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XL ®HIC

F—ARVE (BURIBEAOHERE) ICESVWERBRAS K51V

1. REBREMYELIE. BEES MEEROPESLUXRTFICETHHEHAAM A TLL (UN
GHS) (1) IZEYEREINTWSEY., RELOREEMBICTLUILF—REZ25I1EREIITHE
DIEEVS, REBREHEOREELDITELEMFEMA R MZBEL T, GKERN—HL
TWd, EEREEICESEZMELUVEMZMEFICEIT 2RFTOMNEE. BEGRBEK
(AOP) (2) ELTEHNINTEY ., DFLARALDSAZOXILARY bOLFDHBARNY b %
BLTHEMEA. 94Hhb. FULTF—MEMEBRICELSETHEENTLS, D AOP T
&, BRIEEMELGE., TS/ BERE (Thbb, DATAVFERRFI DY) ERET HILEY
BICEANKOLNTWLD, ZOIFAE. DFLRILDSAZOV LAY L (ThDLE, BRYDEE
BARD L) &l RERNICHEET 2NV EORZFDEREFMELOEFEHRENDI LT
Hb., COAOPIZHEITS 2 DEDF—A A MIALCHBAICEI Y., REERGOEENHE
VOFIEERKBICEZEGTFREDEECLNSLD, COLSLGBDIC, MEELE  REFHE
IS EEH| (antioxidant/electrophile response element : ARE) {K#FMEREBNH S, 3 DEDF—
AR MIBHRMREOFERETHY . ERIIBENGHRKZEY—H—. TEHAV. Y1 +D
ADEBRIZKYETEEIND, 4 DEDF—ARNY NI THIROEETH S,

2. BEREMHOFTMZIE. &8. ERBYHAERAIATE -, L<HMSNTLVS Magnusson &
Kligman DEILEY FZERWSTFITA1E—2 3 ik (Guinea Pig Maximisation Test : GPMT)
BELUVE 2—F—i% (Buehler Test : OECD TG 406) (11) &, REBMEMEDZEHREERLAD
WA EFES 5. LLNA (OECD TG 429) (12). % b UIZZDREXTHRIMERLTRE A4
LVLLNA : DA (OECD TG 442A) (13), LLNA : BrdU-ELISA & & U BrdU-FCM (OECD TG 442B)
(14) D IZFZELGLEDTVRRERE. TRTHEBHOAZTFMTLH53DTHY . BMEUABS LI UVEE
BRUEMOFERZEBNICATTIEVIRATELEY FEBRIUVBRTWSZ DL, Thb
DHBRELZITAN LGN TS,

3. EEVEICETIREREEOEEMZTMT 570, RERIEMED AOP ORFD 3 DDF—
AR L EXNRELERE#FEIZE D in chemico &V in vitro SREENRIRShT-, SED
HEBRAAFSAUTEH. 20NV ELOHEBEHEDOFHELNITHNA. RIDF—A R FHBHRT
H%, Ff-. OECDTG442D TlE, 2 2BDF—A XY FTH L ALHRADEMELDFFMEAT
N (15). OECD TG 442E Tl¥. HEERIEMED AOPD 3 DEDF—A R FTHLHIEHMRMEDE
e (16) AR EHL >TSS, TREIC. 4 DHOF—A ARV MITHBEOEETHY . ZhlE.
IR v/ EiEKER (Local Lymph Node Assay : LLNA) (12) IZE W TRIEMIZEE RSN S,
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F—A RYMMEIHBRDHA FSA VOBRBRFZOERLBE
4. AHERHAA K54 > (Test Guideline : TG) Tlk. EERIEMED AOP DRHDF—A R |,
Thbhb, FVNVBELORERBEICOVTRE SN EFERRE LTz in chemico FRER(2)IZ
DWTEHT S, BIE. KRBHA RS A VICHEHE SN TOSREEL. ULTORYTHS :
o RITFF#EAMHER (Direct Peptide Reactivity Assay : DPRA)  (f48% 1)
o TI/BBEAESMSHE (Amino acid Derivative Reactivity Assay : ADRA)  ({18% Il)
o RIGEEMRIRTF FEESHEAER (kinetic Direct Peptide Reactivity Assay : KDPRA)  (f18% Ill)

5. LEHEREAE. in chemico TRV BLEDHEEHEICEDICHRETHY . HEMIZRY
ThdLEZBNS, DPRA [CDOWTIE. FRINEMWMERNKE E5FE > 2 — (European Union
Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing : EURL ECVAM) £E&ED/\JT— 3
VAR, BLUETNIZH < EURL ECVAM OFEIZEHEMEFESR (Scientific Advisory Committee :
ESAC) [C&kAMILF-EFLEa— (BE=FHFM) ICKHFFMEZEZITTLS (3) 4) (5)
ADRA [2DWWTIlE, BAYERR B ATt > 2 — (Japanese Center for the Validation of
Alternative Methods : JaCVAM) FED/\!) T—2 3 VEAER (6) (7) (8) (9) LT DHEDIKILL 1=
E7LEa1—%Z1+TWL3S (10), kDPRAIZDWWTI, tEFTEBONYT—2 a3 VvilBREZFDHE
DHILIEFZLEL—%FZITTLS (17),

6. AEEBAAFSAUPORBREL. T—20ERMICAVSFIENELSLOD. LWThOHER
Zd., [T—4HEZITAN] OBEZZITD0D. 2NNV EORIGHEICET 2B 0B
ROEHICIECTRAVWS I ENTE S,

7. AUNVEOREHEEBENGREREELEOBBIX. +HICHEISA TS (18) (19) (20),
FNTH, FUNVBEORBETEERELED AOPDF—A R D1 2FRTICTEFLRT
EMB (2) (21). COHEMLBXF—ARY M L THESINHARZEICK YT o FRIE.
ILEMEOREREEOBREICOVWTHREZH T -ODOBEMOKAREL LTIE+HHEFVWAL
W Lo T, KERBRAA R VICREBINERBREICLYBONET—2EF. BRE &
VEEEIZBET 2 #i &7 FO0—F (Integrated Approaches to Testing and Assessment : IATA)
DEENTHW-HE., REREEDAOP THEHADF—1 R FEHR E LTz invitro FHER.
15U insilico ETIES K UELUEEMEN 5 DFEHT EDERBRMFERIZL > THELNE:
thORBREMERBE L BICRTEINDLDTHSH(21), HEEAX (Defined Approach : DA) .
Thbhb, AATEIERE—RICSH LT, FLFRCAVSIFIBIZEVWTEELELIAEZFED
BEENT, CNoDHBREZAVTEONET—2OFRAALLRINTEY (21). EERE
HIZH L THEESNE7 FO—F(ZEL T OECD TG IZEA T TL 3(22),

8. AHERHA KSA4 DR 12528 L= DPRA 8 & U{H8E Il IZERE; L 1= ADRA (. EEREN
ME (BED 1) CEBREMYMEEZHBNTI2EDOTHD. BEDRFOBRMAAHIZL-TIF, £
RAETHREEMERZEMTRHAVT., EEWEZ UN GHS ITEITARD 1 ICRETEHI5A
NHd, =L, ThoDORBRETIE, 2200 THTFIY—Z2BEALELEBED=HIZUNGHS
(MAEELEYTHTI)—THEIAEELV 1B (23)I2, REREMYEZEMTHEIT S
L, REMFTEHIED-HICKEREEDBEEZFR TSI LHLTERL,
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9. XERMIZ., KEBHA FSA 2 DFER I ZEEH L~ kDPRA (X, UNGHS B JATI)—1A®D
REREENEZ. YTHTIVAAILKEEIAGVIO GHTHTIIV—1A) [ $h4DhL
H$ITHhTIY—1B FLREEFLGL (1) ERFTHENTRETHSH. BIEMEYME (BH 1)
EEREMEMBELERANT A LETELL, HEDRFDHHMAICE > TIEL, kDPRA THI=
BHEERZERTHWT, EEMEZ UNGHSIZE T THATI)—AICHETELHEN
H%

10. EREWEICTRT . REREMEICDOLT, DPRA H XU ADRA EEFE F(THEB SN i= in vitro
HEREQMICEET 5 MEREEE] AKXKESA TS (24),
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fHiE 1. A FEDESR

FRES  BRECLIHBRE. —RUICEOON-SRELO-HDOEE., HBEOUEORETHY.
ZAMO—AETHD. COREL. Z<{DHE. ABRZORECHERDEGEERT S —HRLAR
MICALLNS (1), FFESOFEHICAVWSHXZ, FRRED IFHE] [TTY,

ADRA : 7 =/ B E RIS A ER (Amino acid Derivative Reactivity Assay) D&,

AOP (BEIFER) N FLARNILDAZ X IILARNY ML RERRD invivo iRlRE T, FHLEY
BFE—HOBELILFNEDLFEBENCEL LS —EDER (2).

NIVRIEHES  BELREREDTY, COHEER. invivoBHEEEME & invivo ZHEEEME DA
ERIGEBICHICERATHS. ABRZOZLUMEZTMIOLTINEZRI A ENEETH D, \T
VAFHESOEHICAWSRE. FRIED T5E] 12577,

2
FRIGEOHE

BEHE (TP). EEM (TN). &AM (FN). L CEBMSE (FP) ICEDZE, UTO KSR
E. BEE BRIBLUNSURBEHEIZERTS -

BERGMEEL (TP)

—

e WS MEA BT DFA %L (TP + FN) x100
HfatEE (TN)

HEE = x100

FEMEAE DO EL (TN + FP)

IERE72 T % (TP + TN)

A S= — x100

(bW E L (TP + FN + TN + FP)

RER : BAMEORRICETHRGMELFNRE (BREMRELTEND) COBRERLEZDLO,

EBRY : —HORET—2I12O0T. TORERFEEZTHETELIZLICLYEHSNDELDED
RE, 100 #RLTEARE LTRT CENTES,
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#E AR (Defined Approach : DA) : THEIT A -ODBEDNFHRE—KXNSBFLN=T—4 (in silico
F 8. in chemico, in vitro T—AR K E) ITAWS, X IN=-T—28BRFIE FHFETETIL. HFEME
TILEE) THEEREINS,

DPRA : R F K& HiAER (Direct Peptide Reactivity Assay) DR,
EDTA: TF L > 7 X VMEEEE (Ethylenediaminetetraacetic acid) MD#&,

EURL ECVAM : FRN EN#EER X B A5 {fiz > 2 — (European Union Laboratory for Alternatives to
Animal Testing) DB,

FEE AW, R, FE (B) SAVHLIDEICBREBESNTBE, BREESISREITHEENENDH
SMEBEROMEFIIRED &,

IATA (BB L VFHEICET 2#MEMNT7 T0—F) : HELEMEFIE—HOLEMEOEETHOF
E (ATREME) . AEMOBEMT Gh) [ BEU S FELEREMFTE (AR DA LTEE) (S
ABLWOLNEAERMT7 TA—F, A7 TO—FTIE. BEMEAHDT—F 2T R THEBNICHE LEA
(FETSITEICKY . BEHOTMEEME. VRIP, SLICHER>T-R/IBROREBOLEMEIZDNT,
HELOERREFERESZ 5,

JaCVAM : B AREMEEBRAE XMt > 42 — (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods)
O)H%O

kDPRA : RIGERERMAR TF FiEEHHER (kinetic Direct Peptide Reactivity Assay) DB,

Kmax : KDPRA THREIMEDRIGEREN S KD ONSIRRKEEEH (s'M') TR IIDEE24 25H) .
LLNA : 2010 FIZ OECD TG 429 & LTI NIz D RAB/ATY /&R ER,

BFLRLDA =% AR b EEPBEICIYVFESNIEYRDEIDOZLETHY . 7 FLAL
TOBEEHRRBERICETAMBAIRV FERESND DD,

BEY : E2RIEFE LGV 22U LEOMED 512 HEEREILEIE (3),

H—fgaME : TEMHEMIC. 1 DOFTERIHNLED 80% (ww) UEFETHIILIZIYERSN
Y&,

EHAME : EEMMEMIC. 2 DUELDETERSARE 10% (ww) LESEU 80% (wiw) KRiETH
HITDEICKYERSNIYE., SHAMER. RETRICERLTELS., BREMESHAIMEL
DEWNE, BEYMN., EZREZELCLEVD 2 DULOMEILKEIDIZH L., ERLSMEX. ERIZE
EREEELDH2DOULOYMENSHEEZETH D,

NAC : N-2-(1-F 7 FIL)7EFIL)-L- X T4 > (N-(2-(1-naphthyl)acetyl)-L-cysteine) DB (4) (5) (6).
NAL : o-N-(2-(1-F 7 FIL)7 £ FIL)-L-1J > (a-N-(2-(1-naphthyl)acetyl)-L-lysine) DHBE (4) (5) (6).
BEXE : SARROIRTCOBEAREEH. BUERCEZFZET S ENHMONTLEIYEEZRNTE
Y HEBREMS . BUETBRICOBHFMUTILZTMTEELILS. BERIEOXREZFSINBE TH> TIER
Bﬁlr\o

TLNTTY  EEVEREECTEEREENE LR HLEME,
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TANTTY  REBEMEELD-0IC. BRICKDERILEZET HILFEYE,

HEXE : VENROBBRYVES LV ZOMOFEHN LNBSNHBFEFEIEKRGE, HBRROT
RTOERBEDEECRLEHABOZ & T, AUBREFLIIERISERZT IHBEYELLES N HHM
[22VWT, R—=RSA VDORIGEHILT H=HICAVLON S, AFEEEFBZAV-HBROSE. &
I, BEFEIEAEABRREOBEEROBERELTY .

2ot BRERFANROEZELOBKR L, ABRNMBFEOBMICE > TERLPARUENH SN ETT A
iE. BABRARBRURECIENMFNZELZERICAT T LI TRATELIREEZTT ., ZLEE. HBRE
DFEES (—8E) 1EREIT S (1)

EEME . ALIOPILEAVTHBREZERLIZLEEFICH/ONIBRNLBRANS S CEREERE
DEREZRIRE. REABRELS S URZMBRMELG S PICEZAREEOELHICEIYEHiENDS
(1o

BEM:  ACEABRFIEZAVCELYEICODWTHBREZEREL-IGEICEONAHKEN—HB LTS
& (HEEEI 58 . (1)

BE: RARARCE O TERICHEINSZTRTOGHEDILEME T -IEEFEDHSHILEMEDEES,
NENLRERZ Lo T HBREORBESE2TIRETHY . SBREZDZYMZTMISILTEETARE
EEEETHD (1), BREOEHRICAWSXZ. RO MFHE] 27T,

REE  HBRARICE S TCERICHEINZITRTOEREDOIEEMEE IR EFELTIELEMEDE S,
DEMERERZL -0 THBEIORESIEZTIRETHY., HBEZ0ZLYEF%TMT S LTEEITARE
BEEZETHD (1). BEEDELHICAWSK%E. FTHIEED N5tE] (27T,

YE : BRAOREF-FRUEIETEONIELETREZTDILEY., TOHEGOLEREZRDE=HIZH
BRHEMYH, AERREREDOFRMYMIEITRTEEININ, TOYVEOREEICEEEZRIZIT L.,
FOHERZEZELSIEEZEIHLLNBMINBAIREED H B AEITER L (3).

DRTLOEEH  EITAONEEETT HEIIC. ZERHOEBTICKYBBROME (BRELGLE) ZH
EFTDHIE(7)

BERYE  BRMELE VS HER. RBONRELIYMEEZETEEICHALVLONS,

TFA: +U Z)LA OBEES (trifluoroacetic acid) MDEE,

EfRESOILEROSESLURFICEATIHRAMATL (UN GHS) : A2 (ERE. 7@HE.
AR LE, HESE., BABNKEEL L) BLUEBEZ2STL:-0IC. AEEAICEATIEREEET S
CEEEMELT. MESZLE BELASIUVBELIOAEMHOEERLIULAILOEEIZH] > TILES
MELLIVESY) OHPEEFRETIEELIC, EY TS L - TEMGEE - BEMER - FTEE

© OECD, (2023)
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T LEYPEREUT 2 - MR EORET HEEBEREZRYERSI VATLTHS (3),
UVCB : A FBAFEEELT 2ME. BERCRCERMETERYE,

RULGHBRE FEOEMICH L+ LBRAME LI VEEELNH S AT SN, BEMICERGRAIC
EOVWTVWRHERE, HIRBRENEAMEERTREAL VS0 TREL, AEL-BMICBEALTRY
THBHIZEEED (1),

© OECD, (2023)
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{5 % |

In Chemico EERE{EE : RTF FiEEHRER
(DPRA)

BRAICERTRNERR, BRAELUVRA

1. DPRA Tl&, U UMDV ATAVOWT O EEETDIETILEBRRTF FIZHT 58
BYMEORGHEEZEET S LICEY ., KERENED AOP THAIDFLALDSA = v LA A
k. ThbhbE, AUNVEORIGHEETHET S (1) RIZ. PATAVELIVIDUVEFRT
FROBLEZANT, 4 DOREHEISAD 1 DIZYEEZHEL., REBREEYE & EBMEN
MBELEHANT D (2),

2. DPRA HEREIL. BEBEARIOT LT 57 14— (HPLC) SHOREAHLEHRTHN
EEMBENARETHD LML TS, AEBRZOFAOBERMEIE. R—HEERANTH
85%. HHMERME T 80%THD (3), /NUT— 3 ViR (4) BLUEHOAER 5) "HEDL
hi-#EREHRET DL, REREMEYME (T4 5E. UNGHS B4 1) LIERMEMME & D#EH
[2DLVT LLNA DR &R L1-154E. DPRA DS 80% (N = 157) . REEL 80%
(88/109) . 4¥EEIL 77% (37/48) TH o1z, DPRA TlE. REBREHDREIELY (low)

~hi2FE (moderate) MILFEME (F4H4H, UN GHS ¥ ThHFT—1B) (F. KREBREHRED
BMEMNELY (high) E2ME (445, UN GHS 4 ThFTI1)—1A) [TEERTFBIEEAE LY
(4)(5)e LML, RHABEILX, IATAETIDAICELL., HE| OBRE7HLUVERESDEIE
ISH->T. DFEREMAEHOETRHASINEIRETHDHI EMND, DPRA BEDRERZE LT
CCICRENT-BESOIETIBZICT LR, 512, BIMERLG UV EEBREMRARE %A
T55HE. LLNA 210 LT 2EBWEHRBRERN. BRIANERDIE (ThbbE. E L) ITBTEHKE
BUEMERRIZRBLTWDEFVWZHBWI EICEEITRETHD, AFARELLET—2I2&Y,
DPRA [EBEAMEREZEOHBYWEDTMS L UREA D =X L, (in vivo RERIZ & U HIE

© OECD, (2023)
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IN3) REBREHDRE. MEBLZMMEEORSFICERTESZENARIATLS (1) (2) (3)
(5) BETHE., ChoDERIE., HEREEOEEMHDEIEIC. DPRANERTHILE
rLTW3,

3. AABRHA FSAUIZHIT5 THEBEYME] £S5 HER. ARONFRELIPEDI L
THY ' MEELUV/ FIEREYMDHAERRIZHNT 5 DPRA OFERAAREMN & (FEBFRTHS (2
DIFHEDOMHE 1128575 DPRADEHMORADENESH) . ERILEVDIHEE. HEHELS
DEFIZEY A VRVBERIGT DI EAMONTWNS -0, ARAEBRE(TERNEH D, HERY
BlX. RREE10mMMICEVWTEYLGBERICATATHSIE (BRE10BKLUEEZE1158E)
2L, RBREICBVLWTABTOHBMEIL. AIBETELEEEICEVWTHRNAIEETH D, &
DESHIEE. BEKREZAVTHERMENEEREEMETH L LHIT 5 ENTESHH,
EUHERNISIE. REMEZR EOEEHIHZTANESTIELEL, BRMBEROESWIZRT S
DPRA O @ERAATREMIZDNT, BMEAFARELFERIIBoNTLNS 4) (5) TN TH. DPRAIE.
BAERDEZRSMELS LV EESYOHARICIIEMMICERTGETHIEEZOND (BE4H
FUVE%E 11 381 . BEY. HROEEIFIR#ETHHILEYE (FRELGYWELE) | F&E
COHBRHTA KA VDM RICEE SN TWSERBEEOSEENICH D Z EHBAETIEALMESR
MEDREBRICH->TIE. BT IHRBHOHEMICEZDHIERNBONINENZRTIE -
THRET A2 ¢, BEDRERAICETLEMEICARBENERATEL VAT INESHE.
AHREE, TOEILGREAICETILEDEICHNSINEZTIEAL,

4. COREBHARFSAVOMBRICEH SN TVDIRABRKIZ, KBRZESLAEWL in
chemico REEETH D, REBMEMZE LADICEBRICEDERNEEHILEEST 5LEWE (T
Bhb, FANTTY) k. AREBETEIRETELGLD, FEPTRICK > TRAEMMEL LS
LEME (Thbhb, TLNTTY) OBMEFIZDOVTIE, FOEFEEAENKHBREIZEIVYIEL
(HRHEHSNATWLS 4) (9) (10), LEEZEFA. ARBRZEICKYBIoNEEHERIE. IATA Fi:
I DA ORHMADEEAT, MESNEBEBRICEL L, F-MMOBERELDOEEIZEWVTHERT
RETHD, BABRARTF FLABHEET. TOBIE (Thbb, PDXTAVDZEKE) %
RETLIHEBMEDIZE. RTF FOBLEBRFFET TN HY . BEEOFHIES. &V
BVWRSHEDDEICEIY BTHREEMLAH D EEZOND (RE23BLVE% 24 88) .

