
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

第 4 項 
健康への影響 

試験ガイドライン No. 498 
In vitro 光毒性：再構築

ヒト表皮光毒性試験法 

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 



 498 
 
 

 
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。 

1 

採択 
2021 年 6 月 14 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 

In vitro 光毒性：再構築ヒト表皮光毒性試験法 

はじめに 
1. 光毒性（光刺激性）は、環境光に身体を曝露した後に局所的または全身的に投与され

た光反応性化学物質によって誘発される急性毒性反応と定義する。光毒性化学物質への皮膚曝

露において、光活性化学物質への皮膚の急性曝露およびその後の光曝露後に光毒性反応が誘発

される。本試験法では光感作物質（曝露した皮膚に免疫介在反応を誘発する可能性がある光活

性化学物質）は扱わない。 

2. 本試験ガイドラインでは、特に光毒性化学物質への局所皮膚曝露に関するものとして、

ヒトの健康に関する光毒性のエンドポイントを取り上げる。In vitro 再構築ヒト表皮光毒性試験

（RhE PT）を用いて、模擬太陽光の存在下および非存在下における再構築ヒト表皮（RhE）
組織への局所適用後の被験化学物質の光毒性の可能性を特定する（模擬太陽光の特性について

は第 37～38 段落を参照）。光毒性の可能性は、模擬太陽光の非存在下と比較した、模擬太陽

光存在下で被験化学物質に曝露した細胞生存率の相対的な減少により評価する。本試験で陽性

と確認された化学物質は、皮膚、眼、その他の外部の光曝露上皮への局所適用後、in vivo で光

毒性を示す可能性がある。 

3. 本試験ガイドラインは、ヒトの皮膚の最上層すなわち表皮の生化学的および生理学的

特性を厳密に模倣した、再構築ヒト表皮（RhE）の in vitro 試験系に基づいている。RhE 試験

系では、細胞源としてヒト由来の角化細胞を用いて、代表的な組織構造および細胞構造を有す

る表皮モデルを再構築する。試験法は、OECD TG 439 in vitro 皮膚刺激性：再構築ヒト表皮試

験（1）に記載されている基本的な被験化学物質曝露および生存率評価法と、OECD TG 432 in 
vitro 3T3 NRU 光毒性試験（2）に記載されている標準化された照射手順を組み合わせたもので

ある。本試験ガイドラインにおける曝露時間は TG 439 に示された曝露時間より著しく長く、

照射時に反応性光毒性種が誘発される可能性のある標的細胞に最も近い組織モデルに化学成分

が拡散するのに十分な時間を確保することができる。 

4. 一般性能の評価は、1999 年に報告された最初の試験法の事前バリデーション（4）
（感度 86.7%、特異度 93.3%）を含む、個々の文献引用（3）（4）（5）（6）（7）（8）（9）
（10）の特別評価に基づいて行った（第 III 相、3 つの試験施設において独立して 2 回試験した

10 の化学物質のセット）。 

http://www.oecd.org/termsandconditions/
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データは 1999年に COLIPA光毒性タスクフォースに発表された（11）。タスクフォースは、3D 
RhE 皮膚モデルは被験化学物質の生物学的利用能を評価するのに有用なツールである可能性が

あると結論した。補足的試験として 3T3 NRU PT と併用した場合、急性光毒性の境界域での予測

において明らかな判断が可能となる。3D RhE 皮膚モデル試験も、光毒性効力の評価に役立つと

考えられた。光毒性効力に関する追跡試験は、2003～2006 年に ECVAM の支援を受けた（12）。 
5. 新たな OECD 光毒性ガイドラインの策定を支援するため、OECD 光毒性専門家グルー

プは、その他の文献とともに、in vitro における急性光毒性の可能性を予測する 3D RhE 皮膚モ

デルの能力に関して、事前バリデーションデータの特別評価を実施した。文献レビューから、

EpiDermTM皮膚モデルで評価した 60 を超える被験化学物質のデータベースが得られた。集約デ

ータセットでは、以前に溶媒使用に関する誤った指示によって感度が損なわれていたため

（10）、事前バリデーション試験（4）で得られたものより高い特異度および感度を示した。

最初の事前バリデーション試験後に同じ SOPを使用して実施した他の試験は、正式なバリデー

ション試験として実施されなかったことに留意する必要がある。 
6. 本試験ガイドラインで使用される定義は、補遺 1に記載されている。 

最初に考慮すべき事項および限界 
7. 多くの種類の化学物質は光毒性作用を誘発することが報告されている（13）（14）
（15）（16）。これらの化学物質には、太陽光波長領域で光エネルギーを吸収する特徴がある。

光反応には、十分な光量子の吸収が必要である。そのため、試験を検討する前に、OECD TG 
101 UV-VIS 吸収スペクトル（17）に従い、被験化学物質の UV/可視光線吸収スペクトルを測定

する必要がある。モル吸光係数（MEC）が 1000 L mol-1 cm-1未満の場合、化学物質は光反応性

がないと考えられることが報告されている（18）（19）。このような化学物質は、in vitro RhE 
PT または光有害作用を検討する他の生物学的試験による追加試験を必要としない可能性がある

（3）（20）。一般に、この原則はすべての被験化学物質に適用されるが、化学物質の使用目

的や潜在的な曝露条件によっては、より具体的なガイドラインが適用される場合がある。RhE 
PT 試験は、単独の試験法として使用するほか、特定のガイドライン（医薬品に関する ICH S10
など）に従い、局所適用物質の段階的試験戦略として使用することもできる。本試験ガイドラ

インにおいて「被験化学物質」とは、試験対象物のことであり、物質および/または化学混合物

の試験に対する RhE PT の適用可能性に関連するものではない。現在入手可能な、既知の組成

の混合物への RhE PT の適用可能性および性能に関する情報は限定的である。混合物、試験が

困難な化学物質（不安定である等）、あるいは本試験ガイドラインに記載の適用範囲内である

かが明確でない化学物質の試験にあたっては、試験の結果が科学的に意味を持つかどうかを最

初に考慮すべきである。 
8. 複数の試験（3）（4）（5）（6）（7）（8）（9）（10）において in vitro RhE PT の信

頼性および妥当性を評価した。本試験ガイドラインに示される手順および予測モデルは、光毒

性の化学物質と非光毒性の化学物質を区別するよう設計されている。しかし、文献には局所塗

布した化学物質および混合物の光毒性効力を検討するための特定の手順および予測モデルがあ

る。本試験ガイドラインは、化学物質と光の複合的な作用から生じる他の有害作用を予測する

ために設計されていない（たとえば、光遺伝毒性、光アレルギー、光発がん性を評価するもの

ではない）。さらに、本試験ガイドラインは、光毒性の間接的な機序、被験化学物質の代謝物

の作用、あるいは混合物中の個々の化学物質の光毒性を検討するために設計されていない。  
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9. RhE 組織は限定的な代謝活性を有するが、代謝活性化系を用いて in vitro RhE PT を実施

する必要はない（21）。現時点では、代謝活性化がない場合に光毒性化合物が見落とされるこ

とを示す証拠は存在しない（22）。 

10. MTT ホルマザン（有色化学物質）と同じ範囲の光を吸収する被験化学物質、または生

体染色色素 MTT を直接（MTT ホルマザンに）還元可能な化学物質は、生存率評価の時点で試

験系中または試験系上に残留する場合、細胞生存率の測定に干渉するおそれがあり、「MTT 還

元物質および着色剤の補正」の項の、補正用の適合対照を用いる必要がある（第59～66段落を

参照）。あるいは、MTT ホルマザンを測定するために HPLC/UPLC 分光光度法を用いることも

できる（第 65～66 段落を参照）。 

11. RhE PTを用いて実施された試験のほとんどは太陽スペクトルのUVA/可視光線領域を利

用していたが、一部の試験は、RhE 組織が制御条件下で UVB 曝露（5）（23）（24）にも耐え

られることを確認している。これは、スペクトルの UVB 領域に耐性のないほとんどの細胞株ベ

ースの試験（2）と比較して利点である（25）。 

12. 分類が明確である場合、1 つの被験化学物質について 1 回の試験実施で十分である。し

かし、複製組織の結果が一致しないなど、結果が境界域の場合は 2 回目の測定を検討し、最初

の 2 回の測定間で結果が一致しない場合は 3 回目の測定を検討する。反復測定では、境界域あ

るいは結果が不確かな濃度付近の反応の範囲をより適切に捉えるために、被験化学物質の濃度

を調節してもよい（詳細は結果の解釈および予測モデルを参照）。 

13. 被験化学物質の光毒性の可能性は、模擬太陽光の存在下および非存在下で RhE 組織に

おいて複数の濃度を試験することによって判定する。被験化学物質の有効な予測を行うために、

少なくとも 1 つの濃度から許容可能な結果を確実に得られるためには、一般的に 2 つの複製に

おける 3～5濃度の試験で十分である。許容可能な結果の具体的な基準を予測モデルとともに示

す。 

試験の原理 

14. RhE PT における光毒性の可能性は、非細胞毒性量の模擬太陽光の非存在下と比較し

た、疑似太陽光存在下で被験化学物質に曝露した RhE 組織の生存率の相対的な減少によって

評価する。 

15. 培養して多層の高分化ヒト表皮モデルを形成したヒト由来表皮角化細胞からなる 3 次元

RhE 組織に、被験化学物質を局所適用する。本モデルは、組織化された基底層、有棘層および

顆粒層、ならびに in vivo で認められるものと類似した主要な脂質クラスを代表する細胞間層状

脂質層を含む多層の角質層からなる。したがって、RhE 組織は in vivo の生体皮膚上における化

学物質の曝露を直接モデリングするのに理想的であり、被験物質の希釈を必要とせずに化学物

質および混合物の皮膚刺激性および腐食ハザードを予測できることが実証されている（1）
（26）。 

16. 要約すると、溶媒で調製した複数濃度の被験化学物質を RhE 組織に局所適用し、生存

組織に浸透させるために標準的な培養条件（37 ± 1°C, 5 ± 1% CO2, 90 ± 10% RH）で 18～24 時
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間培養する。一般に、有効な試験の基準を満たす少なくとも 1 つの濃度から結果を得るために、

