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1L ZE DFABRIZET B 0FCD T4 B =71 >

AOP D ——1 N2 b (F{ERIETEPEL) 12HS in vitro JEEREIEVET » 1

P

F—ARY b (AHRREEL) ICEOCEHBRAA N T4
1. &F%EWF’I‘@F%“& . BEE#hE MLFEROHEE L UORRICET 2 HEHARAM X T L] (UN GHS)
ON FINTWIEY, REEDREEMBICTLILY —RIGEFIERIIYEDZ L E LN,
}ﬁi)%@f’ﬁlﬁd)ﬁlc‘:7&53%?&%%?—8’9%%&:6@ LTlE, LKERNM—HLTWD, HERFEEICHESL
PP L OEYFHEFICBET 2 B O L. Adverse Outcome Pathway (BE#R/RER (AOP) ) &
LTEHESNTEY (2 . DFLRNLOMBERISZTOFEEREBEL TEEER. Thbb, 7L
—MEMEERICELEFTHEENTWLD, 0O AOP Tli, BEMAFMELR Y, FH—IL (ThabbY
ATAY) BLUE—HT7 Iy (ThbbUTy) ERLRTH2EFHEICERNRONTLS, TDHE
DNFLRLVOPHER (Thbhb, B—0F—AXV ) LlE, REBRICHEET S22 /50E @kﬁ¢u
ERBTFYEE OHEREDIETHD, KAAOPICBITDEZDF—AR> MMIAMIICEI Y., KIE
e, LA SKEFHISERS] (antioxidant/electrophile response element : ARE) R7FIEREEA &
BEE DR 7‘#’11/11_:5%%?&%& BET2ELTRBOZABRENEEND, BE=ZDF —A N> b IIEHRIE
fRoEE L THY ., BEIIBFENDERRE~—DH—. TEHA Y. YA M AAVORBICLYFHIN
%o %llcld):\:—/f/\/ bl THIEOEETH S,
2. KABRAA K T4 0 TlE. RERBEMICBEBTZ2 AOPDE_DF—( R b Thbb, A{HliEE
HALICOWCRE SN IEREZ IR E LTz in vitro RERICOWTHET 2 (2) . AEBRAA T4 ik
UN GHS (1) ICREVWRERIFMYE LFRRBEUEMEZHIN T H27-0ICAL oI ABREN LD, BRI,
KRB AA F 7 A VICRBEINTWBEREREIL. 2 FEEOD in vitro ARE-Nrf2 LY 7 = 7 —FHEBEAERE.
BLEFRET2ICEDCRARAENEENS

o AR L R— % —7 vt A KeratinoSens™ & ExE ((T8% 1A) .
o A{LHAPEAREL R—%& —7 v+ 4 LuSens HEE ((F881B) L

o EKFEMEAEE — EpiSensA (8% 1C) .

3. Inn 3 BEORBEIRFZNICHEYLYTHE EEX LN TL S, KeratinoSens™EEREIZE /3
T—avaaBRa R, RICHINEMEBRRE LM >~ 2 — (European Union Reference Laboratory for
Alternatives to Animal Testing : EURL ECVAM) O & F % [ & 8 & (ECVAM Scientific Advisory
Committee : ESAC) ICL A L7-ET7 L E21— HLUVEURL ECVAM IC L 2ERENE AT THY .
ABlMEEKL R—2—7 vy A(ICEL ’C7F9’auE/§c77UfT—.—uit%9’e,f (validated reference method : VRM) & 7%
EhTwd 3) 4) (5) (6) » M. LuSens FHEKICO VWTHEEZEICEDOINY FT—> 3 VHf
BHAThN, TNICESVWTZORBEKICOWTE ESAC (T &£ IS L OARBISE AR I N (7) (8)
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(9) (10) . EpiSensA &, BARE LT ML 2 — (JaCVAM) (C L BH&FEHFFE (1) &I L7ZET
LEa— (12) 2B CFHEiEs Nz, ZOEBEIL. BEEE FXRE (RhE) ETLICBWT, ¥EEEE
PCR #H W T, ALIEEICEEES 5~—h—&=T (ATF3. IL-8, GCLM, &L N DNAJB4) D%
REAATEET2RBEICEL T, APEIZ VRM tAREND, ZOBORBEICOVWTH, RAKDs
F O RRER—ROHABMEDRIAS L OFHMERF ST 5720, MHeeEE (13) H1FIARIETH 5,

F—ARYMIEICHBRAMN FFAVILEENIEHARFEOERS L UVREE

4. RRERBAEE DT IC X, BEEMICERBYMNERINTE /-, L<AMHN TS Magnusson &
Kligman ®E/LEyY FE#HAWVWSEEILEY F¥F <A1 —2 3% (Guinea Pig Maximisation Test :
GPMT) & U 2—7—% (Buehler Test) (OECD TG 406) (14) . HEREEDFER L Bt
OB %TFMT 5, ~72X=2AWBEATY >/ 83 (Local Lymph Node Assay : LLNA) (OECD TG
429) (15) | HOLWNITZ OWER THREERAMITTHEZ AL AL LLNA : DA (OECD TG 442A) (16) .
LLNA : BrdU-ELISA 3 &£ U' BrdU-FCM (OECD TG 442B) (17) @ 3i&D~ 7 RHERIE, §NTHEHD
HEFMTH2HDTHY . IURUABLOREREEHOFTEREZREHEMNICAET 2L W) R TELEY b
HBRLVENLTWEZ L, IO DREBRLZIFANLONTWLS,

5. CHEICBET 2 HEREMHOBEE U4 FHAT 2720, REBAFED AOP DRAD 3 DD F — A <R
vk ENERE L-RE#EFE ICE D < in chemico 3 & OV in vitro SlEEARIRE 7z, OECD TG 442C T,
BE—DF—AXV P EWRETDIRATF FEEERR (18) 2RE;LTW2, BITOHBAA FZ7(4 T
I, BZOF—ARXY +THDLANLMEOEENCOFMATTH L, OECD TG 442E Tld. HEREHD
AOP DE=DF—A XV FTHIERMEROFEEITRER>TWLE (16) , HEIC, BHOF—A X
Y hE THBEOBIETH Y. INIE LLNA ICBWLWTHEENICTHEI D (15) . REREMODFEE RE
T520I2, IRTCOEERERZTMT LB HHDITTIEHRWVWI LICEETIANETH S,

6. LRI D SEMEA IR BREED AOP ODF —A XY rD 1 DEXRTICTEALWI EAS (2)
(20) . TOBEMBRF ANV ML THESNZHZBRECLVESNDBERIZ. (LEYWE D KGR
EHEOBHEICOVWTHEREEITEMNE L TRt EIEVARWL, LA >T, ZEBRAA P74 VICREEH
AR EICLIVEONEZ T -2k, ABRBLUOFMICEITZ2HEW 7 70 —F (Integrated
Approaches to Testing and Assessment : IATA) O#EIFEAN THW -G, KEREED AOP TH 5510 F
—A Ry b EXRE Lz in vitro R, X OELULEYED O OFEH L EDFERRNFEICL > THELN
DM EMEBHE LIS, RERMEEYE (Fhbb, UN GHS X4 1) LIEBEMEMEZHANT S
OICRRENDIBDOTHD (20) . BEH (Defined Approach) . T7ahb. AT IHERE—IC
HMLT, FEFMCAVWLFIBICEWTEELINEFEOHEANT, INo0RBREZRVTE LN
T—2OERAINFREINTEY (20) . RERFEICEET S OECD #HEHA FZ7 4> (TG) DEHES
N7 7A—FICREINTWD, RERMEEICBI2BEARICBLWTINODFENLEONTT —
KEFERAT 2545, BERBEEOBR I IZZ0MMOT —XBRFIBICOVWCTIEHBRAA F T4 497 %
SHRIBHZE (21) , BERBEEOBEAICET 25 MIE. (THRIADK1 25RO &,

7. RABRAA R A VICREBHIN TV BABRKIE, B TIE, UN GHS (1) ICRESNT-MARHTH
Z2IABLVIBICHAIYREREEMELZN BTS2, ZEMEFMICER L TEBREEDR S % F 8l
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THZEHTERL, LAL, BEOBEAICEI->TIE., ThoDRBELNOBONTBHEREREAEMT
BUWT, tZ%E% UNGHS ODXH 1 ICHFETE 288605 5,

8. KRBT A P74 VICEEFNZABRAERIT. FIE, BAGH, FIRFEICEVWTEENH HAJ6EHE
NHHHM, HET—EZROREZZIT 2D, RERFHICET 2 AOP DX —1A X b ThIALMIRE
M ICEIT 2 RBRIERICH T 2 REOEREFHICHET 2-0ICTNENERTE S, EEAR (DA) O
XiRClE, HABRAEILBENICHEEICRBERIEEE IEBR 5V, TG497 TlE, LOAKRIAEDOEAEHLE %
FERTREMPEESNTLD,

9. KRBRAA R SA BT [HBEYE] WO REER. RRONKRELIHPEDZ ETHY .

By oWa., ZHoME. L0/ FHIEEEYORRICH T 2HABREOER AN & FEBERTH D,
BABEICEVWTEHRZITIHEG. HRYEIIBRSHABMICARET 20, £IE L EEHERERDER
AT B2 L xR L ARITNIEER S (f]  RRKORKAREE ICTHEYMENREREMICAR/
AL TWAZEZERTERL, REROBEN AW &, £/, BRHIMBEEBBEINTLEER
RN ENR T > TWAEWT EZHERT ) .

10. ZROVE/BEEWICHT 2RBREOBAAEEICOVWTIE, BEAFARLBRIBELONTNS
(22) (23) (24) , NUF—vavRBRICBIIIFHMIBEINTLALTH, BBREIZHOIYES £
CRAYHORRICHEMNICERAETH 2861 H 5, B, RBOERIFIRETH 2EHE R
BEBYERE) | £FHLEEAARITAVICEHEIN TV ERBEEOERENICH S Z & HBABETIEAL
CEMEORRICH->TlE, EHET 28BN oRFRNICEROH IBERIBONILIELZETH - TR
FT 2L, EHIC. ZROVEEZILEEYEEART 25461, MREEERSHIERTROKIGICTS
TELARMICOVWTHRIAT I2H4ELNHZ (B SREOEREEOMBEEERNINEET 22 Lk, KR
ETHEET 2B BEMMOCRIEFERDICL DR E TR THRAIEMNH D) . BEDBATIE, HM
REAYOREEICOVTHRE T IO, BEAVWOEERBEN L IIEROED A ERT 2E—DE
ERYFNENICOVTREBAEITD ZEARENICEYL L SNDZEEHNH B,

12013 £ 6 BOERIESHEICEWT, AlEEARGE. FIRBLUOBETHROABRT A K74 > Tld. SABRoRE
RAMEERIETS [FBEYWE] CWHSHEBIZOWT, LB LAEREITOIRNETHDI I ENEREIN
7=

12013 &£ 6 AMERKEIZH VT, AlRERIGE. FRS L UHRETHROFRAR A K54 > TIE.
HEBOXMRELIMEERIRT S THEYWE] EVWSHEIZOVWT, KY—BLEEAZTS
RETHDIENEE ST,
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#E T8

EfEl AR EOBRL. BRINTVWEISBELEOBO—HORE, ABEOMEL LT IRETH
Y. 244 o—flETHS, ZOARABEFLIELIE. ABREDELWVEROEEEE%KT 5 [—EE)
EREETHLWLNEZ EHAEZ WL (3)

AOP (Adverse Outcome Pathway [BEEIRREE] ) 2 F L NILOYHERD SKRETHRD in vivo #5
BE T, ENCENEE I —BHOBLUMEMEOLFBENDEL D2 —EDER (2) ,

ARE : iR LBESE RS (REFTHEMEINELS] (EpRE) & HEN D) E. 2 OMRREEETH
SUB N HEROECETOLRICHZ7TRE-X—BEICED ONDINERIITH 5, Nrf2 (2L Y FHEA
EN% & ARERRINS DEEFOEEFEICNTET D,

CV : MR

TEMRE  —BHORET —XIIOWT, ZOEZEREATFHE T LICLYVEHINZESD2ZOR
B, 100 L CEDXRE L TERT I ENTES,

CV75 : {lfAEEEREN75% & 5 5 EE D EE,
EC1.5: HHICL UKDz, W T 257 —FOFEERN15FELDEE,

W7z 7—EEEFEEEE  AURE/ AECER LNBlRORELE (77 7EZRLES) 123
5, WBEBHEORNE (77 7EZRLS) DObEERT,

IC30 : fRIEEED 30% [ % H71- 5T EE,
IC50 : fIfAEEED 50% % H7- 5 T EE,

BEN  BERICEGE. R AR BIRER) CEEFRZEL2AEROH 2FRRTF £
RIS AER D > TWEHE,

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment [E$E & UFEMICET 2 HEN 77—
Fl) HHMEVEEIEI—HOMEYEOBRETEORE (A . BRESHOREMIT 3
1) L BLU S Fd e (AT DB L URE) ICALWLNZHRNT7 7 —F, A7 7A
—F Tk, BEBEEDPH DI T —RETRTHEHENISHEE LEAMITZTS 2 LICk Y, BRESZHEO A,
B/ FHIEIVRI, BLE/ FHLEIOB2BEHNOMEEICOVTHRA LORBRAEEREE5Z 57
B, HBOEEIIRIMLEI NS,

Imax : A& (21 WREDERICLVEON, BRYEOIROREICEVWTHEINDLY 72T —
EMHORKFESRK,

Keap1:Kelch #k ECH f&& X > /X0 & 1 |3, Nrf2 FEZHEAIRER LY —&Z /X0 BTH B, FFESE
HTIZEWT, Er¥—% /308 Keapl IFEERF Nrf2 ZFERICL. Nf2 02EFF 5807 A
TT7Y =LK D NR2DERE1TS, Keapl DRIGIHEY AT 4 VEREOHEREEININDTFICEVIEHE NS
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&, Keapl 7o Nrf2 DN EA NS (4) (B) (6) .
BEYM BEWCRGLAEW2 2L OB, SEDIBEMELIEAR (1) .
H—RoYE : 20TFTENEMIC. 1TEMH180% (Www) UEBFEAETEZEICLYERINIYE

SHROYE  TOFEEMEKIC, 2 DUEDOEERSPEE 10% (ww) LUE 80% (ww) REFET S
TEICKYERSNDIYE, THOVEIZLNEBROEREOND, BEMESLHIYE L DEWVIL, B
EYDHBE. 2 DULOYEICERGARISTEATDHILICIVEONDZIDICH L, ZROVE L
CERIGCDERBONDZ EIZH B,

BHEME  ARROITRTOERZEA. BARRICBVWTHBUERICEZFEL AW EADD > TWEYHE
ERVWTHRELIY Y TN, ZOY Y TVEEBRMETUEREINLY YT BLUZOBONEY > 7
WEFIZIRYTHN D,

Nrf2: %K F (FrMmERAE¥ 2) 5 2 (nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) 4. ER{LEIIGEREEICEI
E542EERFTHD, N2 A2 EFFfba e, Nrf2 IZiIlgEICER L TRAICBTL. BRT
Z< DPAREEGEFOLRICHZ 7AOE—2 —EHD ARE LiEA LEELHMKTS 4) (B) (6) .

MREIEEE  ZHUORIAENTONIRBRKRICEDE, TNEHWE S L OBREM ICELIL 23R EAR AN
FTITRBRICEET 2HhENZTFMT 5720 0EHE, HEiZECiE, () RABEIC mTTTA&%i

(i) ZEUEORIENIMTON-RABREICEVWTHFRTEIRELRLIZYEORALREIN-SEYE
RLIEBABROU Z b, LT i) ;@*ﬁ%;@?/UXF%%VT%@LK%&»&%%%%%#
FIHITARE, ZHUEORIANTONHBRETEON S DOICHT 2 EEES K OMEBEIEDKE, A&
s ) .

BEWE: SRR TR TDERLZEHA, BGUERIGEBZETEZI AN > TLWAYELZHWTALELS X
N> 7L, BUEREBORIGORBNZEEAEERICTMT 2720123 BERIGHPBETH - TIEHRS
AN AW

BREFHAYE ICEENLZZRYED S b, RENLHBRE ORBICHELRIMAIEES % 5L
R 279 %%ﬁai’(@?ﬁﬁéﬂ%%f’fo INOoDYEOREEEL LTI, BF. BAWRKIGEREKT S
WETHD L, TREINTWEZ L, BSREOSREIFATE S LD EIToND,

SHBEVE (PE)  ZHUEORIANTONIZSREABREICK > TEIFADOFREEIC, FEBREN
BETDEND D DA% mTEWT%Vbﬂ%% foty b, SEYEIZ. AREAOERNFEIND
MEY 7 REREKTHRETHY, -, ABREOFERANFEINIYELIELD EFRINDIRIGE
?NT\ﬁV%G#b%V%G\%&U%@@%@i?ﬁ%?%%g#%%o

24 AR ONKREBIZEFRBLOEER. BLUZOHERNMBEDENICE > TEECERMEDLH
5 EDEIFERATDHD, %(Duit%sﬁz‘)‘ufﬁﬁﬁ%%t&%E%%E’]T’F%%EE@‘E'J;Eifcti%fﬁi']?%&fﬁ
ERY, ZEUTIE, BABREOERE (—HE) bERINDS (3),

EHEE: FALCHABRFIEZAVTCERLILIGEICEONIRANLGERANS L OERFEBREOEEZXRT
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RE, MBEAE L UOEREBERE. 2o CICHERAFTEEZEET 52 & TiHET 5 (3) &

BRE ALEARFEZAVCRALHEIC DLW THREZERELAHAICBONI BRI L TWE L
( Mzl 28 Q).

