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「眼刺激性試験代替法としての牛摘出角膜の混濁および透過性試験法（BCOP）

を化粧品・医薬部外品の安全性評価に資するためのガイダンス」について

眼刺激性試験は、ウサギを用いた急性眼刺激性／腐食性を評価する Draize 法

がこれまで用いられていますが、これに代わる代替法である「牛摘出角膜の混

濁および透過性試験 （Bovine Corneal Opacity and Permeability Test：BCOP）」

が、強度の眼刺激性から無刺激性の物質を同定する試験法として OECD テストガ

イドライン 437 として採択されています。

今般、BCOP法について、化粧品・医薬部外品の安全性評価に利用するに当た

り、必要な留意点等を、別添のとおりガイダンスとして取りまとめましたので、

貴管下関係業者に対して周知方お願いします。
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眼刺激性試験代替法としての牛摘出角膜の混濁および透過性試験法（ＢＣＯＰ）を

化粧品・医薬部外品の安全性評価に資するためのガイダンス

眼刺激性は、被験物質を眼に直接接触させることにより生じる結膜の発赤・浮腫・分泌物、虹彩

の変化や角膜の混濁等を指標とする反応であり、眼刺激性試験はヒトが被験物質を粘膜に適用、

あるいは誤って眼に入れた場合に生じる結膜、虹彩、及び角膜に対する刺激性を予測するために

実施される。

医薬部外品の製造販売承認申請及び化粧品基準改正要請では、これまで、ウサギを用いた急

性眼刺激性／腐食性（Acute Eye Irritation/Corrosion）を評価する Draize 法 1)（OECD テストガイ

ドライン 405 として 1981 年に採択され、その後改定及び更新されている 2)。）が用いられてきた。

一方、眼刺激性試験に関する in vitro 試験法である「牛摘出角膜の混濁および透過性試験

（Bovine Corneal Opacity and Permeability Test：BCOP）」が、日本動物実験代替法評価センタ

ー（Japanese Center for the Validation of Alternative Methods：JaCVAM）、米国動物実験代替

法検証省庁間連絡委員会（ Interagency Coordinating Committee on the Validation of

Alternative Methods：ICCVAM）、欧州動物実験代替法評価センター（European Centre for the

Validation of Alternative Methods：ECVAM）により 2006 年と 2010 年に評価された。3), 4), 5), 6)

OECDでは、BCOP法を、2009年にGHS（United Nations Globally Harmonized System of

Classification and Labeling of Chemicals：UN GHS）区分で強度の眼刺激性を有する化学物質

あるいは混合物を同定する OECD テストガイドライン 4377)として採択し、2013 年には、UN GHS

区分で無刺激性の化学物質あるいは混合物も併せて同定する試験法として改訂を行った 8)。

本ガイダンスは、改定された最新のOECDテストガイドライン437 BCOP法について、化粧品・医

薬部外品の安全性評価に利用するに当たって、必要な留意点等を取りまとめたものである。

1. 試験法の概要

1-1. 原理

眼刺激性は、被験物質を眼に直接接触させることにより生じる結膜の発赤・浮腫・分泌物、虹彩

の変化や角膜の混濁等を指標とする反応である。角膜は偶発的な事故等により刺激物に曝露され

る眼表面組織の広範囲を占めており、その損傷は視力障害を引き起こす可能性がある。したがっ

て、従来の眼刺激性試験評価法であるウサギを用いた眼刺激性試験（Draize 法）では、角膜への

影響に評価の重みをおいている。牛眼球から採取した角膜を用いる牛摘出角膜の混濁および透

過性試験 （BCOP 法）も、Draize 法と同様な考え方に基づいて化学物質の眼刺激性を評価して

いると考えられる。

BCOP 法は食用に屠殺された直後の畜牛の眼球から摘出した角膜を使用し、牛角膜の正常な

生理学的・生化学的機能を in vitro で短期間維持して使用する器官型モデルである。本試験法で

は、角膜の混濁度と透過性の変化量をそれぞれオパシトメーター（opacitometer）および可視光分

光光度計を用いて定量的に測定する。両測定値を用いて In Vitro Irritancy Score（IVIS）を算出し、
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IVIS に基づいて被験物質の in vivo 眼刺激性を予測する。

