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経済協力開発機構（OECD）の化学物質の試験に関

するガイドライン 
 

In vitro 皮膚刺激性:再構築ヒト表皮試験法 

はじめに 

1. 皮膚刺激性とは、物質または混合物に曝露した後に生じる、皮膚に対して可逆的な損傷

を引き起こす性質のことである（国連[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]による定義）(1)。本試験ガイドライン（TG）に、UN GHS 区分 2 に一致する刺激性化

学品（物質および混合物）の危険有害性を同定するのに使用できる in vitro 手順を示す(1) (2)。
任意指定の UN GHS 区分 3（軽度の刺激性物質）を採用していない加盟国や地域では、本試験

ガイドラインを、区分外の化学品の同定にも使用できる。したがって、本試験ガイドラインは、

化学品の皮膚刺激性の判定に際し、規制の枠組みや使用している分類システムに応じて、in 
vivo 皮膚刺激性試験の単独の代替法としても、試験方式の中の部分的な代替試験としても使用

できる(3)。 

2. 皮膚刺激性の評価には、主として実験動物が用いられてきた（OECD TG 404 は 1981 年

に初版を採択、1992年、2002 年および 2015 年に改訂）(4)。腐食性試験のための 3つのバリデ

ート済み in vitro 試験法として、OECD TG 430、TG 431、TG 435 がすでに採択されている(5) 
(6) (7)。「皮膚腐食性および皮膚刺激性の試験および評価に関する統合的アプローチ（IATA）」

に関するガイダンス文書（GD）203 には、情報源および分析ツールをグループ化した複数のモ

ジュールが記載され、（i）化学物質の皮膚刺激可能性および皮膚腐食可能性の評価について、

既存の試験および試験以外のデータを統合し用いる方法に関するガイダンスを示し、また、（ii）
さらに試験を要する場合のアプローチについて提言している(3)。 

3. 本試験ガイドラインは、ヒトの健康の指標である皮膚刺激性を取り扱う。これは、ヒト

の皮膚の上部（すなわち、表皮）の生化学的・生理学的特性を厳密に模倣した再構築ヒト表皮

（reconstructed human epidermis：RhE）の in vitro 試験系に基づいている。RhE 試験系は、代

表的な組織構造と細胞配列を有する表皮モデルを再構築するための細胞源として、ヒト由来の

非形質転換ケラチノサイトを用いている。GD 34 の原則に従った、RhE をベースとする類似の

試験法や改変した試験法のバリデーションや評価を行う際には、性能標準（performance 
standard：PS）が役立つ(8) (9)。本試験ガイドラインは 2010 年に初版が採択され、RhEモデル

を用いた追加の試験法を収載するために 2013 年に改訂され、GD 203 を記載し、生存率を測定

するための代替法の利用を導入するために 2015年に改訂され、その後、RhEモデルを用いた追

加の試験法を収載するために改訂された。 

4. 本試験ガイドラインに記載した試験法を、補遺 2 に一覧表示する。補遺 2 には、それぞ

れの試験法をバリデートするのに用いたバリデーション試験法の種類に関する情報も掲載する。

補遺 2に述べるように、本試験ガイドラインおよび PSの策定には、バリデーション済み標準試

験法（VRM）を用いている(8)。独立したピアレビューの後、本試験ガイドラインに含まれる方

法はいずれも、以下の最小予測能力を満たすと考えられた。感度 80%、特異度 70%、正確性

75%。これらの試験法が OECD によって審査および採択された場合、PS (8)に従ってバリデー

ションされた試験法に対してのみ、データの相互受け入れが保証される。本試験ガイドライン

に記載された試験法は、皮膚刺激性の in vitro 試験法による試験結果に関する国の要件に対応す

るのに区別なく使用することができるほか、データの相互受け入れによる恩恵も受けることが

できる。
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5. 本試験ガイドラインで用いた用語の定義を補遺 1 に示す。 

最初に考慮すべき事項および限界 

6. 本試験ガイドラインの限界は、RhE 試験法(16)の評価および特徴づけを行う完全な前向

きバリデーション試験が示すように、化学品を任意区分の UN GHS 区分 3（軽度刺激物）(1)に
分類できないことである。したがって、本試験ガイドラインをどのように用いるかは、加盟各

国の規制の枠組みによって決まってくる。単回皮膚曝露後の局所皮膚作用の完全な評価につい

ては、「IATA GD 203」を参照すること(3)。ヒト皮膚の使用については、国内および国際的な

倫理的配慮や条件に従うものとする。 

7. 本試験ガイドラインは、ヒトの健康の指標である皮膚刺激性を取り扱う。本試験ガイド

ラインは、皮膚腐食性に関して十分な情報を有していないが、皮膚腐食性に関する OECD TG 
431 は、別のプロトコルを用いているものの、同じ RhE 試験系に基づいている(6)。本試験ガイ

ドラインはヒト角化細胞を用いた RhE モデルに基づいている。したがって、対象生物種の標的

器官を in vitro で再現しており、また、in vivo での刺激中に起きた作用（局所外傷をもたらす細

胞損傷や組織損傷）の炎症カスケードや炎症メカニズムの初期段階を直接的に網羅している。

本試験ガイドラインの基礎となった VRM バリデーション試験で幅広い化学品が試験され、この

VRMバリデーション試験のデータベースの化学品は 58種類に達している(16) (18) (23)。本試験

ガイドラインは、固体、液体、半固体、ワックスに適用できる。液体については、水性、非水

性の両方に適用でき、固体については、水に可溶性、不溶性の両方に適用できる。可能であれ

ば、固体は適用前に必ず粉砕して微粉末にすべきであるが、これ以外に必要な前処理はない。

気体とエアロゾルは、まだバリデーション試験で評価が行われていない(29)。気体とエアロゾ

ルについては、RhE の技術を用いて試験できると考えられるが、現行の試験ガイドラインでは、

これらを試験することを認めていない。 

8. 混合物、検討困難な化学物質（例えば、不安定な物質）、または本試験ガイドラインに

記載されている適用領域内に明確に含まれない被験化学物質について試験を検討する場合、そ

うした試験の結果が科学的に意味のある結果をもたらすか否かについて事前に考慮する必要が

ある。そのような混合物の試験に関する規制要件がある場合、こうした検討は不要である。た

だし、混合物は広範なカテゴリーおよび組成を網羅し、また、混合物の試験について現在入手

可能な情報がごく限られることから、特定のカテゴリーの混合物について、本試験ガイドライ

ンを適用できないことが証拠により立証可能な場合は（例えば、Eskes et al (30)で提唱された

戦略に従って）、本試験ガイドラインをそのようなカテゴリーの混合物に用いるべきではない。

化学的分類または物理化学的性質が現行の試験ガイドラインにあてはまらないことが判明した

場合にも、同様に対処する必要がある。65 種類の農薬製剤の in vitro および in vivo データを比

較した試験によれば、全体の正確性は 54%（65 種類の農薬製剤に基づく）、感度は 44%（25
種類の製剤に基づく）、特異度は 60%（40 種類の製剤に基づく）であった。このデータは、

RhE に基づく in vitro 皮膚刺激性試験を農薬製剤に適用できないことを示している(47)。 

9. MTT ホルマザンと同じ範囲の光を吸収する被験化学物質、および生体染色色素 MTT を

（MTT ホルマザンに）直接還元可能な被験化学物質は、細胞生存率の測定結果に干渉するおそ

れがあり、補正用の適合対照を用いる必要がある（段落 27～33 参照）。 

10. 分類の結果に曖昧さがなければ、実験は、被験物質ごとに 3 系列の組織で 1 回行えば十

分である。ただし、3 系列の測定値が一致しない場合や、生存率の平均が 50 ± 5%である場合な

ど、結果がどちらとも言えない場合は、2 回目の実験を検討する。また、1 回目と 2 回目の実験
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の結果が一致しない場合は、3 回目の実験を検討する。 

試験の概要 

11. 高度に分化した多層培養ヒト表皮モデルを形成させた、ヒト由来の非形質転換表皮ケラ

チノサイトからなる三次元 RhE モデルに、被験物質を局所適用する。同モデルは、組織化した

基底層、有棘層、顆粒層と、in vivo で認められるものに類似した主要な脂質類を代表する細胞

間脂質ラメラ層を含む多層性の角質層からなる。 

12. 化学物質が引き起こす皮膚刺激は、主に紅斑や浮腫となって現れるが、これは、化学物

質が角質層を通過して浸透することを発端とした現象のカスケードの結果であり、この場合、

化学物質は、下位層にあるケラチノサイトなどの皮膚細胞を損傷する可能性もある。損傷した

細胞は、炎症メディエーターを放出したり、あるいは炎症カスケードを誘発して、真皮にある

細胞、特に間質細胞や血管内皮細胞にも作用を及ぼす可能性がある。紅斑や浮腫の発生は、内

皮細胞が膨張して透過性が増大することによって発生する(29)。特に、RhE ベースの試験法は、

in vitro 試験系において血管新生がない場合に、細胞生存率を読み取り値として用いて、カスケ

ードの起因現象（例えば、細胞や組織の損傷）を測定する方法である(16) (17)。 

13. 生体染色色素の 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）をブルーホルマザン塩に酵素的に転化し、

これを組織から抽出して定量し、RhE モデルにおける細胞生存率を求める(31)。細胞生存率を

規定の閾値よりも下げる化学品は、刺激性とみなす（すなわち、細胞生存率が 50%以下の場合

は、UN GHS 区分 2 に分類する）。規制の枠組みや本試験ガイドラインの適用の可能性にもよ

るが、細胞生存率が規定の閾値より高い化学品は、非刺激性とみなしてよい（すなわち、細胞

生存率が 50%より高い場合は、区分外に分類する）。 

習熟度の確認 

14. 本試験ガイドラインに準拠するバリデート済み試験法（補遺 2）のいずれかを日常的に

使用する場合、その前に、表 1 に示す習熟度確認用の物質 10 種類を使用して、試験施設の習熟

度を証明すること。試験ガイドラインに含まれる方法のユーザーは、以下の表 1 に記載される

個々の熟達度物質で達成される細胞生存率の指標範囲について、補遺 3 の表 2 を参照するとよ

い。収載した物質を入手できない場合や正当な理由で使用できない場合は、表 1 の記載と同じ

選択基準を適用できれば、適切な in vivo および in vitro 参照データを入手可能な別の物質を使用

できる（例えば、参照化学物質リスト(8)）。別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。 

15. RhE モデルを使用する際には、受領後の組織のバリア特性が、RhE モデルの製造業者の

記載通りであることを、習熟度を証明する試験の一部として確認することが推奨される。これ

は、組織の輸送が長時間や長距離に及んだ場合に特に重要である。試験法が十分に確立され、

かつ試験法の使用における習熟度の習得と証明がなされた場合には、このような確認を日常的

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 番号 In vivo ス

コア 2 
物理的状態 UN GHS 区分 

区分外の物質（UN GHS 区分外） 
ナフタレン酢酸 86-87-3 0 固体 区分外 
イソプロパノール 67-63-0 0.3 液体 区分外 
ステアリン酸メチル 112-61-8 1 固体 区分外 
酪酸ヘプチル 5870-93-9 1.7 液体 区分外 

