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Fef NP (F NG HANDIEEREL) IZENERABT L FF1
1. RGeS &k, EhEENS (bFsh o0kl L OERICEE 4 5 AT

VAT L] (UNGHS) (1) IZXVEZRSNTWDHEY . KJE &L DOKEBE/MEIZT
VWX —RIGZBIZEITWEOZ L2 ), RIERIEMEORIA & 725 EE e EY)
FHIA R MBI LT, A EARDR —HLTWD, FBEBRIEEICHE I EFENEB X
OVAEW PRI BT DR O FkiL. AFERmRE (AOP) & LTEMNINTE
D (2 . DFLNDA = A X I BZOHEA R & L CHEER.
Tbb, TUAX—MEEMEERICELIETTHREENTWD, 20O AOP TiE, A
BIbEmE R . T BER (Thbb, YATA Ly, FIFVUY) ERIGT
HALEMBICE RSB O TWS, ZOHRE, DFLLDA = v b A X2 b
(Thbb, BWOTERA XN LiX, RENICHEET D52 )7 BOXREF
DERBIWEEDOIARKEEDZETHD, A AOPIZEITDH 2 DHOF—A X b
A RICE 2D, RENKIGE., LB A Kk E T A S B S
(antioxidant/electrophile response element : ARE) {KAFEARES 72 & RFE ORI 7 v
(RIERRIE & BET 2 BIn RO ENEEND, 3 DHDF—A X0 MIMHIR
MIROIEMLTH Y | @FIIFRO 2 RRL~— T —, FEIA 2, A4 B A
CVOFRBICL VI END, 4OBDF—A X2 MI THIROEE TH 5,

2. R BN ORI, @, ERHBSFEH SN TE T, JA<HLI T
% Magnusson & Kligman OE/LVEy fEHWAH~vF T ~AEB— 3 % (Guinea Pig
Maximisation Test : GPMT) B L Ot = —F—¥: (Buehler Test : OECD TG 406) (11)
X BRIEEVE DR & BEM OB G & 5T 5. LLNA (OECD TG 429) (12) .
72BN E DY E THESERIAL T 2 Hv 72y LLNA @ DA (OECD TG 442A)

(13) . LLNA : BrdU-ELISA 3 L' BrdU-FCM (OECD TG 442B) (14) @ 3iE7x L
DO~ 7 ZAREBRIL, TXTHFEMHOALEZFMT 2O TH Y, BiEakEs L OB ERK
TEMEDOFFEF 2 FBAICHET D VW) A TELEY MREREIVERLTHND Z &0
b, INHLORBRLZIT AN TS,
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3. (LW 2 RGN EVE DA EM: 23l 5 72D, B EREAEM: D AOP O
BHID 3 ODF—A X MR E LTRIEMFFIZZ < in chemico 35 L OV in vitro 7
BENERINE Nz, BUATORBRT A K74 Tk, ¥ X378 L oIEFEREE O
PITOI, DX —A X "BRRTHD, £7-. OECD TG 442D TlE, 22HD
X —A X2 N TH D ALMIOTEME(LOFHMAM 7041 (15) . OECD TG 442E Tid,

B REEAEMED AOP @ 3 DH D ¥ —A Xk Th D BRRHIIOTE AL A3 65 & 72> T
W5 (16) , &BRIZ, 4 DHOF—A XY NI THMEOHEFTHY ., 2k, v T A
ISEI ‘//\"Enniﬁﬁ (Local Lymph Node Assay : LLNA) (23 CRIBEAIIZEHE S v b

(12) .

INOLORBRFEODERBLIOEREIL., F—A XV MZEWERBRITA R AV
g5,

4. KRR A FF A > (Test Guideline : TG) TiE. KJEEMEMD AOP DA
DFX—AR b, Thbb, o378 EOEEFHAEICOV TR SNI-HF 2%
Gr L L7= in chemico RERICHOWTHIET D (2) . KRBV A K7 A 1%, UN GHS
(1) IZTEW GRS & FERAEMEE 23503 2 T2 DI AW B AR BRIEN S
725, BE, KB TA RTA CREINTWDHRERIEIL, LTFO@EY Th 5,

. 7T RiEA MR (Direct Peptide Reactivity Assay : DPRA)  (f1d%k 1)
. TR BEEERAE S PERER  (Amino acid Derivative Reactivity Assay : ADRA)
(fsHg 1)

5. Fg 2 ARBRVEIL, in chemico TO X VX7 B L OIFREAITELS RBRIETH
0. BHEERICZY TH D B2 HID, DPRAIZOWTIE, BRINE)Y) EBRA R IE A
& > % — (European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing :
EURL ECVAM) FEHDONY F—v g Uil BLOENICH K EURL ECVAM OF}
FRERZ B2 (Scientific Advisory Committee : ESAC) (Z X AMN L7ZET L E = —

(G =F5Ht) 27l 3) (4) (5) . ADRA IZOWTIE, HAENM)FEGRAEE
LR > % — (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods : JaCVAM)
BT TN TF—va A BRAEmS % 6) (7)) 8) (9 . MM L7eET
LEa—nZpshiz (10) .

6.  ARBAA RTA L RORRIEL, T — & OERICH S FIER RS b0
O, WTRORBRES, [F-SHEZTAR] OBEEZT o0, 227 HO
FOSHEC BT 2 A E O MBI RO BIHE U TS Z LA TE B,

7. H X7 B OROGE & TR 72 B RAENE & OFEBIIE. 3 ICiE L STV
% (A7) (18) (19) . =N TH, ¥ 7 EOMIGHEITE EEAIENED AOP O ¥ —
AR PO 1 OERT ?%ﬁw b (2) (20) . ZORFRARF—A N2
W2k L TR SN BRIBIC L 0 B o F I, ft#%’%ﬁr@&ﬁﬁ’wﬁﬁ@ﬁﬁéz
DU THE i %Hﬁ“t&)@$5ﬂ®ﬁ%ﬁ{£& LCIEtmEixnzzny, LizRnoT, K
BT A R4 il SR BEic v Gonr — 2k, Bk X OFHmIC
Fa'eﬁﬁ‘ LA 7T 7 m—F (Integrated Approaches to Testing and Assessment : IATA) @

IWT%thA\&%@W@@/mPT&é%®%~4NVF%ﬁ%kLkin
V|tro AR 72 5 NT in silico B F LI L OSEEUE S D b OREHE e & DIEEBRIY
FEIZ Lo THE LN MoOBEHEEHR & & BT, BZJ@”WE PEE (3725, UN
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GHS X4 1) L IFEAEMEME Z0T 572Dl RInNodbDTHL (20) . MEE
777 (Defined Approach : DA) . 972 b, W%Tékﬁﬁ KUK LT, FTH
Kﬂﬂb‘é%’:lllﬁél%b‘ft%@ftéi(btﬁ':(f@%ulﬂﬂf _h O ORBRIEEHNTHEDL
NieT — 2 OIERFIRHRE SN TEY (20) . IATA IZBIT 288 EHE L LTEH
TAHIENTE A,

8. Kﬁ%ﬁ%ﬁ?%ym%ﬁémrwéﬁ%&fi UNGHS 28 L7z (1)
VI BTV —=ThD IABLV 1B I (21) | HRPEGEIEEME 2081 % 2
L, RAMEHEICE LA RIBIEEOR S & TR 5 Z & b TEA, Ll
A OFERLAI Lo TS JL%a)iﬁ%ﬁb&rﬁ:51%6&%&%@%%%%&?‘%\1

B E %2 UNGHS DX 53 LIZETE A6 00 5,
9. ERPABEITTT, RIEB/EMIZOVW T, DPRA 3L ADRA L RIZ%EE 713

W &7z invitro RERZ OFHIMICES 35 THERERYE] R E Sz (22)
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75

BRES  BUEORRE . RRIN TV EHZRE L DO —E DR, ?fﬁ%ﬁ%@f
RELZHITORETHY ., ZUAMO—-NETH D, ZOHEILITLIE, RBRED
ELWHROFEZE®RT 5 BERLFEZTHOONDL Z ERZ W (1) .

(FHERIT%R)
ADRA : 7 X/ FEHERRE AR (Amino acid Derivative Reactivity Assay) D&

AOP (Adverse Outcome Pathway [ A Fix/F#EEK] ) @ 2 F LD A = ¢ /LA X
¥ R BRREIRIRO in vivo 57 E T, AERULTFWE £ 721X E T E Ok
FHEENOAEL D EHOFESR (2) |

R
NAC. NAL W hDRDEOFHE
A ZROFETEIFVEITLL T O@ Y
NAC £ 721% NAL DA = {1- (RAEEANICHIT D NAC £721% NAL O E—

7 + YR C 123817 D NAC £7213 NAL @ B — 7 HERED F-fE)} x
100

THIEEDOFHE

JREE, FEREB L OHBEIICOVWTHHINIGEICEZH I HiER WL
O D, B (true positive : TP) . E[&ME: (true negative : TN) | f{4f&
P (false negative : FN) 5 KX OMAIE (false positive : FP) T %,

R, PR LR SIX, TP, TN, FNBXOFPICE W ESN D,
JRIE - EGMEE + EE Of S, TP + (TP + FN)

FRELE . B+ R E O, TN+ (TN + FP)

FEfE S o IEMEZ TR + T HIEL. (TN +TP) = (TN + TP + FN + FP)

BEIEHAR « BEEIE O FEBRIT 35T 5 IS & AT EE » OB A2 E L= 0 (g
BEBLEEND) |

EBRE : —BORET — 2oV T, ZOEERAEL FHETHS Z LItk v
HENDIELDOEDORE, 100 ERETHIEL LTERT ZENTE D,

e (Defined Approach : DA) : THIT 5720 OHEDEHRIT—X0 G061
7=7—4 (insilico 7. inchemico, invitro 7 —%72 &) [ZHWS, LS T —
SRRFIE (FEHET V. BANET Ve L) THR SIS,

DPRA : X7'F NiE& MG ER (Direct Peptide Reactivity Assay) DM,
EDTA : =F L U7 I IUEREE (Ethylenediaminetetraacetic acid) DM,
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EURL ECVAM : BN &4 5 5k AU VEFE & > % — (European Union Laboratory for
Alternatives to Animal Testing) DH,

BEM  BERICAME, R EEEER EIREH) ICEEEMZELT S ThE
PED & D EMRF F£ 72IZRBUTASK G > TV HME,

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment [FRERF L OGHMIZ B4 5 AR
T7u—F])  HOHTFME LT -HOLTFMEOGRA FEEORE (FTHE
M) L fEBRAEFEMEOREATT Bh7) . BROS E IR e n (RTRENE 50
BLOBRE) CHOONDEKRNT 7 —F, K7 7 —F Tk, BHEERH 57
— X TN THRIBHIICHS LR 21T 2 LIk v, GRaERO TaEME, Y
27 BEOELRHEHO MBI OWTHE EOBERREERE G2 5720,
AR I T M SN D,

JaCVAM : H A#h#) FZBR L5l > % — (Japanese Center for the Validation of
Alternative Methods) D%,

LLNA : 2010 4512 OECD TG 429 & L TG &=~ 7 A it U v EiikBr,

DTV DA =T NARY N AEFEEIC LV FEINDEWRDOIRELO Z &
THY ., HF LNV THERERBICBWTHRIIT2ELRTHLERESND B D,

BAEY ALFROGE A U2 DL EOWE D670 D B E 7213 IR, (3)

H—ROWE : TEAHERICE > TEZEN., 1OOERSND 7L &b 2K D 80%
(ww) % 50 598,

ZROME  EEHRICE > TEREIN, 2 DU EOEMGEDL2L LD 10%
(wiw) BL LD 80% (wiw) RiGORETEATL2WE, ZkohE L, RiETR
ICER L THEL D, IREMEZOWE L OEW T, RGN, (LFOGE 4 Ul
W 2L EOWEN G2 D DIZH L, ZRGWEIL, EERILZERISZ LT D 2 5L
FOWMENSRD L THD,

NAC : N-(2-(1-F 7 F /)7t F)-L- A7 1 > (N-(2-(1-naphthyl)acetyl)-L-cysteine)
DWg (4)  (5) (6)

NAL : a-N-(2-(1-F 7 F )7t F)-L-U 2> (a-N-(2-(1-naphthyl)acetyl)-L-lysine) @
W 4) (5) (6)

BRI SR RO T R TOHEREEL, RIS EZFET L5 LR 0h> T
WE A TR A [T 2 B, BE et B 0D BSOS oD e A 28 8y 4 fife 52 L2 FEA 9~ 5
7o DIZIE, BERISIEE Th > TIR B ARV,

TUNT TV IEEMERE N U RSB E 72 Db E

Fansr o RIERIEMEE AT D OICEERIC L D1 L2 B 2L mE
FHAER . WEL R OGBRYE B L O Ot st FEEEE & ALER X3 2 IR IE & 72 13t
K7p &, RBRROT X TOMBAS 2 & T ARNIE D Z &, R UEBEEE 72 130
R R T DR E L B S A REHZ DWW T, R—=RA T A4 VORI EHESLT D
TEOIZHWON D, [FIRFREMER A W2 REROGE . ARUBHI, I E 72 13 5HA
LR & DA OFES R,

©O0ECD 2020
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UM B ZTOMGE R DEA L OMEME, BLOZEORBRNEEDBMIZ L
STEREXCHEHAMENDD Z LORIEEZTHT LD, TORBIHB G L2 D4E
WFWIER %2 BRI E 723 TIT 2 RE 2R 7, 240 TiE, RBRIEDO R S
(—#%) vEBEIND, (1)

BB : W CRRBRFIEZ T3 L 72 581015 B 41 2 RIRF I 22 s N s L O R
MBI DR 2 £ REE, fiskd L O MM, 72 & NSk MO TR
ZHEETDHZ L THET 5, (1)

BEHRME : FURRFIEZ O CE UWE IOV TR %2 Ei L= 581G 5 - f
ER—FLTnbZ e ( MEEE) 2]) . ()

BB - SRBRTIEIC K o TIEMICE SN D TN TOBMEO L E 72 13E O &
DALTFMEOE G, BIERRRRE b b THBIEORERI 2" T RETHY . A
BRIEORZAMEZTHE T 5 ETEE T NESHELRFHTH L, (1) GHERIERD)

BeRE RGBS L - TERICOEIND T X TORMEDILFWE £ 7T TENE
ALFWE ORIG, WENRFERZ b TR BEORES 2R T RETHY . &
BRIEOZ A2 TGS 5 ETEE T NESHELRFHTH S, (1 GHEIRD)

WE : AARAORED, FLEFRETETHON DT TR L ZOMEY, £ O
DL TENE & RO T DI RTINS0, RIS R RO AMPITT X TEHEN DA,
ZOWEDOLEMICHBEZKITT b, TOMMEZEMEED 2L bR HHES
N ARENED & D3R < (3) .

