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AOP DX —A Ry NEVNIB L OXFRENIE SV in chemico FZ)JERAEMRER

L ®HIC
X—ARY N (BRI EAOHEHES) ITEDWEHBRHS FS1 Y

1. REBREMYELIE. BREES MEEROPESLUXRTFICETHHEHAAM A TLL (UN
GHS) () ITKYEESNTLWDEY., KELOREEMEICTLILF—RIGE5IERIIYE
DZEEWVS, EERMEEORRAELEDIFEREYMENAANY FMZELTIE, EBKERN—HL
TWd, EEREHICHESEENBSLVEYENRFICET 2RFTOMEE. ETGRBK
(AOP) (2) ELTEMHINTHY., DFLARLDAZOXILARY IS FDHBARNY %
BLTHEEA. $hbb, PULX—MERMERERICELSETHEENRLTLS, 2D AOP T
&, BRIEEMELGE, TS/ BERE (Thbb, DATAVFERRFI DY) ERET HILEY
BIZEANMKLONTWS, ZOBE. DFLALDSA v LAYk (ThDE, RYDEE
AR E) ElE. RERICHEET DI VNV EORBRPLDEREFYELOREHEENDZ LT
HbD., O AOPIZEITD 2 DEBDF—A AV MIALCMBRICEI Y., RESRGSOHENTR
DT INEERBICEPEGFRBEOEENLGHD, COLSLEIDIC, MERILELE REFWE
IS EEH| (antioxidant/electrophile response element : ARE) {KFMEREBMNH S, 3 DEDF—
AR MIBHRMREOFERETHY . ERIIBENGHRZEY—H—. TEHA, Y4 +D
ADEBRIZKYEFEEIND, 4 DEDF—ARY NI THIROEETH S,

2. BEREMHOFTMCIE. &8. ERBYHAERAIATE -, L<HMSNTLVS Magnusson &
Kligman DEILEY FZERWSTF A4 E—2 3 ik (Guinea Pig Maximisation Test : GPMT)
HEUVE21—5—% (Buehler Test : OECD TG 406) (11) . KEREMEDFER L ERED
MA %M 5. LLNA (OECD TG 429) (12). b UICZDHEETHSMERM TR ZT ALVG
LVLLNA : DA (OECD TG 442A) (13), LLNA : BrdU-ELISA & & U BrdU-FCM (OECD TG 442B)
(14) D IZFZELGEDTVRRERE. TRTHEBHOAZTFMTLH53DTHY . BMEUABS LI UVEE
BUEMOFEREZZFHNICAETS2EVIRATELEY FRBRIVBATWSZ EMD, Thb
DHBRELZTANLGN TS,
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3. EEYEICETIRERMEEOEEMZTMT 526, RERIEMED AOP ORFD 3 DDF—
AR L EXNRELERE#EIZE D in chemico 8 &V in vitro BEEMNRIR S W=, SED
HERAA FSAUTR, 20NV BELEOEBEHEEDOFMEITTHON. RIDF—A X FAKRT
HbH., Ff-. OECDTG442D TlF. 2 DBDF—A AN FTHHALHIRDF L DFFHEA T
N (15). OECD TG 442E Tl¥. HEERIEMED AOPD 3 DEDF—A RN FTHLHIEHMRMEDE
L (16) AR EEH>TLVD, HERIZ. 4 DEBEDF—A R MITHEOEETHY. Zhik.
YO RABFY) v/ EiiRER (Local Lymph Node Assay : LLNA) (12) IZH W TRIEMIZEEE S S,

F—A R MEIKHBRDIA FSA VOBRBRFZOERLBE
4. KRHERAA FZ4 > (Test Guideline : TG) Tld, REEMEMLED AOP DRMDF—A R |+,
Thbhb, FVNVEEORFHEEICOVWTREASINEFEEIRE LTz in chemico ER(2)IC
DWTEHT S, BIE. KRBHA FSA VICHEHINATOSREEL. UTORYTHS :
o RITFF#EAEMHER (Direct Peptide Reactivity Assay : DPRA) ({48 1)
o T I/EBFEMAESMRE (Amino acid Derivative Reactivity Assay : ADRA)  (f1£% II)
o RIGEEMRIRTF FEESHEAER (kinetic Direct Peptide Reactivity Assay : kKDPRA)  (f1§% IlI)

5. LEEHERAE. in chemico TR VIV BLEDOHEEHKEICEDICHRETHY . HEMITRY
THHEEZBNS, DPRA 2D TIE., M BEIMEERK B AT fit > 2 — (European Union
Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing : EURL ECVAM) TE&ED/\JT— 3
VEBR. BLUENIZH < EURL ECVAM DFZEEMEAS (Scientific Advisory Committee :
ESAC) I[C&kAMILF-EFTLEa— (FE=FHFM) ICKHFF@EZEZITTLS (3) 4) (5
ADRA 22T, BASYERR B AT Mt > 2 — (Japanese Center for the Validation of
Alternative Methods : JaCVAM) FE@D/\1) 77— 3 UHER (6) (7) (8) (9) L ZFDHEDIHII L 1=
E7LEa1—%Z14TWLV3S (10), kDPRAIZDWWTI, tEFTEBONYT—2 a3 VvilBREZFDHE
DHILI-EFLEL—%FZITTLS (17),

6. AUNVEOREHEEEBEMNTEERESLEDBBEIX. +4ICHEISATLS (18) (19) (20),
FNTH, FUNRVEORGHEITEBRENED AOPDF—A R rD 1 DERTITTEFLRIND
EDDS (2) (21). COBEMLEF—ARY M L THESAEBREICK Y B ONAERIE.
ILEMEOREREEOBEICOVWTHREZH T -ODOBEMOKAREL LTIE+REFWRL
Lo LD 2T, RERBRAA R VICREBSINERBEICLYEONET 2. BRE &
VEEEIZBET 2 #i &7 FO0—F (Integrated Approaches to Testing and Assessment : IATA)
DHEENTHW -GS, RKEREEDAOP THEHBRDF—A1 R FEXHR E LTz invitro FHER.
75 W insilico BT IVES S UELULEMEN 5 DFEH L EDEEBRMFEIZL >THELNE:
thOBERMERRE L BLITRREINDILDTHSH(21), #EEAR (Defined Approaches : DAs) .
bbb, AATHIERE—XEFAAVWSIFIEOMAICEL TEEESIALFEIZE T,
INLDAEERAVWTHELONEZT—2OFERAFANLARIATEY (21). REREHEHABRDOO
DHEEHXICET H OECD TG (497) ITBEVWTEEINTLNS(22), REBEMRBROEESR
IZEVWT. ChoDAENLFONT—R22FEATHILEZERLTVWASBE, RF—4%—3
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A OBEDBEROFOMDT—2BIRFIBIZDOWVTIL, REBHA KSM4 2 497 28BT 5 &
(22), R—F—5 4 DEEDOFERICET H5EMIE. HHF1R1E28BO &,

7. KABRAA PS4 o hDRAEBREIL. FIE. EABECERICELTCELLAERELAHDIELEDOD.
WFhoiREZb., [T—4HEZITAN] OBREZZFD2D, 4NV BEORGEIZET S
FENRBRERDEHICIECTRWS I ENTE S, BEAKX(DAS)ZEWT, AEIFEHEMIC
BN H BT TILA LY, OECD TG497 TlX., EDAHE/AEZDHEAEHLEERNLIRENMN
HEINTLS,

8. AREEHA FS4 D83 112588 L= DPRA B & UM% 11 IZEEE L 1= ADRA 1%, KRS RB/EM
ME (BEHD 1) LEBREMEMELZHANTI2I0THS, BHEOBRMEACE-TIE, LEAE
TH-BHRERE. FAETTIEEYWEZ UN GHS IZBIF5Hh T3 —1 IZHETE 384N
Hd, IEL. ChoDREBEETIE. 200 THhTFIV—2BAL-LEBEDT=H UN GHS (1)
TEESNTWDESICEEREEMEZY THTIU—IA BELV 1B (23)I2, ¥ THFTV
— T B L0, REMFTMEED=OICEEREEDBEEFTRAT DI LIETERL,

9. XNEBMIC, RHABRAA FS A4 DM NS L1z kDPRAIL, UNGHSHTJATIU—1AD
EEBREEYMEE. YITATITV—1AICHEINEVED FEYHTATITY—1A) . T4bhb
HITHATI)—1B FLERAEL (1) LRANTEHIEMNAETHHN. BRIEEYME (BEH 1)
CEBEUEME L ZRANTEHLIETERL, BHEDRHDOHMAIZEL > TIE. kKDPRA THf:
BHERZEMTRWT, E2EMEZ UNGHSIZCE TS TATIY—1AICHETESEEN
Hb,

10. EREWEICTRT . REREMEICDOLT, DPRA KU ADRA ERF H(IHR SN i= in vitro
AEREDFEICEY 5 MMEReEE) NERESA TS (24),

SEXH

{1) United Nations (UN) (2021), Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
(GHS). Fifth revised edition, UN New York and Geneva, 2021. Available at
[hitps-/funece.org/sites/default/files/2021-09/GHS_Rev9E_0.pdf]

(2) OECD (2012), The Adverse Outcome Pathway for Skin Sensitisation Initiated by Covalent Binding to
Proteins. Part 1: Scientific Evidence, Sernes on Testing and Assessment No. 168, Organisation for
Economic Cooperation and Development, Paris. Available
at-http//www_oecd org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/ ?cote=ENV/JM/MONQO(2012)10/
PART1&docLanguage=En

{(3) GF Gerberick, Vassallo JD, Bailey RE, Chaney JG, Morrall SW, Lepoittevin JP (2004), Development
of a peptide reactivity assay for screening contact allergens. Toxicol Sci. 81, 332-343.
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(4) GF Gerberick, Vassallo JD, Foertsch LM, Price BB, Chaney JG, Lepoittevin JP (2007), Quantification
of chemical peptide reactivity for screening contact allergens: a classification tree model approach.
Toxicol Sci. 97, 417-427.

(9) EC EURL-ECVAM (2013), Recommendation on the Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA) for the
skin sensitisation testing Available at: hitps://ihcp jrc.ec.europa.eu/our_labs/eurl-ecvam/eurl-ecvam-
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(6) M Fujita, Yamamoto Y, Tahara H, Kasahara T, Jimbo ¥, Hioki T (2014), Development of a prediction
method for skin sensitisation using novel cysteine and lysine derivatives. J Pharmacol Toxicol
Methods. 70, 94-105.

{(7) Y Yamamoto, Tahara H, Usami R, Kasahara T, Jimbo Y, Hioki T, Fujita M.(2015) A novel in chemico
method to detect skin sensitisers in highly diluted reaction conditions. J Appl Toxicol. 35, 1348-1360.

(8) M Fujita, Yamamoto Y, Watanabe S, Sugawara T, Wakabayashi K, Tahara K, Horie N, Fujimato K,
Kusakari K, Kurokawa Y, Kawakami T, Kaojima K, Kojima H, Ono A, Katsuoka Y, Tanabe H, Yokoyama
H and Kasahara T (2019), Cause of and Countermeasures for Oxidation of the Cysteine-Derived
Reagent Used in the Amino acid Derivative Reactivity Assay, J. Appl. Toxicology, Feb;39(2):191-208
(doi: 10.1002/jat.3707).

(9) OECD (2019), Validation study report: Amino acid Derivative Reactivity Assay (ADRA), Series on
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(10) OECD (2019), Report of the Peer Review Panel on the Validation of the Amino acid Derivative
Reactivity Assay (ADRA), Series on testing and Assessment n® 305. Organisation for Economic
Cooperation and Development, Paris.

(11) OECD (2021), Test No. 406: Skin Sensitisation, OECD Guidelines for the Testing of Chemicals,
Section 4, OECD Publishing, Paris, https://doi.org/10.1787/9789264070660-en.

