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採択： 
2019 年 10 月 24 日 

改訂：2023 年 7 月 4 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 

i）重篤な眼損傷性を誘発する化学物質ならびに ii）眼刺激性および重
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 in vitro 高分子

試験法 

はじめに 

1. In vitro 高分子試験法である Ocular Irritection（OI®）は、重篤な眼損傷性の誘

発能を有する化学物質（物質および混合物）、ならびに眼刺激性および重篤な眼

損傷性の分類を必要としない化学物質の特定に使用できる生化学的 in vitro 試験法

である。 

2. 本試験ガイドライン記載の試験法を単独で使用することで、さまざまな化学

的分類に関する、重篤な眼損傷性/眼刺激性の反応および機構的な面を全面的に予

測する in vivo Draize眼試験との置き換えとすることは不可能である。そのため、刺

激性に関する必要な範囲を評価するには、例えば TG 467 および 492B に記載され

ている代替試験戦略を使用することが推奨される。戦略的な組み合わせとして、

所要の範囲の刺激性および/または化学的分類に対処する個々の in vitro 試験法の利

点と、「試験および評価に関する統合的アプローチ（IATA）」の範囲内での眼毒

性の機構的な側面に関する既存の知識とを併用する、（階層的）試験戦略内にお

いて代替試験法を実施すれば、「国際連合（UN）の化学品の分類および表示に関

する世界調和システム（GHS）」（1）により定義された有害性分類について、

Draize 眼試験との置き換えは可能であると考えられる（2）（3）。既存の情報に基

づき、ある化学物質が高い刺激性を有すると予測される場合には、トップダウン

方式の試験戦略を使用するよう設計されている一方、既存の情報に基づき、ある

化学物質が分類を必要とするほどの眼刺激性を生じないと予測される場合には、

ボトムアップ方式を使用するよう設計されている（2）（3）。  

本資料は、http://www.oecd.org/termsandconditions/に掲載されている諸条件に従って自由に使用することができる。 

http://www.oecd.org/termsandconditions/
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3. In vitro 高分子試験法は、化学物質の眼有害性の分類および表示に関し、第 7
～12 段落記載の特定の状況下での特定の制限により使用できる in vitro 試験法であ

る。In vitro 高分子試験法は、ウサギを用いた in vivo Draize 眼試験に対する単独で

の置き換えとしては妥当であるとみなされないが、トップダウン方式の試験戦略

の第一段階としては推奨されることが、OECD ガイダンス文書（GD）263（2）に

記載されている。本文書は、重篤な眼損傷性を誘発する化学物質、すなわち、UN 
GHS 区分 1（1）に分類される化学物質について、さらなる試験を実施せずに明確

に特定することを目的に作成されたものである。In vitro 高分子試験法は、UN GHS
の定義により眼刺激性にも重篤な眼損傷性にも分類を必要としない化学物質（UN 
GHS 区分外）（1）の特定に関しても推奨されるため、ボトムアップ方式の試験戦

略内の第一段階として使用できる（OECD GD 263）（2）。ただし、in vitro 高分子

試験法では、重篤な眼損傷性（UN GHS 区分 1）を生じることも、UN GHS 区分外

である（すなわち、眼刺激性/重篤な眼損傷性を生じないと予測される）ことも予

測されない化学物質の場合、最終的な UN GHS 分類の確立には、追加の情報およ

び/または試験が必要であると考えられる。最適な試験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、トップダウン方式およびボトムアップ方式の試験

法が、より広範にわたる「重篤な眼損傷性および眼刺激性に関する試験および評

価に関する統合的アプローチ（IATA）」の一部であることを表している、OECD 
GD 263（2）に照らし確認すべきである。 

4. 本試験ガイドラインの目的は、in vitro 高分子試験法により、被験化学物質が眼

に有害である可能性について評価する際の手順を記述することにある。角膜混濁は、

眼有害性を分類する上で、最も重要な要因として記述されている（4）。角膜混濁

は、被験化学物質が角膜のタンパク質および糖質の高度な組織構造に及ぼしうる破

壊的な影響に起因している可能性があり、例えば、高分子（特にタンパク質）の沈

殿/変性として記述される「凝固」、あるいは脂質の分解として記述される「けん化」
を通じた影響がある（3）。In vitro 高分子試験法には、タンパク質、糖タンパク質、

糖質、脂質、低分子量成分の混合物からなる高分子試薬が含まれており、再水和す

ると、透明な角膜の高次構造を模した複合的な高分子マトリックスを形成する（5, 
6）。眼有害性を呈する被験化学物質の場合、タンパク質の変性、アンフォールデ

ィングおよび高次構造の変化、さらには高分子マトリックス成分の破壊および脱凝

集の促進により、高分子試薬に混濁が生じることになる。OI®による高分子試験法

は元来、角膜混濁の原因となる眼刺激物質の破壊的な影響に対処するため開発され

たが、バリデーション試験から、ウサギ眼刺激性試験法（OECD TG 405）における

評価では、結膜傷害のみを生じる刺激物質も検出できることが示唆される。ただし、

本高分子試験法は無細胞の生化学試験系であることから、眼毒性のうち細胞毒性お

よび可逆性には対応しない。したがって、分類を決定する際には、GD 263（2）に

概説されている既存のデータおよび知識に基づき、被験化学物質に関連しうる眼毒

性すべての可能性としての機序について考慮する必要があると考えられる。 

5. UN GHS の定義により重篤な眼損傷性を誘発する化学物質（すなわち、UN 
GHS区分 1）、ならびに眼刺激性および重篤な眼損傷性の分類を必要としない化学

物質（UN GHS 区分外）を特定する最初のバリデーション済み高分子試験法が、

Ocular Irritection®試験法である。Ocular Irritection®試験法を、「バリデーション済み

標準試験法（VRM）」と称する。ガイダンス文書 No. 34（8）の原則に従い、

Ocular Irritection®に類似した新規または改訂 in vitro 高分子試験法のバリデーション
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を促進し、また、それらの試験法収載に向けた本試験ガイドラインの適時改訂を

可能にするため、「性能基準」（7）を使用できる。「データの相互受入れ

（MAD）」は、「性能基準」に則ってバリデーションを実施した試験法が、

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。 

6. 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 in vitro 高分子試

験法の適用可能性とは無関係である。定義を補遺 1 に示す。  
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最初に考慮すべき事項、適用可能性および限界 