1-2. 試験手順及び判定

1-2-1. 試験手順

詳細な内容を確認する場合には、更新 OECD Test Guideline 437 8）を参照する。

眼球の準備

眼球の摘出からチャンバー装着までは、汚染のリスクを最小限にするよう留意する。眼球の入手

から試験の実施までは短い時間で行い、通常、眼球入手と同日に試験が行われる。角膜の上

皮と内皮の損傷を避けるように注意しながら、強膜辺縁を2～3 mm残したままで切開して、異常の

ないことを確認して角膜を採取する。摘出した角膜を、角膜ホルダーに装着する（図1参照）。前部

および後部区画はそれぞれ角膜の上皮側と内皮側に接続する。両チャンバーをあらかじめ温めた

イーグルの最少必須培地（EMEM）で泡が発生しないようにあふれるまで満たし（後部チャンバー

を最初に）、その後、装置を32 ± 1℃で1時間以上維持する。

平衡化した後、新たに調製して温めたEMEMを両チャンバーに加え、角膜ごとに混濁度のベー

スライン値(バックグラウンド混濁度)を測定する。肉眼的組織損傷（擦過傷、色素沈着、新生血管

形成等）がみられる角膜、または混濁度が７を超えた角膜は試験に用いない。被験物質、陽性対

照、及び陰性（または溶媒）対照にそれぞれ最低3個の角膜を使用する。

被験物質の適用

 液体と界面活性剤（固体または液体）の場合

液体の被験物質は希釈しないでそのまま用いるが、界面活性剤は0.9％塩化ナトリウム溶液、

蒸留水、または試験系に影響を及ぼさないことが証明されている溶媒を用いて10％w/vの濃度

で試験する。半固体、クリーム、ワックスは、通常、液体と同様に試験する。上記と異なる希釈濃

度を用いるときは適切な根拠を示す。被験物質は、角膜に10分間曝露する。

 非界面活性固体の場合

0.9％塩化ナトリウム溶液、蒸留水、または試験系に影響を及ぼさないことが証明されている溶

媒を用いて溶液または懸濁液として、20％w/vの濃度で試験する。固体の場合、一定の状況お

よび適切な科学的根拠があれば、開放系チャンバー法を用いて角膜表面に直接適用して試験

することもできる。非界面活性固体の場合は角膜に4時間曝露させる。

なお、いずれの被験物質についても、曝露時間を変更する場合は適切な科学的根拠が必要で

ある。被験物質の物理学的および化学的特性（例えば、固体、液体、液体の粘性）に応じて異なる

処理法が用いることができる。被験物質が上皮表面を十分に覆い、洗浄段階では被験物質を完全

に除去することが重要である。閉鎖系チャンバー法は一般的に非粘性～低粘性液体の被験物質

に用い、一方、開放系チャンバー法は半粘性および粘性液体の被験物質、ならびに水に分散しな

い固体に使用する。
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被験物質、陰性対照物質および陽性対照物質は角膜上皮表面を覆うために十分な量（750