3～5 濃度を試験する。陽性対照および適切な溶媒対照も、RhE 組織に局所適用し、並行して試

験する。各処理群の組織の半数に模擬太陽光 6 J/cm2 を照射し（+Irr）、残りの半数は室温で暗

所に保存する（-Irr）（詳細は第 37 段落および第 38 段落を参照）。曝露後 18～24 時間の培養

期間後、生体染色色素 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

ウムブロマイド, チアゾリルブルー（CAS 番号 298-93-1）から青色ホルマザン塩に酵素的に変

換することにより測定（組織から抽出後に測光法で測定）し、照射（+Irr）および非照射（-Irr）
処理群の相対生存率を求める。 

17. 光毒性の可能性は、各照射処理群の生存率の相対的な低下を、同等の非照射処理群と比

較することによって判定する。 

18. 実験計画は、ZEBET が実施した事前バリデーション試験（4）（27）および本プロトコ

ルで実施した追跡試験に基づいている。追跡試験では、試験の再現性および感度を改善する軽

微な修正が示唆された。更新されたプロトコルは 2017 年に公表された（10）。本試験ガイド

ラインに記載された手順は、更新されたプロトコルに基づく。 

19. 本試験法は、光毒性を取り扱う単独の試験法として使用することができ、特に被験化学

物質の溶解性が限られている場合、あるいは OECD TG 432（2）および OECD TG 495 の光反

応性 ROS 試験（28）におけるエンドポイントの適合性の問題がある場合に用いることができ

る。本試験法は、OECD TG 432 および/または OECD TG 495（8）（11）（22）（29）と組み

合わせた段階的試験戦略にも使用することができる。 

習熟度の実証 

20. 試験法を定常的に用いる前に、試験施設は、表 1 に示す 6 つの習熟度確認物質を正確に

分類することにより、技術的習熟度を実証すること。記載された化学物質が入手できない、あ

るいは他の正当な理由で使用できない場合、表 1 に記載したものと同じ選択基準が適用される

のであれば、適切な in vivo および in vitro の参照データが入手可能な別の化学物質を使用しても

よい（参照化学物質のリスト（3）（4）（5）（6）（7）（8）（9）（10）から等）。代わり

の習熟度確認物質を使用する場合は、その妥当性を示すこと。 

21. 習熟度試験の一環として、使用者が試験施設において RhE モデルを使用することに慣

れていない場合、RhE モデル製造者の指定に従って受領後に組織のバリア特性を確認すること

を推奨する。組織の輸送が長距離／長時間に及ぶ場合に特に重要である。ただし、試験法が確

立され、使用に関する習熟度が実証された後は、このような検証は定常的に行う必要はない。  
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表 1.習熟度確認物質 1 

 

 
物質名 CAS RN In vivo2 溶媒 3 

代表的な光毒性範囲 
［% w/v または% v/v］ 

（参考文献） 
光毒性物質 

1 クロルプロマジ

ン 
69-09-0 PT 水 0.003% – 0.01% 

(4) 
2 アントラセン 120-12-7 PT EtOH4また

はアセトン

オリーブ油

（4:1） 

0.01% – 0.03% 
(5)(30) 

3 ベルガモット油 6 8007-75-8 PT 油 5 0.0316% – 3.16% 
(4)(8) 

非光毒性物質  
4 ドデシル硫酸ナ

トリウム 
151-21-3 NPT 水 最高試験濃度（1%）まで光毒性なし 

(4) 
5 サリチル酸オク

チル 
118-60-5 NPT 油 5 最高試験濃度（10%）まで光毒性なし 

(4) 
6 
 

4-アミノ安息香

酸（PABA） 
150-13-0 NPT 油または

EtOH 
最高試験濃度（10%）まで光毒性なし

（27）（30） 
注： 1 習熟度確認物質は、事前バリデーションおよび追跡試験で使用した物質の一部であり、以下の基準に基づい

て選択する。（i）市販されている物質である。（ii）幅広い光毒性作用を代表するもの（非光毒性から強い光刺激

物質まで）である。（iii）明確に定義された化学構造を有する。（iv）バリデーションプロセスで使用される化学

物質分類を代表する物質である。（v）複数の試験および複数の試験施設において再現可能な in vitro の結果を提供

した物質である。（vi）in vitro で正しく予測された物質である。（vii）極めて有毒なプロファイル（例：発がん性

または生殖器系に対する毒性）を示さず、高額の廃棄費用を伴わない物質である。（viii）選択した物質の結果お

よびプロトコルの詳細が文献から入手可能である。 
2 PT - 光毒性、NPT - 非光毒性（注：in vivo 分類は、3T3 NRU PT 試験（OECD TG 432）のバリデーション試験か

ら得られており、主に臨床のヒトのデータに基づいている。これは、このエンドポイントについて入手可能な、検

証された in vivo 法がないためである。 
3 事前バリデーションおよび追跡試験の参考資料に基づき、溶媒が提案されている。 
4 EtOH - エタノール 
5 油 – ゴマ油 
6 光毒性反応の変動は不純物含有量の影響を受けるため、市販の非精製ベルガモット油を使用することを推奨する。

非精製ベルガモット油は、スペクトルの UVA および UVB 領域に顕著な吸収を持つ（8）。 

手順 

22. 以下に、光毒性試験のための RhE 試験法の構成要素および手順を示す。本試験ガイド

ラインに準拠した RhE ベースの試験については標準作業手順書（SOP）が入手可能である

（27）。軽微な技術的改善、溶解性に関するガイダンス、溶媒に関する提言、および EpiDerm
プロトコルで試験した化学物質に関する情報を含む詳細な SOP が 2017 に公表されている
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（10）。試験施設での本試験法の実施および使用には、本試験ガイドラインに準拠した RhE ベ

ースの試験の SOP を使用すること。 

一般的な試験系の特性 

23. 上皮の再構築にはヒト角化細胞を用いる。機能する角質層の下には、多層の生存上皮細

胞（基底層、有棘層、顆粒層）が存在する。角質層は、必須の脂質プロファイルを含有する多

層構造で、細胞毒性のベンチマーク化学物質の急速な浸透に耐える頑健性を備えた機能的バリ

アを形成する必要がある（たとえば、界面活性剤のドデシル硫酸ナトリウム（SDS）および

Triton®-X-100は、通常バリア機能試験に使用される）。RhEモデルの封じ込め特性により、皮

膚曝露モデル不良になると考えられる、角質層周囲の物質の生存組織への透過を回避すること。

RhE 組織は細菌、ウイルス、マイコプラズマまたは真菌による汚染されていないこと。 

機能条件 

生存率 

24. 生存率の定量には、MTT 試験（31）を用いる。RhE 組織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する。これはイソプロパノール（または

類似の溶媒）を用いて組織から抽出される。抽出溶媒のみの光学密度（OD）は十分な低値、す

なわち OD < 0.1 であること。抽出した MTT ホルマザンは、標準吸光度（OD）測定または

HPLC/UPLC 分光光度法（32）のいずれかを用いて定量することができる。RhE モデルの開発

者/供給者は、RhE モデルの各バッチが陰性対照について規定された品質管理基準を満たすこと

を保証しなければならない。RhE モデルの開発者/供給者により、陰性対照の（第 56 段落記載

条件下での）OD値の許容範囲（上限および下限）が定められている。これを表 2に示す。RhE
モデルの使用者は、溶媒（陰性）対照の結果が特定の試験法の判定基準に適合していることを

確認しなければならない。HPLC/UPLC 分光光度法の使用者は、溶媒（陰性）対照の判定基準

として表 2 に示す陰性対照の OD 範囲を用いること。 

表 2.本試験ガイドラインに含まれる試験法の MTT 試験における溶媒（陰性）対照の OD 値の

許容範囲 
 

 許容下限値 許容上限値 
EpiDerm™ (EPI-200) 0.8 2.8 
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バリア機能 

25. RhE モデルの開発者/供給者は、RhE モデルの各バッチのバリア機能について規定され

た品質管理基準を満たすことを保証しなければならない。バリア機能は、一定の曝露時間後に

ベンチマーク化学物質（ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）または Triton®-X-100 など）が組織

の生存率を 50%低下させる濃度（IC50）を測定する、または規定の一定濃度でベンチマーク化

学物質を適用した場合に細胞生存率を 50%低下させるのに必要な曝露時間（ET50）を測定する

ことにより評価することができる。本試験ガイドラインに含まれる試験法の許容範囲を表 3 に

示す。 

表 3.本試験ガイドラインに含まれる RhE モデルのバリア機能 QC バッチ出荷基準 

 許容下限値 許容上限値 
EpiDerm™ (EPI-200) ET50 = 4.00 h ET50 = 8.72 h 

形態 

26. RhE モデル開発者/供給者の QC 出荷プログラムでこのパラメータを使用するのであれ

ば、RhEモデルの組織学的検査は、RhEモデル開発者/供給者によるヒト表皮様構造（多層の角

質層を含む）の実証によって提供される。 

再現性 

27. RhE モデルの開発者/供給者は、経時的な再現性をモニターするために、生存率および

バリア機能試験の QC 出荷試験結果のデータベースを保持する必要がある。RhE モデルの使用

者は光毒性試験法の陽性対照および溶媒（陰性）対照の結果のデータベースを保持し、試験法

実施の経時的な再現性をモニターすることが推奨される。 

品質管理（QC） 

28. RhCE モデルは、RhCE モデルの各バッチが、定められた製造出荷基準を満たしている

ことが開発者/供給者によって実証されている場合にのみ使用すること。なお、該当する場合、

この基準の中でも重要なのは、生存率（第 24 段落）、バリア機能（第 25 段落）および形態

（第 26 段落）である。関連する QC データを試験法の使用者に提供し、試験報告書にこの情報

を含めることができるようにする。光毒性について信頼性の高い予測をするためには、適格性

が確認された組織を用いて得られた光毒性試験結果のみを受け入れる。 

被験化学物質および対照物質の調製 

29. 被験化学物質は、保存中の安定性がデータによって実証されない限り、試験日に新たに

調製しなければならない。すべての化学物質の取り扱いおよび組織の初回の処理は、照射前に

被験化学物質の光活性化または分解を避けるような条件下で行うことが推奨される。被験化学

物質は UVを吸収し、UVフィルターとして作用する可能性があるため（10）（27）、被験化学

物質の最大推奨濃度は 10%を超えてはならない。 

30. 少なくとも 1 濃度の被験化学物質から許容可能な結果を得て、光毒性について試験結果
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を評価するための要件を満たすには、通常、溶媒中の 3～5濃度の被験化学物質を試験すれば十

