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1. FeJERAEMEE 813, EEE S b o 0 L OFRICE T 5 R TR
VAT L] (UNGHS) (IDIZEFRSNTWDIEY | 8 & ONERERZIZT LLX
—GEBIERITHWEDOZ L2V,

2. FERMEED AR & 70 2 BFE AW TFRFERICEA L TE, B<ERN—EL
TWD, F oYL OIAREEITIAE 2 BUFRAEIEICOE S L2/, LW
BT 2B E DRI, A EFEMERBLREK (Adverse Outcome Pathway: AOP) (2)DJE
XTEHNEND, 2L, HF LV OUIIERITIEEY . THOHEBEER AR
T, TV —MEEMA SR CThO2AEEMCEDS, 20 AOP Tik, AKILEME
RE, FA—IN (FROHLIVATAY) BILOE-HT Iy (FRrbbUvy) L
FOGT 2A6FWEITIER LTV, Z0%E, - LogiiEs (1 2HOE
PR 1L, REX R EOREHRLERETHEWE L ORAHEETHDL, 1
HOEZEFELIZIL, in chemico <7 F RfEAMERER (Direct Peptide Reactivity Assay
[DPRA] ; TG 442C) (3)Z M\ %, A AOP(ZH1F 5 25 HOEEELRITMA(LAINLIC
2V RIEMERSPR AT S 7 ARER IS IC L DB REO LD 72
Lo TOXORbDIZ, Gl bH RETWHEISZERS] (antioxidant/electrophile
response element: ARE) KA N H 5, Z OEBEFELIZIX, in vitro ARE-Nrf2 /L
v 7 = 7 —BiERE(KeratinoSensTM or LuSens) TG 442D (4)& W5, 3 DHDEE
FLIIELRAIE (DC) &M ETH Y . EEITFFRN MR G~ — I —TChdH T E
A BEIOYA M IA L ORBUCLVFHIS D, TAUTIE, TG 442E (5)IZFCHL
L7 X912, invitro B MHIRERTEME LR (h-CLAT). in vitro U937 ARG (LR
Bt (U-SENS™) F7/-|dAf ¥ —nmAF8LR—F—@E17 &A1 (IL-8LucT
vEA) ZHWD, 4 OHOBHEEFELIL, TMIEHATHY | invivo~ 7 RJFATY
TR (LLNA) (6) CR#EAIZHIET 2,

3. ~ U A& W R ERAIEMERER, T2b bR Y v EiRBRIZET 2 &0
RERTA R4 > (TG) (LLNA, TG 429) 1% 2002 4E(CERIR S, ZHLIRSGET
PMTONTE(T), LLNADOANY F— g UOFEE ZHICHEEST D L E 2 —0A
FEZHNTUWAH(8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16), LLNA TliE, HERIN THIE
WMT IV ERITIUEEHNTY KO A RET D Z E0nh, B EYE
DA, EH F 7213055 DIRE & 72 250 ClIE R HIR &4 5,
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4. AR A KT A 2, BSHEWE 26 L7 2 FEO LLNA O Bik%

LT 5, ZauE, ELISATE (BEEMAEWAEREE) 21X FCM (7 r—H A
A RY =) ICESSHBRTHY . FEMHEE#R -7 nE2-TAF T Y U
(BrdU) (CAS &5 59-14-3) WA Z L2k V) o Bk ZNEST 5,

o ATV v i BrdU-ELISA (& 1A)
o JAATY >/ EiRER:BrdU-FCM (f14k IB)

5. LLNA : BrdU-ELISA #£3 X OV LLNA:BrdU-FCM 7:1Z. LLNA & [FIFEIC, RS
BAEOFEHEZTRL DO THY . = T -FEL2 OV BRSO S
WEHTEZ2EENT — 2R E6hd, 6T, RERIEWE 2R3 2 oI
HEFZFk DNA 2 B b UZe\\ 72 DIT, BREEME S RENRER O Al REMECREZEM AL/ DY
N2 0D, ZORBIETIIRERIEMEZ RN T 57200~ AOFEHNH 2
LAREMED B DN, BERAENERER (TG 406) (IHDENLE Y FOMEREITS -
LD EEbb,

6. KAERITA BT A %, B2 OO E O B ERE 22 5T 3 2 728D
WM E Tz, TG406 Tix, E/LE Y hEHWERERE, FFICELEY bvF i~
A ¥ —3 3 5 (Guinea Pig Maximisation Test) 35 X UVE = — 7 —i£ (Buehler Test)
DHAWSILAH(17), LLNA (TG 429) (7)72 b ONZIEHEHEE EYE, T72 5 LLNA ¢
BrdU-ELISA (TG 442B) B XTU'LLNA : DA (TG442 A) (18)OW 9. i ofi
MBEFOTZENTE, EHFTELEESND LV D) T TG 406 DELE Y b
EADNE VBTN D,
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IRt : BEIC K DR, FFE SN TV L2MEIZ EORE —E 202 R30 0
PEDFEIR, MBRIEOMERZ AT O RETHY . YO —MmTH D, Z DHEEIE,
%< OYh, RBIEO EMLFROEIGZE%T 5 8tk LRZENICH LD
(12),

AOP (FEMRBABR) : 751 LV OMMIHEED S HREER D in vivo il £ T, R
LA E £ 72 13— RO F W E DAL FREE D B AE T 2 —#HDOFR(2),

Ry Fw—7bFEWE - WAL WE L OEICERE L L CTHO O NS REWME 7213
IEDE, X T ~— T bEWE I TFTOME A T ARERH D : bbb, (1)
HARTAF L THY . BEENH D Z L. ()EER L OMREN B SME D 7 T A1
HPILTWD Z & (i) EAALFEREER R TH D 2 &L (v)BEMOERICE T 5 #E
STFT—=ENHDHT L, VRENPEMTEE LWEHICHD Z &,

kit © HARBRIE T, LW E DN EBRIIEE E ZITEETH LI L 0b 5T,
o CEMEIFIHEE L HE SN D Z L (12), AatERITRBRIEDMREZ KT HRED 1
DTH D,

BB« HAREBRIE T, #BR L FEWE DN EERIZEE E IZIEEETH DI L b 5
T B THMEEIIEE L HESND Z L(12), BEMERITRABREOMEE £ THRED
1>Th D,

NPF—F (BEMW) AW, EWRET (ML) EWERDN S 2V EICRE LT-5E
(ZHESR A S SR T TR B 2 B E A OB E XKD Z &,

EBREMEHME . B2 085 B NE U7 e 2 vz R U e % 35k L
ol &, EMMNOERMICEDOREEL LIEAERD G OND AR RE, =R
BB, 7N T = a rBRUNY F—va TR LD, sBRIE A JERXH C
BEA L7 L X OFIMORE 27~ L, between-laboratory reproducibility & & FEIZAL 5 (12),

ERENFHM . [ URBHEEOAERE D FED 7 1 b 2L & VTR 2R
Rk Lizs &, EOREFIMEDBRIFRFERPGONS0ERTRE, Within-
laboratory reproducibility & & FEIZZL 5 (12),

BAYW : WIS LRV 2 DL EOWE B2 DIREW F 213K,

B—RaWE eI, 1 EERS D 80% (wiw) UL EFET A Z LIz kv ERS
ﬂé# }%fo

ZROWE : EENFIC, 2 2L EOFEERSDIEE 10% (wiw) Lk 80% (wiw) #
WFETHZ LICL Y ERSNDIWE, ZMmEIx, METROMEAEL S, BEY

EZTE L OEWL, IBAMOGE . LS LI 2 BEU EoWE AIREA LTS
LNDHDITR L, ZESMEIMEFRICORBREOND Z LIZH D,
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SAE: H D2 EHDEBORETH LN D | 1Z0DOfE L3 L < R H1HE,

MERBEEHYE . N F— 2 g UFRREBRIEICE DWW, BEISKERBRED S L, G
B - BERERIICEEL L7 b DI OWT, ZDORFEMEZ AT 2BRORI & 72 5, PERRIEYE
Wi, ORBRIEO R R R, ()N T — v a VELARBRIEICBWT, RSN
Bk T DI SN B RO R0 HRK SN BRWEOE/NRO Y 2 b (i) 5
WEDOE/NED Y A N EAWTIMIT 2B, ESNEHBRIEDN TR THLERH H N
T— 3 VIEHFRBIEICOWNTELNT b O L RS LV O TEMENE S FEENS END
(12),

BEREWRCEWE WHE)  MERIEECEENSZREO 9 b, FEEL SRR
{ECORRNMEIRBATAIRES) 2 FRET D72 DICERETH SN OWE, Zok o7k
WEOBEERREL LTI, @8%, HORSzRETOIMETHLZ L, HilRSh T
528, mmEOZMENFMATE L2 LBETF N,

i B ORAE AR B O RRBRAR Y TR d0 L ONEERIRE FIRFE~OHELIRGL, 25O
(2T — 2 B O EfENE 25§ 2B BIEE CH 0 | WBREIRE O ML L7 HIC L AT
b,

