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化学物質の試験に関する OECD ガイドライン 

 

 

In vitro 皮膚腐食性：ヒト皮膚モデル（再生ヒト表皮：RhE）試験 

 

 
はじめに 

1. 皮膚腐食性とは、国連（UN）勧告「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)によって定義されるように、被験物質の適用後、皮膚に対して、表皮から真皮に至る肉眼

で認められる壊死として現れる不可逆的組織損傷を生じさせることをいう。この改訂版試験

ガイドライン 431 では、UN GHS(1)に基づいた腐食性および非腐食性の物質ならびに混合物

を特定することができる in vitro試験の手順を示す。また、この試験手順を用いることにより、

腐食性物質の細区分も一部可能である。 

 

2. 皮膚腐食性の評価には、通例として実験動物が使用されてきた（OECD 試験ガイドライン

404[TG 404]；初版採択 1981 年、改訂 1992 年および 2002 年）(2)。しかし、動物愛護の観点

から、改訂された TG404 では、バリデーション済みの in vitro または ex vivo 試験法の実施を

含めた階層的試験戦略を用いて皮膚腐食性および皮膚刺激性を決定し、実験動物の疼痛およ

び苦痛を回避することが推奨されている。TG 431（初版採択 2004 年） (3)に加え、皮膚腐食

性を評価するための in vitro 試験法として他の 2 種類の試験法がバリデーション済みであり、

OEDE 試験ガイドライン 430 (4)および 435 (5)に採択されている。また、皮膚刺激性の評価に

ついては、TG 404 (2)の階層的試験戦略において用いることができるバリデーション済みの in 

vitro 試験法 3 種類が TG 439 (6)に採択されている。 

 

3. 本試験ガイドラインは、ヒトの健康有害性の評価項目である皮膚腐食性に関するものである。

本試験ガイドラインは、ヒトの皮膚上層（すなわち表皮）の組織学的、形態学的、生化学的

および生理学的特性に全体的に極めて類似するよう設計された再生ヒト表皮（RhE）（ヒト

由来の非形質転換表皮角化細胞）を用いるものである。本試験ガイドラインは 2004 年に初版

が採択され、2013 年および 2014 年の改訂により、類似または改良された RhE 試験法(7)をガ

イダンス文書 No. 34 (8)の原則に従って評価するための性能標準（PS）（補遺 1）を含むこと
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とした。また、この改訂による他の変更点として、RhE モデル SkinEthiTM RHE1 および epiCS® 

（旧名：EST-1000）を用いる 2 種類の試験法を追加し、さらに、これらの試験法を腐食性化

学品の細区分に使用できる可能性についても述べている。 

 

4. 本試験ガイドラインでは、市販の RhE モデルを用いた 4 種類のバリデーション済み試験法を

示す。このうち、EpiSkin TM Standard Model（SM）および EpiDerm TM Skin Corrosivity Test (SCT)

（EPI-200）を用いた 2 種類の皮膚腐食性試験については、先行バリデーション 試験(9)なら

びに皮膚腐食性の評価に関する正式なバリデーション試験(10)(11) (12)が実施済みである (13) 

(14) （以下の本文中では、バリデーション済み標準試験法[VRM]とする）。この一連の試験

の結果より、上述の 2 種類の VRM は腐食性物質（C）と非腐食性物質（NC）とを区別する

ための規制目的に使用することができ、EpiSkin TM はこれに加えて腐食性物質の細区分にも使

用できると推奨されている(15) (16) (17)。残る 2 種類の市販の RhE を用いた in vitro 皮膚腐食

性試験法についても、PS に基づくバリデーション(18) (19) (20)により、EpiDermTM を用いた

VRM と同様の結果が得られることが明らかにされている。これらは SkinEthic TM RHE および

epiCS® （旧名：EST-1000）であり、これらの試験もまた、腐食性物質と非腐食性物質とを区

別するための規制目的に使用してもよい(21) (22)。2012 年～2014 年に RhE モデルの製造業者

が改良プロトコルにより実施したバリデーション後試験では、被験物質による非特異的な

MTT の還元による干渉が補正され、腐食性物質の細区分を行いながら、C/NC の両者の識別

の性能に向上が認められている(23) (24)。 

 

5. 皮膚腐食性の評価において、VRM 以外の提案される類似または改良 in vitro RhE 試験法を、

規制目的で使用することは可能である。ただし、提案試験法を使用する前に、本試験ガイド

ライン（補遺 1）に示した PS の要件に従って、試験の信頼性、妥当性（正確性）および意図

する用途における限界が VRM と同様であることを確認しなければならない。本試験ガイド

ラインの PS に従って提案された新規または改良試験法については、バリデーションされ、本

ガイドラインに収載された場合に限り、データ相互受け入れ制度（Mutual Acceptance of Data：

MAD）の対象とする。本試験ガイドラインに収載されている試験法を用いれば、MAD によ

る恩恵を得られる一方で、in vitro 皮膚腐食性試験法の結果に対する各国の要件を満たすこと

ができる。 

 

定義 

6. 本ガイドラインで用いた定義は補遺 2 に示している。 

 

                                                        
1  RhE（＝Reconstructed human Epidermis：再生ヒト表皮）という略語は RhE 技術に基づいたすべてのモデルに対

して使用されることに留意されたい。一方、SkinEthicTM モデルとともに使用する RHE という略語は、意味

は同様であるがこの特殊な試験法の市販名の一部であり、この場合はすべて大文字で表記する。 
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最初に考慮すべき事項 

7. 本試験ガイドラインは、皮膚腐食性/刺激性の評価に関する TG 404 に推奨される階層的試験

戦略のなかの in vitro 皮膚腐食性の要素に適用されるものである(2) (25)。 これにより、UN 

GHS(1)に基づいた腐食性物質、非腐食性物質および混合物を特定することができ、さらに、

腐食性物質および混合物を UN GHS (1)による任意の区分である細区分 1A、ならびに 1B と

1C を統合した細区分（1B/1C）に分類することもできる(23) (24)。本試験ガイドラインにおけ

る限界は、in vivo における皮膚腐食性の区分 1C に該当する既知の化学品が限られているため

に、UN GHS (1)に基づいた皮膚腐食性の細区分 1B と 1C とを区別できないことである。

EpiSkinTM 、EpiDermTM 、SkinEthicTM および epiCS® を用いる試験法により上記の細区分（す

なわち、1A、1B/1C、NC の 3 つの区分に分類）を行うことが可能であるが、EpiSkinTM 試験

法と他の 3 種類の試験法（EpiDermTM 、SkinEthicTM および epiCS® ）とでは細区分に関する情

報提供能力に差が認められる。EpiSkinTM による結果はそのまま使用することができるのに対

し、EpiDermTM 、SkinEthicTM および epiCS® では 1B/1C の区分で過大評価（高い区分への分類）

する割合が高くなる（補遺 4 を参照のこと）。したがって、EpiDermTM 、SkinEthicTM および

epiCS® に関しては、区分 1Aという予測は区分 1B/1Cの過大評価である割合が高いため、1B/1C

に分類された化学品は 1B/1Cであるとみなしてよいが、3分間の曝露による細胞生存率が 50%

を下回る化学品は、区分 1 と判定するに留めるべきである。過大評価である確率が高いこと

を認識した上で区分 1A の分類をそのまま容認するか、もしくはこの結果を確認するために

さらに試験を実施するかどうか等、本試験ガイドラインをどのように使用するかは、各加盟

国の規制の枠組みの中で決定することとする。 

 

8. バリデーション試験においては、主な工業化学物質を代表する広範な化学品が検討されてお

り、腐食性および非腐食性の特定における本試験ガイドライン収載試験法の妥当性が裏付け

られている。バリデーション試験でこれまでに実際に評価された化学品のデータベースは 60

品目に及び、幅広いクラスの化学品が網羅されている(10) (11) (12)。細区分のための分析の感

度、特異度、正確性および試験実施施設内での再現性を確認するための試験が試験法の開発

者によって行われ、OECD がこの結果を検討した(23) (24)。利用可能なデータ全体に基づくと、

本試験ガイドラインは、化学品の幅広いクラスに適用することができる。また、液体、半固

体、固体および蝋を含むさまざまな物理的状態の物質に適応可能であり、液体は水溶性でも

非水溶性でもよく、固体は水に可溶でも不溶でもよい。固体は可能な場合は必ず、試験実施

前に粉砕して微粉とすべきであるが、これ以外に試料の前処理は不要である。万一、特定の

種類の被験物質において本試験ガイドラインに収載されている試験法の適用性を否定するよ

うな根拠が得られた場合、この種の被験物質に対しては当該試験法を用いてはならない。ま

た、個別の物質に対する適用性を考慮すると、混合物に対しても本試験ガイドラインを適用

することができると考えられるが、混合物の種類および組成は広範にわたり、なおかつ混合

物の試験に関して現在公表されている情報は非常に限られていることから、特定の種類の混

合物において本試験ガイドラインの適用性を否定するような根拠が得られた場合（例えば、
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(26)で提案された戦略に従って）、この種の混合物に対して本試験ガイドラインを用いてはな

らない。なお、気体およびエアロゾルについては、バリデーション試験における評価はなさ

れていない(10) (11) (12)。 気体およびエアロゾルに対しても RhE 技術を用いた試験が可能で

あると考えられるが、現行の本試験ガイドラインでは、これらの試験を認めていない。また、

ある種の化学品は細胞生存率の測定に影響を与える可能性があり、適切な対照を用いて補正

する必要が生じる場合があることにも注意すること（段落 25～27 を参照のこと）。 

 

9. 本試験ガイドラインは皮膚刺激性について十分な情報を与えるものではないが、健康有害性

の評価項目である皮膚刺激性の in vitro 試験に関する OECD 試験ガイドライン 439 が、試験プ

ロトコルは異なるものの本試験ガイドラインと同じ RhE 試験システムに基づいていること

に留意すること(6)。単回の皮膚曝露後に生じる局所皮膚効果を完全に評価するためには、試

験ガイドライン TG 404(2)の補遺に示されている階層的試験戦略に従うことが推奨される(25)。

この試験戦略は、生きた動物による試験を考慮する前に、in vitro において皮膚腐食性試験（本

ガイドラインで述べる）および皮膚刺激性試験を行うものである。ヒト皮膚の使用について

は、国内的および国際的な倫理的考察および条件が必要であることは周知のとおりである。 

 

10. 本試験ガイドラインでは、VRM に構造的および機能的に類似している、類似および改良され

た皮膚腐食性試験法(7)のバリデーションの状態（信頼性および妥当性）をガイダンス文書 No. 