(任意区分 3)3 

サリチル酸ヘキシル 6259-76-3 2 液体 区分外 
(任意区分 3)3 

分類済み物質（UN GHS 区分 2） 
シクラメンアルデヒド 103-95-7 2.3 液体 区分 2 
1-ブロモヘキサン 4 111-25-1 2.7 液体 区分 2 
水酸化カリウム（5%水

溶液） 
1310-58-3 3 液体 区分 2 

1-メチル-3-フェニル-1-
ピペラジン 4 

5271-27-2 3.3 固体 区分 2 

ヘプタナール 111-71-7 3.4 液体 区分 2 

注： 
1 習熟度確認物質とは、バリデーション試験で使用する物質の一部であり、この選択は下記基準に基づく：(i)化学物質が市販され

ていること、(ii) Draize 法ですべての刺激性スコア（非刺激性から強刺激性まで）を示すこと、(iii)化学構造が明確であること、

(iv)バリデーションのプロセスで用いられた化学官能性を示すこと、(v)複数の試験および複数の検査室で再現性のある in vitro 結

果を得ていること、(vi) In vitro で正確に予測されていること、(vi)非常に強い毒性（例：発がん性、生殖器系に対する毒性など）

を持たず、廃棄処理コストがそれほど高くないこと。 
2 OECD TG 404 (4)に従った in vivo スコア。 
3 本試験ガイドラインでは、UN GHS の任意区分である区分 3（軽度刺激物）(1)は、区分外とみなす。 
4 1-メチル-3-フェニル-1-ピペラジンおよび 1-ブロモヘキサンは、供給業者に応じて試験室毎に様々な結果を生じる可能性があるこ

とから、段落 14 の記載に従って検討する。 

試験手順 

16. 皮膚刺激性評価のための RhE試験法について、構成要素と手順を以下に説明する（各試

験法に関連するパラメータについては、補遺 3 も参照）。本試験ガイドラインに従う試験法に

ついては、標準操作手順書（SOP）が入手できる(32) (33) (34) (35) (42) (44) (48)。 

RhE 試験法の構成要素 

全般的な条件 

17. 上皮の再構築には、ヒト由来の非形質転換ケラチノサイトを用いること。生存可能な上

皮性細胞で構成される複数の層（基底層、有棘層、顆粒層）が、機能的な角質層の下に存在し

ていること。角質層は複数の層からなり、細胞毒性を有する基準物質（例：ドデシル硫酸ナト

リウム[SDS]、Triton X-100 など）の急速な浸透にも強い耐性を有する機能性バリアを生じるの
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に不可欠な脂質プロファイルを含有すること。バリア機能を証明し、一定時間曝露後に組織の

細胞生存率が 50%に低下する基準物質の濃度（IC50）を求めるか、または、基準物質を規定の

固定濃度で適用し、細胞生存率を 50%に低下させるのに必要な曝露時間（ET50）を求めること

によってバリア機能の証明および評価をすることができること。RhE モデルの封じ込め特性

（containment property）は、角質層周辺の物質が生存組織に透過・移行するのを妨げるもので

あり、皮膚への曝露が少ないモデリングが得られると考えられるものであること。RhE モデル

は、細菌、ウイルス、マイコプラズマ、真菌のいずれにも汚染されていないこと。 

機能的な条件 

生存率 

18. 生存率の定量には、MTT 法を用いる(31)。RhE 組織構築物の生存細胞により、生体染色

色素MTTが青色のMTTホルマザン沈殿物に還元され、その後、沈殿物をイソプロパノール（ま

たは類似の溶剤）を用いて組織から抽出する。抽出溶媒単独の光学濃度（OD）は、十分に低い

（0.1 未満である）こと。抽出した MTT ホルマザンは、標準吸光度（OD）の測定か、

HPLC/UPLC-分光光度法(36)のいずれかを用いて定量できる。これについては段落 33 で詳しく

説明する。RhE モデルを使用する場合は、陰性対照について規定された基準を満たしているか

を、使用する RhE モデルロットごとに確認すること。陰性対照の OD 値は、皮膚刺激性試験法

の条件下における許容範囲（上限値と下限値）が、RhE モデルの開発者や供給者によって規定

されている。本試験ガイドラインに含めたバリデート済み RhE 試験法について、許容範囲を補

遺 3、表 4に示す。HPLC/UPLC-分光光度法を使用する場合、陰性対照の許容基準として、補遺

3、表 4 に示す陰性対照の OD の範囲を用いる。陰性対照の組織について、曝露期間中の培養が

安定していること（生存率の測定値に差がない）を記録によって立証すること。 

バリア機能 

19. 角質層とその脂質組成物は、細胞毒性の基準物質（例：SDS、Triton X-100 など）の急

速な浸透に十分に耐えられることが、IC50 や ET50 の値（表 3）から推定されるものであるこ

と（補遺 3、表 5）。 

形態 

20. RhE モデルのヒト表皮様構造（多層の角質層を含む）を証明するため、組織学的検査を

行うこと。 

再現性 

21. 試験法の陽性対照と陰性対照の結果は、経時的再現性が示されること。 
 
 
品質管理（QC） 

22. RhE モデルは、使用する RhE モデルの各ロットが、定められた製造・出荷基準

を満たしていることが、RhE モデルの開発者や供給者によって証明されている場合にの

み使用すること。この製造・出荷基準の中でも問題となるのは、生存率（段落 18）、バ

リア機能（段落 19）、形態（段落 20）である。これらのデータを RhE 試験法の使用者

に提供して、使用者が試験報告書に記載できるようにすること。IC50 および ET50 の許

容範囲（上限と下限）は、RhE モデルの開発者や供給者が規定すること。刺激性分類の
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予測を信頼できるものにするためには、適格な組織を用いて得られた結果のみを受け入

れること。本試験ガイドラインに含めた試験法について、許容範囲を補遺 3、表 5 に示

す。 

被験化学物質および対照物質の適用 

23. 実験は、各被験物質および各対照について、3 系列以上で行う。液体でも固体で

も、十分量（26～83 µL/cm2 または mg/cm2）の被験化学物質で、表皮表面を均一に覆う

（補遺 3 を参照）。また、固体の場合は、表皮表面との接触を良くするため、表皮表面

を脱イオン水または蒸留水で湿らせてから適用する。可能であれば、固体は必ず微粉末

で試験する。すべての試験条件に、ナイロンメッシュを使用して散布してよい（補遺 3
を参照）。曝露終了後、水性緩衝液または 0.9%塩化ナトリウム水溶液で、表皮表面か

ら慎重に被験物質を洗い落とす。用いる RhE 試験によって、曝露時間は 15～60 分間、

インキュベーション温度は 20～37ºC と幅がある。これらの曝露時間と温度は、それぞ

れの RhE試験法ごとに最適化されており、試験法によって固有の特性（例：バリア機能

など）が異なることを示している（補遺 3 を参照）。 
24. 実験ごとに、同時の陰性対照（NC）および陽性対照（PC）を同時に使用し、組

織の生存率（NC を使用する）、バリア機能、およびその結果生じる組織感受性（PC を

使用する）が、定義された過去の許容範囲内であることを立証する。PC には、SDS の

5%水溶液が推奨される。また、NC には、水またはリン酸緩衝食塩水（PBS）が推奨さ

れる。 

細胞生存率の測定 

25. 試験手順に従い、細胞生存率の測定は、曝露直後ではなく、曝露後に組織をすす

いでから、新鮮な培地中でインキュベーションする時間を十分にとってから行うこと。

このインキュベーションの時間を設けることによって、弱い細胞毒性作用から回復させ

る一方、明らかな細胞毒性作用を発現させることができる。本試験ガイドラインの基礎

をなしている 2つの RhEベースの試験法の最適化で、処理後のインキュベーション時間

は 42 時間が最適であった(11) (12) (13) (14) (15)。現時点では、42 時間が、本試験ガイ

ドラインに含まれるすべての試験方法の標準パラメータである。 
26. 本試験ガイドラインで細胞生存率の測定に用いる標準化された定量法は、MTT
法である。MTT 法は、三次元の組織構造物での使用に適合している。組織試料を、適切

な濃度（例：0.3～1 mg/mL など）の MTT 溶液に 3 時間浸漬する。MTT は、生存細胞に

よって、ブルーホルマザンに転化される。ブルーホルマザンの沈殿生成物を組織から溶

剤（例：イソプロパノール、酸性イソプロパノールなど）で抽出し、最大値 ± 30 nm の

バンドパスフィルターを用いて、570 nm でホルマザンの OD を測定するか、

HPLC/UPLC-分光光度法を用いて測定する（段落 33 参照）(36)。 
27. 被験物質の光学特性や、被験物質の MTT に対する化学作用（例えば、化学物質

によって、発色が起こるだけでなく、発色の阻害や後退も引き起こされる可能性がある）

が分析に干渉して、細胞生存率の推定値に誤りが起きる場合がある。これは、特定の被

験物質が組織から完全に洗い流されていない場合や、表皮に浸透してしまっている場合

に起こる可能性がある。被験物質が MTT に直接作用する場合（例えば、MTT を還元す

る物質である場合など）、被験物質がもともと着色されている場合、あるいは組織に曝

露している間に被験物質に色が着く場合は、被験物質が細胞生存率の測定法に及ぼす干
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渉を検出して補正するため、別の対照を追加する（段落 28および 32を参照）。MTTの