SRALEWE WE) HBRiES, NU T — MEAROSIRBRIEIC L - THEIESNDHFF
KRIMELWET- TR Z R TOICHNOND —REOLFWE, ZRWEIL, £ ORBRIET
ERT L2 ENTRINDITFWED Y 7 AEREETHHLOTHY, FHLIEGEIC
1, AWK (BONHONLRWKIGE TEREORE) BNELND Z ENTHEIN
HHOTRITIUXR B0,

UM R E ZNIC RS TAEL LB L OMKRE ., RBRPFEDOHMICE > TESR
ARV B D% md, RERDGRBRG & 72 5 /B PR B 2 IERECE £ 7213 FIT
EORE T, UM, RBREOEMNE (—BUE) 2&T12),

fEREME U7 o ba Lz A CREREZ Eii Lz L XI55 5 RN ZRENE
FOEBREHFHMEORE 2R T RE, EREND X OEREM MR S N ER=
O I UK Z2FH U CRMIET 5 (12),

BEM : FURBRFIELZ HOTH UMEIZOWTRERZ I L -5 51258 b LA RN
—HLTWBZ L (FBEESR) (12),

ZEEEERE (Receiver Operating Characteristics]ROC]) : THIET VOKE Y v b
FI7EERET DI OO, By NATEEZRAWEFRET VICL Y, BRI mE
G E TR T 2N TED, Dy NATHEEZ D & R & FPREEN
WOHFMNCENT D, LHREOE# D v b A 7 HESD 7212, ROCFEHTH & < v
b b,
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RREE : UBRIEIC L0 EE LS SN D BMEASEOLEME TR TOEIG, HElRE b
IO RBRIED IEMME 2R T RETH Y . SRBRIED 2 UM 2 5l 3 2 B O HE 22 5
HTHH(2),

FEERAE « EZMED B 2 AR FHEMAL T LV A JRFTRIC IR R Shuiz & &
U5 MEFHBIRTH Y . RIEREISEANERL S, T O 5, HMRIENE D FE
éo

4
£

-
—
-

—

RRE . JBREICIY ELLS DEINIEN/ARIEEOLFEME T X COEE, DHEER
L1 LTRBREOE#EZ R TRETHY, BREO Y2 Tl 5 B O EE 4
SEIETH H(12),

FREHEE (SI) < [RIRF IR e R O HEE L 69~ 2 B L A ERE O BEFE D L 2 515 L TR
D5, WERALYE O B R ERE 2 5§ % 72 60 D

WE : BROIREO, 7 TRERR TR ONDILF TR ELDILEMD Z &2,
Z DR DR TENEZ RO T DI BTN, Z O TR BIRET 2 AT s
ENDON, TOMEOLREMIIHBELZRIZT Lo, TOMREELEEDL Z &bkl
STBIES 2D WIREME D & D IR < (1),

TBRALEWE © THBRLEWE ) LR, BB R 2V GaIcn 5, Y
BN, ZROWHE. BEO/ EITREEM TH 2 NIARBRIE~DE N %
HET 2 DTV,

UVCB : #N AR E T IIAREOWE ., BSOS ERM F T2 13K E.,
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f16% 1A : In vivo FZJERBRAEME: /BT Y v \HizkBR:BrdU-ELISA
BANCER T REHE, BHABXORA

1. LLNA:BrdU-ELISA iE1%, MY OEREET L B2 —HRESIC L Y KREEB LW
BEI IO, HERIEWE R L OERIEME DM EICHEHTH D EHEREI LTV
LN, —EDRARDH 5(1) (2) 3).

2. LLNA:BrdU-ELISA V51X, #B L2 O B EME 2 flET D720 D
LLNA O E 2 LIVMEIEETH D8, —TEDORANH 5, Invivo IED
APV ELEEZZ LNDEAIT, B LN T X TOHREHTHEME LLNA R (TG
4%)ikﬂ%w%yﬁﬁﬁ(KM%)W@N@@;LDMBMUHBA®@Q#
ROOENDHEWI DITFTIEERL, LA, NEZIZRFEOFELZH Y | GRS EME
T*zl%)of?6[%“@T%oT%%h%i@ﬁﬁu,uﬁ%ﬁ%z\%i& L7 EEE LT T
XHHDLEZLNDH(1) Q). BRI, RBRFEMATCHB(LFEICET 2
FIHARERR T R COEREEEBET D2 L 0RRkOEND, ZOX D 72 FHRITIT., ¥R
{LEE OFFER I LML, ML E., LB T 51300
in vitro ¥ 7213 in vivo TOEMFBRORFE LR, 70 b NTHEE BEE(L 2 E O 7/
T EN®H D, LLNA:BrdU-ELISA 23R L2 E 20 LT D E 9 oy (B
(L5 X - Tl LLNA:BrdU-ELISA IR A 72 & DN 572D [Be 3 B ]) %
HIWT L, HEHREICRILTHEDIC, ZOEREFEHT D,

3. LLNA:BrdU-ELISA I3 in vivo ik BRIE TH D720, 7 Lob X — MRS AERE M
OFHmIC B 2T 5 285720, L7223 - T, @7 in vitro, in chemico 3 K&
W in silico IEO W AMEEL & . B CTORER CTl72 < invitro. in chemico <° in silico 7
Tu—FEHWLAHEEEERTRETH D, 7272 L, 1EDO LLNA #lBRiE LR T
<, LLNA:BrdU-ELISA (ZE/LE > Ml (TG 406) (I~ TEHIH OB
HAWSHTZ LN TE%, £7- LLNA:BrdU-ELISA Ti%., TG 406 & 1XE72 0 | HiF
5 L2 R E RS DERL 2 L & L7272, LLNA:BrdU-ELISA |7 L
Jb X — AR RIS M RHm BRI B 2B O H kA2 KiIgICdETE 5, &6
\Z. LLNA:BrdU-ELISA TlZ. F/ILEY hvF I ~vAB—Ta ETHVWLNAT
Vany NEFEHATHIHENRRNME), L7 - 7T, LLNA:BrdU-ELISA TIZE#% D
RSN SN 5, LLNA:BrdU-ELISA (Z1Z TG 406 (4)% BRI D FERH 5126 0
DT, WS ONRANRH D720 (HIFEOEREORER, —H O R EiEMEL 72 &0
B2 RE R CIXMAGE OFERBZE DD 2 & (5) (6). #ERALFEE OO Vi fi [ 5
TEVEE SR E 72 &) . TG 406 % Efitt X 5 2SR WEERH DL, 35

2. RAEHRT & UTHERT 2 BRREZ S 0HB(LTWE 7 7 A0ty wE (IR
Whig V2 2 UERtE, LA VR, LA VEE ATV, JENTESE 1 Ty a—

v, RIS 2k 7 va— . RY 7 2 EREY e (D) Tk, ELE
v iR (TG 406) 4)DFEFEHMEIZRDZ LN D, uNA@fﬁuénfwé
ZOEDORA% LLNA:BrdU-ELISA IZ b 95 2 E B HELRES LD (1), RS

T%éiﬁ®i5ﬁ@ﬁuﬂﬁ\HNA&&H%EA@E%@%E&ﬁ%%M@@
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WVEIZIR > T, LLNA:BrdU-ELISA Zi#H 73 %, & 512, LLNA:BrdU-ELISA CHfi]
R (SD 28 1.6~1.9 DFEITIT, BERIEIGETh 2 rlRetk 4 B EIC AN D 3
Do (B 31~32%22M) , Zihud, SIER 1.6 E (B%6 25 Lol
W AW BEOWEICET AN T —v g T =4 R_R=Z 2SN TW5E, Zh
\2 &% & LLNA:BrdU-ELISA 1% LLNA EA/EW'E 32 FEDOHEN T X TIEfETH - 7
23, LLNA JEEWE NNHED 5 5, SIHE 1.6~1.9 BEFIkEG M) ThH 7= 2 FDH)
ERFRS TN (1), Ll SHEDRRE & THFEOEHICFR U7 —# 'y FMl
Hanizi=, ZOHWITEOFRIEE I L TRRKFHMETH 5008 LivZzn,

4, REY., BRRELAY (RNEERE) 0 KAUA R4 ity
ARSI E 5 2 & BT WM E OB A REHT 255, 20Xk 57k
R TR ERO D DFERNE L D0 E I N FRICEETHILERD 5,