μL）をチャンバーの前部区画上部にある孔から加え、曝露中は孔にキャップをする。開放系チャ

ンバー法の場合は、あるいは完全に角膜を覆うために十分な量を直接角膜上皮表面に曝露する。

曝露後のインキュベーション

曝露後、被験物質、陰性対照物質および陽性対照物質を前部チャンバーから取り除き、上皮層

を EMEM（フェノールレッドを含む）で 3 回以上（または被験物質が肉眼で認められなくなるまで）

洗浄する。フェノールレッドがまだ変色（黄色または紫色）したままであるか、または被験物質がまだ

肉眼で認識できる場合は 4 回以上洗浄する。被験物質を完全に除去したのち、フェノールレッドを

除去するため、EMEM（フェノールレッドを含まない）で 1 回洗浄する。次いで前部チャンバーを、

EMEM（フェノールレッドを含まない）で再度満たす。

液体または界面活性剤の場合は、洗浄後、角膜を32 ± 1℃でさらに2時間インキュベートする。

非界面活性固体で処理した角膜は4時間の曝露終了後、十分に洗浄する。

液体および界面活性剤では曝露後のインキュベーションの終了時点、非界面活性固体では4時

間の曝露の終了時点で、各角膜の混濁度と透過性を測定する。また、各角膜を肉眼で観察して関

連観察所見（組織剥皮、被験物質残存、不均一な混濁パターン等）を記録する。

対照物質

試験ごとに陰性対照または溶媒／媒体対照、および陽性対照を同時に試験する。

BCOP法で100％の液体物質を試験する場合、試験系における非特異的変化を検出し、測定

評価項目に関するベースラインを得るために陰性対照（0.9％塩化ナトリウム溶液または蒸留水等）

を同時に測定する。希釈液体、界面活性剤または固体を試験する場合、試験系の非特異的変化

を検出し、測定評価項目に関するベースラインを得るために溶媒／媒体対照群を同時に実施する。

試験系に対して影響がないことが証明されている溶媒／媒体のみを使用する。

試験ごとに陽性対照を同時に試験して、適切な反応が誘導されることも確認する。液体被験物

質用の陽性対照物質の例は100％エタノールや100％ジメチルホルムアミドである。固体被験物質

用の陽性対照物質の例は20％w/vイミダゾール0.9％塩化ナトリウム溶液である。

ベンチマーク物質は、特定の化学または製品クラスに属する未知の化学物質の眼刺激性、また

は刺激反応が特定の範囲内にある眼刺激性物質の相対的刺激性を評価する上で有用である。

なお、被験物質との比較に用いられるベンチマーク物質は以下の性質が必要である。すなわち、

（i）供給源に一貫性および信頼性があること、（ii）構造および機能が試験対象物質のクラスに類似

していること、（iii）物理的／化学的特性が既知であること、（iv）既知の眼刺激作用に関するデー

タがあること、（v）眼刺激性が望ましい範囲内にあること（ヒトが安全に使用できること

等）を示す既知のデータがあること、である。

測定評価項目
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混濁度はオパシトメーターを用いて角膜を通過する透過光を定量的に測定する。

透過性は角膜全細胞層（角膜外表面の上皮層から角膜内表面の内皮細胞まで）を貫通するフル

オレセインナトリウム色素量で測定する。1 mL のフルオレセインナトリウム溶液（液体および界面活

性剤の測定では 4mg/mL、非界面活性固体の測定では 5 mg/mL）を角膜ホルダーの前部チャン

バー（角膜の上皮側に面する）に添加し、一方、後部チャンバー（角膜の内皮側に面する）には

EMEM を満たす。次いでホルダーを水平にして 32 ± 1℃で 90 ± 5 分インキュベートする。後部チ

ャンバーまで通過したフルオレセインナトリウムの量を UV/VIS 分光光度計で定量的に測定する。

490 nm の波長で分光光度計を用いて測定した値を光学密度（OD490）または吸光度値として記録

する。フルオレセイン透過性は標準 1 cm 光路長を用いた可視光分光光度計による OD490値を用

いて測定する。なお、96 ウェルマイクロタイタープレートリーダーを使用することができるが、その条

件は（i）プレートリーダーでフルオレセイン OD490 測定の直線範囲を確立できること、および（ii）96

ウェルプレートで正確な容量のフルオレセイン試薬を使用し、その結果標準 1 cm 光路長に等価な

OD490 値を得ることができること（これにはウエルを完全に満たす必要がある（通常 360 μL））であ

る。

図１． BCOP試験用角膜ホルダー

BCOP 試験用角膜ホルダーはポリプロピレン等の不活性素材からできている。ホルダーは前部

区画（チャンバー）と後部区画（チャンバー）からなり、2 つの類似した円筒状の内部チャンバーを

有する。各チャンバーの容積は 5mL であり、ガラス製窓で仕切られている。その窓を通して混濁度

が測定される。各内部チャンバーの直径は 1.7cm、深さは 2.2cm である＊。後部チャンバーに O リ

ングを付けて漏出を防止している。角膜は、内皮側が後部チャンバーの O リングに接触するように

置き、前部チャンバーを角膜の上皮側に置く。チャンバーはステンレス製のねじ 3 個を用いて外周

縁部で固定する。各チャンバーの端には、角膜を扱いやすいように取り外し可能なガラス製窓を付
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ける。Oリングをガラス製窓とチャンバーの間に取り付けて漏出を防止する。各チャンバーの上部に