VAT LOEEME ST O FRH A FATT L AN, ARHERE O BENTIC &0 B
amOMERE (REZRE) 2HETLHZL (D),

WERYE - tEBRE v A, BRBoxdg LR AYE AR TESICH LN S,
TFA : b U 7 v A4 afiffg (trifluoroacetic acid) DM,

ERESOILFERODEI X OCRRFICETHHAFMI ZXT & (United Nations
Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals : UN GHS) : t
N EMFE. 7E#E. Wikd. HEEBLOBRERISE 2 L) B X OB 2%
TLZLaAME LTHEREMICET IEREET L7201, WHaRME, 72
DN L OREAERICEWCEOBEB L UORELEEL L, B2 )T
L, EEMUERE, faBRAEMEER, BEESBIOLET —F P — ML HIST
DInEER LML 2 L Tei MEBLIWNREY) ODBHERETLVAT
L3,

UVCB : #A R F 72132 LT 2WE . G OGS E R £ 72134 EL,

RULBBRIE  BEOBMICH L TRYEB I WMEHEEN Y ThD EARIND,
BN H N 72 R IR A S B TR, LT, MR B CRBRTIENZ Y TH
LTI, EOONHMICEHLTRYTHAHIZT Iy (1) ,
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fHé |

In Chemico ZJEREAEME : X7 F FiEEHEREBR
(Direct Peptide Reactivity Assay : DPRA)

RONCERTNEHEH, BB LURA

1. DPRA TiL, VUMY ATA v DOWT N EERTHETILVERLTF R
(T DR E ORGMEAERT H 2 &k, FE&IEED AOP THh D4+ L
SNNDA =X VAR N Thebb, XNV EOKSEEFMTS (1) . A
TAUBIR) DUERNTTF ROBWDERN, BEEREEYDE & IERAEMEDE D%
BDT-DITHNS I, B L 4 BEBECS T SN SOoED 1 D2+ 5 (2) .

2. DPRA RERIEIX, mliiks o~ 7' Z 7 4 — (HPLC) M ORRERN B 2 i
R THONITHIMBENATRETH D Z ENTAES N TN D, ARBRED T M
X, [FA—HhE%X N CTH 85%., MEEMERXHE T 80%TH D (3) , NI T — a ikl
(4) BIOBEHRORER (5) MHEONIHEERET D L. HERIEEDE (+
7B UN GHS X453 1) & FREAEMEME & OFAIZ DUV T LLNA OFER & bk L 7=
Y. DPRA Dffiffe S 1% 80% (N=157) . R&FE(X 80% (88/109) . HFFE&FEIX 77%
(37/48) Td o 7=, DPRA TIiE. FEKAENEDENIK W (low) ~ HFRE
(moderate) DALFME (F 725, UN GHS TALXAY 1B) 1%, FE&AENEDsRE
2 (high) (BFE (3725, UN GHS FALIX4Y 1A) (AT HEIBEIFR
(4) (5) , L,L., ARBRIEIL, IATA £/21X DAICHES L, T 0% 7 B8k
BLOE 8 BEOFHITIES T, ofFH L MATOE TR ENLINETHDL Z
EDvB, DPRA HUMORERE & L C 2 IR SRS O fREIC T E 2, &
OIS, EEEAEEO#W %2 W72 0RBRIE 2RI 256 LLNA B X OISO
RS R, MR o™ (T72bb. B N ISR D EERENE 2 220K
ML TV LIV RN LICHBETRETHD, AFAERET —XI2L0,
DPRA IZ 5T A S EREIL 2 & Te BRI E ORI L OB A =X 4, (in vivo kB
IZEVHEIIND) FEEAEEOEE, HE LM ORFHCEHA TE 2 2 &M
mrERE Q) 2 3) (B, BRETDHE, INLOERIL. KREERIEEORE
PEDRIEIZ, DPRAVAHTHL Z L Z R LTV D,

3. KRR A RTA N8BT D THEBRWE ] Lv o HERL, BRoxtg e 2%
WEOZ ETHY L MEBIO/ IR ORERIZX 4% DPRA O A A GErE
CITEBRTH D, ERILAEYOGA. EAERBAUNOHFICL Y X R
JIET D ENMBNT NS, ARBRIEITEAI 22D, WBRWE L, RKRE
100 MM IZBWTHEYIRBEICAIR TH D 2 L (5 10 B%ESm) | 72720, AjEsE
IZBWTAREOHBRMYE X, b TE 2 RBECBWCRBRATRETHD, Z0
LD 7B, BHERREOLE. ZOMEE W TR E S EEEEDE TH D
EHIETE D0, BRI OIR, SHEZ KL & OMERAE 2 3 XX TlEu,

BEFLER DR A2k 9 %5 DPRA Ol AIREMEIC DWW T, BIE AT AR 72 fE
[RHATWS (4) (5) . N Th, DPRA IE. BEAHR DL ME B L ONES

ORBRIC, FHIFICHEATRETH D LA END (GF 4 BB IO 10 Bk )

12013 4F 6 H DAFEEICEB T, AREAREA. THBLOUGTIRORBRT A T4 T, Wk
OB ERDLWEERRT D WHRWE ] LWV HFEICOWT, K0 —ELEHHZITHI RETH
LZENREESNTE,
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REY., RBOEMPNECTHHILFWE (RELERMERE) | 2132 0Bk
A RTA 2 OGRS TV 2 HEIROFEFHNIZH 5 Z & SR TIZ /2 W»
LEWE ORBRICHT- - TiE, EfiT 2B ORZICEEDOL DEENE SN
HNENEHTL > TS 2 2 &, BEDOFHITT LV TIIBRHE & XTF FoE
NEEERTDHZ 0D, MRS RHOBEMERIEAY., 8L OMEARHE TR
TEDOWE., BHEZSOSERY E 735K E (T7ebH UVCB WE) IR THIET
NERWD ZEIXTE RN, ZO7n, EEREEICEH T2 THT T VOBR
DUETHLEEZOND, MOEEDH T 2 — BT E AR E )
HTERWIEIA R ENGEDL LA, ARBRiEX, 2o X273V —IZ@g3{bs
WVEIZH WD RE TR,

4. ZORBEAA KT A4 ORISR E I N TWHRERER., R 2EE L
VY in chemico BABRIETH 5, FFRAEMEZ A2 OISR I L 2 A RNIEM L 2 54
ALEWE (Thbb, FTunTyTr) d, KlBRIETIIRE TE RV, AWML
BUZ Lo TRIEMEME L e Db E (bbb, LT Tr) OFEBNIZ DN
Tk, ZDIFEEAENARBRIEICEYV ELS s THhs 4) (9 (10 . k
FiEE 2. ARBRIEIC L RS AR R, IATA £721% DA OFSHA O
WT, EDOOLATIRFICHE S L, F7MMOEHRIRE OR#EICHE W THRT & Th
%, RBANTF FEHARHEET, 2o (Thbb, Y271 o hikb)
T DWEBRME O G, X7 T RO 2B KFHE T2 RS S 0 . B
DHIER, LV EWSINEDFEIZEID Y THREMERH D B2 6ND (B 21 B
B LOF 22 BB R)

5. RO Y . DPRA I JERAEMEME & IEEIEMEME 2R T& 5, — 7,
DPRA %, IATA E£721Z DA 2 EOEHT 7 —FOoHR THW LN HE (12) |
FBAEME DR E ORI N FIRER G E N H D (6) (11) , 7272—F . DPRA DfEF D A
T, EAEEOREDIFERICRVEDINEHWT512F, LFELLITe bTF—& ok
We S HRDmED RO BILD,

AR OME

6. DPRA F. VAT AV EITY DU EHERTF REHW, #hBmE L 225~
30°C T 24 [l A > F a2 _X—v 3 %, BRAFT7F NREZEET S in chemico 7k
ETHD, ZNHDOERATTF L, RIBICENL D7 2=V T 7= 52507 5,
RTF ROMRERE L, ARG 2mEREks a~ 777 — (HPLC) &
220 nm (2T D UV BHICE D HET 5, WIZ, YATAVBLRI VD UrH5FT
F RO ROMERH L, THIET L B 21 Bo%2) 220, HBWE T, K&K
VEVEME & FEIAEVEDE 3k BT B 7OV B AL, B E % 4 BT 6
TEBOSHED 1 DI T H 2 LN TE 5,

7. Z OfFERIZEEE SRR IE 2 B E NS HW D DI b, FEhahaak i,
T 1 U OB BRI O 10 'S & B THA S ZVE 2 STRET D,
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ABRDOFIH

8. AKBrikIX, EURL ECVAM EE TNy 75—y a VRERiCHW =7
k=L TH5H DPRA ICEH9 %5 EURL ECVAM B EBRIEET — 4 XR— 2P —t
Z (DB-ALM) & k=L No. 154 (7) 1T\ TW5, EfifizkicB VW TARBREY
BALEATHE, A7 harzfnd 2 ERfERRI NS, DPRA OEE oMK
BRB L OFIBEICOWTLTICH T, 2725 HPLC REZHWLHE, TOREN
DB-ALM 7’1 h I VRdiOMGER A DORE ERETHLZ L& (B, fiE 1 o
FREFIH OWEORBRICEY) R~ L,

SRFLFERENT Y P EHNTF oG

9. 274 (Ac-RFAACAA-COOH) B LY ¥ (Ac-RFAAKAA-COOH)
EARKAATTF FOJFHE (HiE 85%H8, L L<IX 90%iR) %, #mE L oA v
XaX—a VOBERNCHEICRET S, YATA4 UVEAXTT RORKIRET,
pH 7.5 DV L iEETR A VT 0667 mM & L, —J7, U P EalH T F FOKIKIE
JEIE, pH 10.2 OFFET € = U SRR % IV 0.667 mM &35, HPLC O43fT s —
Zr v AL, HPLC FRMTIRERAY 30 WEfIRmM & 72D X HYRET H, N T — 3 VB
WCHWBH I, ARBIEICTRHE SN TS HPLC OREDEE. AT 26 3B (4B
WIE. BPEIR. BRBRIC WD Z L F N OB IR e 72 i B 72 B 0 TR kT R A et
Gl L, ZNE 3RV R LIIE) O 11E10 HPLC OFREBRCHRIFEIZ /2 5, [F
—DORBEFORERETIE, A—DY AT AV BIQY PU G5 X7F ROBKIK%
WD, HHICESS, TNENDONTF RRENETNER L TW5D 2 & 2R
T 5,

BB E DR

10. DPRADB-ALM 7'& k=)L (7) FE# D AL FNEIZHEV Y, DPRA O SEHERTIZ,
BN 72 VA 35 1T 2 BRI E D VAR & RN 5, W) 72 TR, BRI A 58
RIS 2133 Th D, DPRA Tl BRIEOWRMEZ, VAT A4 L HDHWILY
VUEARTF RONTNMNEAS X A= T DL LD, FERBFRTHDH Z
ENEHBTHERINIE, BRPWE (BLOZROWE ETIXREWORBROLE
ORI DT RT) DR L CNWD ERREIND, WYREEX. 7k =1
U, K, KETER=FI LD 1:1IREBWR,. AV TR/ —n, Ty iz
7R AETER=RIAD 1 1LIRAETH D, TNLUNDOEEIZ DN TR, 3
YEXHIR C (T 7eb b, WUIRABICIAfR SN XTF ROAN G2 550k, fiE 25
) IRV E=F—END5GE EFRIC, X7 T FOREMICEEEZ 5 272V RY
HNWLZENTED, ZNOLDOBEEONT I B HRMENRNETH D56, K%
OERIE E L ThR/NED DMSO # W TH Ly, DMSO 12X > TRTF Koo &K
ERAET, ZOFRER, FREREAMIZTZENLVE LS RS EENHD Z L1
HEELZ2TER 570, DMSO # HWA6 . #EE % 300 uL @ DMSO (ZH]
Wesw, BoNEERE7E b=bU L2700 pLICE VAR L CTHRDHZ &, Fi2,
ZDRGERLTHHERMEDNNE Th 256, R—EOHERY'E % DMSO 1500 pL
WA bS8, BoONRkZ 7 h=1r VL1500 lLIC KW AR L CTHDZ &, #
BRENIH 7 AN T AR TPOEELIE L, RO BRI E G 72 SRR L,
100 mM IR & ST 5, BRI OIRA YIS L OZROWEOEE, B— ORI,
ZFORS OKZERL) OEEGEZEH T LIk vllEL, H—0 AT Lo+
BHIX, IBREVOEHRS S OKERLS) Offlx D5y 1+&B X0 x oG %%
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o ERET D, RIZ, BONMER X OANT Eos+E4 HnC, 100 mM &
WRORBIZ L E 2B EOEEEENT 5, TERp TEEZUETCERNWAY <
—DGE, B/ ~—0On 18 (FE, N ~—%#ERI 28E0E ) ~—0 R,
O EDSTE) #FE LT, 100 MM EiRE=dRE T 5, 7272 L, BEEFRORS
ZROWE. F2EIARY) ~—ORBOYE ., BAROERME CHRERT 252 & b
WD, WIKOHE ., BARROWBME L, ATAVBIRI VUV EEXTF R
EENENL 108XV 50 DTS o Fa_X— 52 LIk, FANCHR
L7gWiLiE &L UCRBRT %, BEROYA. #BwEIL, EH ISR EIcZo
RTTIREE £ OB S, BT Bo 100 mM sk 2 il %, 20%13. V27
AVBIRVPUVEFXTFREEZNEFNL:10BL V1 : 50 DL TA o F 23—
FF5Z8ICED, ELRAFRELARVELEL L TRRT S, BT Eo 100 mM
TR & AR ORI E & ORTHIER (BUSOFE) RN—ET 256, ZORRIZ
DUV TIEHEE BT L TRV,