5. Efesd WEE ] OfE 11TRT,

KB

6. LLNA:BrdU-ELISA I%, EAEWE L7 E A O R U v/ Eils
BWTY U RBROBH A FHE T 5 &0 ) EAFHIZE STV D, Z o, H
BEWHT VAT OBEREIZHAI L TR Y, ZHUC X 0 ERERE & ff o E &HE T
x5, HEFHIX. SRR RO S EEAE A TR IR (VC) BED VHHE5E & e
THZ LWL TRHMI T2 2 &N TX 5, KWW EREOLHEIHIZOWT, [FIF
VC BEO YRRt T 5 (ST EFREN D) ZRD, ZB 1.6 L ETHHLEIC
X, R E \R ERAEE DRV D L L TE DIl AIT Y, ZDLET
BT 5 kL, BrdU &2 ET D & HAprE Y v Jilcds T 2 st oo
MR D EWV D JFEIZESWTWS, BrdUIZF I Vo7 e/ Tchy, FU X
I ZHEFEAM O DNAICH W IAE NS, BrdU OB IAHLEIL, ~ULAF v #—PiE
ik 7= BrdU B BAGHUAZ 2 ELISA THIET 5, WEEZRINT 5 & ~UL 4
VH—VIIEE LS LT, ROWEEENRT D, v A7 uF A X —TL— KU —
= HOTREREOWNELZNET D LIV ERET S,

AR

Bty DER

7. RIEIEOEFEIX~ 7 A TH 5, LLNA:BrdU-ELISA OD/NY F—3 3 >
AHERIZH W= DI1E CBA/IN REDHTH - T2728, T ORI A EANTRIN T X
R LB Z D) (3)e AfREE CIHMEIROEH RN~ 7 2% HW 5, RERBALEIFD
WL 8~12 WHEH T, REOLENIR/DRE L, FEERED D 20%OHIFH % 48 2 72
WE 912795, LLNA : BrdU-ELISA JSBICH B2 223 KL OV E 7o T2 720
ZEERTINRT =2 RBNIE, DbV IIENORECHEEEH LTS Lo 1
AQTAN
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8. BB O % X F5d D 2B ZHRILN S DA 2BV T, ~ 7 A3
AV E L(8), 1 LM B CTEPIERr— V9 E R & 27 5(10) (11) (12)
(13), BB EOREIX 22+3°C 95, MHXEEITBEEE 50~60%& L.,
30%LL ET70% &2 7202 & (FBEEGERELIRS) HAEFE L, BB A TR
B¢ 12 RERIBA A, 12 BEfAREHA & 35, ek LCid, @% oEBREw Afaet+ H
WA E T, BEKITEHRICERSE 5,

B D

9. W) & AR A RO, NEMIZERGRBINA T 5 L 9lc~v—27 L GHRBEN
REXY ZHND Z &ﬁmibw)Uﬁﬂﬁxﬁﬁ%%ﬁﬁsﬁﬁui&~yfﬁ
B L THEEREICHL T2, @HBMIZIENL> T, REICAIRIZERETE 5
GR7RNZ & 2T X TOMY CTHRT 5, ABRTILHIZ, cupping X° tunnel handling
72 EOIBEEEZ AT~ U7 2 %489 (16),

BGHEE DR

10.  ETEOHEBCEWEITEEAR B SFET 20 E3RB S, ~ 7 2 S~
DIEHANISENTIE CTHRRT D, ROPEBIEEWEIT O EENEITARL
THEHT %, EREEG T RICHOND L9 RAREIEOIEEWEGBS)IE, ~ v A H
I~ O AR 2 22 B TR LT, T 2820 H 2 T X ToMD %
REATX 289127 %, #BILFWERRIE. RMFLEMERTT =2 D320 RY
MR 5,

EHEMYDF = > 2

1. BEMERER (PC) & HWT, BB DSBEA OEM E XT3 2 BE 23+ C
O, POFEMENRS DL Z LA L, HIEEOMRNEYTHDL Z L E2RT, [F
Rf PCRERAAT 5 & SBRBERHICIE Z m Rl T 2R8 030 D 2 & & fiEl]
T&, EBRENB I OEMFINER D NCREEOFMEN ATREIC 2D Z b, 2
NERBRITINZ D Z L2 /LTS5, Bk L 12 PC ORBRZ1T 9 X 5 RT3 2 il
WY HDHDT, LLNA:BrdU-ELISA O SEHERTIZ AT O BLH] Y RITFERE L7275 &
Vo EFEO K9 A BB A T2 7 D OB INE AR B R BR N AR A B K D 1T,
RIFE PCERBR A HEICATY Z 2B D (B PCRBRZEA L T D &
RHGEND L)) (BIE 12 #2) . PC Tlid, VCEEIC 1.6 LA ED SIEZAT
52 ENTRINHBEFER T, LLNA : BrdU-ELISA A0 B T2 b duE7e & 7
W, PCOMEZ, @EREEIEL 2T HEELED ST, FEICHBMENRIZND
EEBITHMETIIZRZWEYICEIRT D (& 20E, 14225 SHEITRE &% 2
BID) o HELEPCALSFEWEIL 25%~F 2L F v 77T e K (CAS &=
101-86-0) L WN25%A A 4 7 —/L (CAS F 5 97-53-0) TH V. E%%%Eﬁi?
Th A= @1, wW) THD, +oZUREERH Y, EFROEHEIC
BT LA, IO PCILFWEL AT 22 TE D,

12, AR PCHEAE S Z & 2SI 5728, BBRERIC & » T PCALZEE D EH]
HIEER (6 W ALINORIR) THo&Eabdb s, i, £0 & o ek
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I%£. LLNA:BrdU-ELISA Z @E#IIc 3k (1 7 HIZ 1 [BILLEOSEE T LLNA:BrdU-
ELISA #3fi) L. PC D RT —H N— R &t LT, REREEICHEMEOH 5 1E
We72 PCRBROFERZ G DREN NS D Z & #3E L2 L2 5720, PC DRBR %
FH WM AR IS LT 10 [BILLEATV, & 2 TR RN —E L TH
SviuiE. LLNA:BrdU-ELISA IO W T O BB GHH S -2 Lok b,

13.  LLNA:BrdU-ELISA O#/FE EDZE R GAMIRE DR | SR EHS LUV E
TR LT, RO LT, KB OB ITOET R E) N HGAITIE.

VP RIEE PCREZRBRICINZ 5 & & HICE T HIA 2 ERsE B H T 5, Tk

IIRTEN, IS SN T — A _XR—ADZUMEZER I b DO TH LN E D
MEZLEL T, PCREERDO—KEFEAT 27 DITH = 5T — ¥ N — R & fESL
THMBEENGHDNE I ERET D,

14.  PCERBRZ RN Tix7e < EMINCAT 2 AT, EWIR 2258 0 A I [FIRF
PCHBRD W R TREORBE RPN E LN T, Lo L Z AT OV T
SEIERMENRET D Z EICEE LRTRIER LR, =& 21, EHirY7 PC
R TR DOFE RS DN EAITIE, A ARER fctk O E I PC3lBR & 2%
TX72VWEMIR PC R & OIS 7= 2 OB 2 E OFE RAIZEE N E T 5,

[ PCaRER A 1T 5 R EDEMN PCRERIZITICT RENZRET D & XL, TD
FEROBREZEEICERT HILERSH D, £z, [FIRE PCREOME B 2K 55
ZEDPRFICIES LB X b, RSN O RT — X IZE SN Tv Y
AERBEF O D Z L2 TE 25813, AWK EZEO T2 L 2mFT 5
(17,

15, PCALFWEIT B LISE 2RI (T by A V=741, vy
R E) TR L THET DA, RIS K o T, BEYER TARVEEE (RAAL
FHINCE L) 22 B4 CRRT D Z ERMEIZRDGA B H H(18), [FIKF PCILFWE
Z WAL S OVRIEE & 13 B 70 D YRR L CE T 285 A 12iE. [AIRE PC 12
BODOVC ZHANDVENH D,

16. AL 7 7 A FILSERIAN R 72 BRI E & Ml A BRITIE. 2o &
3 I B S D Rz FERAEME DR HIC DWW T, BRERIENIELSHERE L TV A 2 &
BAET DI, X TFv—7{bFEMELEHTH S, WX F~— LY
BT FOMEZH A TWDUERD D,

o XRLTHHWERNFHMED Y T ALY LI EEBSIOHMELFE T2 L

o YEMMLFERIRFENBEITHD Z L

e LLNA:BrdU-ELISA THONTZESITFTT—EZNHDHZ &

o TOMOEMETNLBLIWELIZE O EONT-ESTFT—ERNHHZ &

AR FIE

Byl L HE

17.  HEBH-vEMW 4UCLLE, BB E 5= 0 K 3 O 2 5
%o ZOIENT. HEBRALFE R OO I TAWE T A R VC BB L OV PC B (B
W 11~15 TER LRI O #HZ RS W TR E I3 ETICE T 55 0) %
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R %, PCRBRAZ R~ LS L2V EE13, SIEEOMNEEZRTT 2 LEN D
%o XREEMIT, FRIEFWE Z R0 2 L 2RO THEBR E LERE OB &
[ COFIE TR v, ALET D,

18. HERTELBEEOERFEIZIZE T 2B L2 TRENTWAHERIZHRE S, @
Ty 100%, 50%. 25%. 10%. 5%. 2.5%. 1%. 0.5%7% & OmE) 702 BR800 5 E
e % 3EEOHEZIRINT 5, T DIRE RS ORIIIT A5 22 BRI
VETHDH, FIHAERGEX, BFOBEFE®R (SEEMER L ORI
72E) . BRI E T AMEBRLEWE (3B X OV E IIIERC B AL EWED) 12D
W T OREERS L OWE LS R 2 Z I AL, kEiEEIzBW\W ey Etls Loy
F T 7 BRI % A2 U 7 OREPE CIRER BN RIC 72 D & 9 Zeidtie % 3 BERE
DIREZRET H(19) (20), ED X 5 BRIFRDP 2 WVIGAIZIIHH O FHA 7 Y —=
VIUBMERZELH D (B 21~24 W)