直接還元と着色剤による干渉を補正する方法の詳細については、本試験ガイドラインに

含めたバリデート済み試験法の SOP を参照のこと(32) (33) (34) (35) (42) (44) (48)。 
28. 直接的な MTT 還元物質を同定するには、新たに調製した MTT 溶液に各被験化学

物質を添加する。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、この被

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

HPLC/UPLC-分光光度法の使用とは別に、生存不能な RhE 組織に対する追加の機能検査

を実施する。この追加機能検査では、残存代謝活性しかないものの、生組織と同様に被

験化学物質を吸収する死亡組織を用いる。各 MTT 還元被験化学物質を、2 つ以上の死亡

複製組織に適用する。この組織に試験手順全体を実施して、非特異的な MTT 還元

(NSMTT)を生じさせる(32) (33) (34) (35) (42) (44) (48)。独立して実施された試験／実験

の回数に関わりなく、被験化学物質ごとに 1つの NSMTT対照で十分である。次に、MTT
還元物質に曝露した生存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

死亡組織で得られた非特異的な MTT 還元率を減じることで真の組織生存率を算出し、補

正する試験と同時に実施する陰性対照との相対値（%NSMTT）を算出する。 
29. 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場合に着色する

被験化学物質による干渉の可能性を特定し、新たな対照の必要性を判定するため、水

（曝露中の環境）ないしイソプロパノール（抽出溶液）中の被験化学物質のスペクトル

解析を実施する。水ないしイソプロパノール中の被験化学物質が 570 ± 30 nm の範囲の光

を吸収する場合、別の有色の対照を実施するか、そのような対照が不要の場合、代わり

に HPLC/UPLC-分光光度法を用いる（段落 32 および 33 参照）。標準吸光度（OD）の測

定を実施する場合、干渉する有色の各被験化学物質を2つ以上の生存複製組織に適用し、

これに試験手順全体を実施するが、非特異的な有色（NSCliving）対照を生成するのに、

MTT インキュベーション段階で、MTT 溶液ではなく培地とインキュベートする。生存組

織には固有の生物学的ばらつきがあるため、NSCliving 対照は、有色の被験化学物質の試

験と同時に実施する必要がある。複数の試験の場合は、独立の NSCliving 対照を（各実験

単位で）試験ごとに実施する必要がある。次に、干渉する被験化学物質に曝露し MTT 溶

液とインキュベートした生存組織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 なしの培地とインキュベートした生存組織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、補正している試験と同時に実施される相対値

（%NSCliving）を算出する。 
30. 直接的な MTT還元（段落 28参照）と色による干渉（段落 29参照）の両方をもた

らすことがわかっている被験化学物質も、標準吸光度（OD）の測定を実施する場合、前

述の段落に記載した NSMTT 対照および NSCliving 対照とは別に、第 3 の対照を要するこ

とになる。このことは、MTT 法に干渉する濃色の被験化学物質に通常当てはまり（例え

ば、青色、紫色、黒色）、その理由は、その物質固有の色が、段落 28 に記載したように

直接的な MTT 還元能の評価を妨げるためである。このような被験化学物質は生存組織と

死亡組織の両方に結合可能であるため、NSMTT 対照は、被験化学物質による直接的な

MTT 還元の可能性だけでなく、死亡組織への被験化学物質の結合に起因する色による干

渉も補正できる。NSCliving 対照は、既に被験化学物質と生存組織との結合に起因する色

による干渉を補正しているため、このことは色による干渉の二重補正をもたらす可能性

がある。色による干渉の二重補正の可能性を回避するため、死亡組織における非特異的

な色（NSCkilled）に関する第 3 の対照の実施を要する。この追加の対照では、被験化学

物質を 2 つ以上の死亡複製組織に適用し、これを試験手順全体で実施するが、MTT での



 OECD/OCDE 439 | 8 
 

@OECD 2021 

インキュベーション段階では、MTT 溶液の代わりに培地とインキュベートする。独立し

て実施された試験／実験の回数に関わりなく、被験化学物質ごとに 1 つの NSCkilled 対照

で十分であるが、NSMTT 対照と同時に、また可能であれば、同じ組織バッチで実施する。

次に、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
と%NSClivingを減じ、干渉する被験化学物質に曝露しMTTなしの培地でインキュベート

した死亡組織により得られた非特異的な発色率を加えることで真の組織生存率を算出し、

補正している試験と同時に実施される陰性対照の相対値（%NSCkilled）を算出する。 
31. 非特異的な MTT 還元および非特異的な色による干渉から、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しうることに留意されたい。このことに基づき、

各試験実施施設は、規制を目的とする被験化学物質の試験を開始する前に、市販の供給

元由来の MTTホルマザン（CAS番号：57360-69-7）を用い、分光光度計の直線範囲を測

定する。分光光度計を用いた標準吸光度（OD）の測定が、直接的な MTT 還元物質およ

び色による干渉を有する被験化学物質の評価に適しているのは、直接的な MTT 還元ない

し色による干渉に関する補正なしに被験化学物質により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場合、あるいは、被験化学物質により得られた未補正の生

存率が既に 50%以下である場合である。それでも、陰性対照の%NSMTT ない

し%NSCliving が 50%以上となる被験化学物質の結果は、慎重に取り扱う。その理由は、

この値は、化学物質が区分されるか区分外かを分けるカットオフであるからである（段

落 35 参照）。 
32. MTT 法に対するきわめて強力な干渉のため、標準吸光度（OD）の測定に適合し

ない有色の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的な

HPLC/UPLC-分光光度法を使用できる（段落 33 参照）(36)。HPLC/UPLC-分光光度法シ

ステムは、被験化学物質の定量前に MTT ホルマザンを分離できる(36)。このため、

HPLC/UPLC-分光光度法を用いる場合、検討する化学物質とは別に NSCliving 対照および

NSCkilled 対照を必要としない。それでも、（段落 28 記載のとおり）被験化学物質が

MTT を直接還元すると疑われ、あるいは直接的な MTT 還元能の評価を妨げる色を有する

場合、NSMTT 対照を用いる。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、被験化学物質に曝露した生存組織で得られた MTT ホルマザン

のピーク面積について、同時の陰性対照で得られた MTT ホルマザンのピークに対する相

対的な割合として算出する。MTT を直接還元可能な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、色による干渉も生じうる直接的 MTT 還元物質の場合、処理後に組織

に残留し、MTT をきわめて強力に還元するため、検討対象の組織抽出物の 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が、こうした例は、きわめてまれな状況でのみ生じると予測され

る。 
33. 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、非 MTT 還元物質）に使用できる(36)。
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

定量に向けてシステムを用いる前に、生物学的分析法バリデーションに関する業界向け

米国食品医薬品局（FDA）ガイダンス記載の一連の標準的な適格性評価パラメータに基

づき、パラメータの許容基準(36) (37)を満たすことにより、HPLC/UPLC-分光光度法シス

テムの適格性評価を明らかにする必要がある。これらの主要パラメータおよびその許容

基準を、補遺 4 に示す。ひとたび補遺 4 に定義された許容基準を満たした場合、当該
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HPLC/UPLC-分光光度法システムは適格性があり、本試験ガイドライン記載の実験条件

下で MTT ホルマザンを測定できるとみなされる。 

許容基準 

34. 適正な RhE モデルのロット（段落 22 を参照）を用いたどの試験でも、陰性対照

に曝露した組織に、出荷、受け取り手続き、プロトコルのすべてのプロセスを経た後の

組織の品質を反映する OD値を認めること。陰性対照における OD値が、従来確立された

境界域より低い値でないこと。一方、陽性対照（SDSの 5%水溶液）に曝露した組織にお

いても、RhE 試験法の条件下で、刺激性物質に反応する能力が示されること（補遺 3 を

参照。詳細については、本試験法に含めた試験法の SOP を参照のこと）(32) (33) (34) 
(35) (42) (44) (48)。連間の組織におけるばらつきに関連する適切な基準、すなわち標準偏

差（SD）が、RhE 試験法について確立された許容範囲内であること（補遺 3 を参照）。 

結果の解釈と予測モデル 

35. 陰性対照を 100%に設定して標準化した細胞生存率の計算には、各被験化学物質

を用いて得られる OD値を使用する。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で得られた MTT ホルマザンのピーク面積について、

同時の陰性対照で得られた MTT ホルマザンのピークに対する相対的な割合として算出す

る。刺激性の被験化学物質を区分外の被験化学物質と区別するための細胞生存率のカッ

トオフ値と、結果の評価と刺激性物質の同定に用いる統計的手順について、明確に定義

し、記録し、適切であることを証明すること（詳細は、各試験法の SOP を参照）。刺激

性を予測する際のカットオフ値は、下記のとおりである。 

● 被験化学物質に曝露した後のインキュベーション後の平均組織生存率が

50%以下である被験物質を、UN GHS（区分 2 または区分 1）に基づく分類

および表示を要すると判断する。本試験ガイドラインが対象とする RhE 試

験法は UN GHS 区分 1 か区分 2 かを区別できないため、皮膚腐食性に関す

る追加情報を基に最終分類を決定する必要がある［GD 203 (3)も参照］。

被験化学物質が非腐食性で（TG 430、431 または 435 に基づく）、曝露お

よびインキュベーション後の細胞生存率が 50%以下である場合、被験化学

物質を皮膚刺激性とみなし、UN GHS 区分 2 とする。 

● 曝露した後のインキュベーション後の細胞生存率が 50%より高い被験物質

も、加盟国の規制の枠組みによっては（任意区分の UN GHS 区分 3 を採用

していない場合）、皮膚刺激性なしとみなし、UN GHS 区分外としてよい。 
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データおよび報告 