分である（第69～71段落を参照）。理想的には、被験化学物質の濃度は、非照射下で細胞毒性

用量反応を確認できるように選択すべきである。適切な濃度範囲の選択に関するガイダンスは、

SOP（10）（27）に示されている。 

31. 水溶性の被験化学物質は、超純水または適切な場合には緩衝塩溶液（フェノールレッド

を含まないダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（DPBS）またはハンクス平衡塩溶液（HBSS）な

ど）で調製する。照射中の干渉を避けるため、使用する緩衝液には蛋白質および光吸収成分

（例：フェノールレッドなどの pH 指示薬およびビタミン類）が含まれないようにする。 

32. 油溶性の被験化学物質はゴマ油または他の適切な油（UV 吸収が低く、RhE 組織と適合

することが証明されている鉱油など）で調製する。水および油に対して溶解性の低い被験化学

物質には、純エタノールまたはアセトン:オリーブ油（4:1 v:v）混合物を使用してもよい（10）。 

33. その他の溶媒も考えられるが、使用前に溶媒中における RhE 組織との適合性、被験物

質と反応性、光毒性誘発能、光毒性抑制作用、ラジカル消去能および/または化学的安定性など

の特性について評価すること（33）。他の溶媒を使用する場合は、溶媒の安定性および試験系

との適合性を保証するため、選択した溶媒を用いた事前試験を実施することが推奨される（補

遺 3 追加ガイダンスを参照）。 

34. 被験化学物質の安定性が損なわれない限り、ボルテックス撹拌、超音波処理、および/
または適温への加温を用いて可溶化を補助することができる。被験化学物質溶液の調製に用い

た手順は文書化すること。 

35. 生存再構成ヒト組織に対する試験を実施する前に、測定されたエンドポイントへの干渉

について被験物質の評価を実施することが推奨される（MTT 試験）。これらの手順の詳細は

SOP に記載されている。被験物質による MTT 試験への干渉の可能性が明らかになった場合、

「MTT 還元物質および着色剤の補正」の項に記載したように適合する対照の適用が推奨される。 

36. 溶媒対照（陰性対照として使用）および陽性対照（PC）は、各測定で同時に試験する

こと。提案する溶媒対照は、水（水溶性物質の溶媒）またはゴマ油（油溶性物質の溶媒）およ

び/または被験物質を溶解するために用いる他の溶媒である。提案する PC は、最終濃度 0.01%
～0.02%のクロルプロマジン塩酸塩水溶液（またはフェノールレッドを含まない DPBS または

HBSS などの他の水性緩衝塩溶液）である。習熟度を実証するための試験を確立する前に、ク

ロルプロマジン塩酸塩の用量反応を評価するために、追加の濃度を試験することができる（4）
（10）（27）。 

照射条件 

37. 光源：光毒性試験において、適切な光源（例:ソーラーシミュレータ）およびフィルタ

ーの選択は、重要な要素である。通常、UVA および可視光線領域の光は in vivo における光毒性

反応と関連している（15）（28）。一方 UVB は光毒性との関連は少ないが高い細胞毒性を示

す。波長が 313 nm から 280 nm に変化すると細胞毒性は 1000 倍増加する（28）。適切な光源

は、太陽スペクトル全体を放射するものである（290 nm から 700 nm）。フィルターを用いて

UVB を減衰させながら、UVA および可視光線の透過を可能にして、スペクトルを調節すること
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ができる（補遺2：を参照）。さらに、使用した波長、放射照度および光源装置（たとえば、開

放系または閉鎖系）は、試験系に対して過度に有害であってはならない（たとえば、熱の放出/
赤外線領域の波長）。 

38. ソーラーシミュレータによる模擬太陽光は、適切な人工光源と考えられる。フィルタリ

ングしたソーラーシミュレータの放射分布は、屋外の太陽光に近い必要がある（34）。キセノ

ンアークおよび（ドープされた）水銀ハロゲンアークはどちらも、ソーラーシミュレータとし

て使用されている（30）。水銀は熱の放出が少なく安価であるが、太陽光との適合性はキセノ

ンアークほど良好ではない。すべてのソーラーシミュレータは、多量の UVB を放射するため、

UVB 波長を減衰させるために適切にフィルタリングする必要がある（補遺 2）。細胞培養プラ

スチック材には UV 安定剤が含まれているため、透過スペクトルは試験で使用するものと同種

類のプレート蓋を用いて測定すべきである。フィルタリングまたは装置の不可避なフィルター

効果によってスペクトルの一部を減衰させた場合にかかわらず、これらのフィルター下で記録

されたスペクトルは、標準化された屋外の太陽光（34）から逸脱しないこと。国際的に認めら

れた屋外の太陽光の発光基準である外部光標準 D65 は、ISO DIS 18909:2006 に記載されてい

る。EpiDermTM モデルを用いた事前バリデーションおよび追跡試験で用いたフィルタリングし

たソーラーシミュレータの照射分布の例を（10）（30）（23）に示す。補遺 2：図 1 も参照の

こと。 

39. 線量測定：各光毒性試験を実施する前に、校正済みの適切な広域 UVA メーターを用い

て、定期的に光強度（放射照度）を確認すること。放射照度は、試験に使用するものと同種類

のプレート蓋を用いて測定する。 

40. 約 6 J/cm2の放射照度（UVA 領域で測定）は、RhE 組織において細胞毒性を示さず、光

毒性反応を引き起こすのに化学物質を励起する十分な量であると判定された（4）（10）
（30）。60 分以内に 6 J/cm2を達成するように UVA/可視光線の放射照度を 1.7 mW/cm2に調整

した（補遺 2: 図 2 参照）。次式を用いて 6 J/cm2を達成するために、別の曝露時間および/また

は放射照度を使用してもよい。 

t (分) = 
照射量 (J/cm2) × 1000 

(1J = 1 Wsec) 
放射照度 (mW/cm2) × 60 

41. RhE 組織モデルは UVB 照射に耐性があり（5）（23）（24）、UVB 照射を含めるのが

適切な場合がある（たとえば、対象の被験化学物質の吸収が UVB 波長領域のみである場合）。

スペクトルの UVB 領域の存在をモニタリングし、放射照度の変化と共に最終報告書に報告する

必要がある。 

42. 同様に、異なる光源を使用する場合は、細胞に悪影響を及ぼさないが、標準的な光毒素

を励起するのに十分な量を選択できるように、照射を校正すること。機能チェックは、表 1 お

よび図 2 に記載されている習熟度確認化学物質の試験により実施する。 

43. 細胞の照射感度：試験施設で新たに試験を設定した場合は、UVA 感度試験を実施する

こと。方法および期待される結果の簡単な説明を SOP に示す。6 J/cm2 に曝露した照射組織の

生存率は、非照射組織の 80%以上でなければならない。  
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試験手順 

44. 組織の調整：RhE組織の受領後、キットの全構成部品の完全性を検査する。無菌条件下

で、1 ウェル当たり 0.9 mL の培地を含む 6 ウェルプレートに組織を移す。プレートをインキュ

ベーターに入れ、標準的な培養条件（37 ± 1°C, 5 ± 1% CO2, 90 ± 10% RH）で 60 分以上培養す

る。前培養は一晩に延長することができるが、最初の 60 分後に培地を交換する。 

45. 60 分間以上の前培養後、6 ウェルプレートの組織をインキュベーターから取り出し、組

織下の培地を加温した（37°C）新しいアッセイ培地と交換する。組織に直ちに処理するか、処

理開始までインキュベーターに戻してもよい。各処理条件または処理群について、4 つの組織

を処理する。このうち 2 つの組織を細胞毒性の試験で使用し（非照射下で処理）、2 つを光毒

性の試験で使用する（照射下で処理）。 

46. 適用：RhE 組織を局所的に処理する。水または水性緩衝液に溶解した溶液の場合、50 
μL の溶液を RhE 組織に局所的に塗布し、必要に応じて、無菌のバルブ付きパスツールピペッ

ト（一端を火炎で溶かして小さい球を作ったパスツールピペット）または同様の器具を用いて

静かに広げる。油中の溶液については、25 μL の溶液を RhE 組織に局所的に塗布し、必要に応

じて無菌のバルブ付きパスツールピペットで静かに広げる。展膏が不十分な場合は、（毛細管

作用で組織表面を覆うように）追加の展膏ツールとして、無菌ナイロンメッシュ（円形）を組

織に局所適用することを検討する。皮膚を刺激する可能性のある溶媒については、溶媒による

細胞毒性を避けるために量を制限すること。たとえば、量が多いと細胞毒性が生じる可能性が

あるため、エタノールまたはアセトン/オリーブ油混液（4:1）を溶媒とする溶液は20～25 μLを

超えてはならない。 

47. 処理後、組織をインキュベーターに戻し、標準的な培養条件で一晩（18～24 時間）培

養する。 

48. 翌日、緩衝液（例:フェノールレッドを含まない DPBS または HBSS）0.9 mL を予め充

填した新しい 6 ウェルプレートまたは緩衝液 0.3 mL を予め充填した 24 ウェルプレートに組織

を移す。細胞培養培地への照射によりばらつきが増大し、細胞毒性の光産物を産生する可能性

があるため、フェノールレッドを含まない緩衝塩溶液の使用が推奨される（35）。 

49. 照射：+Irr プレート（蓋をしたもの）に 1.7 mW/cm2を室温で 60 分間（または同等のも

の）照射し、模擬太陽光が 6 J/cm2となるようにする。光源が過度の熱を発生し、プレートの蓋

の下に結露を引き起こす場合は、プレートをファンで換気する。−Irr プレートを室温の暗所

（ボックス内など）、好ましくは照射組織と同じ曝露室に置く。処理中にメッシュを使用した

場合、照射/暗所曝露前に慎重にメッシュを除去すること（細い鉗子を使用する等）。加温した

（37°C）新しいアッセイ培地を 1ウェル当たり 0.9 mL加えた新しい 6ウェルプレートを準備す

る。 

50. 照射終了後、無菌 CMF-DPBS の入った洗浄瓶を用いて各組織を洗浄する。組織表面か

ら物質を効果的に除去するには、約 20回の洗浄が必要である。希釈液を除去するために用いた

手順を文書化し、最終報告書に示すこと。洗浄したすべてのインサートを新しい培地の入った

新しいプレートに移す。各組織の表面を滅菌綿棒で慎重に乾燥させる。  
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51. 被験物質の特性が照射を妨害または遮断する可能性がある場合（たとえば、暗色または