19 S, RS RICERZECRY 2 L7207 H 0TI, #HBRIEEmE O
I3 U 72 IR B 2 TR T A BRI R R 2 R T & D L 0 . IR & ek
IZT D HDE®S, HETHEMITE N o AV =70 41, viv) . NN-U X
FIFILLT IR, AFILZFAr vy, 7oL a—LBLRYAFILA
WRFT RGE)TH LD, + 72 BRI HAVUTIENORE R TE 5, 5H
2o T, BRIRAICE Y 22 A0, BRI P E O IR FERFIZE I B v o T
ARBIAN 2 e BRI BN 2 M BN B D, HKMEWE XY 722 AT a EA] (1% Pluronic®
L9272 &) & W CTIHEESRITIEA L, BB DN B8 200 6 B T3 ITidiau i & 722
WEIITHRHCEBEEZ LY LERDH D, TOd, BRICKMEOBEBITRET 5,

20, fAxDO~TANL Y U REERIRL TOUET S 2 LiIck Y, BEoIEs->
T OFHM &, WERMERE & VC BEOREME D ZDKEH TR S TR 70 D (BEYR
335 . o, PCHOY T ZADOEERMOLE L0085 ) OfFEHE, Ex 0
DF —H ZWWET DB ORAEEL 72 H(18), & BT, HHIRY R AME % D& D
F—HDOIEEZROLE G H D, HED LY O OT — X ZINETDH Z LR,
BRI SI D, ZAUTEARICIX, H OO ITE (FEEMW T — 272 L) THI
DITUEE U 7= 9B b2 OFE R B O HIZHE S FIZ L - THIOZEH: (i~ OB
T—H) ORBII2D EVBEIIRIZRBRONEZ L T ENTEDLINLTHD,

TRV —=>2

21, ERBAE (B 1822 2 IRETHT-OOERDPRNGEEIZIE, T

fii A7 ) —=227%47\ , LLNA:BrdU-ELISA Ot lEARD D, TliiA 27 U

—=2 7 OHRMIE, 2FFEE (BX 24 22 8) 810V E 72108 E 7 R EAIE
Bt (Be 23 #2MR) NFEINDBEIZOVTORBERNAFTERWEAIC, =
R CHHT 2REHEERET DO0RHEED Z LI D, et 2&E

B, WEOPIRCFE Tl 100%, B E 72 1 3RE IR C IR T RE 72 e il
Th D,
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22, UL oNEIOMBEGEICE L CEHME L2 & & HERED TV OB D
R TENZ EEBRWT, FRBRER UEHTTHAZ V—=0 75T 5,
BREHTZ0 1 32N EFEHT 5, 28300 R B0 AL O R TR
JSIRTRNI, v T A A BEET 5, REIEZ ., HBRaT L OB (6 H
H) 12179, £~ 7 ZAOWE 28122 L TR RV VBIEE L, £ 1IZHE SO TEA
T520), HHoEA%Z, 1BE GEMARD . 3B EH FIELEHOK 48 KFH%E) B X
W6 HAIWD, B&F (UK~ A 27 v A—%F7-1% Peacock Dial J&E X 5172 L)

ZRHWCTHET S, ZDI1Eh, 6 HEICEW ARSI b & CH N T HEH
EFEICIVENEAZRETHZENTE D, WITNORIEH ORLBEA 27 M 3
PLEB X OVETIZENIERDN 25%LL EHIN L7254 (S8 E ORI S & A 72 97(21)
(22), FRBUCHRET DI EIL. FHAZ )V —=U T ORERS| (BI5 18 %%
M) CAaLyEMEE IR E O RPTRERE SR 2R L WA RN D 1 B MRV

s2LT5,

RIALERaT
FTHEZE L 0
CCBENIH (155 LTHAITES) 1
o=y LI-4IH 2
hEEfEm 5 BEDTH 3
BEQMIH (F— MEFRE) A SAHORANTER N E OB 4

23.  LLNA Tid, HAELD 25%801(21) (22) L725HA DIEH, WREED B E
IR DRI R~ & A 20 SR ERAOICE BICHIIN L7235 A b I E M & f)
TE ST ET2(22) (23) (24) (25) (26) 27) (28). L2 L, B EADBHEFHICH RIS
ML TH, 25%ATHOSHEITIE, WEORITHS & O BEIL 72 )2 » 72(25)
(26) (27) (28) (29).

24, LUFO—fREEX, MATHEO—HE LTHW AL AT FHE EEZRTH
DTHYB0), L7z ->T, ERBCHEATREEEHETHD, ZIUTEKRBIZ
X, MRREEREDZ L (LB, EENRHH, Rk JOYREE R L) | fTE A L (B
BITEY, B3 AUVEEIDZE, TEEIEDOZE LWE R L) | k2 —2 D2k
(PR [R5 i SRS KOV 570 & O ECOMER R O Z8k) | BEEB L,
FKEOEBITH D, SHIT, HBIRE L OV EITER S OMEE, B E 7213
Y DEMZDERB XL OERE 2 /R T M O 0OKRMEE, 1 BES 6 HBIZHT
TD 5%% L HRERD 72 5 ONIIEE OFEA G4 5, BEFEREOEY £ 721X
L OYSER LOVETE OGN 2 53 5B IX 2558 X1 5 (31),

ZTABRR 2 —L
25.  RBROFEAZ Y 2— /LI FO@Y Th D,

© OECD 2018



OECD/OCDE 442B 1 3

e 1HH:

EATRR 21TV, FEOKRER L O RIREZ LT 5, T2 OBEOEE
W2, WAL E O R AR, TRBEO Fx, PC (B VK 11~15 THLZ L 7=k
BB D T EHINE - T, RIRFE 7IXENTICHEMET H D) T4 25 L 9
60

e 2BIUN3HH:

1 H BN U 7 R 2 0 g,

e 4HH:

LiE7e L,
e S5HH:

BrdU (10 mg/mL) ¥#Z 0.5mL (5 mg/lt) #MEVENEE-T 5,
e 6HH:

KEWOERES LR EEZ R8T 5, BrdU EAD G 24 Kffi] (24 h) 11T
I E ST D, HE~VAOENSENFIREY) v HizfH L, 8T i
Bl 22V R E AR AR (PBS) IZIRIET 5, VUV \EiOFRER L OMEH O
FEAZR L & MIXBE SR E SO Z L (17), EikBR O SR AT E SOG & #RE I
RHTDIT, BB O S E 12T BN EARE (EHGHE 72135 R o H X
VFEENEETHE) REOBNMRRIA—F%7o ha/WI#EH L TH &
AN

HEREIE a1 D i

26. U2 oRgiflE (LNC) O HMaBRERIL, £~V AOWMENLERLEZY
REG . 200 pm A v Y 2 D AT 2L AR — P A il S B R0 2 b B R
B, FTIESRMEICH - 72510 BARRSREBIR R RLE (W Co 77 25 v 7 filg
BT U RHiEME LTl #10F A a A vy o 5@ d Hiked) 12k vH
Hl47  LNC SBHE 2 - 2 B 2 0RBRIEIC X b THETH LD, ED
TEEEFELHOLNLORE L CB I kb nsd, 51, VCED Y /1 Hi
/NS WD, SHEIC ANSI R BN FAE2 0 K ) ICHEBRS BET 2 2 L N EE
Thbd, WTNOHEES, LNCEEKO BAERELITEOREA R (K 15mL) (2
AET 5, REAEIL, VCEEOEHWOLEN 0.1~0.2 12725 L 9 ITRET D,

AIETEDRE (Y > ER DNA F BrdU 2 & DHE)

27.  BrdU (Zififlk® ELISA ¥ v & (/N U 77— 3 BRIZIE Roche Applied
Science, A Y, v A L&MHH) THIET 5, FIUERNEONDDTHN
IX, o> BrdU ELISA %> FZEH L TH L, fHHIZV D & LNC BEHE 100 uL
BERO~A 707 L— b DY )V 3@#ETHMT 5, LNC ZFEE L, BrESw
b & TN X — BT BrdU HTiA 2 % U = VIZHRIN L TG S5, IR
THEFIZL VP BrdU PUAZBrE L7ed & BERERAZ RN L TaRFE Lk S
%o EO%, MR 370 nm 35 L ORI K 492 nm CUOLEZRIET 5, Wi
DOEE L, WAL Z kT2 (B 26 23
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—RRRE DB ER

28. U A, EBA 1EILLE, EERBICERGEBIE L, RN O KPR
JEETT R OB N5, BRI T N TREICEES L, BRI
PRAERATT 5, E=F VU U 7HBENCIE, EF 3, WEO RS, F I3
JEDBENBRNTZ~ T ZAZ NIRRT, BERIESEDLNE I DIRETDHZHD
FENTH SN TORITEZR 572031,

HE

29.  BR¥K 25 TR7= X 9, B O EIIERBNICEER B AARERS X OGS E R
FEICHIET 5,

WROHE

30,  FERAMBEREZ LIEHSIE LTET, SUHEIL, BHBRILFERRB IO
PCHEICHEIT D~ A T2 0 -3 BrdU Bk a2 2 I/ VC BE DY) BrdU A22akiE2K
THRLTRDD, LER-T, VCEOEESIIZ1 TH D,

31, BrdUEiEEIIR O X S ICEFRSIND,
32.  BrdU fZi%+5%% = (ABSem — ABS blankem) — (ABSref — ABS blankref)
33. 728, em TR, ref XX RIEE &2 RT,

34, SIN 1.6 LI EDOGEITHIEE W 5(1), 72720, BERIROER (oF 0,
SIfEN 1.6~1.9) NEHIETHH00E 5 EHET LG, BEMGEFR DR
S, MEHFRIAEME, 7o b NS BAAS KOV PCISEDO—EH B EIZT 5(5) (32)
(33).