RE SRS ECL > TERICDBEINZITATOBROCENE L IFEOH 2LEVEDE S, H§
ENLGHERE Lo THREDEREZRIRETH Y, Eﬁ%ﬁfﬁ@‘;‘?éIﬁE%aﬁﬂﬁ?‘%i’G%f%T/\%E%
BmEETHD (3)

ARl AR BB IRV TWED, AVWSEREIEESATABRO T RTOEREIL Y KIE
TE5HB, ACAFICRRBELE-EBYE CUEB LAY Y TILICOWT, R—X5 A4 VDORIGEFEILT 57
HREWLN S,

BEE: SARAERCL - TERICHEINSI TR TCORMOICENE X IENERERCENEOEE, W
ENLGHEREZ Lo THREDEREZRIRETH Y, Efﬁ.%ﬁ;f@;célIi%aﬁﬂﬁ?‘%i’é%f%?/\éﬁi%
mEETHD (3)

YE:  BARAORED, LML OEETRETEONDIILFETEEZDILEY, TOEGORES %R
DIBICHRERTMY P, BEBREROTMYIEITRTEEINDID., TOVEOLEMICEHELE RIFT
ZEH, TOMHMEZTANESEDZEDRLDBEINDIATEREDH 5T XTOBEFIZFHRL (1) ,

WERYE - [HEYE | VWO RER. ARONRYEREIHEICAVLWLND,

ERESOLEROPESLIURRICEHTSHRAMS X7 L (United Nations Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemicals : UN GHS) : t + (EA#E. HEE. @iXE.
HEEBLIUVREBHIGERY) BLVOIREBEZRET LI LZEMNE L THEEFRICET 2BR2mET
7=, MENEEE. RoTICRESLUVUREREEHICE OV TZOBEBES JUORELFEEWKL, ©
7 bTT L, FRMEE. EREEUBR. IBREEBLURET R — MR E WIET 20 EERY
BYHES ZeTeEm WEBLVEEY) O9BEZRETLVXATL (1)

UVCB : MR ORI E IS 2 WE. ML RICERY) F 72 13EMEL

BREEEA»IZ#ESBRiE (validated reference method : VRM) : RIFMICHZETH D ERINICERINH
EDZE T, HREICEDOLIINY Ty avERRICBWTSESRBE L THLWSLNS,

ZHGHERE  HEORNICH L TZEES LI EEEN I TH D LA EIND HENICHELRE
ICEDCHRA R, RL T UNABKRTHRAENZATH I DIFTRARL, EHoNTERICEL
THETHBICTEmL (3) o

¥/ 7V)— ERT2MALA—0FE (RFICELTEE M) ICHERLAVESZ—VEEFHRLIE, B
BHERAEEEH L,
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8% 1A : In vitro BZJER{EH -
AiLMpEkLFR—2—-—Tv A4
KeratinoSens ™ i B& ;%

RNICER T REZEIH, BRE LUVRRE
1. REBRIA KT 4 > 442D OAMEFRICTEHART 25K (F. REREED AOP ICHEIF2E - DF —
ARV b TARLLAMBIREELENRETEZOTHY (1) . LY 77 —EAFALT. N2 %0
L7=ME e FISE RS (ARE) KFHETTFOEMEATHET 5, KER/EMYEIL ARE ICL » THEISN
PEGTFZHFETIIENBEINTLS (2) 3) » KEREEMED & 5 /N EOKEFHEYE L
oY -2 BETHD Keapl (Kelch 8k ECH & & X > /80 & 1) (TERAT %, T744bhH. Keapl D
AT A VEREOHBREENMEMIND Z & T, BERF Nrf2 (ZEF - Rl1EK 2 - BBERF 2) o0
BENRCZ B, MEBELT- N2 I3Z D%, B IERBSEREGTFHRED AREKFEERFZEELT 2 (2)
4) (5),
2. in vitro A{LHBEIMRL R— &% —7 v 1 KeratinoSens™:RExi% (LU F. KeratinoSens™{E%i%) &
N F—rarEBEIATbh (3) (6) (7)) . ROWTERMEYEBRRE EFM+t >~ % — (European
Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing : EURL ECVAM) (Z & 237 L 7= =& 5F
MmAEmI N7 (8) . KeratinoSens™EEE (. BEEDDED /- ICKERIFEYE & BN E %
HATHEMNTIATAD—BE LTAVWD I EANRPEMICEYTH D LHlTE N (8) ,
3. REABEOMILAZETLE2a—ICHALLNIZNY TFT—> a3 v RBOBRS L OARHBEDORHEE
EroBonzT -2ty MIEDC L KeratinoSens™itiRik (L, MIZEBEORBRINDH 2 ERE~DF
MEENARETH D Z LA HERENTWD (8) , KeratinoSens™:tEiEDBRM L. F—HEAL L O0E
HOMEEETOINEN 85%ThH D (8) » AABREDTME LV T L £ 2—I(C EURL ECVAM (CIEH
INFZTARTOT—XITLD &, LLNA OFER LB L 72454, KeratinoSens™EER % 1C & 5 2§ 1%
N8 (F7hHBH,. UN GHS X4 1) EIERMEUEME & 2 HBIT 2 EREIL 77% (155/201) | BEIL 78%
(71/91) | FEE(Z 76% (84/110) TH o7z (8) » TN oLDHBEIX, AABEDFHFKMERAN K 145 1B
DWEBEMEDHRBICEDERARLAEEL ML TWD (EEE 77%. BE 79%. HEE 72%) (7) .
INHDERIE, KeratinoSens™EHEREN KB RFUEDEEMHDOREICERTH LI EERL TS, L
L. REBREIE. BEAXNELIE IATAICBS L, RAAM R4 00 [HE] OBRET7T BLUEE 8D
FBEICHK-> T, MMOBREEAEDOE TRITSINEIRNETTHSE I LN 5, KeratinoSens™E R D s ERE &
LTI ZICRINAEREDEIZEEICT ELRL, ol RERFHICEI 28RV R VRREE
M4 5% A. LLNA iﬁ&(ﬁ%ﬂu%a)éﬂﬁéﬁ%ﬁ% E. EMICHITDRBEREHEEZTRICRELTWS
EIEVWRBWZ EICBETRETH D,
4, IEY:E)\EFEJHJ&T—’}? IZ& V. KeratinoSens™EERIK I LR ABEERE., RIGAH=XL, (in
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vivo RBRICK W HTEEIN D) REBEEOME, BLUYEBLZNEEEET 2HBRIEFYEICERTE
zenmant 3) (6 (7)) B) . AEEBREIZ. BERABEMICAIATH LD, F/IEFERELZAEK
® (Thbhb, HERYENLET S, BRI oL CRABICBITT b A0LWa0 FET
ﬁ%ﬁﬁ)&@%Wﬁ%%ﬁﬁ%ﬂ%?%%oﬁﬁﬁgMgtéﬂ%ﬁﬁﬁﬁﬁ%%ZO%pM”BDT
INOLOERGEHLSAWVERYEIZ, &) HEBETRBRTE 2560 H 5, ZDL S BIBE.
ENBHEOEELH L TLONIE, HRYBEIIRERMEEYME TH D LYK TE B, ?E%Fﬁ1pmpM
RETH-> THRESEIEL TLWAWVEE TEONZEERBRICOVL T, BRIMEoNBENnEEZISEZR
ETHD (BE 32 0FAETILSR) . HRYOEN AR THDIRAEED 1,000 uM KFT. MgHHE
(ETFERD 70%KH) ISELTWEEHEEIF. BEOREEZBHACTES, —MIC. LogP ' 7 28X 2 HE—
OB IIBBEREMICRAD I LHH P, BREUEELIIRERDERNE LN 2 EAEICEEHN
HrHEIE. AREZETTCEZARMELDH S,
5. VO VEREORIRIGEEBT 2B, ARBEICLIYBRELBRHEINGE S Z b, BERE
ITEEBICERT 5, Z4id. Keapl-Nrf2-ARE REDEME(Z -0 3 TELEFIZ. X Ly P —¢&
Keap-1 OKEMEF A —IL (ZRTAVDODRILTERYILE) EOKRKBEBFROTHDEEZOLNDITZOTH
B, COTRHEEMEITHMNT BIC1E, BICVRTA L EYPYORBUEEBINTEEZ T v DBE, ~T
F FEEURRY LB LN IEBNBRNIEILD2HENH D, oI, AT 2MBRKORBENIRE
MTHsd (10) 72012, £/, AEBREORBRGOLOIC, 7ANT Ty (Thbb, BER P450 %
TEREBRICLDEUCAEETZ2FHE) . BLOFICBRILEE’NEVWT LATTY (TRbb, B
B LIC L VBRI L SN B EYE) bBRUERBRERTEENH S, Ll LT Ty (FThbb,
BEEICL > CEELEINZFEYE) BLU0TaNT Ty (Thbb, Bk P450 2NT 545 EEE
ICL BB AET 2EYE) DZ<IE, AOP DE—HIDHE=ZDF—A XV b ENRE T DRBEOH
AEDBICL > THAICFEEINTWS D, —KIC. BEBRZD2EOEMNIFICAVWSZENTES
(m)(m)(M)o—ﬁ\@W%E&Lf@ﬁﬁuam#\m%%xvaﬁ—&LTW%téﬁ%%
B, BBUEERZL0TENHD 8) » REIC, W7z 7 —EBERERIGICT ST 2HEME L
MARICE DT v 2AICBIT LY 72 7—EEHICEEZRIZL. BT EEEITTEOVWT A Z D
feodZehHsd (13) . FIZIE. 1 UM ZBR 2 EREOEYHEIR bOT Y DiFa, L2727 —E%F]
ALEDOLR—Z—BEFICLIEBREICEVWT, LT T7—F L R—Z—BEFE2BEIEEL S
BB, BT FIICTFHTLZEARESNTWS (14) , HRE LT, EYHEZ A b0y >, *
TFLy 727 —FLR—Z—BEFOBEEEH I EZ LT EROLNIZBLULEY I SEREICEET S
BE, BoNfLY 727 —FORKBICOVWTIEEEICRTT 20ELV’H 2 (14) , tMOFEDOHT IV
ETHERYEIC KeratinoSens™EERENEHE TE A WA TREINE BHE. KRR EE. TD LD
BATITY—ICHWARETIEAL,
6. BERAEEYE (F74bH5H UN GHS X4 1) EIERFUEMEZHRIT 2 DICMA, KeratinoSens™
HEELEE-RCBBLIBRL. £5 LEABRIZ IATA B EOHEANT 7O —F R THL S TREMR
DEBEMICEEST 285650525 (11) (15) , KeratinoSens™iEREDIER A2 M DIEHB L HABHE
TEAT 2AE0FANME LTHRESNTWS (7) (1) (16) (17) (18) (19) (20) ., E&FHY
IZ1E. KeratinoSens™aEEDAENIGT — 252 R7F FREEUABROEENT — X LHAEDLE T,
LLNA B &£ Uk b RRARICE T 2EFMIAAT e BRESNTEY (21) . /2. LLNA OBE
ICE8T 2 N A TFOFEREREEE (Integrated testing strategy : ITS) ICHALLNTZ, (11) (22) ,
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IHIC, EMCBIT2REZEEAWICEDL S ICEYIRI NICOVWTOFEHEREI N (23) , 72,
BEDLFEME T 7 R DEE %5l 5 BRI TOD KeratinoSens™ HEEDFIBICOWTHIRESNTWLWD
21 (@4,

7. ERICOWTIE [BIE] ofEIICRINTW S,

HERDBE
8. KeratinoSens™:5&%(C 1L, £ b AKR1C2 B=F DB FIISERS (ARE) OB TFICHB L
715 —HLR—Z—BEFEREMICEAL, bt FALHERBRORENL LEEMRKEERT S
(25) . AKR1C2 BIEFIIREREUMEICL>TT7 vy 7L FaL—band o nTWVD (26)
(27) . ZOMPEHKIZ. ARE TL XY b ERALZEEN VD E—X—0EBEEFIETICHIILY 72T —
YEETFEEL, 0LV 727 —HICEDY T FiE, RRMED Nrf2 IREMEEETOREMEYMEIC L S
EH A ERRL TH Y., COBEGCFREBIMAKICEITIZLY 725 —E2 7 F LD N2 IRTEFEEDTER
nTwnsd (28) , LA >T, REFHEOEBRYEICHIRZBEL /2%, iy 77 -8Rk
EEZAWT, L7z 7—vEGRFHFEL (FEAREBICL-0) EEMNICAET 2 & T, IN% Nrf2
BERFEEMOEZRET LI ENTE S,
9. KeratinoSens™iEai% Tld, WWBYEH. MIRLEGERICEELFEARIFESHAVWEEDEE (T
BhH, 1,000 M KED DHIFEAEBFERN 7T0%BE R 5EE) LV HEWVEET, AEOMEABZS (7
mhb, 1.5 BUEF/IE 50%BDOER) HANICERERILY 72 7 —EERZFET 2556, TOHER
MEIEBEEHEINS 3) (6) , £/, AF (k) WBZ LR2Z LY 727 —EFHEDORK
FEEEK (maximal fold induction : Imax) ZBIET 5, & 512, BEMEOBREOWBRYE ICME%BRET 2
ZET, BREZBRAAHEANICERERLY 77— EEFEICLELRE (Thbb, ECisfB) #.
BEOEREDEBYEN SEBONAERICHRZAVTHBETER T2 (BEHICOWTIZE% 26 225
) , F720 ¥ 7 27 —FOFENMPBEEEIELAWVEETELZAED A EEiT 2720, HiTL
THIfREMZAET %,
10. FRREBRHAA KT 4 > %ESF L7- KeratinoSens™ it EkiE=%# AERICH WS DICHEII L, EfERIL.
ZOTEROFHE 1 ICINBE SN - BRAEFMAYE 10 EZ AV TRINNERE % I5ET 5,
11.  KeratinoSens™ VRM [ZFB{L L 7=#1#8 £ 7= 13Z R D in vitro A{LIAREKL R—%2 =7 v A4 DY
FT—avAETEL, £, BUABEICARBHA R/ 22nhooRBEE2 2T LD ICHET S E
T, HEEIZE (PS) (29) A#FAT 22 ENTES, OECD ICL > TINHDRAEBEEDL £ 2 —hTh
. KABRAA R Z7AVICEENTVWBIHEEICTIE PS I TNY T—>a vy 223 -HBREICOVLWTo
H. T—RZEEZIFANGE (Mutual Acceptance of Data : MAD) AMREEE N5 2 &IC7 5,

HERDFIE
12. KeratinoSens™: B2 7% (C D LW Tld EURL ECVAM OB EBEREEZT — 4 X—X P —E X
(Database on Alternative Methods to Animal Experimentation : DB-ALM) 7’0 b 3 — L AFIBERIEETH Y |
KRB EE EBREERNTER - FRTIRICIEIOTO - LERBAIRETHDE (9) , FREEE
e 2ERMERIEZ. L7 7 —EEGFORENMAICBT 27/t X2 E80EENLZNZH/ENT
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LIZ&k o T, ARABREDORERELZE 205 KeratinoSens ™M EEICER T AMABAMBEKEAFT L LN
TZ%, Wo7x7—HELKR=—&—BEFT7vEA1d. 7AXH (Promega) & DEEFEHZ 1 > R
bEINTEY, 7AXHTHIPOBEBALLZEXNET vyt A BAEZFERITILELDH 5,
KeratinoSens™HEE N T ELARNB B L OFEFIBICOVWT, UTOERZEICHE T, 510, b FEERRK
Z AL T KeratinoSens™iEEiEx £/ 7 U — BB RKHFICHET 2 HEICOVT, ZONEROFHE 2 ICFFR
9% (33) , LA L. KeratinoSens™iEEICHEAY 2 MEDOER % RAET 2F1ICI1E. BET 2HEHEB
ST 2 2 AR INS,

B RTIEE R DFE
13. ARE I TOILY 7 27— L R—KX—BEFELZEMICEY AAT., KeratinoSens™fE# X iz
AEFERT %, KeratinoSens™ffifigld, AFRE, ABEET O I — LI - THEIESE (B 1 2~4 [BD
W) . BBy IDRETABERET S, COFUPFILA by Ihabies LMigid, AR
NEA25E &A% % THIEAETH Y. DB-ALM 7A F A—LIZRHDOAEICRKE - T, R I8iEmE
(MFEHLCECFOMRELTY 22T 4> %858 T % Dulbecco HE A — 7 LiEH : DMEM) %
AW-BENREARBRICAVLWLNS (9 ,
14,  FERICEEL TIE, #EIX 80~90% v 7Ty hEL, BEAIV 7TV MIETHEEIEAN
LOBET S, ARG ICHiEZEUNL. MAEZEA 10,000 cells/7 /L& B L5296 7T L— bk
ICEET 2, TRTOY L THIEBRONGINERICH— 2 L5, BEEERICHEREILELAEVLL
IEBRMNBETH D, COFEERDHE, COBBETTILABICKERIEODENELDZEAH D, Ml
EEIC, L7z 7—EFEEAERAE LT 3 RIOREZERREL. £/-u01TL T, MREFEFKAEAELT
HE1ROREZERET 5,

BEYE L L OB E DH

15, WBRYESLIONBEYEIE. SRYBICHARET 2, HRYEIEP X FILRILEF F (DMSO,
CAS &S : 67-68-5, fliE 99%LI L) ISARL., H#LTIREEE (fIx X, 200 mM) & ¥ 3, DMSO
BRI, TNERBEEATHD EHRIND IO, BERBIITRETH S, DMSO ICREDHERYE 14
BEKEIIIEHISARL., ZTORAREZBELEICE>THET %, 9F8 (MW) A REBOHEBRYED
BE. ANy 7BARENAZREEZE (40 mg/mL £7:13 4% (wiv) ) (CFAES %, DMSO LA DB, 7k,
FFEMERWDIBAICIE. TORRENRILEIETS 5,

16. DMSO F7-ILBUIARARAE (Fhbb, BEKI/IEE) 2BAVTEEBYEDOX b v 78R % BRE
FRL. RBEOIEEEDY > 7ILEES (0.098~200 mM) , BLWZEHICEH ST, RICEZETE
BEOY Y 7L EMBEEEEMTISIC 25 EBFML. BREMNBRLEBICIZINEZ I SIC4EICHFRLTAL
3710, HRYEORIERE L 0.98~2,000 uM O FF &£ 745 (HFREEX 2 OERERICEDC) , EYA
BRI (212, MiEEEsET 2546, FLEARENMEVES) rbniE, BIOBREZBRWVWS AT
X2, DTFENFRHOERDEDIHE., DMSO F 7= I3 BYIRARE 2B VWTEEHFERZITVL., HET &K
EE (2 1E, 0.196~400 pug/mL T 12 &) DOWEMBERREE D,

17.  [FERBICERT 288 AENE (F4hbH DMSO) F,. RIECCICHEETL. 1 7L— &7
Vool (Thbh 6 vzl) DEANT L, BE/ AESBETIE, EEEEICOVLWTEE 16

2 Givaudan Schweiz AG, CH-8310 Kemptthal
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DREBERMLEFRZITS 720, BRIEWDAK/ ABEFBOREIL 1%ICR 5, ZOREIX, MEEFERIC
FEARIZIAWIEDMoNTE Y, HEYESLVOBETRBICEE/5 DMSO LR LUEBEICHEYT 5,
DMSO I[CTNAD 1=K THR L BB DIHE. SENAHBRESRDO T )L XTIZHWT, DMSO
BEIIMBOEBEYMES L OHBHEDHZELRILL 1%ER2EIICAELATNIZALRL, ZOFA
/B EE (T4 DMSO) E. KeratinoSens™iER =DM EBTH H 5,

18.  HBRRHIBUICKRISLTWE Z &2 RY -0, RAFICERT 2BMENRIE. DB-ALM 7’0 ha—L
(9) ORHICHK VW, REDETIC+LAHBDO Tz LICEWTRBZ2TSLELNH S, 6l ZIL.