5. LEEDEY . DPRA (TREBEMME L IEREMEMBEEHANTE S, —AH. DPRA (&,
IATA £1=1% DA BEDHAENT TO0—FOF TRV LN SIHE (12). BAEEDEE O FHMEIZ &%
MDOEENHD (6) (11). ==L, DPRA DFERNABREMDEETFMCENIFEDERESZ S

120136 ADERKEICHE T, AEELIHEE. FHRBLUVSETRORBRH A K514 Tl &
BOMRELIMEERETS BEBRYPE] EVWSRHEICOVT, KY—BLEFEAZITSIR
EThHDENBESINT.

© OECD, (2023)
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MNEHIT BHIZIE, EFELLRE FT—RICE IV EEEANESICBRETH D,

HREROME

FIE

6. DPRA X, YRATAVERIXIVDUEERTF FEZAL., #EYME L 22.5~30°C T 24
BEA o FarR—2a ik BERIFRRBEEZEET S inchemicoABRETHD, ChoDE
BRTF RiE, REIZRIDII LTS VEEET S, XTF FOMEMEEL. DERAEHZE
FRAVWVEEEREKIOT TS5 T 4— (HPLC) & 220 nm T® UV BRHEICK > TRIET 5. &K
2. YRATFAVELVI D UEFERTFFORIVEDOEZELE L. FAETIL (B% 23 SH1)
ICHTIEH T, REBREEMELEREEME L ZHANTIDOICANDS 4 BEORIGHED 1 DI
HEERMEEEY LTS,

7. COFERICEEH SNEHBRZZAEMICAVSDIZEKILL, EEERE. #E 2 INED
BRAEFMAD 10 MEZAVTERITHWEREZILT 5,

8. AFERZIL. EURL ECVAM FETiihbhfz/\YT—> 3 VERRICAWN:-70 Fa LT
&% DPRA [ZB89 % EURL ECVAM BMIEBRRBEET —2A—XH¥—EX (DB-ALM) 7O k2
JLNo.154 (7) [TEDWT W3, EMERICEVWTAREBREZZEALERT 548, 270 oL
FRAWVWSIEAHESIND, DPRA DEELEBRERS LIUFIBEICOVTUTIZERET. 45
HPLC BEZRAWLAIBA. ZOREN DB-ALM 70O FaLEBHEOBIEFADBRELRETHSH
EE BIRIEE, HE2OERAETMAOMEDRKERICKY) R &,

SRTLFLEIGY S EFENTF FOHHE

9. L RATA Y (Ac-RFAACAA-COOH) & U 22 (Ac-RFAAKAA-COOH) &HEMAN
TF FORRKR (HE 85%#B. EFE L <IX 90%ikB) #. #HEMELDA o Fa—2 3 VOER
[CEHICHET E, DATAVEARTFRFOKKEBREIX. pH75 O VEEEZEREZRAWNT
0667 MM &L. —A. UPUEBRTF FORKREEX. pH 10.2 OFFRET7 T = LEERK
ZRAWLT0667mM &F 3, HPLC DA~ —4 VX (E, HPLC fBATEEREA 30 BfE R & 455 &
SERET S, NV T—La ERRICAVLWLO, REHEKIZEEH SN TS HPLC DERTEDNIHE.

RAT 26 3 (HBERYE. BGESE, HRICAVSZFATIOBRERICE SOV -EBULHEOE
ExEERNRE L, ThEN IERERE) OFEHFH 1EO HPLC OREETHEEICLE S, 1ED

© OECD, (2023)
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HBREOREAEICFEVTIEL, SRTAUELVY PUEAERTFRORLREEAWNS, &
RICEILL., TNETNDORTF RBFBRNETIERLTWDZ L &HRT D,

BEYEDHH

10. DPRA DB-ALM 7O FaLEEEHDRLAEFIBIZHELY, DPRA OEERTIZ, BEYIAAEIC
BIT5HEBEMEOBBEEZTET S (7). BULBRET, H#BYEEELICEMHEIE S, DPRA
Tl., BREEOBHBEMEZLZ. VRATAUHIVEXI P UvEERTFRFOVWTALES VFaR—
FFBIEMDL, FELNBRTHAIENBRTHEREIANL, HBRYE (BLUSHIMEE
ILEAMOHBRDIGE. TOBHEBRIDTART) NEBRLTWSEAEEIND, BULARIC
@\7tF—FUw\K\*tTtF—FUw®11Eé& A4y 7anR/ =L, TEr, &
IE7E b ETEFZRULD 111 BEBRDEH D, TRUSNDBEICONTIE, EEXE C
(Thbhbd, BYUEBREICRTIFRFOAZFBLERE. HE3ISHR) #E-4—LIBEERA
RIS RTFFOLRERICHEESZLTVBYAWVWSZENTEDS, COLSEAEBEOLTIC
LHBRYELNFTBTHDHI5E. REDRIRFKE L THR/MED DMSO #RWLVTH &KLY, DMSO I
EOTRTIFRFOZERENEL., TOHER. HBREELZFT-IT LN —BHL <ZHATHEMEN
H5d tLEnL&Hh@&b&U DMSO #RW\5i156. #HERYME % F 9 300 uL ® DMSO (<
ARk stE. BONEBARETEF=Z R UL 27T00 UL ICKYFRLTHB Z &, $t~:®ﬁé
&¢tﬁﬁ%ﬁ#?ar&é% . RAENHEYME % DMSO 1500 pL [ZHFELSH. Boht-
BRETE = FJJL 1500 uL LJ: UFRLTHD I L, HBMBEEHSANA TJLEPT%&)E
EFAEL. ABROBERICEUZEBEEICAREL, 100 MM FREFRT 5,

1. BHRMELPBEHNODFELFITIE—HIMETHIHE. FHIEBRMOEBDREE
LLLKEIZERPYMETHIHE. CORFELEERTANETHS. BNOBKDEEME LUV
ZRAMEDIGEE. B—OERMEEE. ZOES (KERL) OBEEZEHTHIILIZKYRK
O, B—ODEBPFEX. EEYDODEEBANES kKZEKRL) ODELKDHFELLVZEDELZDE|
BEEELTROD, RIZ, BoNEMESLIUVERSFEXALT, 100 mM FROARIZHL
BELHEBRYENDEE*EHT 5, FELHFEZIAETELEVRII—DBEE. T/ I—0DHF
B (FrlE, RUT—2BEITIERDE/ X—DENMNTLEDHFE) ZEZEL T, 100 MM &
BERRT B,

12. $EATHLEEYE L UVEESYE (Thbs, HEATHELIEITED UVCBME.
BHURICEBRMELITERYE) 2OV TIE, BULEAEROLES (BEERC) OE=IC
EOF, EEXRTRAVTEE 20 mg/mL OHERBREARLTHL &L, COERFK. TIHILED
SFE 200 g/mol [TEDL, ABERNEDEESYIZ. HEMNLEWDFEDLEMEI S AEED
CEPHMBENTWVWSEE, COT I+ DS \%;H&%ﬁ,e,&&réﬁﬂunﬁa“éz\%b\&é
Bl : BEHROT7 TO—F(13)%SH) . £, COEEXE. PFELBFLNT . EAS

© OECD, (2023)
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BEZRETERVGEICOH. REFRELTERIANETH D,

BIEHE, EEHE. ZBUAEDHH

13. [BMEXER (positive control : PC) & LT, YU FLF7ITEFR (CAS S : 104-55-2,
BRYUL—F#E 95%U L) ZRAWVL., ZFE = FYIZAWVTEE 100 mM (295, Zhblst
2. BFET—AVAFARETREEORTHBEENEGOIANIE, PREEORLVEDOEZRTE
UEBEERBERANS I ENTED, bl BEMRE (Fhabhb, BUIRBEEICHERE LR
ARTF FO#AEEEFITHH2TIL) L HPLCODHY—47 VU RIZEDH., T DHEEXEEXR
WT. BBITRID HPLC LA TLDEE Y (BREXMEA) | BFMNGEESBORTEY (BREXE
) . EERYMEOBRRBICAWSBEENSRTF KBLRICEEZRIFIHNI L (BREXME C) #
BIIT 5 (WHE3ISH) . WEICLICEULGEENBEZANT, YZVWEORTF FELEEZH
HY 5 (&% 20 SH) . &l BT HEBRMECLICHERYMEOAICLYIBRIN L HE
HxtEB%E HPLC DAL —7 U RIZESH . BEBEYMEL YD UDCRATAUVWTIADDEERTF
FEDHBHDOARERICDOWTEET 5,

HBRYEE R T OBELELY SOFENXTF FBEEDS >FaN—>3>

14. VRTFAVEBEVNDUEERTF RBERIE. TREThEEYELE 1110 B8KT 1:50 D
EETRAL, ASREF— SV TS—NATFILRTS, X a2R— 5, HEMEDOKENE
MNMEL ., BEMEARARERBARTF FBERICEMLEZEZITEBRMARO SNGEE. EDFE
EDENHBRMEINRBRARTF FEORIGDE=HBERPIZEINATWDIOMNAETHEL, LT
NoT, SOKSBIHFE. BEKRIIZTANLONDN, BEEREIELSNS LSHFHATHYE
LOFEFHH>THRIRIRETHD GEE 100 mM TERBDWEBRMEIZ DN TIZEE 10 DE
EHSBM) . RIGAK%E 22.5~30°C T 24 + 2 BMEIERTICHEL TH S, HPLC 2T £1T5., #
BYMEZLITHNADRTF FIZDOWT 3EIRESHT H. HPLC 2 ORIICHE O BRERE1T
OREINEZESBEWD, EBRMELTHEIMEERO 56, SEDTBEYMIZEY HPLCOS A > F
FEASLOFEELIETNLH SO, FHEEL LT, BHEZEETEDLSE (100~400 x g)
L. KBMENATILDEITEBRIEEIEELD, 1 0Fa2R—2 3 VEBORBRISERYMEL-
FHEPBEZRDIEBEE. RTF FORFLHI/BENEESNDAAREELHY . BRHEHKROEE. +5
HEBEMZH > TRICHER EERTFEI I LEEFTEEL,

HPLC {ZERERDIERE

15. DRATFAVEBEIVY D UEARTFRORAIZONT, BEREREERT S, RTF

FOZEMEIX, 20%F/-IE 25%DT7 = F))L : BEREZAVTHEL, YXTA4VEF

RTIFFIZIE) VBBEERKR (PH75) . UPUEARTF FICITERT7 VE=V LEERK (pH
© OECD, (2023)
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10.2) ZAWS, HBAXRTF FOEK (0.667 mM) ZEHEARL-ELERZEZHALT, 0.534~
0.0167T MM DEFHZRNE LT L6 EENDRERABTREANT 5, ZERERICX. ELEDFH
REERLEND, BUILREKEE. REFEE (2) N0.99BDIFEEET S,

HPLC D#EfgH kL U5

16. HPLC YR TLD@EEME. POEMRANIZRKRIIT 5. RTF FOELZE. UV BHEHF
(220 nm DOBIERREEEBET D74+ b A A—F7 LA BRHEBFLEEEERRIVEHES) L1
BLI=HPLCICKYE=4—TF 3, @BYIHEHSLEHPLC VAT LIZHRET S, NUT—L3Yy
FHOTOROILICE, FELWLWHASLE LT Zorbax SB-C-18 (2.1 mm x 100 mm x 3.5 =4
AY) AEFHINTWS, COFEHPLC hSLEMEL, S 2T HEIC2BEUE, VX
TL2E%E30°CITHIVTAMES0% (0.1% (viv) kY 7L OFE—K) . B 50% (0.085%
(Vv) RUZLAOEE—-7E =)L) TEEILET S, HPLC 2HTIE. RZE0.35mL/D TE
L. EAERT 10 2BIC7E R FJIL 10%D 5 25%IZ, HEWTHOMEERET 5=
90%7E = FULIZCERIZERESES, FAEDZEYE. HH. dBEZTNTINEIAT S,
SEAETIADR., OHEHETICT7 M. hSLDFELELEBETS &, BHSEMEHPLC A
SLERAWVWDEE. VATAVEBLUVI DUEERTF RFOBURBES LUV E—Y BiE R
T30, FRVATLIZEYEDDZEAHDEAE BE. 3~10 L OFEHE) G EHE/N
SA—BERARTILENDH D, EEFEELELT, IIOHPLCREZRAWVSES. TORENL
RORIIFADRTELAETHDHEE BAE, HE2DEAETEAOYEDKRKRIZKY)
R E, WAEZE 220 nm TE=F—F B, 74 bFAA—FT7 LA REBEZRAVDIES.
258 nm [CHFTERAEEDLRERT D, TE L= FILDOFIZE, RTFFORERICEFZEER
FTEDEH2E=H. HELGNAYFOTEIZFIILERWSIGE, TOEELEL LS TFhE
BORWI EIZBET S, 20 nm OE—VEEE 258 nm DE—V EEDLZ. £FHDIEE
ELTAHWAZENTED, FHBICONT, HEBEHBICHT 2EIELLDFIE 248 90%BH D
100%KREDEF T HHBE. HBFHAELCLEN ST EEZRITRBWMEEIZRS EEZ DN S,

17. DRTAVEARTF FOBILEZRET DBBYMELNFET SAEMENHD. —EKit
LEVRTFAVEARTFROE—V %, BRICKYEZZ2—TEH560H5. —EKIELE
CreZEZAONBEE. CNICTEYRTF RELENBRIFM SN, BEEOHIEL. LYUSWL

2EMELE. AXELARZELEMTEYEZEKRT S,
© OECD, (2023)
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RIEHI SRICEIYETONDAREMELNHSZEITBET S (BE 235 LUVE%R 24 58) .

18. HPLC O a#rBfElL. BB ZHBAXRTF FBREBRE®ER. 22~26 BEZEBL TH
SRANDY U TILOFEARBNTELLI]ET H. HPLC DR —47 U X(&E. HPLC fETHF
A 30 BEIERBE LD L IEET b, N T—YavERICAVL GO, ARBREICEE ST
WAHHPLCDEERFETIL, 1EIOHPLC BIE THRA26 B LA AEETH D (BEIELSH)
HPLC [C& 329> —4 v AD—Bl%4#iE 3 I2RT,

T—2BLUVHE

7—% DF

19. DRTAVERIFIYDUEERTF FOREIZOWLTIE, K% 220 nm THRIEL.
WYL E—YOEFE—- @i (M$E TEFE [area under the curve : AUC] ) DEIE. B L UE#R
MENLBONIBERERZAVERTIFROEELIVYERT S,

20. RTF RELEL, FEOXIHK-T, EHMOE—VEEZREL. TOE—IBEE
ZRAET HHEEREBC (WHEIISR) OE—VERBROFHETESLZLICEYKRD D,

KIBEFEAMIBITAXTF RO — 7 HiE ] ‘100

X ‘\:p\/J\y‘_i: -
7T R E [ SRR CI2 1 57 F RO E— 7 ERO T

SFERE
21. 1EIQREF, ROBEZE-ILITKY, RETHIHIEALEND -
a) RERERDRERHK (2) £ 0.99 &,

DSEHMBTHEHL T LTILTE FD 3 BAIREBAEICEDIRTF FRLEDFHEM.
VATAVEAERTF FDIGE 60.8~100%., VO UEERTF FDIHE 40.2~69.0%
THY (ZOMDOBERBICOVWTIISREFEZRET ILENDHD) . RARERE

(standard deviation : SD) #. YR TA VDFLETIE 14.9%KFE. )V DEDE
Tl& 11.6%kK#,

© OECD, (2023)
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C)HEMBADRTF FEEDEHEMN050+£0.05mM THY ., ZFE = ILFIZH
T2 9 BlOEERE B BELL CIZOVWTIE, RIFFOEF—/VEROTHEH
(coefficient of variation : CV) A% 15.0% %k %,

NoDEED 1 DFLITBEEH-ILWGE. BIEZRYIRT,

22. WERMEDOHRICOVTIE, ROBEZF T LICKY., ZEATHDIEALEIND .
a) HBRMEDOREBAEIZE T HARABEREN. PXTAVOREDVETIE 14.9%KH.
) UDEPETIE 11.6%KHE,
b) BN FEPZFH (T2 3PDEEXE C DR TF FEEDFEA 0.50 £ 0.05 mM,
CCICBIFHEEEB-ILVEE. T2 EFTRALL. COHEBYEICOVTAIRE

E2YIERY,
FHETIL

23. BERMECEICVRATAVDBLES IV SUDBLROEHEEELT 5. Fi9fE
ZEHLTHLDENETHNIEL T0) EABT RIISRLEVRTA 2111070220 150 DF
BIETIVIZEWT, RTF FBLOEDOFIE 6.38% FFMEICALT. IATA 11 DA O##H
NTREBREUEDNE LFEREMMEEHENT 5. AFRAETILEZERLT. BRHEZRISHED
RE (ThhE, KB, PFESLUERGHE) OVLWITIANMIBIYHBTSE, IATAEIZDADOH
HANHEENT., BREOTMICHERLERASONS S E8DND,

T1: VATFA1:10Y 2 1:50 DFHETIL!

SRTAVELVY SUOFALEDFHIE RIGHED S E DPRA (2 & % T8 2
0% <FLEDIHE=<6.38% L. FEEHTELN (=43
6.38% <[BAEDTHE=22.62% BN
22.62% <FAOEDTEHE=<42.47% hEE S
42.47% <FOEDFEHE=100% =1A

TROBBIFMAICHEEHESN-BETHY . BEDHE & OBIEMEEEL (2),
2DPRAIZL B FRIF., IATADBRMADHT, Ff-. BE2EIVRZ4DOFHEICK>TRIATSH &,

© OECD, (2023)
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24. WERME (HEME. SHOMEFTEILESYD 1 23 LIFHEHROBEARS) I2&-
TIE. 220 nm [ZEWVWTHELRIIRZEZRL, RTF FERFFHANIRLCICHSEHE (FiFH) A
Eaohd, BERYELRTF FOBRHBHENDHEEIN DL S ICHPLC DREEHLTAICHAET
5T EICKY. HBHIFIMBETE S, AOHPLCEREXAVWTHEBHOMAEICRYBLIEES.
DEENMREEFADRELRFTHS L& BIAF, #HE 2 DBFRETBAOYEDHRIC L
Y) RYBENHD. HBHNELDE, RTFFOE—VEBREZEEICROONT, RTFF
BOEROEEATAREIZGE D, 5 LEHEBMEORKBEN, SRATAUVELUVI D VERART
FROREERFERTAVEBRTF FOHELHE. PMBERTIE TER/RILFOLL
ET B, HBENYPUERARTFRFIZOHELEBE, R 2 I[CHRESNDRATSA Y 1110 D
FRAETILERAWS,

H2: VATAV1T10DFAETIL

LRTA Y (Cys) DFmDE RIGED S DPRA [ & % Fifll 2

0% =Cys OFAE=13.89% L. FzEBHTEL (=X
13.89% < Cys DFA & <23.09% :A

23.09% < Cys MiFi/> & <98.24% hEE (1E3
98.24% < Cys M E<100% =1

TROMEIIHAMICEHINW-RBETHY . AEDHEEEDOBEEMEILAEL,
2DPRAIZE B FBIE. IATADORMEADODT, T, RE2HEIVERZE4DEEIZR-TRET S,

25. CDIES,. BEYELRBRARTF FO—A LOREEHRA., T2 TIEIHEULWAEELT
WBEENHB, COESIBBE. RTFRFRBLEEFALTORTAY 1:107)22 1:50 D
FRETIVICAWSZLIETESN., RISHEDREICHT 2BEBRMEDNFFELFEREICITS 2 L1E
TERLY,

26. DRATAVELEVY D UEFERTF FORAIZDULT HPLC 2 Z1TLY. ZORERIZEE
BORMALEVES, HERMEOSWE1BTHLTHD. L. BHEHREEEEREDOHE
AMZAWSNAREEITENMER (VXTA4 Y 1110022 1:50 DFAMETIVIZEIFEIRTF R
BOEOFEHYED 3~10%DEHHEICEFENDIHFE. FzE. PXTA42 1110 OFRETILIZE
(FTBLRATAUDPLEN 9~17%DEEAICEENZHE) THHIHE. EMOHABRM RSN
b5, CCIZBITREAICEITHEERKEDBEIFIEIC (VATA2 1:1107) P2 1:50 DFHE
TFIIZBITERTF FEVERDOEHEN 3~6.38%NHEHEIZEETNDEE. TEF. YATFA Y
T10ODFHETIVIZEITEVATA VDRBAVEMNI~13.89%NEHIZSENDIHE) . 2EED
AHETV, 1TEIB L 2EETHREN—BLEWMEEICIK. 3SEBEDOAHEITS.

