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ニワトリ眼球を用いた眼刺激性試験（ICE 法 : Isolated Chicken Eye Test）は、ニワトリから

摘出した眼球に被験物質を曝露して生じる角膜の変化をもとに in vivo の眼刺激性を予測する

試験であり、ウサギを用いた Draize 眼刺激性試験法（Draize 法）の代替法である。眼に重篤な

損傷を引き起こす化学物質（UN GHS : United Nations Globally Harmonized System of Classification 

and Labeling of Chemicals 1）区分 1 物質）をトップダウン方式により検出する方法として、2009

年に OECD TG 438 として採択された 2)。2013 年に採択された改定 TG 438 3)では、トップダ

ウン方式により UN GHS 区分 1 物質を、ボトムアップ方式により UN GHS 区分に該当しな

い物質を判定する場合の基準が定められており、JaCVAM 評価会議において妥当性が確認さ

れている 4)。今回、ICE 法の再評価が行われ、2018 年改定 TG 438 5)が採択された。本改定で

は、ボトムアップ方式による UN GHS 区分に該当しない物質の判定基準が変更され、偽陽性

率が改善された。また、トップダウン方式による区分 1 の判定において、これまで偽陰性率

の高かった洗浄剤と界面活性剤の評価性能を向上させるため、病理組織学的検査の併用が追

加された。JaCVAM 評価会議は、眼刺激性試験資料編纂委員会により作成された「2018 年改定

OECD TG 438 ニワトリ眼球を用いた眼刺激性試験（ICE 法 : Isolated Chicken Eye Test）」6) を

用いて、本試験法の妥当性について検討した。

１．試験法の定義

名称：2018 年改定 OECD TG 438 ニワトリ眼球を用いた眼刺激性試験（ICE 法 : Isolated Chicken 

Eye Test） 

代替する対象毒性試験：Draize 眼刺激性試験法 

試験法の概略：ICE 法では、ニワトリから摘出した眼球に被験物質を曝露し、その結果、眼

球の角膜に生じる変性を、角膜の腫脹、混濁度およびフルオレセイン染色性の変化として

とらえ、個別のスコアに変換して得られる総合評価をもとに in vivo での眼刺激性を予測す

る。本試験では、被験物質群および陽性対照群は 3 眼球以上、媒体対照群および陰性対照

群は 1 眼球以上を使用する。角膜の腫脹は、光学的厚度計を装着した細隙灯顕微鏡を用い

て角膜の厚さを曝露後 240 分間測定し、経時的な変化率として定量的に求める。角膜の混

濁度は、細隙灯顕微鏡にて角膜混濁度の経時的な変化を曝露後 240 分間観察し、結果を評

点化する。フルオレセイン染色性は、細隙灯顕微鏡にて曝露 30 分後の角膜表面のフルオレ

セイン染色性を観察し、評点化する。得られた結果を項目毎に眼刺激性の最も弱いクラス

I から最も強いクラス IV の 4 段階に分類し、それらの分類結果を総合して、被験物質の眼

刺激性を判定する。

2018 年改定点：

1）UN GHS 区分に該当しない物質のボトムアップ方式における判定基準に「1 項目がクラ

スⅠに分類され、2 項目がクラスⅡに分類される」場合が加わった。この基準の下に、新

たな物質を加えて再構築したデータにおいて正確性が再評価された結果、TG 438（2013）

の判定基準と比較して、偽陰性率は低く抑えられたまま、偽陽性率が改善された。
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2）トップダウン方式による UN GHS 区分１物質の判定に、病理組織学的検査が追加され

た。2<pH<11.5 の洗浄剤および界面活性剤について、トップダウン方式において偽陰性率

が高いことから、標準的な ICE 法で陰性結果が得られた際には、病理組織学的検査を併用

して判定することを推奨する。ICE 法に用いた眼球の病理組織標本を作製して、角膜上皮

のびらん、空胞化および壊死、角膜間質の核濃縮の程度および線維の乱れ、ならびに角膜

内皮の壊死の有無を基準に刺激性を評点化する。評点を区分 1 物質の評価基準に照らし、

合致した場合に UN GHS 区分 1 と判定し、合致しない場合には予測不可とする。 

3）ICE 法および病理組織学的検査における習熟度確認物質一覧が更新された。

２．評価に用いた資料および評価内容の科学的妥当性

本試験法は OECD にて TG 438（2009）、改定 TG 438（2013）を経て、改定 TG 438（2018）

として採択された。今回、改定 TG 438（2018）においてボトムアップ方式の判定基準を改定す

るにあたり、新たな物質を加えて再構築したデータ（184 物質）において再評価が行われた 5)。

その結果、Draize 法との比較では、ICE 法の正確度は 88%（161/184）、感度 97%（98/101）、

特異度は 76%（63/83）、偽陰性率は 3 %（3/101）および偽陽性率は 24%（20/83）を示し、

TG 438（2013）の判定基準と比較して、偽陰性率は低く抑えられたまま、偽陽性率は改善さ

れた。 また、トップダウン方式において偽陰性率が高かった洗浄剤および界面活性剤につい

て、検出感度を向上させるため、病理組織学的検査の併用について検証が行われた 7)8)。これ

らの結果を受けて、2<pH<11.5 の洗浄剤および界面活性剤 29 物質について JaCVAM 眼刺激

性試験資料編纂委員会が解析した結果、in vivo の判定との比較において、病理組織学的検査

を併用することにより、感度が 33%から 71%に向上し、正確度も 52%から 76%に上昇した。

評価会議では、評価資料は適切であり、TG 438 改定における評価方法の変更は科学的に妥当

であると考える。

３．本試験法の有用性と適用限界

ICE 法は生きた動物を用いないため代替法として有用性がある。2018 年の改定 TG 438 に

基づいて正確性が向上したことから、UN GHS の眼刺激性分類においてトップダウン方式に

おける区分 1 物質の同定およびボトムアップ方式における UN GHS 区分に該当しない物質の

同定に ICE 法を適用することは可能であると考える。なお、ボトムアップ方式で陽性結果が

得られた場合、他の適切な試験法による確認が必要とされている。また、トップダウン方式

においては、2<pH<11.5 の洗浄剤および界面活性剤については、陰性結果が得られた場合、

病理組織学的検査を併用することが推奨される。

４．目的とする物質又は製品の毒性を評価する試験法としての、社会的受け入れ性および行

政上の利用の可能性
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社会的受け入れ性： 
 
本試験法は、食用として屠殺されたニワトリの眼球を用いるため、Draize 法よりも社会的

受け入れ性は高い。今回の改定においては、動物福祉の観点からの変更がないことから、本

試験法の社会的受け入れ性は、改定前と変わらない。 
 
行政上の利用性： 
 
本試験法は、化学物質による眼刺激性を評価でき、トップダウン方式において UN GHS 区

分 1 物質（重篤な眼の傷害を引き起こす物質）ならびにボトムアップ方式において UN GHS

区分に該当しない物質（眼刺激物質として分類されない）を識別するという用途の範囲にお

いて行政的利用は可能であると考える。 
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