(12) OECD (2010), Test Mo. 429: Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay, OECD Guidelines for the
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(13) OECD (2010), Test No. 442A: Skin Sensitization: Local Lymph Node Assay: DA, OECD Guidelines far
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AR-AEOER

PSS  HERICKBERE., —BUICEOON-SRELO—BOREE, HBEOMEORETHY.
ZLUAMO—AETHDS, CORAER. 2L NGEE. HREOBRLERDIEZEKT H—HELRARE
MICHWOHNDS (1), RESOEHIZAWSHK%E., FRIEED MEtE] I2FRT,

ADRA : 7 = / BZEK#ESHHER (Amino acid Derivative Reactivity Assay) DB,
AOP (HEEIRRI)  PFLANILDA =¥ ILARNY O SREIFRD invivo ERIRE T, 1ZMEEY
BFELE—HOBELULEMEDLZEENCELZ—EDER (2),
NTORAERS . BRELEHEEEOTY, COEEZIL. invivo GHHEEME L in vivo IRTHIEEME O
EL358ICHICERATHL, RBREORUMEZTFET I LTIMEEET L ENEETHD, /\T
VARHRSOEBICAWSRKE. FRIED T5E] ITFRT,
HE
FRROHHE
HiZtE (TP). E2tE (TN). M2 (FN). L UHENE (FP) ICEDE, UTO &L S 1T
B, BEE, BHESBIUNSUVARBRESEZELRT S

BERSPERL (TP)

B =

R BEME DR (TP + FN) x100
B (TN)

EE = x100

M DF % (TN + FP)

EHER TR (TP +TN)

fEES= — x100

AW EEL (TP + FN + TN + FP)

R + R
2

NG URKEHES =

RER : BNMEORRICHETHIRISELBNREE (REHREELTEND) LOBRERLEZLO,

EERY : —HORET—FIOVT. TOREFEEZFHETELIZLICIYEHSNSIELDED
RE, 100 ZRLTEARELTRYT CENTES,

#EEAR (Defined Approach : DA) : FRIT 5-ODHEEDFEHRE—RXMNSF/LN=T—4 (insilico
FAl. in chemico. in vitro T—2 7% &) ICAHAWS, BIInf-T—2@BNFIE #EHEFTETIL. HFEWE
TILIEE) THEEEINS,

DPRA : R F K& HiAER (Direct Peptide Reactivity Assay) DR,

EDTA: TF L > o7 = VMEEE (Ethylenediaminetetraacetic acid) MD#&,
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EURL ECVAM : FRN EN#EER X & A5 {fiz > 2 — (European Union Laboratory for Alternatives to
Animal Testing) DB,

AEY AW, R, @ (B) EEAL’HLIVEICRESNZGE. BEEZSITEITAEEND
PYEBREOHEE-(TKRED &,

IATA BB LVFHHEICETI2MEMNT T0—F)  HEELEMEFIE—HOLELEMEOEETHEOF
E (ATREME) . BEEMHOHMMAT BhAh) . BV FEREMTE (RIEEE DN BELUEE) I
ABLWONEAERMT7 TA—F, A7 TAO—FTIE., BEMELAHDT—F2 2T X THENIZHE LEA
[FETSIEICKY . BEHOARENE. VRO, EoICHER>-RIBORBROBLEMEIZDONT,
HHEOBERRERRESZ 5,

JaCVAM : HABYERER B LM+ > 2 — (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods)
O)H%O

kDPRA : RIGERERIINRTF FEEEMESER (kinetic Direct Peptide Reactivity Assay) DB,

kmax : KDPRA THREIMEDRIGEEN RO ONIERKEEEHN (s'M1) ((FERINDEE24%258)
LLNA : 2010 FIZ OECD TG 429 & LTI NIz D RAB/ATY /&R ER,

BFLRILDA=ZD X)L R b EEYEICKYFESNIENRDEIEDZETHY .. FFLAIL
THOEEGERBERICBETARABANV MEREESNS LD,

BAEY : EEREZELLEV2DOULEOYMEN S DERFEILEAK (3).

BE—moYE : TEMHEMKIZ. 1 DOXERIDLAED 80% (ww) UEFETSHILICKYERSN
Y&,

EHAYE  TEMHMERIC. 2 DUEOETERSHNEE 10% (ww) LLEH LY 80% (wiw) RETHE
HEITDEITKYERSNDIYE, SHAMMER. RETRICERLTELS., BREMESHAIMEL
DEWE., BEYA. ELZEREEFELLEVD 2 DLUEOYMENSLEIZDIZH L. TESWEIF. ERIZIE
FEREEHELDH2DOULOYMENGLGEHZETH 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. BUERCEZFET S ENHMONTLEIYEEZRNTE
9 SRR S. BGUENBRICOBHFHELEZFMTEELS. BERBOREINBE TH> TIEE
57ELY,

TINTTY  FEPEREECTERERMEEME LR HLEME,

TaAndTy EEREHEEL D012, BRIZKZFHIELEET 2LEYME,

EERNE : VEAROBBRMELS LV ZOMOMERN LNEBSNHBFEFLEIERKRGE, HBRROT
RTOBEBRDEECRVEHAMOZ LT, BALUBEELFEARITERT I8BMELLEIALHY
[SDOWT, R—RFA VDORIGZEHEILT H=OICALLGNS, AREEFBZAVZHROEBE. KK
I, FEFEEEREABREOBEFRAOERELTY .

© OECD, (2024)



OECD/OCDE 442C

2ot BRERFANROEZELOBKR L, ABRNMBFEOBMICE > TERLPARUENH SN ETT A
EH, BBRASEBRARECIEDMFNZEZERICAT LI TFRATELREZTY ., ZEME. HBE
DFEES (—BE) 1EREIT S (1)

EEME . FALIOPILEAVTHBREZERLIZLEEFIC/ONIBRNLBRANS S CEREERE
DEEZRITRE. BEABREES L VERREBSHEEGCLVICHERAREEOEHICE VTSI S
(1o

BRE . ALHBRFIRZAVTRILHEIC DLW THREZEELGESICHoNHEREN—HLTLWSC
& (MEEEL 38 . (1)

BE: BRALRCI>OTERICHEINI TR TOBHDILENET-EEEDHHLEMEDES,
DHENGRERZL o ITHBREORBESZTIRETHY .. SBREORLMZHEST S LTERIRE
EEZRTHD (1), BREOEHIZAWSXZE, FHlgD I5E] 25T,

BEE HBRARCE - TERICHEIN LI ITRNTORUEDLEYE L -ETREFRLTILEYVEDEIE,
DFENGHREREL o ITHREOBHESZTIRETHY . ABREZOZLMZFTMEI S LTEREIAE
EXZETHDS (1), REEOEHICAWSHXZ., FRRD FHHE] [2FY,

VE : BROREFEERETIETHONDILERREEDELEY. TORAEDTEREZRDO-OIZD
BRAMYe., AEAERAROTMANEITRTEENSN. TONEORERICHREZRIEFT LD,
TOHBERILSED LB DBES N DAIREMED H HIFEIEIR< (3).

DATLOBESH : BTAONREERTY SIS, BEAMOBITICK YHEBOMRE (BREQE) 4
ETHIE (7).

HEYE  BBRMEL VS HER. RBONERELAIMEEZETERICALWONS,
TFA: +U Z)LA OBEES (trifluoroacetic acid) MDEE,

ERESDIELFEROPES L URRICETHIHARAMIATLA (UNGHS) : Ak (ERE. HE3E.
XA LE, HEE, RABXGELE) BLUBEFFH-0I12. AEERAICEHT EHREGEET S
CLEAMELT. WESL BELISIUVBELIOAEHOBESLIVULANILOEEIZH > TESE S
MEELVREY) ONEEFRETHELLIC. EY RIS L - TEMEBE - ASHER - T2
E - bEYELREUT L — Mo EORGT HEEEZERYIRSI SATLTHS (3).

UVCB : fifMNTFBRFE (XTI T 2ME. BHLRICEBRMEIIERYE,

RYULGHRE BEOBMICH L+ LR UES I VEESEN DL EAL SN, RZMICHESZEAC
EONWTWAREBE, HIRBENENHLEEKRTELRLEVSDOTHEHLELS., HEL-BHICEALTEY
THBIZEEES (1),
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{14% 1:In Chemico R B4EHE : R
F FiEE 1S ER (DPRA)

BAICERIANERE, ERBLUVRA

1. DPRA Tl&, UPUDNVATAVOWT NI EESETDIETILEBRRTF FIZHT 58
BRYMEORICHEZEETAHEICEY . REREED AOP THARFLANILDA = vI)LAAN
k. ThHOE, VNV EORIGHEETET S (1)e RIS, SRATAVELIVYDUVERRT
FROBLEEANT, 4 DOREHEISAD 1 DIZHEZEZHNEL., REBEEYE & EREN
MEBE L EHANT D (2),

2. DPRA HEEIX. BREBEAI O LTS5 T7 14— (HPLC) RHOREBNHIERTHN
EEMBENAETHD LML TS, AEBRZOFADOBERMEIE. R—HEERANTH
85%. EHMERMETHI80%THS (3) /N T—L 3 EHER (4) BLUBBMDHER 5) hoFES
h-#ERE=HRETHE. RERFEEYE (F4hHb. UNGHS AT7d1U—1) LIEREEMEL
DEAIZDULNVT LLNA DFER B LT-154 . DPRA DFERES (£ 80% (N=157) . BEE(L 80%
(88/109) . #EEIX 77% (37/48) TH 1=, DPRA TlL. HEBRIEMDEEIELY (low)

~thi2E (moderate) DILHEME (F7445. UN GHS T hF3 1 —1B) &, REREMED
BEMELY (high) E2¥WE (T4bH5. UN GHS 4 T7AF T —1A) ITHRTFAEENEN
(4) (5)s LM L. ARKEREKIL. IATAFEIEDAICEESL., THIE OBRE6HLUVERESDEKIE
[CH-T. thDBEREMAELE TRHASNEIRETHDH I LMD, DPRA BDRERZE LT
CZISREN:-FEESDEFEZICTELGN, 512, BMERVLGOEEBRESREEL %
T55HE. LLNA 2O T HEYEHRBRERN. BRIEANRDE (ThbbE, E L) ITBT5KE
BEMZEREICRBL TV EFVWABNI LIZBETRETHD. AFARLEET—ZITLY.,
DPRA [EBEAMEREZEOHBYWEDTME L UREA D =X L, (in vivo RERIZ & U HIE
INnd) BEBREMEORE. MEBELEHNMHEORFICERTESZLNATEIATLS (1) (2) (3)
(5) BETEE., ThoDFERIE. KEREHEOEEEOREIC. DPRA NEATHIZ L%
RLTW3,
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3. RABRAA FSAVI2B1T5 THRBYME] VWS RER. SROMRELGIHDEN &
THY '\ WEBIV/FEILESYDRERICHNY 5 DPRA OE A AN & FEBEFETHS (Z
DFIFEEDHIE 1128575 DPRADEMDRADENZSHR) . ERIEESVDIGES. HEHSLUN
DEFIZEYER VRV BERRTHIENHNT NS0, KEARETERN LG D, HEY
BT, RBEE100mMIZEVWTHEYGBEICAIAETHSIC E (BE10BIVEE 11S8R) .
L. KREICBEVWTHFBAOHEBMEL. Bt TESERECEVTHRNAIRRTH S, =
D&EIGGEE. BHERREZAVTERYESRERELENETHL LHTH ENTE LA,
BEHERENIALIE, REEZERS EDEEHHZEI ANETELZL., BRAEROREREMIIHT S
DPRA MERAFREMEICDNT, MAEAFARELHERIIE SN TS (4) (5), TNTH. DPRA(F,
BN ZERAMES S CESYORRICIRMHICERTRETHIEEAOND (BRE4LE
FUE%E 11 28) . E6Y. SROXEIRETHHLFEME FREGYELRE) . FEE
CORBRITA RS54 UDOFRICEBE SN TV S ERBBOHEERNICH S Z EARRETIIALMESE
NEDHRIZH->TIE. BT IHBRMDOBMEZHICEROHIBELSTONINENERL -
TRET S L. REDRAICETLEDEICARBRENERTE R VAR SNESES.
FABREL, TEDES3BREAICETELEMEICANSINETIERL,

4. CDHBHA FSAVOMBFIZRHESIATWSRAREE, KBRZEARESLAL in
chemico REBRETH D, REBEMEZE L IDITBRICLIIZERNEHILEET 21LEWE (T
Hhb, FANTTY) k. ZAREBETEIRETELRL, FEPTRICE > TRAEMMEL LS
IEEME (Thbb, TLNTTFY) OBEBIZDVTIE., FDEFEAENETREBREIZEVYIEL
CRESATWLS 4) (9) (10), LEEZBFEFZ. AHBRZEICLYBONEHEHERIE. IATA Fi:
(X DA ORHADEFENT, MESNERBRRICES L., F-MOBEREEDEEIZSVTHERT
RETHD, BRBARTF FEREHEET. TOBIE (ThhbE, YATAVDEKIE) %
RET IHEBMEDEZE. RTF FOBLEBRFMET 2A6eELHY . BBEEOHIEDS. &Y
BRGNS FEIZEIY L THaEENH I EEAOND (BE23BIUVERE 24 8)

5. EFEDEY . DPRA [TREBEMME L IIERIEUEMELHANTES, —A. DPRA [F.
IATA F1=1% DA B EDHMANT TO0—FOHFTHL LN ZBE (12). BAEMEDEEDOSHMEIZ &
MDOEENHD (6) (11). 1z12L. DPRA D#ERINBEMDBETMCENIFEDEREESZ S
NEHET BI2IE, BEELLIEXE FT—RICEDWVERFANSSITHETH S,

REROME

120136 ADERKEICHE VT, AELGEZEE. FRBIUVBETRORRATA K54 0 TIE, &
BOMRELIMEERETS BEBRYPE] EVWSHEICOVT, KY—BLEFEAZITSIR
EThHDENBESINT.