© OECD, (2023)
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HEHEE
27. ABRHEECE. UTOFREEDHDH &,
BERE 5 F VAR ([GIEXTIRS & U EIE)

o H—HIME BERMELIUNRYE)

o IUPAC Ff=I% CAS &, CAS S . SMILES #/=[& InChl a—F, BE&EXB LUV Ff:
[$E D DFHRF 7 £ DL AR 1EHR

o YEMKEE. SE. KBBRE. 7FESLIVCAFURLGERDZOMOEES 5HEL
FHME

o fE. ZYTHHETHEMICARTHNIETHYDIEZMNHINFRS E
o BRHUYHHH. AROMLE (UE. BELE)
o HERRE
o AFARLERORERHEIUVREN
o ZEHNME. UVCBYESLVEERY :

o AFRREGHEOHES DLFHENER (EELSR) | ME, TENERS S UEED
HLMEEZHME (LESHR) QEICLDTESRY DL

o S, KBEBRE. BFIUAFIRLEEDOMOBEEY SYELFHME

o BIMEMDEEYM KRIT—DHE. PFELLIERATORFE. FLIHRER
[CBET S EN LS DIEER

o BRHUYH5H. AROMLE (MUNE. BREE)
o MERRE
o AFARLEEOREZHEIUVREN

o SRS T HEMDIER

© OECD, (2023)
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o BT IHEE. BULREHREEEZTIBHENREROERT —4
o AN EKIERIZX T HBMDIER

o BT HEE. BATILIBRE BEREIVETORS DR

o HBWERMEICHT IBERROZLME

o FEFZMJLDGEE., RTFROREHRICRIEZTEZEOHRBRER
NTF R

o AT, Ow bk, ME
HPLC #2Z5DREH L U7 #H7
o HPLC#25. HPLC WS LB LUVAH—FAHS L, BHB. A—rH U TS5S—DESE

o HPLC H#ICEAET /8T A—4% : A5 LEBEE, FAE. E, VI PTV bEE

SRTFLDEESE

o FREVEHLIUVEERNBAORERNESED220nmITHEIFTEIRTF FOE—I EE

o MBREBDI 5 TBLVRERY ()
o HENBADOREBEAESLDARTF FRE
o HEMEBADIFORTF FREE (mM) OFHE. SD. CV

o HEFEBABIVCORTFFRE

Ar—r X
o EERBITONT:

o BBLUCOHORERAMESELED 20 mmIZEBITEIRTFRKOE—Y &

© OECD, (2023)
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FERZFYLHOREERBEB HKUC 9HITDNT, 220 nm BT ERTF FOE
—VEEDTHE. SD, CV (REXMBOIMHDERHNETELDRFAD-O)

o

RAWEEREICONT, 3FIOELGEEXR C D 220 nm ITHIFENTF FOE—Y
HEEDFHE (RTF FRDEREHD=H)

(@)

AW BREICONT, 3HDBYLREEFE CORTF FRE (mM)

O

RAW=&BEICONT, SHIDBEYLREEFE CORTF FRE (mM) OFfE, SD.
cv

O

o EMEXEICONNT :
o REAEIED220mIZEFEIRTF FOE—Y @
o REBIESEDARTF RELE
o SEOREAETHORIF FHLEDFYIE, SD. CV
o RWERMEICONT:

o ROLNBEGEE. 1 0Fa~"—a KRR TRICE TS RIGEESVDILERYDNEL
BYOBERAELEDLSBOF E

o HEHOEHE

o BETIEE. ThUSNOEBBEREDRER

o REBEZSED220Nm IZHITHRTF FOE—Y @&
o REBECEDRTF REDE

o 3ENREAETHRIF KFALRDOTEHYE,. SD. CV
o VATAVDRLEL)DUDFLEDOFHIE

o FRLAEFAETILSEEIUDPRAIZKSFH

R EFHE DR

o HERZDBEMLGEMEATIC. HEBRERASHBRZITERALTVS L2 ERERICFMERRIC
LD THEIL=EDER
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EEDEE
o HBRFIENFHLLWVWEENHNILEZFDI R
e DPRAIZKYBON-HERDERL, TNNERE 26 ICERESIN-GEEARNTHLINE I,

e
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i 1, #HE 1

RTF FEEERBR OB DR F

LUTDORIZ, DPRADGBRKMDERDENZRT

442C

MEY SR/ HE EZoNDB/NFHEE X T—4 OER mEOMH
HEDHEA
EERBLUVEKLLEY HEHESLUSNOBFIZEY 220 SHERICEWTIEE DAL, WEB=—v4IL;
BERIGT DI ENMBNATLNS, 7786-81-4
Janisy BEEBREEEELCDDICERIZLD BIEELZDAREENA H D, KHBERICKYE CIFLYRYTE
ERREHIEEET D HBRME L. ShI-PEM#ERIL. IATA £1=1% DA DRHAEH D v 111-40-0 (1A
BEEEIZE Y invivoE MERE HENT, BESNBRIZESL, £t chez 'homme, LLNA
BREFTERIEINZBEERL EHREEDEEICENTRIRIRETH S, n/a)
T. ARABRETIIRETERGL, L
ML, CRIZHTIEEZINES T
BE. FHATHD,
EEPERIZE > TREEME L LD
EEMEO|EFIZDLNTIE, FDIF
EAERKABEICLYELCBHE
htTus,
TLnTFy 1J+Aa—)L: 78-70-6

220 nm [ZH L THEEIC
IR %R L, HEBAXRT
F R ER CRFREICA

RBHAELDE . HBRANTF K
O E—o BRAERISRS 5h T,
RTF FRDEOEMATAREI 7

% (B WEBRYME %o
HELTHOEM GRS NFEZFECEATELV-EEED

M. EEAFAFLETRE
DYME. BT RISERY
FFEKRYE

BRAZHICOVTIREE 12258

RIERE 100 mM T4
BEICEMTELRVERY
g

TALBESAFLNDINE ShbH
BIELY,
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S5 LI-BEBRMBORBHN, PXATAUEL
VY SUEBRTFREOBRAERLIESRATA Y
EERTF ROAEL-BE. PFERTIE
MEmnEoni] &L, BIOHPLC ERE%
AW LERITIRETHD (BE2S
) , £BEHNY S UEFERTFRIZOHEL
F5E. R2ITWESNZORTA2 11100DF
BETILERWS,

BE 12458

RREEICBEVWTTAOHERMEL, BT
HEREICEVTHEBRATFETHS, CDLS
BiEE. BEEREZAVTHBRYEN RERE
HYMETHLLEDBEEXETHEATES
A, BEHRERAL L. RIEEERS &EOHEEY

MiEITRETEEL,

B FILEE : 69-72-7

UVCB. #EHEZ
. I FEEE
[TELICHRBASNI T
W WE S FEIEH

i

n/a



RISHERBISEIET 51
EUME

VRTAVERRTIFE
EXRFHELLBLA, £
DAL (TRHL, YR
TAUDZEKE) &R

Y DEBRME

DMSO O HIZAMRT 5
BmE
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+HRBREARGSNEME S b
B,

VRTAVERRTF LRV EB
REH s SFTREMEA H Y . BIF1ED
HEDFREMEAH D,

DMSO [E¥ R T4 VO ZEFIEIZ &
D TBABRTF KD ESIEH S
L. BLWYH TSV RIRTA

ViBLEEL D,

29

FEMEROBE. TORMEEEER > TRIEMN SYRFUBIVT

EFRL EHERFFELIETERL, OFJL CASHES:
110-27-0
DMSO E{b#l
BIEMHEREE CDARENA H D, n/a
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442C

ARBECEHIN-HRBEZAEMICAVDIDIZALL, & 1 OZRETFMEAD 10 MEIZDOULT,

DPRA IS VEABEINDFRARREZERICAFL. PATAVELVY D UEFERTFRILIC, B
EEERD 10 W&+ 8 WEIZTDOWT., TFAFNOELEHFERNIZINELIRNTF KELRDEEZBTDIZ &
ICKYEBHESROBRMMERELILMT S L, BRETFHAONSOMEIE. REBREEOEEMH
[COVWTHBLNIRIGDEREERT EORIRSNE, TALUSNORBIREET, ChoOPELIHRAET
HBE. BREDIin vivoBBT—E2 B LU DPRAIZKVAERENE=ERED in vitro T—2 NN AFTH]
HETHHZE. HHUIT, EURL ECVAM NEEL =AY T—L a3 vEHBRICCh S OYMENAVLA T,
HERICSMLU R THBEARNMNMLIESIA TSI I ENDH S,

®1: RIF FREAUHRBORTWEREDOIEICHR S NI EREF@AONE

BEREFMAOME | CASES | MEBK | InvivolSE |DPRAISE D [YRTA VEHR | YOVEERT
B aF@° Tz TF FEDE F FEDE
(%) DR’ (%) OEE’
24-= ks oaAN| 97-00-7 Bk | BetmE Bt 90-100 15-45
vEy (GE& I
L)
AxHvynor |  15646- Bk | RBEumE Bt 60-80 10-55
46-5 (FeHI3
L)
RILLTIILTE R | 50-00-0 &K BEUME Bt 30-60 <24
(3LY)
RUDYTUTE Y| 122-57-6 Bk | RAEEME L] 80-100 =7
(h%E)
T7IFRY—IL | 19317- &K RAFEME L] 15-55 <25
11-4 (Bl
23-98204 | 431-03-8 k| BEUEME L] 60-100 10-45
(35LY)
1-75/—)L| 71-36-3 I | FRMEUEME (£ <7 <5.5
6-AFINYT) | 92-488 Bk | SERARIEME ptE <7 <55
7B | 50215 I | FRMEUEME (£ <7 <5.5
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4-A rHRLFE T | 100-06-1 EA
Y

ERMEMEME

PEfE

<7

<55

TInvivo IZEIT5EENE (BXUBE) OFAKRIL, LLNA T—2IZE D<K (B), Invivo [Z2HITHEEIL,

ECETOC 8) ICk UIRIESNI-EEZAL\TL S,

2DPRAIZ& B FHIE. IATADOBMADHF T, Ff-. BE 2B LUBREIDOFIAEICK > TRETTH I &,

SEREH (L, ML L1- 6 DDMERICK YEEES NI 10 FILLEDBOEDEICEDNTRO T,
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fTex 1. & 3
S —4r v 2D

BRIEZER I UEEXR S 1
ZHEMY 2
ZEYE 3
ZEWE 4
ZAEME 5
ZHEME 6
FRBER

HENBBA, RE1

HEWMBA RE?2

H#EFNBA RE3

B xR WERME 1 (2T DB H IR 1
BERYE 2 1S9 HHBHXE 2
HEHEXE HEEHNE B, RE 1

HEENE B, RE 2
EEHNEB, RES3
1ty FEORE HEEMBC, RE1
DUFTLTLTE R RE1
i1 REA
M2, RE1
2ty FEHOKRE HEEMBC, RE2
DUFTLTLTEFR, RE2
A1, R#E2
M2, RE2
3ty FEHORE HEEHNBC, RES3
YUFLTLTEFR RES3
A1, R#ES3
A2, RIES
HEHEXE HEEHREB, RE4
HEEHNE B, RES
HEENE B, RE6

3ty FOEEME (Thbhb, BULAEICEBELERBRARTF FOH#ILHEEZEHM) o —
TUORIZEDHDBE

BEEXMBA: HPLC AT LDOEEHDKEIEIZH WS,
HAEXME B : £ERNBOSITOBRMLREMZRILT 570, 7L —7 oADK ERRIZED D,

HEME C: HBYEDOBRRICAVDBENRTF FELRICHEERIFEHVWI EERIAT H-0.
DMO—ITRIZED B,
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& Il
In Chemico RBRE{EYE : 73 / BEFEAFESESE (ADRA)

BRAICERTRNERR, BRAELUVRA

1. ADRA Tl YO UNVARTAUDWITIANEZERTHETILERT =/ BFBARICH
TOWBMEORLEZEET A LITE Y., HERFMED AOP THEHAAFLANILDA =y
AR, Thbhb, 2RV EORGEZFTET S (1) (2) 3)e NACELTHONS VAT
A VFEBK N-2-(1-F T FI)TEFI)-L- X T4 > (CAS HFS : 32668-00-1) LU NAL &
LTHbNDY D UFEER a-N-(2-(1-F 7 FIL)7EFIL)-L-1) v (CAS &FS : 397841-92-8)
DELERERNT, REBRFEYME LFEREEMELHERNT D (1) (2) (3).

2. ADRA 70O FaILDBBEELS LUBTHEHICONTIE. BAHYEBRRAE XTI 42—
(Japanese Center for the Validation of Alternative Methods : JaCVAM) MEE L 1=/\1) T—2
IURBRERAVTHERINTLS (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10), ADRA [ZIX&M R (UV) B L&
J (FL) BH® 27EELH D (11) (12), UV iR EBEABRHOMEA ALV T ADRA DiEERHNER
" (WLR) B&LUHEZEEIRME (BLR) £RdO-EZA, LWIFhnE 100%TH-71= (9) (10), B
T VRE7vEA4 (LLNA) T—RIZE DK EEREEDOFAIZINIE, UVEREIZEL S ADRA
FREREEMES S VIEREEYE L. BHES 76% (104/136) . BEE 76% (74/98) . HEE
79% (30/38) . NS U RFEHESTI%THELZB), 5[, EFT—RIZE IS RERFEED
FRIZENIE, UV RHIZK S ADRA (&, #HES 84% (67/80) . BRE 83% (48/58) . $FEE
86% (19/22) . INT U RKEHES 84%THo1= (8), LML, KREEREIL, IATAICEES L, #
E| OBEEZET7THIUVEESDOFIEICK T, MOBEREMEAEHLETHWS I ENHRIND
EMH, ADRA BMIDEEREZELE LTI ZITREINEBESDEIISEICTELGL, 512, BY
FRWSWEEREEREBREZTMT 51548, LLNA RO LT H2HWRRBRMN. E ZBITHR
EREMERELICRBMLTVWSEIIVWABWI LICEETRETHD. AFARELET—FI2&X
Y. ADRA OB FAMEIEICIEIHRALGERERE. RIEA DXL, (nvivoRERIZCKYFIESIND)
REBREMORES S UYEBLLEMEENESENDIZENARIATLS (1) (2) (3) 4), MIZLT=
E7LEax—I2&kY. ADRADNY T—2 3 VRERIZ., RRBRENREREEOESHEE FRIIC
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FURETE-OOHEHBRBBO—MELTHBARTHIZLEERLTVWEEEZ DN
(6) (13) (14).

3. HiFHIX, HERYE (LZWE. ERIMEELIXEEYMD 1 23 L ITEHOERK
4y) HY. OD 281 nm (UVi&HHias) Z7-IX ExXEm 284/333 nm (FL#&HE) THEECBRHE I,
NAC E£71=[Z NAL LR LR EEMEE T DIHRITE LS (15), KILHAFE NAC H LU NAL AL
T. UV IRIEEMARBHT H L. EROENRE (UV) REBZFEALLBEICIE. THEER
BREGDHIELNHD (1) (12), COMEIF. #EH (FL) BEBRZAVAKBFREE(TIEF]
BIEIZE>THIET B ENTES, LIE=A-T, NUT— 3 VB (9) (10) ITEWWTH, M
BHSBZAVERAEICEIVGEONELERZIEL, UV BRHELRFOHERENFONTZ
Ehn, MRHEEFIZUETHSIZENRSNT, =1L, FL RHEETEIFHEELGHKRELSC
EFEA %L, ADRADERRIDRAZ 48R 11, fHE 1ICRTRY .

4. AABRIA K540 TlE, THEBME) LVWSRAEE. SBARTHLIZLEVSEE
ICAWS 3, £BILAYDHE. AERALUNOBFICEIVAUNVBERIETHIENAMLN
TWb8., RREBEITEANE TS, COREBRATA RS54 O FICEE SN TLSREREIE.
RBERZEZBE LG inchemicoRERETH D, RIEBEMZELDHDICERIZIHERRNEMEIL
FETHEENE (Thbhb, 7ANTTY) [F. ARBRETEHBRETEAL, EEYTRIZE
STRIEMME L L HILEME (Thbb, TLNTTY) OHREHIZIE. AREBEIZIVEL
CRHEIATVWS30EH5 (1)(2) (3) 4) (7) (8). LEBZHFA. ARBEKICKYEOSNI-IEN
HRIX. IATA ORHADHEEARNT, HESNFERICEBS L., F-thOFEHREE OBEEIZH L
THBIRIRETHD, N-2-(1-FT7FIL)7EFIL)-L-VRTA4 Y (NAC) REDEE (ThHhbL,
DRTAVDZERE) FRETLIERMEDIZESES. NAC DRV EBKRETET SATEEENH Y .
HIEMNMAIZE L B DAREENH D EEAOND (BE 22 5K UHER . #HE 158 . UVRYE
BEAWV-EEREKIOT LT S5T7 14— (HPLC) TNACZEXRDBRHEFLUEENAIETHD
LEZONDIENDL, HEMBELOREBSLIUHERZEETELEL., BIEMWZEKRILIZE ST
NACEHEMNB D L= EZHALYBRNLIZYTEEREEZDNS,

32013 £ 6 ADERKEFEIZHE T, AIEEGIHE. FRELUBETHROREHA K51 >
TlEk, RBROVRELGLIMELTRTT S [BBRWEL LS HEICOVLWT, &KY—EBL
ERZTINETTHLIIENEEINT,

© OECD, (2023)

34



OECD/OCDE 442C

5. ADRA MFEBRAEIZKY . HBAMMEDHABRNAIREL LGS (16), AEBREEET 57=HIC
T, BERYER. RRRE4AMMIZEVWTEYGRECFIE TR TAEELHL (BE1430)
AREICEVWTTBOBBRYMEIL. SOHITERETHBRNARTHS. COLSGIHE. BIERHE
REAVTHRYENREREENETH S LHT D ENTESN, BHEERM G, RIE
MERL EDEEHIZET NETEEL,

6. ADRA TRWARZAEDTEEIL 281 nm [CTEEEINS (1) (2), REFAFEL UV RN
HHEBEMENLAHRT 256, FTRELTHELIAREENDHD, LHAL. ZDRRY ~LFESE
DENMRERIRT 2WE L. BB _EHEZEITIMEICROSN. UV RINES D HFHIC
O TCAHEELER A DR ITRIBIZEL (15), 512, NAC & U NAL IFEXETH D
=%, FL BHEBZRAVWTRETZ2ENTES (1) (12), HEYENLZME  RAKRTE
KERTIEIEENTHD-0. FL BEBZFEAT LI LT, THRELGHRZILITHLT C
ENTES, UWIRIRDO HEERDMEDEEIEEIC. ChHAERTHS,

7. ADRA AW THEBRMBEDORBEMZFTET 51568, RBEDARICIE 2 DOBREHAH D
(B1B&VE%E 15~16 SH) : a) HBEYEN. P FENBRMTHIE—RKSTMETHLH.
BRI DBREME I ZERIYEDHERMETIX, BE 4 mM AR L-R&EZEALT ADRA
=EHET D (8). b) HERMEN. P FELHDE—FELMWETHIH. BEEMTHFELNTHAT
HHEHE HELPTHELEIFIEDEEY. EHLTRIEERMELTERYME [UVCB] ) .
0.5 mg/mL TR LIREICEICESEZZHANT ADRA #EET 5, £z, RUT—IZH
ADRAMEEX (0.5 mg/mL) #EHAT 52 ENTED, COEEEEZANT ADRAd)%iﬂuﬁEé
i Lf=& 2 A. ADRA (0.5mg/mL) [XLLNAT—% LB L T, ¥HES 76% (103/136) . =
FE 74% (73/98) . 45EE 79% (30/38) . NS U RIEHES 77%T. BAEMME S K UIER 1’E1
MEBEZEEET D EMNREIN 8) Tz, ET—2DOFHIREF. EEEITLS ADRA (0.5
mg/mL) A%, ¥5HE S 83% (66/80) . REE81% (47/58) . HEE86% (19/22) THDH %R
LTL% (8), ADRA (0.5 mg/mL) /NN T—LavaRBRICERAL-ERYMEDS FEEHEIE
60.10~388.29 THY. TDBEDRIGEFDHEERMEICH T HRZAEDLIE 1:416~1:64 TH
27=(9)

8. ADRA [FREREMME LEBEMME L ZHANT 5 EMNFIRETHS. ADRA DFER
ZHDERREBHEDLE TRAT IEESICREEOBREDTMFETELINELZHIIT S
Tk, EELLRE DT -2 ZEICEHITREFT D2LENH D (13) (14).
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ABROBE

9. ADRA [&. #HERMEDHEAETT 25+ 1°C, 24 + 1 B4 o F¥an—S3 v Lizhe.
NAC BL U NAL DEFEELXTET S in chemico BREBETH D, WThDBEBIKIZE, UV g
HELUFLBREZEHDEHICTNKIFIZTFIZLUVBREFEALTLS, NAC KU NAL D1E
FEEIL, UVERE CGLEFE. 281nm) &, FETFLRE (B2 HE& [ExEm] . 284/333
nm) #HAL. AERHE BE198H) #AVHPLCICKYAIET %, RIEMICKERE
HEME EEREEME EHBANT H1=H. NAC LU NAL WAIZOWTHEALERZEH L., TRIE
TILEDLEZITS (B%27T88]) .