不透明な物質）、照射または暗所曝露条件の前に、希釈液を除去しなければならない。試験条

件下において、18 時間から 24 時間の曝露期間中に RhE 組織内に浸透する被験化学物質は、照

射時の組織内において生物学的に利用可能である。照射前の18～24時間の曝露時間は、皮膚刺

激性試験（1）に関する TG 439 で適用された曝露時間より著しく長い。そのため、照射時に反

応性光毒性種が誘発される可能性のある標的細胞に最も近い組織モデルに被験化学物質が拡散

するのに十分な時間が確保できる。UVA/可視光または暗所曝露条件の前に、リンス培地

（例:Ca++および Mg++を含まない DPBS（CMF-DPBS））に浸した無菌の綿棒を使用して、被

験化学物質を除去することができる。照射前に被験物質を除去する正当な理由を試験報告書に

示さなければならない。 

52. 組織を標準的な培養条件で一晩（18～24 時間）培養する。 

53. MTT 生存率試験：1 mg/mL MTT 溶液を調製して 37°C に加温し、ラベルを貼付した 24
ウェルプレートの適切なウェルに 300 μL 分注する。18～24 時間培養後、組織インサートを 6
ウェルプレートから取り出し、インサートの底部を滅菌ガーゼまたはペーパータオルで吸い取

り、ラベル付き 24 ウェル MTT プレートの適切なウェルに移す。24 ウェルプレートを標準培養

条件で 3 時間培養する。 

54. MTT 培養後、インサートを 24 ウェルプレートから取り出し、インサートの底部を滅菌

ガーゼまたはペーパータオルで吸い取り、新しいラベル付き 24ウェルプレートの適切なウェル

に移す。2 mL イソプロパノール（抽出液）で組織を抽出する。24 ウェルプレートを（パラフ

ィルム等で）密封し、プレートシェーカーで穏やかに振とうしながら室温で 2 時間以上かけて

ホルマザンを抽出する。または、一晩かけて抽出することも可能である。プレートを上述のよ

うに密封し、振とうせずに室温の暗所で抽出する。抽出液のサンプリング前に、プレートシェ

ーカーで 15 分間以上振とうする。 

55. 抽出が完了したら、組織インサートをウェルから持ち上げて、インサートを取り出した

ウェルに抽出溶液をデカントする、または（20 ゲージの注射針等で）組織に穴を開け、インサ

ートを取り出したウェルへ抽出液を排出する（インサートは廃棄可能）。抽出液が均一になる

まで、3 回以上ピペットで「上下」にして抽出液を混合する。各組織について、ラベルを貼付

した 96 ウェル平底マイクロタイタープレートに 200 μL の抽出溶液アリコートを分注する。最

後に、200 μL のイソプロパノールのアリコートをブランク用の指定されたウェルに添加する。 

56. 96 ウェルプレートの光学密度（OD）を、マイクロタイタープレート分光光度計を用い、

540～595 nm の波長、望ましくは 570 nm（最大± 30 nm のフィルターバンドパス）で測定する。

参照フィルターの読み取りは必要ない。あるいは、ホルマザン抽出試料の吸光度を、

HPLC/UPLC 分光光度法（32）を用いて測定することもできる。 

細胞生存率の計算 

57. 生存率の計算各被験化学物質で得られたOD値を用いて、溶媒（陰性）対照（100%に設

定）に対する生存率（%）を算出することができる。HPLC/UPLC 分光光度法を用いる場合、組

織生存率（%）は、被験化学物質に曝露した生存組織を用いて得た MTT ホルマザンピーク面積

の、同時に溶媒（陰性）対照で得た MTT ホルマザンピーク面積に対する百分率として算出する。 
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58. 適切な溶媒（陰性）対照で処理した組織（+Irr）の平均値に対する、各被験化学物質ま

たは陽性対照で処理した組織（+Irr）の相対生存率（または対照に対する%）を算出する。同様

に、適切な溶媒（陰性）対照で処理した組織（-Irr）の平均値に対する、被験物質または陽性対

照で処理した組織（-Irr）の相対生存率（または対照に対する%）を算出する。個々の対照に対

する%値を平均して、+Irr および-Irr の各曝露について濃度あたりの、対照に対する平均%（生

存率）を算出する。以下の式を用いる。 

対照に対する% = 
処理した陽性対照の各試験化学物質の補正後 OD 

×100 
陰性/溶媒対照の補正後 OD 

MTT 還元物質および着色剤の補正 

59. 被験化学物質の光学的特性やその MTT に対する化学的作用（化学物質は、色の生成を

防止または反転、およびそれを引き起こす可能性がある）が試験に干渉し、生存率の誤った推

定につながることがある。特定の被験化学物質が洗浄によって組織から完全に除去されない場

合、または表皮に浸透した場合に生じる可能性がある。被験化学物質が MTT に対して直接作用

する場合（MTT 還元物質など）、自然に着色している場合、または組織処理中に着色する場合

は、生存率の測定に対する被験化学物質の干渉を検出し、補正するために、追加の対照を使用

すべきである。直接的な MTT 還元および着色剤による干渉の補正方法に関する詳細な説明は、

皮膚および眼の刺激性および腐食性に関する OECD のバリデーション済試験法の SOP から入

手できる（5）（25）。 

60. 直接的な MTT 還元物質を同定するために、最高試験濃度の各被験化学物質を新たに調

製した MTT 溶液に添加する。被験化学物質を含む MTT 混合物が青色/紫色に変化した場合、被

験化学物質は MTT を直接還元すると推定されるため、標準吸光度（OD）測定または

HPLC/UPLC 分光光度法とは別に、生存不能な RhE 組織の機能検査をさらに実施すべきである。

この追加機能検査では、残存する代謝活性のみを有するが、生存組織と同様の方法で被験化学

物質を吸収する死亡組織を使用する。各 MTT 還元被験化学物質を最高試験濃度で 2 つ以上の死

亡複製組織（例:照射する組織 1 つ、暗所条件で曝露する組織 1 つ）に適用し、全試験手順を経

て非特異的な MTT 還元（NSMTT）を得る。 

61. 独立した試験/測定の実施回数に関係なく、NSMTT対照は被験化学物質ごとに 1つで十分

である。MTT 還元物質に曝露した生存細胞組織で得られた組織生存率（%）から、同じ MTT 還

元物質に曝露した死亡組織から得られた非特異的 MTT 還元率を減じることで真の組織生存率を

算出し、補正中の試験と同時に実施する溶媒（陰性）対照との相対値（%NSMTT）を算出する。 

62. 有色の被験化学物質、または、水かイソプロパノールと接触したときに着色する被験化

学物質による干渉の可能性を特定し、追加の対照の必要性を判断するために、水（曝露中の環

境）および/またはイソプロパノール（抽出溶液）中の被験化学物質の分析を実施すること。水

および/またはイソプロパノール中の被験物質が 570 ± 30 nm の範囲の光を吸収する場合は、追

加の有色の対照を使用すべきである。あるいは、HPLC/UPLC 分光光度法を用いる必要がある

が、その場合、これらの対照は必要ない。 
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63. 標準吸光度（OD）測定を行う場合は、干渉する各有色被験化学物質を最高試験濃度で

2 つ以上の生存組織（例：照射する組織 1 つおよび暗所条件で曝露する組織 1 つ）に適用し、

全試験工程を実施する。ただし、MTT 培養工程で MTT 溶液の代わりに培地を用いて培養し、

非特異的な有色（NSCliving）対照とすること。NSCliving 対照は有色被験化学物質の試験と同

時に実施する必要があり、複数の試験を実施する場合は、生存組織には固有の生物学的ばらつ

きがあるため、実施する各試験（各測定）で独立した NSCliving 対照を実施する必要がある。

干渉する被験化学物質に曝露し MTT 溶液と培養した生存細胞で得られた組織生存率（%）から、

干渉する被験化学物質に曝露し MTT を含まない培地で培養した生存細胞で得られた非特異的な

発色率を減じることで真の組織生存率を算出し、これを補正中の試験と同時に実施する

（%NSCliving）。 

64. 非特異的な MTT 還元および非特異的な色による干渉により、分光光度計の直線範囲を

超える組織抽出物の読み取りが増加する可能性があることに注意することが重要である。これ

に基づき、各試験施設は、規制を目的とする被験化学物質の試験を開始する前に、市販の MTT
ホルマザン（CAS# 57360-69-7）を用いて分光光度計の直線範囲を決定する必要がある。直接

的な MTT 還元および/または色による干渉の補正なしで被験化学物質から得られた組織抽出物

の OD が、分光光度計の直線範囲内にあるとき、分光光度計を用いた標準吸光度（OD）の測定

は、直接的な MTT 還元物質や色による干渉を有する被験化学物質を評価するのに適している。 

65. MTT 試験に強い干渉作用があるために、標準吸光度（OD）測定に適合しない有色被験

化学物質については、MTT ホルマザンを測定するのに代替 HPLC/UPLC 分光光度法を採用する

ことができる。HPLC/UPLC 分光分析システムにより、被験化学物質を定量する前に MTT ホル

マザンを分離することができる（32）。このため、HPLC/UPLC 分光光度法を用いる場合は、

被験化学物質に関係なく、NSCliving/NSCkilled 対照を必要とすることはない。しかし、被験化

学物質が MTT を直接還元することが疑われる場合や、直接的な MTT 還元能の評価を妨げる色

を有する場合には、NSMTT 対照を使用すべきである。HPLC/UPLC 分光光度法を用いて MTT
ホルマザンを測定する場合、組織生存率（%）は、同時の溶媒（陰性）対照で得た MTT ホルマ

ザンのピークに対する、被験化学物質に曝露した生存組織を用いて得た MTT ホルマザンピーク

面積の割合として算出する。MTT を直接還元できる被験化学物質の場合、真の組織生存率は、

被験化学物質に曝露した生存組織で得られた組織生存率（%）から%NSMTT を減じて算出され

る。最後に、極めてまれな状況でしか生じないと予測されるが、色による干渉も生じ得る直接

的な MTT 還元物質は、処理後に組織に残留し、MTT を強力に還元して被験組織抽出物の OD
（標準 OD 測定を使用）やピーク面積（UPLC/HPLC 分光光度法を使用）が分光光度計の直線

