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経済協力開発機構（OECD）の化学物質の試験に関
するガイドライン 

 
 
 
 

眼刺激性または重篤な眼損傷性の分類を必要としない化学物質を特定するための

Vitrigel®-Eye Irritancy Test 法 

はじめに 

1. 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) (1)に定

義されているとおり、重篤な眼損傷とは、物質または混合物に眼が曝露した後に生じる

眼組織損傷発生または重篤な視力低下で、完全な可逆性を示さないものをいう。また、

UN GHS によれば、眼刺激とは、物質または混合物に眼が曝露した後に生じる、完全に

可逆的な眼の変化の発生を指す。重篤な眼損傷を生じる被験化学物質は UN GHS 区分 1
に分類され、眼刺激を生じる被験化学物質は UN GHS 区分 2（細区分 2A ないし 2B）に

分類される。眼刺激性や重篤な眼損傷に関して区分 1 にも区分 2 にも分類されない被験

化学物質は、UN GHS 区分外とされる。 

2. 重篤な眼損傷および眼刺激性の評価には従来、実験動物が使用されてきた。これ

については、1981 年に採択され、何度か改訂されている OECD 試験ガイドライン（TG）

405 (2)に記載されている。最も適切な試験法の選択および本試験ガイドラインの使用が、

「重篤な眼損傷性および眼刺激性の試験および評価に関する統合的アプローチ（IATA）
に関する OECD ガイダンス文書(GD) 263」(3)に記載されている。しかし、この方法で

は、毒性および眼毒性の可逆性を検討していない。したがって、分類目的に使用する一

群の検査を選択する際には、GD263 (3)に概説されている既存のデータおよび知識に基

づき、被験化学物質の眼毒性について考えられるすべての機序を考慮する必要がある。 

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、別の試験戦略が必要である(3)。 

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 つの日本の研究室が実施し

た。バリデーション報告書は、国際的な専門家で構成される独立したピアレビュー委員
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会によって評価された(10)。さらに、OECD専門家グループは、Vitrigel®-EIT法が、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被験化学物質（UN GHS 区分

外化学物質）を特定するためのボトムアップ法の最初の段階として使用するのに有効で

あると結論している。 

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)。したがって、上皮バ

リア機能の変化は、眼刺激を検出する上で重要な評価項目である(13, 14)。Vitrigel®-EIT
法で、経上皮電気抵抗（Transepithelial Electrical Resistance：TEER）値の時間依存性

変化は、被験化学物質に曝露した後の角膜上皮のバリア機能の損傷を示す。この状況は、

被験化学物質への曝露後に観察されたウサギ角膜の損傷と類似している。この角膜の損

傷が重要な作用機序であり、角膜上皮の損傷や眼刺激をもたらす(4, 13)。 

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）。 

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）。 

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 を参照。  
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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。 

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 眼刺激性試験では、このよう

な化学物質の曝露条件が、極端でばらつきのあるものとなり、真の刺激性を適正に予測

できない可能性があることに留意すべきである(2)。pH 5以下を示す固体被験化学物質や、

試験時間である 3 分間に速やかな相分離を示す固体被験化学物質を除外するための予備

試験を実施することにより、Vitrigel®-EIT 法を液体だけでなく固体にも適用することが

できる（段落 28 を参照）。 

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、特異度および正確性はそれぞれ、96%（51/53）、67%（36/54）およ

び 81%（87/107）である。表 1 に、液体および固体の被験物質を予測する能力を分けて

示す。 
表 1.予測能 

液体 固体 

感度：100% (34/34) 
特異度：71% (22/31) 
正確性：86% (56/65) 

感度：89% (17/19) 
特異度：61% (14/23) 
正確性：74% (31/42) 

2 種の偽陰性化学物質が GHS 区分 2B であった（軽度眼刺激物）。 

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。 

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
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加の試験が必要である(3)。 

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。そのような混合物の試験に関する規制要件がある場合、こ

うした検討は不要である。Vitrigel®-EIT 法を用いて、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 MTTを直接的に還元しうる被験化学物質

も試験することができる。 

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）。 

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 Vitrigel®-EIT 法の高品質の in vitro デ

ータが入手可能であることとした(9, 10)。収載した物質が入手できない場合や正当な理

由のために使用できない場合では、適切な in vivo および in vitro 参照データが入手可能

な別の習熟度確認物質を代わりに使用する。 

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。 

ｈCE 培養細胞 

20. 不死化 hCE 細胞 1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

 
1 HCE-T細胞 RCB 2280（日本、つくば市、理化学研究所バイオリソース研究センターより入手）。この試験ガイドラ

インを実施するには、理研 BRC と MTA を結ぶ必要がある。 
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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、hCE モデルに対する調製被験

化学物質の添加は除く。 

CVM チャンバーの調製 

21. 使用直前に、コラーゲンキセロゲル膜チャンバー（VRM2に使用する ad-MED 
Vitrigel®）を、12ウェルプレートのウェルに設置し、ウェル内でチャンバーの外側に 1.5 
mL、内側に 0.5 mL の培地を注いで浸漬し、キセロゲルが vitrigel®になるまで 10 分間置

く。これに代わるチャンバーを使用する場合は、チャンバー内に調製した hCE モデルが

適切な TEER 値を示す必要がある。 

hCE モデルの製作 

培養手順 

22. 12 ウェルプレートのウェル内にあるチャンバー外側の培養液を、1.5 mL の新鮮

培地と交換する。マイクロピペットを用いてチャンバー内の培地を注意深く取り除き、

1.2×105 cells/mL の細胞懸濁液 0.5 mL をチャンバー内の CVM に注ぎ、37ºC で 2 日間培

養する。マイクロピペットを用いて慎重にチャンバー内培地を取り除き、チャンバー外

培地を新鮮培地に交換した後、細胞を気液界面でさらに 4 日間培養して hCE モデルを得

る。気液界面培養 3 日目にチャンバー外の培地を交換する。 

品質チェック 

23. hCEモデルは、化学物質曝露後の急速な破壊を予防するため、hCEと同等の十分

なロバスト性（頑健性）を有する必要がある。TEER 値を測定することにより、各 hCE
モデルのバリア機能を確認する。まず、hCE モデルのチャンバーに新鮮培地 500 μL を