KeratinoSens™={ERiEDEMETIE 5 BEDEBED Y >+ LT7ILTE R (CAS &S : 14371-10-9, fLE
98%MULE) NABLLNE, 6.4 mM DX by ZEENS DMSO 1 5 EEOEZEE (0.4~6.4 mM) (25
BL, INEEE 16 ICREDAETHERT 5 2L T. BIETRBORKNAEE L 4~64 pM OFF & 1 5,
I, IZIFHPROBESHFEAT ECrs B2 R TBUABHNRIZ. REORTHRIEELZH/-TES
T —2MMEoN2HEIIFIATE 2,

WBRYE D L P BEYE DEH
19. BWRYESIOBENBHEI LIS, T GEX/ERE) 2827-00FR 1 £y FHRET
HD, 1y bOERIIVGCED 2EOMIZ LBV RLEATYIOoAY, 1HITEIRORENEZED
(FThbhbb, 1y bOEETn =6E) , ML 2 OBV IRLBATEHTHERL—HLAWVES, 3
BOREREN 42 3EEDRYRLEATEZERT 2 (Thbb. n=9[E) , MiZLLAEEYRLAIT
ld. ISR L AEBEYER by 7RBLURICEUL M@z RAWC, BIoBICERET 5, 72720,
AiEOBEREHIIFE L TH LU,
20. MARRIZERE 14 RHOL S ICHEELE. 96 VLT L — T4 BEEET 5, RWT, Hittxk
KL THF-iE# (DB-ALM 7’0 Fa—JL (9) ICRHRHDBEY ., MBFEHR. Y274 ¥ Y TEDOEH 150
L) &ML, Z2IC 25 EHERL-ERYES LONEBYE 50 yL 25R/Md 5, Ny o777y FMEx
ST S, 1 T L—bhi) SR EB 1T RO FE (EfE, 2ELE) ¥ T 5,
21, RIZ, ZOMIBTL — % 5% COF7E T, 37+1°C THI 48 Ffll A v F aX— T %, HBEYE%
MRCDA Y Fax— a0, BRECHBRYEORFE L, 7t VHAOHBRYEICL 2REFRET
e 2BEMT, BIZIETL— b A2 TILIFRALTHETAIHE L TIEELZILILELH D,

N7 Z—EEMDIE
22. BYLRELANFEEEZRITT2ICE. AUTOERIBOTEETH 5,
o EREDILI/A—KR—DFER
o MNOREICLIDIBEEARBT L0, +ohEsa2BITL7L—FDER
o THRBEBIVNESCDEDVLIAERT IO, tDRENXNEET DL 77 —FE
BoEH
o BYITREGNYIITTT7YRLANL
ABRICHIL D, COMEFOFE 3 ICEHOBY REEBEEREZEREL. CNOLOERMNEZINT
WBZEHWERT D,
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23. 48 BEICh--> THBYES L ONBYEICEE L%, Mi3s ) U EBEEFEEESIEKTES L.
EARAE D= OMSABBEERZEZ7 o VICHML, +9%EE (F: ER8T205MH) #ET 2,
24.  RIZ, MEABYMAEETTL—bE UTO70 05 L2 RELLLI/ A—2—2€y b LTH
ExITS5, Thbhb. () VoML 725 —FESE (50 uL) #5H/MY 5,  Gi) 1 HEF2, i)
2 WEONLY 77— EERERBET S, HORELXBVDIHEICIE (ERTILI/ A —Z—DHEED
BWAY) ZTOEYUEIHAETLIZE, 52, ZOIEFEOFE 3 ODREEEERICEVWTEELN+H
ISHEIZESNTWBIHEEIE. /R—2 A 7OEBEEZAVWS I LHTE S,

MFTEE I DT

25. KeratinoSens™#ifg D AGFXDAITE TlE, 48 BEOBEEOKR T#, % 5 mg/mL ® MTT (3-
B5-FAFINFT = I-2-AN)25-Y 72 =IUT T/ UDTLTAIFR, BIZFTVINLTIL—FT T
Uy L78IF CASHES :298-93-1) 2&8HFT H2H7- B, #Mig% 5% CO77#& . 37¢1°C
TARBA Y Fax—FbF 5, RIS, 2O MTTEMZREL, BYGHRAEAEZERL. 274 KHE
N CHEfR 2 AR T D (B 1 10% SDS #MA CT—MREE) . RE%. ARBRE07aa—L (9) I
RE-T, HEFZAVTB00nm ICHITE2RAELZRET 5,

T—2BLUVRE
T — % DFFf
26. KeratinoSens™EREDHE. LUTDNRTI XA —R%ZEHT 3,

o WRMESLUBENBOCEORELSVTRRENE, LY 77— R ORATFER
KDFIE (Imax)

o LI TS —EEHDFEM[RN BETHD 15 (Thabb, Ly 77— FED 50%
+8) #8225 EBETHS ECisE

o HMIEFEED 50%RE & U 30%B & A DRETH S ICs0H & UV ICs01E

W77 —EEEOFEEEEIX1ICLYVERL. 2F0RAFEEE (Imax) (&, B4 D YIR
LATOFHEE L TEHT %,

N . N Lsample - Lblank)
f1: wwpx o (e
” ” a (Lsolvent = Lblank)

ZZT

Lsample |5, #HERHE D 7 = ILIZH T 2 FEIEHIEE
Lotank td. MR, ELBHL R DZED T tLIZHE T B ENAEE
Lsowent (. fAEE L ONAEHI (Fatf) WBA SR 2 7 LICHE T3 HENAEED FISE

ECis 133 2 (Tt > TIRIZMERAICL WEH L. 240 EC1.5 &, B4 DY & LT ORMFHE

ELCERT S,
#+2: Em5:@wm)xlmswq+@

15
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|b- |a

22T

Cald. FEM[BERN15BLRIFEEE (UM)

Cold. BEMERMNMESKRBERIBRSEE (UM)

la 12, BEEEN 15 BEAZBREEEICBVWTHEINAFZEEE (YoLIlHIT5 3EOKRE

BIE D IF9E)
b lZ. BEEEN 15 RXFGELI2BREEICBIT3FEEXR (7o LIHTD 3 AoORENEDFE
¥ME)

MpREFEXRIEX3ICLYVERT 2,

£ 3 % Vsample - Vblank)
#3: g o (Vo x100
i (Vsolvent = Vblank)

ZZT

Vsample [d« HWEEME DT T ILIZE T D MTT B’AE DRI EE

Vblank (3. EME. EBUBA S D207 2 ILIZEIT 5 MTT RLEDBIEE

Vsowent |, #IAEE L ONEH] (Fal) WBASAD Y o LIZH T 5 MTT IREESREE D Fi91E
ICso B LV ICa0 ld T 4 ITHE» TIREEBICK VEH L. 218D ICs0 B LU ICx0 1F. B4 DIV RL
SATORMAFEHES L TEET 5,

H4: ICx= (Cb- Ca) X @m-m-w)+&

k Vb-Va J

Z7T

Ay

XiE, BEHEREICHEITDEDPE (ICs TIL 50, I1C30 Tl 30)

Cald. MRBEGTEROEDEN x%BE R IRIEEE (UM)

3. MPEGEOHOEN x%EEE L IRSEE (UM)

Vald, MIEFEXEDORBDEN x%BE R IRIEEEICEIT2MBEREX

Vo ld, MIRREGTEDORDEIELN x%RBE R DREREICE T2 MERER

27. W77 —EEUOFEEENASB/UL (2) EAZBREICOVWT, 3EOREY T LICE
T2 R EMBEBRE BEFBOT T IIVICBITA2ENAAEBE ZHRT 22 LICH>T, METNBERK
HOBIRIE, AFa—Tr FomEA tREICEY) HEL, VP77 —EEEOFTENRIAMICER (p
<0.05) THBNEI D ETES 2, I5IC, LY 7 15— EEOFEEEN15EULEELIRIEEE
ICBEWT, BRAMBESEERNMEL TVWRNWZ L, £/, ZOEED ICoEZ TR->TWAZ L, 74
Hb, MBETEORDED 30%UTTHB I EZERT 5, MAT, PhEED 2EBBEOERLIDEE
EBREICHB VT, 7T0% 4 BRAAMPAEERATINTVWRZENMRETHY, 255> TVEWESILEE
HEEZAZLATNER S,
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28. T—RIE. V77 TCRENICHERT 2 e HEREIND, AELAERCHERLSZD DML WSS,
o FEonBERIGHEA AL (T4bhbb, BME 1.5 (2 2@%#)?%5%u\$ﬁ%@UﬂL

INHIFEBEYE ICHFENRBER DA, %%@ — T4 770 NIRRT DN %8 T 5, ZHHEDOK
oA, W L-ERICBWTHIRAETH 215 ﬁuﬁmgﬁ(%ﬁ15 BRI ET IHBEDEE)

THREST DL,

29. KeratinoSens™EERLICH LT, MEMICIEBERTAEW 15 BUEDOLY 7 25 —EFEARD L
N7z, JYSRECSVWTRENICERLAZENROOoND L) R ENLEHOHE. MENICERL
BB 1.5 UE0FES, MESEEERIBVEETEONLBEICRY., ZORYVRLATOBREZY
NOBHUTHD EHRT,

30. &m#&IC. KeratinoSens™REREICHE LT, REFOWRE LEFRERE (F4bHH 098 uyM) (CH W
TH 15 FEULOFELZEL2HEBRYEICOVLTIE, AERICHKEOBRERICEOE, ECrsfEIE 0.98
Fime LTEHET 5,

FERE
31.  KeratinoSens™&{kiE=%2 W 256. UTOHBEEZRI-T I &,
o BUNBTHZYVFLTILTERIZEYUEBONZLY 77— FEHOHEEZ, AREE
(4~64 uM) DL EH 1 BEICEVLWTEE15BERY., BRI tREZAVEHE
HETRIICER THD Z &,

o [BHUEXIBO ECisfBld. EMMERICEVWTEREHRSN TV BREFHECZERED 2 FU
W(Wk“\NU?—?aV?—ﬁtvF:%6<&7~%uM®W)T%%7&oé%u
UFLTILTER 64 uM IZE TS 3 EIOKREREICOWT, ZDFEFKROFGEN 2~8
THDHZ toé%wgﬁﬁﬁtéﬂﬂm%m\//TA}NTKF@%E&E%EEK%%
RETHY ., BUNBTHB Y FLTILTE FOEEBINICHEN, L7125 —EEHEDSE
BOERENPAONDE WS HELABERIGHZBO ONHHEICRY ., HABEREZZITANS Z
ENTED,

o BE/BENE (4D DMSO) DELBEMBICOVWT, ZDEBHRMOTIMEA. &)
LEITICEWVWT 20%REBTH D 2 &, EBRBA INLYBWEE, BRIZEMET 5,

EEDERE L ONFEET/L
32. KeratinoSens™|Z & 2 FRITld, 2 BD#Y IR EﬁﬁfDiB 2[@ESH. £k 3 EDEEY R LEAT
D5H 2[/IZCENT, UTF 4 D2OFHAI RTCHmAL-THBEICEBEEARL, TNUANDEAE.
KeratinoSens™ | & 2 FAIClZatE s A4 (K1) o
o Il 15FLUE (2) THY., BEBERBEOHERICBEVWTHINEREN RO LS Z
E (HIEDHEWRAFa—FT» FomAItEEICL Y HE)
o LTI —HEUHDOEEMGEENISEULELIREEE (T7hbb, ECis DYIEERE) |
BWT, HBREGEZEAT0%B (>) THBHZ &,

o ECis1EA 1,000 pM £# (<) THR & (713, DFETPHOEBRYEDIHAEIE 200

©OECD, (2024)
17



OECD/OCDE 442D

Hg/ML KB THDH &) o

o NPT IT—TOFBICHEKRENLIEM (7213, BE 28 THRANLZZMEEORIG) HEO
LD &,

FRED#EYRLEAITICENT, RYID 3 2OEGFEZITNTmiLh, L7 27 —EDFEEICH
HARRAERFEEDEBMZRD 2 I ENTERVWGE, Z0BYRLATOBRICOVLWTIIERYE
LNBEWERBITRETHY, SORDAUEIPBLELEZSE (K1) , EHIC, RIFLE-ESRE
7Y 1,000 pM K5 (£ 1D FERPOWBYE DIHE 200 yg/mL Ki) TH-T. TDREICH
WTHIlgEY (IEAEFEERD 70%kH) IDEL TLWAWVWEEIEOhEERERL. BH1ESN
mWeRLT (BR458) .
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- b L2DhfERA L. RREREER

- B L2DOHBLG 5. EEEGERIEBL

H LERAIO2ODEEN—BLEMES(BL. B
#. BHORESOER) -0 BOSHERKEL.
BRERI2OO—BLEERICED,
[2DBL] F1=[E[1DBL. 12EtEH L T1DEH]
= RESEREBL

CDOR—Z =74 YEDOHEERICEH S N/IBREIL

33. MIEESHREEICBO CGEVEETILY 7 7 —EESAFET 2HRMEDHAE. H5BYVELH
TTIE. MREEEARIBWVEE (Fhbb, ECis DHEEED IC K THIEICHZ—H. Bl
RLRITTIE, MESEERTEE (T4habb, ECis DHIERED ICo 8) TLABMNELNAWT &
NHd, TOLIBLEDEIE, L VASBREREER BIzIE, 7 LET 1.33 FE7/13V2 (1.41) 5

AR EAVT, JUBWEEORERITEBRETL.
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SRHEE
34, BHRBRREEICE. ULToBREzEDDE &,
R E

o H—pnYE

o IUPAC %7-1d& CAS &5, CAS HFS. SMILES £7-13 InChl 2 — K| BEXB LU/ %7
FZOMBOHRF (NvF /Ay FESBLUEDHARE L) &V TALFRIHRIER

o A K~DEMREE. DMSO ~DBERE, nTE. BLOAFAIELZDMBOBEET 21
BRI

o BEAEMICHITIZIEMEIIBLELIBRICET %R
o HE. ZHTLHATRENICAERTHNIEITHY D ZRBIERS &
o BHYIHEIE. HROFAE (MNE. MRk L)
o HEBERE
o AFHRLBBEOREFRGSLIUREN
o ZMHYHE. UVCBYE. BEY :

o  HHDEMEMNER (EXLSR) . ME. EEMEK. 2o NICEEDDH 3 YBILFN
it (LRSR) 40K 2ATREAR Y DRSS

o MR, K~ADBEMRE. DMSO ~DARE, BLOAFHRELZDMOREET 2 HBLFEN
Rk

o BN DEEY/ KU ~—0HE AFELLIREE T LODFE. £ FHRER
ICEEET % Z NUUADIER

o MRERBEMICEII2EREILEILELRDERICET SR
o BT IHEIE. HROFAE (MNER. MRk L)
o HEBERE
o AFARBBEOREFERMSLUORTEN
R E
o [BMEXER

o IUPAC %£7-13 CAS &47#r. CAS &S, SMILES £7-1% InChl 23— K, BE&XB LV 7
I$Z D DR F 74 £ DLERIHIFR

o  HEL. K~DBEMBE. DMSO ~DBRRE, nTE. BLUAFAEAN DEA AL T O
DENEY YR FRIRE
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o HE. ZHTLHETHRENICAERTHNITTHYDIFRIFAIERE &
o ZHTIHEIE. AROFIE (DR, MR E)

o HBEE

o AFHRELBHEORFRGSLIURENR

o AFTRAHE. BUARDHELETH S LER LEBEBIEHBEEO LN —
5

o BB/ AR/ TRMNER
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o AFAEABEDORERMSLUREK
o  HWRHEIIOVTORA BERROZ LM
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=
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T8 IA—#E 1 . BRAEFEAOME

In vitro FRERMEM - ALKk L R— 42 —7 v £ 1 KeratinoSens it ik

AERAA R 74> 442D O Z DHFICER L HBREZ BENICAWVWSDICEIL L, R 1ICBWVWTH
BINZ2BAEFMAD 10 WEICOWLWT, KeratinoSens™(Z & V) BifF S N 5 FAIKER % IE#E ICEUS
L. ¥7-. BRAEFMEBD 10 WEDSH 8 WEULICOWT, ZTNZENOREEHENICEEND
ECis BB LU ICso [EZEST 5 LICk > T, EMTMEREZIAT 52 &, FREHIAO N
SOYMEIE., FERFUHEOEBEREEEICOVWTE LN A RIGOEHZRT -ORRI N, ZNLSH
OFREEL, TIRBTHD 2L, SWRED invivo SBT—EZNAFAETHE L, BLD
KeratinoSens™HEEN O MmED invitro T — XA AFAIGETHDH Z & & LT,

5 1.KeratinoSens "B E DM EAEDILIEICHEINIYE

BRETM CASES ¥EA LLNAICHIFEF kb +ICEE4  KeratinoS ECis ICs0
AoyE Ak 8 (1) ZX4 (2) ens™i= (M) o (uM)
& 278  EAEEHE 0 EEEHH
(4) (5)
YU FILEE 69727 ESZ ERSEEYE X4 6 Rt > 1000 > 1000
Am 50215 ik FEEMFEME X956 et >1000  >1000
Sy tn— 56815 ik IEREEME X4 6 Rt >1000  >1000
)1
Ay 7Asx 67-630 @k EEBMEMME K55 et >1000  >1000
J—IL
oA ry ) 97-90-5 Ak RAEMEYE X5 4 [(Clk 5-125 > 500
IEETF L (35
v ) a— [weak] )
V1%
S v+ 2 104541 @tk BAEMEYE X% 3 [k 25-175  >1000
T a—Ib (88
[weak] )
2- X)L h 7 149-30-4 ESEEN BAEEYE X573 (ks 25-250 > 500
fxYY T (hZ£EE
7= [moderate] )
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4- (X F I 55550 [tk B E X4 3 P <125 20 - 200
Ti/) 7 (&L

T/ — LR [strong] )

B

X FLY 7 35691-65-  [Ek BYEMHE G X% 2 (e <20 20-100
OEZ L& 7 L [strong] )

iy Y%

24- =  97-00-7 E5EzS BAEMEME X4 1 P E <125 5-20
oz o[ GEB 1258 L

vy [extreme] )

F () invivo ICBIF2EBREEN (BL0BE) OFAERIE. LLNA T —xI2ED< [7] 4 invivo IC
BIF28EIFR. BRI ELREES L UEK L 24— (ECETOC) [15] IC& ViREa /- H# %
WTHEonTWb, (2) Basketter 51k 2 [32] . X113 [E7LILF—OBRELINEET S |
o2 [LIFLITEMT LAY —0RREL2] B9 31 [#EM7LLF—0—RNLERTHZ] |
X5 41 [EHTEMT7LLY—0RRELD] . Ko51F [FNICEMTLLF-0ORRAERE] . LT
X9 6 (& [EMT7LILX—0ilEsREWICRL] #FKF [32] , (3) KeratinoSens™(Z & 2 Fllld, #E
EARE7IT IATA OBEADOF T, iz, KAA R ZA>D [HE| OBSR 7 BLUVE% 8 DXIEIHE -
TRFT22E, (4) BEICATESNIEICEDL [6] .
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T8 IA—fE 2: €/ 7Y —MHRBEEDERZHNE Lk FEERAEER

KeratinoSens™ 3 E&iE D UE
LUTFIZRY KeratinoSens™MEERED R L :1E, €/ 7V —MlEEsd%2B0& LT, b FEEREK
(bt MBS L OEBEZAE F R 7Y Y) ZRVWTERT I EHNARETH Y, RERDFEIE
RREREDIE (&1 8H) odkehs (33) .

*® 2. AEOHRE

o BB A BRI Y)Y —ADWE
SEBEDER : =

(KeratinoSens™)  ({H§% 1A) (ZomEICEEEH)

[m%E| (DB-ALM 70 Fa—JL 155 10%k hME5IEE
ETIEUURRME) a8 (B%E
13)

{0 e &5 1 oD B E 2 C s
MRBELEONE?  yr1i 4 BEOA v Fa~—v 2> MTT (1 mgml) :3 BREOA > *a

#%. 10%SDS ICT—MAAE L THIIEE R—yav&. A4V 7 0/,/ =L T

2. 600 nm THIE (B&% 25) faiAfE L. 570 nm TRITE

SME Y AE 2 . . N .

P51 X R SVYFLTILTER, 4~64 uM (BSE > FLTILTE R, 8~128 pM
18)

| P, N1

bV 7 tere7 L (DB-ALM 70 ha—JL 155 B o Bim 2z b U 7o >

ETIEhY 7> EDTA £ 2E) (TrypZean, > 7' <7 K v F, &
S T3499)

F i T —RERERTEI-OOUE, 2T DMORE (33) .

KeratinoSens ™l fatk L. FHEBRBMNTERT 2811, 10%E PMFEZAVWBEREICEISIEI2LELH
5, EbME (FF—=7—=L&LVAF) &, BUAFF—0ARELOMREERERICET 2 REETEAR
ZBETWEHD%, FETEZARFETLHNLEBAT S, LOBBEOMBICOVWTE, LWy FEFERT S
LEE. TON Y FICOWTHIRERE, BIERE. BLUOPHRCELBEFRICEET 5 Ina/ECis BICD W
THEBRRANY T =23 52 E T B8, ImadEC1s ICDOWTIE, RENAESEYE (DA< EHBIFEY
BEIBIEEYEE 17T D) b EODHIEHNEF LV, RWT, ELLKHET 2Ny FIIRBAFERD7-
DIREFET Z, O TCIVRIEMBETEE L2 2B 2MianmEd. 3 AU LEICh/Iz>TE FIIEIC
Mt 22 EBELNDH B, MV EBELAFERERZRL., VVREMEDSHELRAFEOBIERE ZRTHE T, F
SenfERICEITTEILNY 7 EERT %, KeratinoSens™fifatk% b b MiE% & LM TEET 35515,

RERMETRIET 272010, RAMREHE 22 BT RETHE L (B FMBE~DHNLICHELR AR
E#E &) ITERNMDETH D, BRICE/ 7 —AMREEELERT D ICIE, BAEESOMEEIND
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BRic. FEEMMIM DR Z R U Ty (BIZIE Trypzean™) %fERT 52 & (33) , DT RTOETIE,
MmpEoEEF, HABRAHAFT A4 442D O Z OfFEk, BLU DB-ALM 7O Fa—JL (9) ICHIFBEE
KeratinoSens™ififatk ICBd 2 REH LR L AETITHY T &,

& 18 ICBEL T, b FEEAEAAWTE/ 7 —IZHWZE L 7= KeratinoSens™ =E8% 13, BEEEEH
H 8~128 yM D> >+ LTIILTE R (CAS FS 14371-10-9, #E 98%iB) %#BUXEE L THEAT 5 &
JICRBEINTWS, TN, ZIFFRORBREHF T ECis B nrd BHENRIZ, REOETHEE
ErWm-ITELNT —2MIEoN2BEEFATES (33)

X% 25 ICBAL T, b FEEREABLTE/ 7Y —IZWZ L /- KeratinoSens™ =E&E (X, U T OfMgE M
EEAERT 2 L5 ICREENTND, 48 BRIDOIEEKRTH, 1 mg/mL ® MTT (3-(4,5-9 X F IL-2-F
T/YUN)25-Y T 2 ZI2H-T TV U T AT AI R, CAS HFE 298-93-1) #EET 2H /- ABHICR
L. fMf3% 5% COFET. 37+1°C T3HHA > FaX— T3, TD%. MTT &BE#MEBREL TH
LAY TRN —ILERML, HREAET 5, 30 pHOIRSBER, KEFTEA LT 570 nm IZH 1T 2 TLE
ZAES %,

DT RTOETIE, b FEEAERABVWTYE/ 7 U —RZE L 7= KeratinoSens™it Bk, HBHA K
4> 442D O Z DAF$k. B LU DB-ALM 7 A k3 —JL (9) (ZH1) B1E# KeratinoSens ™#lfE#kICEI§ 5 52
HERUAETITI 2 &,
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T8k IA—fE1E 3 : ENXAEEDMEEIE

KeratinoSens™HERZICE LW TREL R ALV EEZHERT 5 -HOEFRNLER
W/ A=Z—I2L ) EREOEWEREBZICIE. RDOIDDNRITA—-ZINIBOTCEETH S,
o XWEBUIIIIBWIRELILNY I I IV FablzodT+oRRE
o REMOATEICLY FL—bETHRBEZELAWI &
o FRUVEMDOVINIIHET IV ILIELWTHDREAZELARWI L
HEBRICEIDL, UTICEHOBYHNBTL—FORELXRATT DI &ICKY ., BULAFKARUEEZHERT S
ZENHRIND BEORERR) .

