaguchi and Takezawa (8)MWMERLL =70 FaLEAR
—RELTWS, COFALaLIE, BABYMEBRREELZFE L2 — (JaCVAM) A
International Collaboration on Alternative Test Methods (ICATM) & HRETHBE L=/
T—L 3 VEEEZES (Validation Management Team : VMT) [2&%/8) F—3 3 U
BREZITTWLS(9). CcON)T—a VBRI, MLz 3 DOBKOMEENEMRL
fzo NUT—2 3 UREEL. BENLGEMRCTERINSAMILIZET LEL—FE
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L(T&->TEESNT=(10), SBIZ, OECDEMRY IL—TFI&. Vitrigel®-EIT i&AS. BRH
BUEFLIEEGCRESONESIURTELEL LAVERIEEME (UN GHS X4
NEEME) 2EHETH-ODDRMNLT Y TEORVDERE LTHEATHDICEYT
HoLfEmLTLD,

5. KIRER S A K54 VI, Vitrigel ®-EIT iEZAWV-E FAELE (hCE) ET/ILD
N THEEICH T HIRGHEREICE D CHRIEEVE ORI % 5HE I 5 FIEZ L E
T 5, BEFED in vitro $E&E T, in vitro TOEBHBEOEFEEE =1L ex vivo TOHEH
REOAHREANTMEB E LTIAShTES, EE’&%'I}%H’ZMI:%%EM FIERD
RBEE LR/ THEEZHIEL, RICERMBEZEREL. RECHEEHENKRME
faE 5T LTAREEEZELSC &ﬁ‘fﬂbhfb‘%)('l'], 12), LI=A>T., L&/
) THEEDZEL(E. RRIHMEZHRHET S L TEELFEIEEB THSH(13, 14), Vitrigel®-EIT
AT, BEEESRE (Transepithelial Electrical Resistance : TEER) {EDRE&EF M
Zeld. BREEMEICEBEL-ZOARLERONY) THEDIEGEZRT . COKRIE.
BERIEEME~DBRBRICEAERIN VY XHEOEGLHELULTLS, COAEDIE
EHEELEAKFETHY .. AELEDOEECRREHZE L1594, 13).

6. KRERAA F54 2T THEREEME (test chemical) 1 & ULV5 RAEIEHARBRTR
DILEMEZETELDELTHEAINTSE Y. Vitrigel ®-EIT jEZLEMEDORERIZEA
TEAMNEIDNZETRTHLDTIEAGL, TFARBHERILEME (test chemical preparation) |
WS HEE. BHRIEEME L EHDOREEMEFIETDICALDS (BB% 27T #5H) .

7. EERZME1ISTT,
HEROBE

8. Vitrigel®-EIT j%[%. collagen vitrigel® membrane (CVM) F+ U /\—RIZ{ERIL 1=
hCEETILERAW = invito 7 vt 4 TH5(5). HEMEDRREMEZE. 3BEADEED
A7 %AWT TEER [EDORBUKFHEEILEMBA TS LICLY FRIT S (R 2 DFH
ETILESR) .

9. Vitrigel®-EIT ;& TlE. hCE ETILD/\Y) THEEEIZx T HHERLEYE DBIRIER
. hCE ETILDEEDEE LM 5EZEL L THWS, hCE ETILIZIRET HHIIC
HERILEYEZEMITAEFEIIBEL. BENEVW LIZLDIRICOEBEZHC, @
EDHERTIX, hCE ETI/LD TEER EILFANHWERLEMEDREERICETL., 3 \u
RNIZ—FIZE>T=(4)e TD1=H. hCE ETILDORAAEERILEME~DRZRHEZ 3 2
L=,

RAICERTNERHE L URA

10.  Vitrigel®-EIT (&, RILTHF U BREFRLCHEDNEERINT SHEBRILEMEDL. T
FSVUDILBRZEENICERLL D ABRIEEMEZHBRIT SDICERATES (B%
16 B8) . LML, UTICERBAT H&LS5I12. BRTELRATLEM (pH 5 UTF) &R
TRRBERIEFEMES, BONGHEIBEZ R T ANERIEFEME L. AEBRZDERAEE
NTHD, 0 PERBLUY I DHRICHEITD 25%E2/FE (wiv) ORMHEERILEME
DORIEDHIEMN 0.1 KYKXKEWEE., COLEMEZHRBRLAN &, FHMITE%E
28 %5,
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M. NYT—2aViEBROBR. 3 DORBREOHEBZABEREBEE LI NE 80~
100%TdHY . BERFABRFEIL 92%THho1=, NUT—av e, 93 BEOLEYME
[CEAd HRAKEZEDHRNT—2(9, 15,16, 17)I[CE DT, FRIGEZEEFFE L 7=, Vitrigel ®-
EIT J&IX. BEE 83% (50/60) . HRE 70% (23/33) . EFEM 78% (73/93) &R LT=,
COERFEDEHEN LT DHE., COTvEAIE, FREABRDLL LG BFEEMNMELY)
=&, BDFETIIEL,