注ぎ、培地の温度が 28±2ºCになるように調整する。次に、チャンバー外の培地に TEER
測定装置の長い電極（「hCE モデルにおける TEER 値の測定[Measurement of TEER 
value in a hCE model]」の項を参照）を、チャンバー内の培地には短い電極を入れ、各

hCE モデルの TEER 値（曝露前 TEER 値）を測定する。適正範囲内の TEER 値を示す

hCE モデルに限り、同日に実施する化学物質試験に用いてよい。VRM については、

TEER 値が 140 Ω·cm2 ～220 Ω·cm2 の hCE モデルを試験に許容しうる。 

hCE モデルにおける TEER 値の測定 

24. hCEモデルの TEER値は、低電圧交流電流の電気抵抗計を用いて測定する。装置

の一般的な仕様は、50～1,000 Hz の交流電流で、少なくとも 0.1～3 kΩ の測定範囲であ

 
2 ad-MED Vitrigel®（日本、東京、関東化学株式会社） 
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る。VRM の TEER 測定装置の写真 3を補遺 3 に示す。代替装置を使用する場合は、同じ

結果が得られることを証明する必要がある。電極ユニットの直径は 23 mm、高さは 35 
mm である。内部電極をチャンバー内側に、外部電極をチャンバー外側に配置する。内

部電極と外部電極の間の距離を固定する。こうする理由は、この距離が電気抵抗値を左

右するためである。また、抵抗測定時には、電極がチャンバー内外の培地や緩衝液に浸

漬する深さも固定する。CVM チャンバー内に培養した hCE モデルがある電気抵抗値

（Rmodel）と、ブランクの CVM チャンバーの電気抵抗値（Rblank）を測定する。hCE
モデルの TEER 値を以下の通りに算出する。 

hCE モデルの TEER 値(Ω·cm2) = 

{Rmodel (Ω) – Rblank (Ω)} × 有効表面積 (cm2) 
 
 

25. 試験前に TEER 測定装置の感度を確認し、適切な範囲を示す必要がある。これ

は、導電率の異なる 2 種類以上の溶液の電気抵抗を測定し、導電率の差があらかじめ定

めた値に収まることを確認することによって行う。VRMでは、TEER測定装置の測定前

チェックを以下の通りに実施する。12 ウェルプレートの 2 つのウェルに CVM なしチャ

ンバー（CVMのないad-MED Vitrigel®）をセットする。一方のウェルに3.0 mLの0.90% 
NaCl 水溶液を、もう一方のウェルに 0.45% NaCl 水溶液を 25±5ºC で充填する。ここで、

TEER 測定装置を用いて 2 つのウェルの TEER 値を測定する。TEER 測定値が以下の条

件を満たすとき、TEER 測定は正常に機能している。 
 
 
 

（0.45% NaCl 水溶液の TEER 値） 

−（0.90% NaCl 水溶液の TEER 値）≥ 60 Ω·cm2 
 
 

対照物質の調製 

26. Vitrigel®-EIT 法では、陰性対照として生理食塩水、陽性対照として塩化ベンザル

コニウム、参照試料（reference control）として中間の反応を誘発するエタノールを使用

している。参照試料を使用して、hCE モデルの品質をチェックする。15 mL チューブに

生理食塩水、塩化ベンザルコニウムまたはエタノールを 0.1 g～0.2 g 入れ、しかるべき

容積の培地を加えて、培地中 2.5% w/v 濃度の対照物質溶液を調製し、均一に分散するま

で攪拌する。また、未知の化学物質の眼刺激性を評価する場合や、刺激反応が特定の範

囲内にある化学物質の相対的な眼刺激性を評価する場合には、ベンチマーク物質が有用

である。  

 
3 例:TEER 測定装置（日本、東京、関東化学株式会社） 
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被験化学物質の調製 

27. 培地を用いて2.5% w/vの被験化学溶液または懸濁液を調製する理由は、2.5% w/v
調製物の電気抵抗値は、通例、被験化学物質の導電率にかかわらず、培地の電気抵抗値