BBIEXTIE, BTEA IR, L R DR

11. BtExt R (positive control : PC) & LT, > F A7 AT kK (CAS &5 :
104-55-2, &7 L — NHiE 95%LL E) Z#Hv, 7 b= KU Lz HWTEE 100
MM 29 %, TSN, FRREOHREOMEZ T w22 BtEx ik, BEFr —4
DAFARECRRBREOFEITHAEEXELELNNE, AN ERnTES, 61T,
SR (T bbb, WY REEICER IR BT F RoLrE6T Y7
V) b HPLC DTy —o AT E D, ZiLh OFEE A VT, #i#THTO HPLC
VAT AOBEYE GEUERIIE A) | BRI ESHER IR O ENE GEYETR B) | #R
W DIRFRZ AN DIRBEN AT T R DRI EE RITSI n & (HERIRC) %
BEET 2 (i 2 28) . WE Z L@y e R ESREZ VT, YEmE o7 T
R R E2FEHT 2 (6 18 BoAEW) . A T, T SN D HBRWE = L 12 %k
BRIV DI L0 FERL S D IR A HPLC O —47 v ATE D, Skl
BE L) MYV ATA L WT DO ERENTT N E OHLEHOAEEMEIZ DN T
R %,

BBYE L SR TS 2 BLESY P EHNTF FEEDL > FzN—g3

12. VATAVEBIRNI VUERNRTT NIRRT, TRENEERYEE 1:10 B
FO1:50 DUEETRAEL, FI7ARA— T T —"A T AFlzBNTA %
2= 5, WEBRWE OKBEMENMRN T2 BRI BRI & R 7T RIATR
ICRINE R RN RB S -5E . COREOBOHBYENRBRHTFF N L
DRSO T OER PRI LTV DO B, LIzA>T, ZOXIH7%
LA, BHEERIIZ T ANLOND DY, BRSNS LEINARHATH VYO
BEEfho THIRTRETHD RKTREE 100 mM IZREDBRYEIZ OV TIES
10 BYADOSE L BMR) . ROSEIRIT 22.5~30°C T 242 BRREIRGATICERE LT b,
HPLC ST 21T 5., #BRME Z L (W7 DT F RIZHOWT 3 Ao 0 i LoHrd
%, HPLC AT ORNZEEIO HHFER 21T O R TR 572\, L £ 7o 1348 57 B
NROOLNDLPE., LEOILEMICLY HPLC OT A V7230 7 AN HEE 58
nNnd o, PRAHHE & LT, REHEEE T O0BE (100~400 x g) L. L&Y
ENATNVDIRIZHESED Z L 2BET D, A Fa—ra VREHORERKIC
B £ 72 13RS BEDSER D DL, X7 F RO AN /NG S 5 ATREE A &
V. BHEREEOSLS. FOREEEARE > TRISHEZ XKL Ef@mfM T2 LT
AN
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HPLC £ZEfe B DIELL

13. VATAVBLIRY P UEHERTF ROMFTITONWT, HEHERERE /BT
%y NRTF ROEMEYEIL, 20%E7-1325%7 & b= b U VISR TS5, REE
WRIZIX, VAT A VEAXTTF FIiR ) UEEREER (pH 75) . VY Eaa/8X7F K
(ZIXEERE T B = U AMREWR (pH 10.2) W5, REBA7F RoJEiKR (0.667
mM)  Z B AR L 72 YER A VT, 0.534~0.0167 mM O#HZ %15 L 42 6 i
DR EARRAER 2T 5, EERERICIT, BLBEOFREHKL D 5, W)
IR EAR O IR, RERE () B0 B LTS,

HPLC D¥#fg L M0 4r

14, HPLC v A7 ADA A, W OFEMRNREET 5, X7 F RO %,
UV HEE 220 nm ORIEREEZHT D7+ M &4 A 4 — K7 LA Mg £ 73 E e
FURR S S L7 HPLC Ik V=¥ —3 5, @bl 7 L% HPLC v &
TACERET D, N T—varyEsEOTe halii, HELWAETALLELT
Zorbax SB-C-18 (2.1 mm x 100 mm x 35 I 7 1) NE#EInTnbd, Z Ol
HPLC # J A%{EV, W2 BLGT A1 2 BRI . 3 27 AL K% 30°C 2B
TAME50% (0.1% (viv) KV Z7Anfiiz—K) . B 50% (0.085% (viv) KU~
A alEiE— 7 b= KU v) CTEEET 5, HPLC Z0#Tid, Wik 0.35 mL/Zr & L,
HIZABLTT & F =k U LZ2O0T 10 40z 10%7 5 25%, el TR 2 B2
THEOTE b=k UEEZ 0%BICAHIC B S5, [FEOEEYE. 7k,
X E ZNENEAT D, FEALFEADOH., WIS TIZT 7 5B, 7 50
{BEHEITH) Z L, B2 HPLC B 7 22 WA HA. VATA LV BLIOY Y
VEBFRTF ROBYREHB IO — 7 M2 RIET 5720, AV AT LK
WEDDHZENDHEANRE GBF., 3~10 uL O#iPE) 72 ERE/NT A — & Z ik
HVLENDH D, EEFHELE LT, B HPLC REZHWHEE. TOHREN Lo
BEEEHAORE L RETHDH Z L2 BIzIE, e 1 OB AETMEOWE ORR
W2k RTZE, WL 220 nm TE=F—F 5, 74 MNEAF—FT LA
EHWAEE . 258 nm ([ZBITAWKE L RERT S, 7 = KNU LOHIZE, R
TF ROLBEMITELEBLERIZTLOLHLT-O, Hil- Xy FOT7E =L
EHAWLEGE, TORBEEFME LT R 572 EICEET D, 220 nm OB —
JHfEE 258 nm OB —Z EEDO A, IHRHOBEE L THWS ZENTE S, &
HBHZOWT, RTHBEBHI %9 2 TR O FAE 225 90%iE 7> 100%Ai O il
LkTHLEE. WRHENE L o722 L 2R TRWEIEICRD EEZ LD,

15. VATAUEAENTT NOBILERET 2B ENFET D AEERH 5,
TR LIV ATA VEARTF RO —271%, BRICEDE=F —TXDHEE
Nbs, “EBRENRECTEEEZONDISGEE. ZHICE DT F REDFERE KRG
fli Sav, BEEOHIES, L0 EWKISHEICYESN D AREERH D Z L ICEET
% (5521 BB L OE 22 etk R)

16. HPLC D #TIREIE, #2357 F RIEIK & IRA . 22~26 FFH
BE L TSRO Y T IVOEABMBNTE L L IRET D, HPLC OOy —7
v AIX, HPLC fRHTIEAY 30 BEfARNM & 72D K HORET D, YT —a VBRI
FAnb i, RRBREICTEH I TWSD HPLC OFKETIEZ, 1 Eo HPLC HIE THRK
26 AELOGHTNAEETH D (B IBEHESM) . HPLCIZ X 2y —o7 v ZAD—4i

2OHfE &, ASCEeR @ CRITTEE A ER T D,

©O0ECD 2020



OECD/OCDE 442C | 15

A 2 1T,

T—2BIUOHE

7 — X DFFM

17. VATAVERIZY D UERNRTF FOBREICOWTIE, £iE% 220 nm
THPYEL., @Y —27ovv—27miE (i A [area under the curve : AUC] )
DORE, BILOEEYENOCELNDIMIERERE AW F RORE L EH
35,

18. NTF FRDRIL, FieoRUE-> T, SR O—7 mHEZHIEL., T 0
v — 7 A2 BT S BEYE R C (& 2 2HR) O — 7 WO EHE TEIS Z LT
rorEsns,

AT B_TF RO E— 7 il “]xloo

e wEbE o | 1
7T R [1 [ WYX CICB T 527 F R0 E— 7 Hff O FHIE

FFEHTE
19. 1EIOBEEIL., ROEELT-TZLIck, Y THILLERREIND,
a) FEVERMREARORERE (7)) 73 0.99 #,

b) BRI T %L L F AT ATE RO 3  IERIENS 3557 F Kb 5
DB, VAT A VEFEXTF ROEE 60.8~100%, VP GHXTF
FOHE 40.2~69.0%Td bV (%@ﬂﬁ@ﬁﬁrﬁzxﬂ@ TOWTIE S MHIDH 2 T
TOHMEND D) | AEHERFZ (standard deviation : SD) 28, AT A
D HETIL 14.9% A0, U V2 O T 11.6% A7,

C) JEUERIER A OTF NIEEOEHfEIL 0.5020.05 mM THY, 7T F=h
DAHICRIT S IBIOREENHE BB IO CIZoWTEL, XTF RO —7 M
HOEERE (coefficient of variation : CV) 73 15.0% A,

INEDORAED 1 SFEIFEE LR SR 0GEE. MELRD BT,

20. BBRIE OFEFAZ DN T, ROEHEEG -T2 LIk, Y THDH LA
BmENnb,

a) WBRE ONERIEICBIT DR KERERZEN, VAT A VOB FETIE
14.9% A4, U ¥ v O HTIE 11.6% AT,

b) WL RIEBE TR T D 3 PIOKERNIR C DO~TF FRE D FEIEN
0.50+0.05 mM,

INODOEMEL - SR WEE, T—XIIAREAE L. ZOREOHBRYE
[ZOWTHIE &2 4 0 iK,
FHE TV
21. WBRWE ZLIZ AT A ORI ERB IO O O ROEHE AT
5, P¥EER ﬁbfﬁ&$ﬁﬁ?%hﬁﬁn&&&?oﬁlmﬁbtvx?4y
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1:10/UY> 1:50 OFHIET MIBWNT, XTF REDROFEEIE 6.38%% B
WZHWT, IATA F721% DA OFSAN TR EEAEMWE & IERWEMEDE %3553 %,
ATHET VEEHA LT, $RWEZIGEORE (T7ebb, K, PHEEL IO
FRUGHE) 1IZOWTHMET D & IATA £7-21% DA OMARAOFEPHN T, FREE O FEAf

WCAHRARERPEONDZ ERXSNDITT TH D,

£1:VATAL1:10/ YV 1:50 DFREF L

VRATA VBIRY VOB ROEHE RIS 5 ¥E DPRA (2 & 5 FH 2
0% = /b SR D Y- fiE = 6.38% 72U, FEziEmD TR (=35
6.38% < ik 2 D Wi = 22.62% fEv
22.62% <RV RO VA =42.47% Hh A Bt
42.47% < JFD O E =100% 1

P ROBMEITHFHOICEHSINZBETH Y, WEORE &L OB EMEIT 2,
IATA OMSHA DR T, F72, 5 2 BEB L OE 4 BEOLEIHE > THh

2 DPRAIZ & 2 PHlllE,
M5z L.

22. WERE (FrEOWHE., £E3ZMWED 1 56 L IFEEOWEKRRST

FITIREW) 12X o T, 220 nm IZBWTEEEICRIN A < L,

BT F B L

A URFEFEEIC 72 535 A GRial) B2 5, #HBRmE & RBRA7F RO
HRFENDBES I D L 512 HPLC O EZ LT NICHHETHZ &Ik, WEHT
fiETE %, Bl HPLC REx H\WCIAHOMIEIZE Y #lie &, £ ORENR
AEAEHDORELRETHD Z L2 Wz, fiE 1 OFAETMHOWE ORI
X)) RIBERH D, KEHENECD L, RBHRTF RO — 7 HRENIEMEIC
KOLNT, XTF RO ROBHBRAEEIC /D, T 5 LB E OILEE M,
VATA VBRI VUEREXRTF RORGIZEUTESE, oV ER T TEHN
Boiewn] L5, IEHRY VUEAXXTTF NICORAE UG E, & 2 ICHE
SNV ATA 110 0 FHIET VE WS,

F2: VAT 1 10OFHEIETL!L

VAT A (Cys) DWAHR BOSHED 53 DPRAIZ X % FHI 2
0%=Cys D3 =13.89% 72U, EiEED TRV (E3is
13.89% < Cys DIV 3 =23.09% A
23.09% < Cys Dk 3 =<98.24% WA [ 4
98.24% < Cys D)3 = 100% 1