12. BREMRISEBITLIZEC A, ARMEIEEYE 10 BED S5 5 BENRETH
Y., BEICAL= 2.5% wivEAEMIO pH A 5 K@ TH21=. —H&IZ. UN GHS R441 1t
FYEICEBERDhCEET/ILD TEER{EIX. &=¥D TEEREMNSIFEAEEILELAEL D
fzo RIEMZECT 5 EROBMHBRIELEMEICREL-LZA. TNETICHESL
f=&EY. hCE EFI/ILD TEER {EMNER L1=(18, 19), Fi=. KIZFBHEE RN EE
LRBICHBEL., AL LELZBENH S, In vivo Draize BRI TIX, CDELS
BAEEMEDBRBEEN, BIHETELD2EDHDEDELRY ., EQORIEMZEIEIZFE
TELRVWABEELNH DI LITHBETRETHDH(2), pHS5 UTZRTEARHERILEME .
HEREREITH S 3 HREISECHI BRI EEE TTEREEREEMEEZ RN T 5-DDFE
HEREEHET S LITK Y., Vitrigel®-EIT iZZ R AL ITTHESBERICEERT 52 &N
TZ% (B%28%8H) ,

13. CO&LSIGHEEBIRICHL., BIK 94 BELUVERK 64 BHLLELHWMBRILEME
158 FE&AMER L=, HBREEMBL-CD 158 BOILEMED S5 5. FRARICEDEEH
K22BZRN LIz, 7TEMNpHSS5ZRL (CO55 2E(TFERCHGHEIBLRLE)
15 BHNEOHNGHDIBDAER L -, RICEITHHEK 29 BERIN L=, 5 EAEEIEE
L (DB 2RITECHGHEIBELRLTD) | 24 BARCHLGHENBEDHZRLTz, =
CICETFEBENEBET HE. FAAMUAIZESTLS 107 BOHBRILEYMEIZEAT S
TytADRE. REESLUVEEEIIZENEN, 96% (51/53) | 67% (36/54) & &
U 81% (87/107) THH, R 112, BAESLIVEROHERYMEEFRT HENZEDITT
Yo

& 1.7 8
BiE &
RRE - 100% (34/34) RBRE - 89% (17/19)
REE : 71% (22/31) HEE : 61% (14/23)
IEFEME - 86% (56/65) IEFEME : 74% (31/42)

2FEDAREIEEMEN GHS RS 2B THo 1= (BERREY) .

14. KRHEETABHERNAT L, Vitrigel®-EIT FZBAW-ABMTRE, KRBRH( F
SAVICELTEETEAL, ZOEHIE, TEBMTFHTELLY) HEBREEMETT
~NT. OECD GD 263 (3)IZ&E DT, REZBHICZIKE L TEMDERCHABREVLELT S
Z&I2& B, UN GHS SNDREEEIZRSHBREZZRAVSEE. TORICLADRNER
FIEBICHKT S L,

15. ARBBRHA LS4 VDBRREL T, UN GHS (N)DERIZKL S, IRREME/ERIZ
T EHAHMIER (UN GHS B9 2) L EEGREG/MRIIT 5 #rER (UN GHS
X2 1) EORBIDIFH. RBFEY EERXRSD 2A) LEERFEYM (EFERS 2B) &
DEFNDTELRNZ ENZEITOND, COBBD=HIZ, D in vitro REREF BB
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MOEBRNPBETH S(3).