にほとんど影響しないためである。被験化学物質は、溶解するまでまたは最大 1 分間、

用手的に培地と混合する。被験化学物質が容易に溶解しない場合、以下の方法のいずれ

かを使用する。ここに優先順位の順番に記載する。 

a) ボルテックスミキサーを用いて最長 1 分間機械的に混合する、 

b) 最大 20 分間超音波処理する、または、 

c) 最高 70ºC まで加熱する。 

混合後、ホットプレート、ウォーターバスまたはエアコンを用いて調製被験化学物質の

温度を 28±2ºC に調整し、被験化学物質の溶解性を目視により確認する。次のステップ

は、調製被験化学物質が十分に溶解または均一に分散した後にのみ実施する。上記の方

法を用いても不溶性または不混和性であることが分かった被験化学物質については、被

験化学物質を使用直前に培地中で最高 1 分間ボルテックスを実施して均質な懸濁液とす

る。 

28. 2.5% w/v の各調製被験化学物質の pH を、pH 1～11 をカバーするユニバーサル

pH試験紙またはpHメーターを用いて測定する。2.5% w/v調製物のpHが5以下の場合、

この化学物質を試験すべきではない。また、調製 0分後および 3分後に、UV-VIS分光光

度計を用いて 2.5% w/v 調製被験化学物質の 660 nm における吸光度を測定する。しかし、

この波長での被験物質の吸収が測定を妨害する場合は、異なる波長を使用する必要があ

る。測定した絶対差が 0.1 を超える場合、その化学物質を試験すべきではない。 

被験化学物質および対照物質の適用 

29. 品質チェックに合格した hCE モデルは、被験化学物質に対する曝露に使用でき

る。hCE モデルは、CO2 インキュベータから取り出して 2 時間以内に化学物質曝露実験

を行う。チャンバー内の培地を 500 μL の調製被験化学物質と交換し、調製被験化学物質

に対する曝露後 3 分間にわたり、10 秒間隔で Rmodel を測定する。どの実験でも、それ

ぞれの対照物質溶液およびそれぞれの調製被験化学物質に対して、少なくとも 3 つの

hCE モデルを使用すべきである。1 回の実験結果を用いて被験化学物質の眼刺激性を予

測する。 

30. 再現性を確保するためには、調製被験化学物質の添加後 2～5 秒の間に測定を開

始することが不可欠である。電極周囲の液体は、調製被験化学物質の添加後最大 2 秒間

にわたり不安定であることが多いため、測定開始前に少なくとも 2 秒間の待ち時間が必

要である。しかし、被験化学物質の存在下で 5秒以上経過すると hCEモデルの TEER値

が変化するため、調製被験化学物質の添加後 5 秒以内に開始する必要がある。 

31. hCE モデルおよび調製被験化学物質の温度は、化学物質曝露試験中 28±2ºC を保

つ必要がある。これを、ホットプレート、ウォーターバスまたはエアコンを用いて実施

してよい。hCE モデルの温度は、hCE モデル外の実際の培地温度を測定することで確認
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できる。 

予測モデル 

32. 被験化学物質に曝露後の hCEモデルのTEER値を、「hCEモデルにおけるTEER
値の測定（Measurement of TEER value in a hCE model）」の項に記載した式を用いて

算出する。3試験すべてのTEER平均値を、時間差（time lag） (t1)、低下速度（intensity） 
(− [P2 − P1] / [t2 − t1])および終点での低下率（plateau level） (100 − P2)からなる 3 つの

指標を用いて解析する。補遺 4 に、被験化学物質に対する hCE モデルの曝露後の TEER
プロファイルの解析を示すグラフを掲載する。各指標のスコアを算出する。表 2 に示す

ように、指標のスコアが時間差> 180 秒、低下速度< 0.05%/秒、終点での低下率≤ 5.0%
の場合に、被験化学物質を、UN GHS に基づく分類と表示を必要としない（区分外）と

特定する。この場合、他の試験方法による追加試験は不要と考えられる。指標のスコア

が、時間差 ≤ 180 秒、低下速度≥ 0.05%/秒、終点での低下率> 5.0%の場合、表 2 に示す

ように、この結果のみでは単独で予測できない。これは、真陽性の場合に、この試験法

では UN GHS 区分 1 と区分 2 とを分離できないためである。さらに、Vitrigel®-EIT 法で

は偽陽性となる割合が高い（段落 14 を参照）。いずれの場合も、GD 263 (3)に準拠した

分類目的には、追加の情報や検査が必要となる。 

表 2.UN GHS 分類に基づく予測モデル* 

基準 予測 
時間差 ≤ 180 秒または

低下速度 
 ≥ 0.05%/秒または終点

での低下率 > 5.0% 

単独で予測できない 1 

時間差 > 180 秒および

低下速度 
< 0.05%/秒および終点

での低下率 ≤ 5.0% 

区分外 2 

注： 
1 「単独で予測できない」は、IATA ガイダンス文書（3）による分類目的のため、さらに情報が必

要な化学物質に該当する。 
2 「区分外」は、UN GHS による重篤な眼損傷または眼刺激性に関する分類を必要としないものに

該当する。 
* 区分を導き出す際には、GD 263 (3)に概説されている既存のデータや知識に基づいて、被験化学

物質に考えられる眼毒性の潜在的機序すべてを考慮する必要がある。 

許容基準 

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。 
a) 陰性対照：終点での低下率≤ 5% 

b) 陽性対照：終点での低下率 ≥ 40% 

c) 参照試料：終点での低下率≥ 10% 

d) 各被験化学物質の TEERプロファイル全体の平均標準偏差が 15%以下で

ある。 
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バリデーション試験における陽性対照の過去の結果の範囲が、65%～90%である。 

データおよび報告 

データ 

34. 各 hCEモデルで得た TEER値、各指標のスコアおよび Vitrigel®-EIT法による最終

予測を報告する必要がある。 

試験報告書 

35. 試験報告書には、以下の情報を記載すること。 

被験化学物質および対照物質 

• 単一成分物質：IUPAC 名または CAS 名、CAS 登録番号、SMILES コード

または InChI コード、構造式を始めとする識別子などの化学物質識別情報 

• 多成分物質、UVCB、混合物：入手可能な範囲の成分の化学的特定名（上

記参照）、純度、含有量および関連のある物理化学的性質（上記参照）な

どによるできる限りの成分の特性決定 

• 入手可能な範囲で、物理的状態、pH、揮発性、分子量、化学物質分類およ

び試験実施に関わるその他の物理化学的特性 

• 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特定名など 

• 該当する場合、試験前の処理（例えば、加温） 

• 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

試験法の条件および手順 

• 試験依頼者、試験実施施設および試験責任者の氏名、名称および所在地 

• 用いた試験法の説明 

• 用いた試験手順の詳細 

• 用いた細胞株、その供給元、試験に用いた細胞の継代数およびコンフルエ

ントの状態 

• 試薬の供給業者、カタログ番号およびロット番号 

• hCE 細胞の継代日時、トリプシン処理期間、細胞の希釈率 

• hCE モデル作成の各ステップの期間 

• TEER 測定装置の QC チェックデータ 

• 調製被験化学物質の記録（被験化学物質の重量、溶媒容積、混合方法およ

び被験化学物質の溶解性、調製被験化学物質の pH、調製 0 分後および 3分

後の 660 nm における吸光度など） 
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• 曝露試験開始時の hCE モデルおよび調製被験化学物質の温度 
 