7. In vitro 高分子試験法である Ocular Irritection®は、2009～2012 年に独立したバリデ

ーション試験を受け（9）、続いて 2016 年に「EURL-ECVAM（欧州連合の動物実験代

替法基準試験所）科学諮問委員会（ESAC）」による独立したピアレビューを受けた

（10）。本試験法実施時に使用される原材料である高分子マトリックス粉末の特性、お

よびその経時的安定性に関しては、ESAC により推奨された補足データの追加評価が、

OECD専門家グループにより実施された。バリデーション試験の間、13種類の混合物お

よび 76 種類の物質からなる合計 89 種類の被験化学物質が評価された。これらの被験化

学物質は広範な官能基を網羅しており、分布をみると、UN GHS 区分 1 が 20 種類、UN 
GHS 区分 2 が 26 種類、UN GHS 区分外が 43 種類に及び、また、固体 25 種類、液体 57
種類、粘性物質 7 種類からなっていた。本試験ガイドラインでは、固体および液体の

10%の溶液/分散系（必要に応じ v/v または w/v）が pH 4～9 の範囲にある化学物質に適

用可能とする。液体は粘性か非粘性であると考えられる。固体は界面活性剤の特性を持

たない限り希釈せず試験するため、水に可溶性か不溶性であると考えられる。気体およ

びエアロゾルは、バリデーション試験では評価されていないため、適用範囲外とする。 

8. 第 7 段落に定義された適用範囲に該当する一部の化学物質（例：強度に着色され

た化学物質、塩析沈殿を生じた化学物質、一部の高濃度界面活性剤、および高揮発性化

学物質）については、高分子試験法またはバリデーション試験のこれまでのバージョン

による内部データから具体的な限界が特定されており（11）、これらの化学物質は試験

系に干渉する可能性がある。高分子マトリックスが適切な機能であれば反映される、一

連の対照化学物質および被験化学物質に特異的な OD（光学密度）405 読み取り結果（第

22～23 段落）、あるいは、結果報告書および分析の不可欠な部分とみなされる試験系

特異的な観察結果（第 25 段落）が、干渉により阻害されることなどが考えられる。第

22～23 段落に概説され、システムソフトウェアに統合された一連の許容基準により、

こうした限界の継続的な特定は可能である。 

9. 本試験ガイドラインは、物質および混合物に適用可能とする。混合物、試験が困

難な化学物質（例：アクリル酸を含有するなどの不安定な重合物質）、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被験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、あるいは意図した規制上の目

的に関し許容可能であるか、事前に考慮すべきである。さらに、選択された in vitro 法

により示された機序に関する洞察、また、その方法が当該被験化学物質の機序をいかに

網羅するかについて考慮することが重要である。該当する場合、OECD GD 263（2）の

概説どおり、可能であれば別の作用機序に基づく追加の in vitro 試験法の使用を検討で

きる。 

10. 本高分子試験法の性能は、EURL-ECVAM 科学諮問委員会（ESAC）の推奨どおり、

参加した各試験実施施設におけるバリデーション試験で使用された各化学物質について、
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適格性の各確認結果から得られた個々の予測の加重計算により評価された（10）1。重

篤な眼損傷性を誘発する化学物質、すなわち、UN GHS 区分 1 に分類される化学物質の

特定に本 in vitro 高分子試験法を使用した場合、全体の正確度は 75%（66.5/89）、特異

度は 81%（55.8/69）、感度は 54%（10.7/20）であることが、UN GHS（1）に従って分

類された in vivo ウサギ眼試験法のデータ（9）、および、これとは別に要約されたデー

タ固有の不確実性を有する in vivo ウサギ眼試験（2）との比較により明らかにされた。

これらの結果では、UN GHS 区分 1 の化学物質で、不安定な光感受性の重合剤であるテ

トラエチレングリコールジアクリラート（CAS 番号：17831-71-9）が、採用されている

他の眼刺激性試験法により、陰性の結果になると確認されたことが記載されている。試

験が困難な本化学物質を性能解析で検討しなかった場合、in vitro高分子試験法の全体の

正確度は 76%（66.5/88）、特異度は 81%（55.8/69）、感度は 56%（10.7/19）、偽陽性

率は 19%（13.1/69）、および偽陰性率は 44%（8.3/19）を示す。そのため、in vivo にお

いて持続的であるが重大でない作用のみに基づいて分類された被験化学物質が使用され

た場合、過小予測のリスクをより高めることが認められた（7 種類中 5 種類）。ただし、

この状況での偽陰性率（すなわち、in vivo において UN GHS 区分 1 でも、本試験では

UN GHS 区分 1 でないと特定）は重大ではない。その理由は、陰性になった被験化学物

質のすべてについて、その後、適切にバリデーションされた他の in vitro 試験による検

討、あるいは、ウサギを用いた最後の選択肢としての検討が、OECD GD 263（2）に従

って、規制要件に応じ、証拠の重み付けアプローチにおける逐次試験戦略を用いて行わ

れると考えられるためである。 

11. 眼刺激性および重篤な眼損傷性の分類を必要としない化学物質の特定に in vitro 高

分子試験法を使用した場合、重み付けアプローチに基づき算出された全体の正確度は

75%（67.0/89）、感度は 91%（41.7/46）、特異度は 59%（25.3/43）であることが、UN 
GHS（1）に従って分類された in vivoウサギ眼試験法のデータ（9）、および、これとは

別に要約されたデータ固有の不確実性を有する in vivo ウサギ眼試験（2）との比較によ

り明らかにされた。それでも、これらの結果では、UN GHS 区分 1 の化学物質で、不安

定な光感受性の重合剤であるテトラエチレングリコールジアクリラート（CAS 番号：

17831-71-9）が、採用されている他の眼刺激性試験法により、陰性の結果になると確認

されたことが記載されている。試験が困難な本化学物質（ジアクリラート）を性能解析

で検討しなかった場合、in vitro高分子試験法の全体の正確度は 76%（67.0/88）、特異度

は 59%（25.3/43）、感度は 93%（41.7/45）、偽陽性率は 41%（17.7/43）、および偽陰

性率は 7%（3.3/45）であることが、UN GHS（1）に従って分類された in vivo ウサギ眼

試験法のデータ（9）との比較により示される。ただし、この状況での偽陽性率（求め

られる分類として UN GHS区分外と特定）は重大ではない。その理由は、陽性になった

被験化学物質のすべてについて、その後、適切にバリデーションされた他の in vitro 試

験による検討、あるいは、ウサギを用いた最後の選択肢としての検討が、OECD GD 
263（2）に従って、規制要件に応じ、証拠の重み付けアプローチにおける逐次試験戦略

を用いて行われると考えられるためである。OECD GD 263（2）に概説された IATA の

考慮事項の下では、アクリル酸官能基を含有する化学物質は、本官能基が皮膚刺激性の

アラートと関連すると考えられ、したがって、ボトムアップ方式を開始することになる

仮説とは一致しないため、ボトムアップ方式での試験候補物質には求められないと考え

られることにも留意すべきである（OECD GD 263（2）の図 1 のパート 2 を参照）。  

 
1 大多数の結果に基づいて算出された性能は同程度である（9）（10）。 
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12. In vitro 高分子試験法では、UN GHS 区分 2、2A または 2B に過小分類される

in vivo における UN GHS 区分 1 の化学物質、および、UN GHS 区分 2、2A または

2B に過大分類される in vivo における UN GHS 区分外の化学物質の数がかなり多い

ことから、眼刺激性に分類されるべき被験化学物質（すなわち、UN GHS 区分 2 も

しくは区分 2A）または眼刺激性に分類されるべき被験化学物質（UN GHS 区分 2B）
の特定には推奨されない。そのため、IATA ガイダンス文書（2）に従って分類す