34 (8)の原則に従って評価するための性能標準（PS）（補遺 1）についても述べる。この PS

には、試験法の性能の評価に用いる参照物質の一覧表、新たに提案された試験法の構造的、

機能的および手順的な類似性を評価するための試験法の重要要素、ならびに当該試験法が

VRM と同等であるとみなされるために最低限必要とされる信頼性および正確性の値が含ま

れる。参照物質の一覧表内には、試験実施施設が in vitro ヒト皮膚モデルの使用における技能

の証明に用いる 13 種類の習熟度確認物質のサブセット（表 1）が含まれている（段落 13 およ

び 14 を参照のこと）。 

 

試験の概要 

11. 被験物質を、3 次元の RhE モデルに局所塗布する。この 3 次元の RhE モデルはヒト由来の非

形質転換表皮角化細胞から構成されるものであり、培養によって多層から成る高度に分化し

たヒト表皮モデルに構築したものである。この RhE モデルは、組織化された基底層、有棘層

および顆粒層、ならびにラメラ構造をもつ細胞間脂質を含む多層性の角質層から構成される。

この細胞間脂質の主な脂質組成は、in vivo で認められる脂質組成と同様である。 

 

12. RhE モデル試験の原理は、腐食性物質が拡散または浸食することによって角質層を透過する

ことが可能で、下層の細胞層に対して細胞毒性であるという前提に基づいている。細胞生存

率は、生体染色色素である MTT（3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-2,5-ジフェニルテトラゾ

リウムブロミド、チアゾリルブルー；CAS 番号 298-93-1）の酵素反応による青色ホルマザン
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塩への変換を、青色ホルマザン塩を組織から抽出して定量することによって測定する(27)。化

学品の腐食性の有無は、細胞生存率が所定の閾値を下回るかどうかによって決定する（段落

31 および 32 を参照のこと）。RhE を用いた皮膚腐食性試験法により、OECD ガイドライン

404 (2)に従ってウサギを用いて評価した in vivo での皮膚腐食作用を予測できることが明らか

にされている。 

 

習熟度確認 

13. 試験実施施設は、本試験ガイドラインに準拠した 4 種類のバリデーション済み RhE 試験法の

いずれにおいても、それらを日常的に使用する前に表 1 に示す 12 種類の習熟度確認物質を正

確に分類することによって試験実施施設の習熟度を確認すること。細区分を行うためにこれ

らの試験法を用いる場合は、当該試験法による細区分が正確であることも確認しなければな

らない。 

 

表 1：習熟度確認物質一覧 

化学物質 1 CASRN 化学物質 
分類 2 

UN GHS 
（in vivo試験）

による区分 3 

VRM（in vitro 
試験）による 

区分 4 

MTT 
還元剤 5 

物理的 
状態 

区分 1A の in vivo 腐食性物質 

ブロモ酢酸 79-08-3 有機酸 1A (3) 1A -- 固体 
3 フッ化ボロン 
2 水化物 

13319-75-0 無機酸 1A (3) 1A -- 液体 

フェノール 108-95-2 フェノール類 1A (3) 1A -- 固体 
ジクロロアセチル 
クロリド 

79-36-7 求電子剤 1A (3) 1A -- 液体 

区分 1B/1C の in vivo 腐食性物質 
グリオキシル酸 
一水和物 

563-96-2 有機酸 1B/1C (3) 1B/1C -- 固体 

乳酸 598-82-3 有機酸 1B/1C (3) 1B/1C -- 液体 
エタノールアミン 141-43-5 有機塩基 1B (3) 1B/1C  粘稠性 
塩酸（14.4%） 7647-01-0 無機酸 1B/1C (3) 1B/1C -- 液体 

in vivo 非腐食性物質 
臭化フェネチル 103-63-9 求電子剤 NC (3) NC  液体 
4-アミノ-1,2,4- 
トリアゾール 

584-13-4 有機塩基 NC (3) NC -- 固体 

4-（メチルチオ） 
ベンズアルデヒド 

3446-89-7 求電子剤 NC (3) NC  液体 

ラウリン酸 143-07-7 有機酸 NC (3) NC -- 固体 

略語：CASRN＝CAS 登録番号；UN GHS＝国連勧告「化学品の分類および表示に関する世界調和システム」(1)； VRM
＝バリデーション済み標準試験法；NC＝非腐食性 
1これらの化学物質は、まず腐食性であるか非腐食性であるかにより分類し、さらに腐食性の細区分および化学物

質の種類により細分類した。表に記載した化学物質は、ECVAM による EpiSkinTM および EpiDermTM のバリデーシ

ョン試験で使用された物質(10) (11) (12)、ならびに EpiSkinTM (24)、EpiDermTM、SkinEthicTM および epiCS® の開発

者により提供されたデータに基づいたバリデーション後試験より選択したものである。特に記載のない限り、市
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販されている化学物質の購入時の純度において試験を行った(10)(12)。 この選択にあたっては、可能な限り以下の

ような物質を含めることとした：(i) VRM により測定または予測可能な腐食性反応の範囲（例えば、非腐食性、弱

腐食性ないし強腐食性）を代表する化学物質、(ii)バリデーション試験で用いられた化学物質分類を代表する物質、

(iii)化学構造が明確に同定されている物質、(iv)VRM において再現性の高い結果が得られる物質、(v)in vivo での標

準試験法において確実な結果が得られる物質、(vi)市販されている物質、ならびに(vii) 非常に高額な廃棄コストが

かからない物質。 
2Barratt ら(1998)による化学物質分類(10)。 
3UN GHS の細区分 1A、1Bおよび 1Cには、国連包装等級 I、IIおよび III がそれぞれ対応する。 
4 表に記載した VRM による in vitro での分類予測は、試験法の開発者が行ったバリデーション後試験において

EpiSkinTM および EpiDermTM 試験法（VRM）により得られたものである。 
5ECVAM による皮膚腐食性試験で得られた生存率の値は、直接的な MTT 還元を考慮した補正を行っていない（バ

リデーション試験では、死滅させた組織を用いた対照が設けられなかった）。しかし、この表中に示した試験法開

発者らによるバリデーション後試験のデータは、適切な対照を用いて得たものである。 

 

14 RhE モデルの使用者は、習熟度確認の一部として、組織のバリア特性が RhE モデル作製者に

よって明記されたとおりであるかどうかを、モデル受領後に確認することが推奨される。こ

れは、組織の輸送が長距離／長時間であった場合、特に重要である。試験法が首尾よく確立

され、当該試験法を使用する習熟度が一度確認された後は、このような確認を定期的に行う

必要はない。ただし、試験法を日常的に使用するようになってもバリア特性の評価は引き続

き定期的に実施することが推奨される。 

 

手順 

15. 以下に、皮膚刺激性評価に用いる本試験ガイドライン収載 RhE 試験法の構成要素および手順

を包括して説明する。本試験ガイドラインでの使用における科学的妥当性が認められている

RhE モデル、すなわち EpiSkinTM（SM）、EpiDermTM（EPI-200）、SkinEthicTM RHE および epiCS® 

モデル(18) (19) (20) (28) (29) (30) (31) (32) (33)は、市販のものを入手することができる。また、

これら 4 種の RhE モデルの標準操作手順書（SOP）が入手可能である(34) (35) (36) (37)。補遺

3 に、これらの試験法の主要な構成要素を示している。試験実施施設で実施する試験にこれ

らの試験法の一つを用いる場合は、該当する SOP を参照することが勧められる。本試験ガイ

ドラインに収載されている 4 種類の RhE 試験法による試験は、以下の手順に従って実施する

こと。 

 

RhE 試験法の要素 

一般的条件 

16. ヒトの非形質転換角化細胞を用いて、表皮を構築すること。機能する角質層の下に、生きた

表皮細胞からなる複数の細胞層（基底層、有棘層および顆粒層）が存在すること。角質層は、

細胞毒性マーカー（例えば、ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）または Triton X-100）の急速な

浸透に耐えられる頑強なバリアとして機能するように、これに必要な脂質プロファイルを有

する多層であること。バリア機能を備えていることを立証すること。バリア機能は、固定の

曝露時間で曝露したときに組織の生存率を 50%低下させるマーカー物質濃度（IC50）、また
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はマーカー物質を特定の固定の濃度で曝露したときに細胞生存率を 50%低下させるのに必要

な曝露時間（ET50）のいずれかを決定することによって評価可能である（段落 18 を参照のこ

と）。RhE モデルは、物質が角質層の周囲を通過して生きた組織へと到達するのを防ぐのに

十分な浸透防止機能を備えていること。RhE モデルは、バクテリア、ウイルス、マイコプラ

ズマまたは菌類に汚染されていないこと。 

 

機能条件 

生存率 

17. 生存率は、MTT 法を用いて定量する(27)。RhE モデルの使用者は、使用した RhE モデル の各

バッチが陰性対照に関する所定の基準を満たすことを必ず確認すること。抽出溶媒単独の光

学濃度（OD）は、十分に低い値（すなわち OD＜0.1）であること。RhE モデルの皮膚刺激性 

試験法条件下における陰性対照の OD 値の許容範囲（上限値および下限値）は、RhE モデル

の開発者／供給者で確立されており、本試験に収載している4種類のバリデーション済みRhE

試験法における許容範囲は表 2 に示すとおりである。陰性対照組織が曝露時間中の培養下で

安定であること（その OD 測定値が常に同程度であること）を記録する。 

 

表 2：バッチの品質管理用陰性対照の OD 値の許容範囲 
 下限値 上限値 

EpiSkinTM (SM) ≥ 0.6 ≤ 1.5 

EpiDermTM SCT (EPI-200) ≥ 0.8 ≤ 2.8 

SkinEthicTM RHE ≥ 0.8 ≤ 3.0 

epiCS® ≥ 0.8 ≤ 2.8 

 

バリア機能 

18. 角質層およびその脂質組成は、IC50または ET50から、ある種の細胞毒性マーカー（たとえば

SDS または Triton X-100）の急速な浸透に耐えられると判断されるものであること（段落 21

を参照のこと）。 

 