• hCE モデルのロット番号 

• CO2インキュベータから hCE モデルを取り出した時刻と、被験化学物質に

hCE モデルを曝露した時刻 

• TEER 測定装置による TEER 測定開始時刻 

• 用いた被験化学物質の濃度（推奨濃度と異なる場合） 

• 被験化学物質に対する曝露期間（推奨期間と異なる場合） 

• 実験の数と、実験あたりに用いた hCE モデルの数（推奨と異なる場合） 

• 試験手順を変更した場合はその説明。 

• 試験法の常用前に、試験施設が試験法に習熟していることを、習熟度確認

化学物質の試験によって実証した旨の記述 

結果 

• 被験化学物質ごとおよび対照物質ごとに、使用した hCE モデルごとの曝露

前 TEER 値と、3分間にまたがる被験化学物質曝露後の経時的 TEER 値、3
つの指標のスコアおよび被験化学物質の in vitro 予測値を表に示す。 

• 観察された他の効果に関する説明 

結果の考察 

結論 
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補遺 1 - 定義 

正確性：試験法による結果が、許容されている参照値にどの程度一致するかを示

す近似性の指標。試験法の性能を判断する尺度であり、妥当性の一つである。こ

の用語は、多くの場合、試験法の正確な結果の割合を意味する一致性と同義的に

用いられる(21)。 
適用領域：ある試験方法を適用可能な化学物質の物理化学的性質やその他の性質

の記述(21)。 
ボトムアップ法：眼刺激性や重篤な眼損傷に関する分類が不要であると予想され

る被験化学物質に用いられる段階的な方法で、分類不要な化学物質（陰性の結果）

を、それ以外の化学物質（陽性の結果）から判別することから始まる(3)。 
化学品：物質または混合物。 
Collagen vitrigel membrane (CVM)：高密度コラーゲン原線維でできた膜で、in 
vivo の結合組織をモデル化しており、ピンセットで容易に扱うことができる。ま

た、高度な透明性と透過性を有するタンパク質で分子量が高く、理想的な細胞培

養担体となる(22-26)。CVM チャンバーは、市販のコラーゲンキセロゲル膜チャ

ンバーから作成する。 
有効表面積：CVM チャンバーの底面積。 
眼刺激性：物質または混合物に眼が曝露した後に生じる、完全に可逆的な眼の変

化の発生を指す(1)。 
偽陰性率：試験法により誤って陰性と同定された、陽性の化学物質すべての割合。

試験法の性能を表す指標の 1 つである(21)。 
偽陽性率：試験法により誤って陽性と同定された、陰性（活性なし）の化学物質

すべての割合。試験法の性能を表す指標の 1 つである(21)。 
有害性：健康または生態系に悪影響を及ぼす性質。有害な影響は、十分な曝露量

がある場合にのみ現れる(21)。 
hCE:ヒト角膜上皮。 
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。 
MoA (mode of action)：作用機序 
単一成分物質：定量的組成に、1 主要成分が 80%（w/w）以上存在することによ

り定義される物質。 
多成分物質：定量的組成に、2 つ以上の主要成分が濃度 10%（w/w）以上 80%
（w/w）未満存在することにより定義される物質。多成分物質は、製造工程の結

果生じる。混合物と多成分物質との違いは、混合物の場合、化学反応なしに 2 種

類以上の物質を混合して得られるのに対し、多成分物質は化学反応の結果得られ

ることにある。 
陰性対照：試験系のすべての要素を含み、試験系に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した試料。この試料を、被験化学物質で処理した

試料やその他の対照試料とともに試験する。これにより、hCE モデルの耐久性を

チェックする。  
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性能標準：バリデーション済み試験法に基づいた基準。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。

性能標準には、(i)試験法における不可欠な要素、(ii)バリデーション済み試験法に

おいて許容される性能を示すのに使用される化学品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

て評価する際に示す必要があり、バリデーション済み試験法について得られたも

のと同等レベルの正確性と信頼性が含まれる(21)。 

陽性対照：試験系のすべての要素を含み、試験系に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した試料。陽性対照の反応の経時的ばらつきを確実

に評価可能にするため、陽性反応の規模を過度にしないこと。 

参照試料：試験系のすべての要素を含み、試験系に中等度のクラス反応を誘導す

ることが分かっている物質を用いて処理した試料。この試料を、被験化学物質で

処理した試料やその他の対照試料とともに試験する。これにより、hCE モデルの

品質をチェックする。 

妥当性：試験とそれによって生じる影響との関係と、試験が特定の目的にとって

意義や有用性があるかを示す。試験が試験対象となる生物学的影響を正確に測定

または予測できる程度を示す。妥当性は、試験法の正確性（一致度）を含む(21)。 

信頼性：同じプロトコルを用いて試験法を実施したときに得られる経時的な実験

室内および実験室間再現性の程度を表す尺度。実験室内および実験室間再現性な

らびに実験室内の繰り返し精度を算出して評価する(21)。 

実験：陰性対照、陽性対照および参照試料と同時に検討される 1 つ以上の被験化

学物質からなる一組の試験。 

感度：すべての陽性物質や活性物質のうち、試験によって正確に分類されるもの

の割合。分類結果をもたらす試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性

を評価する際の重要な検討事項である(21)。 

重篤な眼損傷：化学物質または混合物に眼が曝露した後に生じる眼組織損傷発生

または重篤な視力低下で、完全な可逆性を示さないもの(1)。 

特異度：すべての陰性/不活性物質のうち、試験によって正確に分類されるもの

の割合。分類結果をもたらす試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性

を評価する際の重要な検討事項である(21)。 

物質：自然の状態の、または製造過程で得られる化学元素とその化合物のことを

いい、その製品の安定性を保つために必要な添加物や、その使用工程から派生す

る不純物は含まれるが、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する可能性のある溶媒は除く(1)。 