るには、さらなる情報および/または他の試験法による試験を要することになる。 

試験の原理 

13. In vitro 高分子試験法である Ocular Irritection®は、高分子マトリックスと、高

分子マトリックスへの被験化学物質の送達を制御するメンブレンディスクの 2つの

構成要素からなる。本高分子試験法は無細胞の生化学試験系であり、眼毒性のう

ち細胞毒性には対応しない。高分子マトリックスは被験化学物質の標的として機

能し、タンパク質、糖タンパク質、糖質、脂質、低分子量成分の混合物からなり、

ゲルマトリックスを形成する。マトリックスの一部であるタンパク質オリゴマー

は自己会合し、非共有結合力により結合しているより大きな原線維を形成する。

高分子マトリックスを緩衝塩類溶液により再水和すると、高次構造の透明な構造

物が形成される。眼損傷性を生じる被験化学物質は、コラーゲンの変性および脂

質のけん化（例：アルカリによる）、タンパク質の凝固および沈殿（例：酸によ

る）ならびに/または脂質の溶解（例：溶媒による）を生じることが知られている

（12）。タンパク質の変性、アンフォールディングおよび高次構造の変化をもた

らす被験化学物質は、高度に組織化された高分子試薬のマトリックスの破壊およ

び脱凝集に導き、高分子試薬に混濁が生じることになる。こうした現象は（分光

計を用いて波長 405 nm で）光散乱の変化を測定することにより定量化され、その

結果を、一連の校正物質により生じる ODの上昇を測定することで、並行して確立

された標準曲線と比較する。被験化学物質の試験での用量/濃度ごとに Irritection 
Draize Equivalent（IDE）スコアを得るため、標準曲線を使用する（詳細は第 19 段

落に記述）。次に、被験化学物質に対する試験での 5 つの用量/濃度の最高 IDE ス

コア、すなわち最大適格スコア（MQS）を使用して、事前に定義したカットオフ

値に基づき、UN GHS 眼有害性区分を判定する（第 22 段落参照）。 

習熟度の立証 

14. In vitro 高分子試験法を確立した試験実施施設では、補遺 3 に示す習熟度確認

化学物質を使用すべきである。試験実施施設は、これらの化学物質を使用して in 
vitro 高分子試験法実施に際しての技術的能力を立証してから、規制上の有害性分

類を目的とした結果を提出すべきである。 

手順 

15. Ocular Irritection®は、本試験ガイドラインが現在対象とする唯一の in vitro 高

分子試験法である。本試験法のプロトコールは入手可能であり、試験実施施設で

本試験法を実施および使用する場合には採用すべきである（11）。以下の項では、
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Ocular Irritection®のプロトコールに基づく in vitro 高分子試験法の主要な構成要素お

よび手順について記述する。 

被験化学物質の特性 

16. 被験化学物質の 10%水溶液の pH を測定し、pH が本試験の適用範囲内に該当

するかを判定する。さまざまな溶解度を有する化学物質の pH 測定については、詳

細な手順が試験プロトコール（11）に記述されている。また、界面活性剤の特性

が明確に特定されていない被験化学物質については、プロトコール（11）記載の

とおり発泡試験を実施し、第 18 段落記載の適切な被験化学物質の適用手順を判定

する。発泡試験では、被験化学物質の 10%溶液を 10 秒間ボルテックスした後、生

成された発泡層の割合および持続性を評価する（11）。 

試薬の調製および活性化 

17. Ocular Irritection® in vitro 高分子試験法の基本として、試薬キット内に同梱さ

れている粉末を水和液中で溶解し、溶解した試薬を濾過することで高分子マトリ

ックスを調製する。得られる pH および温度は、事前に確立された範囲内（すなわ

ち、pH の範囲は 7.9～8.2、温度の範囲は 20～25℃）とすべきである。さらに、試

薬溶液の pH を低下させ、高次構造の高分子マトリックスの形成を開始させるため、

試薬溶液（および試験での用量/濃度ごとに並行して実行されるブランク緩衝液）

を活性化因子緩衝液により活性化させるべきである。活性化した試薬溶液から得

られる pH は、環境温度（20～25℃）において事前に確立された pH の範囲内（す

なわち、Ocular Irritection®に関しては 6.4～6.7）とすべきである。活性化したタン

パク質マトリックス試薬溶液を、等量ずつ 24 ウェルプレートに分注する。 

被験化学物質の適用 

18. 被験化学物質は、物理化学的特性に基づき、室温（20～25℃）で、高分子マ

トリックス上またはセルロースメンブレン上に直接適用する（補遺 2a の図 1）。

第 16 段落および試験プロトコール（11）記載の発泡試験に基づき界面活性剤様特

性を有さないとされた固体、非界面活性剤または未知の被験化学物質については、

一連の 5 用量（すなわち、25、50、75、100、125 μL［液体］/mg［固体］）をマト

リックス試薬の上方に配置されたメンブレンディスク上に希釈せず適用する。被

験化学物質がメンブレンの表面全体に均一に広がるよう確保するため、固体は粉

砕してもよい。発泡試験（11）に基づいて界面活性剤様特性を有するとされた既

知の界面活性剤および未知の被験化学物質については、まず蒸留水で希釈して 5%
希釈標準溶液を作製し、一連の 5 種類の 2 倍希釈液（すなわち、0.3125%、0.625%、

1.25%、2.5%、5%）125 μL を高分子活性化試薬に直接適用後、メンブレンディス

クをウェルの上方に適用する（補遺 2a）。蝋様の固体（片）の被験化学物質も、

希釈せずに試薬溶液に直接適用しメンブレンディスクで覆う（補遺 2a）。 

19. Ocular Irritection®試験法の高分子マトリックスを被験化学物質および同時対照

に曝露させ、25 ± 1℃で維持されたインキュベータで 24.0 ± 0.5 時間静置する。この

曝露時間経過後、試験系を目視により確認する。非界面活性剤の被験化学物質

（または発泡試験（11）に基づき界面活性剤様特性を有さないとされた未知の被

験化学物質）については、メンブレンディスクは無傷で破損していないこと。さ
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らに、容積が減少したウェルは、可能性として吸湿作用または技術的問題を示し