VROBMEIIHEANCE L SNEBIETH Y . WEDKEE & OBEMEE 2R,

2 DPRA IZ & 5 THlli%,

IATA OFSHA DT, 72, 5 2 Bk LU 4 Bk O REITHE > T

M5zl

32. THUSMT, WBRWE LR T F RO —J7 & ORI, 522 TIEAR
WREHEHL TWAEERH D, 20X RS, XTF REVROEETHY, &~
AT A2 1:10/ V2 1:50 DFHEIETVICBWWTHWS Z 21X TE 50, 5y
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B ORIEEDFREEICOW TR Z IEMEICAT 5 Z LIFTE vy,

24. VATAUVBLIRNY D UEHESNTF ROMIFITOWT HPLC G217V, £
DFERIZEM DORHD NG E . HBRMEOHHTE 1 BITHAS T D, 72750, B
PERE B L PR MRS R & OB AW O NS BEICIEWEER (Thbb, HERIRICH S
FER) THOIGA. SORDIONMNPBEREGENH D, VATA 2 1:10/ VT
1:50 OTFRIET IVIZEIT DT T R FEOFEEED 3~10%DFEFHIZE 55
By T, VATA U 110 D TFRIETNMCBIT D VAT A OB ERN 9~17T%
OHFHPAIZEEN DAL 2B HOGHT 21T\, LEIH & 2B H THERS—F LN
Laicix, 3EBEOSHE1T 5,

PGB F
25. ABHEEICIE. LTOEREEDL 2L,
R

o H—pWE
o IUPAC F721% CAS 4. CAS &&kE 5. SMILES £7-1% InChl =— K, #i&
KB IO F 72132 DM OFRRF 73 & DAL 51 1

o  HMBL. KIRMRE. B, BXOATFERERZOMOBEY 2 WL
PR
o HIE, YT HGA CEEMICHEE T HIVUI R DL FRIERBIIE @ &
o M THEAIL. RBROFLE (R, B L)
o RERjEEE
o AFUREARHPH OGNS L OB
o ZWE. UVCBWHE, IRG

o R OALFRIEIE R (EREEM) | M, EEAMEK, 25 ICBEEO
b 2B FRIMEIR (ERESIR) RS K > THBERIRY Rt 2 2 &

o AMBL. JKIEMRIEE. 3 X OAFRREZRZ Ol oD B3 2 M ARk

o BEEHRDOIEEY /R ~—0D%E, 5FEb LJAIRNT Eoo &,
F 71T ERBR S (2 B T B LA O IR

o YT HLEIE. MBRoOTLHE R, Wiz L)
o BRIRE
o AFRHE/RHPHORIESAE B L O ENE

X EH
o [GMEXIIE

o IUPAC F721% CAS 4. CAS ¥&kE 5. SMILES £7-1% InChl =— K, #i&
KB IO F 72132 DM OFRRF 73 & DA% 51 1
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o AVBL KWRRIE. TR B L OAT AR OMOBIET 2 WELEN
P

o MUE. MHT HUA CEKMIC TR HIUE A O ERRAIN B s ¥

o HUTAHAIL. REOMME (IR, B L)

o BRI

o ATERAHORERIS LK

o AFWHAHE. RREN T L OFALENEY TH S T L T HH
MR B — & DBIRE

o WL/ B
o WMT DG MHT DL BB LU ORI OILE

o IUPAC F£721% CAS 4, CAS BEFE ., BLO/ EI1TZ DM 17 &
DAL A RIFR S

o MEEE, %Y D5 E THEMICATRE T HAVIAMY OILERIRHRIE e &

o  AHBRIEDOLEMUNORE MHEEZ AW D5E6, Ml oFE. BLUA
T AT RE/2 #iPH D T OO BEE9 5 W E L ERIMEIR

o ATFAIREZRHIPHDIRAFIRM IS L OVLENE
o BHEREIZ OV T ORI D Z 47
o TEr=FIADEE, XTTF ROLEMITKIETFBORBK R

NTF R GEGE, BRI D R
o TF FIRIEOKHE (HEEIe, vy b, XTTF ROEMREE, FIRIZENE -
&)

o [V ORE (BER IR E OIEM 2 B &, BRSNS iz &)
o WEBRMEIRKORE (WBRWE O EME/ s EE, WRIRRICIRNS &)

HPLC #75 D iE 45 L OV
e HPLCH%:., HPLC I 7 AB XU —FH T A, B, A— v 7T —0f¥E
o HPLC HHTICEET /87 A —% + BT ARE, AR, iEH, /7 el

SR T ADBENE
o EVEWVE R X OEYEGI A OKERIEZ & D 220 m IZBIT 5T F RO — 7 H
&

o U I 7IZEVRINIMIEHERE LOHE S RERK (r?)
o AYENMADKENEZ L DORTTF NRE
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o JLYELIH A D 3BT T REE (mM) OFEHE, SD. CV
o HUEIHABIVNCORTF NERE

M — R
o LYMEXIHIZHOWT :
o BBIVCOKEHIEZ LD 20nmIcBITH<XFF RoOr™— 7

o TEHhr=RFI)AHTOEHEFH BIBLORCIHNITDOWVNT, 220 nmiZBIF 5
TF RO — 7 HEOYEEE, SD, CV (FEUEXGT IR D 43T DRI 22 &k
@*ﬁnf@f_&b)

o WAz HOWT, 3E O 2 FHERTIR C 0 220 nm I2B1F BT T
RO — 7 HHEOFEE (RT7F RO RREHDO=0)

o MWEHEWEIZSOWT, 3BIDEY) 2 IEHER I C O~TF FIRE (mM)

o MWEHEEIZOWT, 3 FIO@EYIRIEMEMI C O~TF FRE (mM) O
F¥fE, SD, CV

o Gz ONT -
o  KEMIEIZED 220 nmIZBITFHRTF RO E— 7 Hfd
o JEMEZLEDOTF KRR
o 3EIOKERE THORTF R ROFE)E, SD, CV
o  HBHWHRMEIZOWNT :

o WOLNDILGE., A X aX—Ta VIFRIE TRFCB T 2 KISEA DI
B4 OSB3 71 L WA K & Tl d0s ) Fzﬂ’ﬁéﬂ’bt (ENRLTES

o JEHOFE

o MU TLHEG. TNLSMNIBIE T HBILERE RoFR
o EWEZED220nmIZEBIF BT F RO — 7 HiE
o JKIEWIEZ L DOLTF bR

o 3EOKERETONTT KB EOFE)HE, SD, CV
o VATAUDWAERLY VO REROFLE

o fEHL7ZFHET /LI LODPRAIZL S THI

BT

o M TIHLGA. ARBRIEFEMOBRIC (B 20X, HAEIHOWE ORERIZ L D)
Gt fiti 5% OB BE A NLRE, F T AR VE ORI e FBUE OMERE & NLRET D DI
AW =FIE

FERDEES
e DPRAICKVEONT-FERDEL

©O0ECD 2020



20 | 442C OECD/OCDE

o (DBHEEHRN AT RER G A, IATAIZH S L7- DPRA DOfif oD %22

©O0ECD 2020



OECD/OCDE 442C | 21

&k | DBZ TR

(1) Gerberick et al. (2004), Development of a peptide reactivity assay for screening contact allergens.
Toxicological Sciences 81:332-343.

(2) Gerberick et al. (2007), Quantification of chemical peptide reactivity for screening contact allergens:
A classification tree model approach. Toxicological Sciences 97:417-427.

(3) ECEURL-ECVAM (2013), Recommendation on the Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA) for skin
sensitisation  testing.  Available at:  http://ihep.jre.ec.europa.ew/our labs/eurl-ecvam/eurl-ecvam-
recommendations/eurl-ecvam-recommendation-on-the-direct-peptide-reactivity-assay-dpra.

(4) EC EURL ECV AM (2012), Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA) Validation Study Report 74pp.
Accessible at: hitp://ihep.jre.ec.europa.cwour_labs/eurl-ecvam/eurl-scvam-recommendations/eurl-ecvam-
recommendation-on-the-direct-peptide-reactivity-assay-dpra

(5) Natsch ef al. (2013), A dataset on 145 chemicals tested in alternative assays for skin sensitization
undergoing prevalidation. Journal of Applied Toxicology, published online, 9 April 2013,
DOI:10.1002/jat.2868.

(6) Jaworska et al. (2013), Bayesian integrated testing strategy to assess skin sensitization potency: from
theory to practice Journal of Applied Toxicelogy, published online, 14 May 2013, DOI: 10.1002/jat.2869.

(7) DB-ALM (INVITTOX) Protocol 154: Direct Peptide Reactivity assay (DPRA) for skin sensitisation
testing 17pp. Accessible at: http://ecvam-dbalm.jrc.cc.europa.cu/

(8) ECETOC (2003), Contact sensitization: Classification according to potency. European Centre for
Ecotoxicology & Toxicology of Chemicals (Technical Report No. 87).

(9) Urbisch et al. (2016), Assessment of Pre- and Pro-haptens Using Nonanimal Test Methods for Skin
Sensitization, Chem Res Toxicol. 29(5):901-13 doi: 10.1021/acs.chemrestox.6b00055

(10) Pattlewicz et al. (2016), Can currently available non-animal methods detect pre and pro-haptens
relevant for skin sensitization? Regul Toxicol Pharmacol.; 82:147-155. doi: 10.1016/1.yrtph.2016.08.007

(11) Jaworska et al. (2015), Arch Toxicol. 2015 Dec;89(12):2355-83. doi: 10.1007/5s00204-015-1634-2)

(12) OECD (2016). Series on Testing & Assessment No. 256: Guidance Document On The Reporting Of
Defined Approaches And Individual Information Sources To Be Used Within Integrated Approaches To
Testing And Assessment (IATA) For Skin Sensitisation, Annex 1 and Annex 2. ENV/IM/HA(2016)29.
Organisation  for  Economic  Cooperation and  Development, Paris.  Available  at:
[https://community.occd.org/community/iatass].

©OECD 2020



2 | 442C

OECD/OCDE

ek 1. i 1

BREFMAOWE
In Chemico BZEREAEME : X7 F MREEHERER (Direct Peptide Reactivity Assay) ,

ARBR RIS SN2l Bk BB WD OIS, £ 1 OB AEHNH O
10 MEIZOWT, DPRA IZ X W HIfF S D TRIFERZ IEFEICATL, VAT A 0B
TRV UEREATF R LIC, HAKEFMMAHO 10 WEY 8 WEIZSOWT, 2%
NOFEHERPNICE END T T RO ROMEEZ AT T 5 2 £ X 0 Ehaltsk o+
WHEHRAEESIFET 2 2 &, HAEMAO s OB, FEREEDfGRA
EMHIZONWTEOND S OH &2 /R 720N SN2, TRLISOBRINELUE T
INHOMENTHIRGTHD Z L, BmED invivo 27T — %35 KO DPRA 12X DY

RSN ERED invitro 7T — 2N AFRRETHDH Z &, b WD,

EURL ECVAM

MEBLEANY T = a VRABRICIA S OWEZ v, ARBRICSIN L 7 fisg T
Bk 2 ol L 72BRICRE 5 2 E MNGRES LD T & & LT,

R 1: NTF NEE RO MRS REE O SREICHER Sh 2 BREFMA OWE

BREFTMEOME | CASES | WER | invivoFHI! | DPRAIEK |[YRTAVER | VPVEERT
Rig 5FH 2 | RTFREOER| FREDR
(%) DFFE® | (%) OFHE S
24-V=turou~| 97-00-7 [ A BAEE it 90-100 15-45
N V2 FEFIZHR)
E A= 15646-46-5 | [E{A BAEWE [ 60-80 10-55
(FEFIZTR)
ARNVLAT AT E R 50-00-0 TR JEEME Rt 30-60 <24
(FR)
Ry UF 7w | 122576 | EiE BRAEME [ 80-100 <7
NZ (FpgpE)
77K —)L 19317-11-4 | j&ik JEEME Rt 15-55 <25
(F)
23-THLTUF 431-03-8 | ik RS [ 60-100 10-45
(F)
1-7% ) —)b 71-36-3 RN | FEREWE (=35 <7 <55
6-AFNT~=Y 92-48-8 EfE | R E (=35 <7 <5.5
FLEE 50-21-5 Wik | IEREME fatk <7 <5.5
4- A N X7 & h 7| 100-06-1 | iR | FEREDE Fa <7 <5.5
=/ v

Lin vivo (28T D far A EME (B X OHRE) O FHIFERIZ. LLNA 7—% (5) (ZH<, in

Vivo [Z BB 1T IR IL, BRINE S ARt L Otk v % — (ECETOC)

REINTEELZHNTRH LA TN D,

2 DPRA (2L BTl
S THRAT 5 Z &,

E

IATA OFHAADOHF T, Fiz, 5 2 BB LOE 4 BE D%

(8) 12L&y

THIZHE

3EPHITIMNT L7 6 DOMEFRIC L v i S n7= 10 FiILL EOR ROMEIZENTHRD S,
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fHeg 1, fiE 2
SR —4 v 2D

RIERRRER KO EAER R EYEME 1
TEYEME 2
FRYEE 3
PR 4
FEYEME 5
RYEME 6
ABRE L
AU A (8 1)
SR A (UE 2)
SR A (R 3)

Fepa xR PBRE 1R 2 I e i 1
PR 2 \ R D I e i 2
EIEX R A B (A8 1)

FEVERTHE B (JX1E 2)
FEMERTIE B (JX1E 3)

1y FEOXE FEUERTIR C (IKHE 1)
VUFATATE R (KB 1)
AEbL (KE 1)

k2 (8 1)

2y FEOXE FEUERTIE C (IXHE 2)

YT ATATE R (K 2)
AEbL (E 2)

k2 (IE 2)

3ty NHEOXE FEUERTHE C (JX1E 3)

VU F AT ATE R O(KE3)
AEbL (E 3)

k2 (KIE 3)

FEEXHR FEMERTHE B (IX1E 4)
FEUERIHE B (JX1E 5)
FEVERIHE B (JX15 6)

3y FORAE (T7obb, WYIRIEEICEMR SN2 BT T ROIZN S 72 HEH
S — AT EDDH Tk,

FUESTHE A 2 HPLC 3 A7 LA DEAMEDOREEIZ W5,

FEMEXTHR B« FRYETHR O T ORI e ZEMEE RGET 2720, DTy —7  ADKRY) L i
BRIZED D,

FLUES IR C : YR E ORI DIEIEN T F R RICEE L MIES 202 & 2 RGE
TAHRD, Gy —r v RAZE0 5,
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8% 11

In Chemico FZJEREAENE : 7 2 / BAHE AR AR
(Amino acid Derivative Reactivity Assay : ADRA)

RONCERTNEHEH, BEHBLURA

1. ADRA TliX., VUM AT AL ODWT NN EE/TAHETIVENRT I /%
HERIZK T AR E ORI ZERT HZ LXK, REKEMED AOP Th D
DLV DA = v VA X Thbb, XUV EORIGMEZEFHET 5 (1)
(2) (3) ., Wz, YATA VBLYY PUFHEEROBREFAWNT, FEEKEME

W L IEREEE MR 1T (1) (2) () .