形態 

19. RhE モデルの組織学的検査を実施して、RhE モデルが多層性のヒト表皮様構造（基底層、有

棘層、顆粒層および角質層を含む）をもち、ヒト表皮に類似した脂質プロファイルを備えて

いることを立証すること。 
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再現性 

20. 試験法の使用者は、陽性対照および陰性対照を用いて当該試験法における経時的再現性を立

証すること。また、RhE モデルの開発者／供給者が、例えば技能証明用化学物質の一覧表（表

1）に記載されているような腐食性または非腐食性の化学物質を用いて経時的再現性を立証す

るデータを示している場合にのみ当該試験法を用いるべきである。細区分を行うためにこれ

らの試験法を用いる場合は、当該試験法による細区分の再現性も立証しなければならない。 

 

品質管理（QC） 

21. RhE モデルの開発者／供給者は、RhE モデルの各バッチが所定の製品出荷基準を満たすこと

を保証し、立証すること。製品出荷基準のなかでも、生存率（段落 17）、バリア機能（段落 

18） および形態（段落 19）は、特に重要な基準である。RhE モデルの使用者がこれらの情報

を試験報 告書に含めることができるよう、これらのデータを使用者に提供すること。腐食性

分類について信頼できる予測を得るため、QO により適格であると認められた組織バッチから

得られた結果のみを使用する。RhE モデルの開発者 ／供給者はまた、IC50および ET50の許容

範囲（上限および下限）を確立する。4 種類のバリデーション済み試験法における IC50 およ

び ET50の許容範囲を表 3 に示す。 
 

表 3：QC におけるバッチ出荷基準 
 下限値 上限値 

EpiSkinTM (SM) 
（SDS で 18 時間処理）(35) 

IC50＝1.0 mg/mL IC50＝3.0 mg/mL 

EpiDermTM SCT (EPI-200) 
（1% Triton X-100）(36) 

ET50＝4.0 時間 ET50＝8.7 時間 

SkinEthicTM RHE 
（1% Triton X-100）(37) 

ET50＝4.0 時間 ET50＝10.0 時間 

epiCS® (1% Triton X-100)(38) ET50＝2.0 時間 ET50＝7.0 時間 

 

被験物質および対照物質の適用 

22. 各曝露時間につき、被験物質および対照物質のそれぞれに対して 2 つ以上の複製組織を用い

ること。固体および液体の被験物質のいずれでも、過剰量を適用するのは避けるべきである

が、表皮表面を均一に覆うのに十分な量（すなわち、70 μL/cm2または 30 mg/cm2以上）を適

用する。被験物質が固体の場合、試験法によっては、被験物質と表皮表面の接触を改善する

ため、適用前に表皮表面を脱イオン水または 蒸留水で湿らせる必要がある(34) (35) (36) (37)。

固体は可能な場合は必ず、適用前に粉砕して微粉とする。被験物質は、それに適した方法を

用いて適用する（例として、参考文献 12、35～38 を参照のこと）。曝露時間が終了し たら、

水性緩衝液または 0.9%塩化ナトリウム水溶液を用いて表皮を慎重に洗浄し、被験物質 を取り

除く。4 種類のバリデーション済み RhE 試験法のうちいずれの試験法を用いるかにより、被
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験物質ごとに 2 ないし 3 段階の曝露時間を設定する（4 種類のバリデーション済み RhE モデ

ルのすべてで 3 分間および 1 時間、EpiSkinTM の場合は 4 時間の曝露時間を追加する）。曝露

時のインキュベーション温度は、用いる RhE 試験法および評価を行う曝露時間に応じて室温

～37 ºC の範囲とする。 

 

23. 陰性対照および陽性対照（PC）を同時に設け、生存率（陰性対照と比較）、組織のバリア機

能および感度（PC と比較）が過去の実績に基づいた許容範囲内にあることを実証する。陽性

対照物質としては、使用する RhE モデルに応じて氷酢酸または 8N 水酸化カリウム（8N KOH）

が推奨される。ただし、8N KOH は適切な対照を設ける必要がある直接的な MTT 還元剤であ

ることに注意を要する（段落 25 および 26 を参照のこと）。陰性対照には、0.9% (w/v) 塩化ナ

トリウムまたは水が推奨される。 

 

細胞生存率の測定 

 

24. 本ガイドラインでは、細胞生存率の測定に、定量的測定法である MTT 法を用いることとする 

(28)。組織試料は、適切な濃度（0.3 または 1 mg/mL）の MTT 溶液中に 3 時間浸漬する。沈殿

した青いホルマザン産物を溶媒（たとえば、イソプロパ ノールまたは酸性イソプロパノール）

を用いて組織から抽出し、± 30 nm 以内の帯域フィルタを 用いて 570 nm の波長で OD を測定

することによってホルマザン濃度を算出する。 

 

25. 被験物質が MTT を青色のホルマザンへと直接還元する作用を有する場合、あるいは被験物質

が有色である場合［被験物質がもともと有色であるかもしくは曝露処理中に着色し、ホルマ

ザンと同じ OD が測定される（570±30 nm、主として青色および紫色の化学物質）］、このよ

うな被験物質は MTT 法の結果に影響を及ぼす恐れがある。このため、追加の対照を用いて、

このような被験物質による干渉を検出し、補正する必要がある（段落 26 および 27 を参照の

こと）。特に重要なのは、特定の被験物質が洗浄後も組織から完全に取り除かれていないか、

または表皮を通過したために、MTT を用いた生存率試験の実施時に組織中に残存している場

合である。直接的な MTT 還元作用および被験物質の色による干渉を補正する方法は、各試験

法の SOP に詳述されている(34) (35) (36) (37)。このような干渉による非特異的な MTT 還元

（NSMTT）および非特異的な着色（NSC）がある場合、組織抽出物の OD が分光光度計の線

形範囲を超えて増加することがある。したがって、試験実施施設は、規制目的での被験物質

の試験を開始する前に、Sigma-Aldrich 社より市販されている MTT formazan（製品番号 M2003、

CAS 番号 57360-69-7）などを用い、使用する分光光度計の OD の線形範囲を特定しておくこ

とが重要である。組織抽出物の OD が分光光度計の線形範囲を超えた場合は、酸性イソプロ

パノールでこれを希釈し、希釈倍数を考慮に入れて NSMTT や NSC の割合（同時に測定した

陰性対照に対する相対値：%）を求め、試験値を補正する。陰性対照に対する NSMTT や NSC

の相対値が 50%以上であるような被験物質については、試験結果の取り扱いに注意が必要で

ある。 
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26. 直接的な MTT 還元剤を検出するため、新たに調製した MTT 培地に各被験物質を添加する。

この混合物を、使用する RhE モデルに応じて 60～180 分間、暗所にて 37°C、5% CO2でイン

キュベートする(34) (35) (36) (37)。対照には、MTT 培地を用いる。被験物質を含んだ MTT 混

合液（被験物質が不溶性化合物であれば懸濁液）が青色／紫色に変化した場合、被験物質は

MTT を直接還元する物質であると考え、生存能力のない表皮を用いてさらに確認試験を実施

する。この確認試験には、代謝活性は有しないが、生きている組織と同等量の被験物質を吸

収、結合する死滅させた組織を用いる。MTT 還元物質のそれぞれを各曝露時間につき 2 つ以

上の死滅させた組織に適用し、これを含めて皮膚腐食性試験を実施する。MTT 還元剤で処理

した生きた組織における OD 値と同様の処理をした凍結組織における OD 値の差として組織

の真の生存率を求め、同時に試験を行った陰性対照の OD 値でこれを除して相対的な生存率

を算出する。 

 

27. 色による干渉を検出するため、有色の化学物質を水（曝露時の環境）やイソプロパノール（抽

出溶媒）に添加してスペクトル解析を行い、当該化学物質に対して対照を追加する必要があ

るか否かを評価する。水やイソプロパノールに加えた化学物質が 570±30 nm の範囲の光を吸

収した場合は、着色した対照を設ける。有色の化学物質のそれぞれを各曝露時間につき 2 つ

以上の生きた組織に適用し、これを含めて皮膚腐食性試験を実施するが、これらの試料につ

いては MTT とのインキュベーションの段階で MTT 溶液の替わりに培地を用いる。生きた組

織には固有の生物学的変動がみられるため、（実施するすべてのランにおいて）各曝露時間、

および有色の被験物質のそれぞれに対して独立した NSC 対照を設ける必要がある。MTT 溶

液でインキュベートした生きた組織におけるOD値とMTTを加えない培地でインキュベート

した生きた組織における OD 値の差として組織の真の生存率を求め、同時に試験を行った陰

性対照の OD 値でこれを除して相対的な生存率を算出する。 

 

許容基準 

28. バリデーション済みの RhE モデルを用いた各試験法において、陰性対照物質で処理した組織

の OD 値は、表 2 に示すように組織の品質を反映したものでなくてはならず、過去の実績に

より確立された限度値を下回ってはならない。また、PC（すなわち、氷酢酸または 8N KOH）

で処理した組織では、腐食性の化学物質に対する反応が試験条件下で認められなければなら

ない（補遺 3 を参照のこと）。被験物質や対照物質で処理した組織間の変動は、バリデーシ

ョン済みの各 RhE モデルに対して規定された限度値（補遺 3 を参照のこと）の範囲内でなけ

ればならない（例えば、2 つの組織間の変動の差が 30%を超えない等）。陰性対照または PC

に許容範囲の逸脱が認められた場合は、当該試験は無効であるとみなされ、再試験を行う必

要がある。また、被験物質における変動が規定の範囲を超えた場合にも、再試験を実施しな

ければならない。 
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結果の解釈および予測モデル 

29. 各被験物質における OD 値を用い、陰性対照の OD 値を細胞生存率 100%としたときの相対的

な細胞生存率を算出する。本試験ガイドラインに収載されている各試験法において被験物質

を腐食性または非腐食性に分類するため（または、腐食性の細区分間を行うため）に設定し

た細胞生存率のカットオフ値を以下の段落 31 および 32 に示している。結果の解釈において

は、このカットオフ値を用いること。 

 

30. 試験結果により被験物質の皮膚腐食性の分類が明確に示される場合は、2 つ以上の組織を用

いて実施した 1 回の試験のみで十分である。しかし、組織間での測定値の変動が大きい等、

明確な結果が得られなかった場合は、2 回目の試験の実施を考慮する。さらに、最初の 2 回の

試験の結果が一致しない場合には、3 回目の試験を考慮する。 

 