35.  SIEAN 1.6~1.9 OEFIERIEISEDOBRE . O X ) s RN TH D &
m¢5t® SUHEDIZNT, HEMIGBER, S mEsE, WEORPRS, %4
ENAY iﬁﬁ%mﬁﬁ$&&®EMM%%@ﬁﬁé&;wmo%ﬁ@&%@@
%E&%ﬁ%m%@ﬁﬁ%éﬂgﬁﬂ\vﬁxmﬁﬁ®&%%ﬁﬁm%@:¢#8
I, BERESNTHERISEOREIZ ED X 5 70 b D7 EOWBRLFEME O & %
SFELRMEIZOWTHERATT 228, 2D K9 RFIHEIZOWTURIEN DT CEEMIC
EE I TV DH(34).

36. ~NUADOT—XEERBNCIEET D E . T X ICHBEMKGBEGRRH 50 E D
D, ETLF ORI OV THEHFINCHNT T 5 Z E X AIRRIC/R D, W\ DT
HIREAGIZ & . WONCFREE U7 51E (BB B Skt [R] IR Vs R4 S FRUIE 0D S EL i 7
&) TRERBEH O AT 2 721 Tle < . FHERISBEFROFHN &ML A7iATe & J v,
WRHENT CIX. HESJSBIR Z 5T 5 72 O ERENF & 7213 Williams F7E, 35 &
Ut LEHE O 723D D Dunnett fRE 72 £ %47 9, # U e FERHIFNTIE 28 55 A8 121X, 4
BORL)—MERH VL L, FHENUNTT —FERmETIT ) NT AR >
7 SRRHIENT A MBS R EORENE Z D RN H D Z LICHET D, ED
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KXoRGATYH, BEDOT—HHRA b ( HE] EREENnDZ b H D) 25
WAHBA LGOS DM T T SUEDEHE & e 21T 9 o

— 5 3 X O
s

37. T—HXIIREERICE & D, BRI O BrdU 2SS, 1Y% 7- 0 OREE)
BrdU FEkfe%, BAdi+ 5787518 (SD, SEM 72 Y) | [RIRFAME/MA S RIS 5 5

BRI ERE D) ST &2,
AR E
38. RBRMEEICIILATOE®R A2 GLHT D,
HBLZYEH
o fhr., vy FER. ATARETH D55 13 IR
o bMmoTND . BB O et
H—pe 7 E

o WERMIAMEL. KIRME. FDIEND LD~ E W b Sn ik
e JUPAC4 F£721L CAS4 . CAS&ES. SMILES ftiEE 721% InChl = — K, #E&
o, FEE . BB L0 BB TR OB EL 7 8 OB R )
2t YE, UVCB, BEY

o K OLFHFES (EREEM) | SAER JUBEEDH 2 WE LARMEEIC
5 TE DR Dy OFERE

X
o HBMIT—4 (AFERERSAILCASHFS, HhoC, WU, BEMORMS, oy
ST L)
o WEEANETIRS K OMELIARONERT (REFRME, ZERE, VEARIETR X)
AT LSS

o BT —& (WM. %UTDHLEITRE, HHAR)
o IRPEERIRODZ M

HHAEIY
e CBA~UADHARIT
o EHRMNH DA ITITENW OA YRR EE
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o B KON
o WWOMIEITL, WERM. SR

ABRE

e ELISA v hofitfs, vy MEE, WEHOWERI/WEERT —% (FuUk
DS e B FS L O TR

o BB WE ORI KON OFER

o BRHEDORIL (PR 27 )V —=2 7% FEhu LI GaIXE O R E &)

o RIS JOMBRIL B O HIREE . 72 b ONTHERIL P B O i A i

o fAEIB X OKEOFEM (FEOFREE/MEHR T, KO T EETe)

o WMERBIOY TV TORT Y a—/LOFM

o EMERHAN 1A

o [HMEE - ITREME D E e

o T bhanihnboil, BIORBNHERT A v ERERICED LS B R K
IE LMD T OFHH

EEEMEDF = >

o [EHL7-#Ba b WeE, EE, PC, VC &, HFAICL o TUIHHT R F~—
JACFEOERE G, BHOEEET = v 7 OFRROER

o HEBKEICK T 2R L WELIFE R PC L WIZHEEREVC T —#

o [FAEFPCZENAWESITIT., EEOENM PC O A I OERREE, 726

TR B D3RI PC 2 E DR WRILZ /R & PC T —# Ol 2 5ed L7z
W E

Tl

o i HBHAARER L UGTHEEZRFFO~ U7 AEEKBARE, 720 NLEREZ & O FHE
B L OBHEREZEIR (SD, SEM 72 Y)

o L LIOIUX, AL OE AR O R ERIPLIG 72 E OFME DT BL & 8l DO RE
o JLEREZ L ITMEARR O BrdU Bk R ER KON SIME & ik L7-5%

o WERI LD~ U AHT-V BrdU FEakia 5 O EHER L OBhE#EFAZEIA (SD,
SEM 72 &) | 72 b ONTHLERE Z & OB RRT DR R

o G SIMEDIZA . HERALF W ERE & K IREE OB TRIAM OIT 5> & 27 i+
DI2OD LinHRERE

o  HESUSEAR
o XU LA ITITMEART
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	2. LLNA:BrdU-ELISA法は、被験化学物質の皮膚感作性を判定するためのLLNAの放射性物質を使用しない修正法であるが、一定の限界がある。In vivo法の使用が必要と考えられる場合に、考えられるすべての事例で放射性LLNA試験（TG 429）またはモルモット試験（TG 406）(4)の代わりにLLNA:BrdU-ELISAの使用が求められるというわけではなく、むしろ、本法には同等の利点があり、結果が陽性であっても陰性であってもそれ以上の確認試験を必要としない代替法として使用できるものと...
	3. LLNA:BrdU-ELISAはin vivo試験法であるため、アレルギー性接触感作活性の評価に動物を使用せざるを得ない。したがって、適切なin vitro、in chemicoおよびin silico法の適用領域と、動物での試験ではなくin vitro、in chemicoやin silicoアプローチを用いる可能性を考慮すべきである。ただし、ほかのLLNA試験法と同じく、LLNA:BrdU-ELISAはモルモット試験（TG 406）(4)に比べて評価用の使用動物数を減らすことができる。ま...
	4. 混合物、試験困難化合物（不安定など）や、本ガイドラインに記載されている適用領域に収まることが明確でない被験物質の試験を検討する場合、そのような試験で科学的に意味のある結果が生じるかどうかを事前に考慮する必要がある。
	5. 定義を「概要」の補遺1に示す。

	試験の原理
	6. LLNA:BrdU-ELISAは、感作物質が被験化学物質適用部位の所属リンパ節においてリンパ球の増殖を誘導するという基本原理に基づいている。この増殖は、用量と適用アレルゲンの強度に比例しており、それにより感作能を簡単に定量測定できる。増殖は、各被験物質適用群の平均増殖を溶媒対照（VC）群の平均増殖と比較することによって評価することができる。各被験物質群の平均増殖について、同時VC群の平均増殖に対する比（SIと呼ばれる）を求め、それが1.6以上である場合には、被験化学物質に皮膚感作性の疑いがあ...