データ 

36. 実験を行うごとに、系列ごとの組織のデータ（例：分類を含む、各被験物質につ

いてのOD値と算出した細胞生存率のデータなど）を、表形式で報告すること。実験を繰

り返した場合は、そのデータも含めること。これに加え、実験ごとの平均値 ± 標準偏差

を報告すること。被験物質ごとに、MTT 試薬との相互作用の観察結果および有色被験物

質について報告すること。 

試験報告書 

37. 試験報告書には、以下の情報を記載すること。 

被験化学物質および対照物質 

● 単一成分物質：IUPAC 名または CAS 名、CAS 番号、SMILES 記法または

InChI コード、構造式、純度などの化学的特定名や、場合により実質的な不

純物の化学的特定名。 

● 多成分物質、UVCB、および混合物：成分の化学的特定名（上記参照）や、

可能であれば UVCB のスペクトルデータ、量、関連する物理化学的特性を

用いてできるだけ特性を明らかにする。 

● 物理的外観、水溶性や、そのほかの関連する物理化学的特性。 

● 入手可能であれば、供給元、ロット番号。 

● 該当する場合、試験前の被験化学物質／対照物質の処理（例えば、加温、

粉砕）。 

● 既知の場合、被験化学物質の安定性、使用期限または再分析日。 

● 保管条件。 

用いた RhE モデルおよびプロトコル（該当する場合は選択の根拠も） 

試験条件： 

● 用いた RhE モデル（バッチ番号を含む）。 

● 測定装置（例えば、分光光度計）の校正情報、（該当する場合）MTT ホル

マザンの定量に用いた波長およびバンドパス、ならびに測定装置の直線範

囲、MTT ホルマザンの定量に用いた方法の記述。 

● 該当する場合、HPLC/UPLC-分光光度法システムの適格性評価に関する記

述。使用した特定の RhE モデルについて、その性能も含む完全な裏付け情

報（その性能も含む）。このようなものに下記があるが、これに限定され

ない。 

i) 生存率 

ii) バリア機能 

iii) 形態  
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iv) 該当モデルの品質管理（QC） 

● そのモデルの背景データの参照先。過去のバッチデータに関する QC デー

タの許容性を含むが、これに限定されない。 

● 定常的使用の前の習熟度確認物質の試験による試験法実施習熟度の立証。 

試験手順： 

● 用いた試験手順の詳細（曝露期間後に用いた洗浄手順を含む）。用いた被

験化学物質および対照物質の用量。 

● 曝露時間、曝露温度および曝露後のインキュベーション時間。 

● 該当する場合、被験物質が MTT の直接還元剤である場合や有色の場合に用

いる対照。 

● 被験化学物質ならびに対照物質（PC、陰性対照および NSMTT、該当する

場合、NSCliving および NSCkilled）ごとに用いた複製組織の数。 

● 用いた RhE モデルに基づいて適用した判定基準／予測モデルの記述。 

● 試験手順（洗浄手順を含む）の変更に関する記述。 

実験および試験の許容基準 

● 過去のデータに基づく陽性対照および陰性対照の平均値および許容範囲。

陽性対照および陰性対照に関する複製組織間の許容可能なばらつき。 

● 被験化学物質に関する複製組織間の許容可能なばらつき。 

結果： 

● 実験ごとおよび複製組織測定ごとにみた、OD または MTT ホルマザンのピ

ーク面積、組織生存率、組織生存率の平均値および SD など、個々の被験

化学物質のデータを示した表。 

● 該 当 す る 場 合 、 OD ま た は MTT ホ ル マ ザ ン の ピ ー ク 面

積、%NSMTT、%NSCliving、%NSCkilledおよび SD、ならびに最終的に補

正した組織生存率など、直接的な MTT 還元物質や有色の被験化学物質に用

いた対照物質の結果。 

● 規定の実験および試験の許容基準に関して、被験化学物質および対照物質

を用いて得た結果。 

● 観察された他の効果に関する説明。 

● 用いた予測モデル／判定基準を参照して得られた分類。 

結果の考察 

● 試験中に特定されたガイドラインからの逸脱と、これがアッセイの結果に

及ぼした影響の有無。  
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結論 
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補遺 1 - 定義 

正確性：試験法による結果が、許容されている参照値にどの程度一致するかを示す近似性の指

標。試験法の性能を判断する尺度であり、妥当性の一つである。この用語は、多くの場合、試

験法の正確な結果の割合を意味する一致性と同義的に用いられる(9)。 

細胞生存率：細胞集団の総活性を測定するパラメータ。細胞のミトコンドリアの脱水素酵素が、

生体染色色素の 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。測定したエンドポイントや使用し

た試験デザインにもよるが、生細胞の総数や活力と相関する。 

化学品：物質または混合物。 

一致度：カテゴリカルな結果が得られる試験法の性能を判断する尺度であり、妥当性の一つで

ある。この用語に代えて正確性が用いられることもある。一致度は、試験されたすべての化学

品のうち、陽性または陰性に正しく分類されたものの割合と定義される。一致度は、試験され

ているすべての被験物質に占める陽性の割合に大きく左右される(9)。 

ET50：基準物質を規定の固定濃度で適用して、細胞生存率が 50%低下するのに必要な曝露時間

を求めることによって推定する。IC50 も参照のこと。 

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals by the 
United Nations (UN)):（国際連合[UN]による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（物質および化合物）の分類を、物理化学的危険性、健康有害性、環境有害性の、

統一された種類や程度に応じて分類することを提案するとともに、人々（雇用者、労働者、輸

送担当者、消費者、緊急時対応者など）や環境を保護するために、有害事象に関する情報を伝

えられるように、絵表示、注意喚起語、危険有害性情報、注意書き、安全データシートなど、

対応する伝達要素を取り扱うシステム(1)。 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography)：高速液体クロマトグラフィー。 

IATA (Integrated Approach on Testing and Assessment)：試験および評価に関する統合的ア

プローチ。 

IC50：基準物質を一定時間曝露後、組織の活性が 50%低下する濃度（IC50）を求めることによ

って推定する。ET50 も参照のこと。 

混合物：互いに反応しない 2 つ以上の物質からなる混合物または溶液。 

単一成分物質：定量的組成に、1つの主要成分が 80%（w/w）以上存在することにより定義され

る物質。 

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

ブルーテトラゾリウムブロミド。 

多成分物質：定量的組成に、2つ以上の主要成分が濃度 10%（w/w）以上 80%（w/w）未満存在

することにより定義される物質。多成分物質は、製造工程の結果生じる。混合物と多成分物質
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との違いは、混合物は、2つ以上の物質が化学反応を起こさず混合することにより得られるのに

対し、多成分物質は化学反応の結果得られることにある。 
NSCkilled (Non-Specific Colour in killed tissues)：死亡組織の非特異的な色。 

NSCliving (Non-Specific Colour in living tissues)：生組織の非特異的な色。 

NSMTT (Non-Specific MTT reduction)：非特異的な MTT 還元。 

性能基準（PS）：バリデーション済み試験法に基づいた基準。提案された試験法のうち、構造

的・機能的に類似したものについて、その同等性を評価する際の根拠となる。性能標準には、

(i)試験法における不可欠な要素、(ii)バリデーション済み試験法において許容される性能を示す

のに使用される化学品の中から選抜された参照物質の最小限のリスト、(iii)提案された試験法を

参照物質の最小限のリストを用いて評価する際に示す必要があり、バリデーション済み試験法

について得られたものと同等レベルの正確性と信頼性が含まれる(9)。 

PC (Positive Control)：陽性対照。試験系のすべての構成要素を含み、陽性反応を引き起こす

ことがわかっている物質により処理した複製組織。陽性対照の反応の経時的ばらつきを確実に

評価可能にするため、陽性反応の規模を過度にしないこと。 

妥当性：試験とそれによって生じる影響との関係と、試験が特定の目的にとって意義や有用性

があるかを示す。試験が試験対象となる生物学的影響を正確に測定または予測できる程度を示

す。妥当性には、試験法の正確性（一致度）を含む(9)。 

信頼性：同じプロトコルを用いて試験法を実施したときに得られる経時的な実験室内および実

験室間再現性の程度を表す尺度。施設内および施設間の再現性を算出して評価する(9)。 

置換試験：危険有害性の同定やリスク評価のために日常的に使用され、かつ一般に認められて

いる試験の代わりになるようにデザインされた試験であり、試験対象になる可能性のあるすべ

ての状況や化学品に関して、一般に認められている試験に比較して、ヒトや動物の健康や環境

（該当する場合）を同等かそれ以上に保護できることが確認されている試験(9)。 

実験：陰性対照および PC と同時に検討される 1 つ以上の被験化学物質からなる一組の試験。 

感度：すべての陽性被験化学物質や活性被験化学物質のうち、試験によって正確に分類される

ものの割合。分類結果をもたらす試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価す

る際の重要な検討事項である(9)。 

In vivo 皮膚刺激性：被験物質を最大 4 時間適用した皮膚に、可逆的な損傷を引き起こす性質の

こと。皮膚刺激性は、被験物質に冒された皮膚組織に生じる局所的な反応であり、被験物質の

適用直後から現れる(38)。皮膚組織の生得の（非特異的な）免疫系が関与する局所的な炎症反

応に起因する。皮膚刺激性の主な特徴は、その可逆的な過程が炎症反応に関与していることと、

刺激作用の特徴的な臨床症状（紅斑、浮腫、そう痒、疼痛）の多くが、炎症過程に関連してい

ることである。 

特異度：すべての陰性や不活性な被験化学物質のうち、試験によって正確に分類されるものの

割合。分類結果をもたらす試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する際の

重要な検討事項である(9)。 

物質：自然の状態の、または製造過程で得られる化学元素とその化合物のことをいい、その製

品の安定性を保つために必要な添加物や、その工程から派生する不純物は含まれるが、その物

質の安定性に影響を及ぼすことも、その組成を変化させることもなく分離する可能性のある溶
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剤は除く。 

被験化学物質：試験対象の物質のことをいう。 
UPLC (Ultra-High Performance Liquid Chromatography)：超高速液体クロマトグラフィー。 

UVCB (substances of unknown or variable composition, complex reaction products or 
biological materials)：組成が不明または不定の物質、複雑な反応生成物または生体物質。 
  



 OECD/OCDE 439 | 20 
 

@OECD 2021 

補遺 2 - 本試験ガイドラインに含めた試験法 

RhE 試験系をベースにした 7 種類の市販の in vitro 試験法について、予備的バリデーション試験、

最適化試験、バリデーション試験が完了しており(10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) 
(20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (43) (45) (50) (51)、最小予測能は以下の通りである：