ていることが考えられる。この場合、本試験をもう一度繰り返すものとし、同じ

作用が再度認められた場合、本被験化学物質は除外されるか、本試験法に不適合

であるとみなされる。 

対照化学物質 

20. 被験化学物質と並行して、同時対照の試験をすべきである。Ocular Irritection®

に関しては、本市販キット内に同梱されている 4種類の校正用化学物質および 2種
類の品質管理（QC）用化学物質が含まれる（定義については補遺 1 参照）。校正

用化学物質には、UN GHS 分類（1）の区分外から区分 1 までの範囲の 4 種類の化

学物質が含まれ、OD の反応について定義された範囲を網羅し（表 1）、その反応

を使用して Irritection Draize Equivalent（IDE）スコア測定用の標準曲線を導く（第

21 段落および補遺 2b に記述）。2 種類の QC 用化学物質が有する定義された範囲

の IDE スコアは、予測モデルカットオフ値に近い刺激性と関連付けられている。 

IDE および MQS スコアの判定 

21. インキュベーション後、被験化学物質および対照（第 20 段落参照）を、405 
nm での OD 読み取りのため 96 ウェルプレートに分注する。分注プロセスについて

は、キット内のプロトコールに詳細な説明と図解が記載されている（11）。各ウ

ェルから未加工 OD 読み取り結果を入手し、QC 用化学物質および被験化学物質の

IDE スコアを、補遺 2b に概説されている式に従ってソフトウェアにより算出する。

被験化学物質の MQS は、標準物質および QC 用化学物質の OD スコアの解析（第

22 段落）、ならびに被験化学物質の試験での 5 用量/濃度により得られた用量反応

の側面（第 23 段落）に基づき、必要に応じ適格性に関するテストランを 1 回行い

判定する。 

データおよび報告 

試験の許容基準 

22. VRM である Ocular Irritection®の適格性の確認結果は、以下の適格性のチェッ

クについて自動的に実行するソフトウェアにより判定される。 

● §テストランでの適格性のチェック：1回のテストランから、さらなるデータ解析につい

て「適格性あり」と認められるためには、4 つの標準物質および 2 つの品質管理用化学

物質に関連する次の 2 つの基準のうち、1 つを満たさなければならない。 

− 標準物質 4 つすべて、および品質管理用化学物質 2 つのうち少なくとも 1 つについ

て得られた値が、事前に確立された許容範囲（表 1）内にあること。または 

− 標準物質4つのうち3つ、および両方の品質管理用化学物質について得られた値が、

事前に確立された許容範囲（表 1）内にあること。標準物質 1つのみが許容範囲外に

ある場合、OI®ソフトウェアは、事前に定義された値を標準曲線作成時に代入する。 

2 つ（以上）の標準物質が範囲外にある場合、または標準物質 1 つおよび品質管理用化学物

質1つが範囲外にある場合、OI®におけるテストランでは「適格でない（NQ）」とみなされ

る。  
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表 1. Ocular Irritection®試験法での標準物質および品質管理用化学物質の許容基準 
 
 

OD405の許容範囲 

標準物質 0 0.062～0.262 
標準物質 1 0.089～0.315 
標準物質 2 0.351～0.945 
標準物質 3 1.277～2.127 

IDE の許容範囲 

QC 用化学物質 1 7.2～20.8 
QC 用化学物質 2 23.6～35.6 

23. 以下の追加チェックをソフトウェアが実行し、被験化学物質および対照に関

する一連の 5つのデータポイントのさらなる解釈についてプロンプトが表示される

と、被験化学物質について許容可能な MQSが判定可能になる（第 24段落参照）。

適格性に関するテストランの結果は、以下チェック事項の検討に基づき除外でき

る。 

● 正味光学密度のチェック：被験化学物質の正味 ODχは、事前に確立された値より大

（すなわち-0.015 超）となる必要がある。被験化学物質の正味 ODχが-0.015 未満の場

合、線形外挿による意味のある IDE スコアを算出できず、本試験結果は MQS の判定に

向けた検討から除外される。 

● 適格性に関するランにおいて被験化学物質の正味 ODχが OD 標準物質 2を下回る場合、高

分子マトリックスが適切に反応していることを検証する追加チェックのプロンプトが表

示される。追加チェックは、試験キットに同梱されている阻害チェック溶液を添加後、

ODχの再測定によりデータが OD 標準物質 2を上回り、さらなる解釈に適格/許容可能とな

るようにする実施手順となる。 

● ブランクでの OD の値のチェック：被験化学物質のいずれかの用量/濃度に対応するブ

ランクでの OD が 1.2 を超える場合、被験物質による干渉（すなわち、強度の着色）を

示す。被験化学物質および対応するブランク対照は、少なくとももう 1 回再試験するこ

とで色干渉を確認でき、試験結果の状況を除外できる。 

● 最後に、用量反応のチェックを実施し、被験化学物質の用量反応が、正しく予測された

既知の種類の化学物質に特徴的な典型的パターンと一致していることを検証する。被験

化学物質の用量反応に非定型的/不規則なパターンがある場合、IDE の結果は、MQS の

判定に向けた検討から除外すべきである。適格性が確認された適切な用量反応曲線の例

が、キットに同梱されているプロトコールに示されている（8）。  
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結果の解釈と予測モデル 

24. 適格性が確認された被験化学物質により得られた光学密度（OD405）を、一連

の標準物質により得られた標準曲線と比較することで、試験での用量/濃度ごとに

Irritection Draize Equivalent（IDE）スコアを導く。次に、最大適格スコア（MQS）
と称される、得られた最高 IDE スコアを使用して、UN GHS 分類システム（1）に

従って被験化学物質の眼有害性を予測する。Ocular Irritection® in vitro 高分子試験法

に関しては、表 2 記載の「予測モデル」を使用する。 

表 2.Ocular Irritection®予測モデル 
 
 

最大適格スコア（MQS） 予測される UN GHS 分類** 

0～12.5 区分外 

12.5 超～30.0 予測不能* 

30.0 超 区分 1 

* MQSの結果が 12.5超～30.0の場合、この結果から単独で最終的に予測不能（NPCM）となる。その理由

は、in vivo における UN GHS 区分 1 の化学物質のうち、かなりの数がこの区間内での MQS を示した（第

10 段落）ことから、高分子試験法では過小予測されたためである。また、in vivo における UN GHS 区分外

のうち、かなりの数がこの区間内での MQS を示し、すなわち過大予測となったためである（第 11 段落）。

12.5超～30.0の区間での MQSにより化学物質を最終的に分類するには、IATAガイダンス文書（2）に従っ

て、さらなる情報および/または他の試験法による試験を要することになる。 
** 分類を導く際には、GD 263（2）に概説されている既存のデータおよび知識に基づき、被験化学物質に