16. AHBRAA KA UIE, B—FoME. EEROME. HELRMFLETEDY
B, SRLGREERYT-IEEFRYE (UVCB) (oxf L THMTMICERTE %, L.
BEW. RARBXUIT7OVILIEINY T—2 3 VERERICKBF@ATHOR TV, B
&Y. BREEETLEEME BIRE. TREGCYECKRIGHEME) . FEXRTCF
SAVICRBBEINTWAEREEICEEND Z EABEETHVEBRIEEMEIC OV TH
BRERTHEHE. TS5 LERBROBRNEZMICEROHLIERE Lo THEMIC
DWTEHRANIEBET S L, TDLILTEEYMOHRICEAT 2RHENEGLHLHHEE.
5 LEREIEFETH S, Vitrigel®-EIT EZANT. RILIYUBREFELEHEOLE
WG HEERILEMES, TESVUDLBREMITZEEMICETL 5 2HERILEME
LRI HENTES,

17.  tEhh 2.5% wiv RE T LED FiRFEBROELE (BAEMIZIK, 32MEULEIZH=-
THABREREY—LGIBKEEED, pH>5 THLHIRARBRLEME) THE-THERIL
FMEZ. Vitrigel®-EIT A THEBRT L ENTE S, BHICHEZELLGVHBRILEDER.
LUTOWITNIDFEDHEICEHBRT HELL, a) RLTYIRIXH—Z2ANTH
WEIISEST 4. b) BERLEY S, ) &S 70°CETHRYT S (FIREZSH) .

BREDHER

18. ARERAA KS5 4 URED Vitrigel®-EIT ZZEEMICHERT BH1IZ. REREHEIE
FRIME2ORIICHESN TS 10FEOMELTE LS FEIT S EITL Y. BT
BEREZINTIVLENDD, CIICEITEYMEIE. TG 405 D in vivo Y FERRER
DIEBRQR)B &LV UN GHS DY X T LMNIZEDNT, EELEBBEE-ZEREMED
RIGTARTERRTDLDONBIREIN TS, ThUNDEREEZ, TOKLS5LGME
AHRMTHAHZ L. BRED invivo BEBT—4 & Vitrigel®-EIT ZDE&ED in vitro T
—AMNAFARETH DL & LT=(9, 10), MBI LI-MENAFTELNEEPLIELLGE
HO:=HIZERATELZVEGE TIE, @Y in vivo BK W in vitro SIBT—2 N AF a8
TRIDBAEEZRMEZKDYICERT S,

AR TFIR

19.  Vitrigel®-EIT JEQEXLABRELEXFIELZ/N) T—2 3 VEAEERERE (VRM)
(8)&E LT, UTDEEIZEET . Good In Vitro Method Practices (20)I24 - TiRER & =
TEIBLELAHD, ATOLIVICERTRLIZER., 350EODDANHFETERET
HdEEZD, L= oT, [37°Cl ILHFBREHFEMN 36.5°C~374°CTHDZ L %#TRT,

h CE 1Z5ZE#fa
20. 54t hCE #ifg "% . S%BAAEMILD VRIRME, 5ug/mL EEFHEBRZAE

" HCE-T#if2 RCB 2280 (B4, DL £, BILBHEMRNA AV Y —AHE LU E—KUYAF) . CORBRHS KS
A4 UERET BICIE. BH BRC & MTA ##ESBENH 5,

©OECD 2021
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DAY, 10 ngmLEEFHEERZ £ P EEBEERF. 0.5% A FILRIILEFS F, 100
BAI/mL R=Z2 Y, 100 yg/mL A LT RIA DU ERMLUEF LNy aRkESL—5
Vgt L RBEEW F-12 0 11 OREESERN SR LHIEBREM THRET S, Milax, EXT
5% CO, DIEFESR T 37°C THEESELH, COMARIC, B, VMILR, Y1273
A7, EEOVWTIDBALH-TIEE LA, fz72L. hCE ETILIZHT 5 HER
EEMEDFMIEERL

CVM F+ >/ \—D R

21. FERERIC, a5—45rFEaFILEF v 2/N\— (VRM2ZERT S ad-MED
Vitrigel®) &, 129 )L TFL—FDYTILIZEEL., YTILHTF ¥ oN—0O5EIZ 1.5
mL. REIIZ 0.5 mL DFMAEFNNTRIEL. FEO7ILH vitrigelPIZEHFE T 10 HHEE
o SNITKDDIF Y UN—%FERATHEEIE. Fr o/N\—RNIZFAE LTz hCE ETILHA
B4 TEEREZRTLENH D,

hCE EF7/LDHAF
EEFIE

22. 129z TL—FrDOIIVRIZHDIF ¥ oN—NEIDEERE. 1.5 mL O
EhERET S, YA 70ERY FEFRAWVWTF Yy UN—ADOEMEZTIERECRYKRE.
1.2x10° cells/mL OHIRERRE®K 0.5 mL ZF ¥ >/3—AD CVM IZEE, 37°C T 2 HREEE
B35, YAV OERY FERAWTEEIZF vy UN\—RNIEMERYBKRE, Fvo/38—4
i & A O L -2, MR EZRBRRE TS LIC4AMEELThCEETILER
b5, [RRAEBEBEIBRICF v oN\—5DiEHMERHRT B,