被験化学物質：「被験化学物質」という用語は、試験対象をいう場合に用いる。 

段階的試験戦略：被験化学物質に関する既存のすべての情報について、指定され

た順番で検討する段階的な試験戦略。段階ごとに証拠の重み付けのプロセスを用

い、有害性分類の判定に十分な情報が入手可能か判断してから次の段階に進む。

既存の情報に基づいて、被験化学物質を刺激性ありと判断できれば、追加試験は
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不要である。既存の情報に基づいて、被験化学物質の刺激性の有無を判断できな

い場合、明確な分類が可能になるまで、一連の段階的な動物試験の手順を実施す

る(21)。 

トップダウン方式：重篤な眼損傷を引き起こすことが疑われる被験化学物質に用

いられる段階的な方式で、重篤な眼損傷性を引き起こす化学物質（陽性の結果）

を、それ以外の化学物質（陰性の結果）と判別することから始まる(3)。 

経上皮電気抵抗（TEER）:上皮または上皮細胞層の電気抵抗。これは、角膜上皮

のタイトジャンクションの完全性を評価するのに適した手段（指標）と考えられ

る。 

国際連合の化学品の分類および表示に関する世界調和システム（UN GHS）：化

学品（物質および化合物）の分類を、物理化学的危険性、健康有害性、環境有害

性の、統一された種類や程度に応じて分類することを提案するとともに、人々

（雇用者、労働者、輸送担当者、消費者、緊急時対応者など）や環境を保護する

ために、有害事象に関する情報を伝えられるように、絵表示、注意喚起語、危険

有害性情報、注意書き、安全データシートなど、対応する伝達要素を取り扱うシ

ステム(1)。 

UN GHS 区分 1：重篤な眼損傷/不可逆性作用(1)。 

UN GHS 区分 2：眼刺激性/眼に対する可逆的影響(1)。 

UN GHS 区分 2A：眼刺激性(1)。 

UN GHS 区分 2B：軽度眼刺激性(1)。 

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

物質(1)。 

UVCB (Substances of unknown or variable composition, complex reaction 
products or biological materials)：組成が不明または不定の物質、複雑な反応

生成物または生体物質。 

Vitrigel：The ad-MED Vitrigel® コラーゲンキセロゲル膜チャンバーを VRM に使

用した。Vitrigelは、従来のハイドロゲルをガラス化した後に再水和することによ

って生じる安定した状態にあるゲルと定義される(22, 23, 24, 25, 26)。「Vitrigel」
は農業・食品産業技術総合研究機構（NARO）の商標で、日本、米国、EU およ

び中国で登録されている。 

VRM (Validated Reference Method)：バリデーション済み標準方法 
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補遺 2 - Vitrigel® -EIT 法のための習熟度確認化学物質 

本試験ガイドラインを遵守する試験法を定常的に用いる前に、試験実施施設は、

表 3 で推奨される 10 種類の化学物質の眼に対する有害性分類を正しく同定する

ことにより、技術的な習熟度を立証する。ここに提示した Vitrigel®-EIT 法の結果

は、この方法のバリデーション試験で確認された結果の一部である(9, 10)。選択

は、可能な限り、以下の化学物質を含む。 

(i) UN GHS 分類システム（区分 1、2A、2B または区分外）に基づいた in 
vivo の重篤な眼損傷/眼刺激反応の全範囲を網羅する 

(ii) 参考の in vivo ウサギ眼試験（OECD TG 405）で得られた高品質の結果

に基づく(2) 

(iv) バリデーション試験で使用したものを代表する幅広い化学種および

有機官能基をカバーする(10) 

(v) 高品質の Vitrigel®-EIT データに基づく in vitro 反応の範囲をカバーす

る 

(vi) VRM で正確かつ再現可能な予測を生じる 

(vii) 市販されている 

(viii) 取得または処分のための価格が法外ではない。 

記載した化学物質を入手できない場合や、その他の正当な理由のために使用でき

ない場合は、上記基準を満足する別の化学物質で代替する。これには例えば、

Vitrigel®-EIT 法のバリデーションに用いられる化学物質や、性能標準(27)の参照

化学物質として記載されている化学物質がある。 
 
 

表 3.Vitrigel®-EIT 法の技術的習熟度を立証するために推奨される化学物質 

1) CASRN および物理化学的性質 
 化学名 CASRN 有機官能基 物理的状態 pH 
In vivo 試験で UN GHS 区分 11 

1 3-（2-アミノエチルアミノ）プロ

ピルトリメトキシシラン 
1760-24-3 ケイ素化合物 液体 10 

2 テトラエチレングリコールジアク

リラート 
17831-71-9 アクリル酸エステル 液体 7 

3 サリチル酸ナトリウム 54-21-7 有機塩類 固体 7 
In vivo 試験で UN GHS 区分 2A1 

4 シクロペンタノール 96-41-3 アルコール類 液体 7 
5 シアノ酢酸メチル 105-34-0 エステル類、ニトリル化合物 固体 7 
In vivo 試験で UN GHS 区分 2B1 

6 エチル-2-メチルアセトアセテート 609-14-3 エステル類 液体 7 
7 硝酸アンモニウム 6484-52-2 無機塩類 固体 8 
In vivo 試験で UN GHS 区分外 1 

8 イソオクチルチオグリコール酸 25103-09-7 チオ化合物、エステル 液体 7 
9 テトラブロモビスフェノール A 79-94-7 アリール；アリールハロゲン