範囲外になり評価できないことに留意されたい。 

66. MTT ホルマザンを測定する場合、HPLC/UPLC 分光光度法は、あらゆる種類の被験化学

物質（有色、無色、MTT還元物質および非 MTT還元物質）にも使用できる。HPLC/UPLC分光

光度法システムは多様であるため、組織抽出物由来の MTT ホルマザンの定量に使用する前に、

米国食品医薬品局の生物学的分析法バリデーションに関する業界向けガイダンス（36）記載の、

一連の標準適格性評価パラメータの判定基準を満たすことにより、HPLC/UPLC 分光光度法シ

ステムの適格性を実証すべきである。  
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有効な試験の基準 

67. 有効な試験を実施するためには、以下の判定基準を満たす必要がある。 

● 溶媒（陰性）または陽性対照で処理した2つの複製組織間の相対生存率の差は、

20%を超えないこと。 

● 非照射下で試験した溶媒（陰性）対照の生存率は、表 2 に示した許容範囲内に

あること。 

● 非照射下で試験した溶媒（陰性）対照と比較して、照射下で試験した溶媒（陰

性）対照の生存率は 80%以上であること。第 43 段落に記載されているように、

この対照は細胞に過剰な照射感度がないことを実証する。 

● 陽性対照は陽性の予測となること。 

68. 各被験物質処理群において光毒性の可能性を評価するためには、以下の基準を満たす必

要がある。 

● 被験物質で処理した組織の非照射下における生存率は、最大推奨濃度である

10%（100 mg/mL）または最大濃度が細胞毒性により制限される場合には最大

耐量において、光毒性および非光毒性の両方を予測する能力を確保するのに十

分高い値（例:生存率 35%超）でなければならない。 

結果の解釈と予測モデル 

69. 照射下で処理した 1 つ以上の試験濃度の相対生存率が、非照射下で処理した同濃度の相

対生存率と比較して 30%以上低下した場合、その化学物質は光毒性を有する（または光毒性の

可能性を有する）と予測される。 

70. 照射下で処理したいずれの試験濃度の相対生存率も、非照射下で処理した同濃度の相対

生存率と比較して 30%以上低下しない場合、その化学物質は光毒性を有さない（または光毒性

の可能性を有さない）と予測される。 

71. 試験濃度のいずれも光毒性の予測に至らず、濃度の少なくとも 1 つがカットオフ値の

5%以内にある場合、および/または複製組織から一致しない結果が得られた場合、2 回目の測定

を検討し、最初の 2 回の測定間で予測が一致しない場合は 3 回目の測定を検討する。この場合、

光毒性の可能性の結果が認められた濃度に近い濃度範囲を検討することが推奨される。  
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データおよび報告: 

データ 

72. データの質と量。データの意味のある解析を可能にするため、照射下および非照射下で

の濃度反応を捕捉する適切な濃度を選択する必要がある。不確かな結果、境界域の結果、また

は不明確な結果は、さらに試験を実施して明らかにする。このような場合には、試験条件の変

更（たとえば、試験濃度）を考慮すべきである。 

73. 各測定について、個々の複製組織のデータ（たとえば、分類を含む各被験化学物質の

OD値および算出された細胞生存率（%）データ）を、必要に応じて反復実験のデータを含めて

報告すべきである。また、生細胞率平均値 ± 各測定における重複組織間の差を報告する。MTT
試薬と有色被験化学物質で観察された相互作用は、各被験化学物質について報告すべきである。 

試験報告書 

74. 試験報告書には、以下の情報を含めること。 

被験化学物質および対照物質: 

● 単一成分物質：必要に応じ、また現実的に実施可能な場合、IUPAC 名または CAS 名、

CAS 番号、SMILES または InChI コード、構造式、純度、不純物の化学的識別情報など

での化学物質の識別 
● 多成分物質、UVCB、および混合物：可能な限り成分の化学的識別情報（上記参照）、

定量的組成、関連のある物理化学的特性により特徴付ける。 
● 物理的外観、水溶解度およびその他関連する物理化学的特性 
● 入手可能な場合は供給元、ロット番号 
● 該当する場合は、試験前の被験化学物質／対照物質の調製（加温、粉砕など） 
● 判明している場合は、被験化学物質の安定性、使用期限、再分析日 
● 保存条件 
● 溶媒（溶媒の選択根拠、被験化学物質の溶媒に対する溶解性） 

使用した RhE モデルおよびプロトコル（および該当する場合はその選択根拠） 

● 使用した RhE モデル（バッチ番号を含む） 
● 使用した特定の RhE モデルの性能を含む補足情報を記入する。これは、組織の開発者/

供給者から分析証明書または QC 出荷報告書として提供される。以下が含まれるが、こ

れらに限定されるものではない。 
i) 生存率 
ii) バリア機能 
iii) 形態 
iv) モデルの品質管理（QC）  
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● モデルの過去のデータの参照。これには、過去のバッチデータに関連する QC データの

許容性が含まれるが、これに限定されない。 
● 習熟度確認物質の試験による、試験法の実施における習熟度の記述。 

試験条件： 

● 測定装置（分光光度計など）の校正情報、ホルマザンの定量に用いる波長およびバンド

パス（該当する場合）および測定装置の直線範囲。MTTホルマザンの定量に用いる方法

の説明。 
● 該当する場合、HPLC/UPLC 分光光度法システムの適格性評価の説明 
● 光源 - 照射条件： 

- 使用光源の選定根拠 
- 光源と放射計の製造者および種類 
- 光源の全分光照射特性 
- 使用するフィルターの透過および吸光度特性 
- 照射計の特性およびキャリブレーションの詳細 
- 試験系から光源までの距離 
- 上記距離から UVA 照射した量（単位:mW/cm 2） 
- 照射曝露時間 
- UVA 量（放射照度×時間）、J/cm2表示 
- 照射中の細胞培養液の温度、および同時に暗所に置く細胞培養液の温度。 

試験手順： 

● 使用した試験手順の詳細（曝露期間後に使用した洗浄手順を含む） 
● 用いた被験化学物質および対照物質の用量 
● 照射下および非照射下における被験化学物質濃度の設定根拠 
● 溶媒/溶媒の種類および組成 
● 曝露の時間、温度および曝露後の培養時間 
● 該当する場合、直接的な MTT 還元物質および/または有色被験化学物質に用いる対照の

表示 
● 被験化学物質および対照（該当する場合、PC、溶媒（陰性）対照、NSMTT および

NSCliving）ごとに使用した複製組織数 
● 使用した RhE モデルに基づいて適用した判定基準/予測モデルの説明 
● 試験手順（洗浄手順を含む）の変更の説明 

測定および試験の判定基準： 

● 陽性対照および溶媒（陰性）対照の複製組織間のばらつきの判定基準 
● 溶媒（陰性）対照の OD 値の判定基準  
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● 非照射下に対する照射下での溶媒（陰性）対照の生存率に関する判定基準 
● 陽性対照の判定基準 

結果： 

● 個々の被験化学物質のデータ（OD または MTT ホルマザンのピーク面積、組織生存率

（%）、平均組織生存率（%）および組織間差を含む）の測定および複製測定ごとの表 
● 該当する場合、OD または MTT ホルマザンピーク面積、%NSMTT、%NSCliving、最終

補正相対生存率を含む、直接的な MTT 還元物質および/または有色被験化学物質に使用

した対照の結果 
● 規定された測定および試験の判定基準に関連して、被験化学物質および対照物質から得

られた結果 
● 観察されたその他の影響の説明 
● 使用した予測モデル/判定基準を参照して導き出された分類 

結果の考察 

結論  
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補遺 1：定義 

混合物：互いに反応しない複数の化学物質からなる混合物または溶液（14）。 

照射：W/m2または mW/cm2で測定した表面上の紫外線（UV）または可視光線の強度。 

光の線量：表面積あたりのジュール（= W × s）（J/m2または J/cm2など）で表される、表面で

の紫外線（UV）または可視光線の照射量（=強度×時間）。 

紫外線波長：CIE（国際照明委員会）が推奨する規格は以下の通り。UVA（315～400 nm）、

UVB（280～315 nm）、UVC（100～280 nm）。他の規格も使用可能。UVB と UVA の区分は

320 nm であることが多く、UVA は約 340 nm を区分点として UV-A1 と UV-A2 に区分できる。 

相対組織生存率：被験化学物質で処理していないが、全試験手順（+Irr または-Irr のいずれか）

を行って採取した溶媒（陰性）対照との比較における組織生存率。 

MEC（モル吸光係数）：特定の条件下（たとえば、溶媒、温度および波長）での任意の分子の

定数であり、分子が光子を吸収できる効率を反映する（通常は L⋅mol-1⋅cm-1 として表される）。 

光毒性：特定の化学物質への皮膚の初回曝露およびそれに続く光曝露後に誘発される急性毒性

反応、または同様に化学物質の全身投与後の皮膚照射により誘発される急性毒性反応。 

正確性：試験法の結果と、容認されている基準値との一致の程度。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（20）。 

細胞生存率：細胞集団の全体的な活動性を測定するパラメータ。たとえば、細胞内ミトコンド

リア脱水素酵素が生体染色色素 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

ラゾリウムブロマイド、チアゾリルブルー）を還元する能力などである。測定されたエンドポ

イントおよび使用される試験デザインにもよるが、生細胞の総数および/または生存率と相関す

る。 

化学物質：物質または混合物を意味する。 
一致率：分類結果をもたらす試験法について、その試験法の性能を示す尺度であり、妥当性の

一側面である。この用語は、正確性と同義で用いられることがあり、陽性または溶媒（すなわ

ち陰性）として正しく分類されるすべての被験化学物質の割合として定義される。一致率は、

試験する被験化学物質の種類における陽性率に大きく依存する（20）。 

HPLC：高速液体クロマトグラフィー 

IATA：試験および評価の総合的アプローチ  
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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マイド、チアゾ