mEFTvY

23. hCEETIVE., EEZYERERODIRLGHIRZFIT 526, hCE LRAZED+5H
HTANR ME (FERY) 28T 50ENH S, TEER BEZRIET S &ICLY. & hCE
EFILDONY PHBEETETET S, £9. hCE ETILOF v o/ \—(Z#Ff#rEH 500 yL %
EE. BHOEEN 2812°CIZHLH LS ICHRAET 5, RIZ. Fvo/N\—5OEHIZ TEER
BEXEEDRWVVEME ( ThCE ETIVIZH TS TEER {ED I [Measurement of TEER
value in a hCE model]l] DIEZSH) . Fry oN\—ADEMICFEVEEZ AN, &
hCE €7/LM TEER {E (BRI TEER {B) ZAIEY 5, BEHEND TEER EZTRT
hCE ETI/LICERY . RBIZERET HIELEMEREBRICAWNTK L, VRM [Z2DUVTIL,
TEER {EAY 140 Q-cm? ~220 Q-cm? M hCE ETILZRERIZHRL 5 5,

hCE E7/LIC#H 1+ 3 TEER EDHE

24. hCEETI®OTEERIEX., BEEEXAERNDERENFZRAWVTRAET S, EE
D—IZRIEAERRIE. 50~1,000 HZ DRFRERT. < EH 0.1~3 kQ DAIEEHTH

2 ad-MED Vitrigel® (AAX. ®&R. BEFR{ILZEHRKX 1)

494
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%5, VRM M TEER AIEEBENEFE *##E 3 ITRT, RBEEZFEHAT 5. BL
BENEFONDSCLZAMATIVLELNH D, BEMI=y FOEREF 23 mm, H&E 35
mm THD. NFBEEZF v oN\—RAEIC. AEBEEZF v oN\—NMUICERET 5, A
EHEE &N BEBOBDOERZETT 5. 5T HEAIX. COEEINERIEREZE
95O THD, Tl-. ERMATERFICIE, EBHF v oN\—RANOBHOEEFRICE
BITHRIELETET S, CVM F¥ UN—RAICEE LTz hCE ETIAHIELRERIE
(Rmodel) &. 5249 ® CYM F¥ oNnN—DESIEHE (Rblank) ZAIEd %, hCE
ETILDOTEEREZLUTORYIZEHT 5,

hCE E£7/L® TEER fE(Q-cm?) =
{Rmodel (Q) — Rblank (Q)} x Hxh& & (cm?)

25. HBRAEIIC TEER AIEZEENREZHIE L. BULHBEZRIVENH D, Ch

F. EEROELGD 2FBELULOBEOESENMZTAEL. EEXOELHOMNLHE

OI-EICIRED L EHERT HLICK>TITS, VRMTIL, TEERBIFEEE DBIFER]

FIvDEUTORYIZERT D, 120 TILTL—FD2 DD TILIZCYMELF

2 N— (CVM D% Lvad-MED Vitrigel®) &t v b3 %, —AD )LIZ3.0mL 7D 0.90%

NaCl Kig®&%Z. H5—AHD T ILIZ 0.45% NaCl Ki&i&K % 25+5°C THiET %, ZZ T.
TEER BIEEBZALT 2209 /)LD TEER EZBIET %, TEERBIEEMNLTDE

HEE-TEE, TEERAIETEREICHEEL TS,

(0.45% NaCl Kiai&® TEER {B)
- (0.90% NaCl /Ki&®&®M TEER {&) 260 Q-cm?

X E DA

26.  Vitrigel®-EIT ZTI&, BB E L TAERIEK, BHEREBE L THEIERVFIL
a= /L, SHBEHEH (referencecontrol) & L THREIORIGZFZHKT SHIT42/ —ILEFER
LTW3, 2BHAMF*FERALT. \CEETILOREZF Vv I35, 15mLFa—7IC
SEBIEK, BIERUYIILOZILFELEIZ/—ILE 01 9g~02g Ah, LMERE
FHEOIEMEMA T, Bihdh 25% wyv EEOXBMERIRERAM L. W—IZo8THF
THE#T D, £z, XAOILEMEORRBHEZTFET 515650, RBREHIIFEDE
FERIZHZLEME OB ZRFEMEZFTM T 2EEICIE. XAOFI—UYWELEH
Thd,

BITEER BIEEE (BA. ®RR. BREFHAR4)