© OECD, (2024)
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6. DPRA (X, YRTFAVFERLRFVSUEERTF FERAL. HERYMEL 225~30°C T 24
Bl X aR—3 0k BEXRTFREEEZEET S inchemicoiREBEETH D, CnoDE
BRTF FlZ, REICRIDII DTS UEEET S, RITF FOEMNEEX. DEALEE
FAWV-EE&FEIOI TS5 14— (HPLC) & 220 nm T® UV BHIZE>TAET %, &
2. SRATFAVELVY D UEAERTFROBLEDOEZELE L. FAETIL (B% 23 S]B)
[CHTIEH T, KEBREEMELEREEYME L FHANTIOICHNS 4 BEBEORIGHED 1 DI
BEMEEEY BT,

7. COMRICESH SN HABREZZAEMNCAVDIDICEILL, EliEiRE, #iE 2 &
BRENMEAD 10 MEZAVTRITHNEREZIT 5.

FIE

8. AFHEREIX. EURL ECVAM FE b=\ T—> 3 VREBRICAWN=70 b3l T
&% % DPRA B9 % EURL ECVAM I EBRRBEZT -4 X—XH$—EX (DB-ALM) ZA +O
JUNO0.154 (7) [CEDNWT WS, ERBERICEVWTARBEZEALERTS5A. 270 o
EFRAWVWSZENHREEIND, DPRA DEELEBRERSLUFIBEICOVWTUTIZERT .. 245
HPLC SR EZAWLSIEE. FTNHRENDB-ALM 70O Fa LB ORIEFADERELREFETH S
EE BIRIEFE, HE2OBERAETMAOMEDRERICKY) mIT I &,

SRTAELEFY SOEENTF FDHH

9. U RATA > (Ac-RFAACAA-COOH) & U 2> (Ac-RFAAKAA-COOH) &HEMN
TF FORR (HE 85%#8. EF L <IX 90%ikB) #. #HEMELDA o Fa—2 3 VOER
ICEHICHET E, DATAVEAERTFRFOKKEBREIX. pH75 O VEEEREREZRAWNT
0667 MM &L. —A. UPUEBRTF FORKRREEX. pH 10.2 OB 7 > E= LEERK
ZRAWLT0.667mM &F 3, HPLC DA~ —4 VX (E, HPLC AR 30 BrfERiH & 125 &
SE’RET S, NV T—La ERRICAVW O, REHEKIZEEH SN TS HPLC DERTEDNIHE.
RAT 26 3 (HBRYE. BGESE, HRICAVSZFATIOBREKICE SOV -EBULHEOE
ExEERMRE L, ThEN IERERE) OFEHRH 1EO HPLC OREETHEEICLE S, 1ED
REBEHOREAEICEVTIE, SATFAUBEVY P UEARTFRORLREREA NS, &
BIZEILE, TAENDORTF RBREVEYICHERL TS LEHERT S,

BEYEDHH

10. DPRA DB-ALM 70 kO JLEEE O ALAIEFIEIZHELY. DPRA OEMERIIZ. B4 AEIC
© OECD, (2024)

13



OECD/OCDE 442C

BITHHEEBEMEOBERBELZTMT S (7). BULBET, HBRYEETLITAESIE S, DPRA
Tlk. BREEOBBEMEZ. VATAUHIVXI P UvEERTFROVWTANEAS VFaR—
FFBI2END, FELUBRTHAZENBHRTHERILNIE., HBYE (BLUSHIVEE
ILEAYMOHBRDIGE. TOBERINDTRT) NERLTWSEAEEIND, BURARIC
m~Tth_huw~*~mtTth—huw®11%=& A4y 7an/ =L, FTEro, &
IE7E b ETERZRULD 111 BERDEH D, THUSNDBEICONTIE, BEXE C
(ThbHbE, BUEBREICRTFFOAEFBLIEEM. HEISHR) #E=-4—LIBELRA
RIS, RTFFOREMRICHEEZEZRVVRYAWSZENTEDS, COLSHEBREDOLT I
LHERPELNFTBETHDIEE. BREDRIRFKEE L TR/IMED DMSO #RWLVTH &KLY, DMSO I
EOTRIFRFOZERENEL., TOHER. HBREELHB-IT LN —BHL <EHETEEMEN
H5 tkinbmwnmnbmu DMSO #RW\ 5154, HEME % £ 300 uL ® DMSO (<
ARtESE, BONEBARETEF R YL 27T00 UL ICKYFRLTHB Z &, itxcwﬁé
&¢rmﬁ%£mT@t&é% . AEN#HEYWE % DMSO 1500 pL [ZFBELEH. Boht-
%ﬁ%?th:huw1momL;U%ﬁLrﬁé tomﬁ%ﬁ@ﬁ7XA47w¢r%mE
EFAEL. ABROERITEVFEISAHE L. 100 MM BREZRRT 5,

11. BERMELBMODFEZE T IE—AIMETHIEE. FLIEBRMOMEEDOEES
HLLLIEZHS wgrﬁé%A~_w“%iﬁiﬁmT«%r&éoﬁﬂ@ﬁm®%=%bxu
ZRAMEDISE. B—OERMEEE. ZORS KERL) OEEEZEHTHILIZEYR
&, B— @%m\%iﬁ~%m%®%%mm (kZEBER<) DELXDHDFESLIVZTDELZDE
BEEELTROD, RIZ, BONEMELSLIUVERSFEFALT, 100 mM FROASRIZH
%mm%%ﬁwiiéﬁmté FELGHRFEFAETELRLRYI—DIHEAE, E/ I—DHF
B (FrlEk. RYT—%2BHTIEHDE/ I—DENTLEOHFE) ZEELT. 100 MM &
BERRT B,

12. HMEAHSATHLTEEVME LUVUZRIYE (FTHb5. RAFTBHAELIEITED UVCBYE.
BHURGERDETEFEDPE) I2O0TIE., BYTAEROLES GEEEKRL) DEEIC
EOF, E2ZZRAVTEE 20 mg/mL OHEBRARZAMLTEHL LV, COEIE. TIHILED
SFE 200 g/mol IZED, AEXMZRDEEWIC. HEMNESTOWLDFEDEEMEYI SREED
ZENPHMENTWBIEE, COTIAILEDSH %Etm%e&&réLﬂmﬁTéﬁ%#&é
(ff] : BEHKODT7 TO—F(13)&L8B) . £f=. COEEZXIK. #FEINELLT. EXS
BEERETELWERICOA, BRFERELTERAIRETH DS,

BIEHR, BEHNE, RBHABDHE

13. [GEXER (positive control : PC) & LT, YU FLF7ILTELFR (CAS F5 : 104-55-2,
BT L—F#E 95%LlE) #RAL, FELFZFYILZAVWTEE 100 mM (29 %, Zhblist

© OECD, (2024)
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2. BET—APAFARTREEORTHBEENFOINIE, PREREORLVEDEEZRTE
PG HENBERWNS I ENTES, Solc, HEXME (Fhbhd, BULARICARL KR
RARTFROHEEETHYUTIL) L HPLCODM I —7 U RICESH, ThoDEEXEEF R
WT. FEHBEIO HPLC SR TLDO@EE MY (BREMEA) | BENLGEERBOLES (RENE
B) . #HEMEOBRRICAWVWDIBENARTF FELRICEEZRIFSHLNI L (BEXE C) #
BRIIT 5 (WE3SHR) . MECLICEUAGEENBEANT, YUZVWEORTF RELEEE
B2 (B% 20 38) . So(c, BT 2HBYWECLICHBRYEOH K YBRINLIHE
HxtBE HPLC DA —7 D RIZESH. HBEMEL ) UM RATA LV VWTAIDEERTF
FEDHBHDAEEMEIC DV TRET 5,

BEYPHEERTABESY SEFNTF FFREDL > Fax—23>

14. DRTAVBEVNDUEFERTF FBRIE. TREThEEYELE 1110 8K T 1:50 D
LETEEAL., HSREA— U TS—NATILFTL X aR— T35, BHERMEOKENE
MEL . BEBYMERRERBARTF FBRICEMLE-ERISEBRMABDH oNHE. EDIE
EDENHBRMEINRBRARTF FEORIGDE=HBERPIZEINATWDIOMNAETEHL, LT
NoT, SOKSBIHGE. BEKRIIZTANLONDD, BEEREIESNS LSHFHATHYE
LOFEEHH>THRIRIRETHD GEE 100 mM TERBDWEBRMEIZ DV TIZEE 10 DE
EHSBME) . RIGAKR%E 225~30°C T 24 + 2 BMEIEATICHEL TH S, HPLC 2T £1T5., #
BYMEZLITHNADRTF FIZDOWT 3EIRESHT H. HPLC 2 ORIICHE O BRER E1T
HRETNIELRSHL, B ELITHIEZRED D56, SEDIBRMICKY HPLCOS A v F
IEASLNEELZEETNLH D=6, FHIEESL LT, AHEERTELNH (100~400 x g)
L. BBMENATILOEITEBRSESEELL, 1 oFa2R—2 3 VHEORBRBRITIBMET:
FHEAPBERDDIGEE. RTF FOFELILB/NTHESNDAEEELAHY . BEKEDEE. +5
HEEEEHE > TRIEHEERL EBERTTEHZEIETERL,

HPLC {ZERERDIERE

15. DRATFAVEBEVY D UEERTFRORAIZONT, BEREREERT S, RTF
FOEZEWMEIX, 20%F-IE 25%DT7 = F))L : BEREZAVTHEL., YXTA4VEF
RTFFIZIE) VBEEKR (PH75) . UOUEARTF FICITEIBR7 Vv E=-V LEERK (pH
10.2) ZAWL3%, RBAXRTF FOREK (0.667 mM) ZE#HEHRL-EEZRZRBLT, 0.534~
0.0167 MM DEFE MR ET L0 EENDRERABREAELT 5, ZERERICIT. BUEDFH
REERL SO, BUILRERE (X, RERE (P N09BDIEEET S,

© OECD, (2024)
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HPLC DS & US4

16. HPLC YA T LDEEMEE. SPHOERERICIRIET 5. XRTF FOFELE. UV RS
(220 nm DBIEEREET 274 FFAA—F7 LA BREBFLEIEEHRRERIVRES) &3
BLIEHPLCIZCKYE=ZA—TF B, BYHHSLFEHPLC VAT ALIZKET S, NUT—>ay
FHOTORaNLIZIE, BFELWVASLE LT Zorbax SB-C-18 (2.1 mm x 100 mm x 3.5 3%
OY) AREINTWS, COHFMHPLC A LEEL., STERIBT DRNC2HBHMUL, VX
TL2E%E30°CITHIVTAMES0% (0.1% (viv) kY 7))L OBFEE—K) . B4 50% (0.085%
(V) RUZNLFAOEEE—7ER=FrYI) CTEEILT S, HPLC (. FRFE0.35mL/H TR
L. HEAERT 10 2RBIZ7Z7E F= UL 10%5 5 25%I(2, #HEWTHOMEEKRET 510
07 rF=FYIILIZRRIZLERSE S, RENZEYME. HH. IBEZZhTIIEIAT S,
FEAETADOR., UIHEHTICT7 M. hSLOFEELEZBETS &, BL5EMHPLC h
SLERAVWDEE. PATAVELVI DUEARTF FOBURBES LUV E—Y BIEE R
T5H. FRVATLIZEYEDDZEAHDEIAE GBE. 3~10 L OFEHE) T EHTEN
SA—RERARTIVENSH D, EEFEELT, MOHPLCEREZAWVWGIEE. TORENL
HORIIFADRTELRAETHI LT BIAE, HE2OTAETMERAOYEDRARKRIZKY)
R &, WAEZE 220 nm TE=H4—F 5, 74 FFAF—F7 LA RBREBREZRAVDIES.
258 nm [CEFPRAEDLRIRT D, TELEZFULDRIZEFE, RTFRFORERICEZELR
EFTEDEHE=H. H-LHNAYFOTE L RIILERWSIGE, TOFEEFML A TNE
HHBWI EICBET S, 220nm OE—YmiEE 258 nm DE—Y EEDLLE . HBFHDIEE
ELTRHWAIENTEDS, FHEBITOVNT., MERBICHT ZEFELLDFHIE 2H° 90%BH D
100% KR EDEHFTHSHE. HBHAELCHEN =T EERTRBIMEEIZLRD EEZ DN S,

17. VATAVERARNTF FOBILERET 2HEBMENFET SRkMENH L. ZEfFiL
LEVRTAVEARTIFROE—V %, BRICKYEZS—TEZH560H5H, —ERLLE
LrEEZAONDEE. CRICKYRTF FROENMBREHE S, BIFEEDOHIEL, LYW
RIGHEY SRICEIY B TONDAREMNHEZLICBET D (BE 2B LVEE2458) .

18. HPLC O a#rEfElL. #EBEYMBEZHRBAXRTF FBREBEEER. 22~26 BEZEBL TH
SRANDY U TILOFEARBNTELLI]ET D, HPLC DR —47 U X(&. HPLC fETEF
FIA 30 BRERBEELDLSIRET 5. NUT—IarvRBRICALWGh, REEEICEEINT
WBHPLC DEERFETIL, 1EIOHPLC BIE THRA26 B LA AEETH D (BE9IELSH)

HPLC IC& 39> —4 v AD—Hl%4#iE 3 I2RT,

2EMELE. AXELARZELEMTEYEEZEKRT S,
© OECD, (2024)
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T—2BLUVHE

7—% OF

19. DRTAVERIFV D UOEERTF FOEEICOVTIE, &% 220 nm TARZL.
WYL E— OE—- @i (MfE TEFE [area under the curve : AUC] ) DEIE. BLUE#
MENLBONIBEREREZAVERTIFROEELVERT S,

20. NTF FRALEL, TROKXIH-T, FRMOE—IVEEZRAEL. TOE—VEE
ZRAETHREMEC (WHESISR) OE—VEBROFEHETESZLICEYKRD D,

R KABFEANCEIT BX7F RO v — 7 Hifd ]
N SR =1 4
7T R E [ AW C LB 577 For—rmmoramE | < 10

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

b) BHERMBTHDI LT LTILTE FD IEAIREAEICLDRTF FiFDEDFHEA.
DRATAVEBERTF FDIEE 60.8~100%., VO UEARTF FDIHEE 40.2~69.0%
ThHY (ZOMDOEERBICOVWTESREEZHRTET SLENDH D) . RAEERE
(standard deviation : SD) A, YR TA4 VDBV ETIE 14.9%KiE. U UDEIE
TlX 11.6% XK,

C) BEMBADRTF FEREDEHEMN050+£0.05mM THY., ZFE = ILFIZH
T2 9 BlORERE B ELL CIZOVWTIE, RIFRFOEF—/VEROTHEH
(coefficient of variation : CV) A% 15.0%%k %,