ある 2 つの孔から培地や被験物質の添加や除去ができる。注入孔は処理およびインキュベーショ

ン中はゴム製キャップで封をする。

＊上記の寸法は 12～60 ヶ月齢の畜牛用の角膜ホルダーについてのものである。6～12 ヶ月齢

の動物を使用するのであれば代わりに各チャンバーの容積が 4mL、各内部チャンバーの直径が

1.5cm、深さが 2.2cm になるようにホルダーを設計する。角膜ホルダーを新たに設計する場合は

後部チャンバー容積に対する角膜曝露面積の比率を従来の角膜ホルダーと同じ比率にすること

が特に重要である。これは、透過性を正確に測定し、本ガイドラインで提案した式で IVIS を計算

するために必要である。

1-2-2. 判定

混濁度および平均透過性（OD490）をそれぞれバックグラウンド混濁度および陰性対照透過性

OD490で補正したあと、各処理群の平均混濁度および透過性OD490を、以下の実験的に求められ

た式に代入してIVISを処理群ごとに算出する。

（計算式） IVIS＝平均混濁度 + （15×平均透過性OD490値）

IVIS が 3 以下の場合は GHS 基準の区分外、すなわち無刺激性と判定され、原則としてそれ以

上の追加試験は必要としない。IVISが3を超えた場合には、『2. 本試験法の運用方法に関する留

意点』を参照し、必要に応じて他の評価法にて確認する 9)。

1-3. 試験実施上の留意点

1-3-1. 試験実施における各種条件及び注意事項

試験施設については、１）新鮮な牛眼球を入手できること、２）特殊な機器が必要ではないが非

滅菌組織を取り扱う標準手順を整備することが必要である。

なお、新たに試験を実施する試験施設では、BCOP 試験用の評価用化学物質等を活用し精度の

向上に努めること。

1-3-2. 試験成立条件について

陽性対照物質の IVIS が最新の背景データ平均値から 2 標準偏差以内であれば、試験結果を

採用できる。陰性または溶媒／媒体対照の混濁度および透過性が、それぞれの陰性または溶媒

／媒体対照で処理された牛角膜から得られるバックグラウンドの混濁度および透過性の上限値未

満である必要がある。

本試験法では被験物質ごとに最低 3 個の角膜を使用するが 3 個の角膜の試験結果にばらつき

が見られ、判定できない場合、すなわち、3個のうち 2 個の角膜の IVISに基づいた試験結果が、
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3個全ての角膜の平均 IVISに基づいた試験結果と一致しない場合は2回目の試験の実施を検