関連しうる眼毒性すべての可能性としての機序について考慮する必要があると考えられる。 

試験報告書 

25. 試験報告書には、試験の実施に関連する以下の情報を含めるべきである。 

被験化学物質および対照化学物質 

− 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 

− 情報を入手可能な範囲で、（重量パーセントでの）被験/対照物質または混合物

の純度および組成 

− 多成分被験化学物質および UVCB の場合：入手可能な範囲での、成分の化学的

識別情報（上記参照）、純度、定量的組成、および関連のある物理化学的性状

（上記参照）などにより可能な限り特徴付けること 

− 物理的状態、揮発性、pH、安定性、化学的分類、試験実施に関連する水溶性、

色、光学密度または吸光度の特性などの物理化学的特性  
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− プロトコール（11）記載のとおりに測定した被験化学物質の 10%溶液の pH 

− 界面活性剤の特性が被験化学物質の供給業者により定義されていない場合、発

泡試験の結果 

− 該当する場合、試験実施前の被験/対照化学物質の処理（加温、粉砕など） 

− 入手可能な範囲での保存条件および安定性 

該当する場合、溶媒または溶剤 

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 

試験法の条件 

− 使用した試験系に関する記述 

− 試験法の経時的な性能（すなわち、正確度および信頼度）の確保に用いられる

手順（例：習熟度確認化学物質の定期的な試験実施） 

試験手順 

− 試験で使用した用量/濃度の数 

− 該当する場合、溶媒およびベンチマーク対照の同一性 

− 使用した被験化学物質の用量、適用および曝露時間 

− 該当する場合、試験手順の変更に関する記述 

結果 

− 標準物質および品質管理用化学物質の OD405での結果、およびテストランでの許

容基準の結果―適格か適格でない（不適格）かの検定―の一覧表 

− 被験化学物質の個別用量ごとに得られた OD405、正味 OD405および IDE スコアの

一覧表 

− 被験化学物質の適用基準チェックの結果、すなわち、除外された結果または再

試験に関するプロンプト/フラグ 

− 該当する場合、再試験の結果 

− 手順の最後に認められたその他の影響に関する記述（例：メンブレンが無傷で

あること、蒸発を示したプレートカバー上の凝縮、容積の減少、着色） 

− 最大適格スコアおよびスコアから予測される in vitro UN GHS 区分 

結果の考察  
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補遺 1 

定義 

正確度：試験法の結果と、容認される基準値との間の一致の近さ。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」と同義に用いられる（8）。 

活性化剤：タンパク質が再水和された場合、高次構造高分子マトリックスの形成を惹起させるため用

いられる溶液。 

ベンチマーク化学物質：被験化学物質との比較の基準として用いられる化学物質。ベンチマーク化学

物質は次の特性を有するべきである。（i）一貫性があり信頼性が高い供給元の存在。（ii）被験化学

物質のクラスとの構造および機能の類似性。（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の存在。（v）所望の反応範囲内での作用強度が既知であること。 

ブランク緩衝液：本試験系において、OD405 の読み取りに対する被験化学物質のバックグラウンドの

寄与に関する説明に用いられる対照溶液。 

ボトムアップ方式：眼刺激性または重篤な眼損傷性として分類する必要がないと思われる化学物質に

用いる段階的手法。最初に、分類する必要がない化学物質（陰性結果）とそれ以外の化学物質（陽性

結果）との判定を行う（2）（3）。 

標準物質：Ocular Irritection®試験法において、特徴が明らかな IDE スコアを有する 4 種類の定義され

た刺激物質溶液（標準物質 0、1、2、3）。標準物質を用いて、本試験法の結果と比較する標準曲線を

導き、最適な性能を確保する。 

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。 

眼刺激性：物質または混合物への眼の曝露後に起こる、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」（1）と同義に用いられる。 

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化学物質の割合。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化学物質の割合。試験法の性能を表す指

標の 1 つ。 

発泡試験：未知の物質について、界面活性剤か非界面活性剤のいずれの適用手順により試験すべきか

判定するのに使用される（11）。  
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有害性：生命体、系、または（亜）集団に曝露されると、悪影響を生じる可能性がある物質または状

況に固有の性質。 

水和液：試薬の粉末を再水和させ、高次構造タンパク質マトリックスの形成を促進するため採用され

る溶液。 

IATA：試験および評価に関する統合的アプローチ―ある化学物質または化学物質群の有害性特定（可

能性）、有害性の特性評価（作用強度）および/または安全性評価（可能性/作用強度および曝露）に使

用される体系化されたアプローチであり、本アプローチでは、関連データすべての戦略的な統合およ

び重み付けにより、さらなるターゲット設定の可能性としての有害性、リスクおよび/またはその必要

性に関する規制上の意思決定情報を提示することから、試験の実施を最小限に抑えられる。 

阻害チェック溶液：本試験法の高分子試薬と迅速に反応し、明らかな混濁を生じることが知られてい

る刺激性物質で、適格性が確認された被験化学物質の用量/濃度の OD 読み取り結果が標準物質 2 を下

回る場合、高分子試薬の機能性検証に使用できる。阻害チェック溶液の適用により、ウェル中の高分

子試薬がなお明らかな混濁度をもたらせること（例：ODが標準物質 2を上回る）が検証され、また、

混濁度が標準物質 2 の OD を下回る場合、不正確な低い OD 読み取り（すなわち、不正確な非刺激性

となる）結果が特定される。 

眼に対する不可逆的影響：「重篤な眼損傷性」および「UN GHS 区分 1」を参照されたい。 

Irritection Draize Equivalent（IDE）スコア：標準物質により得られた標準曲線と比較した場合に、

試験での用量/濃度について、Ocular Irritection®試験法の光学密度測定値から導かれる数値スコア。 

最大適格スコア（MQS）：被験化学物質の試験での、さまざまな用量/濃度から得られた最高 IDEスコ

アを表す。0～51 の範囲で、被験化学物質の刺激性を予測するのに使用される。 

メンブレンディスク：被験化学物質のタンパク質試薬への送達の制御を容易にする半透膜。 

混合物：互いに反応しない複数の物質からなる混合物または溶液（1）。 

正味光学密度のチェック：活性化されたタンパク質試薬の OD 測定結果から、活性化されたブランク

緩衝液の OD を減じることで得られる正味光学密度の指標を提示する。正味 OD（OD 試薬 – OD ブランク = 
OD 正味）は、-0.015 超である必要がある。 

分類されない：眼刺激性（UN GHS 区分 2）にも重篤な眼損傷性（UN GHS 区分 1）にも分類されない

被験化学物質。本用語は、「UN GHS 区分外」と同義に用いられる。 

品質管理用化学物質：特徴が明らかな IDE スコアを有する 2 種類の定義された刺激物質溶液（QC 用

化学物質 1 および QC 用化学物質 2）であり、そのスコアは、Ocular Irritection®試験法での下方（7.2
～20.8）および中間～上方（23.6～35.6）の範囲内にある。品質管理チェックでは、本試験法が適切

に機能し、下方および中間/上方の範囲にある IDE スコアについて、眼刺激性の作用強度を正しく検出

できることを検証する。  
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試薬の粉末：タンパク質、糖タンパク質、糖質、脂質、低分子量成分の混合物からなる。試薬の粉末