©0E

494

CD 2021



OECD/OCDE 494

WBRILFYWE DHR

27. EMEAVT25% wyvDHERILFEARETBAREZRAE T HERE. 2.5% w/v
AEMOBESIEREL. &, #HBRIEEYVEOEERICMMMDOL LT, Bt ERIERE
[CIFEAEFZE LBV :-OTHD, BERILEMEIL. BRI I ETERLIEIRK 1 HHE.
AFMICIEMERET 5. HRIEEMENRSICEELLZWNEE. UTOHZEZOVTH
NEFERYT S5, CTICEBEIEMDIEEICEET 5,

a) RILTYIRAETXH—Z2RHAVTHRE 1 7EEBNISES T 5.
b) &K 20 nFEIBERLES 5. Fr=IF.
c) &= 70°C ETHET %,

BEEB. Ry b TL— bk, 94— 42 —NRFEEFI7a0FRAVTHAREKRIEEDED
BE% 28+2°C [CEAEL. HERIEFEYEDOBRBEHZBERICEVERT S, RORTY T
(X, SARBERLEMEN+DICAREL I — I LRICOAEET 5, LEEDA
FEERAVWTHLRBEFEETENETH S LN > -HERIEEMEIZ OV TIX., #
BRitEMELZERAEMCERP RS 1 PERLTY IR EZE R L THELRBRERET
%,

28.  2.5% wiv DEFARBERIEEZMED pH %, pH 1~11 ZH/A—F B2 =/A—H)L
pHERBRIRE 2 IXpH A —F —ZRAVTHEITET 5. 2.5% WiV HEMD pH N5 LI TDIHE.
COILEMEERBINE TG, F. ARORERE LU INEIC, UV-VIS 3K
EsEAT 2.5% wiv ASEERIEFMED 660 nm IZH TR AEEZRET S, LHL.
CORETOHEBRMEORNMNAEEZHET 5581F. BELLIEREZHERTILELH
%, AIELIEIEN 01 ZHADIGE. TOLEMELHRTRETEAL,

WERILFYE P & USRYE DB

29. BEFIvVIZA¥KLI hCE ETILIE. BEBRILEVEICHT 2BRBICFERATE
%o hCE ETILIE, CO2 M vFa"—4AHRYE LT 2BHURNIZILEYERZERR
ZiT2. FrvN\—ADEHZ 500 L DRRFERCFYE XML, REEERELEYVE
[2x 9 HERE®R 3 2EIZH=Y. 10 EFRT Rmodel ZRIEY 5, ENOEERTH., £h
TRORNBYEBRRE LV ENTNORBBREEYVEICH LT, 24<EL 3 20
hCE ETIVEFERIRETH S, 1 ADERHHRRZAVTHBRILFVEDORRFEE T
AT 5,

30. BERMZHEATLHOHICE. ARERCLEMEDORTME 2~5 HOMIZEIE %6
BT BHIEDATARTH D, EHEABEDKRKE, AREEBRILEMEDRTMERK 2 L
[CHZYTRRETHDHZENZ 6. BIERBERICDEC LS 2 WEOFL R
ETHD, LHL. HEBREEVEOFEET CSHULZBT 5& hCEETILD TEERE
NELT H1=6. FREERLEMEDHME 5 WLURNICFHIRT 2RELH D,

31. hCE ETILHLUVRANHERILEMEDREX., tEYEREFETD 28+2°C 2%
DHENHD, ChEw, Ry b TL—b, 94— —N\RFLEFITT7IVFZRANTER
LT&UL, hCE ETILDREIL. hCE ETILNDEBDIEMBELFAET 5 & THRE

©OECD 2021
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TZ %,

FHETN

32. HERILEMEIZIBRERDNKCEETILO TEER{EZ#. ThCEETILIZH TS TEER
EDAIE (Measurement of TEER value in a hCE model) | DIBEIZEH L=-XZAWT
HHT 5, SHBRIRTHOTEEREH([EZE. FFE (timelag) (t1). ETEE (intensity)
(-[P2-P1]/[L2-t1)B L VLA THIETE (plateau level) (100 - P2y 5745 3 DD
EBIEEZRAVTHENT 5, #E 412, HBREEYEIINT S hCE ETILOBRERD TEER
o774 IVOBHETRT IS 7%8BEHT S, FEEORIT7ZELT S, X 2 ITRT
KOIZ. BEOR AT HRFHEZE> 180 #. ETEE< 0.05%/#. BATHETES 5.0%
DIBEIZ, HEIEEWEZ. UN GHS [CE DK NEERTEZMREL LA (B4 &
BET D, CDFE. thORABRAEXICLDEMARIIFELEZOND, EENRXOT
M. BfEZE <180 . ETRE= 0.05%/#. A TOHOETE> 5.0%0DHFE. X217
K22, COFERDATIEIEMTFATELGL, InlE. EBMEOZEIZ. CORBRE
TIEUNGHSRER 1 XD 2 EERBETERWV=OTHS, S BIZ, Vitrigel®-EIT ;5T
FABEE G DEENE (BE14Z288) . WThoigsd+d. GD 263 (3)ITEML 1=
SFEEHMIZE., EMOBRRCRENDELL D,