31. EpiSkinTM を用いる皮膚腐食性試験法(11) (34) (24)における UN GHS (1)の分類システムに基づ

いた予測モデルを表 4 に示す。 

 

表 4：EpiSkinTM の予測モデル 

曝露後の生存率 
（曝露時間：3 分、60 分および 240 分） 

腐食性分類の予測 

3 分間曝露後の生存率が 35%未満 腐食性： 
 細区分を行う場合は細区分 1A *とみなす 

3 分間曝露後の生存率が 35%以上で、かつ 
60 分間曝露後の生存率が 35%未満 
または 
60 分間曝露後の生存率が 35%以上で、かつ 
240 分間曝露後の生存率が 35%未満 

腐食性： 
 細区分を行う場合は、1B と 1C を統合した細

区分とみなす 

240 分間曝露後の生存率が 35%以上 非腐食性 

*) 腐食性の細区分における RhE 試験法の有用性を評価するために作成したデータによると、EpiSkinTM 試験法によ

り区分 1A に分類された物質／混合物の約 22%が、実際には区分 1B または 1C に属するものである可能性がある

（すなわち、過大評価）（補遺 4 の表 4.0 を参照のこと）。 

 

32. EpiDerm TM SCT (13) (36)、SkinEthicTM RHE (19) (20) (36)および epiCS® (18) (37)を用いる皮膚

腐食性試験法における UN GHS (1)の分類システムに基づいた予測モデルを表 5 に示す。 

 

表 5：EpiDermTM SCT、SkinEthicTM RHE および epiCS® の予測モデル 

曝露後の生存率（曝露時間：3 分および 60 分） 腐食性分類の予測 

3 分間曝露後の生存率が 50%未満 腐食性： 
 細区分を行う場合は 1A *とみなす 
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3 分間曝露後の生存率が 50%以上で、かつ 
60 分間曝露後の生存率が 15%未満 

腐食性： 
 細区分を行う場合は、1B と 1C を統合した

細区分とみなす 

3 分間曝露後の生存率が 50%以上で、かつ 
60 分間曝露後の生存率が 15%以上 

非腐食性 

*) 腐食性の細区分における RhE 試験法の有用性を評価するために作成したデータによると、EpiDermTM 試験法に

より区分 1Aに分類された物質／混合物の約 42%、および SkinEthicTM 試験法および epiCS® 試験法により区分 1A
に分類された物質／混合物の約 46%が、実際には区分 1Bまたは 1Cに属するものである可能性がある（すなわち、

過大評価）（補遺 4 の表 4.0 を参照のこと）。 

 

データおよび報告 

データ 

33. 各試験について、個々の組織のデータ（たとえば、被験物質の OD 値、算出した細胞生存率

および分類される区分）を表で報告する。該当する場合、反復試験のデータも含める。加え

て、各試験における組織間の生存率の平均値や範囲および CV を報告する。被験物質と MTT

試薬との間に直接的な MTT 還元剤による相互作用がみられた場合、または被験物質が有色で

あるまたは着色した場合、それらを報告する。 

 

試験報告書 

34. 試験報告書には、以下の情報を含めなければならない。 

 

被験物質および対照物質： 

− IUPAC または CAS などの化学名、および分かっている場合は CAS 番号 

− 物質または混合物の純度および組成（重量百分率で） 

− 本試験の実施において重要な物理化学的性状（例えば、物理的状態、安定性、揮発性、

pH および水溶性など） 

− 該当する場合は、被験物質／対照物質に対する前処理（例えば、加温、粉砕など） 

− 保存条件 

 

使用した RhE モデルおよびプロトコル、ならびに必要に応じてその使用の根拠 

試験条件： 

− 使用した RhE モデル（バッチ番号を含む） 

− 測定装置（例えば、分光光度計）の較正情報、細胞生存率の測定に使用した帯域フィル

タ、および測定装置の OD の線形範囲 

− 使用した特定の RhE モデルを裏付ける性能などのあらゆる情報。 
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これには以下の情報を含むべきであるが、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) 再現性および予測能 

v) モデルの品質管理（QC） 

− 使用した試験手順の詳細。これには以下の情報を含むべきであるが、これらに限定され

るものではない。 

i) 曝露後の洗浄の手順 

ii) OD（細胞生存率）の測定に用いた波長および帯域（フィルタ） 

− 試験で用いた用量、曝露時間の長さおよび曝露温度 

− 曝露時間ごと、被験物質および対照物質（PC、陰性対照、ならびに該当する場合は NSMTT

および NSC）ごとに使用した組織の数 

− 直接的な MTT 還元剤や有色の被験物質に対して使用した対照物質の効能 

− 試験手順のあらゆる変更についての説明（洗浄の手順を含む） 

− モデルの過去のデータに対する言及。これには以下の情報を含むべきであるが、これら

に限定されるものではない。 

i) 過去のデータに言及したうえで QC データが許容可能かどうかを示す 

ii) 陽性対照および陰性対照の平均値および範囲に言及したうえで、陽性対照および陰

性対照の測定値が許容可能かどうかを示す 

iii) 組織間の変動の過去のデータに言及したうえで試験結果が許容可能かどうかを示す 

− 使用した RhE モデルに基づいて適用した判定基準／予測モデルについての説明 

 

結果： 

− 曝露時間ごと、試験ごと、組織ごとの測定値、平均値、範囲および CV、ならびに分類さ

れた区分について個々の被験物質および対照物質のデータを示す表 

− 直接的な MTT 還元剤や有色の被験物質に対して使用した対照物質における結果 

− 観察されたその他の作用の説明 

− 用いた予測モデル／判定基準に言及したうえで分類された区分を示す 

 

結果の考察 

結論 
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補遺 1 

 

 

皮膚腐食性評価のために提案された類似または 

改良 in vitro 再生ヒト表皮（RhE）試験法を評価するための性能標準 2 

 

 

はじめに 

1. この性能標準（PS）の目的は、新規または改良試験法がその試験目的に合う十分な信頼性お

よび妥当性を備えているかどうかを、その試験法の所有権（すなわち著作権、商標登録また

は登録）の有無にかかわらず、決定することが可能な基準を示すことである。バリデーショ

ン済み承認試験法に基づくこの PS を用いることによって、バリデーション済み承認試験法と

同じ生物学的作用または毒性作用を測定または予測するために同様の科学的原則に基づいて

新たに提案された類似試験法（口語的には、ゾロ（me-too）試験法と呼ばれる）について、

その信頼性および妥当性を評価することが可能である(8)。一方、改良試験法（すなわち、承

認済試験法に手を加えた提案試験法）については、新たに提案された変更が試験の性能にど

のような影響を与えるか、またバリデーション過程の他の要素で使用する情報にこの変更が

どの程度影響を与えるかを決定するために、改良試験法を採用前に評価する必要がある。改

良試験法を新規試験法のためのバリデーション過程によって評価するか、または（適切な 場

合）信頼性および妥当性に関する PS を使用する限定的な評価を実施して評価するかは、新た

に提案された変更の数およびその性質、得られたデータ、ならびにそれらの変更を裏付ける

文書に応じて決定する(9)。 

 

2. 本試験ガイドラインのもとでの使用が提案される類似（ゾロ）または改良試験法は、TG 404

に示された in vivo 腐食性のすべてのスコア、すなわち腐食性（UN GHS 区分 1A および区分

1B/1C）ならびに非腐食性 (1)を代表する化学物質を網羅した参照物質（表 1）を用いて評価

し、その信頼性および妥当性を実証する。提案される類似または改良試験法は、2 種類の VRM

［EpiSkinTM (SM)および EpiDermTM SCT (EPI-200)］と同等もしくはこれを上回る信頼性およ

び予測能を有していなければならない。求められる信頼性および予測能については、本補遺

の段落 6～10（表 2 および 3）に記述する(11) (12) (24)。新規または改良試験法の信頼性、な

らびに非腐食性物質と腐食性物質とを正確に識別する能力および腐食性物質を UN GHS 区分

1A と区分 1B/1C とに細区分する能力は、被験物質の試験に提案試験法を使用する前に決定す

る。 

 

                                                        
2  本試験ガイドラインに示した PS に従って提案される新規または改良試験法は OECDに提出し、採用されて本

試験ガイドラインに収載された後に規制目的に使用すること。
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3. ここに示す PS は、新規または改良 RhE 試験法の評価を行うための米国動物実験代替法検証

省庁間連絡委員会（US-ICCVAM PS） (7)に基づいたものである。本 PS では、(i)試験法の重

要要素、(ii) 推奨される参照物質、および(iii)提案試験法において最低限必要とされる信頼性

および正確性の値の定義について述べる (8)。 

 

試験法の重要要素 

4. バリデーション済み試験法における構造的、機能的および手順的な重要要素のことである。

これらは 構造的および機能的に類似したまたは改良された提案試験法のプロトコルに示す

こと。これらには、その試験法固有の特徴、重要な手順詳細、品質管理で用いる尺度などが

含まれる。試験法のこれらの重要要素を厳守することは、提案された類似または改良試験法

が VRM と同じ概念に基づくものであることを保証するのに役立つ(6)。試験法のこれらの重

要要素は、本試験ガイドラ インの段落 16～32 に詳述した。 

 

一般的条件（段落 16） 

 

機能条件（以下を含む） 

 

− 生存率（段落 17） 

− バリア機能（段落 18） 

− 形態（段落 19） 

− 再現性（段落 20） 

− 品質管理（段落 21） 

 

手順的条件（段落 22～32） 

 

例えば表 2、3、4、5 および 6 に示したような特定のパラメータについては、試験法によって

固有の値が異なることがあるため、新規のすべての類似または改良試験法において適切な値

を設定しなければならない。 

 

最低限評価すべき参照物質の一覧表 

5. 参照物質を用いて、提案された類似または改良試験法（構造的および機能的に VRM に 十分

類似しているまたは VRM のどれかを若干改良したものであることが証明されているもの）

の信頼性および妥当性が VRM と同等以上であるかどうかを確認する(11) (12) (24)。表 1 に示

した 30 種類の推奨参照物質には、異なる化学物質分類（すなわち、官能基に基づく化学物質

区分）を代表する化学物質が含まれており、かつ、TG 404 に示された in vivo スコアを代表す

る化学物質がすべて網羅されている。これら 30 種類の参照物質の内訳は、UN GHS 区分 1A
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の化学物質 10 種類、UN GHS 区分 1B および 1C（in vivo データでは、これら 2 つの区分を区