2. ADRA X, E#iEE7 v~ ~ 27 F 7 4 — (HPLC) HTORRERD & 5 figk T
HIVZHEIBE N ATRETH D Z EDBMFES LTV D, ADRA @ WLR (fitigk N ELME)
X, 200 4 fgklz BT 100% (10/10) | 100% (7/7) . 90% (9/10) . 100% (10/10)
Thol-, 7=, B0 3 figkl £D4O%%%W;OMT%%MKF%ﬂE%ELt
BLR (hsXMHEirE) 1% 91.9% (4) THo7=, 4 Sk kmf%méhtAJT~
TaryRBEOKG 40 MEIZOWT, TORET —XICBIT DRI L 86.9%
(139/160) . REFEIX 815% (88/108) . FrFfE (X 98.1% (51/52) Th-o7= (4)

(5) ., NUTF—va il (4) (5) . ZOMBEROFZEREENDS (3) . LLNA O
%%&wﬁLTADmrﬂiﬂ%@ém%(%ﬂm)(MRA@@%EWW D 124
{bEY) | RREE 74% (65/88) I L UVRFHLAEE 92% (33/36) & CREEMEME & FERAENE
WEDNTRISND Z ERRSNTND (6) ., EHIZ, ADRA Ol HEEIBNICH 5 73
{EEMZEBIT D MZJERAEED L, kS 86% (63/73) | KL 85% (44/52)

%i@%£F9WMwm)?%é(motﬁb\ﬁﬁ%%m|MAm%5u

M O 7 Bl L OVE 8 BRI DORIAICHE» T, o &HAE DY THWS
TENRHEREIND Z kﬁ% ADRA HUHOFERYE L LTI IR SN TR S OfE
IEBZIZT ER, . RIERAEEOEB & V2 OVIRBIE AR T 2 55

umAkio%hu%@@%ﬁ%#%i MRE S0, 3 72bbe MBI 2 EE
BAEMZ BRI L TWD STV RN LICHETRETH D, A%Tﬁﬁi
T &Li@ ADRA Dl HfEIkICIZ S £ SEREMERER, MIGA =L, (in
vivo IRERIC LV HIE END) FKIERAEIEDIRE B L O LRIk n g £ b 2 &
DRENTWHD (1) (2 ) @) . M LT LEa2—I2X D, ADRA O
U7 — g VRBRIE, BB RWEMEDO A ENEZ RN X0 #5925 720 O A B
gD —f & U TARBMBIENFR R TRITNE R L2V L 2EFET D H 0 & B
hiz () .

3. KRR A RTA BT D HEBRWE) v HiEL, BRoxdfgL7s
% DZETHY ., WEB IO/ E£ITRAEMORER ﬁ?éAmma@%T B

CITERIRCTH D, BRILAEMOGE, EARBAGUNOHFICL Y XV H LK
JETHZENMBENTND D, ARBRIEITEAN 22D, ZORBRITA KT 4
DT STV AR BRIEIT., REREZEE L722V in chemico RBRIETH D, K
JERAENE R T D DICEERIC L DA RNIEMEAL 2 E T 2{b2mE (Thbb, 7n
NTT V) R, RRBRIE IR TR v, FEEWMEBIC L - TUREEME L7 D
{2 (Tihabb, 77T ) OFEFICIE, ARBRIEICLY ELS BB E
nTwssvobds (1) (2) ) @) ., EizlExs, ARBREICLVEON
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ToREMERE R, IATA ORSEAOFFANT, EH ORI S L, 7ok
FEO#EIZBWTHRT RETh D, N-Q-(LI-F7F )T EFNL)L-V AT A v
(NAC) REDmRL (Tihebb, VATA O EBiK(L) &t 2 BMmE 0%
A NAC O &l KeE3 2 ATREMER S 0 | HIEDMAE L 72 5 FREMN 5 5 &
Ezxbhd (5 21 BREBLOE 28B%ESH) . HPLCIZ X > TSNz H WD
NAC “EAEOMMHB LI OVEENARETH L EBEZXONDL I b, #HHRWE L DK
I3 KO RES LI IREYIC, BB B ki K > T NAC RN L= 2 L1
EREIIRANTED D EBZ HND,

4. ADRA DFRBRFIEIZ LY HERMEME OREBRNAIRE L 70D, WBRZ T 2
=TI, BRI L. IR 1 mM B\ CIE ) 2R I A TR T AR B e
W (5 14 BrIESIR) . RREICBWTREBROBBRYE L, X0 IKRE CORBE 7]
BETHD, ZHODOHENICRBW TR EOEA . Z DOk E %2 AW THEBRYE M 7§
BAEMEME Ch D LHETE 50, BRI O, RIGHEZ K < & OfEE I %
FTARETIHR,

5. — RN AEIL A DS < 1E. 220 nm DO EIROLEANRZ WIS 5, RigR
W E N RN T 2856, BEETHE RS FRERH D, ik, X7F
RAR— 2 DRZFRIEDEREE 220 nm IZTEET 5 L 9 BFEE LT\ 5 DPRA Tilg =
D155, RIEAYIZ, ADRA THWARERIEDOEREIT 281 nm [ TEIND, ZD
ARy NV DSR2 8, L CHE _EEGEE T HAWEICR
LD Z s, HEHOREMITA EICEY (8) |

6. BAEOTHET LV TIIWBRME L REREOE NI EZERTHLERNDH D Z
EMD . MNP RHOEMERAY. BIOHMARARHS LI REDWE., HHE
TRROGERM . F T EERYE (UVCB ME) ICRET AV EH WD Z LiIXTE R0,
BAWIHT 5 ADRA O ATREMEIC DWW T, BIEAFAIREARFHRAR STV
% (9 (10) ., ZEOWER L OEEWE ADRA 73 EORBRIEICH WS 72901213,
7a ha N EETEICESE L, HPLC HTIC L o TREREKOBIVOE 2 ERTXH L)
T HHERSHD (9) (10) . ZOd, ZROWER L OCREY ORHEN AIHET
HDHERTA RTA L TIIFFED FIEEZRET D EILTERVA, BIRF U CRERIE
RO LR ECIRAMCEAARETH D & & 2 5N DFHl T B OV TIE, 5 15
BRI EHINTWS (9) , 2L, INo0WEIZO W TEIARY F— g Uikl
FHERFIZRBRA R L 1T TR o Te, IBEW., RO FEEDKEE Th 215
B (RZERWERE) . £IEERTA T4 s & T2 A ik o i
WNIZd D Z &AM TIZRVMEEME ORBRIZH 72 > TiE, FEhd+ 2505 8%
MICERODLRERPELNDINENERTL > THRETT5 2 &,

7. ADRA TIXEZERRAEEDE & BN E 2+ Z L B TH D,
ADRA DR 2 OE B & A G DO THRETT 2 5 A I EAENME O 58 E O FEAf 12 %
HBTEx 0G0 EHWET 5121, EE LTt hOT—X 2 REICE HITHRFTT 54
EWRH D,
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AR OME

8. ADRA %, NAC & LTHIOND VAT A ik N-Q-(1-F 7 F )7 & F
WY)-L-v AT A (CAS %5 : 32668-00-1) 3L UNNAL & LTHIBND Y ¥ Vg
0-N-(2-(1-F 7 F V)T B F)-L-U P> (CAS %= : 397841-92-8) DFLIAIRE % & &
9% in chemico ARBRIETH 5, EEIL, HERYWE DOF/E TIZT 25£1°C, 24+1 K§fE D
A FaX—Ta U RIATORD, WTNOFERIZH, UV BRHARET 272012
NKIGEASND T 7 X2 VBB 1 2EEND, NAC B LT NAL ORI,
APLEHIEIC X D mEiRIA 7 v~ 8757 ¢+ — (HPLC) & 281nm IZ361) % UV #il
WL VHIET D, £D%. NAC B L NAL BFICHOWTIRADROMEZEH L, Pl
ETIVEDHEETTO (5 26 RS H)

9. ARBRIEICRER S T ilBRiE 2 BRIV D DITSET G, Ehiifisis, =
DAFEROAE 1 IZUH S AL 7= HREFHE 0 10 W 2 IV THARTRY S 2VE 2 SZRET
50

B D FIH

10. ARERIEIL, JaCVAM 3% L7= ADRA O F—3 g VikBRICH WS-
v han (11) #HICLTEY, B ADRA ZE AT AHERICHEHTH L9
HIEE N5, ADRA OFEERMERERE L OFNEIC OV TLLFIZREY, #7225 HPLC
REXHNLENC, ZOREN T B Fa LB ORIEFEHAORELFETHLZ &
. LFELL, ZOMFEOHE 1 OEREFMHOME ORBRIZ L v R Z &,

NAC Bt FNAL DEE

11. ki EKIL, BT AL 2F0E (FUIIFILM Wako : FFWK) flisikk 4o
H X JFS 296-80901 T, FERUEMERABRH O TADRAF~ b & L CTATHHRET
H%, NAC/INAL DOHIERFFIL, Bt 7 A VABEASHIZI Y BATLIEG SN T
W2, 2O, MEORLEF X, FrAla55 2 L7 < NACINAL Z4AET 5 2 &
MWTE D, fid NACINAL # W5 56 1%, LATICRET 3 DD ERMEL - 70T
X o7, oM ERELA - T I oBESNZZERHLNTHD NAC
BEIONAL ZEATHZ LT, mELZHRTHILESL 2, ERF/e < ADRA % 3
THIENTE A,

NAC 3 X O'NAL [C LB Ve -

1) #FE - NAC, NAL & & ICHEEDS 98% L L TH D Z &,

2) ZEME : NAC BEL Y NAL O Z HWT, #BRmE N2 &N TRV
SHBAGHEL L . SHRES O BXO2AMOA v F2_X— 3 %12 NAC &
NAL OEEEEZEET 5, NAC BL O NAL OFEZEENNTHKEIE 90% Th
5L (11) . NAC OFEEEFEIL. # NAC OEIE 3 LT NAC —ERKDFERE R -
3) BUGHE il 112 L7 B BhEERTA o0 10 /8 % VT NAC 38 K O NAL O it
PEOFHM ATV, FTE DB AN T=3Z &,
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NAC 5L IFNAL DEHED G55

12. fERIZHENL B, NAC B LY NAL OIEMEMEZEZ N F 2 L ICHRRET 5 2 &,
0.333 UM EDTA Z &4 L. pH 8.0 100 mM U > BRFETENR 2 1AL & 4 D 1RE 2 mM D
NAC 5%, B LT pH 10.2 D 100 mM U > FEREETE 2 Vi & 4 5 2 FE 2 mM @ NAL
JFUR & 95, I, 2D 2 DOFKEFREEIR CTHIRL T, 6.667 uM JFK % 7%
9%, NAC 5, NAL FURIZW TN b gG CE 522 #HONCHEHTHZ &
(3) . ZNBHDFIEERAFT DAL, -75°C Rl THHRTORK 12 » H R
RAFTH 2 ENTED, NAC IO RALIREL pH 8.0 OV U FEEEIRIC T 5 uM,
NAL YA DA EE 1T pH 10.2 DV U BERFEEIRIZ T 5 uM & 15,

BB EH IR D

13. JACVAM (2 X %5 ADRA ®~7'm k=)L (11) ITRE#E STV D AL FIRIZAE
V), DPRA OEFTIZ, #EI A3 T D BRI E ORI 2 33 5., w7 8
BT, WERME B RIEET 5129 ThHDH, ADRA 7 r k2 /L Tik, NAC,
NAL W HBEIEETIC TR EEZ A > FaX— b5 X9 flEshTns Z
END, HWBRME (BLXORBAEDZEIMWEETITREY THLGHIE. 20D
ERAY) DEMRLTVWD Z Lk, BRICK VR EIRIENEHR TH D Z & ZHER
FTHIE o THD, WX, REK, 7B r=hFIABIXOTE® b @@L T
Lo ZHNHDOEEONTHIC L HEBRME N RNETH HHE . KEOBERNE LTk
/INIED DMSO Z W T H LWy, DMSO 1T & - TRERIE NAC O &K (k4 U
(12) . ZTOFEE, FAREELZTW-TENL VML RDAREMENDH D Z L ITE
ELARTNEZR 5720, DMSO # W AH46, #EmE4s DMSO L7k h=FU /L
1:20 DIRATE (5%DMSO— 7 & =k UJWIEIR) Ik S CTHDHZ &, DMSO
=72 b= MU AREEZ RO DEEIL, B E %2 DMSO IZIEfR S, ZORKE T
T h=FULEHNT 20 (E4H LT 1 mM gBRE SR 2 R84 %, DMSO % v
722 & T NAC 3D “BIAME MRS 5 5E5121E. NAC —EiAof i
HPLC THIRETH DA Z LD, WITIC L VERT D ENTE 5, HBRWE IV
TORY 7L o BEBRE R CPORERELHE L, RO E RN @E D) 2 B
i L, 1 mMIRIRZ AR 5,