SNOoDEED 1 DFLIFEREFLSLGWEE. AEEZRYET,
22. BERPMEDHERICONTIE, ROBEZE-TLICKY, REATHIHIEATSIND -

a) HBEYMEDREUNEICE T EIRRBEREN., VATA VOREPETIE 14.9%KiHE.,
) UDEADETIE 11.6%FK,

b) BN BEPIZE 11D 3BIDOEENE CORTF FREDFHIEA 0.50 + 0.05 mM,

COIZETHEEEEZBLSRVGES. T2 EFHEAEL. COEBRYEITOVLWTARE
ERYERY,

© OECD, (2024)
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FBHET/IL

23. BEMEZELICVRTAVORBLES LIV DOOBLVEOFEHEZELT 5, FHHE
FEHLTRALELETHNE 101 EAHET, RI1ISRLEZRTA2 1110722 1:50 DF
BIETIVIZBEWT, RTIF RELRDOFEYIE 6.38% ZRAMEIZALT. IATA £1=1% DA ORHEH
NTEEBREUEYME LEREEMEEEANT S, AFAETILZERAL T, HRYEZRIGHED
BE (Thbhb, B, PEESIUEREE) OLWTFhANCEIYHTSE, IATAEIEIDADR
HADEHERN T, BREDFMIERLTZERAFIONDZ LI D,

8®1: VATFA21:10) 2 1:50 DFHETILY

SRTAVELVY SUDOFALEDFHIE RIGEDHE DPRA [Z & % %I 2
0% <FLEDIHE=<6.38% L. FEEEHTELN (=43
6.38% <A ED T HE =22.62% &Ly
22.62% <HALEDTHIE=<42.47% hEE 514
4247% <BHAPEDFHE=100% F=1A

TROBBIIMAIICEH SN -BETHY . BEDOHE L OREMEEEL (2),
2DPRAICK B FAIIE. DAELIZIATADRMEADH T, Fz. BE2ELUVRFIDFEICR>TRIAT S &,

24. WERME (HEME. SROMEFTEILESYD 1 23 LIFHEHOBEARS) 12X
TIE. 220 nm [ZEWVWTHELRIRZEZRL, RTF FERFFBANIRLCICHSHE (RFH) A
Eaohd, BEYELRTF FOBRHBHENDHEEIN DL SICHPLC DREEHLTAICHAET
5T EICEKY. HBHIFIMEETE S, AOHPLCEREXAVWTEBHOMAEICRYBLIES.
DRENMREFADRELRAETHS & E BIAIE, #HE 2 0BRETMAOMEDHIRIC &
Y) RYDBENHD. HIBHNELDE, RTFFOE—VEBREZEEICROONT, RTFF
BOROEHEATAREICGE D, 5 LEHEBMBEORKBEN, DRATAUVELUVI D VERART
FROREERFERTA VEBRTF FOHELHE. PMBERTIE TER/RLFOLL
ET B, HBENYPUERARTFRFIZOHELEBE, R 2 ICHRESNZDRATSA Y 1110 D
FRAETILERAWS,

H2: VATAV1T10DFAETIL

© OECD, (2024)
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LRTA > (Cys) DimbE RGO E DPRA 2 & 3%l 2

0% =Cys OFAE=13.89% L. FEBHTEL (=X
13.89% < Cys DiFi 4% <23.09% B

23.09%<Cys D@ 3E =98.24% hEE 1k
98.24% < Cys M E<100% =1

TROMEIIHAMICEHINW-RBETHY . AEDHEEEDOBEEMEILAEL,
°DPRAIZ& 5 FBIIE. DAFLIZIATAORMADH T, Ff-. BE2HLUVER4OFEICK>TRHRIITHI L,

25. CDEFEH,. HEYELERBRARTF FO—F LOREEHRA., T2 TIEHELWNAEELT
WBSEENHB, COELEIBBE. RTFRBLEEZFALTIORTAY 1:107)22 1:50 D
FRETIVICAWSZLIETEEN., RISHEDREICHT 2BEBRMEDNFFELFEREICITS 2 LIE
TEHLY,

26. DRTAVBEUVNDUEFRTF FORAIZDNT HPLC S £EFTLY. TOHRERIZEE
BORMALZVES, HERYMEOLITE1RBITHRTH D, L. BHEBREEEER LR
BIZAVWONABEISGEVMVER (XFA42 1:1100 20 150 DFBRETIVIZCEIFEZRTFER
BOEOFEHED 3~10%DEHHEICEFENDIHFE. FzE. PXTA42 1110 OFRETILIZE
(TBRTAUDFVEN 9~17%DEHICEENDIFE) THHEE. EBMOFRBRIHEIL
b, CCICEITREMBICH T IEMERDBEEEC (RATFA4Y 1:107) S 1:50 DFFIE
TFTIIZEBFERTF KRV EOFEHES 3~6.38%DHHEICEENDIBE. £-1E. PATFA Y
T1IODFRETINICETELRATA VDRV EMNI~13.80%DEHEICEFEFNZHE) . 2EED
SHEFTV, 1EBE 2B THREA—HBLAEWVESIZIE., 3SEBOSHEITS>5. M10o70—
Fro—RMEIRHDBYBLER—F =54 VOFHEERET H=HICERAIN D,

© OECD, (2024)
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1: R—F—54 VOBEER—F—54 D OBREERET T E5-HDOFEHEEST
%#%E L1- DRPA FRIETIL(EFHFLE)DIO—F v— bk
| 2E8 5z |
FEROEH L e A

WA E 0-4.95%? I:>| B |E>| A 0-3%7 |:> BREER et

4 LL\L\i
[F [Fy
| B > 8.32%?2 o> [ BE |ﬁ>|mwz>m%? B Bt

LR (H 4 %4.95-8.32%) Lz
| 2m 8 ¥ |

| #—5—354> |

£ L2EEOAHBRELR D, 200 —H L - BRABRERE 13
[ cmEswER | - ®L2onBiEs. BEEREBE

- HL2OKNEMEL S, BRI
- HL2OBR— -S4 D, BERRER—F—51 >

LLERYD2ODFERN—BLLBWMGE(ER—F—51 . BiE. EHEORSE
H#R)-SEEDAEEHEL. ZERBRE2OO-—BLIEBRIZET,
ROR—F—F 4 LN FLENDO2R—F =51 >, 1D, 12B%]=
RRER=R—F—51 >

BB EARDEIER 6.38%THY . CORMEZPDLE LEMAMICEHEAAR—F—54
VEHEIE 4.95% - 8.32% THD, AL I7A—F v — rDBALRTA VDADFRETIVICHLERS
N, ROBENABERAEINS3%TIEEL 9%, 10%ULTEZL 17%UE, 495%TIF%<
10.56%. 8.32%LLETII7% < 18.47%LL L,

HBREEE
27. HBRESEICE. UTORBZEENHD L.
R E 5 & AR ([GIEXTIRS & U IRIEK)

o H—HIME BERMELIUNRYE)

o IUPAC £7-I£ CAS&. CASESE. SMILES /=& InChl a— K., #EXs LU %1
(X ZF DMDBRF 74 E DILFRERN1ELR

o WMEFPKEE. SR, KBBE. PFESSLIVAFARLGERDOZOMOEEY 5HEL

© OECD, (2024)
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FHEE
o ME. LT HHEETHREMICARTHNIETHYDEZMHINFRS E
o BRHUYHHE. HAROALE (NE. BT L)
o MERRE
o AFHRLERORFERHLELIVREN
o ZEHNME. UVCBYELLVEEY :

o AFRRELGHEOKS DLFHEER (LELSR) | ME, TENERES S UEED
HHMELFHMEE (ERLBR) BEICLSTEDHRY O

o HE. KBBRE. BEIUAFHURLEEZDOMOBEEY SYELFHMEE

o BAHMHDEEY RII—DHEE. 2FELLIEERNATONFE. £ITHBRER
([CBEEY B TN LS DIFHR

o BRHUYI5H. AEROMLE (UE. BEREE)

o HERRE

o AFARLGHEBEOREZHELIUVREN
o St Y HEMDIFER

o BYYTIHEE. BULREFFEEEZTIBHEIREROERT —4
o B MERHRICHNY HEMDIER

o BYUTIEE. FRAYTIAE MBEEIUVETORSDILE

o BHHWEHEWEICHTIBFEBROZLME

o FEFZMIJILDFEE, NTFFOREMICRIEFETHZEOHBRER
NTFF

o fitigT. A b, ME
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HPLC #ZBDRE S L ST

HPLC #28. HPLC AT LABLKUA—FAH T L, . A— b2 TS5—DEHE

HPLC R #TIZEEE T B/85 4 —4 : ASLRE. FAE. &, V55TV gL

SR TLDEEE

Ar—r X

EEMB R LUVEERBAORENESED220nm 2B FEZRTF ROE—H TR

BMERERDT S TELVRERE ()

BEERBAORBRAEZLORTF FRE

HEXNBADIBFBDORTF FEE (mM) OFEHIE, SD. CV

BERMBABLUVCORTF FRE

HERBEIZDOWNT :

¢)

©)

BELUCHOREBRAEZSLED220nm [THITHRTF FOE—V @HE

FERZR)ILFOEEFEB IV C IFIZDONT, 220 mZHFERTFRKDOE
— 9 mBEDTHE, SD., CV (REXMBOATPOREHMNRZEEDRTD-5H)

AWRBEICONT, 3FI0EULGEERME C D 220 mI2EHFEHRTF FOE—S
EHEOFHE (RTF FELEFEHD-H)

AW=RBEIC DT, 3PIDBEYLEERB CDORTF FRE (mM)

AW=RBEICDONT, 3HIDBLYLGELEME CORTF FRE (mM) OFfE, SD.
Ccv

B RIZDNT -

o

© OECD, (2024)
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o REBIESEDRTF FEIE
o 3EDORFEAETHORTF FHLEDFYE, SD, CV
o BWERMEICONT:

o WMHLNBFE. 1 F1~"—T a3 VRRKRTRICE TS RIGESVDITERY DI EL
BYOBERAEOELDBOF E

o #HEAHDEE

o BZEITIEHEE. TNLUNOBEREROER

o REAEIED 220 IZEFEIRTF FOE—Y @HE
o REBIESEDARTF RELE

o 3ENDREAETORTF FEDEDFEHE, SD. CV
o VATAUVDEILRE) D UDFLEDFEHIE

o FRLEFRAETILSEELUDPRAIZELSTH
EBEFTH DR

o HENEDBEMLRMATIC. HBRERAHBECERL TSI L TREHZLEMERRIC
LD THEIL=EDEER

FARDEE

o HERFIEOFHLLGVLEEAHNITZ DR
o DPRAIZKYRBONEBRDEREL., TNNERE 26 [CRESN-EBERTHHIHNESH

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,

27

FEMEROBE. TORMEEEER > TRIEMN SYRFUBIVT

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



BRERMEAOCYME

In Chemico EEBEIEM : XTF FEEHHE

OECD/OCDE

18k 1, il 2

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 IZEIT52EEN. (BXUBE) OFBRHFERIL. LLNA T—FI2E D<K (5), Invivo IZEITHEEIL,

ECETOC 8) ICk UIRIESNI-EEZAL\TL S,

2DPRAIZ& B F AL, DAFLIZIATAORMADHF T, £z, BE 2B FUVEE4OFBIZRK > TRIIT S &,

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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{48k II: In Chemico & ={EE : 7
S/ BFEBWHEGHESER (ADRA)

BAICERIANERE, ERBLUVRA

1. ADRA TlE, UPUDNTRTAUDWVWTNANEERTTHETILAKRT =/ BBFERICH
TEOBRBYMEDOREHEZEET S LITLY . REREMED AOP THEIDFLRLDA =¥
WARD b, FThbE, FUNVBEORIGHEZTETS (1) 2) 3)s NACELLTHIONE L RT
4 VEBEE N-2-(1-F 7F V)T EFIL)L-V R T4 > (CAS &S : 32668-00-1) KLU NAL &
LTEond) OUBER a-N-2-(1-F 7FIL)TEFIL)-L-J) P> (CAS BE : 397841-92-8)
DBVEEZRANT., REREMEME LIEREEMELHERIT S (1) (2) (3),

2. ADRA 70O FaILOBRMES L URBITHIZDOWLWTIX, BAEYERAST XTMtE 42—

(Japanese Center for the Validation of Alternative Methods : JaCVAM) MEE L 1=/\1) T—2
AaVHBEAVTERINATLS @) (5) (6) (7) (8) (9) (10), ADRA IZIFLEMNE (UV) #BH & #
J (FL) #®HED 278N H S (11) (12), UVIRH EEABREDOMA Z ALV T ADRA DERNER
% (WLR) H&UMEHZRMEFEME (BLR) #RHF-EZAH, LWIht 100%TH21= (9) (10), B
R VREi7vEA4 (LLNA) T—RICE DK EEREEDOFAIZINIE, UVERHEIZEL S ADRA
FREEMEMES S VEREMEMEE., BHES 76% (104/136) . BKE 76% (74/98) . HEE
79% (30/38) . NS URKEHESTT%THELI=B), &5IZ, E FT—RICTE I HEREMED
FRlICENIL, UV #RHEIZK D ADRA (&, FEfES 84% (67/80) . REE 83% (48/58) . HEE
86% (19/22) . NS U RIEHES 84%ThH 1= (8), LM L. KRHABKIL, IATAICES L., T
B ODBRE6RFIVERESDFEICH T, hOFEREMAEHETHWVWDI I ENHRE IS
EMn, ADRA BEMIDFERZELE LTI ZICREN-BESDEFXSEIZTELL, 512, 819
FRAVGVEERENRAREZZIMT 2154, LLNA 25O ETI2HMHEN. E MIBITDE
EBREEEZLICRBLTOWAEFVWZHBNW EICBETRETHD, AFAHLEET—4I2&
Y. ADRA OERSEEICIEHRBEMERE. RIEAHD=ZXL, (nvioBRERICKYEIEEIND)
REBREMORES S UYEBILLEMEENESENDIZENARIATLS (1) (2) (3) 4), MILLT=
E7LEa—Ic&kY. ADRA D/ T—2 3 VEERIE., AERBRZENREREEOFSEZ FHRIC
FUBET 2-HOHMERBEBEO—HE L THBUARETHIZLEERLTWSEEZALONS:
(6) (13) (14)o

3. HAHE, WEYE (AZVWE. SHIMEFEEAYD 1 21 L L FERDEREL

© OECD, (2024)
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) . OD 281 nm (UV#HEE) F1-IX ExX'Em 284/333 nm (FL&EHEEE) THEECHRE I,
NAC £7=IZ NAL L E LR EHERZ AT D58I124E LS (15), KLHEZENAC B LU NAL ZAHN
T. UV RIEEMDARBHT H L. RODENME (UV) REBZFEALLZBEICIE. THEER
BREGDHIENHD (1) (12), COMREF. #EH (FL) BEBEZAV-KBFREE (XI5
BIEIZCE>THIET B ENTES, LIE=A-T, NUT— 3 VEEE (9) (10) ITEWWTH, M
BEFREAVZEARATICKVBONLBLEZIREL. UV REEZLEZEOERNIEONIC
Ehn, MREBEIEIRETHSIZENREINT, L. FL REETETHELGHEREGDH
L7y, ADRA DEEAIDRAE 8% 1. #HE 1 TR TERT .