が水和すると、高次構造高分子マトリックスを含んだ溶液が形成される。本溶液中のタンパク質が、

刺激性の被験化学物質に曝露されると、高次構造の変化を起こす。 

信頼度：ある試験法が同一プロトコールを用いて実施された場合、試験実施施設内および試験実施施

設間で経時的に再現性を示せる程度を表す尺度。施設内および施設間の再現性、ならびに施設内の反

復性を算出することで評価される（8）。 

眼に対する可逆的影響：「眼刺激性」および「UN GHS 区分 2」を参照されたい。 

感度：試験により正しく分類されるすべての陽性/活性の被験化学物質の割合。断定的な結果をもたら

す試験法の正確度を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する際の重要な考慮事項である（8）。 

重篤な眼損傷性：物質または混合物への眼の曝露後に起こる、完全には回復しない眼組織の損傷、ま

たは重篤な物理的視力低下をきたすことである。「眼に対する不可逆的影響」および「UN GHS 区分

1」（1）と同義に用いられる。 

溶媒/溶剤対照：被験化学物質の処理での調製に用いる溶媒または溶剤、および、これと同じ溶媒また

は溶剤に溶解した被験化学物質処理試料での、ベースライン反応確立のための別の対照試料など、試

験系の成分すべてを含有した無処理試料。同時陰性対照を用いた試験の場合、本試料から、溶媒また

は溶剤と試験系との相互作用の有無も立証される。 

特異度：試験により正しく分類されるすべての陰性/不活性の被験化学物質の割合。断定的な結果をも

たらす試験法の正確度を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する際の重要な考慮事項である（8）。 

物質：自然の状態の、または任意の製造過程により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、使用過程由来の不純物はいずれも含まれるが、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いずれも除く

（1）。 

界面活性剤：表面活性剤とも呼ばれ、1つまたは複数の親水性基および 1つまたは複数の疎水性基から

なる物質および/またはその（適切な溶媒/溶剤中での）希釈物である。液体の表面張力の低下、さらに

は、水と空気の界面での拡散もしくは吸着単層の形成、エマルジョン、マイクロエマルジョンおよび/
もしくはミセルの形成、ならびに/または水と固体の界面での吸着を可能にする。 

トップダウン方式：重篤な眼損傷性を引き起こす疑いのある化学物質に用いる段階的手法で、最初に、

重篤な眼損傷性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）との判定を行う

（2）（3）。 

被験化学物質：本試験法において評価される化学物質（物質または混合物）。 

階層的試験戦略：被験化学物質に関する既存の情報すべてを検討し、特定の順序で、各階層において

証拠の重み付けプロセスを用いて有害性分類の判断に十分な情報が得られているか判定後、次の階層

に進む段階的な試験戦略。被験化学物質の刺激性を既存の情報に基づいて指定できる場合、追加試験
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は不要である。被験化学物質の刺激性を既存の情報に基づいて指定できない場合、明確に分類できる

まで段階的な逐次動物試験の手順を実施する（2）（3）。 

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

輸送者、消費者、緊急時対応者など）および環境の保護を目的として悪影響に関する情報を伝達する

ため、物理的有害性、健康上および環境上の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

を取り扱うことにより、化学品（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：「重篤な眼損傷性」および/または「眼に対する不可逆的影響」を参照されたい。 

UN GHS 区分 2：「眼刺激性」および/または「眼に対する可逆的影響」を参照されたい。 

UN GHS 区分外：UN GHS 区分 1 ならびに区分 2（2A および 2B）としての分類要件を満たさない被

験化学物質。「分類されない」と同義に用いられる。 

バリデーション済み標準試験法（VRM）：関連する正式な試験ガイドラインおよび性能基準（PS）の

作成に用いられた 1 つ（または複数）の試験法。VRM は、PS に基づいたバリデーション試験の枠組

みの中で、新たに提案された類似または修正後の試験法との比較に用いる、参照用の試験法とみなさ

れる。 

証拠の重み付け：化学物質の有害性に関する結論に達し結論を裏付ける際、さまざまな情報の強みと

弱みを検討するプロセス。  
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補遺 2a 

第 18 段落に関する説明図 

被験材料の適用 
 

  

試料 
試料 試料 試料 

メンブレン 
試料 

試料 

試料 

試料 メンブレン 

活性化したタンパク質試薬溶液 活性化したタンパク質試薬溶液 

界面活性剤および非界面活性剤である蝋様の固体用 非界面活性剤用（蝋様の固体を除く） 
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補遺 2b 

ソフトウェアによる IDE スコア判定の詳細（第 21 段落参照） 

（第 21 段落記載のとおり）インキュベーション後、被験化学物質および対照の未加工 OD405 読み取り

結果を分光光度計により収集し、以下の式を用いた統合ソフトウェアにより IDEスコアが算出される。 

式 1：ODQC 用化学物質 1,2または正味 ODχ < OD 標準物質 1である場合： 

IDE = (ODQC 用化学物質 1,2または正味 ODχ / OD 標準物質 1) X 12.5 

式 2：OD 標準物質 1 < ODQC 用化学物質 1,2または正味 ODχ < OD 標準物質 2である場合： 

IDE = [(ODQC 用化学物質 1,2または正味 ODχ - OD 標準物質 1) / (OD 標準物質 2 - OD 標準物質 1)] X 17.5 + 12.5 

式 3：OD 標準物質 2 < ODQC 用化学物質 1,2または正味 ODχ < OD 標準物質 3である場合： 

IDE = [(ODQC 用化学物質 1,2または正味 ODχ - OD 標準物質 2) / (OD 標準物質 3 - OD 標準物質 2)] X 21.0 + 30 

被験化学物質の正味 ODχ が OD 標準物質 3 超である場合、より高い標準物質の値がないため、線形外挿に

よる IDE スコアを算出できない。 

被験化学物質の正味 ODχ = 試薬 ODχ – ブランク緩衝液 ODχ（被験化学物質に由来するバックグラウン

ド読み取りの可能性の説明となる） 

ここで: 
χは被験化学物質の用量または濃度である。 
試薬 OD は、試薬溶液入りのウェルにおける被験化学物質の読み取り結果を表す。ブランク緩衝液 OD
は、ブランク緩衝液に被験化学物質を入れたウェルでの読み取り結果を表す。 

ODQC 用化学物質 1,2および OD 標準物質 0,1,2,3は、試薬溶液入りウェルでの標準物質および品質管理（QC）用化

学物質の OD 読み取り結果を表す。これらの対照化学物質は、405 nm でのバックグラウンド読み取り

に寄与しないことが知られている。  
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補遺 3 

In vitro 高分子試験法用の習熟度確認化学物質 

本試験ガイドラインを遵守した試験法が定常的に用いられる前に、試験実施施設は、

表 1 において推奨される 12 種類の化学物質の眼有害性の分類を正しく特定すること

により、技術的習熟度を立証すべきである。提示されている Ocular Irritection® in vitro
高分子試験法の結果は、そのバリデーション試験（9）中に認められた結果の例を表