（感度 80%、特異度 70%、正確性 75%）。これら 7つの試験法を本試験ガイドラインに含め、

以下に一覧表示する。それぞれの試験法をバリデートするのに用いたバリデーション試験法の

種類についても記載する。本試験ガイドラインおよび PS (8)の開発に用いた VRM は、

EpiSkin™と EpiDerm™ SIT (EPI-200)である。 
 

番号 試験法の名称 バリデーション試験の種類 参考文献 
1 EpiSkin™ 

(VRM) 
完全な前向きバリデーション試験（2003～
2007 年）。この試験法の構成要素は、オリジ

ナルおよび更新されたECVAMの性能標準に不

可欠な試験法の構成要素を定義するのに用い

られた(39) (40) (21)*。また、未分類の物質と

分類済みの物質の同定に関連する試験法のデ

ータは、オリジナルの性能標準*の特異度と感

度を定義するための最も重要な根拠となって

いる。 

(2) (10) (11) (14) 
(15) (16) (17) (18) 
(19) (20) (21) (23) 
(32) (39) (40) 

2 EpiDerm™ 
SIT(EPI-
200) 
(VRM) 

EpiDerm™（オリジナル）：2003～2007 年

に、1 番の試験とともに、最初の完全な前向き

バリデーション試験が行われた試験法。この

試験法の構成要素は、オリジナルおよび最新

のECVAMの性能標準に不可欠な試験法の構成

要素を定義するのに用いられた (39) (40) 
(21)*。 

(2) (10) (12) (13) 
(15) (16) (17) (18) 
(20) (21) (23) (33) 
(39) (40) 

  EpiDerm™ SIT (EPI-200): オ リ ジ ナ ル の

EpiDerm™の変法が、オリジナルの ECVAMの

性能標準(21)を用いて 2008 年にバリデートさ

れた*。 

(2) (21) (22) (23) 
(33) 

3 SkinEthic™ 
RHE 

2008 年に策定されたオリジナルの ECVAM の

性能標準(21)に基づいたバリデーション試験

*。 

(2) (21) (22) (23) 
(31) 

4 LabCyte 
EPIMODEL24 
SIT 

OECD TG 439 (8)の性能標準(PS)に基づいた

2011～2012 年のバリデーション試験。OECD 
TG 439 の性能標準(8)は、更新された最新の

ECVAM の性能標準* (39) (40)に基づいてい

る。 

(24) (25) (26) (27) 
(28) (35) (39) (40) お
よび  本試験ガイド

ラインの PS (8)* 

5 epiCS® 2016年のESACの見解(45)および 2018年の独

立したピアレビュー(43)に準拠した OECD GD 
220 (8)の SIT に向けた性能基準に基づくバリ

デーション試験。 

(1) (8) (23) (39) (40) 
(44) (43) (45) 

6 Skin+ ® 2016 年の ECVAM の見解(46)および 2018 年の

独立ピアレビュー(43)後の OECD GD 220 (8)
に従った SIT の性能ベースバリデーション試

験。 

(1) (8) (23) (39) (40) 
(42) (43) (46) 

7 KeraSkin™ 
SIT 

OECD GD 220 (8)とその後の 2020 年の独立し

たピアレビューに従った性能基準に基づくバ

リデーション試験。 

(48) (49) (50) (51) 
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注：ECVAM のオリジナルの性能標準(21)は、1 番と 2 番の試験法の性能の評価を行った前向きバリデーション試験(16)の完了後ま

もない 2007 年に、EU 危険物指令第 28 次改正(41)に記載されている分類システムを基準にして策定された。UN GHS が導入された

2008 年に(1)、未分類の物質を分類済み物質と区別するための in vivo スコアのカットオフ値が 2.0 から 2.3 に引き上げられた。この

規制要件の変更に対応するため、正確性の値と ECVAM の性能標準の参照物質リストが、2009 年に更新された(2) (39) (40)。オリジ

ナルの性能標準であるため、更新された最新の性能標準も、ほとんどは 1 番と 2 番の試験法(16)によるデータに基づいているが、3
番の試験法による参照物質に関するデータも追加使用されている。2010 年に、更新された最新の ECVAM の性能標準を用いて、本

試験ガイドラインに関する性能標準を規定した(8)。この試験ガイドラインの目的上、性能標準の基準すべてを作成するために

EpiSkin™が使用されたという事実により、EpiSkin™を VRM とみなす。バリデーション試験に関する詳細や、得られたデータの集

計、UN GHS 施行の結果として必要になった性能標準の改変の背景については、本試験ガイドラインに対する ECVAM/BfR の背景

に関する説明文書(23)を参照されたい。 
SIT:皮膚刺激性試験 
RHE：再構築ヒト表皮 
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補遺 3 - 本試験ガイドラインに含めた各試験法に固有のプロトコルパラメータ 

表 2 - 本試験ガイドラインに含まれる各試験方法に固有のプロトコルパラメータの概要 

RhE 試験法については、きわめて類似したプロトコルが示されており、いずれの試験法も、曝露後に 37°C で 42 時間のインキュベ

ーション時間を置く(32) (33) (34) (35) (42) (44) (48)。試験法のバリア機能の違いに関連する主要な 3 つのパラメータ、すなわち、

A)インキュベーション前の時間と量、B)被験物質の適用、C)インキュベーション後の量については、下記に示すように試験間でば

らつきがある。 
 

 EpiSkin™ 
(SM) 
(23) 

EpiDerm™ 

SIT (EPI-200) 
(23) 

SkinEthic 
RHE™ 

(23) 

LabCyte EPI-
MODEL24 

SIT 
(26) 

epiCS® 
(43)(44) 

Skin+ ® 
(42)(43) 

KeraSkin™ 

SIT 
(48) 

A) インキュベーション前 

インキュベーションの時

間 18～24 時間 18～24 時間 2 時間以上 15～30 時間 4 時間また

は一晩 
2 時間また

は一晩 
20～24 時間 

培地量 2 mL 0.9 mL 0.3 または 1 
mL 0.5 mL 1 mL 1 mL 0.9 mL 

B) 被験化学物質の適用 

液体の場合 10 μL 
(26 μL/cm2) 

30 μL 
(47 μL/cm2) 

16 μL 
(32 μL/cm2) 

25 μL 
(83 μL/cm2) 

30 µL 
(50 µL/cm2) 

16 μL 
(32 μL/cm2) 

40 µL 
(67 µL/cm2) 

固体の場合 10 mg 
(26 mg/cm2) 
+ DW (5 μL) 

25 mg* 
(39 mg/cm2) + 
DPBS (25 μL) 

16 mg 
(32 mg/cm2) 

+ DW (10 μL) 

25 mg 
(83 mg/cm2) + 

DW (25 μL) 

30 mg 
(50 mg/cm2) 

+ DPBS 
(50 µl) 

16 mg 
(32 mg/cm2) 

+ DW 
(10 µL) 

40 mg 
(67 mg/cm2) 
+ DPBS (40 
µL) 

ナイロンメッシュの使用 使用しない 適宜使用する 使用する 使用しない 使用する 使用する 使用しない 
総適用時間 15 分間 60 分間 42 分間 15 分間 20 分間 42 分間 30 分間 
適用温度 

室温 

a) 室温で 25 分

間 
b) 37ºC で 35

分間 

室温 室温 室温 室温 37ºC 
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C) インキュベーション後の量 

培地量 2 mL 0.9 mL x 2 2 mL 1 mL 1 mL 2 mL 0.9 mL 

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

mg/mL 
500 µL 0.5 

mg/mL 
300 µL 1 
mg/mL 

300 µL 0.5 
mg/mL 

300 µL 0.4 
mg/mL 

D) 許容基準 

陰 性 対 照 （ 水 ま た は

DPBS）で処理した複製

組織の OD の平均値 

0.6 以上 1.5
以下 

0.8 以上 2.8 以

下 
0.8 以上 3 以

下 
0.7 以上 2.5 以

下 
0.8 以上 2.8

以下 
0.8 以上 2.5

以下 
0.7 以上 1.6
以下 

陽性対照（SDS 5%）で

処理した複製組織の生

存率の平均値を、陰性

対照に対する割合（%）

で表したもの 

< 40% < 20% < 40% < 40% < 20% < 40% ≤ 40% 

複製組織間の標準偏差 SD ≤ 18% SD ≤ 18% SD ≤ 18% SD ≤ 18% SD ≤ 18% SD ≤ 18% SD ≤ 18% 

RT：室温（18～25ºC） 
DW：蒸留水 
DPBS：ダルベッコリン酸緩衝生理食塩水 
* SOP に記載されているとおり、校正目盛付き匙を用いて定量する 
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表 3 - 各試験法および習熟度確認物質で得られた細胞生存率（%）の指標範囲 

ここに挙げた値は情報提供を目的として提供されたもので、個々の方法のバリデーション試験に参加した臨床検査室が得た範囲を

示している。この範囲は本試験ガイドラインの一部ではないが、規制目的で日常的に使用する前に、試験室が最初に試験方法を設

定する場合に有用である。 
 
 
 

EpiSkin™ 
(SM) 
(23) 

EpiDerm™ SIT 
(EPI-200) 

(23) 

SkinEthic 
RHE™ 

(23) 

LabCyte 
EPI- 

MODEL24 
SIT 
(26) 

epiCS® 
(43)(44) 

Skin+ ® 
(42)(43) 

KeraSkin™ 
SIT 
(51) 

区分外の物質（UN GHS 区分外） 

ナフタレン酢酸 92.3 +/-
5.2 100.7 +/-8.4 104.0 +/- 

12.9 100.4 +/-7.6 99.3 +/-10.4 94.6 +/-17.9 81.8 +/-15.0 

イソプロパノール 88.1 +/-
8.7 65.6 +/-16.5 101.0 +/-11.3 76.7 +/-7.0 97 +/-6.8 90.7 +/-27.5 76.6 +/-9.4 

ステアリン酸メチ

ル 
98.5 +/-

11.3 107.7 +/-4.9 104.4 +/-15.8 99.3 +/-10.4 101 +/-8.0 101.7 +/- 
6.5 93.4 +/-11.3 

酪酸ヘプチル 102 +/-4.2 104.1 +/-4.2 92.1 +/-17.5 105.4 +/-11.1 100.3 +/- 
5.1 79 +/-17.8 87.3 +/-11.9 

サリチル酸ヘキシ

ル 89 +/-1.8 106.9 +/-5.2 95.9 +/-12.5 100.9 +/-8.2 95 +/-8.0 89.1 +/-
16.3 88.3 +/-10.4 