化物フェノール 
固体 7 

10 4, 4'-スルホニルビスベンズアミド 80-08-0 スルホンジアニリン 固体 7 
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2) 試験結果 
  時間差（秒）2 低下速度（%/秒）2 終点での低下率（%）2  
 化学名 平 均 値

±SD 
最 小

値 
最 大

値 
平均値±SD 最 小

値 
最 大

値 
平 均 値
±SD 

最 小

値 
最 大

値 
予測 

In vivo 試験で UN GHS 区分 11 

1 
3-（2-アミノエチルアミ

ノ）プロピルトリメト

キシシラン 
0 ± 0 0 0 0.36 ± 0.05 0.33 0.41 64 ± 8 60 73 単独で予測でき

ない 

2 テトラエチレングリコ

ールジアクリラート 7 ± 12 0 20 0.23 ± 0.02 0.20 0.24 40 ± 5 35 43 単独で予測でき

ない 

3 サリチル酸ナトリウム 0 ± 0 0 0 0.48 ± 0.11 0.35 0.54 41 ± 3 38 43 単独で予測でき

ない 
In vivo 試験で UN GHS 区分 2A1 

4 シクロペンタノール 0 ± 0 0 0 0.29 ± 0.01 0.28 0.30 52 ± 2 51 55 単独で予測でき

ない 

5 シアノ酢酸メチル 10 ± 10 0 20 0.10 ± 0.06 0.06 0.17 18 ± 11 11 30 単独で予測でき

ない 
In vivo 試験で UN GHS 区分 2B1 

6 2-メチルアセト酢酸エチ

ル 3 ± 6 0 10 0.22 ± 0.03 0.19 0.25 41 ± 6 34 46 単独で予測でき

ない 

7 硝酸アンモニウム 0 ± 0 0 0 0.69 ± 0.12 0.58 0.82 29 ± 17 18 49 単独で予測でき

ない 
In vivo 試験で UN GHS 区分外 1 

8 イソオクチルチオグリ

コール酸 >180 >180 >180 -0.01 ± 0.01 -0.02 0.00 1 ± 1 0 2 区分外 
 

9 テトラブロモビスフ

ェノール A >180 >180 >180 -0.02 ± 0.01 -0.02 -0.01 0 ± 0 0 0 区分外 

10 4, 4'-スルホニルビスベ

ンズアミド >180 >180 >180 -0.02 ± 0.01 -0.03 -0.01 0 ± 0 0 0 区分外 

略語：CASRN = CAS 登録番号；UN GHS = 国連「化学品の分類および表示に関する世界調和システム」；VRM = 検証済

み標準試験法 
1 In vivo ウサギ眼試験（OECD TG 405） (2)および UN GHS を用いた結果に基づく。(1) 
2 Vitrigel®-EIT法バリデーション試験の結果に基づく(9,10)。化学物質番号 5、7、9、10のデータは、開発業者の社内デー

タの結果に基づいている。3 回の実験データからそれぞれのスコアを算出した。実験ごとに 3 つの hCE モデルを使用し

た。 
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補遺 3 - TEER 測定装置の写真 

 
 

 
TEER 測定装置（A）および電極ユニット（B）。 

  

外側電極 
温度センサー

ポート 

試料注入ポート 内側電極 内側電極 
外側電極 

TEER レコーダー 
PC 電極ユニット 

温度計 
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補遺 4 - 被験化学物質に対するモデル曝露後の TEER プロファイルの解析を示す

グラフ 

 
 
 

 

注： 

t1（秒）；dP/dT が 0≥dP/dT> -0.03%/秒である最大の時間。 
t2（秒）；dP/dT ≤ −0.03%/秒を満たした後に、0 ≥ dP (P3 − P2)/dT (t3 − t2) > −0.03%/秒を満たし

た最初の曝露時間。 
t3（秒）；t2 + 30 秒。これは、30 秒間のプロファイルによって終点を評価することによる。 
P1（%）；0 秒の TEER 値に対する t1 の TEER 値の割合。 
P2（%）；0 秒時点の TEER 値に対する t2 時点の TEER 値の割合。 
P3（%）；0 秒時点の TEER 値に対する t3 時点の TEER 値の割合。 
dP/dT；t に対する P の微分係数。 

TE
ER

 (初
期

値
%

) 

時間差（秒） = t1 
 
低下速度 (%/秒)= - (P2 - P1) /(t2 - t1) 
 
終点での低下率(%)= 100 - P2 

曝露時間（秒） 


	はじめに
	1. 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) (1)に定義されているとおり、重篤な眼損傷とは、物質または混合物に眼が曝露した後に生じる眼組織損傷発生または重篤な視力低下で、完全な可逆性を示さないものをいう。また、UN GHSによれば、眼刺激とは、物質または混合物に眼が曝露した後に生じる、完全に可逆的な眼の変化の発生を指す。重篤な眼損傷を生じる被験化学物質はUN GHS区分1に分類され、眼刺激を生じる被験化学物質はUN GHS区分2（細区分2Aないし2B）に分類され...
	1. 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) (1)に定義されているとおり、重篤な眼損傷とは、物質または混合物に眼が曝露した後に生じる眼組織損傷発生または重篤な視力低下で、完全な可逆性を示さないものをいう。また、UN GHSによれば、眼刺激とは、物質または混合物に眼が曝露した後に生じる、完全に可逆的な眼の変化の発生を指す。重篤な眼損傷を生じる被験化学物質はUN GHS区分1に分類され、眼刺激を生じる被験化学物質はUN GHS区分2（細区分2Aないし2B）に分類され...
	2. 重篤な眼損傷および眼刺激性の評価には従来、実験動物が使用されてきた。これについては、1981年に採択され、何度か改訂されているOECD試験ガイドライン（TG）405 (2)に記載されている。最も適切な試験法の選択および本試験ガイドラインの使用が、「重篤な眼損傷性および眼刺激性の試験および評価に関する統合的アプローチ（IATA）に関するOECDガイダンス文書(GD) 263」(3)に記載されている。しかし、この方法では、毒性および眼毒性の可逆性を検討していない。したがって、分類目的に使用する一...
	2. 重篤な眼損傷および眼刺激性の評価には従来、実験動物が使用されてきた。これについては、1981年に採択され、何度か改訂されているOECD試験ガイドライン（TG）405 (2)に記載されている。最も適切な試験法の選択および本試験ガイドラインの使用が、「重篤な眼損傷性および眼刺激性の試験および評価に関する統合的アプローチ（IATA）に関するOECDガイダンス文書(GD) 263」(3)に記載されている。しかし、この方法では、毒性および眼毒性の可逆性を検討していない。したがって、分類目的に使用する一...
	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...
	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...
	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...
	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...
	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）。
	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）。
	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...
	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...
	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。
	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。
	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...
	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...
	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、...
	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、...
	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。
	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。
	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)。
	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)。
	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...
	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...
	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）。
	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）。