別することができない）の化学物質 10 種類、ならびに非腐食性の化学物質 10 種類である。

表 1 に列記した化学物質は、バリデーション試験で使用した化学物質から、化学官能性およ

び物理的状 態に基づいて選択したものである(10) (11) (12) (24)。これらの参照物質は、UN GHS 

(1)に基づいた区分 1A、区分 1B/1C および非腐食性の化学物質および混合物を区別すること

ができる（1A、1B/1C および NC に分類）として提案された類似または改良試験法の信頼性

および妥当性を評価するうえで使用すべき最低限の化学物質数を示すものである。腐食性お

よび非腐食性の化学物質ならびに混合物を区別することはできるが腐食性物質の細区分を行

うことはできない（C と NC に分類）類似または改良試験法については、表 1 に示した 30 種

類の化学物質のうち 20 種類（斜体表記ではないもの）を評価するのみでよい（UN GHS 区分

1A の化学物質 5 種類、UN GHS 区分 1B および 1C の化学物質 5 種類、ならびに非腐食性の化

学物質 10 種類）。なお、新規の類似試験法の開発／最適化においては、これらの参照物質の

使用は可能な限り避けるべきである。表に列記した化学物質が入手できない場合、適切な in 

vivo 参照データが入手可能な他の化学物質を、主として VRM のバリデーション試験で使用し

た化学物質から選択して使用してもよい。提案試験法の正確性を更に 評価するために、この

最低限評価すべき参照物質のほかに他の化学物質分類を代表 するその他の化学物質（ただし、

適切な in vivo 参照データが入手可能なもの）の評価を追加して もよい。 
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表 1：類似または改良 in vitro RhE 皮膚腐食性試験法の信頼性および予測能を決定するために最低

限評価すべき参照物質の一覧表。腐食性物質と非腐食性物質とを区別するために提案される類似

または改良試験法（細区分は行わない）においては、斜体表記ではない 20 種類の化学物質につい

て試験を行う。細区分 1A、1B および 1C を統合した細区分（以下、1B/1C とする）ならびに非腐

食性の化学物質を識別するために提案される類似または改良試験法については、さらに多くの参

照物質について試験を行う必要がある。この場合に追加すべき参照物質を斜体で示している。 
化学物質 1 CASRN 化学物質 

分類 2 
物理的 
状態 

EpiSkinT

M 4 
EpiDerm 

TM 4 
SkinEthic 

TM 4 
epiCS® 4 

in vivo 試験の結果に基づいた非腐食性化学物質 3 
臭化フェネチル* 103-63-9 求電子剤 液体 (3) NC (3) NC (3) NC (2) NC 

4-アミノ-1,2,4- 
トリアゾール 

584-13-4 有機塩基 固体 (3) NC (3) NC (3) NC (2) NC 

4-（メチルチオ） 
ベンズアルデヒド
* 

3446-89-7 求電子剤 液体 (3) NC (3) NC (3) NC (2) NC 

ラウリン酸 143-07-7 有機酸 固体 (3) NC (3) NC (3) NC (2) NC 

1,9-デカジエン 1647-16-1 中性有機物 液体 (3) NC (3) NC (3) NC (2) NC 
2,4- 
ジメチルアニリン 

95-68-1 有機塩基 液体 (2) NC 
(1) 1B/1C 

 

(1) NC 
(2) 1B/1C 

(2) 1B/1C 
(1) 1A 

(1) NC 
(1) 1B/1C 

3,3'-ジチオジプロ

ピオン酸 
1119-62-6 有機酸 固体 (3) NC (3) NC (3) NC (2) NC 

パルミチン酸 
メチル 

112-39-0 中性有機物 固体 (3) NC (3) NC (3) NC (2) NC 

2-ヒドロキシイソ

酪酸 
594-61-6 有機酸 固体 (3) 1B/1C (3) 1B/1C (3) 1B/1C (2) 1B/1C 

ウンデシレン酸 
ナトリウム（33%） 

3398-33-2 石けん／ 
界面活性剤 

液体 (3) 1B/1C (3) 1B/1C (3) 1B/1C (2) 1B/1C 

in vivo 試験の結果に基づいた UN GHS 区分 1B および 1C の物質 3 
グリオキシル酸 
一水和物 

563-96-2 有機酸 固体 (3) 1B/1C (3) 1B/1C (3) 1B/1C (2) 1B/1C 

乳酸 598-82-3 有機酸 液体 (3) 1B/1C (3) 1B/1C (3) 1B/1C (2) 1B/1C 

硫酸水素ナトリウ

ム一水和物 
10034-88-5 無機塩 固体 (3) 1B/1C (3) 1B/1C (2) 1B/1C 

(1) NC 
(2) 1B/1C 

エタノールアミン
* 

141-43-5 有機塩基 粘稠性 (3) 1B/1C (3) 1B/1C (3) 1B/1C (2) 1B/1C 

カプリル酸： 
カプリン酸 
（60：40） 

68937-75-7 有機酸 液体 (3) 1B/1C (3) 1B/1C (3) 1B/1C (2) 1B/1C 

塩酸（14.4%） 7647-01-0 無機酸 液体 (3) 1B/1C (3) 1B/1C (3) 1B/1C (2) 1B/1C 

フルオロほう酸 16872-11-0 無機酸 液体 (3) 1A (3) 1A (3) 1A (2) 1A 

プロピオン酸 79-09-4 有機酸 液体 (3) 1A (3) 1A (3) 1A (2) 1A 
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2-tert-ブチルフェ
ノール* 

88-18-6 フェノール類 液体 (3) 1B/1C (3) 1A (3) 1A (2) 1A 

シクロヘキシルア
ミン* 

108-91-8 有機塩基 液体 (3) 1B/1C (3) 1A (3) 1A (2) 1A 

in vivo 試験の結果に基づいた UN GHS 区分 1A の物質 3 
アクリル酸 79-10-7 有機酸 液体 (3) 1A (3) 1A (3) 1A (2) 1A 

ブロモ酢酸 79-08-3 有機酸 固体 (3) 1A (3) 1A (3) 1A (2) 1A 

3 フッ化ボロン 
2 水化物 

13319-75-0 無機酸 液体 (3) 1A (3) 1A (3) 1A (2) 1A 

フェノール 108-95-2 フェノール類 固体 (3) 1A (3) 1A (3) 1A (2) 1A 

3 臭化リン 7789-60-8 無機酸 液体 (3) 1A (3) 1A (3) 1A (2) 1A 

硝酸銀 7761-88-8 無機塩 固体 (1) 1A 
(2) 1B/1C 

(3) 1A (3) 1A (2) 1A 

ギ酸 64-18-6 有機酸 液体 (3) 1A (3) 1A (3) 1A (2) 1A 

ジクロロアセチル

クロリド 
79-36-7 求電子剤 液体 (3) 1A (3) 1A (3) 1A (2) 1A 

硫酸（98%） 7664-93-9 無機酸 液体 (3) 1A (3) 1A (3) 1A (2) 1A 

N-（3-ジメチルア

ミノプロピル）

-1,3-プロピレンジ

アミン* 

10563-29-8 有機塩基 液体 (3) 1B/1C (3) 1B/1C (3) 1B/1C (2) 1B/1C 

略語：CASRN = CAS 登録番号； UN GHS =国連勧告「化学品の分類および表示に関する世界調和システム」(1)；
NC＝非腐食性 
1これらの化学物質は、まず腐食性であるか非腐食性であるかにより分類し、さらに腐食性の細区分により細分類

した。表に記載した化学物質は、ECVAM による EpiSkinTM および EpiDermTM SCT のバリデーション試験で使用さ

れた物質(10) (11) (12)、ならびに EpiSkinTM (24)、EpiDermTM 、SkinEthicTM および epiCS® の開発者により提供され

たデータに基づいたバリデーション後試験より選択したものである。特に記載のない限り、市販されている化学

物質の購入時の純度において試験を行った(10) (12)。選択にあたっては、可能な限り以下のような物質を含めるこ

ととした：(i) VRM により測定または予測可能な腐食性反応の範囲（例えば、非腐食性、弱腐食性ないし強腐食性）

を代表する化学物質、(ii)バリデーション試験で用いられた化学物質分類を代表する物質、(iii)VRM の性能特性を

反映する化学物質、(iv)化学構造が明確に同定されている物質、(v)VRM において再現性の高い結果が得られる物

質、(vi)in vivo での標準試験法において確実な結果が得られる物質、(vii)市販されている物質、ならびに(viii)非常

に高額な廃棄コストがかからない物質。アスタリスク（*）を付した化学物質は、直接的な MTT 還元剤として作

用する可能性のある物質である。 
2 Barratt ら(1998)による化学物質分類(10)。 
3 UN GHS の細区分 1A、1Bおよび 1Cには、国連容器等級 I、IIおよび III がそれぞれ対応する。 
4表に記載した VRM による in vitro での分類予測は、試験法の開発者が行ったバリデーション後試験中にさまざま

な試験法によって得られた。これらの予測は、死滅させた対照組織を用いて直接的な MTT 還元作用を補正したも

のである。 
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信頼性および正確性の値の定義 

6. 複数の独立した試験実施施設での使用が予定されている類似のまたは改良された提案試験法

では、表 1 に示した 30 種類のすべての参照物質を用いて、少なくとも 3 施設でバリデーショ

ン試験を実施し、信頼性および妥当性を確立する（腐食性化学物質の細区分を行えない試験

法の場合は、24 種類の参照物質）。しかし、PS に基づいたすべてのバリデーション試験は、

国際的なガイドライン(8)に従って、国際的に認定された第三者評価機関によって評価を受け

ることが重要である。各試験実施施設では、十分な時間間隔を開けて、異なるバッチの組織

を用いた独立した試験を 3 回実施し、該当するすべての参照物質を各曝露時間にて検討する。

いずれの試験も、被験物質、陰性対照物質および PC のそれぞれについて曝露時間ごとに少

なくとも 2 つ以上の組織を用い、直接的な MTT 還元作用および/または色による干渉がある

場合には適切な対照を設けること。 

 

7. 提案試験法の信頼性および予測能を算出する際には、以下に示す基準に従い、事前に定義さ

れた一貫した方法を用いること。 

 