	試験方法
	7. 本法に最適の動物種はマウスである。LLNA:BrdU-ELISAのバリデーション試験に用いたのはCBA/JN系統のみであったため、この系統を優先的に選択すべき系統と考える(1) (3)。未経産で非妊娠の若齢成熟雌マウスを用いる。試験開始時の週齢は8～12週齢で、体重の変動は最小限とし、平均体重から20%の範囲を超えないようにする。LLNA：BrdU-ELISA応答に有意な系統差および/または性差がないことを示す十分なデータがあれば、代わりにほかの系統や雄を使用してさしつかえない。
	8. 個体別の飼育を支持する適切な科学的根拠がある場合を除いて、マウスは群飼いとし(8)、適した材料でできた平底ケージ(9)と床敷きを使用する(10) (11) (12) (13)。動物飼育室の温度は22 ± 3ºCとする。相対湿度は目標値を50～60%とし、30%以上で70%を超えないこと（飼育室清掃時を除く）が望ましい。照明は人工照明で12時間明期、12時間暗期とする。飼料としては、通常の実験動物用飼料を用いるとよい。飲料水は自由に摂取させる。
	9. 動物を無作為に選び、人道的に個体識別ができるようにマークし（非侵襲的な毛刈りを用いることが望ましい）(14) (15)、適用開始前に5日間以上ケージで飼育して飼育室環境に馴化させる。適用開始に先立って、皮膚に肉眼的に識別できる傷がないことをすべての動物で確認する。試験中は常に、cuppingやtunnel handlingなどの非嫌悪法を用いてマウスを扱う(16)。
	10. 固形の被験化学物質は溶媒/媒体に溶解するかまたは懸濁させ、マウス耳介への適用前に必要に応じて希釈する。液状の被験化学物質はそのままかまたは希釈して適用する。医療機器で一般にみられるような不溶性の化学物質(35)は、マウス耳介への適用前に適当な溶媒で苛酷抽出して、溶出するおそれのあるすべての成分を試験できるようにする。被験化学物質溶液は、保存安定性を示すデータがない限り用時調製する。
	11. 陽性対照（PC）を用いて、応答強度が既知の感作物質に対する感度が十分であり、かつ再現性があることを証明し、測定法の性能が適切であることを示す。同時PC試験を行うと、試験機関に測定を毎回適切に実施する能力があることを証明でき、実験室内および室間再現性ならびに同等性の評価が可能になることから、これを試験に加えることを推奨する。試験ごとにPCの試験を行うよう要求する規制当局もあるので、LLNA:BrdU-ELISAの実施前に所管の規制当局に相談した方がよい。上記のような規制要件を満たすための追加...
	12. 同時PC群を置くことを推奨するが、試験機関によってはPC化学物質の定期的試験（6カ月以内の間隔）で十分な場合もある。ただし、そのような試験機関は、LLNA:BrdU-ELISAを定期的に実施（1カ月に1回以上の頻度でLLNA:BrdU-ELISAを実施）し、PCの背景データベースを確立して、試験機関に再現性のある正確なPC試験の結果を得る能力があることを証明しなければならない。PCの試験を妥当な期間内（1年未満）に独立して10回以上行い、そこで陽性結果が一貫して得られれば、LLNA:Brd...
	13. LLNA:BrdU-ELISAの操作上の変更（熟練職員の変更、試験材料および/または試薬の変更、試験機器の変更、供試動物の供給元の変更など）がある場合には、必ず同時PC群を試験に加えるとともに変更事項を実験報告書に記載する。そのような変更が、先に確立された背景データベースの妥当性を損なうものであるかどうかを考察して、PC試験結果の一致を証明するために新たな背景データベースを確立する必要性があるかどうかを決定する。
	14. PC試験を同時ではなく定期的に行う場合には、定期的な試験の合間に同時PC試験のない条件で陰性の試験結果が得られても、その妥当性と受容性についてはさまざまな問題が派生することに留意しなければならない。たとえば、定期的なPC試験で偽陰性の結果が得られた場合には、受容可能な最後の定期的PC試験と受容できない定期的PC試験との間に得た陰性の被験化学物質の結果に疑問が生じる。同時PC試験を行うべきか定期的PC試験だけにすべきかを決定するときには、その結果の意味を慎重に考察する必要がある。また、同時P...
	15. PC化学物質は一貫した応答を示す溶媒（アセトン：オリーブ油；4：1、v/vなど）に溶解して使用するが、規制条件によっては、標準的でない溶媒（臨床的/化学的に適切な製剤）で試験することが必要になる場合もある(18)。同時PC化学物質を被験化学物質用の溶媒とは異なる溶媒に溶解して使用する場合には、同時PCに別のVCを組入れる必要がある。
	16. 化学クラスまたは応答範囲が特殊な被験化学物質を評価する際には、このような被験化学物質の皮膚感作性の検出について、試験法が正しく機能していることを証明するのに、ベンチマーク化学物質も有用である。適切なベンチマーク化学物質には以下の性質を備えている必要がある。

	試験手順
	17. 用量群あたり動物4匹以上、被験化学物質あたり最低3種類の濃度を使用する。このほかに、被験化学物質用の溶媒のみで処置する同時VC群およびPC群（段落11～15で考察した試験機関の方針に基づいて同時または直近に実施するもの）を設ける。PC試験を時々しか実施しない場合は、多種類の用量を検討する必要がある。対照群動物は、被験化学物質を用いないことを除いて被験物質処置群の動物と同じ方法で取り扱い、処置する。
	18. 用量設定と溶媒の選定は参考文献2および27で示されている推奨に従う。通常、100%、50%、25%、10%、5%、2.5%、1%、0.5%などの適切な濃度系列から連続する3段階の用量を選択する。使用する濃度系列の選択には十分な科化学的根拠が必要である。利用可能な場合は、既存の毒性学的情報（急性毒性および皮膚刺激性など）、目的とする被験化学物質（および/または構造的に関連する化学物質）についての構造および物理化学的情報を考慮に入れ、最高濃度において全身毒性および/または過度な皮膚刺激を生じな...
	19. 溶媒は、試験結果に悪影響や偏りをもたらすものではなく、被験化学物質の適用に適した溶液/懸濁液を調製する際に最高濃度を達成できるよう、溶解度を最大にするものを選ぶ。推奨する溶媒はアセトン：オリーブ油（4：1、v/v）、N,N-ジメチルホルムアミド、メチルエチルケトン、プロピレングリコールおよびジメチルスルホキシド(5)であるが、十分な科学的根拠があればほかの溶媒も使用できる。場合によっては、臨床的に適切な溶媒や、被験化学物質の販売時に溶解に用いられる市販製剤を対照に追加する必要がある。親水性...
	20. 個々のマウスからリンパ節を採取して処理することにより、動物間のばらつきの評価と、被験物質群とVC群の測定値の差の統計学的比較が可能になる（段落33を参照）。また、PC群のマウスの数を減らせるかどうかの検討は、個々の動物のデータを収集する場合にのみ可能となる(18)。さらに、規制当局が個々の動物のデータの収集を求める国もある。普段から個々の動物のデータを収集することが、動物福祉に役立つ。これは具体的には、ある種の方法（併合動物データなど）で初めに収集した被験化学物質の結果がのちに規制当局によ...
	21. 最高試験用量（段落18を参照）を決定するための情報がない場合には、予備スクリーニングを行い、LLNA:BrdU-ELISAの適切な用量を求める。予備スクリーニングの目的は、全身毒性（段落24を参照）および/または過度な局所皮膚刺激反応（段落23を参照）が誘導される濃度についての情報が入手できない場合に、主試験で使用する最高用量を設定するための指針を得ることにある。検討する最高用量は、液体の被験化学物質では100%、固体または懸濁液では調製可能な最高濃度である。
	22. リンパ節の細胞増殖に関して評価しないことと、用量群あたりの動物数が少なくてよいことを除いて、主試験と同じ条件で予備スクリーニングを実施する。用量群あたり1または2匹を使用する。全身毒性の臨床徴候や適用部位の局所刺激反応がないか、マウス全例を毎日観察する。体重測定を、試験前および屠殺前（6日目）に行う。各マウスの両耳を観察して紅斑がないか観察し、表1に基づいて採点する(20)。耳介の厚みを、1日目（適用前）、3日目（初回適用の約48時間後）および6日目に、厚さ計（デジタル式マイクロメータまた...
	23. LLNAでは、耳介厚みが25%増加(21) (22)した場合のほか、被験群の耳介厚みが溶媒/媒体対照群マウスより統計学的に有意に増加した場合にも刺激性物質と判定されてきた(22) (23) (24) (25) (26) (27) (28)。しかし、耳介厚みが統計学的に有意に増加しても、25%未満の場合には、過度の刺激反応との明確な関連はなかった(25) (26) (27) (28) (29)。
	24. 以下の一般状態は、統合評価の一部として用いる場合には全身毒性を示すものであり(30)、したがって、主試験で使用すべき最高用量である。これは具体的には、神経系機能の変化（立毛、運動失調、振戦および痙攣など）、行動変化（攻撃的行動、身づくろい活動の変化、活動量の著しい変化など）、呼吸パターンの変化（呼吸困難、喘ぎ呼吸およびラ音などの呼吸数や呼吸強度の変化）、摂餌量および摂水量の変化である。さらに、嗜眠および/または無反応の徴候、軽微または一時的なものを超える疼痛および苦痛を示す何らかの臨床徴候...
	25. 試験の実施スケジュールは以下の通りである。
	26. リンパ節細胞（LNC）の単細胞懸濁液は、各マウスの両耳から採取したリンパ節から、200 µmメッシュのステンレス製ガーゼを通過させる穏やかな機械的解離法、または条件に合った別の単細胞懸濁液調製技術（使い捨てのプラスチック製乳棒でリンパ節を粉砕したあと、#70ナイロン製メッシュを通す方法など）により調製する。LNC懸濁液を調製する操作はこの試験法にきわめて重要であるため、どの作業者もあらかじめ熟練しておくことが求められる。さらに、VC動物のリンパ節は小さいため、SI値に人為的な影響が及ばない...
	27. BrdUは市販のELISAキット（バリデーション試験にはRoche Applied Science、ドイツ、マンハイムを使用）で測定する。同じ結果が得られるのであれば、他のBrdU ELISAキットを使用してもよい。簡単にいうと、LNC懸濁液100 µLを平底のマイクロプレートのウェルに3連で添加する。LNCを固定し、変性させたあとでペルオキシダーゼ標識抗BrdU抗体を各ウェルに添加して反応させる。次いで洗浄により抗BrdU抗体を除去したあと、基質溶液を添加して色素原を生成させる。その後、...