4. AHBRITA FSA4 TR, THEBRYME] LVWSHER. BRHAKRTHLHEEZVSHE
[CAWS 3, ERILAVDEE. AEREUNDEFICEIYLUNRIBEERIETHENHLN
TWA7=o, XEARZTERNELG D, CORBRAA RS54 D ORFRICEBES A TOSRABRE,
RERZEEE LGV inchemico RBRETH D, RERMERELELLDICERICEDEMRRNFMLE
EFETHEENE (Thbb, TAONTTY) 3, REBRETHBEHTELGL, FEYEMBRICEK
STRIEMMBE LG LHILEYE (Thbb, TLNTTY) OBEFICFE, KRBREICIYIEL
CRESATVS30HH5 (1)(2) (3) (4)(7) (8) LEEZEAFA. ARBKICEIYEONIEN
HRIX. IATA ORBHOEHEERAT, AESAEBRICES L, F-MOBEREREDEZEICE L
THRRIRETHD ., N-2-(1-FI7FL)7EFIL)-L-LRXT4 2 (NAC) RBREDEILL (Tabb,
VATAUVDZERIL) ZRET IHEBRYMEDZS. NAC DRV ZBEKREE T SATREMENH Y .
HENMBBIE L GHERRENDHSEEFEAONS (BRE2EJUMHEE I, #E 128) . UVIRH
BEAVEEREARIOT T Z 74— (HPLC) TNAC_ERDRHEE LI UEENARETH S
EBADNDENDL, BEMBELEDOREEIVEEHRETREEL, BIEHZEMREIZE ST
NACBEMNBDLI-C L ZHRELEYRBRNA LY TELEEZ DN D,

5. ADRA OFRERAEICE Y. HAMEMEDHABNTREE TS (16), REBREERT H=0IC
. BERYER. RRRE4AMMICEVWTEYGRECFIETETAEELHL (BE1438)
RRECEVLWTHABAOHEBRMEL., SoITERETHEBNAIRTHD. COXSGHE. Gt
REAVTHRYENREREENETH D LHIMT 5 ENTESD, BEEBRM LK. RIE
HERS EDEEFIEET NE TR,

6. ADRA THWAREAEDTERIF 281 nmICTEHENS (1) (2) REEEE UV IRIX
HHEBRMELNLBET 258, FTRELTAELLIAHREAHD, LML, ZDRRY ~LFEE
DENMRERINT 2WE L. BB _EHEZEITIMEICROSN. UV RIS DOHBFHIC
KO TAHELIER &SR T RIBIZEL (15), & 512, NAC BE U NAL [FENXMETHD

82013 £ 6 ADARRFECEWNT, WRLGGEE. FRELVHRETRORARTA K514 >
TR, BROMRLEGIMEZRERT S [HBYE] COSAFEICOVLT, KY—EBL
EERZITINETHLZENEE ST,
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=&, FL RHBZAVTRET S ENTES (1) (12), BEYMENLZME RAKRTH
RETRTCEREFENTHASO. FL RHBEFEMATHET, THELGRRESHICELY
ENTESD, UWWRIRDHHERAIYMEDEZEIRIC. ChHAFERTHS.

7. ADRA # AW THERYMEDOBEMZTET 1568, RROAMICIK 2 DOBRENH S
(B1B&VE%E 15~16 SH8) : a) HEBEYEN. P FELNBRNTHIE—RSMETHSH.
AR DBEEMELIEEIVEDOHERMETIEL., BE 4 mM IR L =REKZBALT ADRA
EEET D (8), b) HEMEMN. P FEFHANE—FEIMETHIH. EAWTHFELFTHAT
HdHEE FBELPTHELZETEDEEY. EHLUREERMEITEAYME [UVCB] ) .
0.5 mg/mL TR LIREICEICEEZZHANT ADRA #EET 5, £z, RUT—IZH
ADRAMEEX (0.5 mg/mL) 2RI S ENTED, COEEXEZHVTADRAD TSR
EfiL7=& 2 5. ADRA (0.5mg/mL) [FLLNAT—% LB L T, ¥FES 76% (103/136) . =%
FE 74% (73/98) . $HEE 79% (30/38) . NS URFEHES 77%T. BAEMYES L UIER/EN
MBEHET D ENREINS 8), £, EFT—2DOFRIEEIT. EE%KICELD ADRA (0.5
mg/mL) A%, ¥5HE S 83% (66/80) . RKE81% (47/58) . HEE86% (19/22) THSH L %R
LTW3 (8), ADRA (0.5 mg/mL) M/ F— 3 VvERBRICERL-#BRYEDH> FEEHEIT
60.10~388.29 TH Y. ZDEDRIGKDDWEME IZxt T 2 REAEDLLIL 1:416~1:64 TH

27z (9)s

8. ADRA [FREREMME LEBRFUEME L ZHANT 5 EMNFIRETH S, ADRA DIER

ZHDFERREMBHEDLE TRAT IBEICRFEOBEDTMICHFETELNENETHMT S
IZIE. EFELKREE DT 2 ZEICESICHREFT HILENH D (13) (14).

HREROME

FIE

9. ADRA [&. HEMEDHEETT 25+ 1°C, 24 + 1 B/ ¥ aR—avLfiz=hé.
NAC B&E U NAL DEFEEETEET 5 in chemico REREZTH D, WThDFEKIZEH., UV
HELU FLREZEOHD=OIZNKRIFIZFIZLUVREFEALTLS, NAC KLU NAL D18
FEEIX, UVERE CGEEFE. 281nm) &, FETFLRE (B2 HE& [ExEm] . 284/333
nm) #HAL. AERHE BE198H) #AVHPLCICKYAIET %, RIEMICKERE
HWE L EREEMEZHEANT 572, NAC B&U NAL BAICOWVWTHALERZEHL., FAE
TILEDHEZETS (% 27T58) .

10. AEBREICEBE SN -AREZBAEMNCAVDSDICEILSL, EMMERIE. T8 1. @&
21T EN-ERETMEAD 10 HWEZRAVTHEMNEREZILT 5.

1. AHERE(E, JaOCVAMAEE Lz ADRAD/NNY T— a3 VERERICAWS =70 ~aL
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(AN FEIZLTEY., HABRERICADRAZEAT HRICAKEBREZEFERT 5 LA HRIND,
ADRADFELEBHRERS L UFIBEICOVWTUTIZERT ., 4D HPLCHREXALSHEIIZ. £0D
BRENTOFILRHEHORIFADRELBAETHS I EHE, EFLIK, R, #HE2 DT
REMEAOMEDRERIZEYRT Z &,

NAC 5L FNAL DEBE

12. RIZAET, EXTMLLMAMEMKSHOS 2 0 TES 296-80901 T, KRIERIEMHE
SHERFAD TADRA v k| ELTAFHAHETHD. EL 7 IILLKHAERHIC & 5 REREMERE
FEZEL LTO NAC/NAL OFERDHEFHFIE. BRERNIZEEFE S, CDfH. tETIHE. #Faz
BB LW NAC/INAL #EAT B ENTES, DEEEED NAC/NAL ZRALSIEE(E.
LUTFICERT 3 ONREREZFHB -SHTNELRLHL, ThoDREREFHE-TLS58ESh
FIEDPHACMTHAINACEELUNALZHEATHI LT, RELTHRBTILELLL, BFAG
{ ADRAZ#ZEBET S EMNTED,

NAC 8L U NAL ICHELGRE -
1) - NAC, NAL & BHICHIEMN 98B LULETHHZ &,

2)REM NACEBLUNALDEREZRANT., #BEYEZSTHVEENBZARL, A
HE%E OBKE) LU 24 BEOA 2 F21_R—2 372 NAC & NAL OBEHREES®E
£9 %, NACE NAL DEBEREZXRRKXDEY ICEHT S -

NAC O F—4 &
NAC REEE = x 100
NAC & NAC ZERDE—Y mIEN &5

24 B NAL D E— 5 EfE
NAL BRERE = x 100
0 BRI R OD NAL D E— 4 &

NAC ZEMETOELGREFIZEXRELTHY . HEPELOREES L VHBROBREICESE
ERIFTAEEMENAHD (3)e TN, NAC DEFREZE NAC L ZEARDREICEDVTERT
b, ZERIIRBFNICERT 56 L RAANFICHRICERLTWEEELH D20, RiKHAR
BHE LU 24 BFEERD NAC DEFEEZEHT 5, NAC (0 BEIHS KLU 24 BEIOEA) LUV
NAL (24 B5ff) OBRFERENLTIE 0%ULETHDZ &L (17),

3) RISHE : #FEk I, #iE 2 ISR L-BREFEAD 10 WEZALT NAC LU NAL
DRISHEDETFH ZITLN. FTEDERZRm=T &,
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NAC B LS NAL DIEZDTTE

13. FAICEIB. NAC LU NAL OEMBEE/NYFTEITRIET ST &, 0.333 uM
EDTAZ&AL. pH8.0M 100 mM | VEEEREZBE LT HREE2 MM D NACIRER. B&UV
pH 10.2 M 100 mM ) U EEIEEIRZ AL T HEE 2 MM O NAL RRZFAET 5, RIZ, 2D 2
DORBEHBERTHRL T, 6.667 M BHRZFAM T 5, NAC [R&Z. NAL RRIFLWITh LR
BTEDLETEONFERTSIE B) ChoDRERERET HBEIL. -75°C UTFIZTHEA
BID®RK 12 h AREBERET S ENTED, 1 0Fa2X— 3 VRBERD NAC DREEEL
pHB8.0 DY) VEEBERPIZS UM, 4 > F a2 R—2 3 VEERD NAL DREEE(E pH 102D 1)
UERERPIZ5 UM £ T B,

HEYEFRDIFH

14. JaCVAM [Z& 2 ADRAD 7O Fa)LIZEH A TS AAEFIRIZH L. DPRA DEME
AN, BUEBEEICHTLERMEOAREEETET S (17), BULBETIE, HRYEITES
ISERT BIETTHSD, ADRADTA L TIE, BEEDHEMERE TIZ NAC ¥ NAL 4
DX AR—FFTELSHRAEINTWS I LN L., HEBEYE (BLURBRENZEESYWETIE
BAYMTHIBEIL. T0L2ED) NERBLTWS I EIE, BRICKYHBBRYERSRNEBETH
BIEEHRITNETHLTHS (17), BEICIE, BEK. FELZMILBEUTERONEL
TW3, ChoDBEOVWTNIZCHLEEBMENTBETHIEE. REOERBEE L TR/MED
DMSO ZRLV T3 &KLY (19), DMSO 2 & > TREZFAZE NAC DZEHEMNELC (18) (19). FTDHE
R, AR EEEF/EITENLVH LK BIAEENHDIZLITEFELBEITAIEES L,
DMSO—7+t k= h U ILAEE (7 =k ILHIZ5% DMSO) #:ERT DHH5E1L. HEMEE
DMSO 2 80mM THEMBEE., COBRKETELFZFIYLEFRAVT20EFRL T4mM #EEME
BREAET 5, DMSO ZAHWN-C L TNACHED —EXRLDEBMARD LN HHEE. NACZ
EADHEEIEIHPLC THEETHDIZ DL, DIICK YR THIIENTE S, ADRAIZHEL T
WBHEBRICEZ DN TWABRELNDBIEZHREBEYEICFERT 156, BEBAD NAC £ NAL
DFL (ZERE. BIERE) 2315637 BRMECEEGRSORELEZETSIEL-YEE
LIZYLBWILEZHRETIVLENH D, HRYMEXFEMETORY JOEL VEARESRTT
HESFAEL. KEBOERIEUIASEISEREL. smMMREREZHNT D (BES558)

15. HERVELVBRMNDNFEEZRHT SIE—RIVETH LN, HHVEEHMOHEEDES
FLEREEHSMETHLIERICE. CORFEEEERAIANETHS (H1%25H) . BIXDHE
BOREEMELVEHAMEDNISE. BE—OEBMEEEL. TORS KERL) OEEEAF
THEICEYRD, B—DEMSFER. BEVOFTEARS (KERL) OBLKOHSFES
FUZDELXDENEEZERBLTRD D, RIZ. BoNEMESLIVERSFEZANT, 4 mM
BROARIBDECHEBRMENEEEEHT 5.