14. DT ENEEITH 2 B WE ORBR TIE, WBRMERKOREIL 1 mM
TIE72<, 05 mg/mL (T TIT>ThH LW 9) . F£/2, FFEDOHALNTH LR v—
DAY, TOBEHSFREICHE . 1 mM B TH BB ORERTFIE & FRE
WL THBREITY 2 &

15. FRCSBEFN T o DIR AWM E L OEZ RO E OREBRIZOWTIILL T D@ Y Th
%,

1) W @E ARSI D, YR E DA E T H D T2 OISR IR
DIERIC KA 256, bbb, IFEMY. RiEE L0 723
RO LNDHEITIE, BHERERICOWTIRMBICHNS Z b TEH0, &
PERERIZOWTIIHED D LENAATH Y . FHYOIEE ZHh - TR~ &
Thb, TIEL. FRVBIGETH D REEDRHHRY . THOMHERIZ A
ISDEREZHL Y Z &,

2) R D F IR SR B A R TR IR £ TR S, 1 mM
Wik a2 T 5, ZO%k, FRETICTTE DR Y KKIRE ORI E AR %
AERICHW D, BB E DN EEEYE T H 2 T2 DI BUSTR IR O VERUZ SRR N H 5
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L, Tebb, FREMRY . BEB X0 L 3ERRB O 5N 556121,
B tERSE RAZHOW TR WS Z & b TE 508, BHERERICOW TN
HLEMAHATHY, HYDEELL > THRTRETH D, 72721, R
BEMETH D ATREMEN H D IR Y | TRIOHRIC BHISOET 2405 Z &,

BIEXT IR, BB, FEB AR DR

16. Bttt B (positive control : PC) & LT, 7==/LT7k& F7 /L5t F (CAS
F5 0 122-78-1, HE 90%LL ) ZHW, T b= UV LZHWTEE 1 mMIZT 5,
UM, FRREORDEOME Z RO AR xR BEFE T — # DA TF A EE
TRREOFETHREELZE O NNE, HWNWD 2N TE D, X562, WYt
IR S L7z NAC E£7213 NAL DA G AT 2 SIS HPLC O3 —7 v R IZ
G, T b OIAEXREZ VT, ATATO HPLC v A7 ADi A (GLUEX R
A) | RRIFR7ZREME RO ZE M (FEETE B) | HW DS NAC £ 7213 NAL O
WORIZKIETH 5D HFE (FEEFRC) IZOWTHRIET S (i 22M) . 5k
WE D NAC LT NAL O RA2FHE T HERICIR. OB E I8 L 7o et
MzRWD (5B 23 BES) . Fio. YW E O A2 X 0k Sh 2 3EE %
% HPLC O — 7 U RIZE D Mtk E & NAC, NAL DWW s o bt
RO ATREMEIZ S\ TS %,

HBYE 2 NAC BH5B L INNAL D, > F a2 N— 5

17. 96 N~vA 7 a7 L— hEHWT, NAC AR, NAL BRZ T nh 1:50 O
L THBRWE L A v F 22— 45, NACIEHRE L O NAL I8 IS BRI E & N 2
TEZICIRENR S v, HRMETH D Z EOVURB I, YIERTPICE TN
HWRE OB EZIEMEICE D FIENRNZ L2 EWT S, Zon, e RIE
FEMEZRF > THWD Z ENTE DN, B RIIEID LEIRARHATH Y HYOE
Exa o THIRI X THD (JEE 1 mM TITRME LW EEWE ORBRICHOWTIT
BARKLBROZ L) o RGAIRIT 2521°C T 2441 BEREATICTA o F 2_X— kL
THhH, HPLC O &1T95, A > F=2_— &, EERKRE LTHU 704 o lifg
(trifluoroacetic acid : TFA)  (98%LA F) #nz. Mozl sr 2 (3) .

HPLC D¥#fgH L N0 4r

18. NAC. NAL & HICHiDRERET D720, HBRWE Z L1 3ET O KL
NI D, EERE N ZIUESOGAEE 205, FUSIRIEORE X, TEX DT RL,
MOED X RGATH- THETEIRISINE 3 BUWNICERKT 22 &, B, 96
R~A 277 L—kZHT NAC & NAL @ HPLC /5T 245 1 CTET 5548, 1E
IZEK T 34 3B (WS, BtExtif, BBRICH W D E N2 OV BEEN HE - 3
OISR R A2 S L L, £ 3 B0 LAE) OSHNRaETH 5,
—[E OFEREF O AEHIE TIX, [F—/3y F D NAC B IO NAL iUk %z v 5, HPLC
I DENHEBR W E IR IR B L O RIRIE O B REREZ1TH Z &, Z2RBOEMIC X
W HPLC DT A V£33 T 2055 E 5 2 L~ FhE L LT, B2 IK#H =
LB (100~400 x @) L, HOHWPHILEWZ NSA T IVOEICILESE S 2 L2 5E
T5H, A FaX— 3 VR ORKEZIZIREY F 73O BERTE D b,
NAC 5 L O NAL OBV RPNRL ATREMEN H D Z EWRIBEIND Z Lnh, TOHE
DOFaEMERE BRI OV TIEL, A v F aX—3 g VIFOWIHENC 2 A S O TEEB M3 F8 D
SNTHA LR, NS LENARHTH VY OEEZL > THIRT & TH D
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(EREZH)

19. NAC 3 LTV NAL DB IZHOWT, R SR 2 ER T 5, NAC 38 LT NAL
DEFEERITIEL LS M) 7 A aFifg%E 05%ETe 20%7 & = kUL —kE ik %
WSS 5, NACIZHF LTI pH 8.0 U »ERFEER, NAL (ZxF L Cli pH 10.2 D
U U EERRER 2 AV 5, NAC JFURE LY NAL KR (5.0 pM) O A 1T > T
5.0~0.156 uM @ 6 R DR EMHER, BT 7 v 7 OFPGEER Z RS 25,
WY 2R AR &k, EREL (R 230990 BOWH &35,

20. HPLC v A7 ADA M. AT OFEMANIMIET 5, NAC I L Y NAL @
AT TIL, UVERIEE 281 nm OMIEREA AT D574+ A A — KT LA
HEs F 72X EER BRI Es) E8ki L7 HPLC IC LY E=%—F 5, #Ylih
F L% HPLC Y AT AICERETH, NUF— g Lo m halili#dsns
HESE % HPLC BBEICIE, FELWATLE LT, R—RKFNa 7= AR
TN R 25~2.7 ym, BT LA X330 x 150 mm DA T AEHWDL, ZO
WikH HPLC 7 7 A&, & BiAT Ha0 30 3Ll b, v A7 A2fKk% 40°C I
BWTAMB% (01% (viv) NU 704 aliE—K) . BFE50% (0.1% (viv) RV
TNAafiE—7% h=FVU L) TEE{ET 5, ®iC, EBRICERT 501 2 B
S MoTEBI S, HTF LD LT 43 a =T %79, HPLC 471,
PR 0.30 mL/2y & L, #EAELCTT & b=k U LZoOWT 10 0 MLANIZ. NAC Tl
30%7>5 55%. NAL Tl 25%0°5 45% & L. fit\ T E #RET 57207 |k
= MU VREZ 100%220KIC ER X5, RIEOEERKR, WEBRWEER, < RE
WRAEEANT D, EAETEADM, PSR TIZT 6.5 0. 7 L0 Wi bz FHETT
2T &, B DM HPLC 7 A% AV 54855, NAC 38 X OV NAL O] 72 H 8 &
N —V mfEERIET 5720, MHU AT ALV EDLDZZ ENHDHTEAE GEF.
10~20 puL OFiFH) 72 EFRENRT A — X ERETLIMLERH D, HEHFELE LT, Bl
® HPLC X ExE AW, TOREN LRROBRGEEADHRELFETHDLZ &%,
PE LI fliE 1 OFRAEOHOWEORBRICL VR4 Z &, WREIX 281 nm
TE=HX—T 5D, 74 b A4 —FT7 LA Bit&GaE ROV 5E, 291 nm 12351 5%
HELFEET D, 72 =R ADRyFITL > T, NAC B IO NAL OZEMIC
BEALRIETHAELDDID, il Ny TFoT72 =R VERHWLGE, £
DOEELZFM L2 TN e benZ SICET 5, 281 nm O — 7 HfE & 291 nm D
V—7 mEOE, EHOEELE LTHWD Z R TE S, £REHZOW T, %t
WGBS 2 m A FL O SEHIMEDY 90%HR 53> 100% AT OO TH D4, Hin
HRAE T2 ole 2 LR T RWEIEICR S B2 6iDd, HPLC 12X D0 —7
Y AD A AHE 2 1R,

21.  NAC OEbAERET D RO &b 2 WHRMWE L H D, &KL L7z NAC
E—7%, BRIZEKVE=F—T&E 256005, T EOoH WL ZERIC
DUWT, NAC DD HDMEKFEMN S 4v, BEGEDOHIE &R D ATREERH D 2 &b,
HETLHZ L (5F 26 BeiEls LUV 27 B &)
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T—2 B LUHRE

T — & DFFl

22. NAC, NAL OEEITWTIY, KiktZ 281 nm THIYE L, @Y —27 0
v — 7 mfE (H#R TmAE [area under the curve : AUC] ) OHIE, I X UOHEAEY'E H>
SEON LM EREZ V- NACB LONNAL DEE L ZnEFnEH+ %,

23. NAC B XL NAL O HITWTFNE, FreoXiciE-> T, FRkEor—7

HEZHEL, TOv—7 miExBEES 2 M C (il 2 2 ov— 7 miEo
FEETHRID Z IRV IRESN D,

KEHEANZBIT S NAC £ 7213 NAL O v — 7 [HifE
NAC £7213Z NAL DD HR =] 1 [ ] %100

JEHESHHE CI2B1T 5 NAC £7-1% NAL O B°— 7 O E

FFEHTE
24. WROFEMEZG -3 &,
a) FEVERR EARORERE (RY) 2% 0.990 i,

b) BAtEBCTHL 7 2= AT F 7T FO 3 BIKEREICELSD NAC BLW
NAL DR ROEEMED . NAC OIEFE 6~30%, NAL OBA 75~100%TH VD . &
KEEHE(RZ (standard deviation : SD) 723, NAC. NAL W DA RIZHOWNTH
10% A5

c) FEHEXIR A B LN C D NAC I8 LT NAL OREDOFEIfEITVT IS 3.2~4.4 uM
THO, 7T =M AHFIZERIT S IPOFREHESH BB LR CIZ2O2WNTIiEL, NACE
X OYNAL O v — 7 mfE O ZE%4% (coefficient of variation : CV) 7 10%A7ii,

INDLOHERED 1 DL LA SR2WGEE, 7 =23 AR HMAE L, HIEZ#Y IR,

25. BRI E DFEFAZHOWN T, ROEEZG -T2 LIk, Y ThHH A
nEND,

a) WEERME O KAERIEICE T D R AR/, NAC BN NAL O HRE S
10% A,

b) YRV FICI T D 3 BlOIEUERIIR C D NAC 35 LY NAL O E O SEHEN
3.2~4.4 uM,

INHLORMED 1 DL EEZSRWEE, T—XITAREAE L, BELEMD KT,
FHE TV

26. BEBRET = 212 NAC B XY NAL DD ROEEZF T 5, F¥EEFE
H LT ERE THIUL 10) EA7RT, & 1IZR L7 NAC/INAL O THIFET VI

BT, BOEROEBHE 4.9%% BMEIZ AT, IATA £ 7213 DA OFkE AN TRz &%
TEVERE & IEBAEVEDE 27803 5,
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# 1: NAC/NAL O FHIET /L1

NAC 5 L Y NAL O RO S E ADRA |Z X % Tl 2
4.9% A (325
4.9%V) F [

L ROBMEITFHEHOICHEB S NZBETH Y . HITORBE & OREM: T2,
2 ADRA (2 L2 THIIE. IATA OMHADHF T, Fi2, F 2EEB IO 3BREOSEINHE -
THRFTHZ &,

27. WERE (FFEOWE., ETXZOMED 1 2b L < ITEEDOREAAST
FIITRAW) ITX - TIE, 281 nm IZBWTEHFICWINZ R L, NAC F721% NAL
& A CARFFRF R 22 35 a8, RN T 5, #BRWE & NAC £7-13% NAL DOEH
REE R BEE LD L 912 HPLC OREA LT NICHET S 2 Lok, HEHITiF
HT&E 5%, Bl HPLC BREZ W TIE M OMIEIZIR Y v &, £ ORRIE D RGE
FHORELRETHDLZ a2, BELL, ME 1 OFREGHOWE O ER
WZE D RTHENRD D, IEHNEL S E, NAC 721X NAL O v — 7 HifE & IEfELC
KD BT, NAC £7213 NAL DR ROE BT b b, YRS ORI A,
NAC 3 XN NAL O G IZA T, IEHIRRHIOSEEN TE 72 0WIGE, iR s LTiX
FEIRNE LN NWET 5, LA NAL ICO LA U, IEHERRI O BEN T X 7o
A NAC OADTHIET IV (FR22H) ZHANTTHEITD,