10. AHRBEICEHKSIN-HBREAZAENICAVSDIZRILS, EEMHERE. 8 Il #E
21BN -ERETMAD 10 MEZRAVTEMNEREZILT 5.

FIE

11. AREEEIL, JaCVAMAEE L= ADRAD/NY) T—L 3 VERERICAWLW ST FalL
(1N ZEIZLTEY., HEERICADRAZEAT HRICARBREZEAT 5 EAHESIND,
ADRADEEREBRERS LUVFIRICSOVWTLUTIZERY, EA4 S HPLCREZRAWLSAEIZ. £0D
BRENTOFILRBOBRIEEADRELRAFTHAHEE, EFLE, FER I, #HE2DE
REFMADYMEDNHARICI YRS &,

NAC 5L IFNAL DFE

12. RIZAEE, EXTMLLMAMEMKSHOS 2 0 TES 296-80901 T, KRIERIEMHE
SHERFAD TADRA v k| ELTAFHARETHD. EL 7 IILLKHARHIC & 5 REREMERE
FREL LTO NAC/NAL OEAOEFHFIE. BRERIZCELEFE S, COfH. METIX. #HAzx
BB EMHRC NACINAL #ERTEHIENTE S, HOREEEED NAC/NAL ZAVSIEEIE.
LUTFICERT 3 DONREREZFHB -SHTNELRLHL, ThoDREREFH T LS58ESL
FIEDPHACMTHAINACEELUNALZHEATHI LT, RELTHRBTILELLL, BFEG
{ ADRAZ#EET S EMNTES,

NAC 8L U NAL ICHELGRE -
1) 8 - NAC. NAL & H(CHIEMN 98RULETHAZ &,

2)REM NACBIUNALDEZRZRAWLNT., BBYELSFHVWEENBLERERL., 5
HE%E OBKE) LU 24 BEOA 2 F21_R—2 372 NAC & NAL OBEHREES®E
£9 %, NACE NAL DEBEREZXRRKXDEY ICEHT S -
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NAC O E—4 &
NAC BRTFEE = x 100
NAC 8L NAC ZEXRDE—Y mIEN &5

24 BB NAL D E— 5 EiE
NAL BRERE = x 100
0 BRI R D NAL D E— 4 &

NAC ZEMETOELGREAFIZEXRELTHY . HERYPELOREES L VHBROBREICESE
ERIFTAEEMENAHD (3). TN, NAC DEFREEZE NAC L ZEARDREICEDVWTERT
b, ZERIIRBFNICERT 56 L RAANFICHRICERLTWEEELH D20, RiKHAR
BHE LU 24 BFEERD NAC DEFEEZEHT 5, NAC (0 IS KLU 24 BREIOEA) LUV
NAL (24 B5ff) OBRFERENLTLE 0% ULETHDZ &L (17),

3) RISHE : & I, #HiE 2 ISR L-BREFEAD 10 WEZALT NAC 8L U NAL
DRISHEDETFH ZITLN. FTEDEHRZRm=T &,

NAC A LIS NAL DE#DFE

13. FAICEKILIE. NAC 8L U NAL OBHEMEENYF I ELITHRIET S &, 0.333 uM
EDTAZ&EHL. pH8.0MD 100 mM 1) VEBEEREBELTIHREE2 MM D NAC RE. B&LU
pH 10.2M 100 mM 1) VEAREIRZ AR LT HREE2 MM O NAL [RZZEHRT 5, RIZ. D2
DORBEHREBRTHIRL T, 6.667 yM RRZFARET 5, NAC [Ri&. NAL R&ITWLWTFh+ A
BTELLETEONIZERTSIE B) CNLDRRERET HHAIE. -75°C UTICTHER
AIDTRK 12 h AMRBERET A ENTED, 1 0F21RX—2 3 VRBERD NAC DREHRIREIL
pH8.0 M VEEEERDIZS UM, 4 oFa_R—2 3 VBAKD NAL DRIREE(L pH 1020 1)
VBB ERPIZ 5 UM £ T B,

TR E B R DR

14. JaCVAM IZ& 5 ADRAM 7O O LIZEHE SN TWSHELEEFIBICHELY. DPRA DETE
BIC, WEUEBREICES T 5 HEBRMEDBRBEEZEZITMT 5 (17), BULBETIE, HERMELTES
IZHERT 5IETTHSD, ADRADOTA +OLTIE, BEEDHEYMEREI TIZ NAC X5 NAL 4
DX AR—FFTEELSHRAEINTWS I LML, HBEYE (BLURBRENZEESYWETIE
BAYMTHIBEIE. F0L2ED) NERLTWS I EIE, BRICKYEBRYESRNEBETH
BILEHBITNETNTHD (17), BEICIE. ZRFBK., FTEFZMJALBELUTEFUAEL
TW3, CAHDBEEOVWTNICHLHEEBEMELTRTATHII5E. REDEREE L THR/INED
DMSO ZRAWLTH &KLY (19), DMSO 2 & > TREHE NAC DZEHREMNELC (18) (19). T DS
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B, rBEEEF I EDNKVH L BEAREENHDIZLITEELBETAIEES LY,
DMSO—7+t b= FY AR (FE = FJILHIZ5% DMSO) #RIRT Z5EE. HEBEYNEZE
DMSO 280 mM TAfRE ., CHRKZEZ7Z7EFZFJILZRANT20EHFRL T4mM BEYME
BRERAET 5, DMSO ZALV=Z ETNACHED ZEXLDEMMNREH 5N DHHEE. NAC =
EAXRDKREIFIHPLC TRIEETHA L EMND., DIICKYERT B ENTES, MRAL@LT
WBEBRICEZ DN TV ABRELUNDOBEZHRMEICHERT 5156, BIEBAD NAC ©© NAL
DFL (ZEWRE. BIELGE) #1637, HRBRYMECESHIOZEMEZRTIELVEE
LIZYLBWILEHRT IVLENH D, HRYMEIEFEMETORY JOEL VHARESRTT
HEEFAEL. HROERNCEVGBFEISAEL. AmMMEREZRARET S (BES5SH)

15. HERVELBRMNDNFEZRT SIE—RIVETHLSN. HHVEEHMOERDES
FEEEESMETHIEEICIE. CONFEEZERIANETHS (R123H) . BRANOME
BROEEMELVEHAMEDNSS. BE—DOERMEMERL. T0mMs OkERLS) OFEEEF
TRHIEIZKYKRD., B—DERDFEL. EEVOZEAMRS (KERL) OELKOSFES
FUZDELXDENEZEELTRO D, RIZ, Ton-HESLIVERSFEZALT, 4 MM
BROARICBDECHEBRMENEEEZFEHT 4.

16. NFENTHOE-—EIMEOHRTIEL., HEVEREDREIX 4 mM TEHAEL, 05
mwm(Tﬁ5:t(ﬂ(l1b$0&%7*ﬁ)onU7 ., BEO0Smg/mL THRELTEX
o HEAFHALTEEME LUZHIYE (THbE. HEAFHELIEITED UVCBYE. &
:’éﬁ&&rﬁi&%itliﬂﬂ%ﬁ) DEE. EENMELTRAVTHERBRZARL TLL, RIZ,
BUREDDERS GAEER<) DEEICEDE, HEBEYHEZ 0.5mg/mL TR&KIZERT S
(BBE14BLUR188) , COBEBRMERE 0.5 mg/mL [, ADRA (4 mM) #=EiET 554
(£ F=E 125 g/mol (LT S, ADRA (0.5 mg/mL) I2& % ADRA EEEM. GV FEHH
(30.03~512.60) IZH 5 136 DILEYWEZ ADRA (4 mM) ¢REEDHEESITTRATLI L
WrRENfz 8) (BB% 725K . EEZDFRIEEICEAT 5 ZOFHEX. #FELAHLHM>TLD
BEYEICEOVWTEY ., BEVOSBT 4N E NI EALREMESARICALTLEL, L
=h->T. AERRDEEYIC. AENES VD FEDILEMEY SAEZSL I ENFMONTLY
A, COTIHIEORFELRBRAREEZETEARTILENSHS (fl : EEHFOT
TO—F (24) #88) . EEEE. EHAFEFRETETLHEVESICOH, REFELELTHE
AIRETHD, EEVERAVERRBIZONTIX, TTREGRY . BL2ORSOBREES L URIG
HICBET HFHRENEITRETH D,
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BIEHE, BEEHE. ZBUHEDHH

17. ISR (positive control : PC) & LT, Z2z=Z/L7E +7ILTEFER (AS &S : 122-
78-1, #iE0%LLE) FIFRIVTYUEBPIFILTIRATIL (CASES : 5231-87-8. #liE 95%
#B) #. 7TEF=F)IILBTREAMM TERAT S (10), 72z =)L7E F7ILTE FIEBEES &
VERZRBILPIVNI ML, BULRFFLEFHEAMERAVSZLICLY., HH0TE
MERILETIVENDH D, RITYVEBOSIFIILIRATILEMKSMMBEINOT V=D, 5ELE
BEBRITTRETSIE, ThUsc, DEEORLEDOEE RIEULBESBX. BET—
ARAFURETCREEOERTHREENEGOANE, AWBIENTES, oI, BULHBEE
ICHEELIZNAC E£F1IENALDAZEFT HEERNEB L HPLC ORI —4 U RIZESH., Thi
DEEFNBEZANT, BFEIO HPLC X TLDEE Y (REXNEA) | BENLGEENBOR
M (REMEB) . ALSBEMNNAC £HENAL OFBLRICRIZTHOD HHE (HEXNRE
C) ISDWVWTHRREET 5 T8k Il & 3 BH) . BEBYWED NAC 8L U NAL DFLVEEFHET
BEIZIE, TOHEBRDEICEL-RENBERWNDS (B% 23 8318) . -, #BRYEOHIZ&
YBR IS EBEXEE HPLC OO —7 D RIZESH. HEME & NAC, NAL LT hh
EDOHBHOTREMEIZDOVTHRET %,

BERYE & NAC jB#kH L UNAL BEkDAL > FaN—>3

18. BIIIIAoaTL—FrEZHANT. NACBEIUNAL DREZHEBEYERKE VT H
£33 1DEETAUFaAR—+T5, AMMBEBRMEREDHZES. LRICEYRBEENS 1 mM
BWERMEH LU 5UMNAC/NAL £ 743 (17), 0.5 mg/mL HERMERENIBE. BHERMEDRKE
L 0.125 mg/mL &7 %, NACERB LU NAL BRICEBRYMEEMA-ERZITEBRARHOH
hE. A THSIIENTER I, BRPICEFNIHEBRYVEDEFZERICHMDAENLE N
LEE®RT D, COH. BHERRIEEEZF>OTHWSIENTEZ LN, EEHBERIIELID
LEDATHATHY . REMEERC EDOBEEHEZETNETIEARL GRE 4 mM TIXBERZLAZLME
EMEORRICOVWTIIEZES LSRBOI L) ., RIGARIEL 25 £ 1°C T 24 + 1 BEBBATICTA
DX aR—kLTHh B, HPLC SHZETS. 41 v FaR—rk, BERE L TR Z)LA OEEE

(trifluoroacetic acid : TFA) (98%klL) #RISHEICMA. RIEF1EHZZ E (3)o 2.5% (viv)
TFAKBEZ 1:4 DEIAETRGBKIZMAZ S, “hlzkY. NAC/INAL B& U TFA DRKEET
FhEh., 4uMB LUV 0.5%E%H 5D,

HPLC D5 k& US4

19. NAC/NAL D %E. UV BHESBEEHZL-HPLCIZEYE=Z4—F %, HEWEIZ UV
WIRFE 2D 8 Y . NAC/NAL & HAHT DI5E(E. BARERZFEAT S (11) (12), NAC/NAL #&
HIZIX 2 204 T avhdhd UV REZAVGERATEZ/MMB L. XAHICKY FHEELLE
BEARFoNnGEICOA. BABREZTS, HLIE, HITLTHPLC IZ UV #&H3 & FL &RH
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BEERL. RBFIEZTS. UVRIRES OHEBAENEHENBMEE(X. UV T—2DHZEFE
A%, XBFEDEOITTEELERLELDIGEIC, FLT—42ZAVS (B188) ., AH—.
ADRA-FL THHBHEZADO-IBEIL. BE 28 [T > TEREZEITS . NAC, NAL WADFL R
EFRETDHDIC, HEBEMECLICIERENHT S, BEREMANIERENLEE SN, REE
BOAEIX, TEBZLETRL, MOEDKSIBHZBETH> THLETHANME 3 BLURIZEET S
e BIRIE, B4 0T L—RERAWLTNAC & NAL O HPLC ST E S 1T TERT
5BE. 1 BEIZRAT 34 ## (BEBRYME. BHEMRBE. HBRICAVSZTATLOBERICE SN
@G HOBERBEREE L. TAEN 3 EIRERE) OL/HHNEARETH S, 1 BIOREER
OREAFEIZFEVTRE. RLE/NYFDONAC LU NAL [FRZEZRALVSD, HPLC 24T DRI #HER
MEBRBRELUVORNBARODBBRHERZITI L, ZEDEBYICKY HPLCDS A U FE=IEHS
LAEFEFLIEADFHIBEEL LT, AHEEERTEDODEE (100~400 x g) L. KB ZE /N4
FILDEISEREIEDEED, 1 0F1_R—2 a3 VERORBRISERYE-IIHEIMEEDS
1BE. NAC LU NAL DBV REBIAREENEZ ONDZEMD. TDBADEMERIZD
WTlE, A oFarR—2 3 VEROOHIZHALHIDEBEMARO SN-15E& LR, EMSL
EATHETHY YD IEZI > THRRIRETHD (LEBHE) .
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K 1: ADRA (2175 NAC/NAL B ZEHET 2 FIE CEEMODEEEZH LU UV IRIL
BAhHY HBHTIBEORERABRHEEZEZSD) .

[ ]
oD TFEOE—RY| |emmnrmorsm| | @7 FESRHOHE I
WE B L USRS W D
ORI TH HIEE
ME L OZRWE

(B — DRy F &Ry ~—
) ZHEHT5

4 mM (ZFHE L 7= 85

0.5 mg/mL (ZFRHL U 72 9255

Rl W I

HEESHIT X0 e

ADRA-UV ik === .

WERAE & NAC/NAL @ 1 UV Bigi & FL ez A
FEHSH AR DA DO [RERE D TR T b 5
= 1 Q EEOTIETT — 5 2L
VT 20E, UV IETRET
v P52 WMT %)
wig e g

MW = 2FE. ADRA =7 3/ BRFEHRIESMHER. UV = BSMHR. FL= 8%

20. NACELUNALDIAIZDNT, ZERERZEZERT 5. NAC H LU NAL DIZERIE
Ebod M) LA OEEEZEZ 05%ST20% 7 F= ML —BERERAVTIHAZT S, NACIC
XLTIEpH 8.0 UELEER. NALIZ® LTIk pH 1020 ) VEEEE R ZERL 5, NAC [RiK
HEUNAL R& (6.667 uM) ZFHLNT, BE 5.0~0.156 uM D 6 FEEDREHRBIREFANT
b5, BERERICIE., IS5V D0FRBERLED D, BULREMEE. REFREHK (R2) A
0.990 BDIZEE LT 5,

21. HPLC YR TLMDEAMZE . HHOERRTIZRIET 5. NAC & U NAL DFEDENVT
i, UV REE (74 PSS F—F7LABRHBFE 281 nm ORERREEZE T HEERE
RUNIEH ) BEUFL#BHEE (Ex 284 nm, Em 333 nm) &##L=HPLCIZEYE=ZS4—TF
%5 (BB% 19381B) . BT HhS5 L% HPLC Y RTFLIZERET S, NYTF—avFEHOTOR
ANVIZERESNTOSHREHPLC REIX. UTORBDOHS LZRAWND, A—RKF a7 >z
WBIS YRS, HFE:25~27 um, HS5LH AKX :3.0 x 150 mm AEELL, ZDFHE
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HPLC A5 LZEEL. STERIRT HR11Z 30 Sl L. SR T LEEZE 40°CIZH LT A+ 50%
(0.1% (viv) kY Z)LAOEEE—K) . B 48 50% (0.1% (viv) hY JILAOEBE—T7+E =
FUJJL) TEEET S, RIZ, ERICERTHENC2EULET STV EERLT, hTLD
AVT42a=2T %475, HPLC ##7ld. JRiZE 0.30 mL/4TEEL. 10 HEIC7E =R
ILEERAE T, NAC Tl 30%h 5 55%. NAL TlE 25% M5 45%I(2, #EWLTHOME KR E
TEEHTERZFYILEEEZ 100%C2ZFIERFESEE, AEDEERK. HBRYME AR, 3t
BRBREIAT %, FAETADRE. WHAEHBHTICT 6.5 2. WS LOFEHILELEZBETS Z &,
B 53 HPLC h5 LZAWSHBE. NAC B LU NAL OEYAEBEHE LUV E—Y miEZRiE
TE5RD. FRVATLIZEYEDLZZELNHDIAE (BE. 10~20 L OFHHE) G EFREN
SA—RERETIDLENDD, EEFEELT, BELSHPLCEREFZRAWSIEE. TOHREN
LEORIFAHDHRELRETHDH L%, EFLE, FER . B 2 0ERETHRAOYE
DHERIZCEYRT &, UVBRHEZAWVWT, 281 nm TRAEEZE=4—F 5, 74+ ¥4 4 —
F7LAREBZEZAVDEE. 291 nm ITETA2RAELELHET S, 7= MY IILD/NYFIC
&Ko TIE. NAC B8&U NAL DREMICEFEZRIFTHBENH DO, F-LGN\VFOT7E+
ZrULERAWSIGE., TOEEFTMLATAEES LAV EICBEET S, 281 nm DE—S
EEE 29T nm O E—V EEOLE, HAHOEELLTRHWSIENTES, BRABIZONT,
SRR ICH T 2EIEL DO THEA 0%END 100%KEDEHE TH HIH5E. HBHAE LHM
2T EERTRBIMERIZCHDEEZ NS, HPLC 2L 30— U AD—FZ418% 1. 4
E3IZFRY,

22. NAC DEBILZRET ZAREMED H L BEBEWEL H 5. ADRAUV DiFE. &KL
NAC DE—V %, BRICEYE=ZZ—TEEHENHD. f-7L. NAC ZERIEHXEEZHKLE
W8, BEARHEE—FTRBEIALGL, ENTLOH P HZEAKIEIZDLNT,. NAC DFE
DLENMBRFFM SN, BEEOHELLGEIAEENHLI LMD, FETHILE (BE4. 148
K USRI, #WE158) .