F1.BYOIEERICHITA L — FOBRTE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

B DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

¢ bMsSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA
0.98 1.95 3.9 7.8 15.6 31.25 62.5 125 250 500 1000 2000

E DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
F DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
G DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

H DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO CA4 CA8 CA16 CA32 CA64 77>7

T EGDMA=C X Z 7Y LBTFL Y2 YU a—)L (CASEE 97-90-5) . BmULFEA RITIILEY.
CA=>>vF LTILTE R, BHETE (CASES 104-55-2) , EEDOHEAIE uM TRENTWS

mBEEEEFICEY., UTOREB%IIFET S :

. ffD-guf%ﬁaw>7l3—@%&@%%@?%@#Mﬁ%w5n\mmﬁﬂvﬁﬁﬁﬁ
VERED20EBTHD (1ZEAEDIFEE. ImaxfBIE 100~300 I2ET S)

e H7I PS> HIMM OTzIIZBEWTILY 75— VFHEEOREREFENLAEINAZD SN, H11 15
T 2FEEEN2~8 TH D

o TCHLWTEICHITDZILY 727 —VFEICHSRENENEZ RO L (BFIZ EGDMA O 1T
ICHEETDEEOBNT 2 ILICBIEL TE LB XDBAZZEL T, BEFROED 1.5 kK
WwTHhDH BEMICIZ1I3ERKETHB) )
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e 1TA. B. C. E. F. G EICHFsMEEZEEZ2ROA W (Tabb, FL—rEOQAEREROK
W)

e fTA.B. C. E.F. G BLITH®DDMSO FIMY = /LIZDWNT, [EHD2EA 20%KRHETH
28 (FThbb, RELENYITTTVE)
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{F8k IB : In vitro REE{EM : AL
Akl FR—2—7vt4 LuSens 58
&

RNICERTREZEHE, BABLURR
1. RFBRAA KT A > 442D OFFRICTEFFR T 2AEBRE (S, RERFED AOP ICEIT 2B —DF — A
Ry b, ThbbALEIREEtEZESRET2HDOTHY (1) . L7 7—EZFALT, Nf2ZNL
=B L BIISE S (ARE) KEMEELFOEEZTMT 5, REREMHYEIL ARE ICX > CTHREISNS
BLEFEZFETEPREINTNDE (2) B)  HEREUHMED LS N EOKREFHEYEIZ. €
Y =& BETHD Keapl (Kelch #k ECH G X > /30 E 1) ICEAT %, $74bH, Keapt DR
TAVEEOHGREENMEMEINS Z LT, BERF Nrf2 (REF - Rz 2 - BERTF 2) » o OfFEE
NRCZ B, FEBEL7- Nrf2 32Dtk B || HESHERELR TR ED ARE KFHELRTZEELT 2 (2)
4) (5),
2. in vitro LAtk L KR — % —7 vt 4 LuSens HEE (LU TF. LuSens HERE) &,
KeratinoSens™ E&iEDIRIEEAIZAESER (VRM) ICED W, MEEEEAREICL -2 NNU T - a vl
Bafthbh 6) (7)) (8) (9) . XRW\WTEMEMEBRNRE LT >~ &% — (European Union Reference
Laboratory for Alternatives to Animal Testing : EURL ECVAM) (CL M L7-E7 L E a1 —hEESI N
(10) . LuSens #HEEIZ. BEUDONED /- ICKEREMYE L IERIFIEMEZFHRIT 2 BT IATA
D—EELTHWS Z EDPREMICHYTHD LTSN (10) ,
3. LuSens #ERE(E. HIIEERMORERNY H 2 ERE~ORKMBEN AR TH S I EDNUIEINT
BY, £, BEABLUEEEOBRMEICET 2 0B AMREELH/Z L. (10) . BREERICBEWVLT
72 BREOEBRYEENRE LI-OHPMRD SFoN/BMNERTIE. LLNA OREREERLI-HE. KE
BAEMEYME (45 UN GHS X9 1) ZIERMEMEMEN ST 280 ICE L T, LuSens ERIE L
VRM CERED TSN (EREE 74%. BE 74%. HEE 74%) Hrantczehro (7) (10) . E
ABRENRERIEEOEREEMEORTEICER TH D Z N REEIN/, LHrL. ARABREIL, BEAR
EIZIATAICEBO L, RAA R4 00 [BE] OBRE 7 HLUBE 8 OREICHK > T, OIEHR &
HAEDE TRFTINEIRETH S Z N b, LuSens BIMDEEREE LTI ZITRS N IEREE OB IXIEE
IS ERL, oIl RERFHICET 28RV VLEAREZFET 2546, LLNA L UZnLUt
DEYHBERIE. £ MBI IRBEBRIEEAZTZEICKBL TVWE EIEVWIHENWI LICBEITRETH D,
4. BAEAFAIERT —ZICL Y, LuSens HBREIIZHABHERERE., KICAND=XL, (in vivo &
BICEIVHEIND) FERMEFEDRE, BLUMBLENFEZE T 2HRICEMEICERCTCES L
NI (7)) (8) , AEBREIZ. BERBWICAIATHL Y., FHLERELZDER (Thbb, #
BYENLERTEICH, BE»OOBEL CRABMBICBITIA LAV InA FELZIBEBR) 43
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WERYEICERRRETH D, RIECNICHEL INIRAAREE (F4bHH 2,000 uM, F 72 1E9D FEAEH
iéﬁZﬁ%umm)KﬁmT\;ﬂwa#%ﬁté&MWﬁ%T lZ. ch&W HEEETHRBRTE
2HEN DD, DL RIFAE, BELBUHOEELAH L TVWNIE, HRYEIRERFEFEDETH D
&%%T%%D?Fﬁfﬁ?O%uM%ﬁ(iti“?iT%® A132,000 pg/mL) TH - THIRRE SN
FoonBWEETEoNEERRICOWLTIL, %ﬁbﬁbn&mt%xémgf%é(&%32@%%
ETISE) , 2,000 uM e (it /\%ETEH@ £l 2,000 pg/mL) OHEEE T, Mi2EE (£7F
KN T0%KE) ISELTVWEIHEIE. BEOREZBATE S, —Mi&l \mWir7%Ez6$—&“%
BIIBEERBICNED Z t#%%# BREEFEIIRELRDERNEoN Y XBRICEEN D 215
HERAERIT T ZABEENH D,
5. DO VEREOHKIRIGEEET 2YEIE. ARBREICLYBRELBREINEZZEh D, BEEBR
IXEEICERT 5, Z1id. Keapl-Nrf2-ARE REDEMH{LZ L -0 I FTELEFIE. A Ly =&
Keap-1 OKEMEF A —IL (RTFTAVDRILTERYILE) EORBEFROTHDEEZOLNDIZOTH
By COTRFEEMICHLT BICIE, BICVATA VY EIS v ORSGHEZHBINTEL T vEADBE, 7
FREAUERREY 0B O NI EHIBERNELOBENDH S, I oIT, FERAT 2MREEKORBENNRE
MThHsd (12) =012, £/, ARABEOEBLEOZDIC, TONT Ty (Thbb, BE P450 2N
TEHEREBRICLDEUECAEZTZ2/HEYE) . BLOBICBRULEENMEVWTLATTY (Thbb, B
BRLIck W EELINELLEYE) LREEREZRTHEEN DD, LIrL. TL/ATTFYy (Thabb,
BERLICL > TEELINBEYE) BL070NTTy (Thbb, BE P450 2N T 245 EBER
ICE 2B A ET 2FEYE) 0% <IE, AOP DE—HDDLE=ZDF—A XV b EFRE T ZHBREDOMHE
AEDEICE>THRICHEINTWE O, —fKIC, BUEBRZHOBOEMIFICAVWSEZENTES
(13) (14) (15) , —H. BEY&E &LT@W%i@mﬁ LR FL vy —& LTERT 2889
HlE. VRM TRENTWE EEY, BBEUERREA LT erHD (1) , BRIC, Ly 727 —FE
ERICICTST2HBYE L. MRBICE DL Ty EAICBIT2Ly 77 —EEMICEELRIZL. BH
FEEEATTEDWT A ZLZ0TIENHD (16) , BIZIE. 1 uM ZBZ 2 E2EOEYET X bo s
VIiEL O T Tt LR —EBEFT v EAICENT, LY 77— LR—Z—EBEFDIBHE
EWACEN L TR T FNMICTFETDENRESNTWDE (17) , ZD1=H, SEREOEYET X b
Ay Yy, FREEYEIR ATV ERBRICLY 7 2 7 —E L R—Z—BEFBEEELEZB I &5
ONIBELHEOHEET TEONLLY 725 —EOHRRIE, ITBERNTILELHSZ (17) , D
BEOAT IV —ICBTIEWEIC LuSens REENEA TR VA REINE D HE. ARBEEIE
ZOEHIBATIV—ICAHAVERETIERL,
6. BERAEEYE (75 UN GHS X5 1) LHFEREMMEZ AT 2 DICMA. LuSens éﬁ%ﬁﬂi
IZ. VRM ICEAL TR/ L 512, IATA REDHEER T 7A—FOFRTHWL O N TRIEM OEE M IC
5 1L15B5%1EHR B2IEAERSER) RIS (13) , LA L. LuSens SHEEDIERD 6@&%@5_
EDESICHFEELE 2 EHMT 2I1CIE. BFIZ IATA LOBELYIZBWT IO L IMELABETH Y., £
TmZNFE bOT—RICEDCZEANEE LWL (18) . ALHIEKL R—2—7 v 21 ABREZ b O ER
LHEAEDE TERT 2HEROFNEE L THRESLTWS (15) (18)
7. EHRICOWTIE [BE] OFBE1ISRESNTWS,

AERDBIE
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8. LuSens FEEICIE. 7 v b NQO1 BT OB FIIESERS] (ARE) OB TICHZIL 7T
— LR —BEFELEMITEA L, £ FABREAEOTRIL L -EEREEKEERT 2 (20) .
NQO1 ® & 5 IC ARE Ik FT 2 BETFId. BEMBEEMEICL > TT7 vy 7L X¥al—FEINB 2P
ncunzd (21) (22) , ZOMEAKkIZ. ARE TL AV FERALETOE—R—DEESIETICH B>
717 —HEETFEEL 7). TOLYT7x5—HITLBTIFE. REMED Nrf2 IkKEHEESLE T DR
EEMEICL 2EELZRBRL TEY, ZOBRFHEBRIAMEKICETZ2LY 727 —E2 7 FILD Nif2
kEMEA. VRM TE#ERIC (23) . £ L T LuSens ETHEMIC (7) RIS TWb, LizA->T, K
BFUHOHBYEICHIALZREE L/-%. IS LY 75— ER}IEEXAVT L7757 —FE
EFFEE (BABRBICL->T) EENICAET S22 LT, IN%E N2 EERTFEECDEZEE S5 &
WTE S,

9. LuSens RHEETld, WBRYEY., MEEGTERICEELREEA RIS AL (ThbL, MREER
M T0%BERD) EilLic 2 BBEULIDEREICBWT, FREDBRE.ABZ2 (Thabb, 15 EULEFA
X 50% U LD ER) HEMICERERLY 72 7 —EEEAFET 2156, TOEBYEIIBHELHES N
%5 (1) (8) ., zD/=®Iz, BE/ BEMBEOLRICE>T, LY 727 —EFHOFELTRMNET 2,

IHIC, L7 27— EERHOFEL RUNESEICELLAWEETELZNED DM ZFMET 5725,

WATL CHIRESEMEZRBES 5.

10.  AABRAA FZ7 A4 v %EHF L7 LuSens HBEZ HEMICAWS DICkILL, EREMERILZ. Z0ff
BROME 1 ICNFH I N-BAETMAVE 10 ELXA WV CRTNEAE %L T 5,

HERDFIE

11.  LuSens FBXKIC DL TIL EURL ECVAM OEIYEBRREERT — X X— X% - X (Database on
Alternative Methods to Animal Experimentation : DB-ALM) 7’0 b 3 —/LAFAEAJEETH V. AREE =
BBk N TEMR - ERT A0 O Fa—LERBIRETHS (24) , LuSens AEED TR T
AraA—LDOERT Y 7% VRM ELUBRLIBIESRZ, ZOMEROHE 2 ITRT, ARBRIA NIV %2E
T 2MEEIE. BBRARTICERZ T2 LICE-T, ARBREICERT AR MRKEAFTES 3 L
717 —HLR—Z—EEFT7vEAlF, 7B XH (Promega) tt&EDREFEBZ A v A %EBENT
BY D) TEAAHDPOBALLRELUNET vt AREOFER. £7/13 i) AENABZ7Y -4
EREBTD-HODTAXHEADERE, OWITNADBETH D, LuSens HBEDTELARNR S L OMFE
FlEIZO>WT, U TOEREICEET .

B RIEE R DFE
12 ARE flHl TOILY 72 7 —F L R—Z—BEFEZLEMICEYIAAT, LuSens i Mk % (&
A&, M. AFRE, ABESOFI—ILICE->THEIESYE (F] 1 1~3 EOH#HK) . H—HX
by o DRETHERET S, COFUPFILR by Ihniel LM, MREES/PRA20EE RS
FCBIERRETH Y. ABEOTO M- (24) ICREBEOFEICK > T, B AR IEIERE
] : MBS LOMEYE GEIRBOMBERICIIE2a—A~x Ay, AV ZIBIEDBHICIE~ZTY
Y/ AL T AT Y) #EET S Dulbecco HE A — 7 ILEEH | DMEM) Z AW 7- BB 7AEERICH
Wb, -7 L. RBREEBOEMICIZMEMBEZRML AL,

3BASF #t, 67056 v — T 4 B AN—T 2 KA Y
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13. RERICHEL TIZ. #AElE 80~90% 1 7Ty hE L, TEAEIAV LIV MIETEBIEAN
SBET D, ARETHICHREZEIN L, EY)AMEEE (F4bh5, 10,000 cells/7 =)L) &b &5
9671w7v—%"%ﬁ¢6 TRTCOT LN THREBOAGHIEEICH— 0D L5, BEFESD

sﬁﬁﬂﬁb‘,iﬁlhbab\ck’)Ji* \WMEBETHDB, COEXREEREDE, COBBETY I ILEICKERIEISDEN

ELBEHNHD, BRYBOREETDELZILY 727 —FHBOBRYRLATEIC, LY 72757 —
EEEAERE L TCI3EOREZERL., HEEFRATAE LTIBDOREZEET %,

BERYE L L DN E DHE
14, WERHBEHILIONBYEIZ, SRIABICHAE (X7, RELEBEAIRDGEEZDOBE) 5,
Wﬁ%%i\ﬂziVX+w1w$$>P(mmo(MS%%G%%% T 99% U k) 74 & @Y AR
AlC, RRERENRET2RANEE (B 1200 mM) (3ET 2 &5 ICART 5, DMSO Bikid. = BHE
ﬁiﬁ&?%%&&@éﬂ%tb\ﬁﬁﬁuiﬁ%?%6OMBO;\m@Wﬁ%ﬁ LBEKE 72 355
ISR L, BYAFRICE > TERRNABREEROREL T2, 2FE (MW) HTHOEBRYE DS
é\zhv7ﬁﬁ%mﬁﬁﬁﬁr(mmmymLitizwsMN))nﬁ@?éommouﬂwﬁﬁ\m\
FEEEAVEIHEICIE. TARRENRILZIERT 2,
15. mmo\ituomaugﬁﬁ@@a TREKEEEHEZRAWT, BRYEDR b v 78R KRR
FRL., TEEEOY T UL%EEB % (] :0.098~200 mM DOEHET 12 BEDEE) ., AWLSEHEICED
I W"L%I%%F@#Vﬁ»%m%Aﬁﬁ%Téb-25F%ﬁb BROAMNEBIZIEINE S SIC
4 BICERLTCHAVWS O, HBYEIIRKREREICIEST 2 (] HREX 2 0BRBEERICEDE 0.98~
2,000 yM £F %) , D FEINTROHEERYE @D\mmo&timwaﬁﬂ%%mf&%%ﬁ%ﬁm\
FETIRIREE (BIZ1F. 0.98~2,000 ug/mL) DWBRHEARES S,
16. TS, MREFHEICET2AEXRTEAREZ, AIZITBRVWADOREICOVWTERL, MiEFEEN
75%F TIRETIT2EE (CVs) 2H 050 LORET S, TD CVis A BERTOEEL LTHWT, £/5%
Wy 717 —F¥RBRBLUPZNELTTo2MPEEHRREERT S (f) : FREXR 120 CVis LU EW 1
BE. CVisbsH & CVisLUEVW4EEZ, FREX120BREER. 774b5 CVrs2.07. CVrs/1.73,
CV7s/1.44, CV75/1.2. CVrs. BEL T CVrsx 1.2 M & L THAETZ) , ELAERR (FIZ1E, \iasEs
BTEZHEPETELHA. FHLEFBBRENMEVIES) b niE, JIOBEABWVWEZENTES
(24) ,
17.  RIFIC, B/ AESRE ()0 DMSO) H#E VIR LATEICHERZEEINETHY ., TORIFH
TL—PMIHOBBEONBY L ERET S (Bl F7oba—L (24) (CREFOBY . MPESEICET S
FAEXFABTIE 12 Yz, T30V 725 —FRETIZ 24 71L) , BF/AENBCIE, TER
rcomf&%15®%ﬁaﬁU%ﬁ%ﬁ5tw BRORAR BENBORE IIHBENES L OB
BICBII2RELRLETIRETHY (ThabH, 1%) . Fo, MREFRICEELAFEZRIIL LR
b@voﬁ%¢5mﬁ(@ DMSO) ICRAD7=HITKTHR L - HBRINEDHE. RRNRHABRARD
71”?&TEEVT\%@W%%E®m§ﬁ§i@@ﬁﬁ% S5 LR BYEOSE LR CREEE
(Thbhb 1%) LR LIICHELAEFNIER SRV,
18. ﬁﬁ:\@ﬁﬁﬁ%@UﬂLﬁnﬂ_ﬂ%%%m¢«%f%u ZOBIEETL — MI+HHEED
WY VEREST S (B 7aha—i (24) ([CREORY, MESWEICET 2AEXRERRTIE 3 ¥
T, TBLV T —CHBRTIE 6 TL) , UBmsﬁ%i BWT, RFICHERT 2RETEIL
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5,000 uM (F7-1% 450 pg/mL) @ DL-FLEE (CAS FHS 50-21-5, #liE 99%U L) TH D, ZALILIERIFME
METHY., 7. LuSens HEEICEWLWTREDOTFANEOoND Z MM ONTWE, INUNDEYA
RUNEIE, BET 2PN AFIECREBEOETHRELEZBONMNIE, AVLWEIENTES, I bIC,
LuSens HEETIE., +HAKDO Y )L (F: 7Ara— (24) ICZHOEY . BRESHEORAERTHR
BCldev i, EEHLP 77 —EHBTIZ12 VL) ICBWT, RUEOME L B AEEL T
TV DEMNRBERES .