16. RFENTHOE—FIMEDRERTIE., HERYMERRADEEF 4 mM TIEAEL, 05
© OECD, (2024)

35



OECD/OCDE 442C

mg/mLIZTHTS 2L (7) (A1 BLUVEETSR) . RUT—%, BE05mg/mL THEEL TK
Lo BN TBHAGZEEYESUEHAMYE (Thbhs, #HENFHELIEIFEDUVCBYIE. &
HOURGERDFE-TEARYE) OFE. EENTMEZRAVTHERARZAZE L TELL, XRIC,
BRI PDERES GAEER) ODEEICEDE, HEBEYWE % 0.5mg/mL TRKIZEMRT S
(RE14BFIURK1SB) . COHBYMERE 0.5mg/mL (X, ADRA (4 mM) 2EiEd 5548
(24> F 8 125 g/mol [Z4B4 T %, ADRA (0.5 mg/mL) IZ&% ADRA EEEM. HEULHFEEHE
(30.03~512.60) [Z#H 5 136 DILFWE X ADRA (4 mM) LREEDREEITFAT I &
MNRENT- 8) (BRE7 2SR . EEEZDOFREICET 5 ZOFHHEIE. FFELAHLMA->TLS
BERYEICEOVWTEY ., BEVOSBT—4NENIEASREMEHARICALNTULEL, L
- T, FAEXNRDEEMIC. HEMNLGBEWDFEDILEMEI SREESL I LEAMLATL
5BE. COTIAL DR FELEBAIREEZETERET ILENHD (fl . BEERKIDOT
JO—F (24) #5R) . EEEIE. ERAFEFRETETLVESIZOA. REFERELTHE
AIRETHD, EEVERAVERRBRIZOWNTIX, ATTREGRY . BL2ORSOBREES K URIG
HICET SRR ENRETRETH D,

ISR, BEHNE, RBHABDHE

17. IGExtER (positive control : PC) & LT, Z2x=Z/ 7 r7ILTEFR (AS S : 122-
78-1. #EWN%UL) FHIFRITUIUEBIOIFILTRTIL (CASES : 5231-87-8, #liE 95%
#) #. TEF=FI)LHRTEEIAMM TERT S (10) 7T L7 F7ILTE FIEEIES &
VEAZRBILPTIVI D, BULREFLEFHEAMEAVSGZLICKY. RH0xSE
MERIIETIVEND D, RITYVEBOSIFIILIRATILEMKSMMEINDOT V=0, 5ELE
BERBITTRETSIE, ThUsc, DEEORLEDOEEZ RIELBENBX. BET—
ARAFARETREBENDERTHRBEENEOANIE, AWDIENTES, SHIT, BYLBEE
ISHEELIZNAC £FIENAL DA EEFT HHEERMEL HPLC DA —T VRIZEH. hb
DEERNBEZRANT, @BFEIO HPLC YA TLDEES Y (REXMEA) | BENLGEESBOR
EE (BREXMEB) . ALDBEMN NAC £-[E NAL DEDRIZRIZT HOoP ZHEE (HEXE
C) ISDWVWTHRREET 5 T8k Il & 3 BH) . BEBYWED NAC 8L U NAL DFLVEEFHET
BBIZIE, TOHEBRDEICEL-RENBERWNDS (BB% 23 838) . -, #BRYEOHITL
UK SN S HBHMEZE HPLC OO —47 U RIZED. #HEME L NAC. NAL DL T hh
EDHBHEDEEEMEICDONTHRETT 5,

HEYE L NAC B&L L UNAL ;BEZDL >Fa~N—32
18. BIIILTAoOTL—FrZHAVT. NACBLUNAL DREZHEBEMEREENTH
L3 1DEETAUFaAR— T3, sMMBERPEREDISES. LRICLYSRKEENAN 1 mM
WEEMEES KU 5UMNAC/NAL £ %3 (17), 0.5 mg/mL #HEYMERENDIEE. HERYMEDRKRE
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FElX 0.125 mg/mL &% %, NACBEH LU NAL BKRICHBRYEEMA-ERITSEBRARD O
niE. A THIZENTEIN, BRFPICEFNIHEBRYEOEZERICHDIFEN TN
LEBEERT S, CDH. BHERERIEEEZF >THWSAIENTE LN, BEZKRIIELNDS
LEATHATHY . REMER LDETHEZTNE TG GEE 4 mM TIHAERZ LG LME
FMEORRICOVTIIEESISRBOI L) . RIGHARIE 25 £ 1°C T 24 + 1 BEIEATICTA
X aR—FLTHhS, HPLC 2 ZE1TI. 1 ¥ aR—F&, BIE&HELT R 704 OER
(trifluoroacetic acid : TFA) (98% Ll L) Z#RISHEICIMA., RIGZILEDHB & (3). 2.5% (vIv)
TFAKBRZE 114 DEETRIGBRIZMA S, hlzklY. NACINAL LU TFA DHRKREEIL
TNENh. 4uM B LU 0.5% & %45,

HPLC D#fEH & S5 #7

19. NAC/NAL MiFid %, UV BB LR L HPLCIZEYE=42—F %, HEBRMEIZ UV
WIRRL S A& Y . NAC/INAL L HBHT 255 1F. BARHBEFEAT S (11) (12), NAC/NAL #%
HIZIE 2 20A T avhdhd UV BRHEZAVGESKATEZB L. HAHICK Y RHEELLE
BEARFoNnGEICOA. BABREZTS, HLIE, HITLTHPLC IZ UV #HH3 & FL &RH
BEEHEL. ABAEZTS. UVIRINESORBHNEDONENGEIE. UV T—2DHEE
A%, XBFHEDEOITFAEELERLELDIGEIC, FLT—42ZAVS (B188) ., A —.
ADRA-FL THLH#HBHEADO-IBEIE. BE 28 [T > TEREEITS . NAC. NAL WADFL =R
EFRETDHDIC. HBEYMECLIZIAREMMNT S, BERREMANIERGHLEESZHN, RIGHE
BOREE, TEDLEHTRL, h2EDKSHIFAETH> THETERRME 3 BLURNICERT S
kL BIRIE, B4 0T L—FEAWLTNAC & NAL O HPLC ST E S 1T TERT
5BE. 1 EIZRAT 34 ## (BEBRYME. BHEXME, RBRICAVSZZTAThLOBEHICE SN
=@ HOBERBEREE L. TAEN 3 ERERE) OL/HHNEARETH S, 1 BIOREER
DOREAEIZEFEVTRE., RL/NYFDONAC LU NAL [FRZEZRLVSD, HPLC 24T DRI #HER
MEBRBRELUVRBARDODBBRHERZITI L, ZEDEBYICKY HPLCDS A VFE=IEHS
LDEFLEADFHBEL LT, RHEEETEDLSE (100~400xg) L. kB E/ A
TFILDEITERSEDELD, 1 0Fa2R—2 3 VERORBRISERME-IBEIHEEZRDH S
HBA. NAC 8L U NAL DBV RERIAREMNEZ bNE T LMD, TOHADIEEKERIZD
WTlE, A oFarR—2 3 VEROPDHIZHALHDEBEMARO SN-15E& LRk, 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 (ZFREL L -85

0.5 mg/mL (ZFRHL U 72 9255

Rl W I

HEESHIT X0 e

e

HWBE & NAC/NAL O | UV Biitids e FL Biitias 4
FEHSH AR DA DO [RERE D TR T b 5
A 1 Q EEOTIETT — 5 2L
VT 20E, UV IETRET
v P52 WMT %)
e 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 TRERFHENE 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

o BEMEBEHSSLUVEEMREADKREAEILD OD 281 nm (UV #&HER) F =& EXEm 284/333
nm (FLARHIR) IZH1TSHNACE LU NALDE—V EHE
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o WMHBRERDIFITBLVRERHY (R2)

o HEMBANDKREAEZENDNACHEUNAL DEE

o HEMBADIHDNACEELUNALEE (M) OFEHfE, SD. CV

o HEMBABIUCOHNACHKLUNALEE

Are—o X

o HIERBIZOLT

©)

EEMEBH LU CORBRIEILMDOD281nm (UVIEHER) F71=IX EXEm 284/333
nm (FLEHER) ([CHITSHNACELUNALDE— @&

FErZF)ILFOERERBBE LU COFIZDNT, OD281nm (UViEHSR) i
(¥ EX/Em 284/333nm (FL#&H2S) [CHEITAHANACHIUNALDE—Y miED FEHE,
SD. CV (REMBON/ITHORBEHEEEDRETDI=H)

RWEEHBREIZOVT, 3 FINEYGEEXNE C D OD 281 nm  (UV #H&HigR) izl
Ex/Em 284/333 nm (FL #&Hi2R) (28175 NAC 8L U NAL O E—V EED B
(NAC & U NALBAOERHEHD =)

FAWE=&BEICDONT, 3HI0BEYLEEXE C D NAC XU NALIRE (UM)

RAWE=EBEICDONT, 3HIDBEYHEELERECDNACELIUNALEE (UM) DFEL
f. SD. CV

o BHEXMERIZTONT

©)

@)

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 @&

REBIEZEDNAC 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
ICEYEARF SN FRBERZERICAFL., SAEFTMAD 10 EF 8 MEIZOVT, ThZThOE
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ft8% 1ll: In Chemico R B BR{EtE :
IRERBR T F FEEEHER
(kinetic Direct Peptide Reactivity
Assay : kDPRA)

BRAICERTNERR, HRELUVRA

1. kDPRA X, YRTAVEEFHITHDERETIRTF FIZT 2BRYE O REHEFERIKE
MELVEBREKREMICEET S LIZKY ., REREMED AOP THLIRFLARNILDA =S+
WARU b, Thbb, 0NV BEORIEEZFET S (1) 2), RIGREEHZEH L. #
BYMEDRARGREEHDOFH (log kmax B, BELs'™™M') ZAWLT. UNGHSH JAHTd
)—1A ORERBREEME (HTHhTFTU—1A) %2, YTHhTFTI)—1A [ZHEIAEVLD

(FEHTHFIYV—1A) . $4HbH5E, UNGHS [CEIKHTHTFIY—1B £EFRL4EL
(NC) WAl TA2NDEXIET S (3), BAMERICEDE, BRMBLREFIVN\VEL
DRIEDEEEHLAOINIL, FEEDILEVMENSELDIE F—TEHNRFEY., HIZ,
BEBREICHRELRIE N —TEZLH-0IDITRELRAENREFLIEND, CDEI3HD
DIFEREEORERERBETHDIE VA D, 180 BHEDILEME 5l L - &£ T DRERM
SEHLIZE D=, OECD 442C. 442D B & U 442E THIELE=ITRTOFEM/ A5 A —2 DT,
REEHIRLBNGRERFTHDZ LRSI NT (3).

2. kDPRA (&, EBMGE FL—=VF LIS, BMBENREETHS Z EAILEIA TS (4).
N T—2a VAR TRET LIz 24 BEOHBRMEIZTDOLT, UNGHSH T A7) —1A %%E|
Y LTS kDPRA DEARMLEIERNEIRMEIL 96%. FHERMHBEREE 88%TH-1= (4).
kDPRA #RATIEL SN D 180 DWEBEMEBEERR LT D/ T—2 3 VR 4) PZDOHMDER
MOMEHERIL (3). KDPRAA, UN GHSH THT I —1A REREMEMEE. UN GHS I
EOWTHITATIUV—1A THWLWED GEHTHTITU—1A) hoHEBATESLEERLT
W3, CODEE, LLNA OIER BT D E. NS URERES 85%. BRE 84% (38/45) . #
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EE 86% (116/135) THo1= (3). kKDPRA D#ER %, REBREMHRBO-OOREEAXIZH
FTEHRBRHA FS/4 > (15) ITiR>TEEDHOBMNT- OECD LLNA T—aR—R &Lz &
A, Lli-tEENREO LN 4, Tz, E FRERET—42 (5) (6) DHD 123 DHERME (180
D56) OFBIE. NTURFBEHES 76%. BEE 64% (21/33) . HEE 89% (80/90) (3) TH
2z, fzFZL. E FTOBSEBT—RIETEEEI/EHTEL 5, 512, BMERVVEVEE
RAEMREBREZIME T 5158, LLNA FihHE T 2EMRBERIE. REAWNRDOE. T4hHb
EFCBETIREBRMEEEZRLICRBMLTVDEFVZIHBWVWIEIZBETRETHD, £ &
EMEIZx LT KDPRA Z5HEi T 2 DIZ 123 DILEMEDT—42 £y FMZEDSWWTHELI-EC
A, LLNA[Z. UN GHS HJhTdU—1ADHEEICEL T, NS U RERES 73%. BRE 55%
(18/33) . HHEE 91% (82/90) # R LTz AFAEELRT—2 T RTIZE DI &, kDPRA @
BRMEEICIIBALERTRER, RIGAH=ZRL, (nvioHBRICEYHIFEEINT) RERE
HDBESLUPELLEHNMEENEETNZZENTINATLS B), MILEEFZLE 21—
(16) IZ& Y, kDPRA (L, UNGHS 4 JAhF 31 —1A BEBREMEMEE. UNGHS (7) T1AIZ
RASNBVEREREEME GEHITHTIV—1A) EHEBAIT S EICEALT, BEMICR
LThdESht=, LI=MN>T., kDPRAIZ, () UN GHSEHN 1 DEEREMEMELRIE S
itEMEDOY ThTI ) —HBICwT 57+ 0—7 v TRBEE L THERATHENTES
(FA. (i) MEIORMEAICHE LT, BGEBEREFEALTUNGHS Y TATFI) —1AICILEYME
FEENETH-OIC. BEMTHERT LI ENTES,