T2 BLUVHRE

T— 8 DFHE

23. NAC 8L U NAL DFRBHFDREZE. M E 281 nm (UV 1EHER) AT, #HAE
HEET SHI5E61E EXEm 284/333 nm (FL#&HEER) #RAWVWTKROH D (% 21 58) ., EAMIC
X, #YHEE—YDE—- miE (M#ETmEH [area under the curve : AUC] ) %R, 1Z#Y
BENOBONIEHRERZAVTNACEEIUNALDREREZEHT B,
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24. ZBRHED NAC BEUNAL DLV ERFINIT Y, TROKICK-T, E—VmEZRE
L. ZOE—VEIEZ LM DIREHEEMB C (8% 1l, #:& 338 OE—YV mBEDFHETE
Bl EIZEYKRD B,

. RIEZIAIZEFTBNAC £-IENALDE—4 B
— SEh/ER =1 -
NAC &7z(& NAL DR D {1 { EEXEC =55 NAC £7-12 NAL O E— 4 BREOTHIE H 100

FEEE
25. 1EIDBIEE. ROBEZF I LITKY, ZETHDEALEIND
a) BEREBRDREREK (r2) H10.990
b)EHEERE (7 MPILTE RELIERITZVUVBPIFILIRTIL) O 3 BRE
BIEICE D NAC BL U NAL DIFALEDEHES K URKIZERE (SD) M. LTOEES
=9
o NACEAE .
TJIZLT7ERTILTER :30~80% ; RO T UEESIFILIRATIL : 30~80%
e NALREDE .
TJIZLT7ERTILTER :70~100% ; RO 7Y VB IFILIRXTIL : 70~100%

e JIZ)ITERFILTER, ROTFIVUVEBDIFILIRTILOVNTAE, NAC LU
NAL DEVEDRZRKRIZERZE (SD) : 10%KiH

C)REFNBABLIUVUCHONACEIUNAL DEEDFHENNTNE 3.2~44 yMTH Y .
FEFZF)ILBIZE TR IHOREERNBBEELUCIZTDONT,. NACBELUNALDOE—SH
EREOZTHZRE (coefficient of variation : CV) A% 10% ki,

COIZBETREEEZVEDTHLRESRWNGES, T2 ZFEALL. HBRMEOREZEHE
YiRg,

26. BERMEDRICONTIE, ROBEEFH LT EITEY, RUTHDIEAHESND
a) BEMBEOREAEIZE TIRKIZBEREN. NACELIUNALDFEDVELEH 10%KiE

b) WA PIZE TS 3 HIORAERE C D NAC HEL U NAL DBREDFHEA 3.2~4.4
UM, DMSO @ 5% 7t b= b ILBHREBEE LIz EDEERIE C O NAC FHREEDEF
BEHIL 2.8~4.0uM TH B (19).

COICEFREEZVLEOTHIRESAWNMGES, T2 2T EAL L. HBRMEDOAEER
YiRg
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FBHET/IL

27. WEME LIS NAC LU NAL DBV EDOTEZHEHT 5, THEZHEL L TED
ERETHNIE [0) £HHT. & 115R LI NACNAL DFHETFLISEVNT, BOROFEY
B 4.9%ZRBEICALT. IATA F1z(4 DA DA N TRERFENE L IFREEME ZHAT
%, BREEVES L VERFUEYEZRIBEVICFATESLSIC, 2 VFXASEETILERL
TNAC 85U NAL DFHHDRIZHT 5h Y bA TEL9%ERE L=

% 1 : NAC/NAL ODFHIETIL!

NAC & & U NAL DFA =D T4l ADRA [Z & % F38l 2
4.9%kK % [Ex i
4.9%LL £ &%

TROFEIIHAMICEEIAEETHY . ATEDOHEEEDOBEEMEIXAEL,
2ADRAIZ& B FHIIE, IATADRMADH T, Tz, BE13BLURE 14 DKEITRH>THRIFTDHZ &

28. UVIRHERFELIEFLREZOVWTAMNZAVTEBHZRDH-HEX. £BHEZRHY
Mo-ADBERTAELEZRMEZAWNS (K158 . BADREF THALZRNHT-EE.
BERYIE & NAC £12IE NAL DAHEEA BT 5K SICHPLC DEREEHTMNART HI L
IC&Y., HBHEZMBETE S, JIOHPLCEREZXAVTHBHOBEICRYBLIEESE. TOEE
NREIEFAHDHREELRAETHDIEE. EFLIE, MR, #:E 2 0EAETFMAOMED R
BRICEYTIDENDH D, HAENELDE. NAC TEIENAL DE—VEBEERICRO LN
9. NAC E£7/z(Z NAL DFLEOEEATIT o b, HERMEDOHBHMN. NAC LU NAL D
BAICEL., BHEBEROSMATEHWMES, SFHERTIE MHERSTGLONGL] &35, #£F
HANAL [COAHE L., FHEBEOSBENTERMESE. NACDADFRETIL (R238HB) %
BALWTTFRETS, CDiHA. ADRA-UVDNACT—4% %, ADRA-FLONAC F—42 &Y 1 18%
MICIRAT %, BRIEMMES L UVFEREEYEZRIEVICFRATESLLSIZ. 2 VS RHEE
TILEAWTNAC DEADEIZHTEHH Y A TES56%EHRTE LT,

£ 2:NACDAHDFAIETIL?

NAC D ZEDF il ADRA IZ & % %8 2
5.6%k (=43
5.6%L.E F&1E

TROBEIIHFHICEHEA-EETHY . AEDOREE L DOBEERLL,
2ADRA I2& B F 8%, IATA ORHEAH DR THRETT 5 & (13) (14),
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29. BRRIZRBORMAL MES., HEYEICKHLT NAC BLU NAL OMAIZDWLNT
HPLC 2z 1 ETAIE+2THD, =1L, BGHEEREEEHERLOHEANICAVL SN HEIEIC
EWER (F4bB . NAC/NAL DFRIETILT 3%M D 10%ETTHS M. Fi-lE. NACDH
DFBETILT NAC DFEDVEMN 4% 5 11%ET) THHHE. BMOS/HFN#HREINS, &
CICEIFRERICE T IEMERDISE T (NAC/NAL DFRIETILT 3%N 5 4.9%THD
M. NACDHDFRIETILT 4%M5 5.6%) . 2EIED R ZE1TLN. 1[EEB & 2[EE THEL—
BLAEWNMEEIZIE, 3EBEOAMETS. COL5HIEE. 3 ANABREROKREHL 2FEAT 5,

HEHEZ
30. HRBEEICIILUTOEREZED S -
WEREYE H & USTE (BIEHIRE & BR - IRIE)
o H—mOoMEITAT (HBRMELSLUCHENEH)

o IUPAC £7-I£ CAS%&. CASEE. SMILES /=& InChl a— K., #EXB LU %1
(X ZFDMDBRF 74 EDILFRIERNELR

WIERREE, B, KBBRE. 7FESLIVCAFURLGERDZOMOMEET 5HEIL
FHMNEE

HE., ZUTHHEETREMICTRETHNIETHYOIL2RIERERS &
o BZEITHHEIEF. HEROMLE (IUE. B
o HERRE
o AFARUGHEOREEZHEIUVREN

o ZEMHME. UVCBYE. ES

o AFHRLGHEEODMS DILFMHERFR (LESR) | ME. TENERE L UEED
HLHMBLFHIME (LSRR ITLHH

o S, KBBE. BLIUAFHURLEEOMOBEEY S2YELFHIMEE

o BMHEMDEEMFELFIRII—DONFE (FLEENMTLODFE) . FEFHERIC
BET 5 NS DIER

(¢]

o
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o HYTBHHEIE. HERORLE (MR, #H#)

o MERIRE

o AFHRLEROREZHEIVLREN
o BHUEXEICHY HEMDHER

o BRAYTIHAE. BULEEHBTREZTIBENBREROERT—4
o A ERKERICH T HBMDIER

o BYUTIEE. HATLIRELSIVEDOHASTDLEER

o HBWERMEICHT HBERROZLME

o FEFZMILZAWSEEIX. NACEXLUNALICHT HEE

NAC L UFNAL., [GIHEXTHE. BEYE B RDH

o NAC ERE LU NAL BROEME (8. Ov b NACEX U NAL DIEHELGERE. [RRIZH
mLt=8)

o BEMEMRARDKE BHENBAEOE#LEE. HRARITHFMLEE)

o WEHRMERBRDOHE BEBRMEOEHELEE. HBRYWERRICHMLEZE)

HPLC #2Z5DREH L U7 #H7
e HPLC#28. HPLCHS LB XUH—FAHT L, UVELIEIFLBRHE., A— Y2 TS5—DFELE

o HPLC HFICEET /8T A—4 : ASLEBEE, FAE. ., VI PTG E

SR TLDEEE
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o BEMESLIUVEEMREADREAEI LD OD 281 nm (UV #&HZR) F7=(& EXEm 284/333
nm (FL#&HEE) IZEFSHNACELIUNALOE—V EHE

o WMEBREBRDI S IEIVRERHK (R2)

o HEWMBADREAEZEDNACE U NAL DERE

o EEMBA®DIHIDNACEEUNALEE (UM) DOFEHfE. SD, CV

o HENBABLIUCOHNACHLUNALEE

A= 2 X

o HIMERMBBIZOLT

©)

EEMEBH LU CORBREILMDOD281nm (UVEHER) F71=IX EXEm284/333
nm (FLEHER) ([CHITSHNACELUNALDE— @&

FErZRYILFOERERBBHE LU COFIZDLNT, OD281nm (UViEHSR) i
(¥ EX/Em 284/333nm (FL#&H2S) [CHEITANACHIUNALDE—Y miED FEH1E,
SD. CV (REMBON/ITHORBEHEEEDRETDI=8H)

RAWEEREICONT, 3 FINEYGEEXME C ) OD 281 nm  (UV HRHER) Tzl
Ex/Em 284/333 nm (FL #&Hi%R) (28175 NAC & U NAL O E—Y EHED B
(NAC & U NALBAORHEHD =)

BAUW=&BEIZDOW T, 3HID#ELHEERIE C D NAC LU NALEE (uM)

RAWE=EBEICDOWNT, 3HIDBEYHEELERECDNACELUNALEE (UM) DFEL
f. SD. CV

o BGEREICONT

©)

@)

O

REAE LD OD 281 nm (UV #&kiHi88) F71=I&L EXEm 284/333 nm (FL #&Hi2R) (26
(1% NAC & U NAL D E—V @&

REBIEZED NAC B & U NAL DF D=

3EDKRERETDH NAC E&LU NAL DFLEDFHE, SD, CV

o BWERMEICDOINT
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o RMHLNBGEE. A1 F1~"—Ta VRHRKRTHICE TS RIGESVDILERY O EL
BYOBERAEOELOIBOEE

o HEBEHOFHE
o BT IEE. TRLUNOBEREROER

o REBMEIEDOD 281 nm (UVIRHER) F7=I1F EX/Em 284/333 nm (FLiRLZR) 128
(745 NAC LU NAL D E—V EiE

o REBIEZEDNAC E LU NAL D=
o 3ENOKRERETHDNAC LU NAL DFLEDFHE, SD. CV
o NAC OFEAELEL NAL DFLVEDFEH(E

o FRLEFRAETILEEIUADRAIZELSTH

ERESTIH DS

o HEREDBEMLGEMATIC, REBRERARBREZICERL TS L ERAERILEVERR
[C&k > THEIAL=EDER

BEDEE
o EBRFIEOFHMLAVEELNHIIEZ DR
o ADRAIZKYBLNI-#HROERE, TAMNEE 29 ICEHIN-BERTHINES b,

Faam
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BAEMAOYME
In Chemico K/EEEM : 73/ BFELESLEE (ADRA)

ARBREZHEMICAWVWSDIZHILSE, R1ICHEIATOWSERETFERAD 10 MEIZDLVT. ADRA
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2-AFI2H-A I FT I — BEEME .
® -3y | 2682204 Bk 115.15 L) Bt | 80-100| <10
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8% I

In Chemico B EREVEHE : RIGEERMIRTF FEEHRER (Kinetic
Direct Peptide Reactivity Assay : kDPRA)

BRAICERTRNERR, BRAELUVRA

1. kDPRA X, Y RTA VEERAITHDERETIRTF FIZxT 2BBRYE O REHEEHREIKE
MELUVBREKRGFEMICEET S LICKY., REREEDAOP THEIDFLARILDA =¥
WARD b, bbb, FUNVBEORIEEZFET S (1) 2), RIGREEHZEH L. #
BYMEDRARGREEHDOFH (log kmax B, BEELs'™™M') ZAWLT. UNGHSHJAHTd
)—1A OREBEEME (HTHFITV—1A) &, HTHAFTIV—1A ZHBEIAEVLD
GEHTHTIU—1A) . T4 5, UN GHS ITEDILKHTHFITY—1B LIRS HEL

(NC) hoHATI2NDEXRIET D (3), BRMBRICEDE, HRYWELREZI V/I\VEL
DRIEDEEEHLOINIL, FEEDILEVMENSELDIE F—TEHNRFEY., HIZ,
BUEBREICHRELRIE N —TEZL-0IDITRELRAENREFLIEND, CDESHD
DIFEREBORERERBETHDE VA D, 180 FBEDILEME 51 L 1= & T DREER/
SEHLIZE D=, OECD 442C. 442D & U 442E THIELEITRTOFEM/ T A —2DH T,
REEHIRLANBRERFTHDZ EAREINTE (3).

2. kDPRA (L. EBEME FL—=2F LIS, BEfiBENTAEETHS Z EMNILTESNTLS (4).
N T—=2a VAR TRE L 24 BEOHBRMEIZDOWT, UNGHSH I AT —1A % E|
Y XT3 kDPRA OEERMLTERABIRMEIL 96%. THHERMBREE 88%TH 1= (4).
kKDPRA #EFAEEE SN b 180 DHBRMBEEXR ET H/N) T— 3 ViR (4) LZDOMDER
WMOMEHERIL (3). KDPRAA, UN GHSH THT I —1A REREMEMEE. UN GHS I
EOSWTHITATFIV—1A THEWVWED FEHTHTFIV—1A) M oA TEEIEERLT
Wb, CODEE, LLNA DFERELBET HE. NFTURBEHES 85%. BRE 84% (38/45) | 4%
2% 86% (116/135) T&H o7z (3). kDPRA DfER %, EERMEMHRBOI-HDEEAXIZH
FTEHRBENHA FSA4> (15) [T TEEDHDLMNT- OECD LLNA T—AR—X LB LIz&
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A, Bl-HEEEROT- 4 £z, E FRERBET—4 (5) (6) DHD 123 DIKEEME (180 D S
5) OFRIE. NSUREES 76%. BE 64% (21/33) . HEE 89% (80/90) (3) TdH -
fzo 2L, EFTOSBT—R EFHEEENMEOHTEL 5, 512, BWEFRVEVEERK
EHREBREETET 51548, LLNA #RO LT 58MHARERE. RAWKRDOE. §4hbE
FMoBHEIEEBRESEERLICRBLTVWSEIFVWABVW EICBEITRETHD, £ FBE
P£I2%f LT kKDPRA 5T 5 DIZ 123 DILEMEDT—2 Y MZEDWTHELIZEZ A,
LLNA (&, UNGHS #7A73)—1A O EICEL T, NS RBES 73%. BRE 55%
(18/33) . HHEE 91% (82/90) # R LTz AFAEELRT—2FTRTIZE DI &, kDPRA @
BRMEEICIIBALERERER, RIGAH=ZRL, (nvioHBRICEYHIFEEINT) RERE
HNBRESLUYPEBLENEENEENZENTEINATWS B) BMILEEZLE 21—
(16) I2& Y, kDPRA [, UNGHS 4 JAF 31 —1A REREMEME%E. UNGHS(7) T1AIZ
RASNBVEREREEME GEHITHATIV—1A) EHEBAITHIEICEALT, BEMICR
LThdESht=, LI=MN>T, kDPRAIZ, () UN GHSEH 1 DEEREMEMELRE S
FAEEMEDY THT I —HDHEICHT 2 74+40—F v THBREZE LTHEAT D ENTESD
(FA. (i) MEIORMEAICHE LT, BGEBEREZFEALTUNGHS Y TATI) —1AICILEYME
FEENETLHIOIC. BMTHERAT LI ENTES,

3. KRREBAAKRSAUIZHITS HBBEYE) EWSHEL. SBOXMRELIMEDLETH
Y, MBSV FIXEEYDHERICxT S KkDPRA OEAMRENS & IXEBRTHD. £
BIlLEYDEE. EERGLUNOBFICEVEA VNNV BERRT I ENMONT NS0,
AABE(TEANE LD, S5IZ, KDPRAZVRATFA URTFREDRIGHEDHERET S
=, —EO7INOFT Y., 7/ —ILIRTILFEEETILTERGE, VOUEE
BIRISHE 28T 2 U0VEEMYE (L. KDPRA OEAMEENTHZ, LML, USUERED
HRIETBIENREMOSN TS UNGHS HTATI—1A OREREEEMET b
THhTHb, 512, BREMEBEOD T, DPRA ¥ ADRA T\ O UBEMRIGHE 5T
TEHIEICEST, FHEERZROTIENTES, KBARTF RELFRHEET. D
Bt (bbb, DATAUD_ERE) ZRETIBEBRMEDEE. RTF FOREL TG
KEFME 3 HrTaeED DY . BEEDHIES., KUBVLRIGHEDDHEICEIY BTEHAEELH
5LEBZOND, CORBRITA RS UDMFERICEBE I TVEIHEREL. RERZEEL
1LY in chemico RERETH S, RIEBRMEMZE LHDICEBRICLDIEFRRNEELZET 51t

C REREMRBRDOI-ODHEARXICET IHBRATA K542 (15) [TR>TEEH LNz LLNA
T—Aty FERBRTBE, NTUREES 85%. BRE 82% (31/38) . $EE 88% (102/116)
THo1=,
S REREMHABRO-ODHEEAXICET IHEBEHA FS4> (15) IR -TEEHLNIZE ME
BREREMET—2 2y FEETEHE. NS URBEHES 67%. BE 53% (9/17) . HEE 81%
(25/31) TH-o1=,
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EME (bbb, 7AandTy) ORBEIE. RREBETEIRETELR L, LML, &L
BRUEMYEZRETIEEOTONTTUOOREORRIE. BLBREEYMEZHET 556
CHELT, TRIFEBETEBNI LM o= 3). FFEPERICK > TREMME L
5IEEME (ThHbhb., TLNTTY) ORFEIX. in chemico HEREIZK >TELCHES
nTWs 8) 9 LHL. EERTORIGEEMNETT 581LD lag-phase D=HIZ. BEAIZ
S2ERICBIET D TLNTT UL, KDPRA T (HBW S in vitro RIEEBEHERER L <) B/
FRIESNDAEEENH D, LREERFA. ARBEICKVE LNz, Y THTIT)—1A D
[CHELHEWMERICOVTIE, UTFICREBETIAREMNONTVLIRAICES LTHRT HILE
NHd (HE ., #HE 158

o HEFWRTIV, ATa—)LPEROX/ UiF BEEHTTLHVRIGHENHDZ &
EHRIT ST EREETHEENHD.

e DPRA ¥ ADRA TH D URELHEMICRIGTHT7 VAT EH., 72/ —ILT
ATILPOTFTILTE R, FORIGHENFBWC EZ2HRTEIT—REDELTEHIEEN
H5,

4. HREEET H-OI2F, HBRYE. RERE 20 MM TEYI/GBEICFEIA TR TAEG S
B (% 12~13 BR) . CORETTAOBERME(L. kmax B (kDPRA THERMED K
SERENMNCHET ARKEETH (B s'M'] [BR% 24 58] ) AEohHRY. Ch&
VIERETORBRLARTHDS, cOLILHE. BERER (74005, log kmax 2 -2.0) T
UNGHS 4 JATIV—1ADKRBRIEMEFRATHEATESLN, BHEDORR (ThhL,
RISHE L, £1=(F log kmax< -2.0) MNoEEHIEE T NETIERELY,

5. kDPRA [FEXU—F7D FERAVLH. BRYMEOBRHENL. BXIIOFUI0. HE
(E/7O0FETY) LOHEBEEROAREEICSEET ILENDH D, I, BE16ICRE S
NTLBESICT, TNTNOEBRMERBEHAAND L L, ROEZRTF FRELEDA
VX aAR—L 3 VEBRESETEIT A ENEETH D, oI, 1HRSHEFEHODHEY
B (FA—IL) [, FA—ILEAE/ JOEETUEHEEERAL (B% 8 B8B) | ®HiziE
BT HIGEENHS-H. KDPRA [T > THRERT 5 I ENTELL, REIC. KRBREHT
(hiE, KMEEH) THERTHEEYES. i SH EZ2RETHLEMEL. ALER%E
ELPTFLN

6. kDPRA (. BEAMMDZREAMES L CEEYWORERIC, HMWICERAETHDI LAHS
hd, L. NUT=2aVvBBTRIDES BMEFRFSATLEGL, 20K 3 HG
B. FOHSD kERL) DEIS2E8HTALICLVE—EZEHL., RNTLEDOE—
NFEZF. BEAVDEEEASY (KERLS) ODHRFELZFDEEGZEELTCEHT 5, XIZ.
BoON-HESIUENTLORFEFRAWNT, 20 MM BAEOHAHI KL ELEEBEMENES
FEHT S, BANEBDOREVS SUEHAMETHRE-EREN. FREEEL G LAEEHED
HHH. BRE2TO)EH LI-FEZFEAT 5, COETILEELLEAOM>TNEIBHE

© OECD, (2023)