19. REIC, BHENEBE, RBRIAEYICRE L TWE I E2FEITFTE0I12, Y RLATEICTS
BEOTIICBWTHBREZEBT NETHS (fl: 7O ba—LICEHOBY, MRESEICET2HBE
BRERBRTIE 2 vz, ELHALY 77 —FRERTIE 5 7zl (24) ) ., LuSens REEDIHFE. Bk
FEBICIE 120 M DY X 27 Y LEBETF L >~ ) a—)L (EGDMA. CAS &HS 97-90-5. #liE 99%LL +)
HERAVWS, BEREIE, BE 14 TEEREICBLTREINTWEIAE BLUOERRARE A ba—
(24) ICRHRBOAEKELER—DOERRT v 72 AVWTARET 2, HI2 1L, EEMBHROERMBHHTL L., /2L
EGDMA DO/ FHH L W EDERT, BE 120 uM OBUERBOMBEEMNET E 5, £/l3ILY 7
T7—tFE25FULICEETCE AL (BB% 31 3R) BEld, EEME:RIZ. EGDMA Z LW CHERTER
BarEEL. AF/ BENBEHEB LIV 7 2 7 —EHEERA 25 U ETHEEEERD 70%UE L%
PREZERTETD (ZOREIFEIHIC 2 BIULEABREZRYRL THERITEI L) , £, IS, 1F
FhROEEHET ECis EXRTBEUYARBUENREIZ. RAEORTHBELELB-ITELNT —2HES
naEaEFETE %,

BEYE L L N B E DB

20. WERYME. FH BHEERM) 2824-00FER 1ty FHPRETHD, 1 £y FOREREFD
b 2BoMu LY RLEATAIOAY 1 HTEIEORENEZEL (TAabb. 1y FOE
Bicn =60, ML 2E0®KYIRLBITETHERY,—HLEWEE, 3ERIOREANE, SRS 3
Bo@)iRLEATEEET S (FAabb, n=9[@) , Wiz L7/ARYRLETIZ, F7ICHAELEERY
BRbby oBARBLOMCERLZ-MIEZAWT, BlIOBICERET %, 7272 L. MoK EZKIZELC T
H &,

21, MRIZEE 1S ICEHOL S ICEEL /K, 6V oL T L — T 224BMIEET S, RWT, BHb%
BrE L O ntEt (REBREZ A Fa—L (24) ICREORBY. MEEH. MEMELRED DMEM 150
L) &L, Z2IC 25 EFHERL-ERYES LOWEYE 50 yL #F/MT 2, Nv oo 7wy RMEx
Ml A7, 1 7L =B bR EB1I T NIEEOFEE (ElEr >ELE) LT 5,

22. ORI, ZOMEBTL — b % 5% CO27F7E . 37+1°C THJ 48 Bl A > F a2 R— b2, HHRYE%
MRATDA vy Fax— a0, BEREOCEBRYEOEREL, Vo LHOEBYEICLI2REEFEE T
B9 2BMT, BIZIETL— AT IFRALTHEETZ2RE L TERRILIBHELNH D,

N7 7—EFMDRTE
23. BYLRELANEEEZRITT2ICE. AUTOERIBOTEETH 5,
e BEREDII/ A—KZ—DFER

o HOREICLZBEELZREET IO, tHoUEEIEZEITH 7L — FOFEA
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o THHBBEBLIVESDEDAARIAHERT IO, TOBEXHEETILY 725 —FHE
B nfER

o BYITREBNYITZTYRLANL

AERICHKIUD, COMNFROFHE 3 ICEHOBY RBEEERERTZERL. 0 3 20ERIH-IN
TWBZ L 5HERT 5,
24, 48 BRICHT- > THEYES L UONBYEICBE L%, Mgz v BEFEERIBEKTHESEL.
EAAED -0 OB R MAERAEERZE7 o VISHML, +97%28 (F : BT 5~10 9M) &
EY 5,
25. MA@y EEL L —bE AEBREIO MO (24) ICRFOTOS T LERELIZILI
A—=Z—I2ty FLTRAEZRT), MOBREEZBVEHEICIE (ERTHLI/ A—L2—DHEEDE R
E) . TOEHEELZHAT LI L, IHIC, ZONHROMHE 3 ORBEEEEREZEEL CEHIEIN
TW3FEIE, /7o — A T7OoEBEAWSEZEHTE S,

M M DT

26. LuSens MHAEDEFEEDRE TIE, 48 KHDREDIR T, HH#% 0.5 mg/mL O MTT (3-(4,5-> 4
FNF TS —=I2-4)25-P 7 ZVTrZVUTLTOIR, BIZF TV ILTIL—=F TV UTLT
A3 R, CASEHES 1298-93-1) #RHBT /- HEHICIIL., MiEg%E 5% CO27F7E . 37+1°C T 2 K
A Fax—FdF 5, RIS, 2O MTT Btz ki L. BULRRBEHEAEZERBL. +2o0EMzZ T
THEE%ART D (] - 10%(w/v) SDS 5 & U 0.4%(vIv)EFEE % & & DMSO Bk %A T 5 9M) . k&
#, ARBEO O FO—IL (24) ICTHREDONRXTA—RXEZAVTRALEZAET 5,

T2 BLUHE
T — X DFHH

27. LuSens ABREDIHZE. UTONIA—4228HT 2 GEIAHAICOVLWTEZO[FEOME 4 &

o EERYME. BEWR., BENBOIRTOREICE ITZILY T 27 —EEEOFEER

o WEHMEBLUVINTONEBO, INTOEREICEITIMIEEEFER (CV) Ko, MEETFX
N T75% & 75 BEE (CVrs) = (MEICL->7) BH

28. LW¥T7rT7—EEUOTFTEBZENIS5UL (2) LAZERREICOVWT, 3EOREY Y FLIHT
DHENCHTEELEREAESBOT T MICHE T 2REAAEEE ARSI L ICk> T, HtERKE%:
BFIZIE, RF2—F> OBt REICLY) MEL, LY 77 —EEEHOFENFKIANICERE (p <
0.05) THEZHEI D EFTFMT 2, SHIC. INHLDEEICEVWT, EEAMBESEEERILEL TL AW
& (Thbb, L7z 7—EFEEXN 15 BULETHIEEICEVWTHREETEED 70%ULTH D
L) HHERT B,
29. T—&lF, V77 THREMICHERT 2L HERIND, BREAAERSHIENRD bR WIEE,
FEEoNBERCEENZHAE (Tabb, BE 1.5 2 2 BRE) THIHEAE, EREBRYRL.
INDPEBRYEICBENLBERBoN, RBOT—T4 777 NIRRT 200 %% 5, —MHAEOK
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LA, I LARRICBEVLWCHERARETH L5, BELVAORE (BME 1.5 ICRIICRET 2HEDEE)
%%ﬁ%?"é Z¢, LHL. ECisxH=0TEE i%\g%ﬁ:’é T,

30. LuSensABREAICBEWVWT, L7z 7—EFEBFENI1SULLERDREDN. oL b EBEVERRE
(] : CV75/2.07) TH-72HE, PR EHH I 1EBESSITEBEVEETERRAERET 5 2 &,

FrEEE
31. LuSens HBEZFHW2HE., UTOHBREEAHI-T L, UTOHFRELEODLWIT NN HZS
NTWRWESIE, ZOT—XIFHALT. F-LBYVRLATEZERT S &,

o [BIEXER (120 uM EGDMA, F7-IZRIEDRE, &% 19 2R) HoFonfirr 77—+
EHFEEROFGH 25 LLETHY . »o. BE/BEMBELHRLIL T, ZOBENR
DIENA L HRETFEN T0%ULETH B Z &,

o [EMXIE (5,000 uM DL-ZE) A oBESNTLY 7 15— EFEFERFRDOFY, BTk
WIBHRRIC BT 2 EERETORBED ., R/ AENBOFHELEBEL T 1.5 EFRETH D
AP

o  BAH/AEXNE (] DMSO) DOHIEBTEMEICOWT, ZOEHRMOFHES. &YKL
EITICHEWT 20% KRB THD T &,

o AL IBREOABEEICEVWT, BE/AENBICN T 2N HEETEERS 70% U LT
HHTE, SHIT, BEABRMEEEZOSNDBEIF, PR ED 1 BREOEE CHIEEMEHR
Hond (Thbhb, MPEEEERN 70%RBTHZ) ». FLEEREETHD 2,000 pM
(X7 IEDFERPOFEEYE DH AL 2,000 ug/mL) ICDOWTHENMTHhNTWEZ &,

32. BHICL-TE. HEREYBEHIHREFEZFTELRAVW DY, ZOLIBGEERIEIRKOAREE
% 2,000 uM (X7 E D FERBOHEBEYE DHE(1F 2,000 yg/mL) & LARITNIER SR, £ 7
7 —ERRICBEVWT, YOEETHHREEENTEOONA L, TALBMBEETEED 70%REICHR 5T,
MDY T 27 —EDOFENRI LBEVWEEIE, £ 7 7—CERARTERALE 1.2 B9 >0ERK
FHUTRZ T, CVis 2 EARE L7 144 BT OOEBEEHER (FThbbH, 144 x CVis hHREZ—bF5) %
LT, £20@VRLATEERT S22, Z0FE 2 0YRLATICELV LRSS L OLY 7
T 7 —EFEARDOLNAVEEIF. RRNEETHD 2,000 uM (FE N FERHOWBEYEDHE L
2,000 ug/mL) TEIDIEVIRLAITZERT 22 &, ZOBYRLAITIE, B40BYVRLATEEREL
THERT DDELVH S,

EEDERE L N FHE TN

33. LuSensZLBAFHITIE, 2EDEYRLATO B 2EEH, F/E3EOEYRLAITOS B 2
EICEVWT, UTOERGEZHL-ITHEICBEL AR L, ZNUNDIHZE, LuSens (C X 5 FRITlXfatE & &
w4 (E1) .

o EfmlL7: 2 RELU LI MIEEEEE (FAabbMEERNL 70%UE (2) THB) ITH0
T LY 725 —EFUFTEN 15 FZULE (2) TH-T, ZOZENBHINBELEL TH
HICEETHY ., EHIC. REFLELEED S bAARED 3 RETHRIEEM A AW (gt
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BFENTO%ULE (2) THD) &,
34. MR T, HBEYE #ﬁm&%ﬁﬁ%%ﬁ@f\%k%gﬁ%52ﬂmuM$%(ituﬁ¥§$%
DR EDIHE 2mOWML$ﬁ) 75ﬁﬁ%ﬁb@ﬁot%é\it@%btufﬂ@%ﬁ:
WTHBREBENRBD o r - 7-5E (B 3128 ICBonBRERRL. BRr8onbune i
T (B%4R)

1. LuSens RAERICE T2 FHO-HDEEDHE,
LuSens IC &2 FRZ. BEARE /-1 IATA OREADHR T, £/l BKAAMRTA4 >0 [HE] OB 4.
BONICERETBLUVERESDRIBIIE>THRITT S &,

FEERE15BULN? L Ed 1 BEDRETHE

Mo, BRI U & HEHE REFRML T0%RES ?

A EETHEN? - Ftld. K 2,000 M (Ffz # Pt
5 FEFHOBHAF 2,000

AL T2 B L ORET - homl) ETHRBHARD L (L

RMIETEEAS T0%LLE A 2 Wiz AALR?

(- A _ LuSens Ik 3 FRITRDHL LS
A1A Y-S 2 El DT L 1-48 Y& LA 1T & %

- 2 BORYELRANBHEOBE
H L= 6 Bk 3 Bl SURRT (B Tl
L o B S B I 4. BBRIE (B THY.
RETHIS et (. TRULORBIEBERL,
i B LA L 2 TERBERE (5 B Lo § e pratt e
: E o £ E) - 2 EORYE LRATREMETH -
EBEORMNTHE . (1L

‘ s THY. ThUEORRELES
(A
HEOREAN—HLELSE, £
ROR TS5 3 OBYIE LR
Wt ERIET DBENBHD.
- EBRMEOBEE. EREMA
§ 38 YE LETOREASHT
BAAILE S THET 5.

\ 1 BlO# Y B LRITOEIE

SRHEE

35. ABHMEEICIE. UTOBEREED D Z &,
R E
o H—mHYE

o IUPAC %£7-1% CAS &47#r. CAS &S, SMILES £7-1% InChl 3— K, BE&XB LV 7
EZDMoHEHF (NyF /Ay ESBLUOBEDIRREGE) &L LFREIER

o  HNEL. K~DBRE. DMSO ~DRRE, DFE. BPLOAFAREAEZOMOEET 2
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e DES

REEAEMICE T2 ABE X BLELDBURICEY % 53R

ME., 2T 25 THRENICAIRTHNIETHY D ERHANER L £
ZETBHAIE. AROFLE (DR, MEL L)

ABRRE

AFARERHHORTFRAEB L UREMR

ZaE. UVCBYHE. BeY !

o MHDFREANER (LSRR . ME. TEMHEMK. 2o CICEEDH 2 YEILFH
B (L2 8B) 22K 2AEERR Y ORET T

o  HE. K~DBEMBRE. DMSO ~DBRE. BLUOAFARELRZDMBOEET 2 WEILFH
Bt

o BERABMICHITEEMEFIIRTELDBURD R

o BIAEARDEEY/ HRU~—DFE. DFED LLEEN T LD FE. F/-I13ABRER
ICEAE T 5 Z NUNDIER

o ZUTIHPEIF. ABROFLE (IR, HEAEY)

o HEEE

o AFUREEABMEORESRGSLVOREN

B E
o [BMENIR

o IUPAC 7zl CAS &Fr. CAS &S, SMILES £7-i& InChl 2—F, BEXbB L £
£ Z DDA F 7 & DL RIS R

o N, K~NDBRRE. DMSO ~DRBRMRE, DTFE. BLOAFAgELN DBEAARLEZ DM
DEET 2 MBI FRFE

o HE. ZYTIFAETHRENICARE THNIETEY O ZRBANIEER AR &

o ZUTHHAIEF. ABRORLE (IR, HEAEY)

o HEEE

o AFUEEAMEAORESRGSLUOREM

o AFFEELRIBE, BYAENFREETHL A2 R LI-BEEBENBEREOELNT —
4

o  RAE/RIENTEE
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o IUPAC £7:13 CAS &, CAS&HS., BL U/ 73 Z DD F74 & DLFHIEAIFR
o ME. ZHT2HETRENICAERTHNIEITHY DL TR &

o ZONERICEEHLSINDERBEERAVSHE, SR A TFE. BLUOAFAIEAHEED
Z DL DBEEY 5 YR FRYIEIR

o AFHURALHEOREFRGEBLIOLENR
o BWERYMBIZOWTOREA/TAEEIROZLME
o [RMEXER
IUPAC £7:13 CAS &, CAS &S, BL U/ £7ldZ DMDHERF74 £ DLFHIERIER

o

o ME. ZHTL2HETRENICARTHNIEITHY DIEEHIE®R &

o ZONFICEHEINILDOUADRENBZAVWSHE. MR 2FE. BLUAFARE
B EE D Z DMMDOBEEY 2 YRR

o AFARALBHOREFRGBLOLEN
o FHBRAA LT A VICRELUNOERMENRBEZERT 255, TORENRBEEDZ LM
FERE DI
o AERRKEEL. ABERL. SBRETELS LUOMRER
o fERT2HBEDGRNA
o FRYIIMEK. TORFEXEHSLIOMHMET (A2 IE. MEKZAFLHE

B

o HBRICAVW/IMROBKRKRE LAY TILT Y ORE

o HBHMOBBICAVWROMEE BLUH-LMREIHEZERT 27-0ILThNHE
(B5& 1321)

AL/ A—2— (BIZISHRE) BLOESROREANR., FALLZLY 77 —EEE,
ORI HFROMEILHOREEEARICL Y BYARRLHETH S Z & DILEE

o FHBEERBEOMRIC (FIZIX. BREFMBOYEDOHRICLY) iR OB ME % LA,
FREAAREORMNLBEEOMEZIAT 2 DICHWAFIR
FBFIE
o BYUERLBITHES L UREANEHK
e EALAWBRYWEORE. BEAFE. PLUBERMH (MEFEHEEL 25
2)
o FHfiH L CHIEEEDER
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o HARHFAREEDRR

o HARFIEDEELHNILZ DR

o BRURLATICHEVLWT, MBRYESLUOBHENRICODVWTHEoNLY 7 2 7 —EERSEE
BEERBLOMBEERER (LuSens HEREDHE L CVrs) DED—EF

o IRTOEFRYVRLATOT—2ZAVWTERLILTHE (Thbb, MRBEFRBLOLY
717 —UEUEFEEEOEMNTY) | BLUBRERE

o FHIETILIH > TEOLNEEBRYEOHIDORT
o  EERILITAR/ BEXNBORIAEMBEICLY B ONT-EBRK
o N¥T7I7—tEUDOESHIVHMREEFRORERICHRZE V-7
o FHITBZHE. TNUNCEET ZBRTRBEROELR
HBRDELE
o LuSens AEHEICL Y BoONIHEROER
o (HOREBHRNMAFAELRSBE. IATAOSEHENRNICE T 2ARBEOEROER

=t
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8% IB—#E 1 . BRAEFEAOME

In vitro & RXAEH © ARk L R—4% —7 v &4 LuSens HBE&iL
HERATA KT 4> 442D O Z DTz BRF LI-RABREZHENICAWLWSDICHILB, KR 1I12BWT
HBIN2EAEFMADO 10MWEICOWT, HIFINZ FRER T ERICEIS L, £/, BREF
MAD1I0MED > 8WEULIZOVWT, TNENOEEHFENICEENIELZIET 5T LICL
ST, BB AEATINET S L, BRAETFMAO NS OMEIL, RBREEOBBREEMEIC
DWTHEONEIRICODEHEZ R T-OERI NI, TNUNDORREEZ, TRETHLZE. &
REDINVIVOSRBT —XHWAFARETH S Z &, BLU LuSens REREL OEMED in vitro T — X
NAFAEETHD L & LT,

# 1 LuSens HBEOFMIBEREDILIICHE I N ME

BAETEAOYME CASES PER LLNAICHITS b MCE LuSens

Bk FE ) XS gy

ECis  CVzs (M)
TR M) s
#e
(3) D EAEE (4)
(4)

U FILEE 69-72-7 EGEZN IERMEMEYE X456 (=23 > 1000 > 2000
o —i 56-81-5 ik IERAEMEYE X6 (=4 > 1000 > 2000
ARV 67-63-0 &iA  FERMEUEYE 0 X9H5 (£33 >1000 > 2000
XN T7FZILT IR 63-74-1 ESEEN IERMEMEYE (=23 (=23 > 1000 > 2000

(Baskett

er et al.