リルブルーテトラゾリウムブロマイド 

陰性対照：「溶媒対照」を参照 

NSCkilled：死亡組織における非特異的着色 

NSCliving：生存組織における非特異的着色 

NSMTT：非特異的 MTT 還元 

性能基準（PS）：検証された試験法に基づく基準で、機械的および機能的に類似した提案され

た試験法の同等性を評価するための根拠となる。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正確性と信頼度が含まれる（20）。 

陽性対照（PC）：試験系のすべての構成要素を含み、陽性反応を誘導することが知られている

物質で処理した複製試料。陽性対照反応の経時的な変動を確実に評価するために、陽性反応の

大きさは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、およびそれが特定の目的において意義や有用性

があることの是非を説明するもの。これは、試験が対象となる生物学的作用を正しく測定または

予測する程度である。妥当性には、試験法の正確性（一致率）の考察が組み込まれる（20）。 

信頼性：同じプロトコルを用いて、試験を経時的に試験施設内および試験施設間で再現性よく

実施できる程度の尺度。施設内および施設間再現性を算出し評価する（20）。 

代替試験：有害性の同定および/またはリスク評価のために日常的に使用され、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、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、認められている試験と比較して、ヒトまたは動物の健康や環境

（該当する場合）に対する保護が同等かそれ以上であることが確認されているもの（20）。 

測定：測定は、溶媒（陰性）対照および PC と同時に試験する 1 つ以上の試験化学物質で構成

される。 

感度：試験により正しく分類されたすべての陽性/活性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性を示す尺度であり、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（20）。 

溶媒対照：被験化学物質を除く試験系の全成分を含む複製で、使用する溶媒を含むもの。これ

は、同じ溶媒に溶解した被験化学物質で処理した試料のベースライン反応を確立するために使
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用し、本試験法では、データ分析における陰性対照として使用する。この試料を、被験物質で

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。 

特異度：試験により正しく分類されたすべての陰性/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考慮事

項である（20）。 

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。 

UPLC：超高速液体クロマトグラフィー 

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学的物質。  
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補遺 2：光源の分光分布と RhE の照射感度の一例 

図 1.フィルタリングされたソーラーシミュレータのスペクトル分布 

 
出典：Spielmann, H. et al (1998) (37) 

図 1 は、フィルタリングしたソーラーシミュレータの許容可能なスペクトル分布を示す。これ

は、ドープされた金属ハロゲン光源のもので、3T3 NRU PT のバリデーション試験、ならびに

EpiDerm 光毒性試験およびほとんどの追跡調査試験の事前バリデーションで使用されるもので

ある。異なる 2 つのフィルターの効果および 96ウェル細胞培養プレートの蓋の追加のフィルタ

ー効果を示す。H2 フィルターは、高量 UVB（皮膚モデル試験および赤血球光溶血試験）に忍

容性がある試験系のみに用いた。3T3 NRU-PTでは H1フィルターを使用した。図は、プレート

蓋の追加のフィルタリング効果が主に UVB 領域で観察されることを示しているが、照射スペク

トルにはアミオダロンのようにUVB領域で通常吸収される化学物質を励起するのに十分なUVB
が残っている。 

図 2.RhE の照射感度（UVA 領域で測定） 

 

放射照度（mW/cm2） 

可視光線 

SOL 500 + H2 フィルター 

SOL 500 + H1 フィルター 

SOL 500 + H1 フィルター + 96 ウェルプレート蓋 

波長（nm） 

生存率（%） 

J/cm2 
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出典：Liebsch et al (1998) (38) 

Liebsch ら（1998）（38）が示したこの図は、非照射組織と比較して高濃度の UVA 照射に曝露

した組織の反応を示している。MTT 変換試験を用いて相対生存率を求めた。各ボックスは、4
回の独立した実験で評価した 12 組織の平均値を示す。組織は 6 J/cm2の照射量に耐性を示し、

過度の細胞毒性作用は認められなかった。照度は 1.7 mW/cm2（の UVA）で、照射時間 10 分で

1 J となる。  
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補遺 3：被験物質溶媒の選定における留意事項 

溶媒/溶媒： 

開発および事前バリデーション時の試験（3）（38）において、水での溶解が不十分であった

化学物質の溶媒および溶媒としてゴマ油を選択した。事前バリデーションに参加した他の試験

施設でその他のいくつかの溶媒を検討したが（図 3）、最終実験にはゴマ油を選択した。油性

の溶媒に加えて、水や油に容易に溶解し得ない成分に対しては、エタノールおよびアセトン：

オリーブ油混液が提案された（5）（30）。 

模擬太陽光の全スペクトルを十分に透過する溶媒を選択することが重要である（すなわち、溶

媒が模擬太陽光スペクトル内にはっきりとした吸収を示さない）。さらに、組織表面の過剰な

量の溶媒/溶媒が光保護層を形成する可能性があるため、推奨容量 50 µL を超えてはならない。 

さらに、代替の溶媒/溶媒に対する 3D 組織の生物学的反応を評価すべきである。代替の溶媒/溶
媒は、水で処理した組織の 70%を下回る組織の生存率低下を引き起こさないこと。 

油性および水溶液（3）中のクロプロマジンを用いた実験および、油性およびエタノール溶液

（3）（30）中のアントラセンを用いた試験で示されたように、化学物質の光効力（すなわち

光毒性強度）は溶媒/溶媒により調節することができる。 

図 3.3 種の油および DMI の吸収/透過スペクトル（%） 
 M 

13  

出典：Liebsch, M., (1998) (38) 
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	13. 被験化学物質の光毒性の可能性は、模擬太陽光の存在下および非存在下でRhE組織において複数の濃度を試験することによって判定する。被験化学物質の有効な予測を行うために、少なくとも1つの濃度から許容可能な結果を確実に得られるためには、一般的に2つの複製における3～5濃度の試験で十分である。許容可能な結果の具体的な基準を予測モデルとともに示す。

	試験の原理
	14. RhE PTにおける光毒性の可能性は、非細胞毒性量の模擬太陽光の非存在下と比較した、疑似太陽光存在下で被験化学物質に曝露したRhE組織の生存率の相対的な減少によって評価する。
	15. 培養して多層の高分化ヒト表皮モデルを形成したヒト由来表皮角化細胞からなる3次元RhE組織に、被験化学物質を局所適用する。本モデルは、組織化された基底層、有棘層および顆粒層、ならびにin vivoで認められるものと類似した主要な脂質クラスを代表する細胞間層状脂質層を含む多層の角質層からなる。したがって、RhE組織はin vivoの生体皮膚上における化学物質の曝露を直接モデリングするのに理想的であり、被験物質の希釈を必要とせずに化学物質および混合物の皮膚刺激性および腐食ハザードを予測できること...
	16. 要約すると、溶媒で調製した複数濃度の被験化学物質をRhE組織に局所適用し、生存組織に浸透させるために標準的な培養条件（37 ± 1 C, 5 ± 1% CO2, 90 ± 10% RH）で18～24時間培養する。一般に、有効な試験の基準を満たす少なくとも1つの濃度から結果を得るために、3～5濃度を試験する。陽性対照および適切な溶媒対照も、RhE組織に局所適用し、並行して試験する。各処理群の組織の半数に模擬太陽光6 J/cm2を照射し（+Irr）、残りの半数は室温で暗所に保存する（-Irr）...
	17. 光毒性の可能性は、各照射処理群の生存率の相対的な低下を、同等の非照射処理群と比較することによって判定する。
	18. 実験計画は、ZEBETが実施した事前バリデーション試験（4）（27）および本プロトコルで実施した追跡試験に基づいている。追跡試験では、試験の再現性および感度を改善する軽微な修正が示唆された。更新されたプロトコルは2017年に公表された（10）。本試験ガイドラインに記載された手順は、更新されたプロトコルに基づく。
	19. 本試験法は、光毒性を取り扱う単独の試験法として使用することができ、特に被験化学物質の溶解性が限られている場合、あるいはOECD TG 432（2）およびOECD TG 495の光反応性ROS試験（28）におけるエンドポイントの適合性の問題がある場合に用いることができる。本試験法は、OECD TG 432および/またはOECD TG 495（8）（11）（22）（29）と組み合わせた段階的試験戦略にも使用することができる。

	習熟度の実証
	20. 試験法を定常的に用いる前に、試験施設は、表1に示す6つの習熟度確認物質を正確に分類することにより、技術的習熟度を実証すること。記載された化学物質が入手できない、あるいは他の正当な理由で使用できない場合、表1に記載したものと同じ選択基準が適用されるのであれば、適切なin vivoおよびin vitroの参照データが入手可能な別の化学物質を使用してもよい（参照化学物質のリスト（3）（4）（5）（6）（7）（8）（9）（10）から等）。代わりの習熟度確認物質を使用する場合は、その妥当性を示すこと。
	21. 習熟度試験の一環として、使用者が試験施設においてRhEモデルを使用することに慣れていない場合、RhEモデル製造者の指定に従って受領後に組織のバリア特性を確認することを推奨する。組織の輸送が長距離／長時間に及ぶ場合に特に重要である。ただし、試験法が確立され、使用に関する習熟度が実証された後は、このような検証は定常的に行う必要はない。

	手順
	22. 以下に、光毒性試験のためのRhE試験法の構成要素および手順を示す。本試験ガイドラインに準拠したRhEベースの試験については標準作業手順書（SOP）が入手可能である（27）。軽微な技術的改善、溶解性に関するガイダンス、溶媒に関する提言、およびEpiDermプロトコルで試験した化学物質に関する情報を含む詳細なSOPが2017に公表されている（10）。試験施設での本試験法の実施および使用には、本試験ガイドラインに準拠したRhEベースの試験のSOPを使用すること。
	一般的な試験系の特性

	23. 上皮の再構築にはヒト角化細胞を用いる。機能する角質層の下には、多層の生存上皮細胞（基底層、有棘層、顆粒層）が存在する。角質層は、必須の脂質プロファイルを含有する多層構造で、細胞毒性のベンチマーク化学物質の急速な浸透に耐える頑健性を備えた機能的バリアを形成する必要がある（たとえば、界面活性剤のドデシル硫酸ナトリウム（SDS）およびTriton®-X-100は、通常バリア機能試験に使用される）。RhEモデルの封じ込め特性により、皮膚曝露モデル不良になると考えられる、角質層周囲の物質の生存組織へ...
	機能条件