£ 2 : NAC DADTFHET V1L

NAC DIs/ S D It ADRA (2 X % T 2
5.6% A< Tii Rex
5.6%LL I B

P ROBEITFHFHOICEHSNTZRETH Y | BIEORE & ORI IE /a0,
2 ADRAZ L2 THlIL, IATA OFHADOHR T, Fiz, 3 2BHEB LOE 3B OSEICNE-
THET5Z &,

28. FE AT B DR IR A BRI E 123 LT NAC 35 X O NAL D51
DOWT HPLC 0#r% 1 BT+ Thd, 7272 L, BPERER EEMERER & o]
WL BICITVAER ERRICHDHER) THIEE. IR D0INY%
EZRGERH 5, NACINAL O THIET V2 HWTC5E OB FEOFEEN 3.0%70°
5 10.0%E TTH DL, 721X, NAC ODADTHIET V& W84 0 NAC O
A 4.0%005 11.0%FE TTHIVUL, 2B OOHT 21TV, 1EH & 2 BB CTRERS—
FLRWGAIZIE, 3EIE DT 21T 9,
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AR
29. WS EICIE, UTORHREZEDDL 2L,

RV
o Hi—piWE
o IUPAC £7-i% CAS 4. CAS B§k#& 5. SMILES £721% InChl =— | ##i&
KB IO F 72132 DM OFRRF 73 & DAL 51 1

o Bl KM, SR, BLOAFARRZ OMOBE S 5 WE L2
PR

o M, %47 545G THEMITAEE T HAVIAHMY OLZERIRHIIE e &

o MUTLHHEAIE. HWEBROATLE (MR, Bk

o ABRIRE

o ATFAREZRHIPHDIRAFIRM IS L UL EME

o ZWE. UVCBWHE., IREW

o AFAEEZRHFIPH DKoy DAL ZERERRITE & (EREZ M) | M. EEAIFER,
?EUE%@®%6%@M$%%%(L%§%)ﬁEKiofﬁﬁﬁﬁé

o ML, KIEMREE, B X OAFRREZRT O D BES 2 W L 22roMRR

o BEAMMOREME IR ~—05nF & (FLITARNT EogT i) |
FITRBRICEES S Th LIS O

o MUTLHEAIE. MEBROATLE (I, i)
o BRIRE
o AFRRE/RHH OIS L O ENE

STV E
° R 6t

o IUPAC F721% CAS 4. CAS ¥&kE 5. SMILES £7-1% InChl =— K, #i&
KB IO F 72132 DM OFRRF 73 & DAL 511

o  HMBL. KIRMRE. B, BXOATFERERZOMO B 2 W LA
PR

o M., FMT DG ETILFRE T HIVUT M Db HIRRR E H

o UTHEAIEL. REBROALE (R, Bk

o RBRIRE

o  AFHREAEBEOMEFLRME LR EMS

o ATFHREREE, MBRER Z L OFREENEY TH L Z L E2NGET S
PR O 7T — # DB

©O0ECD 2020



OECD/OCDE 442C | 33

o AU
o MMTIEA. AT IRER LT OGO HER

o IUPAC F£721% CAS 4, CAS B&kF ., BLO/ EI1TZ DML 17 &
DAL SR8 )

o MEE, BT 555G LUREE T HAIVUT M DAL BRI

o ARBRIEORLELSOBREEZ RN 56. ML, 5T 8E. TOMOBES
AL 7B S iDIERIN

o AFABE/R G OIRAFSM B L O EE
o BWERMEIZ D\ T OIEBGEIN O 2 Y P
o TER=MIALEHNDEGAEIL NAC B L NAL T 552

NAC %5 L IFNAL, [GHESTIR, BBy B IR DR

e NAC i} LY NAL ISl OFE (BtFGoc, 2> b, NAC 38 LY NAL O IEfE7/ 2
B, FRicEmmsh-g)

o [GMERRERIR OFFE (Btoe GREE D IEME R B &, STHREIRICHIIN S - &
o WERRWMIEIRIKORE (BERWE O EfERH R, HRMERKICINS i &

HPLC #75 D iE 45 L OV
e HPLCH%:., HPLC I 7 AB XU —FH T A, B, A— v 7T —0f¥E
o HPLC HOHTICEET /8T A—& + T LR, AR, HE, /7o bl

SR T ADBENE
o TEUEMIE R L OLYERIE A ORIEHIE Z L @ 281 nm IZHIT D NAC B LY NAL O
v — 7 g

o U T 7TV RINTMBEMRERE LOWE S ERE (R2)

o JLYEGI A OSERIE Z & D NAC 3 L OVNAL DI E

o LUERIIE A D 360 NACE LI ONALEE (uM) O i, SD, CV
o JEYERM AR LTNC D NAC B LU NAL

D — 2o X
o FLUEXIRIZHONT

o HUEREBRBIUOCORENEZE D281 nm 2T 5 NAC I L ONAL @
v — 7 hifE

o TEhr=hUAHOREEMNK B BLT CO FlloWT, 281 nm (BT 5
NAC 35 LT NAL O v — 7 mEO -4, SD, CV (GEUEXIRO 4T Of%
22 EME DR ET D 7= )
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o HWIEREBLZHSOWT, 3HIlOw#EY) 7 HEX IR C @ 281 nm 12381 5 NAC B
JONAL O ¥ — 7 mfEOFH)E (NAC B L ONAL A RFEHD729)

o HWIERIEEEIZOWT, 3 FlomEy) e EUEXTIR C d NAC 38 LT NAL B
(uM)

o AWK IESIZoOWT, 3 Bl R FEHERR C » NAC B X O NAL %
(uM) D FEHJfE, SD, CV

o [HtEHRIZOWNT
o REMNEZ LD 281nmIZFBITDH NAC B L NNAL O B — 7 Hfg
o KHEMIEZ & D NACH L NAL Db =
o 3[EDOKERIETD NAC E LU NAL O FEOFE)E, SD, CV

o HHERMEIZDOWNT

o HOLNAEE. A rFa—Ta VKR TEICBIT ARISES YOI
[ DB TE B DS EE RTERAY T2 I 0m O BlE S U= A O R

o HEHOFTE
o  MYT LG, TNLSMEE T L BILAE R OFR
o  JAEMIEZ LD 281 nm 21T D NAC 35 LUV NAL O B — 7 [HifE
o SEHIEZ LD NAC 3 LU NAL Db
o 3EIOKERETH NAC E L NAL DRV RO FE)E, SD, CV
o NAC OV & NAL O/ RO Sl
o MHLETHET LVEILWNADRAIZL D T
HREFIM Dk
o M T LG, ARRBRILINE O BRI TR 0B BE A NLRE CE BRI omE
ORBR7e L) | F T IIARBRIE ORI 72 M OVERE R NLRET 2 DI W= FIA

FERDEES
e ADRAIZKVELNIMERDOEL
o (HDOEEIEMMN AFWREZR LS. IATAICH S LI ARREREE DRS00 & 22
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E R A OME

ek 11, &1

In Chemico FZERAAEME : 7 X/ BRFRE AR A1 Bk
(Amino acid Derivative Reactivity Assay : ADRA)

ARRBRIEE HHEANICHW D OIS, & 1 OFEBEFEM O 10 WEIZSWT,

ADRA (2 X 0 i S5 PHIFER 2 EMIC AT L, HAETHMEHO 10 WEY 8 W
IZDWNWT, TNENOEEFHANICE T D NAC BLW NAL B EOEE AFT
52 eI R FEhifn e OB AT AR S 2 L, BEEFMH O 2 b oW
HlE, RIERAEMEOBERABEEICOWTH LD GO 22 /R 72 D@ S
Too ZNLSOBPUEREIL, ZNOHOWERTRMLTHDLZ &, FEHED in vivo £
BT —2BLOEMED ADRA T— XN ATRETHDH Z L, 725 WNT, JaCVAM
FENCLDEANRNT D2 EENGFET D200 F—ra VRBRFIZZINALO
WaENHWohmZ L e LT,

# 1: ADRA OEMTFRAE R & L THEINW A (LEWE

YRy . . ADRA |2 L | A EROHIH
=] f iz = NI B bzl 1 s
i W CAS %7 wie | P T-8& | invivo T 5FH2 | NACE | NALS
s . - BAEE o, i i
1 VR 106-51-4 | [Afk | 10809 | o ae Btk 90-100 | 40-70
o BAEE “
2 | 7aZ T =K | 7080-50-4 | [EAK 281.69 (80 Bt 90-100 | 90-100
N oo o] 14371-10- | AEE oy
3 |trans-> > F AT ILT ] 9 AR 132.16 (e85 i) [k 40-100 | <20
SN . JRAEYE
X (PAVIZE -67- i . . Zi < -
4 b3 hA v 112-67-4 | ¥RIK 274.87 (e ), [l <10 | 50-100
% T
5 | A3V Y VEVRHE 392396'46' Efk | 388.29 r“igg?)g i3 10-45 | <10
_ _ ;g\gz F
6 TR L 19317111 ke | 220,35 AR B 20-40 | <15
4 GEI))
7 7 Uta—1 56-81-5 AR 92.09 FENEWE Rax <7 <7
8 RUDAT I aT—)L 100-51-6 | J&{A& 108.14 FERAEDE (=35 <7 <7
9 | £V THENLEEY AFIL | 1459-93-4 | [EHI{A 194.19 FERAEDE (=35 <7 <7
10 =R I N 94-13-3 FSEEN 180.20 FERAEE (=35 <7 <7
Lin vivo I2B T DA EME (BXUOWME) OFEREIL. LLNA F—Z (25 < (13) (14)
(15) , in vivo (2B B8R, BRI EAEREER L OE%E % — (ECETOC)  (16)

XV IEBSNTEREZANTELA TN D,

2 ADRA IZ & 5 T,

MBI,
IR, ML LT 5 SOMRIC & D S S i 10 BIBL LoD S OIC I TR b,

IATA DESHADHF T, F7-, F 2 BFERB I OE 3BEOLEICHE > THh
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T 11, #HiE 2

NS —4r v ZADH

HPLC St D&t o oMrid. FTRdIEIZ TIT o 2 &, X 0 EFERAYZ2 HPLC o> —
7 AT OWTIE THPLC B ol IR R EZSZHOZ &,

1. BIEMRHER LU A (N=3) OoirzBiad 5,

2. HEHBGIRICOW TR, MRS L ORI A DRI 2 Do ThH L,
R oKD 5T 2 HEITe0,

3. JRYEXTER B Obrid, BUkH EYEMER C B X OBMER RO HTEIRIC 318 (Gt 6
B 1795 2 &,
4. FEUEXTRE C. BHtERHRES X OB EIRIR O 0T 2175 (FREto 1y FEO
KN, 22y bEOREST 2ENENITY)
REIEAZHERS K OV R HERT PR PEEYE 1
FEHEY)'E 2
PEEYE 3
EEYE 4
FEHEY)'E 5
PEHEY)'E 6
A PR R
FAEIR A (KE D)
FEAE IR A (K 2)
FEAE IR A (K 3)

Fepa xR PERYE 1IR3 5 i i 1
PEREL 2 \ SR 2 SR 2
HIEX R SHEIR B (KA 1)

FLUERTIR B (X1H 2)
FLUESTIR B (18 3)

1ty FEOKE AR C (KR 1)

Tz=ATR® MTATE R (KEL
Akl (K18 1)

k2 (1 1)

2y FEOKRHE FAERIIR C (1B 2)

Tz=ATR® MTATE R (KIE2)
kbl (K& 2)

k2 (I8 2)

3ty FEOKHE FLUERIIR C (18 3)

TJz=ATR® MTATE R (KIE3)
kb1 (K& 3)

k2 (18 3)
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FYEXR AU B (Iig 4)
AU B (IiE 5)
SLEXTIR B (45 6)

3t v FORAEXIE GEU)RIEEE R ST NAC £721% NAL) 2ot —27 v A
=20 S RN

EEXHR A HPLC v AT ADOZYMEERRET D72 OXR, FEUEXIR A 1L, #5RY)
FTE<, T = MU AVEINZEOEABRERIZE D NAC 3L NAL OFEJE % iR
SETATDICHWS,

HEEEXR B : O F CORINAIRD L EM 2 REIET 5720 O% IR, LU B 1L,
SIHTBRMARFR K OV AT #& THRIC, #BE Cid/e <. 78 b= bk U LIRINE ORIK
® NAC/NAL @ 3 SO E— 7 HIEDZNLIUIDOWTEE (CV) 2RFET 572D
Ans,

FAEXIE C -

BB E VR D NACINAL DIV R 2 H T 5720 D%, NAC/NAL O3 %
BT 2720, #EBRmME O 0 ICRBERINGE OFEYEG IR C3 Bl 2l ET 5, FEUEkr
TR Cid. WBRWE ORI WD T RTOBEBIC W TS 2,
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	AOPのキーイベント（タンパク質との共有結合）に基づいたIn Chemico皮膚感作性試験の試験ガイドライン
	概要
	キーイベント（タンパク質への共有結合）に基いた試験ガイドライン
	1.　　　皮膚感作性物質とは、国連勧告「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）として要約されており（2）、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で...
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	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くin chemicoおよびin vitro試験法が採択された。現行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が対象となっている（1...
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	これらの試験方法の背景および原理は、キーイベントに基いた試験ガイドラインに含まれる。
	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試験について規定する（2）。本試験ガイドラインは、UN GHS（1）に従い皮膚感作性物質と非感作性物質を識別するために用いられる試験法からなる。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。
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	5. 上記2試験法は、in chemicoでのタンパク質との共有結合に基く試験法であり、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）による独立したピ...
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	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。
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	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（17）（18）（19）。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）（20）、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（Integrated ...
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	8. 本試験ガイドラインに記載されている試験法では、UN GHSが定義した（1）サブカテゴリーである1Aおよび1Bに（21）、当局が皮膚感作性物質を分類することも、安全性評価に際して皮膚感作性の強さを予測することもできない。しかし、規制の枠組みによっては、これらの試験法から得られた陽性結果を単独で用いて、化学物質をUN GHSの区分1に分類できる場合がある。
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	9. 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」が策定された（22）。
	9. 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」が策定された（22）。
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	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、勾配溶出法による高速液体クロマトグラフィー（HPLC）と220 nmにおけるUV検出により測定する。次に、システインおよびリジン含有ペプチド減少率の値を算出し、予測モデル（第21段落参照）から、被験物質は、皮膚感作性物質と非感作性物質を...
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	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1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。
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	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1の習熟度評価用の物質の...
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	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。バリデーション...
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	10. DPRA DB-ALMプロトコル（7）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。適切な溶媒では、被験物質が完全に溶解するはずである。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。適切な溶媒は、アセトニトリル、水、水とアセトニトリルの1：1...
	10. DPRA DB-ALMプロトコル（7）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。適切な溶媒では、被験物質が完全に溶解するはずである。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。適切な溶媒は、アセトニトリル、水、水とアセトニトリルの1：1...