2% 2.UN GHS 8 IZ& I3 < FHETFTIL*

% 5
BRI < 180 B E/=IE BHMTHRTELL
BT

2 0.05%/ME-ITERA

TOETE>5.0%

FEfIZE > 180 E LV X444 2
ETEE

< 0.05%/E LU R

THDETE<50%

e

T TEMTFATELL] & IATA A4S VRAXE ) ITES7EENDOSH. SSICHERMAY
B EEMEITHRET 5,

2 T4+ 1E. UN GHS & 2 EELIRBIE R (LRFIEECET N EEZVEL LGV DI
EEEEKY

* RO EHEEHTHEICIE. GD 263 B)HEHINTVEIEBEREDT—2 PHFICE DT, #ERIEE
MEIZEZ OGN SREHOEBENBEIRTEZEET IRENH D,

HFERE
33. UTDA4DDEEZIANTim955. REREHFRUREHINT 5,
a) EMEXR . KR TOETR5%

b) X : MRATODETER 240%
c) SHHEM  BREATODETE210%

d) BHERILEMED TEER TO 7 7 4 LR D FIFEREN 15% LT T
Hd,

©OECD 2021
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NYF—2 3 VRRICE T B IBHABOBEDERDEED. 65%~90%TH 5,
T2 EBLUVHRE

T—4&
34, K hCEETITHTEERE. FIEENDR AT H LUV Vitrigel®-EIT ;&I &k &K
FHERET HIDLELH S,

ABREEE
35. BERMEZICIE. UTORHRELH TS &,
BRILFYE S & O EYE

BE—mM5WE : IUPAC £ F 7213 CAS &, CAS ZiEES. SMILES a—F
FrzEInChl a— k., BEXEIROD & T HHA T2 EDLEMEHAIER

- ZROWE. UVCB. EEY : AFFARLGEBROKRSDEFENFEESL (L
2R \ ME. SRERLVHENHIMELFHME (LESH) &
EICLDTEDRY DA DFERTE

AFARLGEET, MEMKE, pH, EXE. 2FE. LFEVESER L
ORI 5 £ DO Y2 R E

« fE. ZEYSBETHENICARTHNETHYDILZHEER G E
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	3. Vitrigel®-Eye Irritancy Test (EIT)法は、追加の試験を実施せずに、UN GHS (1)が定義した眼刺激性または重篤な眼損傷の分類および表示を必要としない（UN GHS区分外）被験化学物質を同定することができるin vitro試験法であり(4, 5, 6)、したがってScottらが示唆したボトムアップ法で実施される(7)。しかし、Vitrigel®-EIT法は、UN GHS区分1とUN GHS区分2を識別し、区別するためのものではない。これを区別するために、別の...
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	4. 本試験ガイドラインはYamaguchi and Takezawa (8)が作成したプロトコルをベースとしている。このプロトコルは、日本動物実験代替法評価センター（JaCVAM）がInternational Collaboration on Alternative Test Methods（ICATM）と共同で組織したバリデーション運営委員会（Validation Management Team：VMT）によるバリデーション試験を受けている(9)。このバリデーション試験は、参加した3つの日本の...
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	5. 本試験ガイドラインに、Vitrigel ®-EIT法を用いたヒト角膜上皮（hCE）モデルのバリア機能に対する損傷誘発能に基づく被験化学物質の眼刺激性を評価する手順を記載する。既存のin vitro試験法では、in vitroでの培養細胞の生存率またはex vivoでの摘出眼球の角膜混濁が評価項目として利用されてきた。眼を刺激する化学物質は、まず眼の涙液膜と上皮バリア機能を破壊し、次に上皮細胞死を誘発し、最後に間質変性と内皮細胞死を引き起こして角膜混濁を生じることが知られている(11, 12)...
	5. 本試験ガイドラインに、Vitrigel ®-EIT法を用いたヒト角膜上皮（hCE）モデルのバリア機能に対する損傷誘発能に基づく被験化学物質の眼刺激性を評価する手順を記載する。既存のin vitro試験法では、in vitroでの培養細胞の生存率またはex vivoでの摘出眼球の角膜混濁が評価項目として利用されてきた。眼を刺激する化学物質は、まず眼の涙液膜と上皮バリア機能を破壊し、次に上皮細胞死を誘発し、最後に間質変性と内皮細胞死を引き起こして角膜混濁を生じることが知られている(11, 12)...
	6. 本試験ガイドラインで「被験化学物質（test chemical）」という用語は試験対象の化学物質を指すものとして使用されており、Vitrigel ®-EIT法を化学物質の試験に適用できるかどうかを示すものではない。「調製被験化学物質（test chemical preparation）」という用語を、被験化学物質と培地の混合物を指すのに用いる（段落27を参照）。
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	7. 定義を補遺1に示す。