	24. 生存率の定量には、MTT試験（31）を用いる。RhE組織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する。これはイソプロパノール（または類似の溶媒）を用いて組織から抽出される。抽出溶媒のみの光学密度（OD）は十分な低値、すなわちOD < 0.1であること。抽出したMTTホルマザンは、標準吸光度（OD）測定またはHPLC/UPLC分光光度法（32）のいずれかを用いて定量することができる。RhEモデルの開発者/供給者は、RhEモデルの各バッチが陰性対照について規定...
	25. RhEモデルの開発者/供給者は、RhEモデルの各バッチのバリア機能について規定された品質管理基準を満たすことを保証しなければならない。バリア機能は、一定の曝露時間後にベンチマーク化学物質（ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）またはTriton®-X-100など）が組織の生存率を50%低下させる濃度（IC50）を測定する、または規定の一定濃度でベンチマーク化学物質を適用した場合に細胞生存率を50%低下させるのに必要な曝露時間（ET50）を測定することにより評価することができる。本試験ガイドライン...
	26. RhEモデル開発者/供給者のQC出荷プログラムでこのパラメータを使用するのであれば、RhEモデルの組織学的検査は、RhEモデル開発者/供給者によるヒト表皮様構造（多層の角質層を含む）の実証によって提供される。
	27. RhEモデルの開発者/供給者は、経時的な再現性をモニターするために、生存率およびバリア機能試験のQC出荷試験結果のデータベースを保持する必要がある。RhEモデルの使用者は光毒性試験法の陽性対照および溶媒（陰性）対照の結果のデータベースを保持し、試験法実施の経時的な再現性をモニターすることが推奨される。
	28. RhCEモデルは、RhCEモデルの各バッチが、定められた製造出荷基準を満たしていることが開発者/供給者によって実証されている場合にのみ使用すること。なお、該当する場合、この基準の中でも重要なのは、生存率（第24段落）、バリア機能（第25段落）および形態（第26段落）である。関連するQCデータを試験法の使用者に提供し、試験報告書にこの情報を含めることができるようにする。光毒性について信頼性の高い予測をするためには、適格性が確認された組織を用いて得られた光毒性試験結果のみを受け入れる。
	被験化学物質および対照物質の調製

	29. 被験化学物質は、保存中の安定性がデータによって実証されない限り、試験日に新たに調製しなければならない。すべての化学物質の取り扱いおよび組織の初回の処理は、照射前に被験化学物質の光活性化または分解を避けるような条件下で行うことが推奨される。被験化学物質はUVを吸収し、UVフィルターとして作用する可能性があるため（10）（27）、被験化学物質の最大推奨濃度は10%を超えてはならない。
	30. 少なくとも1濃度の被験化学物質から許容可能な結果を得て、光毒性について試験結果を評価するための要件を満たすには、通常、溶媒中の3～5濃度の被験化学物質を試験すれば十分である（第69～71段落を参照）。理想的には、被験化学物質の濃度は、非照射下で細胞毒性用量反応を確認できるように選択すべきである。適切な濃度範囲の選択に関するガイダンスは、SOP（10）（27）に示されている。
	31. 水溶性の被験化学物質は、超純水または適切な場合には緩衝塩溶液（フェノールレッドを含まないダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（DPBS）またはハンクス平衡塩溶液（HBSS）など）で調製する。照射中の干渉を避けるため、使用する緩衝液には蛋白質および光吸収成分（例：フェノールレッドなどのpH指示薬およびビタミン類）が含まれないようにする。
	32. 油溶性の被験化学物質はゴマ油または他の適切な油（UV吸収が低く、RhE組織と適合することが証明されている鉱油など）で調製する。水および油に対して溶解性の低い被験化学物質には、純エタノールまたはアセトン:オリーブ油（4:1 v:v）混合物を使用してもよい（10）。
	33. その他の溶媒も考えられるが、使用前に溶媒中におけるRhE組織との適合性、被験物質と反応性、光毒性誘発能、光毒性抑制作用、ラジカル消去能および/または化学的安定性などの特性について評価すること（33）。他の溶媒を使用する場合は、溶媒の安定性および試験系との適合性を保証するため、選択した溶媒を用いた事前試験を実施することが推奨される（補遺3追加ガイダンスを参照）。
	34. 被験化学物質の安定性が損なわれない限り、ボルテックス撹拌、超音波処理、および/または適温への加温を用いて可溶化を補助することができる。被験化学物質溶液の調製に用いた手順は文書化すること。
	35. 生存再構成ヒト組織に対する試験を実施する前に、測定されたエンドポイントへの干渉について被験物質の評価を実施することが推奨される（MTT試験）。これらの手順の詳細はSOPに記載されている。被験物質によるMTT試験への干渉の可能性が明らかになった場合、「MTT還元物質および着色剤の補正」の項に記載したように適合する対照の適用が推奨される。
	36. 溶媒対照（陰性対照として使用）および陽性対照（PC）は、各測定で同時に試験すること。提案する溶媒対照は、水（水溶性物質の溶媒）またはゴマ油（油溶性物質の溶媒）および/または被験物質を溶解するために用いる他の溶媒である。提案するPCは、最終濃度0.01%～0.02%のクロルプロマジン塩酸塩水溶液（またはフェノールレッドを含まないDPBSまたはHBSSなどの他の水性緩衝塩溶液）である。習熟度を実証するための試験を確立する前に、クロルプロマジン塩酸塩の用量反応を評価するために、追加の濃度を試験す...
	照射条件

	37. 光源：光毒性試験において、適切な光源（例:ソーラーシミュレータ）およびフィルターの選択は、重要な要素である。通常、UVAおよび可視光線領域の光はin vivoにおける光毒性反応と関連している（15）（28）。一方UVBは光毒性との関連は少ないが高い細胞毒性を示す。波長が313 nmから280 nmに変化すると細胞毒性は1000倍増加する（28）。適切な光源は、太陽スペクトル全体を放射するものである（290 nmから700 nm）。フィルターを用いてUVBを減衰させながら、UVAおよび可視光...
	38. ソーラーシミュレータによる模擬太陽光は、適切な人工光源と考えられる。フィルタリングしたソーラーシミュレータの放射分布は、屋外の太陽光に近い必要がある（34）。キセノンアークおよび（ドープされた）水銀ハロゲンアークはどちらも、ソーラーシミュレータとして使用されている（30）。水銀は熱の放出が少なく安価であるが、太陽光との適合性はキセノンアークほど良好ではない。すべてのソーラーシミュレータは、多量のUVBを放射するため、UVB波長を減衰させるために適切にフィルタリングする必要がある（補遺2）。...
	39. 線量測定：各光毒性試験を実施する前に、校正済みの適切な広域UVAメーターを用いて、定期的に光強度（放射照度）を確認すること。放射照度は、試験に使用するものと同種類のプレート蓋を用いて測定する。
	40. 約6 J/cm2の放射照度（UVA領域で測定）は、RhE組織において細胞毒性を示さず、光毒性反応を引き起こすのに化学物質を励起する十分な量であると判定された（4）（10）（30）。60分以内に6 J/cm2を達成するようにUVA/可視光線の放射照度を1.7 mW/cm2に調整した（補遺2: 図2参照）。次式を用いて6 J/cm2を達成するために、別の曝露時間および/または放射照度を使用してもよい。
	41. RhE組織モデルはUVB照射に耐性があり（5）（23）（24）、UVB照射を含めるのが適切な場合がある（たとえば、対象の被験化学物質の吸収がUVB波長領域のみである場合）。スペクトルのUVB領域の存在をモニタリングし、放射照度の変化と共に最終報告書に報告する必要がある。
	42. 同様に、異なる光源を使用する場合は、細胞に悪影響を及ぼさないが、標準的な光毒素を励起するのに十分な量を選択できるように、照射を校正すること。機能チェックは、表1および図2に記載されている習熟度確認化学物質の試験により実施する。
	43. 細胞の照射感度：試験施設で新たに試験を設定した場合は、UVA感度試験を実施すること。方法および期待される結果の簡単な説明をSOPに示す。6 J/cm2に曝露した照射組織の生存率は、非照射組織の80%以上でなければならない。
	試験手順