	観察
	28. マウスは、毎日1回以上、個体別に注意深く観察し、適用部位の局所刺激反応または全身の毒性徴候を調べる。観察結果はすべて系統的に記録し、個体別に記録を保存する。モニタリング計画には、全身毒性、過度の局所刺激反応、または皮膚の腐食が現れたマウスを速やかに見つけ、安楽死させるかどうか決定するための基準が記載されていなければならない(31)。
	29. 段落25で述べたように、動物の体重は個体別に試験開始時および計画屠殺時に測定する。

	結果の計算
	30. 結果を処置群ごとに平均SIとして表す。SI値は、各被験化学物質群およびPC群におけるマウスあたり平均BrdU標識指数を溶媒/VC群の平均BrdU標識指数で除して求める。したがって、VC群の平均SIは1である。
	31. BrdU標識指数は次のように定義される。
	32. BrdU標識指数 = (ABSem − ABS blankem) – (ABSref − ABS blankref)
	33. なお、emは検出波長、refは対照波長を示す。
	34. SIが1.6以上の場合に陽性と判断する(1)。ただし、境界域の結果（つまり、SI値が1.6～1.9）が陽性であるかどうかを判定する場合には、用量反応関係の強さ、統計学的有意性、ならびに溶媒/媒体およびPC応答の一致も参考にする(5) (32) (33)。
	35. SI値が1.6～1.9の境界域陽性応答の場合、このような結果が陽性であると確定するため、SI値のほかに、用量反応関係、全身毒性徴候、過度の刺激反応、該当する場合には統計学的有意性などの追加情報を検討するとよい(1)。既知の皮膚感作物質と構造的に関連性があるかどうか、マウスに過度の皮膚刺激反応を起こすかどうか、観察された用量反応性の特性はどのようなものかなどの被験化学物質のさまざまな性質についても検討すること。このような事項についてはほかの所で詳細に考察されている(34)。
	36. マウスのデータを個体別に収集すると、データに用量反応関係があるかどうか、またその程度について統計学的に解析することが可能になる。いかなる統計学的評価にも、適切に調整した方法（被験物質群対同時溶媒/媒体対照群の対比較など）で試験群間の比較を行うだけでなく、用量反応関係の評価を組み込むとよい。統計解析では、用量反応関係を評価するための直線回帰またはWilliams検定、および対比較のためのDunnett検定などを行う。適切な統計解析法を選ぶ場合には、分散の不均一性があり得ること、またそれ以外で...

	データおよび報告
	37. データは総括表にまとめ、個体別のBrdU標識指数、1匹当たりの群平均BrdU標識指数、関連する誤差項（SD、SEMなど）、同時溶媒/媒体対照群に対する各被験物質群の平均SIを示す。
	38. 試験報告書には以下の情報を記載する。
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	4. 規制上の目的を意図したデータ生成の場合、混合物について本試験ガイドラインを用いる前に、当該混合物がその目的に十分な結果を提示できるか否か、また提示できる場合にはその理由を検討する。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。
	5. 定義を「概要」の補遺1に示す。

	試験の原理
	6. LLNA:BrdU-FCMは、感作物質が被験化学物質適用部位の所属リンパ節においてリンパ球の増殖を誘導するという基本原理に基づいている。この増殖は、用量と適用アレルゲンの強度に比例しており、それにより感作能を簡単に定量測定できる。増殖は、各被験物質適用群の平均増殖を溶媒対照（VC）群の平均増殖と比較することによって評価することができる。SIと呼ばれる、各被験物質群の平均増殖の同時VC群の平均増殖に対する比を求め、それが2.7以上である場合には、被験化学物質に皮膚感作性の疑いがあるとしてさらに...

	試験方法
	7. 本法に最適の動物種はマウスである。LLNA:BrdU-FCMのバリデーション試験に用いたのはBALB/c系統のみであったため、この系統を優先的に選択すべき系統と考える(1) (2)。CBA/J系統も、LLNA:BrdU-FCMに使用可能である。CBA/J系統の応答はBALB/c系統の応答と高度に相関しており、感度がさらに高い(2) (10) (11) (12)。しかし、受信者動作特性（ROC）解析で感度を最大にするためには、各系統に対して異なるカットオフSI値を採用する必要があると思われる。...
	8. 個体別の飼育を支持する適切な科学的根拠がある場合を除いて、マウスは群飼いとし(13)、適した材料でできた平底ケージ(34)と床敷きを使用する(35) (36) (37) (38)。動物飼育室の温度は22 ± 3ºCとする。相対湿度は目標値を50～60%とし、30%以上で70%を超えないこと（飼育室清掃時を除く）が望ましい。照明は人工照明で12時間明期、12時間暗期とする。飼料としては、通常の実験動物用飼料を用いるとよい。飲料水は自由に摂取させる。
	9. 動物を無作為に選び、人道的に個体識別ができるようにマークし（非侵襲的な毛刈りを用いることが望ましい）(39) (40)、適用開始前に5日間以上それぞれのケージで飼育して飼育室環境に馴化させる。適用開始に先立って、皮膚に肉眼的に識別できる傷がないことをすべての動物で確認する。試験中は常に、cuppingやtunnel handlingなどの非嫌悪法を用いてマウスを扱う(41)。
	10. 固形の被験化学物質は溶媒/媒体に溶解するかまたは懸濁させ、マウス耳介への適用前に必要に応じて希釈する。液状の被験化学物質はそのままかまたは希釈して適用する。医療機器で一般にみられるような不溶性の化学物質(33)は、マウス耳介への適用前に適当な溶媒で苛酷抽出して、溶出するおそれのあるすべての成分を試験できるようにする。被験化学物質溶液は、保存安定性を示すデータがない限り用時調製する。
	11. 陽性対照（PC）を用いて、応答強度が既知の感作物質に対する感度が十分であり、かつ再現性があることを証明し、測定法の性能が適切であることを示す。同時PC試験を行うと、試験機関に測定を毎回適切に実施する能力があることを証明でき、実験室内および室間再現性ならびに同等性の評価が可能になることから、これを試験に加えることを推奨する。試験ごとにPCの試験を行うよう要求する規制当局もあるので、LLNA:BrdU-FCMの実施前に所管の規制当局に相談した方がよい。上記のような規制要件を満たすための追加的な...
	12. 同時PC群を置くことを推奨するが、試験機関によってはPC化学物質の定期的試験（6カ月以内の間隔）で十分な場合もある。ただし、そのような試験機関は、LLNA:BrdU-FCMを定期的に実施（1カ月に1回ほどの頻度でLLNA:BrdU-FCMを実施）し、PCの背景データベースを確立して、試験機関に再現性のある正確なPC試験の結果を得る能力があることを証明しなければならない。PCの試験を妥当な期間内（1年未満）に独立して10回以上行い、そこで陽性結果が一貫して得られれば、LLNA:BrdU-FC...
	13. LLNA:BrdU-FCMの操作上の変更（熟練職員の変更、試験法の材料および/または試薬の変更、試験機器の変更、供試動物の供給元の変更など）がある場合には、必ず同時PC群を試験に加えるとともに変更事項を実験報告書に記載する。そのような変更が、先に確立された背景データベースの妥当性を損なうものであるかどうかを考察して、PC試験結果の一致を証明するために新たな背景データベースを確立する必要性があるかどうかを決定する。
	14. PC試験を同時ではなく定期的に行う場合には、定期的な試験の合間に同時PC試験のない条件で陰性の試験結果が得られても、その妥当性と受容性についてはさまざまな問題が派生することに留意しなければならない。たとえば、定期的なPC試験で偽陰性の結果が得られた場合には、受容可能な最後の定期的PC試験と受容できない定期的PC試験との間に得た陰性の被験化学物質の結果に疑問が生じる。同時PC試験を行うべきか定期的PC試験だけにすべきかを決定するときには、その結果の意味を慎重に考察する必要がある。また、同時P...
	15. PC化学物質は一貫した応答を示す溶媒（アセトン：オリーブ油；4：1、v/vなど）に溶解して使用するが、規制条件によっては、標準的でない溶媒（臨床的/化学的に適切な製剤）で試験することが必要になる場合もある(15)。同時PC化学物質を被験化学物質用の溶媒とは異なる溶媒に溶解して使用する場合には、同時PCに別のVCを組入れる必要がある。
	16. 化学クラスまたは応答範囲が特殊な被験化学物質を評価する際には、このような被験化学物質の皮膚感作性の検出について、試験法が正しく機能していることを証明するのに、ベンチマーク化学物質も有用である。適切なベンチマーク化学物質には以下の性質を備えている必要がある。