	試験の概要
	8. Vitrigel®-EIT法は、collagen vitrigel® membrane（CVM）チャンバー内に作製したhCEモデルを用いたin vitroアッセイである(5)。被験物質の眼刺激性を、3種類の指標のスコアを用いてTEER値の時間依存性変化を解析することにより予測する（表2の予測モデルを参照）。
	8. Vitrigel®-EIT法は、collagen vitrigel® membrane（CVM）チャンバー内に作製したhCEモデルを用いたin vitroアッセイである(5)。被験物質の眼刺激性を、3種類の指標のスコアを用いてTEER値の時間依存性変化を解析することにより予測する（表2の予測モデルを参照）。
	9. Vitrigel®-EIT法では、hCEモデルのバリア機能に対する被験化学物質の破壊作用を、hCEモデルの損傷の程度を評価する指標として用いる。hCEモデルに曝露する前に被験化学物質を培地に溶解または懸濁し、溶解が遅いことによる反応の遅延を防ぐ。過去の試験では、hCEモデルのTEER値は調製被験化学物質の曝露直後に低下し、3分以内に一定になった(4)。そのため、hCEモデルの調製被験化学物質への曝露時間を3分とした。
	9. Vitrigel®-EIT法では、hCEモデルのバリア機能に対する被験化学物質の破壊作用を、hCEモデルの損傷の程度を評価する指標として用いる。hCEモデルに曝露する前に被験化学物質を培地に溶解または懸濁し、溶解が遅いことによる反応の遅延を防ぐ。過去の試験では、hCEモデルのTEER値は調製被験化学物質の曝露直後に低下し、3分以内に一定になった(4)。そのため、hCEモデルの調製被験化学物質への曝露時間を3分とした。