1. 施設内再現性（WLR）は、2 つ以上の有効な試験が行われた参照物質における有効な試

験のみを用いて分類の一致率に基づいて算出する。加えて、有効な試験が 1 つ以下であ

った参照物質（WLR の算出から除外）の数および種類、ならびに 2 つまたは 3 つの有効

な試験が実施された参照物質（WLR の算出に使用）の数および種類を、試験実施施設ご

とに報告する。 

 

2. 施設間再現性（BLR）の算出にあたっては、試験実施施設ごとに有効な試験全体におけ

る生存率の算術平均を用いて各参照物質の最終的な分類を行う。BLR は、各試験実施施

設で 1 つ以上の有効な試験が行われた参照物質について、有効な試験のみを用いて分類

の一致率に基づいて算出する。いずれかの試験実施施設における有効な試験数が 0 であ

った参照化学物質（BLR の算出から除外）の数および種類、ならびに試験実施施設全体

での有効な試験数が 3～9（各試験実施施設で 1 つ以上）であった BLR の算出に使用する

ことができる参照物質の数および種類を報告する。 

 

3. 予測能（例えば、感度、特異度、および C と NC との分類の正確性）は、試験実施施設

ごとに各参照物質における有効な試験のすべてを用いて算出する。この計算は、各試験

実施施設の参照物質ごとの有効な試験のそれぞれにおける個々の予測に基づいて行うこ

ととし、他の有効な試験を含めた生存率の算術平均を用いてはならない。 

 

ここにおいて、有効な試験とは、該当する SOP に基づいた試験の許容基準を満たした試験の

ことであり、有効なランにおいて実施されたものである。これ以外の試験は、無効であると
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みなされる。また、有効なランとは、該当する SOP に定められている NC および PC の試験

許容基準を満たしたランのことであり、これ以外のランは無効であるとみなされる。 

 

施設内再現性 

8. 腐食性化学物質と非腐食性化学物質とを区別（ただし、腐食性化学物質の細区分は行わない）

するとして提案される類似または改良試験法における施設内再現性の評価では、該当する 24

種類の参照物質に対する独立した異なる試験で得られた分類（腐食性または非腐食性）の施

設内の一致度が 90%以上であること（各試験実施施設における EpiSkinTM での実測値は、そ

れぞれ 100%、100%および 96%）。また、区分 1A、区分 1B/1C および非腐食性の化学物質を

区別するために提案される類似または改良試験法における施設内再現性の評価では、30 種類

の参照物質に対する独立した異なる試験で得られた分類（区分 1A、区分 1B/1C または非腐食

性）の施設内の一致度が 80%以上であること（各試験実施施設における EpiSkinTM での実測

値は、それぞれ 96%、96%および 88%）。 

 

施設間再現性 

9. 腐食性化学物質と非腐食性化学物質とを区別（ただし、腐食性化学物質の細区分は行わない）

するとして提案される類似または改良試験法では、該当する 24 種類の参照物質に対する独立

した異なる試験で得られた分類（腐食性または非腐食性）の施設間（好ましくは 3 施設以上）

の一致度が 80%以上であること（EpiSkinTM での実測値は 88%）。また、区分 1A、区分 1B/1C

および非腐食性の化学物質を区別するために提案される類似または改良試験法においては、

30 種類の参照物質に対する独立した異なる試験で得られた分類（区分 1A、区分 1B/1C また

は非腐食性）の施設間（好ましくは 3 施設以上）の一致度が 70%以上であること（EpiSkinTM 

での実測値は 80%）。 

 

予測能 

10. 提案された類似または改良試験法の予測能は、VRM と同等以上とする。腐食性化学物質と非

腐食性化学物質とを区別（C と NC に分類）するのみで、腐食性の細区分は行わないとして

提案される類似または改良試験法については、該当する 20 種類の参照物質（表 1）における

感度および特異度がそれぞれ 95%以上および 70%以上、一致度は 82.5%以上であることとす

る（表 2）。また、区分 1A、区分 1B/1C および非腐食性の化学物質を区別（1A、1B/1C およ

び NC に分類）するために提案される類似または改良試験法に関しては、EpiSkinTM  試験法お

よび EpiDermTM 試験法に類似した RhE 試験法について、30 種類の参照物質（表 1）において

要求される予測能の下限値を表 3 に示している。 
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表 2：腐食性化学物質と非腐食性化学物質とを区別（C と NC に分類）するが、腐食性を細区分

することはできないとして提案された類似または改良 RhE 試験法を有効とみなすために要求さ

れる感度、特異度および一致度の値。これらの値は、表 1 の斜体表記ではない 20 種類の参照物質

における 2 種類の VRM（EpiSkinTM  試験法および EpiDermTM 試験法）の結果に基づいたもので

ある。 
感度 特異度 一致度 

≥ 95% 

（実測値：EpiSkinTM - 100%、 
EpiDerm TM - 100%） 

≥ 70% 

（実測値：EpiSkinTM - 76.7%、 
EpiDerm TM - 73.3%） 

≥ 82.5% 

（実測値：EpiSkinTM - 88.3%、 
EpiDerm TM - 86.7%） 

 

表 3：細区分 1A、1B と 1C を統合した細区分（以下、1B/1C とする）ならびに非腐食性の化学物

質を区別（1A、1B/1C および NC に分類）するとして提案された類似または改良 RhE 試験法を有

効とみなすために要求される予測能の値*。これらの値は、30 種類の参照物質（表 1 を参照のこ

と）に対する 2 種類の VRM（EpiSkinTM  試験法および EpiDermTM 試験法）の結果に基づいたも

のである。 
VRM EpiSkin™ EpiDerm™ 
感度 

（C と NC に分類） 
≥ 95% 

（EpiSkinTM における実測値：100.0%） 
≥ 95% 

（EpiDermTM における実測値：100.0%） 

1A を正しく 
分類 

≥ 80% 
（EpiSkinTM における実測値：83.3%） 

≥ 90% 
（EpiDermTM における実測値：90.0%） 

1A を 1B/1C に 
過小評価 

≤ 20% 
（EpiSkinTM における実測値：16.7%） 

≤ 10% 
（EpiDermTM における実測値：10.0%） 

1A を NC に 
過小評価 

0% 
（EpiSkinTM における実測値：0.0%） 

0% 
（EpiDermTM における実測値：0.0%） 

1B/1C を 
正しく分類 

≥ 80% 
（EpiSkinTM における実測値：80.0%） 

≥ 55% 
（EpiDermTM における実測値：60.0%） 

1B/1C を 1A に 
過大評価 

≤ 20% 
（EpiSkinTM における実測値：20.0%） 

≤ 45% 
（EpiDermTM における実測値：40.0%） 

1B/1C を NC に 
過小評価 

≤ 5% 
（EpiSkinTM における実測値：0.0%） 

≤ 5% 
（EpiDermTM における実測値：0.0%） 

特異度 
≥ 70% 

（EpiSkinTM における実測値：76.7%） 
≥ 70% 

（EpiDermTM における実測値：73.3%） 
NC を 1A に 
過大評価 

≤ 5% 
（EpiSkinTM における実測値：0.0%） 

≤ 5% 
（EpiDermTM における実測値：0.0%） 

NC を 1B/1C に 
過大評価 

≤ 30% 
（EpiSkinTM における実測値：23.3%） 

≤ 30% 
（EpiDermTM における実測値：26.7%） 

一致度 
（C と NC に分類） 

≥ 87% 
（EpiSkinTM における実測値：92.2%） 

≥ 87% 
（EpiDermTM における実測値：91.1%） 

一致度（1A、1B/1C 
および NC に分類） 

≥ 78% 
（EpiSkinTM における実測値：80.0%） 

≥ 72% 
（EpiSkinTMにおける実測値：74.4%） 

*本試験ガイドラインでは、類似または改良 RhE 試験法における 30 種類の参照物質の結果に基づき、当該試験法

を EpiSkinTM の類似試験法または EpiDermTM の類似試験法として認める。EpiSkinTM 試験法および EpiSkinTM 試験

法はいずれも細区分（すなわち、1A、1B/1Cおよび NCに分類）を可能とするが、両試験法には異なる点が認めら

れる（SkinEthicTM および epiCS® は EpiDermTM と同様）。EpiSkinTM との類似性が立証された RhE 試験法では、予
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測された結果をそのまま使用することができる。しかし、EpiDermTM との類似性が立証された RhE 試験法では、

これに類する 3 種類の試験法における区分 1Aという予測は区分 1B/1Cの過大評価である割合が高いため、1B/1C
に分類された化学品は 1B/1Cであるとみなしてよいが、3 分間の曝露による細胞生存率が 50%を下回る化学品は区

分 1 と判定するに留めるべきである（本ガイドラインの段落 7 も参照のこと）。過大評価の確率が高いことを認

識した上で区分 1Aの分類をそのまま容認するか、もしくはこの結果を確認するためにさらに試験を実施するかど

うか等、本試験ガイドラインをどのように使用するかは、各加盟国の規制の枠組みの中で決定することとする。 

 

試験許容基準 

11. 1 種類以上の参照物質および対照物質に対する 1 回以上の試験が、被験物質および対照物質に

対する基準を満たさないなどの理由から不合格であると判断される場合がある（無効な試験）。

そのような場合、欠測値を補完するために追加試験（“再試験”）を各試験実施施設につき

最大 2 回実施してもよい。再試験の場合には、PC および NC も同時に試験しなくてはならな

いため、各試験実施施設において各参照物質について追加試験を最大 2 回実施することが可

能である。ただし、同一の試験実施施設で、一つの参照物質に対する有効な試験が 4 回以上

行われてはならない。過剰なデータの収集、およびこれに続くデータの選択は、不適切であ

るとみなされる。 

 

12. 再試験を実施しても、すべての各参照物質について有効な試験が 3 回分以上揃うことが、す

べての各参加施設で達成されない場合があり、データマトリックスが不完全になることがあ

る。このような場合、以下の 3 つの基準をすべて満たすときのみ、PS に基づいたバリデーシ

ョン試験のデータセットとして合格と判断する。 

1. 該当する参照物質（腐食性区分 1と非腐食性を分類する試験法で 24種類、区分 1A、1B/1C、

および非腐食性を分類する試験法では 30 種類）のいずれもが、各試験実施施設において

それぞれ少なくとも 1 つの完全試験シーケンスをもつこと。 

2. 少なくとも 3 施設の参加施設それぞれにおいて、試験シーケンスの 85%以上が完全試験

シーケンスであること（24 種類および 30 種類の参照物質を用いた場合、各施設におい

て許容される無効試験シーケンスの数は それぞれ 3 および 4 である）。 

3. 少なくとも 3 施設の参加施設全体において、試験シーケンスの 90%以上が完全試験シー

ケンスであること（3 施設で 24 種類および 30 種類の参照物質を用いた場合、全体で許容

される無効試験シーケンスの数はそれぞれ 7 および 9 である）。 

 