	試験手順
	17. 用量群あたり動物4匹以上、被験化学物質あたり最低3種類の濃度を使用する。このほかに、被験化学物質用の溶媒のみで処置する同時VC群およびPC群（段落11～15で考察した試験機関の方針に基づいて同時または直近に実施するもの）を設ける。PC試験を時々しか実施しない場合は、多種類の用量を検討する必要がある。対照群動物は、被験化学物質を用いないことを除いて被験物質処置群の動物と同じ方法で取り扱い、処置する。
	18. 用量設定と溶媒の選定は参考文献2および19で示されている推奨に従う。通常、100%、50%、25%、10%、5%、2.5%、1%、0.5%などの適切な濃度系列から連続する3段階の用量を選択する。使用する濃度系列の選択には十分な化学的根拠が必要である。利用可能な場合は、既存の毒性学的情報（急性毒性および皮膚刺激性など）、目的とする被験化学物質（および/または構造的に関連する化学物質）についての構造および物理化学的情報を考慮に入れ、最高濃度において全身毒性および/または過度な皮膚刺激を生じない...
	19. 溶媒は、試験結果に悪影響や偏りをもたらすものではなく、被験化学物質の適用に適した溶液/懸濁液を調製する際に最高濃度を達成できるよう、溶解度を最大にするものを選ぶ。推奨する溶媒はアセトン：オリーブ油（4：1、v/v）、N,N-ジメチルホルムアミド、メチルエチルケトン、プロピレングリコールおよびジメチルスルホキシド(6)であるが、十分な科学的根拠があればほかの溶媒も使用できる。場合によっては、臨床的に適切な溶媒や、被験化学物質の販売時に溶解に用いられる市販製剤を対照に追加する必要がある。親水性...
	20. 個々のマウスからリンパ節を採取して処理することにより、動物間のばらつきの評価と、被験物質群とVC群の測定値の差の統計学的比較が可能になる（段落33を参照）。また、PC群のマウスの数を減らせるかどうかの検討は、個々の動物のデータを収集する場合にのみ可能となる(14)。さらに、規制当局が個々の動物のデータの収集を求める国もある。普段から個々の動物のデータを収集することが、動物福祉に役立つ。これは具体的には、ある種の方法（併合動物データなど）で初めに収集した被験化学物質の結果がのちに規制当局によ...
	21. 最高試験用量（段落18を参照）を決定するための情報がない場合には、予備スクリーニングを行い、LLNA:BrdU-FCMの適切な用量を求める。予備スクリーニングの目的は、全身毒性（段落24を参照）および/または過度な局所皮膚刺激反応（段落23を参照）が誘導される濃度についての情報が入手できない場合に、主試験で使用する最高用量を設定するための指針を得ることにある。検討する最高用量は、液体の被験化学物質では100%、固体または懸濁液では調製可能な最高濃度である。
	22. リンパ節の細胞増殖に関して評価しないことと、用量群あたりの動物数が少なくてよいことを除いて、主試験と同じ条件で予備スクリーニングを実施する。用量群あたり1または2匹を使用する。全身毒性の臨床徴候や適用部位の局所刺激反応がないか、マウス全例を毎日観察する。体重測定を、試験前および屠殺前（6日目）に行う。各マウスの両耳を観察して紅斑がないか観察し、表1に基づいて採点する(17)。耳介の厚みを、1日目（適用前）、3日目（初回適用の約48時間後）、および6日目に、厚さ計（デジタル式マイクロメータま...
	23. LLNAでは、耳介厚みが25%増加(18) (19)した場合のほか、被験群の耳介厚みが溶媒/媒体対照群マウスより統計学的に有意に増加した場合にも刺激性物質と判定されてきた(19) (20) (21) (22) (23) (24) (25)。しかし、耳介厚みが統計学的有意に増加しても、25%未満の場合に、過度の刺激反応との明確な関連はなかった(22) (23) (24) (25) (26)。
	24. 以下の一般状態は、統合評価の一部として用いる場合には全身毒性を示すものであり(27)、したがって、主試験で使用すべき最高用量である。これは具体的には、神経系機能の変化（立毛、運動失調、振戦および痙攣など）、行動変化（攻撃的行動、身づくろい活動の変化、活動量の著しい変化など）、呼吸パターンの変化（呼吸困難、喘ぎ呼吸およびラ音などの呼吸数や呼吸強度の変化）、摂餌量および摂水量の変化である。さらに、嗜眠および/または無反応の徴候、軽微または一時的なものを超える疼痛および苦痛を示す何らかの臨床徴候...
	25. 試験の実施スケジュールは以下の通りである。
	26. リンパ節細胞（LNC）の単細胞懸濁液は、各マウスの両耳から採取したリンパ節から、200 µmメッシュのステンレス製ガーゼを通過させる穏やかな機械的解離法、または条件に合った別の単細胞懸濁液調製技術（使い捨てのプラスチック製乳棒でリンパ節を粉砕したあと、#70ナイロン製メッシュを通す方法など）により調製する。LNC懸濁液を調製する操作はこの試験法にきわめて重要であるため、どの作業者もあらかじめ熟練しておくことが求められる。さらに、VC動物のリンパ節は小さいため、SI値に人為的な影響が及ばない...
	27. BrdU陽性リンパ球を、市販のキットを用いてFCMにより測定する（バリデーション試験には、BD Pharmingen、米国、ニュージャージー州Franklin Lakesを使用）。同じ結果が得られるのであれば、他の抗BrdU抗体キットを使用してもよい。簡潔に述べると、LNC懸濁液（1.5 × 106）を、遠心分離によりPBSで1回洗浄したあと再懸濁する。キットに同梱された緩衝液で細胞を透過処理したあと、DNaseで処理する。洗浄後、FITC標識抗BrdU抗体を添加し、さらに洗浄後、7-アミ...

	観察
	28. マウスは、毎日1回以上、個体別に注意深く観察し、適用部位の局所刺激反応または全身の毒性徴候を調べる。観察結果はすべて系統的に記録し、個体別に記録を保存する。モニタリング計画には、全身毒性、過度の局所刺激反応、または皮膚の腐食が現れたマウスを速やかに見つけ、安楽死させるかどうか決定するための基準が記載されていなければならない(28)。
	29. 段落25で述べたように、動物の体重は個体別に試験開始時および計画屠殺時に測定する。

	結果の計算
	30. 結果を処置群ごとに平均SIとして表す。LLNA:BrdU-FCMのSIは、被験化学物質群またはPC群のマウスあたりBrdU陽性LNCの数を、溶媒/VC群におけるBrdU陽性LNCの平均数で除して算出する。したがって、VC群の平均SIは1である。
	BrdU陽性LNC数を以下のように定義する（付録IB-補遺1パラグラフ7を参照）:BrdU陽性LNC数=BrdU陽性細胞の割合（Q2%0F ）×LNC数
	31. SIが2.7以上の場合に陽性と判断する(1) (2) (10)。ただし、境界域の結果が陽性であるかどうかを判定する場合には、用量反応関係の強さ、統計学的有意性、ならびに溶媒/媒体およびPC応答の一致も参考にする(6) (29) (30)。
	32. 得た結果を解明する必要がある場合は、既知の皮膚感作物質と構造的に関連性があるかどうか、マウスで過度の皮膚刺激反応を起こすかどうか、さらに観察された用量反応性の特性はどのようなものかなどの被験化学物質のさまざまな性質について検討すること。このような事項についてはほかの所で詳細に考察されている(31)。
	33. マウスのデータを個体別に収集すると、データに用量反応関係があるかどうか、またその程度について統計学的に解析することが可能になる。いかなる統計学的評価にも、適切に調整した方法（被験物質群対同時溶媒/媒体対照群の対比較など）で試験群間の比較を行うだけでなく、用量反応関係の評価を組み込むとよい。統計解析では、用量反応関係を評価するための直線回帰またはWilliams検定、および対比較のためのDunnett検定などを行う。適切な統計解析法を選ぶ場合には、分散の不均一性があり得ること、またそれ以外で...

	データおよび報告
	34. データは総括表にまとめ、個体別のBrdU陽性LNC数、BrdU標識指数、1匹当たりの群平均BrdU陽性LNC数や、関連する誤差項（SD、SEMなど）、同時溶媒/媒体対照群に対する各用量群の平均SIを示す。
	35. 試験報告書には以下の情報を記載する。
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