3. AHEBAARSAUITHBTD HBEME) LOWSRAEBE. SABOXMRELIMEDOLETH
Y, MEEEIV/ FIXEEYDHERICT S KkDPRA OEAMRENS & IXEBRTHD. &
BILEYDEE. EERGLUNOBFICEIVA VNNV BERRT I ENMONT NS0,
AABE(TERANEL D, E5IZ, KDPRAZVATFA URTFREDRIGHEDHERET S
=, —EOT7INOT Y., 72/ —ILIRTILFEEETILTERGE, VOUEERE
MR 2B T i 0VEESYE (X, KDPRA DERAEENTHD, LHL, USURELD
HRETHZENBEMOSN TS UN GHS 4 7ATd) —1A ORERESEMEILIC<H
THhTHb, 512, BREMEBEOD T, DPRA ¥ ADRA T\ O UBEMRIGHE 5T
TEHEICEST, FHEERZRERLOTIENTES, KBARTF RELFRHEET. D
Bt (bbb, DATAUD_ERE) ZRETIBEBRMEDEE. RTF FORBEL TG

‘R ERAEMHRBRO-ODEEANXICEATHIHENTA K542 (15) ITHR>TEEH LN LLNA
T—RtEy FEEBTRE, NS URKEHES 85%. EE 82% (31/38) . $#EE 88% (102/116)
Thot=,
SRIERAEMRABO-ONHEEARICET SHEHA K5/ (15) [Ch-TEEHONIZE MR
EREMET -2ty BT DHE, NSURBEHES 67%. BE 53% (917) . HEE 81%
(25/31) TH-T-=,
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KT g DrlaetED HY . BEEDOHIES., KUBVLRIGHEDDHEICEIY BTEHAEELH
bLEBZOND, CORBRAA FSA4 DR} RICEBE I TLIRAEREL. REREZEEL
7ELN in chemico SHERETH D, REREHEZELIDICERICLIERRNEHEHILEZET H1E
2WME (Thbhb, 7ONTTY) ORBEIE. FREBEETEHBRETELRL, LML, B
REMYMEZREETSEE0TONTTUOOREORRIEL. FOVREEMEEZEET 5586
CHEBELT, ThEFEEETELEW EADA o= 3). EEMERICE > TREMYME LK
5IEEME (Thabhb, TLNTTY) OKRFEIL. in chemico REREIZK > TELCHBES
nTL3 8) 9 LHL. EERTORIGEEINETT 58{LD lag-phase D=HIZ. BRI
SBEICEIEIT BT LNTT X, KDPRA T (HBW S in vitro RIEBREREBRERLC ) B/
FRIINDAEEMNH D, LRREBFR. ARBEICIVEONZ, Y THATITV A DE
[CHELIEWVERICDOVTIER, UTICREBIT HAREMoNTVSRAICES LTHRT ILE
NHd (HE ., #HE 158

o FEHRTIV, ATa—)vErOX/ UEF BEERHTTLEBEVREHELNSHDZ &
EHRIT ST ERELETHEENHD.

e DPRA % ADRA TH D URELREMICRIET A7 N EH, 7/ —ILT
ATIOTILTERIE, ZTORIGHENBN LEZHRTEIT I ERLELTHHEEN
Hdo

4. HREEET LH-OICIE,. HERMEIL. KREEE 20 MM TEUGBEICAATHETNIELR S
BT (% 12~13 38) . CORETHRBIOHEBYEIL. knax B (kDPRA THEMED KR
EENMNSEHT IRRANEREEHR (B s™M'] [BB% 24 3] ) ABELNBRY. Th&
VIERETORBELEABETHD. COLILHE. BGHERERE (F4H 5. log kmax2 -2.0) T
UNGHSHJAhTI)—1ADEEREMEZFTRATHIENTELH, BRHEDOHR (Thbb,
RIS L, £X log kmax< -2.0) HSHEEHIEZF T XE T,

5. kDPRA [FEXU—F7DO FZRAVLH. BRMEOBRHENL. BXIVIOFUT0. HE
(E/ 7AOEETY) EOHBERADTREMSISEIET 2VEAH D, BIC. BE16I2HRHS
hTWB &S, ThETNOBEBEMERBEMRAAND L E, ROLRTF FRELEDA
UEAR— 3 VEKRBIRESZIE T A EAEETHD, SoI2. 1 SHEZEDHERY
B (FA—IL) . FA—ILELAE/ JOEET U LHEEERL (B% 8 W) | #i%iE
BT DIGEENHD-. kDPRA IZKk > THET L2 EMNTELL, REIC. AHBREHT
(P, KEEH) THETHEEMES., B SH E2MET5ELEZMEE. BLERZE
ELPF LY,

6. kDPRA X, BRI DZHANMELE L VESYDHERIC, RMTHISERTRTHIEALS
nd, L. N)T—2avElBTRIDESHYPERFRFESATLEL, COXL545
B, TORS KEBRL) OBEEZEHTHILICIYVE—HMEZEHL, RN T EDE—
DFEZ. BEEVOSEBHRAS KZRC) DHFELZTDEEZEELTELET 5, RIC,
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BON-HMESIUENMNTEDRIFEZANT, 20 MM BROBHRITVELGHEBRYENDES
EEHY S, BNMEROEEYME S UVEHOMETHLBERN. ERBES LT L ATRMEN
HAHH. BERTD()EHBLEFEEZERAYT 5. COETILEELLESODAOTNEILE
BHeH b, BENTHAELFTEDESGYOCNE., BERCRCERY T TERYME
(T35 UVCB PYHE) 2. COETILERVSZLETELL, EEY. ARE#ILEY
(RRELGE) . KAAFSAVICEBESNTVWHBERABEICINE S Z & A AT TR UEER
MEOHBERFTHEERFIVTLEL, TOLSLHBRTHENICEROHLHBERMLELD
MNEINZEFRITEET DVENDH D, REMIC, REDRPICETLEVEICKRHAREE
BRATERVIEHATSINGSEE. FEBRERE., TOLSLGRFICETLEMEICAND
RETIEALY,

7. kDPRAI[E, UNGHS (3)IZE DU T, UNGHSH JA T3 —1ADKEREMEMEE Y TH
TdU—A IZHEShLEWVYE GEHTHATITU—1A) EDHEMNICAWSZENTE S,
F—ARYMEICDORERZER L <. DPRA 1 ADRA 4 EDMDHERE L HRT 18
1%, RIEEREHEO—BaiEN@iICmITz IATAYL DAL EDHENT TO0—FDEHER
T. KDPRA DHREZE S S IZEHET 2 EHLH S (3) (10),

HREROME

8. kDPRAI(Z. inchemicoiRE&i%x DPRA (ARREEHA K54 DR IICEKEE) DEEETHS,
kDPRA [&. DPRA THRHWE LA T4 U RTF K (Ac-RFAACAA-COOH) %{EAT %A%,
DOUEARTFRIFERALEWL, RBRTF FOKKREE (05 mM) BXURIGER (1)
VEEEERD 25% 7t = L) [£. kDPRA & DPRATRI L T#H %, DPRA L. REME
1TBEOERE (VATAURTFFRIZDONTIESMM) T, 1HA 4BRULE) ITEET
HDIZ*x LT, kDPRA %, 5 FB3EDEE (5. 2.5, 1.25, 0.625 H& U 0.3125 mM) Tii%|
RIGZEBL. 25¢2.5°C T6 M= (10, 30, 90, 150, 210 KLU 1440 ) IZHIET %, &
REHFEEOSRTAVURIFFOERFEEES. T/ JOEEY> (mBrB; CAS &5
74235-78-2) ZFMATRGZFIESERICHTET S, RIGHELAS CFEHALMED mBrB (L.
ETIRTFROBEALTVWEVWS AT A VB ERONIRIG L TEALESREZRBL.
NZFRETDIILICE>THEBRRIFREEZTEET S, e =EOHLEHNEE 13.89%
(VATAVDHFDFAETIVIZEITS DPRA REBEHEICAWNS Ay A TE) #H8A.,
DBLENRTF FOHEZECHBELER L THIFMIZEETHSIBEIE. SHICHESE
75 (F5THIMES., BBYWEE. BE 28 [CRITFRAETIIZH T, REHLELEAL
T) . RHERTORBERTFFEEOERWNBLBEBMEDRELD T S 7%, ERE
ZARDOLNBHIEES FEEFELE > 0.90) . COMBOEZTERD., 41 o F 12— 3 VR
TEI>THEE [min! mM'] TRINDIEEEHZEHT S, COEE [s'M'] TEREIND
RETHICBREL, HHERDD, FEOHATHEEINZRZKEZ log knax & L. ZODEX
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BREERERBROE-—DV—F7IET D, ThIZE->T, BBRYELRBRRITFFED
RIEOERXRGEEZEELT D ENTES, RIZ, YATA URTF FRLORIGEE
ZAWT, UNGHSI[ZEDE, UNGHSHJAhTIdU—1ADREREMEMEL 1AICHES
Nz GEHITHTIY—1A) RERFEUEME L ZHAIT 5. Log kmax> -2.0 DILFEWEIE,

UNGHS HTJAhTIY—1ALFBRITED, CORGEEERZE. ) RV FHHORIERRET
BEMEOREBREEDBRELTMT 52012, ATAPDALEDHENT TO—FIZE SIS
FATESEEZ 5N S (3)(10),

9. FHBZEZHEEMICAWDDIZEILL., REMRIEX. COMEOME 2 ICPRBESh-EFRE
AHEAD OMEEZRVTRIMNEREZINT S &,

FIE

10. AREBRZEIE, EFETTbLAENYT—2 a3 VEHRICAVWS IO RaLTHS. KDPRA
DB-ALM 70O k3 )LEE 217 (1) ITE DTS, EMERICEVWTAREBREZZEALER
TEHHEE. ATAOLILEZRAWVWDSZELHESIND, KDPRADEELERERS L UFIEIC
DWLWTUTIZERY,

SRTA INTF FDHH

1. $iE B5%LULEDVRATA VEBERRTF K (Ac-RFAACAA-COOH) DRKRZ%. BERME
EDAFaAR—=L a3 VDERICHEZICANT S5, SRTAVEAERTF FORKBBEEIL.
TR RYNIZEBRTHHEBMEDISSIEIpH 750 ) VEEEE®RZRLNT0.667 mM & L.
PH7.5MD Y UEABRERICARET DWBMEDBEE1.0mMM ET S,

BRI E DA

12. AEREMATIC. BUAEBEICHT 2BBRMEDOSHEMEZITMT 5. BHBRYMEZELITHEMET
5. ERIGEDKEMEBEZAND, BRICKY AEEZHET L, C0LE. FEL
BRTHNIE, HEMENBRELTVDIEEZTEL, BEET7TEF=ZFUYILHBEELL,
T7ERZRFYNISEBLEWNMEAIE, pH 75 O VEMHEER CDRMEETMT 5. FhLL
NOBEICOVWTIEHABRET o TLELAS, REBICFS LAV ENRINIEAEERL
TH&L, EFRMICE. TRTOXMBLEZRLCBEEZAVCHEL. BUYEXBE L UVERER
RALEMEICOVWTHLONREEREN TN TN, COFFEROEE 26 5 &L U##E 2 IZFEH
SNT-HEENIZHIBEETHD, HH. DMSO [IRTF FZERLELE LD EMENH S 1=
O, BEELTOEAITETEIRETHD,
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WEMBIIHASRANATILRTFOHEEZATEL., REBEOEFIZ. RE12ICEEELE-EYD
WY ARIEICARLT 20 mM BREAET 5, HEMEOFRAEZ. 20, 10, 5. 25 B&
V1255mMDBEE LB ESERERICKYANT 3,

X DR

14.

15.

16.

17.

IBIExtER (positive control : PC) & LT, Y FLF7ILTEFR (CASES : 104-55-2, B&
JL— FH#EB%LLE) ZAWNS, CThE. REREAC. 7EF=FYILIZ20mMMORET
BRI D, RIZ. PCEE 20, 10, 5. 258K UL 1.25mM &4 5 &S ICERBEFIRBAEART
5, CORBTIIMOBERBOFERIIHREIALGL, ZOEAIE. CORBRTIIERELGR
IREFBETHEN. COEENBO—ELERAICK>T, HBENEEXRE LTON
JTF—2avaEBT— 42 AV THEREOEELEMNTREICLE D EI2L D,

BRI THHBERMER (VO) X, BERCBEISERLIEATF FEETH. HERYED
PCHEFHL, BEYMEELIEIPC LA U FaA—LERBORTF KELERE, ThE
nOVC EHBLTEHT 5.

CORBICE, BRESLCEHRTICABEEORRNELEACARTTF FERER LR
MERBLEAAD, CO—BOREE, BAAE EBHERSLVHITOFLY) BT
BEBRMEOHEERET BLHICEAT 5. STy, T/ TOEETUICLEHEE
T BIEN. RNV TSIY RREETHIENTES,

IS UURE (BC) EAvHISYY RATEEE LTERT 5, Chid, s & CEEHR
ESOH. WRYWHE. PC. RTF KA LTHNT 3,

HHRYPEE R TAEENTF FEREDS >FaN—230

18.