	44. 組織の調整：RhE組織の受領後、キットの全構成部品の完全性を検査する。無菌条件下で、1ウェル当たり0.9 mLの培地を含む6ウェルプレートに組織を移す。プレートをインキュベーターに入れ、標準的な培養条件（37 ± 1 C, 5 ± 1% CO2, 90 ± 10% RH）で60分以上培養する。前培養は一晩に延長することができるが、最初の60分後に培地を交換する。
	45. 60分間以上の前培養後、6ウェルプレートの組織をインキュベーターから取り出し、組織下の培地を加温した（37 C）新しいアッセイ培地と交換する。組織に直ちに処理するか、処理開始までインキュベーターに戻してもよい。各処理条件または処理群について、4つの組織を処理する。このうち2つの組織を細胞毒性の試験で使用し（非照射下で処理）、2つを光毒性の試験で使用する（照射下で処理）。
	46. 適用：RhE組織を局所的に処理する。水または水性緩衝液に溶解した溶液の場合、50 μLの溶液をRhE組織に局所的に塗布し、必要に応じて、無菌のバルブ付きパスツールピペット（一端を火炎で溶かして小さい球を作ったパスツールピペット）または同様の器具を用いて静かに広げる。油中の溶液については、25 μLの溶液をRhE組織に局所的に塗布し、必要に応じて無菌のバルブ付きパスツールピペットで静かに広げる。展膏が不十分な場合は、（毛細管作用で組織表面を覆うように）追加の展膏ツールとして、無菌ナイロンメッ...
	47. 処理後、組織をインキュベーターに戻し、標準的な培養条件で一晩（18～24時間）培養する。
	48. 翌日、緩衝液（例:フェノールレッドを含まないDPBSまたはHBSS）0.9 mLを予め充填した新しい6ウェルプレートまたは緩衝液0.3 mLを予め充填した24ウェルプレートに組織を移す。細胞培養培地への照射によりばらつきが増大し、細胞毒性の光産物を産生する可能性があるため、フェノールレッドを含まない緩衝塩溶液の使用が推奨される（35）。
	49. 照射：+Irrプレート（蓋をしたもの）に1.7 mW/cm2を室温で60分間（または同等のもの）照射し、模擬太陽光が6 J/cm2となるようにする。光源が過度の熱を発生し、プレートの蓋の下に結露を引き起こす場合は、プレートをファンで換気する。−Irrプレートを室温の暗所（ボックス内など）、好ましくは照射組織と同じ曝露室に置く。処理中にメッシュを使用した場合、照射/暗所曝露前に慎重にメッシュを除去すること（細い鉗子を使用する等）。加温した（37 C）新しいアッセイ培地を1ウェル当たり0.9 ...
	50. 照射終了後、無菌CMF-DPBSの入った洗浄瓶を用いて各組織を洗浄する。組織表面から物質を効果的に除去するには、約20回の洗浄が必要である。希釈液を除去するために用いた手順を文書化し、最終報告書に示すこと。洗浄したすべてのインサートを新しい培地の入った新しいプレートに移す。各組織の表面を滅菌綿棒で慎重に乾燥させる。
	51. 被験物質の特性が照射を妨害または遮断する可能性がある場合（たとえば、暗色または不透明な物質）、照射または暗所曝露条件の前に、希釈液を除去しなければならない。試験条件下において、18時間から24時間の曝露期間中にRhE組織内に浸透する被験化学物質は、照射時の組織内において生物学的に利用可能である。照射前の18～24時間の曝露時間は、皮膚刺激性試験（1）に関するTG 439で適用された曝露時間より著しく長い。そのため、照射時に反応性光毒性種が誘発される可能性のある標的細胞に最も近い組織モデルに...
	52. 組織を標準的な培養条件で一晩（18～24時間）培養する。
	53. MTT生存率試験：1 mg/mL MTT溶液を調製して37 Cに加温し、ラベルを貼付した24ウェルプレートの適切なウェルに300 μL分注する。18～24時間培養後、組織インサートを6ウェルプレートから取り出し、インサートの底部を滅菌ガーゼまたはペーパータオルで吸い取り、ラベル付き24ウェルMTTプレートの適切なウェルに移す。24ウェルプレートを標準培養条件で3時間培養する。
	54. MTT培養後、インサートを24ウェルプレートから取り出し、インサートの底部を滅菌ガーゼまたはペーパータオルで吸い取り、新しいラベル付き24ウェルプレートの適切なウェルに移す。2 mLイソプロパノール（抽出液）で組織を抽出する。24ウェルプレートを（パラフィルム等で）密封し、プレートシェーカーで穏やかに振とうしながら室温で2時間以上かけてホルマザンを抽出する。または、一晩かけて抽出することも可能である。プレートを上述のように密封し、振とうせずに室温の暗所で抽出する。抽出液のサンプリング前に、...
	55. 抽出が完了したら、組織インサートをウェルから持ち上げて、インサートを取り出したウェルに抽出溶液をデカントする、または（20ゲージの注射針等で）組織に穴を開け、インサートを取り出したウェルへ抽出液を排出する（インサートは廃棄可能）。抽出液が均一になるまで、3回以上ピペットで「上下」にして抽出液を混合する。各組織について、ラベルを貼付した96ウェル平底マイクロタイタープレートに200 μLの抽出溶液アリコートを分注する。最後に、200 μLのイソプロパノールのアリコートをブランク用の指定された...
	56. 96ウェルプレートの光学密度（OD）を、マイクロタイタープレート分光光度計を用い、540～595 nmの波長、望ましくは570 nm（最大± 30 nmのフィルターバンドパス）で測定する。参照フィルターの読み取りは必要ない。あるいは、ホルマザン抽出試料の吸光度を、HPLC/UPLC分光光度法（32）を用いて測定することもできる。
	細胞生存率の計算

	57. 生存率の計算各被験化学物質で得られたOD値を用いて、溶媒（陰性）対照（100%に設定）に対する生存率（%）を算出することができる。HPLC/UPLC分光光度法を用いる場合、組織生存率（%）は、被験化学物質に曝露した生存組織を用いて得たMTTホルマザンピーク面積の、同時に溶媒（陰性）対照で得たMTTホルマザンピーク面積に対する百分率として算出する。
	58. 適切な溶媒（陰性）対照で処理した組織（+Irr）の平均値に対する、各被験化学物質または陽性対照で処理した組織（+Irr）の相対生存率（または対照に対する%）を算出する。同様に、適切な溶媒（陰性）対照で処理した組織（-Irr）の平均値に対する、被験物質または陽性対照で処理した組織（-Irr）の相対生存率（または対照に対する%）を算出する。個々の対照に対する%値を平均して、+Irrおよび-Irrの各曝露について濃度あたりの、対照に対する平均%（生存率）を算出する。以下の式を用いる。
	MTT還元物質および着色剤の補正

	59. 被験化学物質の光学的特性やそのMTTに対する化学的作用（化学物質は、色の生成を防止または反転、およびそれを引き起こす可能性がある）が試験に干渉し、生存率の誤った推定につながることがある。特定の被験化学物質が洗浄によって組織から完全に除去されない場合、または表皮に浸透した場合に生じる可能性がある。被験化学物質がMTTに対して直接作用する場合（MTT還元物質など）、自然に着色している場合、または組織処理中に着色する場合は、生存率の測定に対する被験化学物質の干渉を検出し、補正するために、追加の対...
	60. 直接的なMTT還元物質を同定するために、最高試験濃度の各被験化学物質を新たに調製したMTT溶液に添加する。被験化学物質を含むMTT混合物が青色/紫色に変化した場合、被験化学物質はMTTを直接還元すると推定されるため、標準吸光度（OD）測定またはHPLC/UPLC分光光度法とは別に、生存不能なRhE組織の機能検査をさらに実施すべきである。この追加機能検査では、残存する代謝活性のみを有するが、生存組織と同様の方法で被験化学物質を吸収する死亡組織を使用する。各MTT還元被験化学物質を最高試験濃度...
	61. 独立した試験/測定の実施回数に関係なく、NSMTT対照は被験化学物質ごとに1つで十分である。MTT還元物質に曝露した生存細胞組織で得られた組織生存率（%）から、同じMTT還元物質に曝露した死亡組織から得られた非特異的MTT還元率を減じることで真の組織生存率を算出し、補正中の試験と同時に実施する溶媒（陰性）対照との相対値（%NSMTT）を算出する。
	62. 有色の被験化学物質、または、水かイソプロパノールと接触したときに着色する被験化学物質による干渉の可能性を特定し、追加の対照の必要性を判断するために、水（曝露中の環境）および/またはイソプロパノール（抽出溶液）中の被験化学物質の分析を実施すること。水および/またはイソプロパノール中の被験物質が570 ± 30 nmの範囲の光を吸収する場合は、追加の有色の対照を使用すべきである。あるいは、HPLC/UPLC分光光度法を用いる必要があるが、その場合、これらの対照は必要ない。
	63. 標準吸光度（OD）測定を行う場合は、干渉する各有色被験化学物質を最高試験濃度で2つ以上の生存組織（例：照射する組織1つおよび暗所条件で曝露する組織1つ）に適用し、全試験工程を実施する。ただし、MTT培養工程でMTT溶液の代わりに培地を用いて培養し、非特異的な有色（NSCliving）対照とすること。NSCliving対照は有色被験化学物質の試験と同時に実施する必要があり、複数の試験を実施する場合は、生存組織には固有の生物学的ばらつきがあるため、実施する各試験（各測定）で独立したNSCliv...
	64. 非特異的なMTT還元および非特異的な色による干渉により、分光光度計の直線範囲を超える組織抽出物の読み取りが増加する可能性があることに注意することが重要である。これに基づき、各試験施設は、規制を目的とする被験化学物質の試験を開始する前に、市販のMTTホルマザン（CAS# 57360-69-7）を用いて分光光度計の直線範囲を決定する必要がある。直接的なMTT還元および/または色による干渉の補正なしで被験化学物質から得られた組織抽出物のODが、分光光度計の直線範囲内にあるとき、分光光度計を用いた...
	65. MTT試験に強い干渉作用があるために、標準吸光度（OD）測定に適合しない有色被験化学物質については、MTTホルマザンを測定するのに代替HPLC/UPLC分光光度法を採用することができる。HPLC/UPLC分光分析システムにより、被験化学物質を定量する前にMTTホルマザンを分離することができる（32）。このため、HPLC/UPLC分光光度法を用いる場合は、被験化学物質に関係なく、NSCliving/NSCkilled対照を必要とすることはない。しかし、被験化学物質がMTTを直接還元することが...
	66. MTTホルマザンを測定する場合、HPLC/UPLC分光光度法は、あらゆる種類の被験化学物質（有色、無色、MTT還元物質および非MTT還元物質）にも使用できる。HPLC/UPLC分光光度法システムは多様であるため、組織抽出物由来のMTTホルマザンの定量に使用する前に、米国食品医薬品局の生物学的分析法バリデーションに関する業界向けガイダンス（36）記載の、一連の標準適格性評価パラメータの判定基準を満たすことにより、HPLC/UPLC分光光度法システムの適格性を実証すべきである。
	有効な試験の基準

	67. 有効な試験を実施するためには、以下の判定基準を満たす必要がある。
	68. 各被験物質処理群において光毒性の可能性を評価するためには、以下の基準を満たす必要がある。
	結果の解釈と予測モデル

	69. 照射下で処理した1つ以上の試験濃度の相対生存率が、非照射下で処理した同濃度の相対生存率と比較して30%以上低下した場合、その化学物質は光毒性を有する（または光毒性の可能性を有する）と予測される。
	70. 照射下で処理したいずれの試験濃度の相対生存率も、非照射下で処理した同濃度の相対生存率と比較して30%以上低下しない場合、その化学物質は光毒性を有さない（または光毒性の可能性を有さない）と予測される。
	71. 試験濃度のいずれも光毒性の予測に至らず、濃度の少なくとも1つがカットオフ値の5%以内にある場合、および/または複製組織から一致しない結果が得られた場合、2回目の測定を検討し、最初の2回の測定間で予測が一致しない場合は3回目の測定を検討する。この場合、光毒性の可能性の結果が認められた濃度に近い濃度範囲を検討することが推奨される。
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	72. データの質と量。データの意味のある解析を可能にするため、照射下および非照射下での濃度反応を捕捉する適切な濃度を選択する必要がある。不確かな結果、境界域の結果、または不明確な結果は、さらに試験を実施して明らかにする。このような場合には、試験条件の変更（たとえば、試験濃度）を考慮すべきである。
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