	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...
	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...

	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...
	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...
	21. 使用直前に、コラーゲンキセロゲル膜チャンバー（VRM1F に使用するad-MED Vitrigel®）を、12ウェルプレートのウェルに設置し、ウェル内でチャンバーの外側に1.5 mL、内側に0.5 mLの培地を注いで浸漬し、キセロゲルがvitrigel®になるまで10分間置く。これに代わるチャンバーを使用する場合は、チャンバー内に調製したhCEモデルが適切なTEER値を示す必要がある。
	22. 12ウェルプレートのウェル内にあるチャンバー外側の培養液を、1.5 mLの新鮮培地と交換する。マイクロピペットを用いてチャンバー内の培地を注意深く取り除き、1.2×105 cells/mLの細胞懸濁液0.5 mLをチャンバー内のCVMに注ぎ、37ºCで2日間培養する。マイクロピペットを用いて慎重にチャンバー内培地を取り除き、チャンバー外培地を新鮮培地に交換した後、細胞を気液界面でさらに4日間培養してhCEモデルを得る。気液界面培養3日目にチャンバー外の培地を交換する。
	22. 12ウェルプレートのウェル内にあるチャンバー外側の培養液を、1.5 mLの新鮮培地と交換する。マイクロピペットを用いてチャンバー内の培地を注意深く取り除き、1.2×105 cells/mLの細胞懸濁液0.5 mLをチャンバー内のCVMに注ぎ、37ºCで2日間培養する。マイクロピペットを用いて慎重にチャンバー内培地を取り除き、チャンバー外培地を新鮮培地に交換した後、細胞を気液界面でさらに4日間培養してhCEモデルを得る。気液界面培養3日目にチャンバー外の培地を交換する。
	23. hCEモデルは、化学物質曝露後の急速な破壊を予防するため、hCEと同等の十分なロバスト性（頑健性）を有する必要がある。TEER値を測定することにより、各hCEモデルのバリア機能を確認する。まず、hCEモデルのチャンバーに新鮮培地500 μLを注ぎ、培地の温度が28±2ºCになるように調整する。次に、チャンバー外の培地にTEER測定装置の長い電極（「hCEモデルにおけるTEER値の測定[Measurement of TEER value in a hCE model]」の項を参照）を、チャン...
	23. hCEモデルは、化学物質曝露後の急速な破壊を予防するため、hCEと同等の十分なロバスト性（頑健性）を有する必要がある。TEER値を測定することにより、各hCEモデルのバリア機能を確認する。まず、hCEモデルのチャンバーに新鮮培地500 μLを注ぎ、培地の温度が28±2ºCになるように調整する。次に、チャンバー外の培地にTEER測定装置の長い電極（「hCEモデルにおけるTEER値の測定[Measurement of TEER value in a hCE model]」の項を参照）を、チャン...
	24. hCEモデルのTEER値は、低電圧交流電流の電気抵抗計を用いて測定する。装置の一般的な仕様は、50～1,000 Hzの交流電流で、少なくとも0.1～3 kΩの測定範囲である。VRMのTEER測定装置の写真2F を補遺3に示す。代替装置を使用する場合は、同じ結果が得られることを証明する必要がある。電極ユニットの直径は23 mm、高さは35 mmである。内部電極をチャンバー内側に、外部電極をチャンバー外側に配置する。内部電極と外部電極の間の距離を固定する。こうする理由は、この距離が電気抵抗値を...
	24. hCEモデルのTEER値は、低電圧交流電流の電気抵抗計を用いて測定する。装置の一般的な仕様は、50～1,000 Hzの交流電流で、少なくとも0.1～3 kΩの測定範囲である。VRMのTEER測定装置の写真2F を補遺3に示す。代替装置を使用する場合は、同じ結果が得られることを証明する必要がある。電極ユニットの直径は23 mm、高さは35 mmである。内部電極をチャンバー内側に、外部電極をチャンバー外側に配置する。内部電極と外部電極の間の距離を固定する。こうする理由は、この距離が電気抵抗値を...
	25. 試験前にTEER測定装置の感度を確認し、適切な範囲を示す必要がある。これは、導電率の異なる2種類以上の溶液の電気抵抗を測定し、導電率の差があらかじめ定めた値に収まることを確認することによって行う。VRMでは、TEER測定装置の測定前チェックを以下の通りに実施する。12ウェルプレートの2つのウェルにCVMなしチャンバー（CVMのないad-MED Vitrigel®）をセットする。一方のウェルに3.0 mLの0.90% NaCl水溶液を、もう一方のウェルに0.45% NaCl水溶液を25±5º...
	25. 試験前にTEER測定装置の感度を確認し、適切な範囲を示す必要がある。これは、導電率の異なる2種類以上の溶液の電気抵抗を測定し、導電率の差があらかじめ定めた値に収まることを確認することによって行う。VRMでは、TEER測定装置の測定前チェックを以下の通りに実施する。12ウェルプレートの2つのウェルにCVMなしチャンバー（CVMのないad-MED Vitrigel®）をセットする。一方のウェルに3.0 mLの0.90% NaCl水溶液を、もう一方のウェルに0.45% NaCl水溶液を25±5º...