	陽性対照、基準対照、共溶出対照の調製
	11. 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、中程度の減少率の値を示す適切な陽性対照は、既存データが入手可能で同程度の実行許容基準を得られれば、用いることができる。さらに、基準対照（すなわち、適切な溶媒に溶解された試験用ペプチドのみ含有するサンプル）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...
	11. 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、中程度の減少率の値を示す適切な陽性対照は、既存データが入手可能で同程度の実行許容基準を得られれば、用いることができる。さらに、基準対照（すなわち、適切な溶媒に溶解された試験用ペプチドのみ含有するサンプル）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...

	被験物質とシステインおよびリジン含有ペプチド溶液のインキュベーション
	12. 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においてインキュベートする。被験物質の水溶性が低いため、被験物質溶液を試験用ペプチド溶液に添加直後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にならない。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（最大で濃度100 mMに...
	12. 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においてインキュベートする。被験物質の水溶性が低いため、被験物質溶液を試験用ペプチド溶液に添加直後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にならない。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（最大で濃度100 mMに...

	HPLC標準検量線の作成
	13. 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%アセトニトリル溶液中で調製する。緩衝液には、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...
	13. 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%アセトニトリル溶液中で調製する。緩衝液には、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...

	HPLCの準備および分析
	14. 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A...
	14. 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A...
	15. 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は、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、より高い反応性に分類される可能性があることに留意する（第21段落および第22段落参照）。
	15. 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は、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、より高い反応性に分類される可能性があることに留意する（第21段落および第22段落参照）。
	16. 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（第9段落も参照）。HPLCによる分析シーケンスの一例を補遺2に示す。
	16. 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（第9段落も参照）。HPLCによる分析シーケンスの一例を補遺2に示す。
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	21. 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）について分類すると、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分かる...
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	22. 被験物質（特定の物質、または多成分物質の1つもしくは複数の構成成分、または混合物）によっては、220 nmにおいて顕著に吸収を示し、試験用ペプチドと同じ保持時間になる場合（共溶出）が考えられる。被験物質と試験用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1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、試験用...
	22. 被験物質（特定の物質、または多成分物質の1つもしくは複数の構成成分、または混合物）によっては、220 nmにおいて顕著に吸収を示し、試験用ペプチドと同じ保持時間になる場合（共溶出）が考えられる。被験物質と試験用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1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、試験用...
	32. それ以外に、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、ペプチド減少率の算定であり、システイン1：10／リジン1：50の予測モデルにおいて用いることはできるが、被験物質の反応性の強度について分類を正確に行うことはできない。
	32. それ以外に、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、ペプチド減少率の算定であり、システイン1：10／リジン1：50の予測モデルにおいて用いることはできるが、被験物質の反応性の強度について分類を正確に行うことはできない。
	24. 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（すなわち、境界域にある結果）である場合、さらなる分析が必要な場合がある。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には2回目の分析を行...
	24. 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（すなわち、境界域にある結果）である場合、さらなる分析が必要な場合がある。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には2回目の分析を行...
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	25. 試験報告書には、以下の情報を含めること。
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	付録I、補遺1
	付録I、補遺2
	付録II
	最初に考慮すべき事項、適用および限界
	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）。次に、システインおよびリジン誘導体の減少率を用いて、皮膚感作性物質と非感作性物質の識別を行う（1）（2）（3）。
	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）。次に、システインおよびリジン誘導体の減少率を用いて、皮膚感作性物質と非感作性物質の識別を行う（1）（2）（3）。
	2. ADRA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。ADRAのWLR（施設内再現性）は、参加4施設において100%（10/10）、100%（7/7）、90%（9/10）、100%（10/10）であった。また、参加3施設により40被験物質について得られた結果から算定したBLR（施設間再現性）は91.9%（4）であった。4施設において実施されたバリデーション試験の対象40物質について、その累積データにおける精確さは86.9%（1...
	2. ADRA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。ADRAのWLR（施設内再現性）は、参加4施設において100%（10/10）、100%（7/7）、90%（9/10）、100%（10/10）であった。また、参加3施設により40被験物質について得られた結果から算定したBLR（施設間再現性）は91.9%（4）であった。4施設において実施されたバリデーション試験の対象40物質について、その累積データにおける精確さは86.9%（1...
	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ADRA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。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。皮膚感作性を生ず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...
	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ADRA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。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。皮膚感作性を生ず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...
	4. ADRAの試験方法により、難溶性物質の試験が可能となる。試験を実施するためには、被験物質は、最終濃度1 mMにおいて適切な溶媒に可溶でなければならない（第14段落参照）。本濃度において不溶の被験物質は、より低濃度での試験も可能である。これらの例において陽性結果の場合、その結果を用いて被験物質が皮膚感作性物質であると判定できるが、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。
	4. ADRAの試験方法により、難溶性物質の試験が可能となる。試験を実施するためには、被験物質は、最終濃度1 mMにおいて適切な溶媒に可溶でなければならない（第14段落参照）。本濃度において不溶の被験物質は、より低濃度での試験も可能である。これらの例において陽性結果の場合、その結果を用いて被験物質が皮膚感作性物質であると判定できるが、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。
	5. 一般的に有機化合物の多くは、220 nmの波長域の紫外線を吸収する。求核試薬と被験物質が共溶出する場合、偽陰性予測となる可能性がある。これは、ペプチドベースの求核試薬の定量を220 nmにて実施するよう明記されているDPRAで起こり得る。対照的に、ADRAで用いる求核試薬の定量は281 nmにて実施される。このスペクトル領域の紫外線を吸収する物質は、概して共役二重結合を有する物質に限られることから、共溶出の可能性は有意に低い（8）。
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	6. 現在の予測モデルでは被験物質と求核試薬のモル比を定義する必要があることから、組成が不明の複雑な混合物、および組成が不明もしくは不定の物質、複雑な反応生成物、または生体物質（UVCB物質）に本モデルを用いることはできない。混合物に対するADRAの適用可能性については、現在入手可能な情報が限られている（9）（10）。多成分物質および混合物をADRAなどの試験法に用いるためには、プロトコルを新たに開発し、HPLC分析によって求核試薬の減少率を定量できるようにする必要がある（9）（10）。このため、...
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	7. ADRAでは皮膚感作性物質と非感作性物質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。
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	試験の概要
	8. ADRAは、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）の残留濃度を定量するin chemico試験法である。定量は、被験物質の存在下にて25±1ºC、24±1時間のインキュベーション後に行われる。いずれの誘導体にも、UV検出を促進するためにN末端に導入されるナフタレン環が1つ含まれる。...
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	9. 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、この付録の補遺1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。
	9. 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、この付録の補遺1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。

	試験の手順
	10. 本試験法は、JaCVAMが調整したADRAのバリデーション試験に用いられたプロトコル（11）を基にしており、試験施設にADRAを導入する際に使用するよう推奨される。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、この付録の補遺1の習熟度評価用の物質の試験により示すこと。
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	NACおよびNALの品質
	11. 求核試薬は、富士フイルム和光（FUJIFILM Wako：FFWK）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。NAC/NALの製造特許は、富士フイルム株式会社により日本でしか取得されていない。このため、他国の製造者は、許可を得ることなくNAC/NALを生産することができる。他の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NA...
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	NACおよびNALの原液の調製
	12. 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未満にて使用前の最大12ヵ月間凍...
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	被験物質溶液の調製
	13. JaCVAMによるADRAのプロトコル（11）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。適切な溶媒では、被験物質が完全に溶解するはずである。ADRAのプロトコルでは、NAC、NALいずれも過剰容量中にて被験物質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。溶媒には、蒸留水、ア...
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	14. 分子量が既知である単一成分物質の試験では、被験物質溶液の濃度は1 mMではなく、0.5 mg/mLにて行ってもよい（9）。また、特徴が明らかであるポリマーの場合も、その数平均分子量に基き、1 mM濃度にて単一成分物質の試験手順と同様にして試験を行うこと。
	15. 組成が既知である混合物および多成分物質の試験については以下の通りである。
	15. 組成が既知である混合物および多成分物質の試験については以下の通りである。

	陽性対照、基準対照、共溶出対照の調製
	16. 陽性対照（positive control：PC）として、フェニルアセトアルデヒド（CAS番号：122-78-1、純度90%以上）を用い、アセトニトリルを用いて濃度1 mMにする。これ以外に、中程度の減少率の値を示す適切な陽性対照は、既存データが入手可能で同程度の実行許容基準を得られれば、用いることができる。さらに、適切な溶媒に溶解されたNACまたはNALのみ含有する基準対照も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システムの適合性（基準対照A）、経時的な...

	被験物質とNAC溶液およびNAL溶液のインキュベーション
	17. 96穴マイクロプレートを用いて、NAC溶液、NAL溶液をいずれも1：50の割合で被験物質とインキュベートする。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、当該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、陽性結果は信頼性を持って用いることができるが、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1 mMでは溶解しない化学物質の試験については第4段落も参照のこと）。反応溶液は25±1...
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	HPLCの準備および分析
	18. NAC、NALともに減少率を決定するため、被験物質ごとに3回ずつ繰り返し分析する。固定液を加えれば反応が止まるが、反応溶液の測定は、できるだけ早く、かつどのような場合であっても固定液添加後3日以内に実施すること。例えば、96穴マイクロプレートを用いてNACとNALのHPLC分析を分けて実施する場合、1度に最大で34試料（被験物質、陽性対照、試験に用いるそれぞれの溶媒数に基いた適切な数の溶媒対照を対象とし、それぞれ3回繰り返し測定）の分析が可能である。一回の試験時の反復測定では、同一バッチの...
	18. NAC、NALともに減少率を決定するため、被験物質ごとに3回ずつ繰り返し分析する。固定液を加えれば反応が止まるが、反応溶液の測定は、できるだけ早く、かつどのような場合であっても固定液添加後3日以内に実施すること。例えば、96穴マイクロプレートを用いてNACとNALのHPLC分析を分けて実施する場合、1度に最大で34試料（被験物質、陽性対照、試験に用いるそれぞれの溶媒数に基いた適切な数の溶媒対照を対象とし、それぞれ3回繰り返し測定）の分析が可能である。一回の試験時の反復測定では、同一バッチの...
	19. 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－緩衝液を用いて調整する。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（5.0 μM）の連続希釈を行って5.0～0.156 μMの6濃度の検量線用溶液、およびブランクの希釈緩衝液を調製する。適切な検量線とは、決定係数（R2）が0.990超の場合とする。
	20. 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（281 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記載された推奨するHPLC設定には、好ましいカラムとして、ベース粒子がコアシェル型シリカゲル、粒子径2.5～2.7 μm、カラムサイズが3.0 × 150 mmのカラムを用いる。この逆相HPLCカラ...
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	21. NACの酸化を促進する可能性のある被験物質もある。二量体化したNACのピークは、目視によりモニターできる場合がある。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（第26段落および第27段落参照）。
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	データおよび報告
	データの評価
	22. NAC、NALの濃度はいずれも、各試料を281 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NACおよびNALの濃度よりそれぞれ算出する。
	22. NAC、NALの濃度はいずれも、各試料を281 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NACおよびNALの濃度よりそれぞれ算出する。
	23. NACおよびNALの減少率はいずれも、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2参照）のピーク面積の平均値で割ることにより決定される。
	23. NACおよびNALの減少率はいずれも、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2参照）のピーク面積の平均値で割ることにより決定される。

	許容基準
	24. 次の基準を満たすこと。
	25. 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。
	25. 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。

	予測モデル
	26. 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。
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	27. 被験物質（特定の物質、または多成分物質の1つもしくは複数の構成成分、または混合物）によっては、281 nmにおいて顕著に吸収を示し、NACまたはNALと同じ保持時間になる場合、共溶出が生じる。被験物質とNACまたはNAL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、望ましくは、補遺1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、N...
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