分類済み物質（UN GHS 区分 2） 
シクラメンアルデ

ヒド 
25.4 +/-

12.1 18.5 +/-16.2 1.7 +/- 0.9 9.1 +/-2.9 12.8 +/-26.4 3 +/-0.4 1.7 +/-3.0 

1-ブロモヘキサン 24.4 +/-
15.9 16.9 +/-2.5 1.3 +/-3.9 15.7 +/-3.4 10.4 +/-4.8 5.6 +/-0.7 18.9 +/-12.9 

水 酸 化 カ リ ウ ム

（5%水溶液） 9.3+/-10.0 4.3 +/-1 16,7 +/-17 3.3 +/-3.1 2.6 +/-3.6 5.2 +/-1.5 -1.2 +/-2.01 

 
1 負の値は、平均細胞生存率が検出限界やデータのばらつきに近いことを示す。 
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1-メチル-3-フェニ

ル-1-ピペラジン 
23.8+/-

17.8 7.35 +/-2.7 8,2 +/-7.1 5.8 +/-3.7 38. 8 +/- 
37.9 4.5 +/-0.7 5.4 +/-9.5 

ヘプタナール 16.6+/-
13.6 5.1 +/-0.3 1.3 +/-0.9 9.9 +/-1.3 4.4 +/-4.9 9.3 +/-0.2 2.8 +/-2.8 
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表 4 本試験ガイドラインに含めた MTT 法における、陰性対照の OD値の許容範囲 
 

 下限値 上限値 
EpiSkin™ (SM) ≥ 0.6 ≤ 1.5 
EpiDerm™ SIT(EPI-200) ≥ 0.8 ≤ 2.8 
SkinEthic™ RHE ≥ 0.8 ≤ 3.0 
LabCyte EPI-MODEL24 SIT ≥ 0.7 ≤ 2.5 
epiCS® ≥ 0.8 ≤ 2.8 
Skin+ ® ≥ 0.8 ≤ 2.5 
KeraSkin™ SIT ≥ 0.7 ≤ 1.6 

表 5．本試験ガイドラインに含めた試験法の、品質管理のためのロット出荷基準 
 

 下限値 上限値 

EpiSkin™ (SM) 
（SDS に曝露後 18 時間）(32) 

IC50 = 1.0 mg/mL IC50 = 3.0 mg/mL 

EpiDerm™ SIT(EPI-200) 
(1% Triton X-100) (33) 

ET50 = 4.0 時間 ET50 = 8.7 時間 

SkinEthic™ RHE 
(1% Triton X-100) (34) 

ET50 = 4.0 時間 ET50 = 10.0 時間 

LabCyte EPI-MODEL24 SIT 
（SDS に曝露後 18 時間） 
(35) 

IC50 = 1.4 mg/mL IC50 = 4.0 mg/mL 

epiCS® 
(1% Triton X-100) (44) 

ET50 = 2.0 時間 ET50 = 7.0 時間 

Skin+ ® 
(1% Triton X-100) (42) 

ET50 = 4.0 時間 ET50 = 9.0 時間 

KeraSkin™ SIT 
（SDS に曝露後 18 時間）(48) 

IC50 = 1.5 mg/mL IC50 = 4.8 mg/mL 
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補遺 4 - RhE 組織から抽出された MTT ホルマザン測定用の HPLC/UPLC-分光光度法シ

ステムの適格性評価に関する主要パラメータおよび許容基準 
 
 

パラメータ FDA ガイダンスによるプロトコル
(36)(37) 

許容基準 

選択性 イソプロパノール、生存ブランク（未処

理の生存 RhE 組織由来のイソプロパノ

ール抽出物）、死亡ブランク（未処理の

死亡 RhE 組織由来のイソプロパノール

抽出物）の分析 

面積値干渉 = 面積値

LLOQ1の 20% 

精度 イソプロパノールの品質管理（すなわ

ち、1.6 µg/mL、16 µg/mL、160 µg/mL
での MTT ホルマザン）（n=5） 

LLOQ に関する CV
が 15%または 20% 

正確性 イソプロパノールの品質管理（n=5） LLOQ に関する逸

脱率が 15%または
20% 

マトリックス効果 生存ブランクの品質管理（n=5） マトリックス効果

率が 85～115% 
キャリーオーバー ULOQ2 の基準到達後のイソプロパノー

ルの分析 
面積値干渉 = 面積値

LLOQの 20% 

再現性（日内） 3 つの独立した検量線（ULOQ、すなわ

ち 200 µg/mL で開始したイソプロパノー

ル中のMTTホルマザンについて、連続 6
回の 1/3 希釈に基づく）；イソプロパノ

ールの品質管理（n=5） 

検量線：LLOQ に

関 す る 逸 脱 率 が

15%または 20% 
品質管理：逸脱率

が 15%および CV
が 15% 再現性（日間） 1 日目：イソプロパノールの 1 つの検量

線および品質管理（n=3） 
2 日目：イソプロパノールの 1 つの検量

線および品質管理（n=3） 
3 日目：イソプロパノールの 1 つの検量

線および品質管理（n=3） 
RhE 組織抽出物中の

MTT ホルマザンの短期

安定性 

調製日および室温（18～25ºC）での保

存の 24 時間後に分析される生存ブラン

クの品質管理（n='3'） 

逸脱率が 15% 

RhE 組織抽出物中の

MTT ホルマザンの長期

安定性（必要な場合） 

調製日および指定の温度（例えば、

4ºC、-20ºC、-80ºC）での保存の数日後

に分析される生存ブランクの品質管理

（n='3'） 

逸脱率が 15% 

注： 
1 LLOQ：1～2%の組織生存率（すなわち、0.8 μg/mL）をカバーするよう定義される定量下限。 
2 ULOQ：陰性対照由来のイソプロパノール抽出液中において、予測される最大 MTT ホルマザン濃度より 2 倍以上の高濃度（すな

わち、200 μg/mL）と定義される定量上限。 
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	10. 分類の結果に曖昧さがなければ、実験は、被験物質ごとに3系列の組織で1回行えば十分である。ただし、3系列の測定値が一致しない場合や、生存率の平均が50 ± 5%である場合など、結果がどちらとも言えない場合は、2回目の実験を検討する。また、1回目と2回目の実験の結果が一致しない場合は、3回目の実験を検討する。
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	11. 高度に分化した多層培養ヒト表皮モデルを形成させた、ヒト由来の非形質転換表皮ケラチノサイトからなる三次元RhEモデルに、被験物質を局所適用する。同モデルは、組織化した基底層、有棘層、顆粒層と、in vivoで認められるものに類似した主要な脂質類を代表する細胞間脂質ラメラ層を含む多層性の角質層からなる。
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	12. 化学物質が引き起こす皮膚刺激は、主に紅斑や浮腫となって現れるが、これは、化学物質が角質層を通過して浸透することを発端とした現象のカスケードの結果であり、この場合、化学物質は、下位層にあるケラチノサイトなどの皮膚細胞を損傷する可能性もある。損傷した細胞は、炎症メディエーターを放出したり、あるいは炎症カスケードを誘発して、真皮にある細胞、特に間質細胞や血管内皮細胞にも作用を及ぼす可能性がある。紅斑や浮腫の発生は、内皮細胞が膨張して透過性が増大することによって発生する(29)。特に、RhEベース...
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	14. 本試験ガイドラインに準拠するバリデート済み試験法（補遺2）のいずれかを日常的に使用する場合、その前に、表1に示す習熟度確認用の物質10種類を使用して、試験施設の習熟度を証明すること。試験ガイドラインに含まれる方法のユーザーは、以下の表1に記載される個々の熟達度物質で達成される細胞生存率の指標範囲について、補遺3の表2を参照するとよい。収載した物質を入手できない場合や正当な理由で使用できない場合は、表1の記載と同じ選択基準を適用できれば、適切なin vivoおよびin vitro参照データを...
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	15. RhEモデルを使用する際には、受領後の組織のバリア特性が、RhEモデルの製造業者の記載通りであることを、習熟度を証明する試験の一部として確認することが推奨される。これは、組織の輸送が長時間や長距離に及んだ場合に特に重要である。試験法が十分に確立され、かつ試験法の使用における習熟度の習得と証明がなされた場合には、このような確認を日常的に行う必要はない。
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	試験手順
	16. 皮膚刺激性評価のためのRhE試験法について、構成要素と手順を以下に説明する（各試験法に関連するパラメータについては、補遺3も参照）。本試験ガイドラインに従う試験法については、標準操作手順書（SOP）が入手できる(32) (33) (34) (35) (42) (44) (48)。
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	17. 上皮の再構築には、ヒト由来の非形質転換ケラチノサイトを用いること。生存可能な上皮性細胞で構成される複数の層（基底層、有棘層、顆粒層）が、機能的な角質層の下に存在していること。角質層は複数の層からなり、細胞毒性を有する基準物質（例：ドデシル硫酸ナトリウム[SDS]、Triton X-100など）の急速な浸透にも強い耐性を有する機能性バリアを生じるのに不可欠な脂質プロファイルを含有すること。バリア機能を証明し、一定時間曝露後に組織の細胞生存率が50%に低下する基準物質の濃度（IC50）を求める...
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	18. 生存率の定量には、MTT法を用いる(31)。RhE組織構築物の生存細胞により、生体染色色素MTTが青色のMTTホルマザン沈殿物に還元され、その後、沈殿物をイソプロパノール（または類似の溶剤）を用いて組織から抽出する。抽出溶媒単独の光学濃度（OD）は、十分に低い（0.1未満である）こと。抽出したMTTホルマザンは、標準吸光度（OD）の測定か、HPLC/UPLC-分光光度法(36)のいずれかを用いて定量できる。これについては段落33で詳しく説明する。RhEモデルを使用する場合は、陰性対照につい...
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	バリア機能

	19. 角質層とその脂質組成物は、細胞毒性の基準物質（例：SDS、Triton X-100など）の急速な浸透に十分に耐えられることが、IC50やET50の値（表3）から推定されるものであること（補遺3、表5）。
	19. 角質層とその脂質組成物は、細胞毒性の基準物質（例：SDS、Triton X-100など）の急速な浸透に十分に耐えられることが、IC50やET50の値（表3）から推定されるものであること（補遺3、表5）。
	形態