BERMEL LUV PCOERBHEREZ. 77U5r—2ar T L—rEERG YT LIA4 04
A 3—TL—+THRART S, &5IZ, kDPRA 7O O THREIATWS L SI(Z, FHIIZE
HETL— AT IR TULNBRERE (RTF FRKE. BE. BEHR) £#mMz b
CLITE-T. BEBRBIELIZCS VI ILEBR7T YA TL—F (ZyvEA4TL—FEMREER)

1 MERANT S (1), HBRHEREH-Y 3 RTOBYBRLITT S, 7IVyr—arT
L— rOSHEBMERRES LU PC H#REZT7 vEA4 TL—MIHMLTRIEEREIBT 5,
BEMEOKBENMEL . HEBEMEBRREZABRRARTF FBRICHN LZERIZEERMAE
HonfBE., EOBREDENHEBRYENRBRARTF FEOREDI-HBEBRPIZEINT
WEDOMEBRETHEL, CO&SGHEE. BHEER (log kmax 2 -2.0) FZITANR LGN EH, [2
MR (REMEL. £(F log kmax < -2.0) [FHEDIEZH>THRRIRETHD
(kDPRA TEE 20 mM TEHFREADEEMEDREBRIZDOLTIE, BE 4 DEELSH) . &
BMBESLUPCEARMLIZE., TL—FE2KREFHERAILTESE L, 200rpm LI LT 55 R
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REST D, T4 TL—bDBEHEE. BT, 25+ 25° C TERETIADA Vo FaR— |
(BRE) BEICHz->TA oFarR—+95, EERMICIE. mBrB A& ZHMT 5810 10,
30. 90. 150, 210, 1440 " THd. FEILFEMEICRLBELIBHFRETRHAT H5DIZ. 1
FaR—aUEBHMERZELTEHE LY BIRIE. RIGOEWMEEME TIEZEWN, F 21—
SaVvEREABELTWND) , L. DPRADA X aR— 3 UBRICHEET 5 1440 2 1E
HITRATIDELRDH D, 1 vFa"—2 3y (BE) BEE. BBRPES LU PC OFR
HETZvEA TL—MZEHEMLTHS mBrB &5 2ETOERTHS,

HARE

19. TBDA >FarR— 3y (BE) BEICELREZL, FHICHEEL:: mBB B & (7=
FJILEIMM) %, BEXTT7yEA TL—t (BERESH-Y 1) O ILIZEOHIC
AwNT 5, TL—FEKREBHBERAILTEEHL, 200 rpm LLETS5 2R E 53 %, 390 nm
DRI ANE—ELV 480 M DERLT AL E—ZRANTHALBREZAET 5,

T2 ELUHE
T—4 DEF
20. DB-ALM 70O FaJLIZIE Excel DBEEFHER T Ly Fo— rARAESNTEY ., T—4 5l
(2T %, EMAHEA DB-ALM 70 FaLEE 217 (1) [CERBEh TV 3,
21. Ao FaR—2 32 (BRE) BE M1 J&IC2. UTONRTA—2ZEHT S :
« 120750V (BC) DHNMBREDEMFENE L VIRERE
12 DBFEXE (VC) DEABEDEMEYE L VRERE
- BCOFEHEZEVCMASELSILNT, HIEVCEEZRDD,

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

22. RWEBYEREZLIC. BEBBAOBEMMRTF REVE (%) ZROBIE=HIZ, UTO
HEEZERET S :

T IEHEGRPY B e 3 72 1347 1 PC E :H
x 100%

HXSHIN 7T g3 [ %] =1 -
FSHG ﬁ7¢[]{ [ FHIE VC TEIE

23. HEHEYEDFREIZTONT, 3 AREAEMEOEMFENE L MREREZRDO S (BRFEFRH
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Z&) o AFAa—TUIDEREEZEREL T, COIEREBELLRTF FRELN 120D VC
DIVHDRELYRHICAEEITEVAE S A EREFT S,

24. KDPRAIZEWT. () FEORKEICE T2 REHBRYMERE (REEBRMERE 5 MM) TK
TF R E 13.89% LU EZERDH. (i) VC EDREIHEIMEEEZROHDIEEIC. RIGERETE
HEUTORBADOREY ICEHT S, C0 EHEEE] (&, ARBHA FS14 008k | 125
HINTWLWS DPRADVATA VDHDFAETIVIZETEZRTF RREHED (54 HiE
[CEINWTWD, EHEEEZE-SLGMES. HEMER. BE28 IR FRAETILICRS

TSR LESN D,
ERRTORERTF FRE (100 - RTF FEALE [%] ) OBANKLEEBRNEDREL

DT 5 7H< . ERERSROONSIHE KK > 090) . COHRDIEEERD D,
COEDIEZDMIMMEN. BALERIGREFRTHS (HB— IEETE S Kovserved [ B mM-
1) o BIRBEFRD Kobsened EN S, BESEHLUA UFar—3 0 (BRE) BE My
CEDRIGEEEH (k) NUTORBYIZKRES :

—1.-11 _ 1000
kt [M S ]_kobserverd '

60t

CCT. Tt BATRLEBERETHS. ERERNIZBOONGVNGES (THh5, HE
REAY0.90 Rih) (X, BR%E 27.0i DHERICHKES

25. BRI 0.90 BDimE. KBERME M) I2DO20WT, EHAXEKE (og k) ZEHEL., &K
Ex |Og kmax & L TKIH B,

FERE
26. TEIDAEIX. ROEEZH T EITEY, ZETHAHIEALTEIND, ThoDEEDT1D
FREFERZFB-SLGVNEE. AEZRYET,

a. PC: 90 5 T?M PC M log k (log keo min) AV, RODEBEAATHRITNIEL DALY -1.75~ -
1.40 M's, RIGHEDETHIIZEE THEWEERE EIZ log keo mn DMFEBNE LGS, 150 &
TOIE (log kisomin) EEEICAND EL L. TNH-1.90~ -1.45 s DEERNIZA Th
XA 570N,

b. VCAMDTL— LD 12D VCEDEENIZEA. 6 DDBREBHHEDS b0 EL5 DD
BRI T 12.5% K@ TR ITRIEE S ALY,
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27. HEYBIZOWTHLT—2ZEoICFHEL. BRICHEBEZRIFIAREDHHEHTHR
5

(i)

(ii)

(iif)

© OECD, (2024)

WriRRE  BHICELWRTIFRBELEROHEIN. TORDOBEAICIEEHT LGS,
HEYEICEADERERICE-IIRBREBNEZI NS, COXSHIGE. BELEZE
YR, AL/ —UABHRINDGE. EREORGEEMNIASIN., BHICEDHT-
EEEHEERAT S,
EEREERES c BoLBLEROHLIDIC. BEE-RICBBRABETHWLWS—XIEH
FUHWL, COLILIEES. EIRFEHR2< 090 THE=0H. REEHIOEETEHE
nEly, fhviz, EETHZ. UTOXIZH->TELAOFBAORIZESVWVTEHT S
EHTES

k = [In (100/(100 — dp))J/(E x t)
CCZT. Tdpl E%TRENZELHR, TE] XEBRYEEE. It X4 FarR—
a3y (BE) BETHDI. CORICEICEEEHIT. BE 13.89%BDBHVEIZDOINT,

TRTIhORR Tt . RE TE] THEHEhS, &FR ) J&Ic, FBREICHT S
FHEZRD, CCTHY., FEORRDOKEEED log kmax 52T 5.

COLSRBE, BBREZEEXREL T, COFKMEDIBRYVEICAFTOLOLN. £
net, EREHICIDLONZHRTOILENH D, ERBENBEINLES.
BE2DBILERICEI LRORBREHFEEZEREFMFERT S,

BHETFH., THOLLEHRERFLZEERLIIOF U HBRTF RO VEEMED
HAWAST=RABYILIZEDNT, HEBYEICLIBRERBLIUVEXIIVOFOID
REFZRETHCENTED, BRYENEBEYV T CTRBSIN-BRHANXLTEEZHET
HBIC. BREANMEWSEEFIMBE AL, LML, BREANEWIGE., RTF
FiEmADENLEBREXENTLICHMETHVAEENHY . BRHEAXLE5ISET
5. RTIFELTFIFEDVICESEL, FEHEMEZRRETI2ENMNTLORBONEL
HUEEENH D, LIzA-> T, BEINEZBEIOHIBEKEETHINESHLEERT D
DELNHD, BELEZEVIHFRKEETEC., BRAXEZRHEEE. BREXIC
KB ILNBETWVWDIEEZOND, BAEVIOFUTE THADREYL (pseudo-
depletion) | #+H =L AlREMENH DL DD, BIRFICEZ S0, TNIZKDEDITRE
Bragic#EmLiZWEEZOND, CCICETFE2O0&HER-TIEE. XTI oFY
FTIZEBBEONEBETWNDEEZOND, CAHREDZERFENTH D, Bonl-#E
EHhSLREIPHEETHMES. BEEBYERT LD, 2L, RTLORMALZ LGS,
BRYRLIETETHD, COLSHEBEE. BREXEBIIVFUTEELGBLREBE L
TO—JTREZHETESHEZBRT. HEBRYWE% KDPRA THHli L TIEA 540y
(BATRIBRAR) (DB-ALM 7O Fa)L (M) DHEE1DEZ L a v 1 B8H)
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(iv) EIZZF=r—REWWFht, DB-ALM 7O FaLICEELRBEEIN TS Y. DB-ALM
OFINIZTHBLTWEAIVEILTUYTL— R, T—45EEICEHT7 5— FARTE
=ha,

FBHET/IL

28. kDPRA (¥, UN GHS 47 A T3 —1A DEEREMEMEZL. UN GHS ITESWNT, ¥ TH
T3IV—1A THEWLWHED FEHTHTTU—1A) DoREATEIDIC. PRXRTAURTFRRE
LPORSGEEZFERAT S B)e cOREBET, ¥T7HTIV 1A ITRFENGVERNEDL
N=BE. COMMRDE%E 3 BLUVMHE 1 ITRBESNATOSRRICES L THRT HILEN
H5o

% 1 : kDPRA FHIETIL

RISRE kDPRA [ & 5 F I

log Kmax = -2.0 UNGHS HJAFI31—1A
UNGHS H 7 AT I3 Y—1AIZRSENELY

FHITHFITY—1A)
*UNGHS #7 A7 —1B % UN GHS RA 7 L E#EANT 5=DICIE,. SHICERIPIDETHD, Bs (Hl:
IATA, DA) [2& - Tld. KDPRAEMEICEDH LT, COHEREFIZENTES,

RIstRE L. £ log kmax< -2.0

29. kDPRA @ log kmax D#ERMNEAME -2.0 ITE< . BRE (Fhbhb. -1.93~-2.06(12)) IZHS
BE. RENBFAIXTELRZL, COBE. BENAFAZTSA1C. BEERLZVLLEND
T—R BRI DLETH D,

30. CORIGEEE#HE. VAV FHHERIERRETCHBRNEDOKERELEDREZFTMS 51=
HIZ, ATAP DAL EDHAENT TA—FICESSICRIATZE S EEZ NS (3) (10),

HRBEEF
31. HBRMEZCE. UTORBEESDHH &,
HRYE Bk VI (BIEAIRE BRI

BE—maWEI T HEBEVELS S UNRYE)
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IUPAC %713 CAS £, CAS &S . SMILES F7=(F InChl a— F, BEXE LS F=13Z
D DFRF 7 £ DILERIHR 1EHR

PEHPRE. S, KBEBRE. 2FESSIUVAFARLGERDOZOMOEET 2YIELE
BIEE

ME., ZYTH5EETREMICHERTHNIETHYDILZRERERT E
ZL49H56. AROFMLE (R, BT L)
AERIRE

AFARGEROREEHE L UVRENS
BEIEXER I3 2B DIFEHR

ZAUYH5E. BULGRRTFEEEZTIBUARBEROERT —4
BRI RICH T S EMDER
ZUYHEE. ERTIBE MBEBSLIUVEORI DR

FERZPYLUNDBEDBRROZLEMES SV ZDBRENRTF FRERICRETEE
DERERMFTH DR L%

NTFF

e, oy b, ME

HAST
AT IEALES (ETIL. 24 THE) [ RREEZET

ERESTIH DB

HREEDAEMGERANIC. SBRESARBEICERALTVWAS L+ EAEEZILEMERRIC &
> TCEEL -5 0t
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TARDEE
HRFIROFHLGVWEELHNIEE DT
KDPRAIZK U FoN-HEROER L. TAAKRE 29 [CRBSNHEERATH LA E 5D,

BN BEABESNAINELDBMLIES, 1 0Fa~"—Ja VBB TRICETAIREES
VOEBHDONELGE. BEET SBEFROER.

4 ZA
Vo=
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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. 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...
	7.   本試験ガイドライン中の試験法は、手順、適用領域や限界に関して異なる可能性があるものの、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。確定方式(DAs)において、方法は自動的に互換性があるわけではない。OECD TG497では、どの方法/方法の組み合わせを用いるべきかが規定されている。
	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。規制の枠組みによっては、上記方法で得た陽性結果は、それだけで化学物質をUN GHSにおけるカテゴリー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UN GHS (1)で定義されているように皮膚感作性物質をサブカテゴリー1Aおよび1B (23)に、サブカテゴリー化することや、安全性評価判定のために皮膚感作性...
	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)。
	参考文献
	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カテゴリー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％（...
	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。
	試験の概要
	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...
	陽性分類本来の閾値は6.38%であり、この閾値を中心とした統計的に導出されたボーダーライン範囲は4.95% - 8.32%である。同じフローチャートがシステインのみの予測モデルにも適用され、次の閾値が適用される:3%ではなく9%、10%以上ではなく17%以上、4.95%ではなく10.56%、8.32%以上ではなく18.47%以上。

	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。