1994)
FAT ) — 97-53-0 ik RAEMEE X% 3 [k <500 <1000

(FBW
[weak] )
v FIITIa— 104-54-1  [ER BAEEYE X4 3 B <170 > 420
L (385
[weak] )

2- 149-30-4 [k BAEIEYE X453 b <800 <2000
XIWVAT ERF (heps
7= [moderate] )
4- (X FL7 32 /) 5555-0 ESEEN BAEIEYE X453 R <30 <30
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7 1/ —ILEiEgEE (G::(N

[strong] )
AFALYT7OoES L 35691- EE BAEEYE X5 2 B <25 <50
so=Fkun 65-7 (L

[strong] )
24-Y - +tnsono 97-00-7 @ik BAEEE X1 B <5 <10
Ry GEFE I3

[extreme] )

E: (1) invivo ICHEIT2ERAEEN (BLUEE) OFAKRIZ. LLNA 7—xI2ES< [25] . in vivo
ICBIFSmEIR. BRI ELEREES L U0EE > 42— (ECETOC) [18] ICL WiIRMEBE N/ HES
BuwtiEonhtTunsd,

(2) Basketter 51253 [26] » X9 1 |4 M7 LILX—0BELASINEETS] . K921 L
WELISEMT LLXF—0RREARD] | K931 [EMT7LLXF—0—BNEERTHZ] . X9 4% [HF
WEM7LLX—DORRAEBDS] K51 [FNICEMTLALX—0REREAS] . T LTXS61F [
7 LILF — DT REMIC R ] 2R T,

(3) BLMREEL R—2—T7 v ALK 2 FRIE, BEAXNE /2T IATA OREHROF T, £7/20 K
HARZA>D HE] ORETHLIVERESDOLEICHK > TRFTTHZ &,
(4) BEISHESN/EICEDC [7] [8] , ECisld LuSens ICL 2 FRIETLICIEFEEFNTLA

WA, B SN2 T — 2 oEHAEETH Y, BAETHEEYEICET S LuSens DRICDEFHZRET 5
B THETE %, ECisfEIZfTEIA (X% 26) ICit->TEH L7,
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{1$% IB—#H5& 2 : LuSens &% & VRM TH 5 KeratinoSens™iEZn 7’ A b
O—=NVICEBITBREERT Y 7T7DLE

VRM (KeratinoSens™) LuSens

KA

BHEMIEEZDIR

L 2~4 4 1~3 1

HERTT 2~4 1% 34t

T 1= HEBRORTOMAaRE 2L 5L

BRI LEETRLGER 254 HpastcEI o ASERTEARTIH 201K

B T75—EHBRTIK 1548

¥ (BRYELITIZBNT)

D)l BILETL—H)
MESEEmTE1I oL

e iE MEFESLVCzRTAIUEE IE. RXR=ZVYD/RARLTEIA40, B
&> DMEM VE1—0O%4 Y %5T DMEM

REROBOMBEDI VI ILIY 80-90%

kDR EE

BERRTO#IRA D | 18

RRIZERTSITL— rOER 9% ITILTL—F

HERDOBRICHEE T Mm% 10,000 cells/7 )L (N TS0 RAEADY T )LERKERL)

HBRYVEORECLOREAE LPI7x5—EEHAETIE3 TRTORAR. THbLMREEICETIRAE

RERBELUVELILYTIIS—EHBRTS3
D)l (A—OFL—Fk) ULy I7z5—FE
FAT3IY /L, HfTLTEET SHEEET

i c3TIL)
BEYE B S VI EYE DHH
B8 HERL A
Bl DMSO. HEKE =L DMSO. Fi=Ixi&#h (DMSO IZFADHEBYE
(DMSO [Z B DHERME D5 DEE)
&)
A by Y BRRE 200 mM

S FEFHAOHENE

FAIEDREE (40 mg/mL E£i=(E
4%(wiv)) TR b9 Rk EHE

FREMEE (200 mg/mL F1=I% 20%(w/v)) TR
by Ak E TS

96 VI TL—HICEITBRE

0.98~2,000 uM ® 12 EXFE DR

St <B4 5 AB R EER

B 7 SABRR BE D & E (&REEE2) 0.98~2,000 uM O 12 BRFEDEE (FHRIEHEIE
2)
FrEBILL 7 5—EHE

CV75/2.074~CV7s x 1.2 uM O 6 EXBEDRE (&

FRIEEIL1.2)

RHIx R 1% DMSO 1% DMSO
(BYERLFATEIC18HORE (MRS EICET 2 ASREHRRTIERYEL
BIE) RITEC 124, FLDZILVTS—ERBRTIE

##YR LRTEIC 24 O RERE)
REtExtEE BRIXEESR 5,000 uM @) DL-3LEg

(MREECET2AESREABRTERYRL
RITEIC3 M. £5LL75—FEHRTIE
BYRLRAITEIZ 6 HORERE)
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SUFLTILTEFR
4~B84 UM D 4 BEBEDIRE (FIR

120 M @ EGDMA
T, W7 S—EFEMBEN 25, #MlaL
BENTO%ULELD RS LBEDMRDRE
(MEREEIcB T S AERESNR TR YERL
HITBIC 24, £HLT75—FHERTE
BYRLATEICS HORERE)

iR

(EESEW))
(HBYBLATEIZIHORE
HE)
BEAGL

MiasHIcET SAERESRRTERYRLA
TEIC6H. TRV T S—EHERTEE
YiR LEITEIC 12 DO RERIE

IS @ (MiakL)

BYRLATEBICISHORER
E

BYRLATEIC1 HEORERE

HERYWE B S VA BYE DEFEL L VFHET &L > FF1 > +

ELBTH

HENEOREZORY

ZNTNIEORBEAEEETCHILLE-BRYRLETEZLLCLEL 2EFEL (=
6) . BRA—HLLVGERXIRBEORYRLATEEET S (h=9) .
BYUBLBETEZNTNAOBIC, FH-ICHHEE LI HERME S & I L TEYR L 7=
BEAVTERYT 5 @WAREIREMICRA—THD)

R0 EE FH D3 3

mEZEH. EYME (PzRTao0. RZVYV/RRLT R4V, BKUE
1—AvA V) EEELL DMEM #ih 150 pL
CCIC25 IEAMLU-BEEBYER L UNBYE SO UL £MZ 5

REFE

5% CO, 7 T. 37+1°C T 48 il
BERMEOEBRMEDRERE. BLUD I ILBOREFTLEHCTZH. TL—RITILER
1ILTES,

S EEDRIE

BEAOMEE U EBEEEEREK
THE L. RAAED=HOEYI M
fsRAREREE D TILICHmML.,
ERT207HH™ET 5,
MREEmESCIL—LE, UTO
TOTSLERELEILZ/ A—8—
Ity FLTHRIEZEITS, THbL.
D YT IICLYTIS—ERBER
my s, i) 1EFED, i) 2D
W 5—UEEERET 5,

BERTHR., BAAED=HOEY L MMEEE
RAfRERE&E T ILIZHEML., BRFT5~10%

MEZ7 5.

IWE/ A=A —FRANT2HHOEALERES
%,
@EHTEINZ S A—Z—[Ck > TIFEDHDE
HHIBHEIHE S EDB B,

442D

MRS O

BEALTHR. MARIC5mg/mL D MTT
BREMA. 5% COFET.
37+1°°C TABHA o FaR—+95

FTO%., —BEM T THREEAREL
(10% SDS Z#%%&FEA) . E&LT
M5 600 M IZHIFARAEZEAET
%)

BERTH. H(C 200 L O MTT ;8% (0.5
mg/mL) ZMZ. 5% COFHAT. 37x1°°C T
2Bl v FaR—FrF B
% 5 HEONETHEMBEL (10%(wiv) SDS
B &V 0.4%(VV)BEEED DMSO S8k EHEAA) .«
570 nm B & U 690 nm (23 1+ BIRIAEERIE
ERG)

i a7 (G S

Imax : BRETLI-EEDREICESLNTER
HoNF-RRFELEDFHE
ECis: L7 x5 —EiEMDFEMERE
M5 LRI BREEHBIZK >TRD
1=k 7))
ICs0/IC30 : TN E N, HEEFEN
50%# 4. 30%iFA T HiEEEHMEIC
KO TRHI=ED

LT 5—CEFEERE REFILIEZZATA
DEREIZHITHTEHEL LTHESE
MIERFEEL. REFLEZAThOEREIIEIT
5FEHELE LTEE
CVis : MBEFREMN 75% & 15 5BE F I
Lo TRHI=ELD

FpEsE
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SR (4~64 UM DL UF LTIV

TER) TRELLZEEDS 547%4L<

EH1BRBEICBLT, 1.5E%825

HEMICAERLRFE

EHEXEBD ECys (X, BRMAT—20D

Figh 5 2SD OFEEN (fl : /N T
—2avRAT—42 Y FT2~30

uM) 12H B &

64 UM D> o F LT ILTE FOFHH

BERFI2HAL8DETHD &

BiERRBOLY IS —F
it

EMRBERE (Thbb,. BEINBELEL
THBETEENT70%LUL) IZEWVT, BHIx
BELE L-EEE (120 uM D
EGDMA) DEMFEFZEMN25ULETHSLC
&

IR & L8R L 1BRAEIR (5,000 UM O
DL-LE) DEMFBERLN15RBTHDC
L

EEFRHE=20%
(21 L EDRERIE)

BT HRIC & HEKIREE (Etha A A T-#
fa) TOTEHFRBEH., BHINBELE LT,
Lo T 5—EDFERFERB/ELLTILSERE
THH &
B LEZBREDS L IBMULE (5L 7
T 5—HHERTIL 6 BREh) THRRSENED
SENENT & (MRBEREN 70%LLE) &5
2. BEIEEDBZEEIX. PECES 1EE
(X350 7x5—CEHBTIL 6 BIER) D
RETCHBESENIROOND L (HHlREFER
M 70%K i)

BHEXEOLS IS —F WAL
A
BHEINEOES) EENRH=20%

(18 4 RERIFE)
0t BWAZL
BHETIL
FRATIE, 2EDRYBELRE 1. LI 1.5 ELL (2) THY, F
TOS5b2@EEL, FIE3 FUIHBIZAH L THETHGBFEEIE
BEOH/RVYELBETDSS 2 DENECE (DL F2
HIZEWT, UTOEH#%E —F2 FDFHt )

HE-THEICBELH L
L. EhLstoBEas. A
TR EHLTT

2. N> 1 S5—EFHDFREFES
1.5 BLULEGERERE (74
5, ECis DHERE) [H L)
T, HELEFEITO%E (>) T

HEZE

3. EC,5fE#4%1,000 uM i (<) T
BEZE (ELlt, BFRTBED
HBRYE DIFS /% 200 ug/mL F

HATHEZEL) .

4 N> 5—EFEICELT, £

#ICB 5 50 G fHE KR G 8B
BHohd-&

1. %< &4 2 BIEDEE L - HMEEERE
(F4PH5, MAEFESTORLL (2) )
[12HE0T, BHMBELEL TS T S5—
TDFEEEN1.5 LILTHBE_E
2. BEILEBED S 5 3 BELIE CTRIBGEMS
BOEhLINC & (MEFFEIT0%LLEL
(=) )

442D

1,000 UM Kiii (F1=(F. P FEFH
DHERME DIZ A 200 pg/mL %k

) CTRELNBRERR LALE
BYMBITONWTRHRAEETH o 1=
BE. BRABLhEWEAET

REGHBBEERRLAGL
E¥ME

BERMENLTELGNHREERRET . RKEE

TH3 2,000 M (FRIFHFETHAOEHREME

MDA 2,000 yg/mL) 2B+ 2REETHEMN -
=5BE. BRNMBONEVNEALT
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% IB—#E 3 : XA EEOmEEE

LuSens BABREICHE VLW TRELREXTEEZERT 5 7D DEFL KR
REAFEIACEEHRT 2700, 7y 2RNICEMET 2513, HBRHEL LT EGDMA O
EEWHESELbOEMAL, . TL—bOLAT I METEDEY & LT, LuSens REED 5
vEAEELE 2EEET S L EEET S, COLSBRVELRATERET 5T AT O

AmeERT 25 &,

442D

o ILIT7IT—HOFEN, MIET S EGDMA EEDOIIE I > CHRERENICEMNT 22 &

(7 ) A~C:1~6)

° 7 1) A~D :8~12 ODFELIEMEELEHE LT, 7z D:1~6 BLVW A~D:7 (ED7V
W) IZBEWTILY 7 2 7 —HYORSKRENRIEMNARO s nwz &

o MHECEDL 21 HOARHF,/ HEXNEB T L (F~G:1~12) IZBIT RIS DEEFEDFE
HAEAPERN20%KETH Y. »2 [AERD| REZ—rE RSN &

£1: BRUDIMERICHEITIZTL—FDORE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12
5 EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA i%?g"ﬁ‘
CV75/2.07 CV75/1.73CV75/1.44 CV75/1.2 CV75 1
g EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EC(\;/'?Q/'Q
CV75/2.07 CV75/1.73CV75/1.44 CV75/1.2 CV75 15
c EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA i%?g"ﬁ‘
CV75/2.07 CV75/1.73CV75/1.44 CV75/1.2 CV75 03
D
E i i i i i By S M M M B i
F DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSODMSODMSODMSODMSO DMSO
G DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO Dgs DMSODMSODMSODMSO DMSO
o 77
H DL-%LE. 5,000 M EGDMA 120 M 5
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{18 IB—##HiE 4 : LuSens HEREZTHVLOLNBEE

1.

PAN

LuSens REEEICHENT, ¥ 75— FHOFERZRIRX 1 (CLVEHL, &

B (Imax) (&, B4 ORYRLFITOFHEE LTERT 2,

2.

3.

N . O Lsam le = Lblank)
1 meggEs  —lew
” ” 8 (Lsolvent' Lblank)

ZZ7T

Lsample (. BB D7 L IZH T 2 FHLAEE

Loank (&, fEMRAD, BAEBEA ORDZEDT o ILICH T 2 FHCAEE

Lsowvent |, #HFE 3 & OVABINE N 0742 7 2 LICH T 2 RICAEED FIIE

LuSens HEEICHEWT, MIBEERIR 2L - TEET 3,

:_Et 2 ET?ZAZ = stampIe- Vblank! X1OO

(Vsolvent = Vblank)

ZZT

Vsample 13, #WEEME D 7 )LICHE T D MTT BAE OB EE

Voiank £, FEMRE. BABEHLSRD2EO T 2 LIZET S MTT RAEDAIEE

Vsowent 1. #lfgH & AEIRBA 542 7 o /LIZE T 25 MTT B ERIEE O FH9E

LuSens SHEREICH W T, HHEFRD 75%F TIET I 3EE (CVrs) (F. T 3

BICEYVEH L, 240 CVrs 13, A4 0igY R LETORANFIIES LTEHT %,

#*3: CV75= (Cob- Ca) {%}, Co

ZZT

CaldBET L7BE DS bHIIIEBTEERN 75%B & B2 RE2E (UM)
Co 31T L7BRED S bHIETERD 75% K & 2 2 RIEEE (UM)
ValdBE CallB T2 MEREE (%)

Vo lZBE ColoB TR MEREE (%)
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OECD/OCDE 442D
{F8% IC : In vitro R 1% 1 ®K
B {F 4% & 58 % ( Epidermal
Sensitisation Assay : EpiSensA )

BRNICEBINEREBLURR

1. EpiSensA (£, HEREFHEOBEEGFREE (AOP) ICEIT2E_0F—A RV Thbb, A
MREMAL (1) ~ORNICIRBE N, BIEUHBICIEEZOBHEEL FERE (RhE) EFLICEWT, A
LR ICBEES 2~ —H—BERETFREOEEAEELT S (2) B) ., HEREMED AOP TIE. A
LRI BEWT, RERIG EHFAREICRET 2 ECTFREOFEL NS 2 DOFEARBNAELS (2) ,
EMACEERT 3 (ATF3) BEFHLPM >y &2—04 %> 8 (IL-8) BIEFHOHERIZ. ACHIEORERG
HERMT2DICHL, JARIVEB-VRTA VY A—CBHY71=y b (GCLM) EZFH LU Dnal
(Hsp40) FERZH 777 IYU—B (DNAJB4) BEELFOHKKFIL, MERECETI2ELTFRECTEESL
KR3$ % (3) ., EpiSensA Tli, ¥—h—&EEF (FhbbH, ATF3, IL-8. GCLM, ¥ X1V DNAJB4) %
WOENZEL % EERTEE PCR (RT-gPCR) ICL W EEHR. ThoDT — X% RERIEMEYE & IERME
MG & DFF OB IFICAL S,

2. EpiSensA O\ F—3 3 VRBRER (4) %, BABYEBRKE ETMEL > 2 — (JaCVAM) & 1%
BERBRERHERSZE (ICATM) &, HETHIZILAZET7LE1—%1T>7 (5) , EpiSensA &, &%
BEUHORELBMNE LI-REREEYE CHEREUEYE L OBF 2 BM 2720, [HBRS L OFHEICE
THEHENTTO—F (ATA) | O—EE L THWS Z EAPRIZMICZYTHD LHRTE N,

3. EpiSensA [CBEWTEHR I NS RhE E7 /L4, LabCyte EPI-MODEL 24 T# %, EpiSensA £, B
H#E L XK (RAE) TETLICEWTEENYEE PCR #HWT, AL EMH(LICEEET 2 ~v—Hh—E&
=F (ATF3, IL-8, GCLM, KLU DNAJB4) EIBOZE % ES T 2REEICEIL Tk, [HRIDHEMTHE
HEE (VRM) | Thz eHllfransd, INFEF TCEEUE/AIFHEL T EpiSensA ICTDOWT, NYTFT—T 3
VEREL, AHBRAARZAVADRA LY —HBETRBHEAANZEATREICT 1213, HHREE%E (PS)

6) #FBTES, INFTELHELUE/IZHE L7 EpiSensA [Z, PS BHOEENATRTH-INTWLD
CEHEBBLABLIEBICOA, KRBAA K74 VI8 MEN%, ZNUND RhE EF/LIE, PSICED
ANYF—2 a3 vRBOERRIERTE 3,

4. EpiSensA (4. HIEERMTOREL H 2 RBREMRERICBERRETHL Zerraniz 4) (5)
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(8) (9) (10) , EpiSensA OMEXNEIRMEIL. ShL 7z 2 HEX T 93.3% (14/15) | 1 [E&RTIL 86.7%
(13/15) T >7=, 27 BEOEBRILEMEDOHHICDOWNT, SIL7- 3 EROMEHERIEDE HIER (L
88.9% CH -7 (9) , NUT—>arvilig 4) BLUEHORE (10) »oBLNIHERL, S, LLNA OfF
BB L-BE, BMEEYE (FhbbH, UN GHS X9 1) L IERMEMME & D#FFIICBIT % EpiSensA O
EREFL I 83.3% (120/144) . FAE|x 88.8% (95/107) . HREE L 67.6% (25/37) TH D Z LA RENT,
NZT U ZABEIL 782%THh b, & b TORRLEDELETIL, EpiSensA DIEFEE L 80.7% (71/88) . BEIL
98.1% (53/54) . FHEEIL 52.9% (18/34) TH 2, /N7 Xt5EIL 75.5%TH %, EpiSensA DAL F A
ER%E LLNA E T 2 &, RBREMOBENSWELEYE (F4habHH. UN GHS fiIXH 1A) LY H, &
JERAEEMEWDFEREOBREDLFME (F4bHH, UN GHS fiX4 1B) ICAWLWTWL S AEEMEN L Y EL
(9) ., 7=7°L. BHoza{EEs LT EpiSensA ([T L RSN LR EMEDEIZ, REL NLICBED, &
WD, ARBETEOSNIERIZ. BEAT (Defined Approach) Z7-1% IATA & DEEEICH VT, F 7.
KRBHA R4 [HE] OBRE 7 BLUE%E 8 OLEICHK->T (1) | BOHFAL OB SN IEHR %G
ALTRETRETHE2H O THD, IHIC, RERMEHEOTMICALT. FBYRABREZRTTE25EFELLT
invivo T —2%BW55H5E, LLNA BB 2NN 0BYEREED, £ FORREZTDICKMRL TWEhIFTIE
BWIELICBEIRNETH D,

5. BEAFAIREAET —RICKY ., ZHREEEERE. RILANW=ZXL, (invivo BERICEYHIES N
%) BEREMHORE., BLU0MBLFIMREET 2EBRCFEYEIC, EpiSensA ([LBEARIETH DI &
NRENTWS (3) @) (5) (9) (10) , EpiSensA (. AIAMDLFWE, L BEYRAEH TR
ENET 2 EMEDORBRICERAIRETH B (B DERE L BB ZYE DFELDTRBT K%
19 Z28) , EHIZ, RhE EEREBRERDEBEBRZEL=ZRTET L THD -0, HHRIELFWEIL RhE T
LOEBMIIEEEAIND, £-oT, FHAEAELZFERA L. ARABREZFHBELEYE (F : logkow > 3.5)
OHBICERTZZLIE, WInbAgEETHS 3) @) (B) (9 (10) , Enlc, TanTTr (T4
hbH, REBREEZRIETHICHEBREHICEAET S LEONUEEYE) . BLUOTLNATTY (Thb
H, EMHPNALABVWELENLBIEEYEICR 2 EBESNDIEYE) LHEIND S DOYEM,
EpiSensA (CKYIELWBHEFMmE N/ 3) @) (B) (9 (10) . RhE &t FEEORHREIL. K
DEOMFTICEVNTHRITEINTLS (12) (13) , INMLOHEA D, RhE ET7/LIdE FEEEREEOR
HEEEBTHETRBENDID, SORIERIVBRENETHD, 2D L %EET 5L, EpiSensA DER
Z. BIRIE, IATA £ EBEAREOBEEICEIT2) BREEXEOHEDEMITICOAMERTE 5, HER
TOBRERRICHNLAH 270, +OoHERBE/IGEIIIC 6 FEBZET 2 70NTT ULV TLNTT
v, WD EpiSensA TIEIRH SN WRIEEMELH 5,