討すべきである。

表 1. 2 回目の試験実施の検討が必要な被験物質の試験結果の例

角膜 混濁度 透過性（OD490） IVIS 結果

1 3.8 0.035 4.3 陽性

2 2.2 0.008 2.3 陰性

3 2.8 0.006 2.9 陰性

平均 2.9 0.016 3.2 陽性

3 個の角膜の平均 IVIS は 3.2 で陽性となるが、3 個のうち 2 個の角膜の IVIS が 2.3 及び

2.9 であり陰性となるため、平均 IVIS に基づく試験結果と一致しない。

2回目の試験の結果、その平均 IVIS から1回目の試験結果と一致した場合は、最終判断とする。

しかし、一致しなかった場合は、3 回目まで試験を実施することができる。

2. 本試験法の運用方法に関する留意点

1) 原料で評価し、IVIS が 3 以下であった場合は、原料は無刺激性であると結論できる 10)。

2) 原料の IVISが 3を越えた場合、原料の製剤配合濃度以上の適当な濃度で評価することも可

能である。その場合の手順を以下に示す。

① IVIS が 3 以下であった場合は、適用濃度では無刺激性であると結論できる 10)。

② IVIS が 3 を超えた場合は、最終製剤を用いて評価し、IVIS が 3以下であった場合は、最

終製剤では無刺激性であると結論してもよい。また、原料に関連したベンチマーク物質との

相対評価を行うことも可能である。

3) 本試験法は高い偽陽性率（約 69％）であることに留意する 8）。

4) 本試験法の結果、刺激性ありと判断された場合は、最終的な評価は、他の試験結果も考慮す

ることができる。
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その他関連情報

BCOP試験用の評価用化学物質

CAS番号 分類 物理的状態 In vivoでの区分 BCOPでの区分

塩化ベンザルコ

ニウム

Benzalkonium

chloride (5%)

8001-54-5 オニウム化合物類

Onium compound

液体

Liquid

区分1

Category 1

区分1

Category 1

クロルヘキシジ

ン

Chlorhexidine

55-56-1 アミン類、アミジン類

Amine,

Amidine

固体

Solid

区分1

Category 1

区分1

Category 1

ジベンゾイル-L-

酒石酸

Dibenzoyl-L-

tartaric acid

2743-38-6 カルボン酸類、エステル

類

Carboxylic acid, Ester

固体

Solid

区分1

Category 1

区分1

Category 1

イミダゾール

Imidazole

288-32-4 ヘテロサイクリック化

合物類

Heterocyclic

固体

Solid

区分1

Category 1

区分1

Category 1

トリクロロ酢酸

(30%)

76-03-9 カルボン酸類

Carboxylic acid

液体

Liquid

区分1

Category 1

区分1

Category 1

2,6-ジクロロベン

ゾイルクロリド

Dichlorobenzoyl

chloride

4659-45-4 アシルハライド類

Acyl halide

液体

Liquid

区分2A

Category 2A

区分不可

エチル-2-メチル

アセト酢酸

Ethyl-2-methylac

etoacetate

609-14-3 ケトン類、エステル類

Ketone, Ester

液体

Liquid

区分2B

Category 2B

区分不可

硝酸アンモニウ

ム

Ammonium

nitrate

6484-52-2 無機塩

Inorganic salt

固体

Solid

区分2B

Category 2B

区分不可

EDTA-2K

EDTA,

di-potassium salt

25102-12-9 アミン類、カルボン酸

（塩）類

Amine, Carboxylic acid

(salt)

固体

Solid

区分外

Not Classified

区分外

Not Classified

Tween 20 9005-64-5 エステル、ポリエーテル 液体 区分外 区分外



9

類

Ester, Polyether

Liquid Not Classified Not Classified

2-Mercaptopyrimi

dine

1450-85-7 アシルハライド類

Acyl halide

固体

Solid

区分外

Not Classified

区分外

Not Classified

フェニルブタゾ

ン

Phenylbutazone

50-33-9 ヘテロサイクリック化

合物類

Heterocyclic

固体

Solid

区分外

Not Classified

区分外

Not Classified

ポリオキシエチ

レン23ラウリル

エーテル

Polyoxyethylene

23 lauryl ether

(BRIJ-35) (10%)

9002-92-0 アルコール類

Alcohol

液体

Liquid

区分外

Not Classified

区分外

Not Classified

略号等：

CAS：Chemical Abstracts Service Registry Number

1National Library of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) 分類

(http//www.nlm.nih.gov/mesh)に基づき、標準的な分類スキームを用いてそれぞれの被験物質に

化学的分類を割り当てた。

2 in vivo rabbit eye test (OECD TG 405)の結果に基づき、UN GHSに従って表示。

32A または 2B の区分については、GHS 基準の解釈による。in vivo 試験では 3 匹の動物を用い

る。区分 2A の分類には 7 日目に 3 匹のうち 1 匹での反応となるか、または 3 匹のうち 2 匹での

反応となるかによる。1 匹の動物において、結膜充血以外の項目で 7 日目より前にスコアが 0 と

なり回復を示す。7 日目に完全に回復しない 1 匹の動物に関しては、7 日目の結膜充血スコアが

1 であり、10 日目までに完全に回復する。
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