	20. RhEモデルのヒト表皮様構造（多層の角質層を含む）を証明するため、組織学的検査を行うこと。
	20. RhEモデルのヒト表皮様構造（多層の角質層を含む）を証明するため、組織学的検査を行うこと。
	再現性

	21. 試験法の陽性対照と陰性対照の結果は、経時的再現性が示されること。
	品質管理（QC）

	22. RhEモデルは、使用するRhEモデルの各ロットが、定められた製造・出荷基準を満たしていることが、RhEモデルの開発者や供給者によって証明されている場合にのみ使用すること。この製造・出荷基準の中でも問題となるのは、生存率（段落18）、バリア機能（段落19）、形態（段落20）である。これらのデータをRhE試験法の使用者に提供して、使用者が試験報告書に記載できるようにすること。IC50およびET50の許容範囲（上限と下限）は、RhEモデルの開発者や供給者が規定すること。刺激性分類の予測を信頼でき...
	22. RhEモデルは、使用するRhEモデルの各ロットが、定められた製造・出荷基準を満たしていることが、RhEモデルの開発者や供給者によって証明されている場合にのみ使用すること。この製造・出荷基準の中でも問題となるのは、生存率（段落18）、バリア機能（段落19）、形態（段落20）である。これらのデータをRhE試験法の使用者に提供して、使用者が試験報告書に記載できるようにすること。IC50およびET50の許容範囲（上限と下限）は、RhEモデルの開発者や供給者が規定すること。刺激性分類の予測を信頼でき...
	被験化学物質および対照物質の適用

	23. 実験は、各被験物質および各対照について、3系列以上で行う。液体でも固体でも、十分量（26～83 µL/cm2 またはmg/cm2）の被験化学物質で、表皮表面を均一に覆う（補遺3を参照）。また、固体の場合は、表皮表面との接触を良くするため、表皮表面を脱イオン水または蒸留水で湿らせてから適用する。可能であれば、固体は必ず微粉末で試験する。すべての試験条件に、ナイロンメッシュを使用して散布してよい（補遺3を参照）。曝露終了後、水性緩衝液または0.9%塩化ナトリウム水溶液で、表皮表面から慎重に被験...
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	24. 実験ごとに、同時の陰性対照（NC）および陽性対照（PC）を同時に使用し、組織の生存率（NCを使用する）、バリア機能、およびその結果生じる組織感受性（PCを使用する）が、定義された過去の許容範囲内であることを立証する。PCには、SDSの5%水溶液が推奨される。また、NCには、水またはリン酸緩衝食塩水（PBS）が推奨される。
	24. 実験ごとに、同時の陰性対照（NC）および陽性対照（PC）を同時に使用し、組織の生存率（NCを使用する）、バリア機能、およびその結果生じる組織感受性（PCを使用する）が、定義された過去の許容範囲内であることを立証する。PCには、SDSの5%水溶液が推奨される。また、NCには、水またはリン酸緩衝食塩水（PBS）が推奨される。
	細胞生存率の測定

	25. 試験手順に従い、細胞生存率の測定は、曝露直後ではなく、曝露後に組織をすすいでから、新鮮な培地中でインキュベーションする時間を十分にとってから行うこと。このインキュベーションの時間を設けることによって、弱い細胞毒性作用から回復させる一方、明らかな細胞毒性作用を発現させることができる。本試験ガイドラインの基礎をなしている2つのRhEベースの試験法の最適化で、処理後のインキュベーション時間は42時間が最適であった(11) (12) (13) (14) (15)。現時点では、42時間が、本試験ガイ...
	25. 試験手順に従い、細胞生存率の測定は、曝露直後ではなく、曝露後に組織をすすいでから、新鮮な培地中でインキュベーションする時間を十分にとってから行うこと。このインキュベーションの時間を設けることによって、弱い細胞毒性作用から回復させる一方、明らかな細胞毒性作用を発現させることができる。本試験ガイドラインの基礎をなしている2つのRhEベースの試験法の最適化で、処理後のインキュベーション時間は42時間が最適であった(11) (12) (13) (14) (15)。現時点では、42時間が、本試験ガイ...
	26. 本試験ガイドラインで細胞生存率の測定に用いる標準化された定量法は、MTT法である。MTT法は、三次元の組織構造物での使用に適合している。組織試料を、適切な濃度（例：0.3～1 mg/mLなど）のMTT溶液に3時間浸漬する。MTTは、生存細胞によって、ブルーホルマザンに転化される。ブルーホルマザンの沈殿生成物を組織から溶剤（例：イソプロパノール、酸性イソプロパノールなど）で抽出し、最大値 ± 30 nmのバンドパスフィルターを用いて、570 nmでホルマザンのODを測定するか、HPLC/UP...
	27. 被験物質の光学特性や、被験物質のMTTに対する化学作用（例えば、化学物質によって、発色が起こるだけでなく、発色の阻害や後退も引き起こされる可能性がある）が分析に干渉して、細胞生存率の推定値に誤りが起きる場合がある。これは、特定の被験物質が組織から完全に洗い流されていない場合や、表皮に浸透してしまっている場合に起こる可能性がある。被験物質がMTTに直接作用する場合（例えば、MTTを還元する物質である場合など）、被験物質がもともと着色されている場合、あるいは組織に曝露している間に被験物質に色が...
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	28. 直接的なMTT還元物質を同定するには、新たに調製したMTT溶液に各被験化学物質を添加する。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、この被験化学物質はMTTを直接還元すると推定され、標準吸光度（OD）の測定またはHPLC/UPLC-分光光度法の使用とは別に、生存不能なRhE組織に対する追加の機能検査を実施する。この追加機能検査では、残存代謝活性しかないものの、生組織と同様に被験化学物質を吸収する死亡組織を用いる。各MTT還元被験化学物質を、2つ以上の死亡複製組織に適用する。...
	28. 直接的なMTT還元物質を同定するには、新たに調製したMTT溶液に各被験化学物質を添加する。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、この被験化学物質はMTTを直接還元すると推定され、標準吸光度（OD）の測定またはHPLC/UPLC-分光光度法の使用とは別に、生存不能なRhE組織に対する追加の機能検査を実施する。この追加機能検査では、残存代謝活性しかないものの、生組織と同様に被験化学物質を吸収する死亡組織を用いる。各MTT還元被験化学物質を、2つ以上の死亡複製組織に適用する。...
	29. 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場合に着色する被験化学物質による干渉の可能性を特定し、新たな対照の必要性を判定するため、水（曝露中の環境）ないしイソプロパノール（抽出溶液）中の被験化学物質のスペクトル解析を実施する。水ないしイソプロパノール中の被験化学物質が570 ± 30 nmの範囲の光を吸収する場合、別の有色の対照を実施するか、そのような対照が不要の場合、代わりにHPLC/UPLC-分光光度法を用いる（段落32および33参照）。標準吸光度（OD）の測定を実施す...
	29. 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場合に着色する被験化学物質による干渉の可能性を特定し、新たな対照の必要性を判定するため、水（曝露中の環境）ないしイソプロパノール（抽出溶液）中の被験化学物質のスペクトル解析を実施する。水ないしイソプロパノール中の被験化学物質が570 ± 30 nmの範囲の光を吸収する場合、別の有色の対照を実施するか、そのような対照が不要の場合、代わりにHPLC/UPLC-分光光度法を用いる（段落32および33参照）。標準吸光度（OD）の測定を実施す...
	30. 直接的なMTT還元（段落28参照）と色による干渉（段落29参照）の両方をもたらすことがわかっている被験化学物質も、標準吸光度（OD）の測定を実施する場合、前述の段落に記載したNSMTT対照およびNSCliving対照とは別に、第3の対照を要することになる。このことは、MTT法に干渉する濃色の被験化学物質に通常当てはまり（例えば、青色、紫色、黒色）、その理由は、その物質固有の色が、段落28に記載したように直接的なMTT還元能の評価を妨げるためである。このような被験化学物質は生存組織と死亡組織...
	30. 直接的なMTT還元（段落28参照）と色による干渉（段落29参照）の両方をもたらすことがわかっている被験化学物質も、標準吸光度（OD）の測定を実施する場合、前述の段落に記載したNSMTT対照およびNSCliving対照とは別に、第3の対照を要することになる。このことは、MTT法に干渉する濃色の被験化学物質に通常当てはまり（例えば、青色、紫色、黒色）、その理由は、その物質固有の色が、段落28に記載したように直接的なMTT還元能の評価を妨げるためである。このような被験化学物質は生存組織と死亡組織...
	31. 非特異的なMTT還元および非特異的な色による干渉から、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しうることに留意されたい。このことに基づき、各試験実施施設は、規制を目的とするでの被験化学物質の試験を開始する前に、市販の供給元由来のMTTホルマザン（CAS番号：57360-69-7）を用い、分光光度計の直線範囲を測定する。分光光度計を用いた標準吸光度（OD）の測定が、直接的なMTT還元物質および色による干渉を有する被験化学物質の評価に適しているのは、直接的なMTT還元ないし色によ...
	31. 非特異的なMTT還元および非特異的な色による干渉から、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しうることに留意されたい。このことに基づき、各試験実施施設は、規制を目的とするでの被験化学物質の試験を開始する前に、市販の供給元由来のMTTホルマザン（CAS番号：57360-69-7）を用い、分光光度計の直線範囲を測定する。分光光度計を用いた標準吸光度（OD）の測定が、直接的なMTT還元物質および色による干渉を有する被験化学物質の評価に適しているのは、直接的なMTT還元ないし色によ...
	32. MTT法に対するきわめて強力な干渉のため、標準吸光度（OD）の測定に適合しない有色の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的なHPLC/UPLC-分光光度法を使用できる（段落33参照）(36)。HPLC/UPLC-分光光度法システムは、被験化学物質の定量前にMTTホルマザンを分離できる(36)。このため、HPLC/UPLC-分光光度法を用いる場合、検討する化学物質とは別にNSCliving対照およびNSCkilled対照を必要としない。それでも、（段落28記載のとおり）...
	32. MTT法に対するきわめて強力な干渉のため、標準吸光度（OD）の測定に適合しない有色の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的なHPLC/UPLC-分光光度法を使用できる（段落33参照）(36)。HPLC/UPLC-分光光度法システムは、被験化学物質の定量前にMTTホルマザンを分離できる(36)。このため、HPLC/UPLC-分光光度法を用いる場合、検討する化学物質とは別にNSCliving対照およびNSCkilled対照を必要としない。それでも、（段落28記載のとおり）...
	33. 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、非MTT還元物質）に使用できる(36)。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ホルマザン定量に向けてシステムを用いる前に、生物学的分析法バリデーションに関する業界向け米国食品医薬品局（FDA）ガイダンス記載の一連の標準的な適格性評価パラメータに基づき、パラメータの許容基準(36) (37)を満たすことにより、HPLC/UPLC-分...
	33. 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、非MTT還元物質）に使用できる(36)。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ホルマザン定量に向けてシステムを用いる前に、生物学的分析法バリデーションに関する業界向け米国食品医薬品局（FDA）ガイダンス記載の一連の標準的な適格性評価パラメータに基づき、パラメータの許容基準(36) (37)を満たすことにより、HPLC/UPLC-分...
	許容基準