6. — B OREESEEL. ATF3 B LW IL-8 E-FOIFENHKRICKY . BEEERZ Lo aJ5EH
NHsd (4) . £z, BEL L TCEBKEAVTEEE (B 1 100% £ 721k 50% (wiv) ) TlEEHEORER
175 &, ATF3 DIEBRNRRICECEREER ML AL 42FRTIA8E, HS 4) . £-T. 29
LBl TORBERRIE. BEICERIRETHD, —H, BERRIT. BRICEVEZIIEFRIEEYEL LT
PEETDEMITIC, KRELTERTE 2, BREEZTIMT 256, YXEWED 0.0122% TAR L &L
DEENBL BTN CBEDERE L O RFENEFYEDBREMEDFHH BT 2% 19 228R) | H3F
Y& L EpiSensA ZAWLHBRIEATEA L, L, T2oARNZNRUEIRBTTENIL,. JIOBEEF
FARIEETH 5, MIAETER 80% UL 2T 2RE (FBFEEDEEESR) LBV T, NRMENBERTF
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T%%ﬁUth»?tP3U7@%m$ﬁ$(GM%H)®%ﬁ"ﬁ%~%%%&ETW%%$%“
—NW—EBEFOHERREN RT-qPCR ZAW/HENEEICL Y EEISAE CERWH, ARBRE( Lﬁfgﬁ
WABEMEA B B, 7272 L. 175 \@?F«L%EU?FETL%?ET’C%*L L. MONRAMENBEGFEZERBLTHELL, £
7oo  (BIZIE. RNA DBEDOFEICLY) RNA TN AERICKEZ RITIHEBRICEME. LU RNA 9t R

LICEETST 2HEBEEYEIL. WINLAHREICERATERWARENH S, FEOHTITY -0
WERLF B IZ EpiSensA ZEATELWI &2 RTiatllAH BB E. £ LIERHEDHT T —DLEY
5 121X EpiSensA ZFHWLWR W T &,

7. BERAEEYE (FThbHB. UN GHS X4 1) LIERMEMYE & OFAR OESITICIZ, EpiSensA

I, BEARC IATA BEDHENT 70 —FIFERAINBE. BIFEOREFMICTEETILEION
LIER (B BE-RIST—%) HIRRT S, 727°L. EpiSensA DGR BEFMICEDRESTS5T S

EEZONDZDHIIT BICIE. (FELLIFE FARICEDL) SH6RhEZT—XHBETH D,

8. EREZMEOMEICTRT,

ER D RIE

9. EpiSensA £, EROEBRILFYEIC 6 KfHREZ. RhE 7L OAMRREEICEEET 2 4 2
DY —Hh—BEF (Thhb, ATF3, GCLM, DNAJB4, &L IL-8) HEEOZ%TEEIT % in vitro &
BRETHD, x—h—EBERFREREOEEENRZ, RT-gPCR ZHAWVWTEET 5, MiEEEd REICFHMmT
28T, - H—BEFORBEMIMEEES TEZEE (MIEERFEEX 80%UE) TELZAIENH
ET 5, N—HW—BEFOEFFEICOVWT, BENBELLEL TEHT %, EpiSensA Tld, #faERFEXR
80%ULEEMIFLAN S, DadED 1 O@V—ﬁ—ﬁfﬁ%@%iﬁﬁ%n%‘n@ﬁv b+ 718 (ATF3:15
f&. GCLM : 2 5. DNAJB4:2 5. IL-8: 4 1%) %8B 7/-HE. WEAEWEIIBELEAREIND, TDT:
B, BRFEEX (Imax) OFHEIL, %Eﬁﬁif‘foﬁiﬁf‘é B80% U Lz T 2 RBET —RICLY KD D,

10. EpiSensA OEFBRIFERAICHIL L. ABREERZIT. RRABRAA K74 v OfFH—/E 1 ICINFES
N7 10 BEOERERIBMEZRA VT, RITNBEREZILIT 52 &, ARABREAOFEREIZ. N T—>
I VRBRICBWTEAERZIYEL SBONIEY—H—BET T LD Imax DEEICOVWT, #EB 2 25%
ICLTH LW,

FI&

1. EpiSensA 1ZEEEFNEZIE. [HREILBARICAT-REEDBIHY X T L (TSAR) | (14) A
SAFARETH Y, RREBELZ CTARBEAERS L MERATIHICIYI ANDZIRETHD, UIBROEE

Tl3. EpiSensA DEEABREZRF LUV FIB—EBEXTARS L UOTHR (BTTFRERNT) © 2 BEDY
55 —ICDOWTERBY 5,

FBER D —RATIFIE

12. FROBEEICIE, £ bEROEEEEGRAHMREABEWSEZE (15) . HEET 2 AZEDTIC
ZBOEGFLRME (ZEE FHE HBlE HEETDHI L, ﬁ? )= M\/E®HE’§7D7 4»%5
BEI2ZBEBETHY ., HEEMEEZHBAEENAY TOERICLY., lastorryFv—274FEHWE
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(B : RESESEFRZ 7 U LEEF YL (SLS) =N 7HEERRICER) 0RELEBICMAS>ND 2

¢ RREETILOHEH L ADEMICL Y. FEBRETTIAARICEL EEZONS,. ABBRABETOYBEOE
FREBA~DEBEEE TS 2L, RAE ET/LIE. B, VA ILA, Y4377 X7, EFICLYBFRINT
WHEWZ &,

BEEERLF

N T RERE
13. RhE T/ DORHEE (HiEEIL. RhE ETILDOEN Y FANY FHEEIZCOWTED bNT-REEE
HEEABL-TIOMHRTEIIE, N THEDITHS L OTHEIL, RrFv—27FEHWE () : SLS) & —
EREREERIC, EROETED 50%ETT2EE (IC50) A#KkHpZ&IiIckY, F7/-id, RvFv—71
FYEEBTORTEE CHEBEIC, MPALEEERD 50%ETICET 2BERRS (ET50) #kowd I &lckl
152 ¢&,

14, RhE EF /L OMEBRFHREICOVTIE., (BB% 12 LHOZEODABELRY) b PREKBES L
SFL7- RhE ET7LRRE MEEICLVIThbhs Z &,

B
15. RhE 7L 0ORFEE HiEEEZ. REVABREEA T X —957-0I12. EFEXE LU 7H#ee
B0 REEE (QC) HEAHBREREDT — 4 XN—2X%2{RFT S5 Z &, EpiSensA OfEAZE L. EpiSensA M
SBHENBE L RS (ThbbiM) JBOEREDT — 2 X—X%2FE L. RREEROERNLERE%
EDR—FTHZENHEINS,

BEE® (QC)
16. RhE €EF /L TlE, AL/ RAEETFTILDOENY FHATO o N/-EEHTEE—fhTH, N THEE

(&5 13) BLUFRE (BB&514) ICBIT2HENBIERINDI -5 B LTS & RhE TTILORHEE

SHREDII L BAICOAERT I, CNODT—4X% RhE RBEDFRAEICIEHL T, FHAF
NZDOEBR=ABRBEZICEHTEDLH1CT5 &, IC50 7213 ET50 DHFAEE (ERBLOTFR) (4.
RhE E7LOREE MMEEN|EILITE2E (15) , ;WMEBETTFAT 2I1C1E. EEEIERINE
BICLVEONTRBROADZITANAETH 5, T8 IC DR ERIAABREDHFRHLHEEER 1 1TRT,

FA1ARIC DR E 4D RhAE ET /LD QC /Ny F HfE#

RhE €5/ FFATRE A LR
LabCyte EPI-MODEL 24
(SLS T 18 FfEALIE) (13)

IC50=1.4 mg/mL IC50=4.0 mg/mL

RhE EF/LDEE
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17. EpiSensA |, RhE E7 /L 2B WTERT 5 Z &, LabCyte EPI-MODEL 24 v + (%% : 401124)
BHRAESHY v/ - Fryaz =77 (U-TEC) hHAFAEET. IBIE. EpiSensA ICHWT
ERARELME—DETLTH D, TNUNAD RhE EF /LI, PS (6) ICEIKNYF—2 3 vEHBOER
BICEATE 2,

18. RhE E7 /LI, LabCyte EPI-MODEL 24 % b (%% :401124) (MED 7 v A BH#cE LT,
IEFESK T 37 £ 1°C. 5% CO2 THEET 5,

BEEDZEIRE L OB Z ) E D BREIE D FHE

19. ARUEOFMZRBREERICT S, SEEVEOREMZTML. BRICKYERT 2, 207/
WRICEYWE L ERE 50% CRRELIRENHI L., BEICOVWTIR, B—0BREFELTT ﬂh/&#
U—"7"M% 41 TEML7ER (AOO, 71 F>H20% vivDF U —75m)  (F @ #HEREE¥E 0.1 g %8
FEL. AOO 0.1 mL ZFM) . BB E L TEBAK DW) . H25WLIE, F=0ERfRE LT DW #
50% viv DTX /—)L (50% EtOH) & 3%, WShDARERTH, EE 50% CEBRILFYEINAR DL RE
DEH LEWEE (Thbb, BETHEE 10 HUNICEERILFYE #@ﬁﬁbﬁwm«tw%% D
LAnaAaA REAIZBRBRORE) | 50%%#AIC 0.012% % T 2 EEEERICLY B AREES
KHBZ &, WHRICFEMED 0.0122% TARHLEDED LR WGE, HXEYWE L Ep|SensA RN
RERICITEATERL, BURBE LT, ABLA-ESEE CHBILEMEN AR T 2HRENET 2 5E
EERT 2, MIELIE-BEREN. AR772064EH-) EECAKUTEIINEHIRIET S L, AR
MEZEIREDBEEORSEEDATERRA 0.0488%. 0.0244%. 0.0122% THNIE, ROEEDEERT
e (B% 20~26) (IEKAIgETHY ., ERBEEERT S (BE2728) ., AOO. DW., F7:1% 50%
EtOH AN DO BRIEZ(FRT 255, TOAEZERT 28U ARFENRILZRT Z &,

BERETE
20. EERTEABREER L. T (ZHE (ELFREEN) OBR%%S8) ITERT 2BBRILEY
BOREEZRMNET 5, TRBETIZ. MEETXROFIED 80%ULZ RTHBICEYEREZFRIANE
THDHH, BEHTETIE, PHCED 1 DOMBEBEGTFEROFIEED 80%KRETHDB I &, L-T. BEX
EARETIE. MIREFEX80%RHICHFET 2HRCFHEOREEELXBET 5,

REREARAOEREFVES LUNBEYEORR

21. WEBEMESRBRYBICARL, BE19ICHRELZLBY ., BESN -RSEE CEURAEIC
BREIILRENHIE S, RmEELRAIC, XIGT 28E+F T 0.0122 £7:1% 0.0244% (wiv) £T 4
EEBEHERICEVARTZ, 2076, R2IHRT2EEY ., FKREEICIE L TEROFRAEZ AR LA
BRE1TY, B EYWEOREICAVLW LN ST 28E 1L, AENRE L CERT 2, MEEFEROEH
ICIE, BABENRETLENBOMAZRA W, MABEMBIZHIBERFEER 100%DERICERI N, FLHEE
IEHRRETE %D ERICEAIND (% 25 #5M) , EpiSensA Tl JLEMBOXNEBYE L LT
Triton X-100 2B 9 %, Triton X-100 (&, DW T 10% (wiv) Bk s L THET 2 2 &, FEREMIEIC Triton
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X-100 A DMBYE = AT 555, TOYELERT 2BV LHPIRILERT I &,

REREABRAOKRCEMES LUNBYMEOER

22. wWEFmEZ LIC, ERR (BLFRREN ICERT2BREZRES 270, 1 BEOZ H'w
EThHD, %Ez%sﬁft%%%’*@&r B L UEABNIRICIE RhE 1 8. £7-. JLENERICIE 2 D
—y b REFERANEICERT S (k 2) , BEAKRE L AR LZERIELFEYE (5 uL) B LT Triton
X-100 A& (10 pL) . R TATTARTLARA Y MERY b F v 7HBWTEREERADO PRI
WAT %, RIS, REL/MEHI=y &2, INEFEXT 37 £ 1°C. 5% CO2 T6HFEA »Fa—1+9 5,
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#2247 V7L — b ERAVWCRERERBROTL—FL AT 7 OB

442D

1. 2. 3. 13. 14. 15.
-~ . il g=a (=2 =

L S S WELEY | HEBEAEFEY | HBRLEFEY
=B =B =B
0.012% w/v | 0.049% w/v 0.20% wliv

4. 5. 6. 16. 17.

AOO DW 50% EtOH WEILEY | HEBELEY
=B BB
0.78% wiv 3.13% wlv

7. 8. 9.

WEILEY | WBRILFEY | HBRLEEY

B A B A B A

0.024% w/v | 0.098% w/v | 0.39% w/v

10. 11. 12.

WEILEY | WBRILFEY | HBRLEEY

BA BA BA

1.56% wiv 6.25% wiv 25% wliv

AOCO : 7t br-#4U—T7mE®R (4:1viv) . DW:

50% EtOH : DW # 50% v/iv DT X / — )L

FREE K

RS 0 3l

23. MREEXRIZ, BRELTHRILTY Y Z2RAVWABEKEESR (LDH) 7y A ICLVAIET 3,
LDH TN ToOMBEICHEET 2RE L-MRERE T, MEEEGEOKRE L L TP ICKRES A
%, LDH 7 v A Tld, MHEEN/ LDH ICLK Y ERENE R Y v BREEXAET 5, LDH 7 vt 11
BIF2WEBEWEOTS (Thbb, LDHREOEE) £#(F, TSAR (14) ICZRHINTW5,

24,  BEHIBEES. KAROEHE0 LE BT LT L— FOY I LBREL, &Y LICEE (T4
HH 50 uL) OABEE LT IV U T LEEERTAEEREANT 5, SL— b ZEXTERT 30
SDEA Y Fa—FrL, 1 mollL EEE (HCI) 25 pliwell Z5F/MNd 52 & TRIGEEIESE S, RIC, 96 7
TWTL—bFRHEE) —LZ—%FAL, 490 nm 713 492 nm ICBITEE T LOBRAEESEFEE (600
nm M E) EHITHET S, BRAEZ({E (Aabs) %, 490 nm F£7:1F 492 nm TORKEL HLSRBERT
ORHEEBLDZEICLYVERT S, HCIAMER (1BBLUA) ICREEFRET &,
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25. MIEAGERIE, UTOREZRAWTERHTE 5,

%EH@E@I_'_( (%) = 100 *&%’TK?#@EMIEH#UD Aabs - ﬁﬂ%ﬁﬁﬁ@ Aabs
- FLMITER O Aabs O FIE - MALE XS IR D Aabs

x 100

26. LDH 7 v £ A4 H"EROFERFYE ISER T A WEE, JlofMiastrvyte4 Bl MTT 7 v+
1 F7IE ATP 7yt A) 2FERTES, MTT 7 vt 4 Tld. IEAD I Fa> R 7ICE T 3 REEEE %
BIET %, ARBRETIZ. £EREEEE MTT [3-G5-PAXAFLF TV —I2-41L)25-Y 72T +7Y
Uy LA70IR, F7YUILTIL—, CAS &S 298-93-1] #BEICLVFTEORATY EICEHEL, &
NEBEHB, SHMHERICEENET 2, BEOAETHS ATP 7 vt 4k, Az AR E, BlhIcHEE
TEHLATPOEERBICE DT AEMPEBEAERTT %, Lz >T MTT7 v 24 H ATP 7 vt A HfEA LT
A S total RNA ZHDBETE AW, ZDH, MTT 7 vt 4 £715 ATP 7 vt A 2R T 3854, Eix
FHRIVBATICAW DS (50, s BV3BEMANETHSB, PS (6) ICEIE, +9H4R
im@%#ménmi\%@ﬁ%(ﬁ-mTTvt4)%ﬁmﬁséo

ZE (BlnF I
FHBRAOKRILEMES SUNBYEORAR

27. WAL FIEDOBRE - IERENBUCIE, BYRAE (AOO, DW, F7:14 50% EtOH ; &% 195
B) #HW3 Z &, BERTHERC %bf%%ifiﬁ‘O%%ﬁt&otrﬁ&fi {LEWBEZ D E
ARCBIT2BRERE (Thbb, FREE) &L, BEHEICAWSZE (% 39 #8R) , 2ERT
FARICBNWT, RBRLAZVTNOEETHMIBLEEES 80%ULTH»72HE. WRILZHEDOARRBEM
TR RENBMOERSEEAFREEL LTERTLI L, BHREEICEDE, NETA2AEAMLT 21E
BREAEFRICLYARL, ZERREB D, BERTHARE VW THIETERD 80%KiHL > - RIKEE,
HD2WIETABEF L EILRENHEORSREZED., IBEULOREZFERT 2L, ZOXRGFTHIE
RO FEMEIL, AP 1BEF/AII2BEORETHRTE? (Thbb, TRBRTORSHMEE L
0.0122 F7zl& 0.0244% (wiv) TH3) , BREOERICE LTI N/RED 0.0244 7215 0.0122%
(W) TH2BE. TNEh 2 BEDEE (0.0244 LT 0.0122% wiv) DA F7E 1 BEDEE
(0.0122% wiv) OHERTE %, FERIC, BERTHARH VT, MIBEFER 80%KHICHFET 2R
FHEOREEED 0.0244 £721F 0.0122% (wiv) THDHE. ThTh 2 BEOEE (0.0244 &V
QM%%WN)@&iti1@ﬁ@ﬁ§(am2%wN)@&ﬁﬁﬁﬁéo;w%a\é§W%k%%T%
FERBEMHE L BETI2EM IO, BUERIGEBRBERTE S, 25 THWEA, BEH, RN
6ﬂ@vt&@¢zt(%ﬂffﬂﬁ%?%&%ﬂgééﬁ)oﬁﬁﬁ%%\&%&1%%@&%Uﬁ@?éo
EpiSensA Tli. BIHEMBE LT A MY <Y =)L (CAS &S 23593-75-1. #liE 98%LI L) H LU 4-=
ARY2 L7033 F (4-NBB) (CAS &FS 100-11-8. #lE 98%A L) AL, 0.78% (wv) 7O hU<Y
—ILBLT 0.10% (wiv) 4-NBB AK%Z AOO THET 2 (BERRK) ., MREEGFEZEHRT 2720, BE
21 BHFHO LB, BMUBENRE L OB NBEZ AT 5, JLBEIMIRIC Triton X-100 U DI EEYE % (£ 5
T 556, TOYEEFERT 2BV ARFERILZ RS Z &,
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FHRABHAOBRCEYELS LUNBYEDER
28. WEBREWMEZ LIZ, FHEB2-0 10O Vv HRETH D, BLFREMBTICIT. HEBRLFYHE
DEEZ L, BENBYE., PLUBRENEIC 3 >DoffEI=y b, ZEENEIC 2 DB =y . T/,
EINBERBIC 1 OB 1=y bEFERT S, By PN BE 22 (R 3) oRXHEBLSH%E
BAT %,

F3EFHRBROTL—FL A 7Y LD

442D

1. 2. 3. 13. 14. 15.

mALE FET IR FeoT IR WEBRELEY | BBREEY| B#RLEEY
B A156% | B A156%| & A 1.56%
wiv wiv wiv

4, 5. 6. 16. 17. 18.

AOO AOO AOO WERLEY | BBREEY| B#RLECEY
B A313% | B A313%| & A313%
wiv w/v w/v

7. 8. 9. 19. 20. 21.

saobU~| s bUv| 7MUY | BRIUCFEY| BRLECEY | HBRLELED

o= o= Voo — | B A625%| E A625%| & A 6.25%

0.78% wiv 0.78% wiv 0.78% wiv wiv wiv wiv

10. 11. 12.