ここにおいて、試験シーケンスとは、一つの参照物質に対して単一の試験実施施設で実施さ

れた独立した試験の総数のことであり、再試験もこれに含める（計 3 回～5 回の試験）。また、

完全試験シーケンスとは、3 回の有効な試験を含む試験シーケンスのことである。有効な試

験が 3 回未満であった試験シーケンスは、不完全であるとみなされる。 
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補遺 2 

 

 
定義 

 

 

正確性：試験法の結果と採択された基準値との間の一致の程度のことである。正確性は、試験法

の性能を示す尺度であり、試験法の妥当性を確認するための指標の 1 つである。正確性の替わり

に、正しい試験結果の割合を意味する“一致度”という用語が使用される場合もある(9)。 

 

細胞生存率：細胞集団の総活性の尺度となるパラメータであり、細胞内ミトコンドリアの脱水素 

酵素が生体染色色素である MTT（3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-2,5-ジフェニルテトラゾリ ウ

ムブロミド、チアゾリルブルー）を還元する能力として測定する。これは、測定した評価項目お

よび使用した試験デザインにも依存するが、生細胞の総数や活性に相関するパラメータである。 

 

化学品：物質または混合物を指す。 

 

完全試験シーケンス： 3 回の有効な試験を含む試験シーケンスのことである。有効な試験が 3 回

未満であった試験シーケンスは、不完全であるとみなされる（以下に示す「試験シーケンス」の

定義も参照のこと）。 

 

一致度：分類結果が得られる試験法について、その試験法の性能を示す尺度であり、試験法の妥

当性を確認するための指標の 1 つである。一致度の替わりに、正確性という用語が使用される場

合もある。一致度とは、陽性または陰性と正しく分類された全被験物質の割合として定義される。 

一致度は、検討した被験物質の種類における陽性率に強く依存する(9)。 

 

ET50：マーカー物質を特定の固定の濃度で曝露して、細胞生存率を 50%低下させるのに必要な曝

露時間を測定することによって求める。IC50も参照のこと。 

 

IC50：固定の曝露時間でマーカー物質を曝露して、組織の生存率を 50%低下させるマーカー物質

濃度を測定することによって求める。ET50も参照のこと。 

 

過剰量：表皮表面を均一に完全に覆うのに必要な量を上回る被験物質の表皮適用量のこと。 

 

ゾロ（Me-too）試験：バリデーション済み公認標準試験法に構造的および機能的に類似した試験

法の口語的表現。このような試験法は、今後、Catch-up バリデーションを行う候補となり得る。

類似試験法の同義語である(9)。 
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混合物：UN GHS(1)では、少なくとも 2 種類以上の互いに反応し合わない物質から構成される混

合物または溶液を示す用語のことである。 

 

MTT：3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-2,5-ジフェニルテトラゾリ ウムブロミド 

 

NC：非腐食性 

 

OD：光学密度 

 

PC：陽性対照 

 

性能標準（PS）：バリデーション済み試験法に基づく基準のことであり、構造的および機能的に

類似した提 案試験法をバリデーション済み試験法と比較してその同等性を評価するときに基準

となるものである。性能標準には、（i）試験法の重要要素、（ii）最低限評価すべき参照物質の

一覧表（この一覧表中の参照物質は、バリデーション済み試験法の性能が十分であることを立証

する際に使用された化学物質のなかから選択する）、（iii）最低限評価すべき参照物質一覧表を

用いて、バリデーション済み試験 法に類似した提案試験法を評価したとき、その信頼性および正

確性がバリデーション済み試験法と同程度であることを立証することが含まれる(9)。 

 

有効な試験（ラン）：該当する SOP に基づいた NCおよび PC の試験許容基準を満たした試験（ラ

ン）のことである。これ以外のランは、無効であるとみなされる。 

 

有効な試験（テスト）：該当する SOP に基づいた試験の許容基準を満たした試験のことであり、

有効なランにおいて実施されたものである。これ以外のテストは、無効であるとみなされる。 

 

参照物質：バリデーション過程で使用するために選択された化学物質であり、in vitro／in vivo 参

照試験系または対象動物種における反応が既知であるもの。これらの化学物質は、試験法で使用

されることが予測される各化学物質分類を代表するものであり、予測される化学物質の反応の程

度に関して強～弱～陰性までのすべての範囲を網羅するものである。バリデーション過程の段階

が異なる場合、または試験法および試験用途が異なる場合、異なる参照物質が必要となる場合も

ある(9)。 

 

妥当性：試験法と試験対象となる作用との関係を示すものであり、その試験が特定の目的にとっ

て意義があり、有用であるかどうかを説明するものである。その試験が測りたい生物学的作用を

正しく測定または予測しているかの程度を示すものである。妥当性では、試験法の正確性（一致

度）も考慮する(9)。 
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信頼性：同一プロトコルを用いて試験法を実施したとき、試験実施施設内および試験実施施設間

において、経時的に再現性よく試験法が実施される程度を示す尺度のこと。試験実施施設内およ

び試験実施施設間の再現性を算出することによって評価する (9)。 

 

試験（ラン）：ランとは、一つまたは複数の化学物質を陰性対照および PC と同時に検討する試

験のことである。 

 

感度：すべての陽性／活性化学物質のうち、当該試験法によって正しく分類された割合のこと。

分類結果が得られる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にあたって考

慮すべき重要な事項である(9)。 

 

In vivo 皮膚腐食性：皮膚の不可逆的損傷が生じること。すなわち、被験物質を最長 4 時間適用後

に生じる表皮から真皮にいたるまで肉眼で確認できる壊死である。腐食性反応として代表的に現

れるのは、潰瘍、出血および血痂皮で、14 日の観察期間終了までに、皮膚のブランチングによる

変色、脱毛の全面的な領域および瘢痕が現れる。疑わしい損傷を評価するためには、病理組織診

断を考慮する。 

 

特異度：すべての陰性／不活性化学物質のうち、当該試験法によって正しく分類された割合のこ

と。分類結果が得られる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にあたっ

て考慮すべき重要な事項である (9). 

 

物質：その状態で自然から産出されるまたは製造過程によって作り出される化学元素およびその

化合物を示す用語のことである。ただし、物質の安定性を維持するのに必要なあらゆる添加物お

よび製造過程由来のあらゆる不純物を含んでよいこととし、物質の安定性に影響を与えることな

くまたは物質の組成を変更することなく物質から分離可能な溶媒は含まないこととする。 

 

試験（テスト）：該当する SOP に示されるように単一の被験物質を 2 つ以上の組織で同時に検討

する試験のことである。 

 

試験シーケンス：一つの参照物質に対して単一の試験実施施設で実施された独立した試験の総数

のことであり、再試験もこれに含める。試験シーケンスには、有効な試験および無効な試験の双

方が含まれる。 

 

被験物質：試験において評価の対象となる物質。 

 

階層的試験戦略：複数の試験法を順次用いて試験を行うこと。次段階で使用する試験法は、前段

階の試験の結果に基づいて決定する(9)。 
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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」）：化学品（物質および

混合物）を、物理化学的危険性、健康有害性および環境有害性の標準化された種類および程度に

よって分類し、絵表示、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よ

ってその情報を伝達するシステムのことであり、これによって危険有害作用に関する情報を周知

させ、雇用者、労働者、輸送担当者、消費者、緊急時対応者はもとより、広く人々と環境をその

危険有害性から守ることを目指したものである(1)。 
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補遺 3 

 
皮膚腐食性の試験に用いるバリデーション済み RhE 試験法の主要要素 

 
試験法の要素 EpiSkinTM EpiDermTM SCT SkinEthicTM RHE epiCS® 

モデル表面 0.38cm2 0.63 cm2 0.5 cm2 0.6 cm2 

評価する組織数 各曝露時間で 2 つ以上 各曝露時間で 2～3 各曝露時間で 2 つ以上 各曝露時間で 2 つ以上 

適用量および 
適用方法 

液体および粘稠性物質： 50 μL±3 μL 
(131.6 μL/cm2) 
 
固体： 
20±2 mg (52.6 mg/cm2)＋NaCl 溶液(9 
g/L) 100 μL±5μL 
 
蝋状／粘着性物質： 
50±2 mg (131.6 mg/cm2)  
ナイロンメッシュ使用 

液体： 
50 μL (79.4 μL/cm2)  
ナイロンメッシュ使用（任意） 
被験物質とナイロンメッシュとの適
合性を予備検討 
 
半固体： 
50 μL (79.4 μL/cm2) 
 
固体： 
25 μL H2O（適宜増量可）＋25 mg (39.7 
mg/cm2) 
 
蝋： 
15 μL の H2Oを用いて湿らせた組織上

に、直径約 8 mmの平坦な「円盤状」

に適用 

 液体および粘稠性物質： 
40 μL±3μL (80 μL/cm2)  
ナイロンメッシュ使用 
被験物質とナイロンメッシュとの適
合性を予備検討 
 
固体： 
20 μL±2μL H2O＋20±3 mg (40 mg/cm2) 
 
蝋状／粘着性物質： 
20±3 mg (40 mg/cm2)  
ナイロンメッシュ使用 

液体： 
50 μL (83.3 μL/cm2)  
ナイロンメッシュ使用 
被験物質とナイロンメッシュとの適
合性を予備検討 
 
半固体： 
50 μL (83.3 μL/cm2) 
 