59



OECD/OCDE 442C

BHdI i, HENTHELIEITEDEEYOME. EHERICERMETEAYNE
(THHSE UVCB YE) (2. COETILZRAWVWSZLIETELRL, EEY. fBREH#IELEY
(FRRERE) . KAARSAVICERE SN TWSBEHAMEEICIRE S 2 & A AR THUOHEER

MEDHBZRFTIEEEFIVTIEL, TOLIGRBTHENICEKROHIBEENELD

NESHESBRICEET I2VENH D, REMIZ. BEDRAICETILEMEICAHREZE

BRATELVIHATRINEDIGE. ARBEE. TOLSILBEASICETILEMEIZANS

RETEHEL,

7. kDPRAI[&. UNGHS (3)IZEDU'T,. UNGHSH JATIY—1ADKERBEUEMEE Y TH
TIdU—A IZHEShLBVVYE GEYTHTITU—1A) EDHEMICAWSZENTE S,
F—ARYMEICDORHERZER L <. DPRA 1 ADRA 4 EDMDHERE L HRT 18
1%, RIEEREHEO—BaENETICH Tz IATAP DAL EDHENT TO0—FDEHER
T. KDPRADMEEF S S IZEHAT 2 ENH S (3) (10),
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ABROBE

8. KDPRAI[X. inchemico 8% DPRA (REERH A FS 4 D IIZFEEH) DEBEETH S,
kDPRA (¥, DPRA THRHWD YR TA4 R TFF K (Ac-RFAACAA-COOH) %#EAT 5%,
DOUEARTFREIFERALEWL, RBRTF FOKKREE (05 mM) BXURIGER (1)
VEEBERD 25% 7 = L) [&. kDPRA & DPRATR L T#H%. DPRA L. REME
F1TBEORE (VATAURTFFIZDONTIES5SmMM) T, 1Hs 4BRULE) ITEET
ADIZxt LT, kDPRA (%, 5 BHEDREE (5. 2.5, 1.25, 0.625 EX U 0.3125 mM) TifiFl|
RIibZEEML., 25+42.5°C T6EA (10, 30, 90, 150, 210 B LU 14404) IZAIET %, &
REBHEOVRATAURTIFFORFEEREELX., T/ JAOEEY>Y (mBrB; CAS &5
74235-78-2) ZFMATREZFIESERICHTET 5, RGNS CFEHALMED mBrB (L.
ETIRTFROBEELTVERVWIRATA VER EEPHIICRIGL THEAEEEERERBL.
NZFRETDIILICE>THEBRRIFREEZTEET S, e =EORMLEHNEE 13.89%

(VATAVDHFDFTAETIVIZEITS DPRA RERBHEICAWNSHy b4 DiE) Z8Z2. O
DFVERRTF FOHEESORBELE L THIAFNICEETHDIIHEIE. SHICFHESR
75 (F5THWNMEE., HBEYEE., BE 28 ICRIFAETLIZHK T, REHELELEAR
T) . EHRATORBERTFFEEOERMBLBEBMEDRELDT S 7%#H <, ERE
FZARDOLNDHEES FEEFEE > 0.90) . COMBOEZTERD., 41 o F 12— 3 VB
TEI>THEE [min! mM'] TRINIEEEHZEHT S, COEE [s'M'] TEREIND
RETEHICHREL., H#HERDD, FEOEATHEIN-RKIEZ log knax& L. ZOHREX
REEHEABROE—DI)—FT7OrET D, CNICEHT, HEMBEBLHRABRRTIFRED
RIEDRARGEEZEELT I ENTED, RIZ. PRATAURTF FRELORIGEE
ZRAWT, UNGHS [CEDZ, UNGHSHJATIU —1ADKREREEMEL 1AIZHES
Nz GEYITATITY—1A) REREMEME L ZHAT 5, Log kmax 2 -2.0 DILEME (.
UNGHS 4 JATIU—1A LFATES, CORIGEEEHZ. )R EERIEHFERET
FERMBOREBEMEDBRELTET 51-0IC. ATARDALED#HESH T TO—FIZ&5(C
FMATEZEEZLND (3)(10),

9. FHBZZBEEMICAVWDDIZEILL., REMRIEX. COMEOME 2 ICPRBESh-EFRE
AHEAD OMBEEZRVTRIMNEREZINT S &,

FIE

10. REEEE, EFETHTOALANY T3 VERICAVWS 70 ba)LTHS. KDPRA
DB-ALM 70O kO LEE 217 (1) [TE DTS, EMERICEVTAREREZZEALFEHA
FTHHAE. ATOLIILZAHAVNSZEA#HREIND, KDPRADEFELEREZS L UFIEIC
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DWWTUTIZEY,
SR TA INTF FDFFH

1. fiE B5%ULEDVRATA VEBERRTF K (Ac-RFAACAA-COOH) DRKRZ%E. HERME
LA FAR—D 3 VDOERICHZICART S, SXTAUVEARTF FORKEEE.
TERZFYIVISEBT 2HERDEDE ST pH 750 1) U EHEERZRALNT 0.667 mM & L,
PH7.5M ) UEARERICAR T HWBMEDBZET1.0mMM ET S,

R R DS

12. ABRERATC. EYGEHREICHT S2BHBRNEORREIEZTET 6. HBRVEEEEICERT
5. ERICHEOKENMEREEZRANS, BRICKVEREZERET D, COEE, FER
BRTHNIE, BERMENBHRLTLDEEZTEL, BERXTEFZFULLNEFELL,
TEFZMIIZERLGEWNGEEE, pH 75 OV VEEERTOREEZTMET 5, Thll
NOBEITOVTIEIHBRET o TLWELA, HBRICFHLAVWI EATSAEBEEERAL
THEL. BEERMICE, IRNTORBERELCBFEZAVTHARL. BEMRE S VOCERERE
RDALEVEICOVTHONERISEESAENEN. COFFEERDET% 26 & & UHHE 2 [ZELH
ENF-HERNICHDIBZETHD, 4. DMSO IRTF F_ERILEZELLHATEEENH DT
O, BEELTOEARBETEINETH D,

13. BEBRMEIHSRANATILETFHEEZATEL. RBOEFIC, BE12(CERHEL-BYD
EYARIEICAR LT 20 mM BRZAET 5, HEBEMEOFREZE. 20, 10, 5, 25 &
V126mMDEEL D EISEBEHFRICKYANT S,

A DR

14. BME*XER (positive control : PC) & LT, YU+ LF7ILTEFR (CASES : 104-55-2, B
JUL—FHEB%LUEL) ZAVS, Thzx, HARERIC. 72 FJIILIZ20mMMDRET
BRI D, RIT. PCEE 20, 10, 5. 258K U 1.25mM 45K S ICERBEFIRREART
5, CORBTIIMOBEERBOFERIIHREIALGL, ZOEAIE., CORBRTIIERELER
IREFBETDHEN. COBEENBO—ELLFERAICK>T, HBERNEEIRELTON
DF—2a ViR T— 2 ZAVTHREREOESLENAEEICES I LITL D,

15. EMERBTHLBETE (VC) [, BEROCBEISERLIEATF FEETH, HBRYELD
PCHLEFELL, HBMEFIEIPC LA UvFarR—bLEAEHORTF FELEEL, ThT
O VC EHBELTREHT 5.
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16. COBRRICIE, BESIUVBEERTRIREREOBRYELZELCIRTIF FEEFTLLHR
MERBELEARAL ., CO—EDOHEE, HARE (BBHRERELELVITIVFUY) ITHT
PHBMEDHEERET A-OICFERT S, ChITLY, E/ TOEETUICKEFEEE
FHEY BEN. NV I TSV UFREETHENTES,

17. 750U %B (BC) 2Ny 0I5V FAIEEE LTERYT . ik, BESLUVEER
EETH. HBRYE. PC. RTFFLELTHRES S,

BREYE L R T EENTF FEREDA FaN—23>

18. HEAME R LU PC DEMFREE. 77U r—>a T L—hrERERG I ILIA 04
A3 —TFL—rTHRAET S, &5(2. kKDPRA 7O PO L THEEIA TS LS, BHICE
HFETL— b LAT IR TULNBIRERE (RTF FRKE. BE. BEHR) £#mMz b
CEIZko T, BEBBCEIZWIIILEBTYESATL—F (FytA4 TL—FERER)
1 MERANT S (1), HBEYEREHY 3 RTOBYBRLSWT S, 7FVr—3>TF
L— O SHEBMEFRES LY PC H#REEXZ7vA4 TL—FHEMLTRISZRIET 5,
BERMEDOKAEMNMEL ., BHBEYVEBRREABRAXRTF FBFRIZHEMLE-ERIZITEMHEE
HontzEae. EOBRENDENHBRYMENRBAXRTF FLOREDOHBRPIZEINT
WEDMERETHEL, CO&SGHE. BHEER (log kmax 2 -2.0) [FZITANR LN LA, [2
MHERE (REMERE L, £1E log kmx < -2.0) [FHEDIEZIL>THRRIRETHD
(kDPRA TEE 20 mM THRBDILEMEDHRIZDOVTIE, BE% 4 DFELSE) ., #
BMESLUPCEARMLIZE., TL— FE2REHBERAILTESRL. 200rpm LLET 55 fE
REST D, T4 TL—FDBEHEE. BT, 25+ 25° C TERETIADA Vo FaR— |
(BRE) BEICHz->TAoFarR—+95, EEMICIE. mBrB A& ZHMT 5810 10,
30. 90. 150, 210, 1440 P TH D, BLEMEICKRLBELI-BHRERFAT H5HIC. 1~
FaR— g UEBEERELTHEL BFZIE. REOEWMEEYMETIFENS VF a1 _—
avEREABELTWLDS) o, =1L, DPRADA v Fa_R—2 3 VEREIZHET 5 1440 771E
HWTRATIDELNRDH D, 1 vFax—2 3y (BE) BEE. BBRPES LU PC OFR
KETvtEATL—MIEMLTH S mBB Z2FMT2ETOEMTH S,

HARE

19. TBDA >FarR— 3y (BE) BEICELREL, FHICHEEL:: mBB B & (7=
FJILEIMM) %, BEXTT7yEA TL—t (BERESHY 1) O ILIZEOHIC
AwNT 5, TL—FEKREBHBERAILTEEHL, 200 rpm LLETS5 2FRE 53 %, 390 nm
DRI ANE—ELV 480 M DERLT AL E—ZRANTHALBREZRET 5,
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T—2BLUVHE
T— % DFHE
20. DB-ALM 70O k3 JLIZIE Excel DEEEFFER TL Yy Fo— FAAESATE Y. T—2 5
IZERAT %, M7 ERAA DB-ALM 70 3 LESB 217 (1) IZERE S TS,
21. A4 oFa~n—2ay (BE) BE Mt J&I2, UTONRIA—2Z8HT S
1207527 xR (BC) DHEMLBEDEMTEHYE L MRERE
12 DFEFEXE (VC) DERABEDCREMFE &L VRERE
BC DEHEZEZ VC Mo ZELSILNT, MIEVCEZRD D,

INTNDEBEMES LUV PC OREIZDONT, Fonf-{EANLENTNDEERME R
EZZLSIVT, MEFERYMEMELG VL LMEPCEZRD D,

22. BWBRYEREC LI, BERBIOERMHURTF FRDE (%) £ROZHIZ, LUTOD
HEEREY S

T IEHEGRPY B e 3 72 1347 1 PC E ﬂ
X 100%
HHLE VC T fE

23. BERYMEDOEREICONT, 3 AREARBENEMENE LVEREREERDD (BREFME
&) AFAa—TUIMDREEZERL T, CO3EREFAELEZRTF FREEMN12DVC
DILHDRERVREMICARICTENNES M ERET S,

24. KDPRAIZEWT. () FEOHKMBICHE T 2o EBRMERE (REERYERE 5 M) TR
TF READE13.89% LU EZERH. (i) VC EDEIHIAMEEEZRHDIEEIC. RIGEETE
BEUTORBAOBY ICHEHT S, C0 MEEEE] (L. ARBEHA FS 1 o081 128
HEINTWLWS DPRADVATA VDHDFAETIVIZETEXRTF FREHED TiHH4E] HE
[CEIVWTWS, BHEEZFEI-IQMEE. HERMEX. B%28 IR FRETIVICRS
TREEHZLESND,

HIRHGN T T R (%) {1 - {

ERRTORERTF FRE (100 - RTF FEALE (%] ) OBAMMEBRYEDREL
DT 5 7&H< . BERERSROONDIHE KK > 0.90) . COHRDIEZERD D,
COEDEZDMMEN. BALERICEEERTHD (HE— TEEE B Kovserved [ B mM-
1) o HBRZEHHED Kobsened EN D, BEZEBLUVA vFar— 3y (BE) B M
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CEDORIGERETEH (k) MUTDO@EYIZKRES :

1000

0t
ZZT. Tt IR TRLE-BEBETHS, EREGRAROONLGNGES (Thbhs., HHE
{RELA 0.90 Kjil) (X, BR%E 270 OHEEIZHES,

25. HHBERHEAY 0.90 BDiHE. KBERME M) 1220 T, EHAXEKE (og k) ZEHEL. &K
ﬁﬁ& |Og kmax t L/_C;R&)éo

ke [M_ls_l] = Kobserverd *

FERE

26. 1EIDREIX. ROBEZFB LT LICLY, ZETHIEABIND, ChOoDEEDTD
FFERERE-SBVGEE, AEERYIRYT,

a. PC: 90 5 T®M PC M log k (log keo min) AV, RODEEAATHRITNIEL DALY . -1.75~ -
1.40 M's, RIGHEDETHIIZAEE THEWMEERE EIZ log keo mn HMFESNE LGS, 150 &
TOIE (log kisomin) EEEICAND EL L. TNH-1.90~ -1.45 M's T DEERNIZA T
F A=Y AN

b. VCAMDTIL— LD 12D VCEDEENFZEA. 6 DDBREBHHEDS 0 EL5D0DE
BRI T 12.5% K@ TR ITRIEE S ALY,

27. BEBYMBEIZODWTH/RET—FESHITFHMEL. BRICHEERIIITARMEDOH DEHEHE
5

(i) EifRIRER : REICELORTF FRLZRHLID. TOROERICERBOHENGSE.
HERMEICEROERMRLCEFIRBREBNEZA NS, COLILBIGE. BEER
YiRY, ML/ —URBRINDGE. FRBORGEENEASL, BHICRDT
REEHRERAT 5.

(i) EMBEERL oM HBFLZEDHZIDIZ, BE-—RIGERI/MERETHEVLWY—X(EH
FULHWL, COLILIEES. ERFEHMR2< 090 THE=0H. REEHIOBEETEHE
nEly, fhviz, FETHZ. UTOXIZH > TELXOFBAORIZESVTEHT S
EHTES

k = [In (100/(100 — dp))J/(E x t)
CZT. Tdpl E%TRENZELHR, TE] XEBRYEEE. It X4 FarR—
a3y (BE) BETHDI. CORICEICEEEHIT. BE 13.89%BDHVEIZDOINT,
TNENDOEA Ity . BE TEl] TEHIWS, EFA Mt) &2, KREREICHT S
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FHEZRD, CCTHY, FEORKADKEEED log kmax ZECHT 5.

COESBEHE, HBREBEXREL T, COFRRKBEDHIERVEICAFTEDOLON. £
ned, EREHICIDLONZHRTILENH D, ERBUNBEINLSBE.
BL2DBIORICEDI LREORBREHFEEZERETMFERT 5,

BAETH, THOLERERFTEEELIIVOF Y  SBRTF RO WEEMED
HADBASTZRHBY T ILIZEDNT, HEBYEICLIBREAALBLIUVEXRIIOFOID
REZBRETHIIENTED, HEYMERNBY I L CREBRIN-BREANLTEEZHET
HEIZ. BREANMEVNGESEIMEELLLZL, LML, BREAXNEWNEES., RITF
FEMADELEEBRHALEATRITHMETRROATREEAHY . BRELEZSIESHET
5L RTIFREIVTFVBEVIZESHL, FHEMEZREETEENTLEDRBOHAEL
HAEEMENH D, LIz > T, BREINEZBEOHIBERIKEETHINE S LI EERT D
DELNHD, BRELEZEVLIERKEETEC., BREAFZRHEAE. BREXIC
KDL NBETWVWDIEEZOND, BAVIUFUIE THADEYL (pseudo-
depletion) | #H =L AREMENHD L OD. BIFICEEZS-0. TNIZEDEDITE
BRICEMLZWEEZOND, CZICEFE2O0&MEHEE-TIHEE. XV T oFY
FIZ&BBAINERETCWREEZOND, CNMHEBEBZZEIFFENTHD, Bonl=#E
ENo LENBHETHEMES, AIEERYERT ELL, L. FLORALZNIGEE.
BUBRBLIITETH D, COLIGGEE. BREAXLEIVIVOFUTLELCLHVREBRS
TO—JTCREZAETETIHEEZHRT. #HEBEME%E KDPRA THHEL TIEGE S L
(BHTRER) (DB-ALM 7O Rl (M) DHEE1DEI a3V IISHR)

FIz#IFE=5—RIZWVTFRE, DB-ALM 7O Oz LK BHEINTE Y. DB-ALM T
ORIANLNITRHBLTWARIV LT TL— M, T—42HMEBICEETS— FAERTR
=ha,

FBHET/IL

28. kDPRA (¥, UN GHS 47 A T3 —1A DEEREMEMEZE. UN GHS ITESWNT, ¥ TH
T3IV—1A THEWLWHED FEHTHATTU—1A) DoREATEIDIC. PRXRTAURTF KRR
PORSGEEZFERAT S B)e cOREBET, ¥7HTIV 1A ITRFENGVERNEDL
niZaE,. COMNROE%E 3 L UHE 1 [CERESNATULLRRAICES L THERT SLEN
Hdo
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% 1 : kDPRA FHIETIL

R FE kDPRA [Z & % F 8l

l0g Kmax = -2.0 UNGHS 4 7H 53 —1A

UNGHS HJAhTIU—1AIZRS EhiEly

FEHITHFITY—1A)
*UNGHS ¥ A 731 —1B % UN GHS R L LEAIT H1=ICIE. SLICERPDETHD., s (H:
IATA. DA) I2& > TlE. kDPRAEMEIZEAHL LY. COEHREBZIZENTES,

RIstRE L. £ log kmax< -2.0

29. kDPRA 0 log kmax DFERMRE -2.0 IT3E< . FERE (F4A0HB. -1.93~-2.06(12)) [ZHD
BE. REMNGFPRETEGL., 0BG, BENGFTRZETIMIC. BHBRGVLLEND
T/ EBRIDETH D,

30. CORIEEE#HZ. VAVFORIERRECTHBRYMEDOREREEDBREEZTMT 51
HIZ, ATAPL DAL EDHAENT TA—FICESSICRATZE S EEZ NS (3) (10),

HEHEZ

31. ABHRSECE. UTOFEHRZSHDH &,
BRI E 5 & AR ([GIEXTIR S & OB IRIEK)
BE—HaYEIRT HERYES S UXREYE)

IUPAC %7113 CAS £, CAS &S . SMILES F/=(F InChl a— F, BEXE LS F=13%Z
DI DFRF 7 £ DL AR 1EHR

PERPRE., S, KBEBE. 2FESSUVAFURLGCERDZOMOEET 2B LE
BIEE

ME., ZYTH5EETREMICHTERTHNIETHYDILZRERERS E
ZL49 556, AROFMLE (R, BT L)

AEBRIRE

AFARGHEEOREEHES L UVREN
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B RIZx T HIEMDIER

ZUYH5E. BULGREFFEEEZTIBUARBEROERT —4
B EAR RIS T HEMDIER

ZETH5EE. FERTIBFEMMAEBIUVUEORSDLEE

TEFZMJLUANADBEOBROZEME SV ETDBRENRTF FRERICRIFTEZE
QS E iR ]

NTF R

s, Ow b, #E

BHAST
AT HHEARES (ETIL. 24THE) | BRREREEET

R E T DR

HRESED A EMAEERANC., SBRESARBEICERAL TVWAI L *EAEEIILEMERRIC L
> TCEI LB Dt

THRDEE
HRFIROFH LG VWEELHNIEE DR
KDPRAICK Y FoN-HEROERE. TNAERE 29 IEHSNHBERNTHLINE S H%

BN BEABESNAINELDBMLIZES, 1 oFa~"—Ja VBB TRICETIREES
VOIEBHDONEGE. BEET SBEHFROER,

Faam
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LITDF&IZ. kDPRA DEEHMIDOBRADENETRT