している。OECD GD 342による推奨どおり、選択にあたっては、可能な限り以下の

すべてに該当する化学物質を含める。（i）UN GHS 分類システム（すなわち、区分

1、2A、2B、または区分外）に基づく in vivo における重篤な眼損傷性/眼刺激性の反

応の範囲をすべて網羅している。（ii）参照用の in vivo ウサギ眼試験（OECD TG 405）
により得られた品質結果に基づいている（4）（11）。（iii）さまざまな物理的状態

を網羅している。（iv）広範な化学的分類および有機官能基を網羅し、いずれもバ

リデーション試験（9）の代表として用いられている。（v）高品質の Ocular 
Irritection®データ（0～51 の範囲に及ぶ MQS）に基づく in vitro 反応の範囲を網羅し

ている。（vi）VRM において、正確かつ再現可能な予測結果をもたらした。（vii）
市販されている。（viii）取得および/または廃棄にきわめて高額な費用はかからない。

収載された化学物質が入手できないか、別の正当な理由で使用できない状況である

場合、例えば、Ocular Irritection® in vitro 高分子試験法のバリデーションに用いられる

化学物質、または、性能基準内で標準化学物質として収載されている化学物質

（OECD, 2019）から、上記の基準を満たす別の化学物質を使用することが考えられ

る（7）（9）。ただし、こうした逸脱については正当な理由を示すこと。 
  

 
2 OECD ガイダンス文書 34―有害性評価のための新規または最新の試験法のバリデーションおよび国際的な承諾
に関するガイダンス文書（OECD GD 34） 
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表 1：Ocular Irritection® in vitro 高分子試験法の技術的習熟度の立証に推奨される化学物質 
 

化学物質名 CASRN 
In vivo に

おける UN 
GHS 

物理的状

態 pH A 
MQS の範囲/n：ランの回

数平均値（SD） 
VRM での

予測（7） 

2-メチルレソルシノール 608-25-3 区分 1 固体 5.8 >51/ n=9 
n.a. (n.a.) 区分 1 

4-tert-ブチルカテコール 98-29-3 区分 1 固体 5.5 >51/ n=9 
n.a. (n.a.) 区分 1 

塩化ベンザルコニウム

（5%） 63449-41-2 区分 1 液体 6.5 49.5/ n=1 
n.a. (n.a.) 区分 1B 

塩酸プロメタジン 58-33-3 区分 1 固体 4.5 >51/ n=9 
n.a. (n.a.) 区分 1 

硝酸アンモニウム 6484-52-2 区分 2A 固体 4.8 14.1～27.3/ n=12 
20.2 (3.0) NPCM 

臭化セチルピリジニウム

（1%） 140-72-7 区分 2A 液体 4.7 15/ n=1 
n.a. (n.a.) NPCM B 

酢酸メチル 79-20-9 区分 2A 液体 6.8 15.0～21.1/ n=12 
18.6 (1.5) NPCM 

安息香酸ナトリウム 532-32-1 区分 2A 固体 8.2 7.4～20/ n=9 
15.4 (2.5) NPCM 

1,5-ジブロモペンタン 111-24-0 区分外 液体 5.7 6.7～10.3/ n=9 
8.6 (1.0) 区分外 

臭化セチルピリジニウム

（0.1%） 140-72-7 区分外 液体 7.1 4～12.5/ n=10 
6.8 (1.5) 区分外 

ミリスチン酸ミリスチル 3234-85-3 区分外 固体 6.3 2.7～6.5/ n=9 
4.6 (1.3) 区分外 

テトラフルオロホウ酸カ

リウム 14075-53-7 区分外 固体 4.5 6.8～19.2/ n=11 
9.9 (2.1) 区分外 

略語：CASRN：ケミカル・アブストラクト・サービス登録番号、n.a.：該当なし、NPCM：予測不能、UN GHS：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（1） 
A  pH 値は小数点第 2 位を四捨五入し、（11）に示した原資料から入手した。 
B 試験実施施設内および試験実施施設間の再現性に関するデータは限定的であるが、関連する化学的性質および/または結果の代

表として含められた被験化学物質。 


	はじめに
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	5. UN GHSの定義により重篤な眼損傷性を誘発する化学物質（すなわち、UN GHS区分1）、ならびに眼刺激性および重篤な眼損傷性の分類を必要としない化学物質（UN GHS区分外）を特定する最初のバリデーション済み高分子試験法が、Ocular Irritection®試験法である。Ocular Irritection®試験法を、「バリデーション済み標準試験法（VRM）」と称する。ガイダンス文書No. 34（8）の原則に従い、Ocular Irritection®に類似した新規または改訂in vi...
	6. 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in vitro高分子試験法の適用可能性とは無関係である。定義を補遺1に示す。