	26. Vitrigel®-EIT法では、陰性対照として生理食塩水、陽性対照として塩化ベンザルコニウム、参照試料（reference control）として中間の反応を誘発するエタノールを使用している。参照試料を使用して、hCEモデルの品質をチェックする。15 mLチューブに生理食塩水、塩化ベンザルコニウムまたはエタノールを0.1 g～0.2 g入れ、しかるべき容積の培地を加えて、培地中2.5% w/v濃度の対照物質溶液を調製し、均一に分散するまで攪拌する。また、未知の化学物質の眼刺激性を評価する...
	26. Vitrigel®-EIT法では、陰性対照として生理食塩水、陽性対照として塩化ベンザルコニウム、参照試料（reference control）として中間の反応を誘発するエタノールを使用している。参照試料を使用して、hCEモデルの品質をチェックする。15 mLチューブに生理食塩水、塩化ベンザルコニウムまたはエタノールを0.1 g～0.2 g入れ、しかるべき容積の培地を加えて、培地中2.5% w/v濃度の対照物質溶液を調製し、均一に分散するまで攪拌する。また、未知の化学物質の眼刺激性を評価する...
	27. 培地を用いて2.5% w/vの被験化学溶液または懸濁液を調製する理由は、2.5% w/v調製物の電気抵抗値は、通例、被験化学物質の導電率にかかわらず、培地の電気抵抗値にほとんど影響しないためである。被験化学物質は、溶解するまでまたは最大1分間、用手的に培地と混合する。被験化学物質が容易に溶解しない場合、以下の方法のいずれかを使用する。ここに優先順位の順番に記載する。
	28. 2.5% w/vの各調製被験化学物質のpHを、pH 1～11をカバーするユニバーサルpH試験紙またはpHメーターを用いて測定する。2.5% w/v調製物のpHが5以下の場合、この化学物質を試験すべきではない。また、調製0分後および3分後に、UV-VIS分光光度計を用いて2.5% w/v調製被験化学物質の660 nmにおける吸光度を測定する。しかし、この波長での被験物質の吸収が測定を妨害する場合は、異なる波長を使用する必要がある。測定した絶対差が0.1を超える場合、その化学物質を試験すべきで...
	28. 2.5% w/vの各調製被験化学物質のpHを、pH 1～11をカバーするユニバーサルpH試験紙またはpHメーターを用いて測定する。2.5% w/v調製物のpHが5以下の場合、この化学物質を試験すべきではない。また、調製0分後および3分後に、UV-VIS分光光度計を用いて2.5% w/v調製被験化学物質の660 nmにおける吸光度を測定する。しかし、この波長での被験物質の吸収が測定を妨害する場合は、異なる波長を使用する必要がある。測定した絶対差が0.1を超える場合、その化学物質を試験すべきで...
	29. 品質チェックに合格したhCEモデルは、被験化学物質に対する曝露に使用できる。hCEモデルは、CO2インキュベータから取り出して2時間以内に化学物質曝露実験を行う。チャンバー内の培地を500 μLの調製被験化学物質と交換し、調製被験化学物質に対する曝露後3分間にわたり、10秒間隔でRmodelを測定する。どの実験でも、それぞれの対照物質溶液およびそれぞれの調製被験化学物質に対して、少なくとも3つのhCEモデルを使用すべきである。1回の実験結果を用いて被験化学物質の眼刺激性を予測する。
	29. 品質チェックに合格したhCEモデルは、被験化学物質に対する曝露に使用できる。hCEモデルは、CO2インキュベータから取り出して2時間以内に化学物質曝露実験を行う。チャンバー内の培地を500 μLの調製被験化学物質と交換し、調製被験化学物質に対する曝露後3分間にわたり、10秒間隔でRmodelを測定する。どの実験でも、それぞれの対照物質溶液およびそれぞれの調製被験化学物質に対して、少なくとも3つのhCEモデルを使用すべきである。1回の実験結果を用いて被験化学物質の眼刺激性を予測する。
	30. 再現性を確保するためには、調製被験化学物質の添加後2～5秒の間に測定を開始することが不可欠である。電極周囲の液体は、調製被験化学物質の添加後最大2秒間にわたり不安定であることが多いため、測定開始前に少なくとも2秒間の待ち時間が必要である。しかし、被験化学物質の存在下で5秒以上経過するとhCEモデルのTEER値が変化するため、調製被験化学物質の添加後5秒以内に開始する必要がある。
	30. 再現性を確保するためには、調製被験化学物質の添加後2～5秒の間に測定を開始することが不可欠である。電極周囲の液体は、調製被験化学物質の添加後最大2秒間にわたり不安定であることが多いため、測定開始前に少なくとも2秒間の待ち時間が必要である。しかし、被験化学物質の存在下で5秒以上経過するとhCEモデルのTEER値が変化するため、調製被験化学物質の添加後5秒以内に開始する必要がある。
	31. hCEモデルおよび調製被験化学物質の温度は、化学物質曝露試験中28±2ºCを保つ必要がある。これを、ホットプレート、ウォーターバスまたはエアコンを用いて実施してよい。hCEモデルの温度は、hCEモデル外の実際の培地温度を測定することで確認できる。
	31. hCEモデルおよび調製被験化学物質の温度は、化学物質曝露試験中28±2ºCを保つ必要がある。これを、ホットプレート、ウォーターバスまたはエアコンを用いて実施してよい。hCEモデルの温度は、hCEモデル外の実際の培地温度を測定することで確認できる。
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