442C

WHEISA/HE EBALhDBNEEE-EHED T—4 OER mEOMH
HH
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	1. 皮膚感作性物質とは、国際連合「化学品の分類および表示に関する世界調和システム」（UN GHS）(1) により定義されている通り、皮膚との反復接触後にアレルギー反応を引き起こす物質のことをいう。皮膚感作性の原因となる主要な生物学的イベントに関しては、広く意見が一致している。皮膚感作性に伴う化学的および生物学的機序に関する最新の知識は、有害転帰経路（AOP） (2) として要約されており、分子レベルのイニシャルイベントからその中間イベントを通じて有害作用、すなわち、アレルギー性接触皮膚炎に至るま...
	2. 皮膚感作性の評価には、通常、実験動物が使用されてきた。広く知られているMagnussonとKligmanのモルモットを用いるマキシマイゼーション法（Guinea Pig Maximisation Test：GPMT）およびビューラー法（Buehler Test：OECD TG 406） (11) は、皮膚感作性の誘導相と惹起相の双方を評価する。LLNA（OECD TG 429） (12)、ならびにその改変法で放射性同位元素を用いないLLNA：DA （OECD TG 442A）(13)、LLN...
	3. 化学物質に関する皮膚感作性の有害性を評価するため、皮膚感作性のAOPの最初の3つのキーイベントを対象とした発症機序に基づくin chemicoおよびin vitro試験法が採択された。今回の試験ガイドラインでは、タンパク質との共有結合の評価が行われ、最初のキーイベントが対象である。また、OECD TG 442Dでは、2つ目のキーイベントである角化細胞の活性化の評価が行われ (15)、OECD TG 442Eでは、皮膚感作性のAOPの3つ目のキーイベントである樹状細胞の活性化 (16) が対象...
	4. 本試験ガイドライン（Test Guideline：TG）では、皮膚感作性のAOPの最初のキーイベント、すなわち、タンパク質との共有結合について記載された機序を対象としたin chemico試験(2)について記載する。現在、本試験ガイドラインに記載されている試験法は、以下の通りである：
	5. 上記試験法は、in chemicoでのタンパク質との共有結合に基づく試験法であり、科学的に妥当であると考えられる。DPRAについては、欧州動物実験代替法評価センター（European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing： EURL ECVAM）主導のバリデーション試験、およびそれに続くEURL ECVAMの科学諮問委員会（Scientific Advisory Committee：ESAC）による独立した...
	6. 本試験ガイドライン中の試験法は、データの生成に用いる手順が異なるものの、いずれの試験法も、「データ相互受け入れ」の恩恵を受けつつ、タンパク質の反応性に関する各国の試験結果の要件に応じて用いることができる。
	7. タンパク質の反応性と潜在的な皮膚感作性との相関は、十分に確立されている (18) (19) (20)。それでも、タンパク質の反応性は皮膚感作性のAOPのキーイベントの1つを表すにすぎないことから (2) (21)、この特異的なキーイベントに対して開発された試験法により得られた情報は、化学物質の皮膚感作性の有無について結論を出すための単独の試験法としては十分とはいえない。したがって、本試験ガイドラインに記載された試験法により得られたデータは、試験および評価に関する統合的アプローチ（Integr...
	8. 本試験ガイドラインの付録Iに記載したDPRAおよび付録IIに記載したADRAは、皮膚感作性物質（区分1）と非感作性物質とを識別するものである。特定の規制の枠組みによっては、上記方法で得た陽性結果を単独で用いて、化学物質をUN GHSにおける区分1に分類できる場合がある。ただし、これらの試験法では、2つのサブカテゴリーを導入した当局のためにUN GHS (1)が定義したサブカテゴリーである1Aおよび1B (23)に、皮膚感作性物質を単独で分類することも、安全性評価判定のために皮膚感作性の強度を...
	9. 対照的に、本試験ガイドラインの付録IIIに記載したkDPRAは、UN GHSサブカテゴリー1Aの皮膚感作性物質を、サブカテゴリー1Aに分類されないもの（非サブカテゴリー1A）、すなわちサブカテゴリー1Bまたは区分なし (1) と区別することが可能であるが、感作性物質（区分1）と非感作性物質とを区別することはできない。特定の規制の枠組みによっては、kDPRAで得た陽性結果を単独で用いて、化学物質をUN GHSにおけるサブカテゴリー1Aに分類できる場合がある。
	10. 定義を補遺に示す。皮膚感作性について、DPRAおよびADRAと同等または改良されたin vitro試験案の評価に関する「性能基準」が策定されている (24)。
	1. DPRAでは、リジンかシステインのいずれかを含有するモデル合成ペプチドに対する被験物質の反応性を定量することにより、皮膚感作性のAOPである分子レベルのイニシャルイベント、すなわち、タンパク質の反応性を評価する (1)。次に、システインおよびリジン含有ペプチドの減少率を用いて、4つの反応性クラスの1つに物質を分類し、皮膚感作性物質と非感作性物質とを識別する (2)。
	2. DPRA試験法は、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）分析の経験がある施設であれば技術移管が可能であることが立証されている。本試験法の予測の再現性は、同一施設内で約85％、複数施設間で約80％である (3)。バリデーション試験 (4) および既報の試験 (5) から得られた結果を総合すると、皮膚感作性物質（すなわち、UN GHS区分1）と非感作性物質との識別についてLLNAの結果と比較した場合、DPRAの精確さは80％（N = 157）、感度は80％（88/109）、特異度は77％（37/...
	3. 本試験ガイドラインにおける「被験物質」という用語は、試験の対象となる物質のことであり0F 、物質および／または混合物の試験に対するDPRAの適用可能性とは無関係である（この付録の補遺1におけるDPRAの既知の限界の要約を参照）。金属化合物の場合、共有結合以外の機序によりタンパク質と反応することが知られているため、本試験法は適用外となる。被験物質は、最終濃度100 mMにおいて適切な溶媒に可溶であること（段落10および段落11参照）。ただし、本濃度において不溶の被験物質は、可溶化できる低濃度に...
	4. この試験ガイドラインの付録に記載されている試験法は、代謝系を包含しないin chemico試験法である。皮膚感作性を生じるのに酵素による生体内活性化を要する化学物質（すなわち、プロハプテン）は、本試験法では検出できない。非生物変換によって感作性物質となる化学物質（すなわち、プレハプテン）の報告例については、そのほとんどが本試験法により正しく検出されている (4) (9) (10)。上記を踏まえ、本試験法により得られた陰性結果は、IATAまたはDAの枠組みの範囲内で、規定された限界に照らし、ま...
	5. 上記の通り、DPRAは皮膚感作性物質と非感作性物質を識別できる。一方、DPRAは、IATAまたはDAなどの統合的アプローチの中で用いられる場合 (12)、感作性の強度の評価に役立つ場合がある (6) (11)。ただし、DPRAの結果が感作性の強度評価にどれほどの情報を与えるかを判断するには、望ましくはヒトデータに基づいた検討がさらに必要である。
	6. DPRAは、システインまたはリジン含有ペプチドを用い、被験物質と22.5～30 Cで24時間インキュベーション後、残存ペプチド濃度を定量するin chemico試験法である。これらの合成ペプチドは、検出に役立つフェニルアラニンを含有する。ペプチドの相対濃度は、勾配溶出法を用いた高速液体クロマトグラフィー（HPLC）と220 nmでのUV検出によって測定する。次に、システインおよびリジン含有ペプチドの減少率の値を算出し、予測モデル（段落23参照）にあてはめて、皮膚感作性物質と非感作性物質とを識...
	7. この付録に記載された試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、補遺2収載の習熟度評価用の10物質を用いて技術的習熟度を立証する。
	8. 本試験法は、EURL ECVAM主導で行われたバリデーション試験に用いたプロトコルであるDPRAに関するEURL ECVAM動物実験代替法データベースサービス（DB-ALM）プロトコルNo.154 (7) に基づいている。実施施設において本試験法を導入し使用する場合、本プロトコルを用いることが推奨される。DPRAの主要な構成要素および手順について以下に記す。異なるHPLC設定を用いる場合、その設定がDB-ALMプロトコル記載の検証済みの設定と同等であることを（例えば、補遺2の習熟度評価用の物...
	9. システイン（Ac-RFAACAA-COOH）およびリジン（Ac-RFAAKAA-COOH）含有合成ペプチドの原液（純度85％超、望ましくは90％超）を、被験物質とのインキュベーションの直前に新たに調製する。システイン含有ペプチドの最終濃度は、pH 7.5のリン酸緩衝液を用いて0.667 mMとし、一方、リジン含有ペプチドの最終濃度は、pH 10.2の酢酸アンモニウム緩衝液を用いて0.667 mMとする。HPLCの分析シーケンスは、HPLC解析時間が30時間未満となるよう設定する。バリデーショ...
	10. DPRA DB-ALMプロトコル記載の可溶化手順に従い、DPRAの実施前に、適切な溶媒における被験物質の溶解性を評価する (7)。適切な溶媒で、被験物質を完全に溶解させる。DPRAでは、過剰量の被験物質を、システインあるいはリジン含有ペプチドのいずれかとインキュベートすることから、清澄な溶液であることが目視で確認されれば、被験物質（および多成分物質または混合物の試験の場合、その構成成分のすべて）が溶解しているとみなされる。適切な溶媒には、アセトニトリル、水、水とアセトニトリルの1:1混合液...
	11. 被験物質が既知の分子量を有する単一成分物質である場合、または既知の組成の混合物もしくは多成分物質である場合、この分子量法を適用すべきである。既知の組成の混合物および多成分物質の場合、単一の集成純度値は、その成分（水を除く）の割合を合計することにより求め、単一の集成分子量は、混合物の各構成成分（水を除く）の個々の分子量およびその個々の割合を考慮して求める。次に、得られた純度および集成分子量を用いて、100 mM溶液の調製に必要な被験物質の重量を算出する。主要な分子量を測定できないポリマーの場...
	12. 組成が不明な混合物および多成分物質（すなわち、組成が不明または不定のUVCB物質、複雑な反応生成物または生体物質）については、適切な溶媒中の全成分（溶媒を除く）の重量に基づき、重量法を用いて濃度20 mg/mLの被験溶液を調製してもよい。この値は、デフォルトの分子量200 g/molに基づく。調査対象の混合物に、典型的な高い分子量の化学物質クラスを含むことが知られている場合、このデフォルトの分子量と被験溶液濃度を適宜調整する必要がある（例：農薬製剤のアプローチ(13)を参照）。また、この重...
	13. 陽性対照（positive control：PC）として、シンナムアルデヒド（CAS番号： 104-55-2、食品グレード純度95％以上）を用い、アセトニトリルを用いて濃度100 mMにする。これ以外に、既存データが入手可能で同程度の実行許容基準が得られれば、中程度の減少率の値を示す適切な陽性対照を用いることができる。さらに、基準対照（すなわち、適切な溶媒に溶解した試験用ペプチドのみを含有するサンプル）もHPLCの分析シーケンスに含め、これらの基準対照を用いて、解析前のHPLCシステムの適...
	14. システインおよびリジン含有ペプチド溶液は、それぞれ被験物質と1:10および1:50の比率で混合し、ガラス製オートサンプラーバイアル中でインキュベートする。被験物質の水溶性が低く、被験物質溶液を試験用ペプチド溶液に添加した直後に沈殿物が認められた場合、どの程度の量の被験物質が試験用ペプチドとの反応のため溶液中に残されているのか明確でない。したがって、このような場合、陽性結果は受け入れられるが、陰性結果は確からしさが不明であり相当の注意を払って解釈すべきである（濃度100 mMでも不溶の被験物...
	15. システインおよびリジン含有ペプチドの双方について、標準検量線を作成する。ペプチドの標準物質は、20％または25％のアセトニトリル：緩衝液を用いて調整し、システイン含有ペプチドにはリン酸緩衝液（pH 7.5）、リジン含有ペプチドには酢酸アンモニウム緩衝液（pH 10.2）を用いる。試験用ペプチドの原液（0.667 mM）を連続希釈した標準液を用いて、0.534～0.0167 mMの範囲を対象とする6濃度の検量線用溶液を調製する。標準検量線には、無処置の希釈緩衝液も含める。適切な検量線とは、決...
	16. HPLCシステムの適合性を、分析の実施前に検証する。ペプチドの減少を、UV検出器（220 nmの測定波長を有するフォトダイオードアレイ検出器または固定波長吸収検出器）と接続したHPLCによりモニターする。適切なカラムをHPLCシステムに設置する。バリデーション済みのプロトコルには、好ましいカラムとしてZorbax SB-C-18 （2.1 mm × 100 mm × 3.5ミクロン）が記載されている。この逆相HPLCカラムを使い、分析を開始する前に2時間以上、システム全体を30 Cにおいて...
	17. システイン含有ペプチドの酸化を促進する被験物質が存在する可能性がある。二量体化したシステイン含有ペプチドのピークを、目視によりモニターできる場合がある。二量体化が生じたと考えられる場合、これによりペプチド減少率が過大評価され、偽陽性の判定や、より高い反応性クラスに割り当てられる可能性があることに留意する（段落23および段落24参照）。
	18. HPLCの分析時間は、被験物質を試験用ペプチド溶液と混合後、22～26時間経過してから最初のサンプルの注入開始ができるよう設定する。HPLCの分析シーケンスは、HPLC解析時間が30時間未満となるよう設定する。バリデーション試験に用いられ、本試験法に記載されているHPLCの設定では、1回のHPLC測定で最大26試料の分析が可能である（段落9も参照）。HPLCによる分析シーケンスの一例を補遺3に示す。
	19. システインまたはリジン含有ペプチドの濃度については、各試料を220 nmで測光し、適切なピークのピーク面積（曲線下面積［area under the curve：AUC］）の測定、および標準物質から得られる線形検量線を用いたペプチドの濃度より算出する。
	20. ペプチド減少率は、下記の式に従って、各試料のピーク面積を測定し、そのピーク面積を関連する基準対照C （補遺3参照）のピーク面積の平均値で割ることにより求める。

	21. 1回の測定は、次の基準を満たすことにより、妥当であるとみなされる：
	22. 被験物質の結果については、次の基準を満たすことにより、妥当であるとみなされる：
	23. 被験物質ごとにシステインの減少率およびリジンの減少率の平均値を算出する。平均値を算出して減少率が負であれば「0」とみなす。表1に示したシステイン1:10／リジン1:50の予測モデルにおいて、ペプチド減少率の平均値6.38％を閾値に用いて、IATAまたはDAの枠組み内で皮膚感作性物質と非感作性物質を識別する。本予測モデルを適用して、被験物質を反応性の強度（すなわち、低、中等度および高反応性）のいずれかに割り当てると、IATAまたはDAの枠組みの範囲内で、強度の評価に有用な情報が得られることが...
	24. 被験物質（当該物質、多成分物質または混合物の1つもしくは複数の構成成分）によっては、220 nmにおいて顕著な吸収を示し、ペプチドと保持時間が同じになる場合（共溶出）が考えられる。被験物質とペプチドの溶出時間が分離されるようにHPLCの設定をわずかに調整することにより、共溶出は解消できる。別のHPLC設定を用いて共溶出の解消に取り組む場合、その設定が検証済みの設定と同等であることを（例えば、補遺2の習熟度評価用の物質の試験により）示す必要がある。共溶出が生じると、ペプチドのピーク面積を正確...
	25. このほか、被験物質と試験用ペプチドの一方との保持時間が、完全ではないが重複している場合がある。このような場合、ペプチド減少率を予測してシステイン1:10／リジン1:50の予測モデルに用いることはできるが、反応性の強度に対する被験物質の分類を正確に行うことはできない。
	26. システインおよびリジン含有ペプチドの双方についてHPLC分析を行い、その結果に疑問の余地がない場合、被験物質の分析は1回で十分である。ただし、陽性結果と陰性結果との識別に用いられる閾値に近い結果（システイン1:10／リジン1:50の予測モデルにおけるペプチド減少率の平均値が3～10％の範囲に含まれる場合、または、システイン1:10の予測モデルにおけるシステインの減少率が9～17％の範囲に含まれる場合）である場合、追加の試験が推奨される。ここに挙げる範囲における陰性結果の場合は特に（システイ...