	最初に考慮すべき事項、適用可能性および限界
	7. In vitro高分子試験法であるOcular Irritection®は、2009～2012年に独立したバリデーション試験を受け（9）、続いて2016年に「EURL-ECVAM（欧州連合の動物実験代替法基準試験所）科学諮問委員会（ESAC）」による独立したピアレビューを受けた（10）。本試験法実施時に使用される原材料である高分子マトリックス粉末の特性、およびその経時的安定性に関しては、ESACにより推奨された補足データの追加評価が、OECD専門家グループにより実施された。バリデーション試験...
	8. 第7段落に定義された適用範囲に該当する一部の化学物質（例：強度に着色された化学物質、塩析沈殿を生じた化学物質、一部の高濃度界面活性剤、および高揮発性化学物質）については、高分子試験法またはバリデーション試験のこれまでのバージョンによる内部データから具体的な限界が特定されており（11）、これらの化学物質は試験系に干渉する可能性がある。高分子マトリックスが適切な機能であれば反映される、一連の対照化学物質および被験化学物質に特異的なOD（光学密度）405読み取り結果（第22～23段落）、あるいは、...
	9. 本試験ガイドラインは、物質および混合物に適用可能とする。混合物、試験が困難な化学物質（例：アクリル酸を含有するなどの不安定な重合物質）、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被験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、あるいは意図した規制上の目的に関し許容可能であるか、事前に考慮すべきである。さらに、選択されたin vitro法により示された機序に関する洞察、また、その方法が当該被験化学物質の機序をいかに網羅するかについて考慮す...
	10. 本高分子試験法の性能は、EURL-ECVAM科学諮問委員会（ESAC）の推奨どおり、参加した各試験実施施設におけるバリデーション試験で使用された各化学物質について、適格性の各確認結果から得られた個々の予測の加重計算により評価された（10）0F 。重篤な眼損傷性を誘発する化学物質、すなわち、UN GHS区分1に分類される化学物質の特定に本in vitro高分子試験法を使用した場合、全体の正確度は75%（66.5/89）、特異度は81%（55.8/69）、感度は54%（10.7/20）であるこ...
	11. 眼刺激性および重篤な眼損傷性の分類を必要としない化学物質の特定にin vitro高分子試験法を使用した場合、重み付けアプローチに基づき算出された全体の正確度は75%（67.0/89）、感度は91%（41.7/46）、特異度は59%（25.3/43）であることが、UN GHS（1）に従って分類されたin vivoウサギ眼試験法のデータ（9）、および、これとは別に要約されたデータ固有の不確実性を有するin vivoウサギ眼試験（2）との比較により明らかにされた。それでも、これらの結果では、UN...
	12. In vitro高分子試験法では、UN GHS区分2、2Aまたは2Bに過小分類されるin vivoにおけるUN GHS区分1の化学物質、および、UN GHS区分2、2Aまたは2Bに過大分類されるin vivoにおけるUN GHS区分外の化学物質の数がかなり多いことから、眼刺激性に分類されるべき被験化学物質（すなわち、UN GHS区分2もしくは区分2A）または眼刺激性に分類されるべき被験化学物質（UN GHS区分2B）の特定には推奨されない。そのため、IATAガイダンス文書（2）に従って分類...
	13. In vitro高分子試験法であるOcular Irritection®は、高分子マトリックスと、高分子マトリックスへの被験化学物質の送達を制御するメンブレンディスクの2つの構成要素からなる。本高分子試験法は無細胞の生化学試験系であり、眼毒性のうち細胞毒性には対応しない。高分子マトリックスは被験化学物質の標的として機能し、タンパク質、糖タンパク質、糖質、脂質、低分子量成分の混合物からなり、ゲルマトリックスを形成する。マトリックスの一部であるタンパク質オリゴマーは自己会合し、非共有結合力によ...
	14. In vitro高分子試験法を確立した試験実施施設では、補遺3に示す習熟度確認化学物質を使用すべきである。試験実施施設は、これらの化学物質を使用してin vitro高分子試験法実施に際しての技術的能力を立証してから、規制上の有害性分類を目的とした結果を提出すべきである。
	15. Ocular Irritection®は、本試験ガイドラインが現在対象とする唯一のin vitro高分子試験法である。本試験法のプロトコールは入手可能であり、試験実施施設で本試験法を実施および使用する場合には採用すべきである（11）。以下の項では、Ocular Irritection®のプロトコールに基づくin vitro高分子試験法の主要な構成要素および手順について記述する。
	16. 被験化学物質の10%水溶液のpHを測定し、pHが本試験の適用範囲内に該当するかを判定する。さまざまな溶解度を有する化学物質のpH測定については、詳細な手順が試験プロトコール（11）に記述されている。また、界面活性剤の特性が明確に特定されていない被験化学物質については、プロトコール（11）記載のとおり発泡試験を実施し、第18段落記載の適切な被験化学物質の適用手順を判定する。発泡試験では、被験化学物質の10%溶液を10秒間ボルテックスした後、生成された発泡層の割合および持続性を評価する（11）。
	17. Ocular Irritection® in vitro高分子試験法の基本として、試薬キット内に同梱されている粉末を水和液中で溶解し、溶解した試薬を濾過することで高分子マトリックスを調製する。得られるpHおよび温度は、事前に確立された範囲内（すなわち、pHの範囲は7.9～8.2、温度の範囲は20～25℃）とすべきである。さらに、試薬溶液のpHを低下させ、高次構造の高分子マトリックスの形成を開始させるため、試薬溶液（および試験での用量/濃度ごとに並行して実行されるブランク緩衝液）を活性化因子...
	18. 被験化学物質は、物理化学的特性に基づき、室温（20～25℃）で、高分子マトリックス上またはセルロースメンブレン上に直接適用する（補遺2aの図1）。第16段落および試験プロトコール（11）記載の発泡試験に基づき界面活性剤様特性を有さないとされた固体、非界面活性剤または未知の被験化学物質については、一連の5用量（すなわち、25、50、75、100、125 μL［液体］/mg［固体］）をマトリックス試薬の上方に配置されたメンブレンディスク上に希釈せず適用する。被験化学物質がメンブレンの表面全体に...
	19. Ocular Irritection®試験法の高分子マトリックスを被験化学物質および同時対照に曝露させ、25 ± 1℃で維持されたインキュベータで24.0 ± 0.5時間静置する。この曝露時間経過後、試験系を目視により確認する。非界面活性剤の被験化学物質（または発泡試験（11）に基づき界面活性剤様特性を有さないとされた未知の被験化学物質）については、メンブレンディスクは無傷で破損していないこと。さらに、容積が減少したウェルは、可能性として吸湿作用または技術的問題を示していることが考えられる...
	20. 被験化学物質と並行して、同時対照の試験をすべきである。Ocular Irritection®に関しては、本市販キット内に同梱されている4種類の校正用化学物質および2種類の品質管理（QC）用化学物質が含まれる（定義については補遺1参照）。校正用化学物質には、UN GHS分類（1）の区分外から区分1までの範囲の4種類の化学物質が含まれ、ODの反応について定義された範囲を網羅し（表1）、その反応を使用してIrritection Draize Equivalent（IDE）スコア測定用の標準曲線を...
	21. インキュベーション後、被験化学物質および対照（第20段落参照）を、405 nmでのOD読み取りのため96ウェルプレートに分注する。分注プロセスについては、キット内のプロトコールに詳細な説明と図解が記載されている（11）。各ウェルから未加工OD読み取り結果を入手し、QC用化学物質および被験化学物質のIDEスコアを、補遺2bに概説されている式に従ってソフトウェアにより算出する。被験化学物質のMQSは、標準物質およびQC用化学物質のODスコアの解析（第22段落）、ならびに被験化学物質の試験での5...
	22. VRMであるOcular Irritection®の適格性の確認結果は、以下の適格性のチェックについて自動的に実行するソフトウェアにより判定される。
	23. 以下の追加チェックをソフトウェアが実行し、被験化学物質および対照に関する一連の5つのデータポイントのさらなる解釈についてプロンプトが表示されると、被験化学物質について許容可能なMQSが判定可能になる（第24段落参照）。適格性に関するテストランの結果は、以下チェック事項の検討に基づき除外できる。
	24. 適格性が確認された被験化学物質により得られた光学密度（OD405）を、一連の標準物質により得られた標準曲線と比較することで、試験での用量/濃度ごとにIrritection Draize Equivalent（IDE）スコアを導く。次に、最大適格スコア（MQS）と称される、得られた最高IDEスコアを使用して、UN GHS分類システム（1）に従って被験化学物質の眼有害性を予測する。Ocular Irritection® in vitro高分子試験法に関しては、表2記載の「予測モデル」を使用する。
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