	最初に考慮すべき事項および限界
	10. Vitrigel®-EITは、ホルマザン色素と同じ範囲の光を吸収する被験化学物質や、テトラゾリウム色素を直接的に還元しうる被験化学物質を試験するのに適用できる（段落16参照）。しかし、以下に説明するように、固体でも液体でも酸性（pH 5以下）を示す調製被験化学物質や、速やかな相分離を示す調製被験化学物質は、試験法の適用範囲外である。0分時点および3分時点における2.5%重量/容積（w/v）の調製被験化学物質の吸光度の絶対差が0.1より大きい場合、この化学物質を試験しないこと。詳細は段落28...
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	11. バリデーション試験の結果、3つの試験室の施設内再現精度はいずれも80～100%であり、施設間再現精度は92%であった。バリデーションと、93種類の化学物質に関する開発業者の社内データ(9, 15, 16, 17)に基づいて、予測能を評価した。Vitrigel ®-EIT法は、感度83%（50/60）、特異度70%（23/33）、正確性78%（73/93）を示した。この段落の記載からすると、このアッセイは、予測性が思わしくない（特異度が低い）ため、最適の方法ではない。
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	12. 偽陰性反応を解析したところ、偽陰性化学物質10種類のうち5種類が酸性であり、曝露に用いた2.5% w/v調製物のpHが5未満であった。一般に、UN GHS区分外化学物質に曝露後のhCEモデルのTEER値は、最初のTEER値からほとんど変化しなかった。偽陰性を生じた5種類の酸性試験化学物質に曝露したところ、これまでに報告されたとおり、hCEモデルのTEER値が上昇した(18, 19)。また、水に不溶な固体が培地から容易に分離し、偽陰性となる場合がある。In vivo Draize眼刺激性試験...
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	13. このような考慮事項に従い、液体94種および固体64種からなる被験化学物質158種を試験した。試験を実施したこの158種の化学物質のうち、事前試験に基づき固体22種を除外した。7種がpH≤ 5を示し（このうち2種は速やかな相分離も示した）、15種が速やかな相分離のみを示した。次に挙げる液体29種を除外した。5種が酸性を示し（うち2種は速やかな相分離も示した）、24種が速やかな相分離のみを示した。ここに挙げた除外を考慮すると、ドメイン内に残っている107種の被験化学物質に関するアッセイの感度、...
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	14. 本試験法は偽陽性率が高い。Vitrigel®-EIT法を用いた偽陽性率は、本試験ガイドラインに関して重要ではない。その理由は、「単独で予測できない」被験化学物質はすべて、OECD GD 263 (3)に基づいて、規制要件に応じて追加の情報や試験を必要とすることによる。UN GHS以外の分類法に従う試験法を用いる場合、その前にしかるべき規制当局に相談すること。
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	15. 本試験ガイドラインの限界として、UN GHS (1)の定義による、眼刺激性/眼に対する可逆的作用（UN GHS区分2）と重篤な眼損傷/眼に対する不可逆的作用（UN GHS区分1）との区別のほか、眼刺激物（任意区分2A）と軽度眼刺激物（任意区分2B）との区別ができないことが挙げられる。この目的のために、他のin vitro試験法を用いた追加の試験が必要である(3)。
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	16. 本試験ガイドラインは、単一成分物質、多成分物質、組成が未知または不定の物質、複雑な反応生成物または生体物質（UVCB）に対して技術的に適用できる。ただし、混合物、気体およびエアロゾルはバリデーション試験による評価が行われていない。混合物、検討困難な化学物質（例えば、不安定な物質や水反応性物質）、または本ガイドラインに記載されている適用領域に含まれることが明確でない被験化学物質について試験を検討する場合、そうした試験の結果が科学的に意味のある結果をもたらすか否かについて事前に考慮すること。そ...
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	17. 培地中2.5% w/v濃度で上記の予備試験の基準（具体的には、3分間以上にわたって溶解または均一な分散状態を保つ、pH>5である調製被験化学物質）を満たす被験化学物質を、Vitrigel®-EIT法で試験することができる。容易に溶解しない試験化学物質は、以下のいずれかの方法のあとに試験するとよい。a）ボルテックスミキサーを用いて機械的に混合する、b）超音波処理する、c）最高70ºCまで加熱する（手順を参照）。
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	習熟度の確認
	18. 本試験ガイドライン記載のVitrigel®-EIT法を定常的に使用する前に、試験実施施設は補遺2の表3  に推奨されている10種類の物質を正しく分類することにより、技術的な習熟度を立証する必要がある。ここに挙げた物質は、TG 405のin vivoウサギ眼試験の結果(2)およびUN GHS分類システム(1)に基づいて、重篤な眼損傷または眼刺激性の反応すべてを代表するものが選択されている。それ以外の選択基準を、そのような物質が市販品であること、高品質のin vivo参照データとVitrige...
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	試験手順
	19. Vitrigel®-EIT法の主な内容と作業手順をバリデーション済み標準試験法（VRM）(8)として、以下の段落に記す。Good In Vitro Method Practices (20)に従って試験を実施する必要がある。本プロトコルに整数で示した値は、もうひとつの有効数字まで正確であると考える。したがって、「37ºC」は許容範囲が36.5ºC～37.4ºCであることを示す。
	19. Vitrigel®-EIT法の主な内容と作業手順をバリデーション済み標準試験法（VRM）(8)として、以下の段落に記す。Good In Vitro Method Practices (20)に従って試験を実施する必要がある。本プロトコルに整数で示した値は、もうひとつの有効数字まで正確であると考える。したがって、「37ºC」は許容範囲が36.5ºC～37.4ºCであることを示す。
	20. 不死化hCE細胞0F を、5%熱不活性化ウシ胎児血清、5 μg/mL遺伝子組換えヒトインスリン、10 ng/mL遺伝子組換えヒト上皮増殖因子、0.5%ジメチルスルホキシド、100単位/mLペニシリン、100 μg/mLストレプトマイシンを添加したダルベッコ改変イーグル培地と栄養混合物F-12の1:1の混合液からなる培養培地で維持する。細胞を、空気中5% CO2  の加湿雰囲気下37ºCで増殖させる。この細胞に、細菌、ウイルス、マイコプラズマ、真菌のいずれの混入もあってはならない。ただし、h...
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	33. 以下の4つの基準をすべて満たす場合、実験を許容可能と判断する。
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