	34. 適正なRhEモデルのロット（段落22を参照）を用いたどの試験でも、陰性対照に曝露した組織に、出荷、受け取り手続き、プロトコルのすべてのプロセスを経た後の組織の品質を反映するOD値を認めること。陰性対照におけるOD値が、従来確立された境界域より低い値でないこと。一方、陽性対照（SDSの5%水溶液）に曝露した組織においても、RhE試験法の条件下で、刺激性物質に反応する能力が示されること（補遺3を参照。詳細については、本試験法に含めた試験法のSOPを参照のこと）(32) (33) (34) (3...
	34. 適正なRhEモデルのロット（段落22を参照）を用いたどの試験でも、陰性対照に曝露した組織に、出荷、受け取り手続き、プロトコルのすべてのプロセスを経た後の組織の品質を反映するOD値を認めること。陰性対照におけるOD値が、従来確立された境界域より低い値でないこと。一方、陽性対照（SDSの5%水溶液）に曝露した組織においても、RhE試験法の条件下で、刺激性物質に反応する能力が示されること（補遺3を参照。詳細については、本試験法に含めた試験法のSOPを参照のこと）(32) (33) (34) (3...
	結果の解釈と予測モデル

	35. 陰性対照を100%に設定して標準化した細胞生存率の計算には、各被験化学物質を用いて得られるOD値を使用する。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で得られたMTTホルマザンのピーク面積について、同時の陰性対照で得られたMTTホルマザンのピークに対する相対的な割合として算出する。刺激性の被験化学物質を区分外の被験化学物質と区別するための細胞生存率のカットオフ値と、結果の評価と刺激性物質の同定に用いる統計的手順について、明確に定義し、記録し、適...
	35. 陰性対照を100%に設定して標準化した細胞生存率の計算には、各被験化学物質を用いて得られるOD値を使用する。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で得られたMTTホルマザンのピーク面積について、同時の陰性対照で得られたMTTホルマザンのピークに対する相対的な割合として算出する。刺激性の被験化学物質を区分外の被験化学物質と区別するための細胞生存率のカットオフ値と、結果の評価と刺激性物質の同定に用いる統計的手順について、明確に定義し、記録し、適...
	● 被験化学物質に曝露した後のインキュベーション後の平均組織生存率が50%以下である被験物質を、UN GHS（区分2または区分1）に基づく分類および表示を要すると判断する。本試験ガイドラインが対象とするRhE試験法はUN GHS区分1か区分2かを区別できないため、皮膚腐食性に関する追加情報を基に最終分類を決定する必要がある［GD 203 (3)も参照］。被験化学物質が非腐食性で（TG 430、431または435に基づく）、曝露およびインキュベーション後の細胞生存率が50%以下である場合、被験化学物...
	● 被験化学物質に曝露した後のインキュベーション後の平均組織生存率が50%以下である被験物質を、UN GHS（区分2または区分1）に基づく分類および表示を要すると判断する。本試験ガイドラインが対象とするRhE試験法はUN GHS区分1か区分2かを区別できないため、皮膚腐食性に関する追加情報を基に最終分類を決定する必要がある［GD 203 (3)も参照］。被験化学物質が非腐食性で（TG 430、431または435に基づく）、曝露およびインキュベーション後の細胞生存率が50%以下である場合、被験化学物...
	● 曝露した後のインキュベーション後の細胞生存率が50%より高い被験物質も、加盟国の規制の枠組みによっては（任意区分のUN GHS区分3を採用していない場合）、皮膚刺激性なしとみなし、UN GHS区分外としてよい。
	● 曝露した後のインキュベーション後の細胞生存率が50%より高い被験物質も、加盟国の規制の枠組みによっては（任意区分のUN GHS区分3を採用していない場合）、皮膚刺激性なしとみなし、UN GHS区分外としてよい。


	データおよび報告
	データ
	36. 実験を行うごとに、系列ごとの組織のデータ（例：分類を含む、各被験物質についてのOD値と算出した細胞生存率のデータなど）を、表形式で報告すること。実験を繰り返した場合は、そのデータも含めること。これに加え、実験ごとの平均値 ± 標準偏差を報告すること。被験物質ごとに、MTT試薬との相互作用の観察結果および有色被験物質について報告すること。
	36. 実験を行うごとに、系列ごとの組織のデータ（例：分類を含む、各被験物質についてのOD値と算出した細胞生存率のデータなど）を、表形式で報告すること。実験を繰り返した場合は、そのデータも含めること。これに加え、実験ごとの平均値 ± 標準偏差を報告すること。被験物質ごとに、MTT試薬との相互作用の観察結果および有色被験物質について報告すること。
	試験報告書

	37. 試験報告書には、以下の情報を記載すること。
	● 単一成分物質：IUPAC名またはCAS名、CAS番号、SMILES記法またはInChIコード、構造式、純度などの化学的特定名や、場合により実質的な不純物の化学的特定名。
	● 単一成分物質：IUPAC名またはCAS名、CAS番号、SMILES記法またはInChIコード、構造式、純度などの化学的特定名や、場合により実質的な不純物の化学的特定名。
	● 多成分物質、UVCB、および混合物：成分の化学的特定名（上記参照）や、可能であればUVCBのスペクトルデータ、量、関連する物理化学的特性を用いてできるだけ特性を明らかにする。
	● 多成分物質、UVCB、および混合物：成分の化学的特定名（上記参照）や、可能であればUVCBのスペクトルデータ、量、関連する物理化学的特性を用いてできるだけ特性を明らかにする。
	● 物理的外観、水溶性や、そのほかの関連する物理化学的特性。
	● 入手可能であれば、供給元、ロット番号。
	● 該当する場合、試験前の被験化学物質／対照物質の処理（例えば、加温、粉砕）。
	● 該当する場合、試験前の被験化学物質／対照物質の処理（例えば、加温、粉砕）。
	● 既知の場合、被験化学物質の安定性、使用期限または再分析日。
	● 保管条件。
	● 用いたRhEモデル（バッチ番号を含む）。
	● 測定装置（例えば、分光光度計）の校正情報、（該当する場合）MTTホルマザンの定量に用いた波長およびバンドパス、ならびに測定装置の直線範囲、MTTホルマザンの定量に用いた方法の記述。
	● 測定装置（例えば、分光光度計）の校正情報、（該当する場合）MTTホルマザンの定量に用いた波長およびバンドパス、ならびに測定装置の直線範囲、MTTホルマザンの定量に用いた方法の記述。
	● 該当する場合、HPLC/UPLC-分光光度法システムの適格性評価に関する記述。使用した特定のRhEモデルについて、その性能も含む完全な裏付け情報（その性能も含む）。このようなものに下記があるが、これに限定されない。
	● 該当する場合、HPLC/UPLC-分光光度法システムの適格性評価に関する記述。使用した特定のRhEモデルについて、その性能も含む完全な裏付け情報（その性能も含む）。このようなものに下記があるが、これに限定されない。
	i) 生存率
	ii) バリア機能
	iii) 形態
	iv) 該当モデルの品質管理（QC）

	● そのモデルの背景データの参照先。過去のバッチデータに関するQCデータの許容性を含むが、これに限定されない。
	● そのモデルの背景データの参照先。過去のバッチデータに関するQCデータの許容性を含むが、これに限定されない。
	● 定常的使用の前の習熟度確認物質の試験による試験法実施習熟度の立証。
	試験手順：

	● 用いた試験手順の詳細（曝露期間後に用いた洗浄手順を含む）。用いた被験化学物質および対照物質の用量。
	● 用いた試験手順の詳細（曝露期間後に用いた洗浄手順を含む）。用いた被験化学物質および対照物質の用量。
	● 曝露時間、曝露温度および曝露後のインキュベーション時間。
	● 該当する場合、被験物質がMTTの直接還元剤である場合や有色の場合に用いる対照。
	● 該当する場合、被験物質がMTTの直接還元剤である場合や有色の場合に用いる対照。
	● 被験化学物質ならびに対照物質（PC、陰性対照およびNSMTT、該当する場合、NSClivingおよびNSCkilled）ごとに用いた複製組織の数。
	● 被験化学物質ならびに対照物質（PC、陰性対照およびNSMTT、該当する場合、NSClivingおよびNSCkilled）ごとに用いた複製組織の数。
	● 用いたRhEモデルに基づいて適用した判定基準／予測モデルの記述。
	● 試験手順（洗浄手順を含む）の変更に関する記述。
	実験および試験の許容基準

	● 過去のデータに基づく陽性対照および陰性対照の平均値および許容範囲。陽性対照および陰性対照に関する複製組織間の許容可能なばらつき。
	● 過去のデータに基づく陽性対照および陰性対照の平均値および許容範囲。陽性対照および陰性対照に関する複製組織間の許容可能なばらつき。
	● 被験化学物質に関する複製組織間の許容可能なばらつき。
	結果：

	● 実験ごとおよび複製組織測定ごとにみた、ODまたはMTTホルマザンのピーク面積、組織生存率、組織生存率の平均値およびSDなど、個々の被験化学物質のデータを示した表。
	● 実験ごとおよび複製組織測定ごとにみた、ODまたはMTTホルマザンのピーク面積、組織生存率、組織生存率の平均値およびSDなど、個々の被験化学物質のデータを示した表。
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