固体： 
25 mg (41.7 mg/cm2)＋25 μL H2O （適

宜増量可） 
 
蝋状物質： 
15 μLの H2Oを用いて湿らせた組織上

に、直径約 8 mmの平坦な「クッキー

状」に適用 

直接的な MTT 還

元作用の予備検討 

50 μL（液体）または 20 mg（固体）＋

0.3 mg/mL の MTT 溶液 2 mL 
37oC、5% CO2、95% RHで 180±5 分間 
→溶液が青／紫色に変化した場合は、

水で死滅させた適切な対照を設ける。 

50 μL（液体）または 25 mg（固体）＋

1 mg/mL の MTT 溶液 1 mL 
37oC、5% CO2、95% RHで 60 分間 

→溶液が青／紫色に変化した場合は、

凍結死させた適切な対照を設ける。 

40 μL（液体）または 20 mg（固体）＋

1 mg/mL の MTT 溶液 1 mL  
37oC、5% CO2、95% RHで 180±15 分

間 
→溶液が青／紫色に変化した場合は、

凍結死させた適切な対照を設ける。 

50 μL（液体）または 25 mg（固体）＋

1 mg/mL の MTT 溶液 1 mL 
37oC、5% CO2、95% RHで 60 分間 

→溶液が青／紫色に変化した場合は、

凍結死させた適切な対照を設ける。 
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試験法の要素 EpiSkinTM EpiDermTM SCT SkinEthicTM RHE epiCS® 

色による干渉の 
予備検討 

10 μL（液体）または 10 mg（固体）＋
H2O 90 μL  

室温で 1 5 分間混合 
→溶液が着色された場合は、生きた組

織の適切な対照を設ける。 

50 μL （液体）または 25 mg（固体）

＋H2O 300 μL  
37oC、5% CO2、95% RHで 60 分間 

→溶液が着色された場合は、生きた組

織の適切な対照を設ける。 

40 μL（液体）または 20mg（固体）＋
H2O 300 μL  

室温で 60 分間混合 
→被験物質が有色である場合は、生き

た組織の適切な対照を設ける。 

50 μL （液体）または 25 mg（固体）

＋H2O 300 μL  
37oC、5% CO2、95% RHで 60 分間 

→溶液が着色された場合は、生きた組

織の適切な対照を設ける。 

曝露時間および 
曝露温度 

3 分間、60（±5）分間および 240（±10）
分間  

換気されたキャビネット内 
室温（RT、18～28oC） 

RT で 3 分間、および 37oC、5% CO2、

95% RHで 60 分間 
RT で 3 分間、および 37oC、5% CO2、

95% RHで 60 分間 
RT で 3 分間、および 37oC、5% CO2、

95% RHで 60 分間 

洗浄 1 倍 PBS 25 mL（2 mL/回） 1 倍 PBS で 20 回、静かに洗い流す 1 倍 PBS で 20 回、静かに洗い流す 1 倍 PBS で 20 回、静かに洗い流す 

陰性対照 NaCl 溶液(9 g/L) 50 μL 
各曝露時間で実施 

H2O 50 μL 
各曝露時間で実施 

H2O 40 μL 
各曝露時間で実施 

H2O 50 μL 
各曝露時間で実施 

陽性対照 氷酢酸 50 μL 
4 時間曝露のみで実施 

8N KOH 50 μL 
各曝露時間で試験 

8N KOH 40 μL 
1 時間曝露のみで実施 

8N KOH 50 μL  
各曝露時間で試験 

MTT 溶液 2 mL（0.3 mg/mL） 300 μL（1 mg/mL） 300 μL（1 mg/mL） 300 μL（1 mg/mL） 

MTT 試験のイン

キュべーションの

時間および温度 

37oC、5% CO2、95% RHで 
180（±15）分間 

37oC、5% CO2、95% RHで 180 分間 37oC、5% CO2、95% RH で 180（±15）
分間 

37oC、5% CO2、95% RHで 180 分間 

抽出溶媒 

酸性イソプロパノール 500 μL  
 

（0.04 N HCl を加えたイソプロパノー

ル） 
（取り出した組織全体を完全に浸す） 

イソプロパノール 2 mL  
（インサート全体から抽出） 

イソプロパノール 1.5 mL  
（インサート全体から抽出） 

イソプロパノール 2 mL （インサート

全体から抽出） 

抽出時間および抽

出温度 

RT で一晩、遮光 振とうせずに RT で一晩静置、または

振とう（約 120 rpm）して RT で 120
分間 

振とうせずに RT で一晩静置、または

振とう（約 120 rpm）して RT で 120
分間 

振とうせずに RT で一晩静置、または

振とう（約 120 rpm）して RT で 120
分間 

OD の測定 標準フィルタを使用せず 
570 nm（545～595 nm）で測定 

標準フィルタを使用せず 
570 nm（または 540 nm）で測定 

標準フィルタを使用せず 
570 nm（540～600 nm）で測定 

標準フィルタを使用せず 
540～570 nmで測定 

組織の品質管理 SDS で 18 時間処理 
1.0 mg/mL ≤ IC50 ≤ 3.0 mg/mL 

1% Triton X-100 で処理 
4.08 時間 ≤ ET50 ≤ 8.7 時間 

1% Triton X-100 で処理 
4.0 時間≤ ET50 ≤ 10.0 時間 

1% Triton X-100 で処理 
2.0 時間≤ ET50 ≤ 7.0 時間 
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試験法の要素 EpiSkinTM EpiDermTM SCT SkinEthicTM RHE epiCS® 

許容基準 

1.陰性対照物質（NaCl）で処理した組

織の平均 OD値が、いずれの曝露時間

においても 0.6 以上 1.5 以下であるこ

と。 
2.陽性対照物質（氷酢酸）に 4 時間曝

露した組織の平均生存率（陰性対照に

対する相対生存率）が、20%以下であ

ること。 
3.生存率 20～100%、OD値 0.3 以上の

範囲で、同じ処理をした 2 つの組織間

の生存率の差が 30%を超えないこと。 

1. 陰性対照物質（H2O）で処理した組

織の平均 OD値が、いずれの曝露時間

においても 0.8 以上 2.8 以下であるこ

と。 
2. 陽性対照物質（8N KOH）に 1 時間

曝露した組織の平均生存率（陰性対照

に対する相対生存率）が、15%未満で

あること。 
3.生存率 20～100%の範囲で、同じ処

理をした組織間の変動係数（CV）が

30%以下であること。 

1. 陰性対照物質（H2O）で処理した組

織の平均 OD値が、いずれの曝露時間

においても 0.8 以上 3.0 以下であるこ

と。 
2. 陽性対照物質（8N KOH）に 1 時間

曝露（必要に応じ、4 時間での評価を

追加）した組織の平均生存率（陰性対

照に対する相対生存率）が、15%未満

であること。 
3. 生存率 20～100%、OD値 0.3 以上の

範囲で、同じ処理をした 2 つの組織間

の生存率の差が 30%を超えないこと。 

1. 陰性対照物質（H2O）で処理した組

織の平均 OD値が、いずれの曝露時間

においても 0.8 以上 2.8 以下であるこ

と。 
2. 陽性対照物質（8N KOH）に 1 時間

曝露した組織の平均生存率（陰性対照

に対する相対生存率）は、20%未満で

あること。 
3. 生存率 20～100%、OD値 0.3 以上の

範囲で、同じ処理をした 2 つの組織間

の生存率の差が 30%を超えないこと。 
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補遺 4 

 

 
細区分における試験法の性能 

 

 

本補遺では、4 種類の試験法の開発者らが試験を行った 80 種の化学品のデータに基づいて算出し

た各試験法の性能を表にして示す。なお、この計算は OECD 事務局が行い、専門家会議による検

閲および同意を得ている(23)。 

 

EpiSkinTM 、EpiDermTM 、SkinEthicTM および epiCS® を用いる試験法により細区分（すなわち、1A、

1B および 1C、NC の 3 つの区分に分類）を行うことが可能であるが、EpiSkinTM 試験法と他の 3

種類の試験法（EpiDermTM 、SkinEthicTM および epiCS® ）とでは細区分に関する情報提供能力に差

が認められる。EpiSkinTM による結果はそのまま使用することができるのに対し、EpiDermTM 、

SkinEthicTM および epiCS® では 1B/1C の区分における過大評価（高い区分への分類）の割合が高い

ことを考慮に入れる必要がある（補遺 4 の表 4.0 を参照のこと）。したがって、EpiDermTM 、

SkinEthicTM および epiCS® に関しては、1B/1C に分類された化学品は 1B/1C であるとみなしてよい

が、3 分間の曝露による細胞生存率が 50%を下回る化学品は区分 1 と判定するに留めるべきであ

る。過大評価である確率が高いことを認識した上で予測の原則に基づいて区分 1A の分類をそのま

ま容認するか、もしくは 1B/1C であるか否かを確認するためにさらに試験を実施するかどうか等、

本試験ガイドラインをどのように使用するかは、各加盟国の規制の枠組みの中で決定することと

する。 
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表 4.0：4 種類の各試験法につき 2～3 回以上の試験を行った 80 種類の化学品のデータに基づいた

各試験法の性能、過大評価率、過小評価率、および正確性（予測能） 

 
化学品全体の統計データ 

 
（80 種類の化学品を 2 回または 3 回試験、すなわち、159 回*または 240 回の分類結果） 

*1 品目は、入手不可能であったため 1 回のみ試験 
 EpiSkinTM EpiDermTM SkinEthicTM epiCS® 
過大評価（高い区分への分類）： 
 

    

区分 1BC 化学品の 1A への過大評価 
 

21.50% 41.94% 46.24% 45.90% 

区分 NC 化学品の 1B/1C への過大評価 
 

20.72% 23.42% 24.32% 28.38% 

区分 NC 化学品の 1A への過大評価 
 

0.00% 2.70% 2.70% 0.00% 

過大評価された区分 NC 化学品 
 

20.72% 26.13% 27.03% 28.38% 

全区分での過大評価率 
 

17.92% 28.33% 30.42% 30.82% 

過小評価（低い区分への分類）： 
 

    

区分 1A の 1B/1C への過小評価 
 

16.67% 8.33% 13.89% 8.33% 

区分 1A の NC への過小評価 
 

0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 

区分 1BC の NC への過小評価 
 

2.15% 0.00% 7.53% 6.56% 

全区分での過小評価率 
 

3.33% 2.47% 5.00% 3.77% 

正確な分類： 
 

    

正しく分類された 1A 化学品 
 

83.33% 91.67% 86.11% 91.67% 

正しく分類された 1B/1C 化学品 
 

76.34% 58.06% 46.24% 47.54% 

正しく分類された NC 化学品 
 

79.28% 73.87% 72.97% 71.62% 

一致度（予測能） 
 

78.75% 70.42% 64.58% 65.41% 

NC＝非腐食性 
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