	27. 試験報告書には、以下の情報を含めること。
	1. ADRAでは、リジンかシステインのいずれかを含有するモデル合成アミノ酸誘導体に対する被験物質の反応性を定量することにより、皮膚感作性のAOPである分子レベルのイニシャルイベント、すなわち、タンパク質の反応性を評価する (1) (2) (3)。NACとして知られるシステイン誘導体N-(2-(1-ナフチル)アセチル)-L-システイン（CAS番号：32668-00-1）およびNALとして知られるリジン誘導体α-N-(2-(1-ナフチル)アセチル)-L-リジン（CAS番号：397841-92-8）の...
	2. ADRAプロトコルの再現性および移行性については、日本動物実験代替法評価センター（Japanese Center for the Validation of Alternative Methods：JaCVAM）が主導したバリデーション試験を用いて確認されている (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10)。ADRAには紫外線（UV）検出と蛍光（FL）検出の2種類がある (11) (12)。UV検出と蛍光検出の両方を用いてADRAの施設内再現性（WLR）および施設間再現性（BLR...
	3. 共溶出は、被験物質（当該物質、多成分物質または混合物の1つもしくは複数の構成成分）が、OD 281 nm（UV検出器）またはEx/Em 284/333 nm （FL検出器）で顕著に検出され、NACまたはNALと同じ保持時間を有する場合に生じる (15)。求核試薬NACおよびNALを用いて、UV吸収化合物が共溶出すると、従来の紫外線（UV）検出器を使用した場合には、不確定な結果となることがある (11) (12)。この問題は、蛍光（FL）検出器を用いた代替測定または並列測定によって防止すること...
	4. 本試験ガイドラインでは、「被験物質」という用語は、試験対象であることをいう場合に用いる2F 。金属化合物の場合、共有結合以外の機序によりタンパク質と反応することが知られているため、本試験法は適用外となる。この試験ガイドラインの付録に記載されている試験法は、代謝系を包含しないin chemico試験法である。皮膚感作性を生じるのに酵素による生体内活性化を要する化学物質（すなわち、プロハプテン）は、本試験法では検出できない。非生物変換によって感作性物質となる化学物質（すなわち、プレハプテン）の報...
	5. ADRAの試験方法により、難溶性物質の試験が可能となる (16)。試験を実施するためには、被験物質は、最終濃度4 mMにおいて適切な溶媒に可溶でなければならない（段落14参照）。本濃度において不溶の被験物質は、さらに低濃度で試験が可能である。このような場合、陽性結果を用いて被験物質が皮膚感作性物質であると判断することができるが、陰性結果からは、反応性を欠くとの確定判断をすべきではない。
	6. ADRAで用いる求核試薬の定量は281 nmにて実施される (1) (2)。求核試薬とUV吸収性被験物質が共溶出する場合、不確定な予測となる可能性がある。しかし、このスペクトル領域の紫外線を吸収する物質は、概ね共役二重結合を有する物質に限られ、UV吸収成分の共溶出によって不確定な結果となる可能性は大幅に低い (15)。さらに、NACおよびNALは蛍光性であるため、FL検出器を用いて検出することができる (11) (12)。被験物質が当該励起／発光波長で蛍光を示すことはまれであるため、FL検出...
	7. ADRAを用いて被験物質の感作性を評価する場合、原液の調製には2つの選択肢がある（図1および段落15～16参照）： a) 被験物質が、分子量が既知である単一成分物質であるか、既知組成の混合物または多成分物質の被験物質では、濃度4 mMに調製した原液を用いてADRAを実施する (8)。b) 被験物質が、分子量不明の単一成分物質であるか、混合物で分子量が不明である場合（組成が不明または不定の混合物、複雑な反応生成物または生体物質［UVCB］）、0.5 mg/mLに調製した原液に基づく重量法を用い...
	8. ADRAは皮膚感作性物質と非感作性物質とを識別することが可能である。ADRAの結果を他の情報源と組み合わせて検討する場合に感作性の強度の評価に寄与できるか否かを判断するには、望ましくはヒトのデータを基にさらに検討する必要がある (13) (14)。
	9. ADRAは、被験物質の存在下で25 ± 1ºC、24 ± 1時間インキュベーションしたあと、NACおよびNALの残存濃度を定量するin chemico試験法である。いずれの誘導体にも、UV検出およびFL検出を高めるためにN末端にナフタレン環を導入している。NACおよびNALの相対濃度は、UV検出（光学密度、281 nm）と、任意でFL検出（励起／発光［Ex/Em］、284/333 nm）を併用し、勾配溶出法（段落19参照）を用いたHPLCにより測定する。最終的に皮膚感作性物質と非感作性物質を...
	10. 本試験法に記載された試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、付録II、補遺2に収載された習熟度評価用の10物質を用いて技術的習熟度を立証する。
	11. 本試験法は、JaCVAMが主導したADRAのバリデーション試験に用いられたプロトコル (17) を基にしており、試験施設にADRAを導入する際に本試験法を使用することが推奨される。ADRAの主要な構成要素および手順について以下に記す。異なるHPLC設定を用いる前に、その設定がプロトコル記載の検証済みの設定と同等であることを、望ましくは、付録II、補遺2の習熟度評価用の物質の試験により示すこと。
	12. 求核試薬は、富士フイルム和光純薬株式会社のカタログ番号296-80901で、皮膚感作性試験用の「ADRAキット」として入手可能である。富士フイルム株式会社による皮膚感作性検出用試薬としてのNAC/NALの使用の特許は、日本国内にとどまる。このため、他国では、許可を得ることなくNAC/NALを使用することができる。他の製造業者のNAC/NALを用いる場合は、以下に記す3つの品質基準を満たさなければならない。これらの品質基準を満たすよう製造されたことが明らかであるNACおよびNALを購入するこ...
	13. 使用に先立ち、NACおよびNALの溶解性をバッチごとに検証すること。0.333 μM EDTAを含有し、pH 8.0の100 mMリン酸緩衝液を溶媒とする濃度2 mMのNAC原液、およびpH 10.2の100 mMリン酸緩衝液を溶媒とする濃度2 mMのNAL原液を調製する。次に、この2つの原液を緩衝液で希釈して、6.667 μM原液を調製する。NAC原液、NAL原液はいずれも調製後できるだけ速やかに使用すること (3)。これらの原液を保存する場合は、-75 C以下にて使用前の最大12ヵ月間...
	14. JaCVAMによるADRAのプロトコルに記載されている可溶化手順に従い、DPRAの実施前に、適切な溶媒における被験物質の溶解性を評価する (17)。適切な溶媒では、被験物質は完全に溶解するはずである。ADRAのプロトコルでは、過剰量の被験物質存在下にNACやNALをインキュベートするよう規定されていることから、被験物質（および試験対象が多成分物質または混合物である場合は、その全成分）が溶解していることは、目視により被験物質溶液が透明であることを確認すれば十分である (17)。溶媒には、蒸留...
	15. 被験物質が既知の分子量を有する単一成分物質であるか、あるいは既知の組成の混合物または多成分物質である場合には、この分子量法を適用すべきである（図1を参照）。既知の組成の混合物および多成分物質の場合、単一の集成純度値は、その成分（水を除く）の割合を合計することにより求め、単一の集成分子量は、混合物の各構成成分（水を除く）の個々の分子量およびその個々の割合を考慮して求める。次に、得られた純度および集成分子量を用いて、4 mM溶液の調製に必要な被験物質の重量を算出する。
	16. 分子量が不明の単一成分物質の試験では、被験物質原液の濃度は4 mMではなく、0.5 mg/mLにて行うこと (7)（図1および段落7参照）。ポリマーも、濃度0.5 mg/mLで試験してよい。組成が不明な混合物および多成分物質（すなわち、組成が不明または不定のUVCB物質、複雑な反応生成物または生体物質）の場合、重量分析法を用いて被験溶液を調製してよい。次に、適切な溶媒中の全成分（溶媒を除く）の重量に基づき、被験物質を0.5 mg/mLで原液に溶解する（段落14および図1参照）。この被験物質...
	17. 陽性対照（positive control：PC）として、フェニルアセトアルデヒド（AS番号：122-78-1、純度90％以上）またはスクアリン酸ジエチルエステル（CAS番号：5231-87-8、純度95%超）を、アセトニトリル中で濃度4 mMで使用する (10)。フェニルアセトアルデヒドは酸化および重合を起こしやすいことから、適切な保存または新鮮な試料を用いることにより、試料の完全性を保証する必要がある。スクアリン酸ジエチルエステルは加水分解されやすいため、高温や多湿を避けて保管すること...
	18. 96ウェルマイクロプレートを用いて、NACおよびNALの原液を被験物質原液といずれも3：1の割合でインキュベートする。4 mM被験物質原液の場合、上記により最終濃度が1 mM被験物質および5 μM NAC/NALとなる (17)。0.5 mg/mL被験物質原液の場合、被験物質の最終濃度は0.125 mg/mLとなる。NAC溶液およびNAL溶液に被験物質を加えた直後に沈殿が認められれば、難溶性であることが示唆され、溶液中に含まれる被験物質の量を正確に知る方法がないことを意味する。このため、陽...
	19. NAC/NALの減少を、UV検出器と接続したHPLCによりモニターする。被験物質にUV吸収成分があり、NAC/NALと共溶出する場合は、蛍光検出器を使用する (11) (12)。NAC/NAL検出には2つのオプションがある：UV検出を用いて連続測定を開始し、共溶出により不確定な結果が得られた場合にのみ、蛍光検出を行う。もしくは、並行してHPLCにUV検出器とFL検出器を接続し、同時測定を行う。UV吸収成分の共溶出が認められない場合は、UVデータのみを使用する。共溶出のために不確定な結果とな...
	20. NACおよびNALの双方について、標準検量線を作成する。NACおよびNALの標準液はどちらもトリフルオロ酢酸を0.5％含む20％アセトニトリル－緩衝液を用いて調製する。NACに対してはpH 8.0のリン酸緩衝液、NALに対してはpH 10.2のリン酸緩衝液を用いる。NAC原液およびNAL原液（6.667 μM）を用いて、濃度5.0～0.156 μMの6種類の検量線用溶液を調製する。標準検量線には、ブランクの希釈緩衝液も含める。適切な検量線とは、決定係数（R2）が0.990超の場合とする。
	21. HPLCシステムの適合性を、分析の実施前に検証する。NACおよびNALの減少はいずれも、UV検出器（フォトダイオードアレイ検出器または281 nmの測定波長を有する固定波長吸収検出器）およびFL検出器（Ex 284 nm、Em 333 nm）と接続したHPLCによりモニターする（段落19参照）。適切なカラムをHPLCシステムに設置する。バリデーション済みのプロトコルに記載されている推奨HPLC設定は、以下の仕様のカラムを用いる。ベース粒子：コアシェル型シリカゲル、粒子径：2.5～2.7 μ...
	22. NACの酸化を促進する可能性のある被験物質もある。ADRA-UVの場合、二量体化したNACのピークを、目視によりモニターできる場合がある。ただし、NAC二量体は蛍光を発しないため、蛍光検出モードでは検出されない。見かけ上のあらゆる二量体化について、NACの減少率が過大評価され、偽陽性の判定となる可能性があることから、注意すること（段落4、14および付録II、補遺1参照）。
	23. NACおよびNALの試料中の濃度を、各試料を281 nm（UV検出器）を用いて、蛍光検出を要する場合はEx/Em 284/333 nm（FL検出器）を用いて求める（段落21参照）。具体的には、適切なピークのピーク面積（曲線下面積［area under the curve：AUC］）を求め、標準物質から得られる線形検量線を用いてNACおよびNALの濃度を算出する。
	24. 各試料のNACおよびNALの減少率はいずれも、下記の式に従って、ピーク面積を測定し、そのピーク面積をしかるべき基準対照C（付録II、補遺3参照）のピーク面積の平均値で割ることにより求める。

	25. 1回の測定は、次の基準を満たすことにより、妥当であるとみなされる：
	26. 被験物質の結果については、次の基準を満たすことにより、妥当であるとみなされる：
	27. 被験物質ごとにNACおよびNALの減少率の平均値を算出する。平均値を算出して減少率が負であれば「0」とみなす。表1に示したNAC/NALの予測モデルにおいて、減少率の平均値4.9％を閾値に用いて、IATAまたはDAの枠組み内で皮膚感作性物質と非感作性物質を識別する。感作性物質および非感作性物質を最も適切に予測できるように、2クラス分類モデルを用いてNACおよびNALの平均減少率に対するカットオフ値4.9%を設定した。
	28. UV検出器またはFL検出器のいずれかを用いて共溶出を認めた場合は、共溶出を認めなかった方の検出器で測定した減少値を用いる（図1参照）。両方の検出器で共溶出を認めた場合、被験物質とNACまたはNALの溶出時間が分離するようにHPLCの設定をわずかに調整することにより、共溶出を解消できる。別のHPLC設定を用いて共溶出の解消に取り組む場合、その設定が検証済みの設定と同等であることを、望ましくは、付録II、補遺2の習熟度評価用の物質の試験により示す必要がある。共溶出が生じると、NACまたはNAL...
	表2：NACのみの予測モデル1
	29. 結果に疑問の余地がない場合、被験物質に対してNACおよびNALの双方についてHPLC分析を1回行えば十分である。ただし、陽性結果と陰性結果との識別に用いられる閾値に近い結果（すなわち、NAC/NALの予測モデルで3％から10％までであるか、または、NACのみの予測モデルでNACの減少率が4％から11％まで）である場合、追加の分析が推奨される。ここに挙げる範囲における陰性結果の場合は特に（NAC/NALの予測モデルで3％から4.9％であるか、NACのみの予測モデルで4％から5.6％）、2回目...

	30. 試験報告書には以下の情報を含める：
	1. 校正標準および基準対照A（N＝3）の分析を開始する。
	2. 共溶出対照については、標準溶液および基準対照Aの後に分析するのであれば、代わる代わる分析する必要はない。
	3. 基準対照Bの分析は、試料、基準対照Cおよび陽性対照の分析前後に3回（計6回）行うこと。
	4. 基準対照C、陽性対照および被験物質溶液の分析を行う。（各試料の1セット目の反復分析後、2セット目の反復分析をそれぞれ行う）。
	1. kDPRAは、システインを含有する合成モデルペプチドに対する被験物質の反応性を時間依存的および濃度依存的に定量することにより、皮膚感作性のAOPである分子レベルのイニシャルイベント、すなわち、タンパク質の反応性を評価する (1) (2)。反応速度定数を算出し、被験物質の最大反応速度定数の対数（log kmax値、単位s-1M-1）を用いて、UN GHSサブカテゴリー1Aの皮膚感作性物質（サブカテゴリー1A）を、サブカテゴリー1Aに分類されないもの（非サブカテゴリー1A）、すなわち、UN GH...
	2. kDPRAは、実践的なトレーニングなしに、技術移管が可能であることが立証されている (4)。バリデーション試験で検討した24種類の被験物質について、UN GHSサブカテゴリー1Aを割り当てるkDPRAの全体的な施設内再現性は96%、平均施設間再現性は88%であった (4)。kDPRA適用可能とされる180の被験物質を対象とするバリデーション試験 (4) やその他の既報の研究結果は (3)、kDPRAが、UN GHSサブカテゴリー1A皮膚感作性物質を、UN GHSに基づいてサブカテゴリー1Aで...
	3. 本試験ガイドラインにおける「被験物質」という用語は、試験の対象となる物質のことであり、物質および／または混合物の試験に対するkDPRAの適用可能性とは無関係である。金属化合物の場合、共有結合以外の機序によりタンパク質と反応することが知られているため、本試験法は適用外となる。さらに、kDPRAはシステインペプチドとの反応性のみを測定するため、一部のアシルハロゲン化物、フェノールエステルまたはアルデヒドなど、リジン特異的反応性を有する強い感作性物質は、kDPRAの適用領域外である。しかし、リジン...
	4. 試験を実施するためには、被験物質は、最終濃度20 mMで適切な溶媒に可溶でなければならない（段落12～13参照）。この濃度で不溶の被験物質は、kmax値（kDPRAで被験物質の反応速度から算出する最大速度定数［単位s-1M-1］［段落24参照］）が得られる限り、これより低濃度での試験も可能である。このような場合、陽性結果（すなわち、log kmax ≥ -2.0）でUN GHSサブカテゴリー1Aの皮膚感作性を予測することができるが、陰性の結果（すなわち、反応性なし、またはlog kmax <...
	5. kDPRAは蛍光リードアウトを用いるが、被験物質の自家蛍光、蛍光クエンチングや、試薬（モノブロモビマン）との相互作用の可能性に注意する必要がある。特に、段落16に記載されているように、それぞれの被験物質対照を組み入れることと、求めたペプチド減少率のインキュベーション時間依存性を評価することが重要である。さらに、1級SH基を持つ被験物質（チオール）は、チオール基がモノブロモビマンと相互作用し（段落8参照）、蛍光を増強する場合があるため、kDPRAによって試験することができない。最後に、本試験条...
	6. kDPRAは、既知組成の多成分物質および混合物の試験に、技術的に適用可能であるとみなされる。ただし、バリデーション試験ではこのような物質は検討されていない。このような場合、その成分（水を除く）の割合を合計することにより単一純度を算出し、見かけ上の単一分子量を、混合物の各構成成分（水を除く）の分子量とその割合を考慮して算出する。次に、得られた純度および見かけ上の分子量を用いて、20 mM溶液の調製に必要な被験物質の重量を算出する。既知組成の混合物および多成分物質で得た結果が、非線形挙動となる可...
	7. kDPRAは、UN GHS (3) に基づいて、UN GHSサブカテゴリー1Aの皮膚感作性物質とサブカテゴリー1Aに分類されない物質（非サブカテゴリー1A）との識別に用いることができる。キーイベントに基づく他の試験法と同じく、DPRAやADRAなどの他の試験法と併用する際には、皮膚感作性の一層包括的な解析に向けたIATAやDAなどの統合的アプローチの範囲内で、KDPRAの性能をさらに評価する必要がある (3) (10)。
	8. kDPRAは、in chemico試験法DPRA（本試験ガイドラインの付録Iに記載）の修正法である。kDPRAは、DPRAでも用いるシステインペプチド（Ac-RFAACAA-COOH）を使用するが、リジン含有ペプチドは使用しない。試験ペプチドの最終濃度（0.5 mM）および反応溶液（リン酸緩衝液中25%アセトニトリル）は、kDPRAとDPRAで同じである。DPRAは、被験物質を1種類の濃度（システインペプチドについては5 mM）で、1時点（24時間以上）に測定するのに対して、kDPRAは、5...
	9. 本試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、この付録の補遺2に収載された習熟度評価用の9物質を用いて技術的習熟度を立証すること。
	10. 本試験法は、企業主導で行われたバリデーション試験に用いるプロトコルである、kDPRA DB-ALMプロトコル番号217 (11) に基づいている。実施施設において本試験法を導入し使用する場合、本プロトコルを用いることが推奨される。kDPRAの主要な構成要素および手順について以下に記す。
	11. 純度95%以上のシステイン含有合成ペプチド（Ac-RFAACAA-COOH）の原液を、被験物質とのインキュベーションの直前に新たに調製する。システイン含有ペプチドの最終濃度は、アセトニトリルに溶解する被験物質の場合はpH 7.5のリン酸緩衝液を用いて0.667 mMとし、pH 7.5のリン酸緩衝液に溶解する被験物質の場合は1.0 mMとする。
	12. 試験実施前に、適切な溶媒に対する被験物質の溶解性を評価する。被験物質を完全に溶解できる、非反応性の水混和性溶媒を用いる。目視により溶解性を確認する。このとき、清澄な溶液であれば、被験物質が溶解していると考えてよい。溶媒はアセトニトリルが望ましい。アセトニトリルに溶解しない場合は、pH 7.5のリン酸緩衝液での溶解性を評価する。それ以外の溶媒については試験を行っていないが、試験に干渉しないことが示された場合は使用してもよい。具体的には、すべての対照を同じ溶媒を用いて調製し、陽性対照および習熟...
	13. 被験物質はガラスバイアル中で予め重量を測定し、試験の直前に、段落12に記載した通りの適切な溶媒に溶解して20 mM溶液を調製する。被験物質の希釈液を、20、10、5、2.5および1.25 mMの濃度となるよう段階希釈により調製する。
	14. 陽性対照（positive control：PC）として、シンナムアルデヒド（CAS番号： 104-55-2、食品グレード純度95%以上）を用いる。これを、試験直前に、アセトニトリルに20 mMの濃度で溶解する。次に、PC濃度20、10、5、2.5および1.25 mMとなるように段階希釈液を調製する。この試験では他の陽性対照の使用は推奨されない。その理由は、この試験では正確な反応速度を測定するほか、この陽性対照の一貫した使用によって、施設内既存対照としてのバリデーション試験データを用いて施...
	15. 陰性対照である溶媒対照（VC）は、緩衝液や溶媒に溶解したペプチドを含むが、被験物質もPCも含まない。被験物質またはPCとインキュベートした試料のペプチド減少率を、それぞれのVCと比較して算出する。
	16. この試験には、溶媒および緩衝液中に各種濃度の被験物質を含むがペプチドを含まない被験物質対照も組み込む。この一連の対照を、蛍光測定（自動蛍光およびクエンチング）に関する被験物質の妨害を特定するために使用する。これにより、モノブロモビマンによる影響を評価するほか、バックグラウンド測定とすることができる。
	17. ブランク対照（BC）をバックグラウンド測定値として使用する。これは、溶媒および緩衝液を含むが、被験物質、PC、ペプチドなしで調製する。
	18. 被験物質およびPCの段階希釈液を、アプリケーションプレートと呼ぶ96ウェルマイクロタイタープレートで調製する。さらに、kDPRAプロトコルで推奨されているように、事前に定めたプレートレイアウトに従ってしかるべき試薬（ペプチド原液、溶媒、緩衝液）を加えることによって、曝露時間ごとに96ウェル黒色アッセイプレート（アッセイプレートと呼ぶ）1枚を調製する (11)。被験物質濃度あたり3回ずつ繰り返し分析する。アプリケーションプレートから被験物質希釈液およびPC希釈液をアッセイプレートに添加して反...
	19. 所望のインキュベーション（曝露）時間に達したら、新たに調製したmBrB溶液（アセトニトリル中3 mM）を、遮光下でアッセイプレート（曝露時間あたり1枚）のウェルに速やかに添加する。プレートを気密粘着ホイルで密封し、200 rpm以上で5分間振とうする。390 nmの励起フィルターおよび480 nmの発光フィルターを用いて蛍光強度を測定する。
	20. DB-ALMプロトコルにはExcelの自動評価スプレッドシートが用意されており、データ評価に使用する。詳細な説明がDB-ALMプロトコル番号217 (11) に記載されている。
	21. 各インキュベーション（曝露）時間「t」ごとに、以下のパラメータを算出する：
	22. 各被験物質濃度ごとに、曝露時間別の相対的ペプチド減少率（%）を求めるために、以下の計算を実施する：
	23. 被験物質の各濃度について、3回反復測定値の算術平均および標準偏差を求める（曝露時間ごと）。スチューデントのt検定を実施して、この3回反復測定したペプチド濃度が12のVCウェル中の濃度より統計的に有意に低いかどうかを検討する。
	24. kDPRAにおいて、(i) 任意の時間における最高被験物質濃度（最終被験物質濃度5 mM）でペプチド減少率13.89%以上を認め、(ii) VCとの間に統計的有意差を認める場合に、反応速度定数を以下の説明の通りに算出する。この「陽性基準」は、本試験ガイドラインの付録Iに記載されているDPRAのシステインのみの予測モデルにおけるペプチド反応性の「陽性」基準に基づいている。陽性基準を満たさない場合、被験物質は、段落28に示す予測モデルに従って反応性なしとされる。
	25. 相関係数が0.90超の場合、各曝露時間「t」について、常用対数値（log kt）を算出し、最大値をlog kmaxとして求める。
	26. 1回の測定は、次の基準を満たすことにより、妥当であるとみなされる。これらの基準の1つまたは複数を満たさない場合、測定を繰り返す。
	a. PC：90分でのPCのlog k （log k90 min）が、次の範囲内でなければならない： -1.75～ -1.40 M-1s-1。反応性が統計的に有意でない場合などにlog k90 minが得られない場合、150分での値（log k150 min）を考慮に入れるとよく、これが -1.90～ -1.45 M-1s-1の範囲内になければならない。
	b. VC:1枚のプレートの12のVC値の変動係数が、6つの曝露時間のうち少なくとも5つの曝露時間で12.5%未満でなければならない。

	27. 被験物質について得たデータをさらに評価し、結果に影響を及ぼす可能性のある条件を確認する：
	28. kDPRAは、UN GHSサブカテゴリー1Aの皮膚感作性物質を、UN GHSに基づいて、サブカテゴリー1Aでないもの（非サブカテゴリー1A）から識別するのに、システインペプチド減少の反応速度を使用する (3)。この試験法で、サブカテゴリー1Aに区分されない結果が得られた場合、この付録の段落3および補遺1に記載されている限界に照らして解釈する必要がある。
	29. kDPRAのlog kmax の結果が閾値 -2.0に近く、境界域（すなわち、 -1.93～ -2.06 (12)）にある場合、決定的な予測はできない。この場合、確定的な予測を行う前に、再試験ないし追加のデータ／情報が必要である。
	30. この反応速度定数を、リスク評価時に連続尺度で被験物質の皮膚感作性の強度を評価するために、ATAやDAなどの統合的アプローチにさらに利用できると考えられる (3) (10)。
	31. 試験報告書には、以下の情報を含めること。