4-NBB 4-NBB 4-NBB

0.10% w/v 0.10% w/v 0.10% w/v

AOO: 7t bv-#4U—7HE® 41viv) . 4NBB:4-— taOR>)70a3IF

RSt O
29. WERACFE C 6 FHREER. BE23~260 BN LB VMBETFEZANET %,

RNA &
30. BTHERRBRSEFICET. BEREE ) VEBREEEERIEK 0.5 mL T3 E%E% LES % HEUs. i
EOREBLONY T a vhICEALZ 2 2038 %E (TRIzoIEREERLTF Yy 7 AT FH— £/
ALy R—Hh T LERLDEESR) D1 22AVWTART %,
31. mRNA % &% total RNA (&, TEROEEF v F (f] : REBEEOREBLUONY 77— 3 »hICER
L 7= RNeasy Mini ¥ v &) ZAWT, Af# L 7- RhE & r o 0BT 5,

32. RNAEEAZTE=L. £7-. RNA H4EE (] : NanoDrop™, Thermo Fisher Scientific) % FJ LT,
BRI EE P DRBEINAZTO 3 — LT > TEHRD RNA O REEZ 5T %, H%H DNA (cDNA)
ARIZIZ. 500 ng D RNADMETH 5, RNADERES L UOREIX, ZDH%O RT-gPCR THEAT 2%
DHFREHEHCEH L /- HEBEE () : RNAEE 100 ng/uL U E. 7> A260/A280 ttDEEFA 1.8~2.0) &
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_éﬁgﬁ%:(\:o

RT-qPCR
33. cDNA (2. TERDOEE () : ABEDOHFES L ONY F—> 3 > d(ZEH L7 Superscript lll First-
Strand Synthesis System) ZHWTEKT 5,

34. cDNA &%, ~—h—EB=F (Tabb, ATF3, GCLM, DNAJB4, LV IL-8) 72 H NIAHA
HHBEET (Fhbb, GAPDH) OFIEE% . RT-gPCR ICL W DT B, EpiSensA (ZEEIEFINEZE
(14) @ZHDAE (FabHH,. TagMan Gene Expression Assay ¥ & U TagMan Universal PCR Master Mix)
TAWS Z &, BEFRBENICHIOREZAVSIHE., ZORELZAVZEUARFNRLATIANIL
EATZ%, PS (6) ICEDZE, +2LARFNRINRINANIE, BERFRBEOELEEE/LT 2HDAE
ZERTE %,

T—2BLUVEE

T — X DFHE

35. BRI ELEFRREICOWVWT, RT-gPCR ZAAWVWTHNT 5, Y1 7 LEE (CtfE) ICHEDE, ACt
fE. AACtfE, BLUOFEEXREZUTORICK > TEHT 2,

v —H—EBEFOD ACtE=~—H —EEFD CtfE- GAPDH O Ctf&
< —H—EET D AACtE
=Y —H—BEFDO ACtE-~—H —BEF CAIEMNE) o ACtE

%§1§$: 2 Y —H—BEEFD ANCLIE

MEFRD, BE25 ICRRLAKIR > TEHT %,

36. 1EIDT VIERAZ YU EABTICIE. UTOHFBREEEFH/ -T &,

« BEMEBICOVWT, 2 DM EoEBI =y F OMRETERD BRULTHD Z &, MIREFEIE
IR 1 DTDH BRKRBETH2HE. XY D2 201 =—y hroiSons: CtiEZERT S
Z &,
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BHIE (T4bb, 0.78% [wiv] 7A U<V —LELT 0.10% [wiv] 4-NBB) oL nb,
A EFEERDOFHED 80% U LETHB Z &,

o BUNBTHBS 078% (W) 7ORYU <Y —ILTlE. ATF3 B LN IL-8 DFEEZKRDEHEEA H v
PATZEABZTWSZE (Thhbb, ATF3DFEMEERDEIX 1518, 7D IL-8 DFHFE[BERDEIL
4BTHDHZ L) ,

o BHUNEBTHS 0.10% (wiv) 4-NBB Tli. GCLM 5 & 1F DNAJB4 DFE(EEDFEEA H Y b F
TEABATWSZE (Thbhb, GCLM OFEFEXRDEL 2 8. > DNAJB4 DFHEERDE L
2BTHDBTE)

37. ARBREDOREREHZYEALTICIE, UTOFFEEZHS &,

o DHCEL 1 DORBEEFKREICOWVT, MPAEEROTEHMEN 80% U LETT I L, TEDRER
EEICOVWTHEAERDEHED 80%FRETH HHE. UXDOREBREEREEIIEET A SBA
TRETHDED BEDT—RIZOVWTIZERE 42 #58B) | BUEFAICIIEATES (B% 39 %
B8) ,

© FTEDHEBRICEMERE(ICDWT, GAPDH O Ct BEL ST 2 /8H D GAPDH D19 Ct
ED+1 @%ElWT%%iﬁm\ ZDRETHONTHERISFHARAIETH D,

FHETIN
38. BB EVEOFTAUER BUEEIERME) 2152I1CE 1 BO7 VERICOVWTTHET %, X
ToREELRLLED 1D L7255, EpiSensA TOF R IZGHE & AN b,
« ATF3® Imax»', Db 1 DORBEETI5BEL D,
« GCLM D Imax H', 27 &b 1 DOHABEET21BE R 5,
« DNAJB4 D Imax #', %< e H 1 DDORBEET2HBEA D,
« IL-8D Imax A, B EHL 1 DOHBREETA4BLE R D,
39. LIF 3 o0& th#% 7= L1354, EpiSensA TOFRZEM & AlrE D,

o V—H—EBEFOZTEEEDOEHEN., WITNORBREETLH 4 DOBBGEFENFNDOAHY b+ 7
BEBZEL,

o 3B LEDEECHRET T
e HTEORBEEICBWVLT, 2L EH 1 DOMBPEGFERDOFESED 80%FKETH 5,

THROESHBRRED 0.0244 £7213 0.0122% (W) THoT1HA, BREBREE AL ST,
fEmrEohhwehnd e (BE2122R)
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40. ZVIBT—RELT, 4 DOXY—D—BELFINTT, FEEXROFHEIZBREETEINT
NOHy bAT7EEZBZHEVWEDOD, RBREEDT R T THBEEGTEROFHEL 80%ULICHRDHENDH
%, 2O LTr—RTlE, TRRCOSREAREENBSEELI-ELENBEOESEELE LN - 72HA.
LR EMEORBRIIBRELHET 2, 7272l FTRBRTORSAREEN TR ZIIRELEED
BeREELVE,I-7-BE 1HEBEOERBRTHV RS EREL Y SEELRAE L7 2 BBREHFRICKL Y.
BMOERBREERET L2 (K1) , ZoBMARICEWT, HBRECEVEOMPBEFTEOFYEN, B
UL LUOREDHEORSEEDO VTN TS 80% K H (BAEOHMBEDIHE) £7-1d 100%EKE (RiEDSH
) IR WEE, SEBERCEYVEOBRIZRELHET 5,

41. HEVEE 0.0122% (wiv) U EICEWTHIBEERDOFHEL TR T 80% KB TH 5HE. FHT
IFEwAE oW E AR T,
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1.EpiSensA TOFHETILOHPE7A—F v — +

_ . _ [ VR
Dl 10D BTNy P DEFEL TS T &
TEN R mETT AR TR 80%E L
[Pl V-
EHIC BT 2 BEEEIL0.0244577130.0122% (W) 7 7 EXA ffffzﬁ
PRIV
v, HERBET T TN R
80%:Fi RIS SRR
WREAETEER I B0% I T b 2 HEREES 5 25 8 7 o >
f PR 0, P BB TN g
oz T
THBC B A REEEL. HREE IR RSO EI i
EEEEE ST =
RS-

1B OEFFRTHV/ORE L) BmiRE T, BEMOEZEE = =k
ZNLBMCEEZY 527 —RE LT, MREFEROFIHED 80% KGRI RIEREICE N TDA,
. FEAMRENE

42.

V= H—EBETFOFEFEROEL DY A TEEBADEELHD, IO LT —ATE
BRE (HRETFEOTFHED 80~95%) TELLLIENHET S7cH, L VIRWEETORE-RICHETS
L& VNI BFEREE (B N2 [=1.41] F&F) 2AVTHERELFHEOBAREZTS 2 &,

ABREEE

43. ARMESICIE. ATOBEREEDH S Z &,

RBILFYE
- BogowE
IUPAC #7zi% CAS %, CAS ES. SMILES £7z1F InChl 3 — F, &z, HLV/ F/1EZ 0t
DFEHF Ny F /Ay FESELUOEDHARL L) 4L FOHEIER
T8, 5LUZ0MBEEY 2 YELFIIEIK

éj\

AF AR G T DR, KADBRE.,
ME., ZET 25 THRENICAIERTHNIITHY DCERFAIER L L

- ZET25E. ARgIONE (FIZIE DR KRR
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- AREE
AFHRELGHETOREFRGB L UOLEN
s BWBRACEMEICOVTORERIROE Y,
- ZMHWE. UVCB. EEM:

AFAIRELHE TOMRS OLFHHENER (ELSR) ( ME. EENEN. BLUEEOH Y
BAFOMR (ERSR) GLIclVagaRY ST s &

« AFHRBHETONR, K~NDBERE., BLUZOMOREETY 2 YEALFHMER

BAHERDREY /R v —DHE. AFELLLERN T LOSTFE, /o ITHBREMICEET
% T NUADIFHR

- FUTBBE. RBRHOWE B, MR, HE)
. HBEE
AFTRLHECORELES L ORE]

BWERLZYEIC O W T OBREEIRDOE Y M,

- EENR

IUPAC £7:13 CAS &. CAS &5, SMILES £7:(14 InChl 20—k, &K, LUV F7/TZ DM
DR F 7 £ DILFRIFEA B

 AFARLBEBETONE. K~DBRE. DFE. BLUZOMBOREET 2B FLHMER
ME., ZET 2B THRENICAIERTHNIITHY DIFRBAIER L L
« BT EHA. ARFTOLAE (FIZIE INE. )
- HBRE
AFARLHEE TCORFRES LUORER
ZETBHHE. BUL T VHREETH L I LT RIFOBIENRER~NDE Ko
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- R
UPAC % 7- 14 CAS %, CAS &S, 5k U/ %7187 DIBOBAIT 4 ¥ DL F BN
- ME. B4THBA TEENCTETH SRR OO IIEE S £

o AFERELUNDBTENBEZRVSISEETHOAFARLEBETONER. 2 FE. BLFzo@mD
BEY 2 B

AFARELEHE TCORTFRES L URTEN

o BWECEWEICO VT ORERROIE Y,

FRSLF
- AREkEEL. ARERS. ARETELS L UMER
- EAYIHABREDOHA
- FHLZRAREETIL Ny FESEED)

- 490 (F7213492) nmBLU600 nm U ETOFAEY BICEBLAZ96 7oL L — FREEY —
2 —

- {EA L7 RNAHHE

- RNA EREE O gt

FERLEY—<ILY A5 —5L0 RT-qPCR ¥ XF L (] : EFIL) —H4BDRE. 774 ~7—.
oW EES (RT) $LUPCRICETAIHEZED

- ETLOEBET—ZADEk, INICIE, BFEONYFTF—XICETE QC T—X0HFRHMEED
NREETHDIH., THNIZRESINAL,

- FAEREERICBITS BIZIE, BRAERIVEORRICLZ) BAREREROBRE. 75,
ARBREDO R G BRMEDOILALICBEY % &Lk,
HABEFIR

- FERLEBRDEORE. BAFIE. L U0EERNE (MEEFEERLS5E)

- EA LIS &K OHEEE DR
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- EALHBRFRELEORER

- ARFIEZZEBLIGE. TR,

VEES

- BROFVEBLOBENRICOWTEoN/@4 D Ct. ACt. AACt FEEXR, L UHRER
HDBEEELT —20—8xk BoW, FAETVICL 2EBRIEFHEOFEORT

- BETEBEFESSUHREATEXROEE-RIGHREE#B VST 7
- EYITIGE. FNLUAMCEBETIMESHNIEF DR,
BEDELE

- EpiSensAICL W BONTEROER

A
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	AOPのキーイベント（角化細胞活性化）に基づくin vitro皮膚感作性アッセイ
	概要
	キーイベント（角化細胞活性化）に基づく試験ガイドライン
	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事象に関しては、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、Adverse Outcome Pathway（有害転帰経路（AOP））として要約されており（2）、分子レベルの初期事象からその中間事象を通じて有害作用、すなわち、アレ...
	2. 本試験ガイドラインでは、皮膚感作性に関するAOPの第二のキーイベント、すなわち、角化細胞活性化について記載された機序を対象としたin vitro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、2種類のin vitro ARE-Nrf2ルシフェラーゼ試験方法と、遺伝子発現定量に基づく試験方法が含まれる：
	3. これら3種類の試験法は科学的に妥当であると考えられている。KeratinoSens™試験法はまずバリデーション試験を受け、次に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）の科学諮問委員会（ECVAM Scientific Advisory Committee：ESAC）による独立したピアレビュー、およびEURL ECVAMによる承認勧告を受け...

	キーイベントに基づく試験ガイドラインに含まれる試験方法の背景および原理
	4. 皮膚感作性の評価には、歴史的に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モルモット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）（14）は、皮膚感作性の誘導相と惹起相の双方を評価する。マウスを用いる局所リンパ節試験（Local Lymph Node Assay：LLNA）（OECD TG 429）（15）、ならびにその改変...
	5. 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。OECD TG 442Cでは、第一のキーイベントを対象とするペプチド結合性試験（18）を記載している。現行の試験ガイドラインでは、第二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、OECD TG 442Eでは、皮膚感作性のAOPの第三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（16）。最後に、...
	6. 角化細胞の活性化は皮膚感作性の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る情報は、化学物質の皮膚感作性の有無について結論を出す目的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るデータは、試験および評価に関する統合的アプローチ（Integrated Approaches to Testing and Assessment：IATA）の範囲内で用いた場合、皮膚感作性のAO...
	7. 本試験ガイドラインに記載されている試験法は、単独では、UN GHS（1）に規定された細区分である1Aおよび1Bに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。
	8.　　本試験ガイドラインに含まれる試験方法は、手順、適用範囲、制限事項において差異がある可能性があるが、相互データ受容の恩恵を受けつつ、皮膚感作性に関するAOPのキーイベントである角化細胞活性化に関する試験結果に対する各国の要求事項に対応するためにそれぞれ使用できる。確定方式（DA）の文脈では、試験方法は自動的に相互に代替可能とは限らない。TG497では、どの方法/方法の組み合わせを使用すべきかが規定されている。
	9. 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 、単一成分物質、多成分物質、および／または混合物の試験に対する試験法の適用可能性とは無関係である。液内培養において試験を行う場合、被験物質は曝露用培地に溶解するか、または少なくとも安定な分散液を形成することを判断しなければならない（例：最大の最終試験濃度にて被験物質が曝露用培地に溶解／分散していることを目視で点検し、未溶解の残渣がないこと、また、溶液が数時間静置されていた場合は沈殿や相分離が起こっていな...
	10. 多成分物質／混合物に対する試験法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（22）（23）（24）。バリデーション試験における評価はなされていなくても、試験法は多成分物質および混合物の試験にも技術的に適用可能である場合がある。混合物、試験の実施が困難である化学物質（不安定な物質など）、または本ガイドラインに記載されている適用領域の範囲内にあることが明確ではない化学物質の試験にあたっては、実施する試験から科学的に意義のある結果が得られるか否かを前もって検討すること。さらに、多成...
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	参考文献
	付録IA：In vitro皮膚感作性：角化細胞株レポーターアッセイKeratinoSens™試験法
	1. 本試験ガイドライン442Dの本付録にて詳述する試験法は、皮膚感作性のAOPにおける第二のキーイベント、すなわち角化細胞活性化を対象とするものであり（1）、ルシフェラーゼを利用して、Nrf2を介した抗酸化剤応答配列（ARE）依存性遺伝子の活性を評価する。皮膚感作性物質はAREによって調節される遺伝子を誘導することが報告されている（2）（3）。皮膚感作性物質のような小型の求電子性物質は、センサータンパク質であるKeap1（Kelch様ECH結合タンパク質1）に作用する。すなわち、Keap1のシス...
	2. in vitro角化細胞株レポーターアッセイKeratinoSens™試験法（以下、KeratinoSens™試験法）は、バリデーション試験が行われ（3）（6）（7）、次いで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）による独立した第三者評価が実施された（8）。KeratinoSens™試験法は、有害性の分類のために皮膚感作性物質と非感作性物...
	3. 本試験法の独立したピアレビューに用いられたバリデーション試験の結果および本試験法の開発施設から得られたデータセットに基づくと、KeratinoSens™試験法は、細胞培養の経験がある実験室への技術移管が可能であることが確認されている（8）。KeratinoSens™試験法の再現性は、同一施設内および複数の施設間でいずれも約85%である（8）。本試験法の評価およびピアレビューにEURL ECVAMに提出されたすべてのデータによると、LLNAの結果と比較した場合、KeratinoSens™試験法...
	4. 現在入手可能なデータにより、KeratinoSens™試験法は多様な有機官能基、反応メカニズム、（in vivo試験により判定される）皮膚感作性の強度、および物理化学的特性を有する被験化学物質に適用できることが示された（3）（6）（7）（8）。本試験法は、曝露用培地に可溶であるか、または安定した分散液（すなわち、被験物質が沈殿することも、溶剤から分離して別な相に移行することもないコロイドまたは懸濁液）となる被験物質に適用可能である。最終的に必要とされる最大濃度である2,000 μMにおいて、...
	5. リジン残基のみに反応性を有する物質は、本試験法により陰性と検出され得ることから、陰性結果は慎重に解釈する。これは、Keap1-Nrf2-ARE経路の活性化をもたらす主要な機序は、ストレッサーとKeap-1の求核性チオール（システインのスルフヒドリル基）との求電子反応であると考えられるためである。この不確実性に対処するには、特にシステインとリジンの反応性を識別できるアッセイの場合、ペプチド結合性試験から得られる相補的情報が役立つ場合がある。さらに、使用する細胞株の代謝能力が限定的である（10）...
	6. 皮膚感作性物質（すなわちUN GHS区分1）と非感作性物質を識別するのに加え、KeratinoSens™試験法は濃度-反応情報も提示し、そうした情報はIATAなどの統合的アプローチの中で用いられて感作性の強度評価に寄与する場合がある（11）（15）。KeratinoSens™試験法の結果を他の情報源と組み合わせて使用する方法の例が文献として報告されている（7）（11）（16）（17）（18）（19）（20）。具体的には、KeratinoSens™試験法の用量反応データをペプチド結合性試験の定...
	7. 定義については「概要」の補遺Iに示されている。

	試験の概要
	8. KeratinoSens™試験法には、ヒトAKR1C2遺伝子の抗酸化剤応答配列（ARE）の調節下にあるルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定的に導入した、ヒト角化細胞由来の不死化した接着細胞株を使用する（25）。AKR1C2遺伝子は皮膚感作性物質によってアップレギュレートされることが知られている（26）（27）。この細胞株は、AREエレメントと融合した恒常的プロモーターの転写制御下にあるルシフェラーゼ遺伝子を含む。このルシフェラーゼによるシグナルは、内因性のNrf2依存性遺伝子の感作性物質によ...
	9. KeratinoSens™試験法では、被験物質が、細胞生存率に有意な影響を及ぼさないと定めた濃度（すなわち、1,000 μM未満かつ細胞生存率が70%超となる濃度）よりも低い濃度で、所定の閾値を超える（すなわち、1.5倍以上または50%超の上昇）統計的に有意なルシフェラーゼ活性を誘導する場合、その被験物質は陽性と判定される（3）（6）。そのために、溶剤（陰性）対照を上回るルシフェラーゼ活性の最大誘導倍率（maximal fold induction：Imax）を測定する。さらに、数段階の濃度...
	10. 本試験ガイドラインを厳守したKeratinoSens™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物質10種を用いて技術的習熟度を立証する。
	11. KeratinoSens™ VRMに類似した新規または改変型のin vitro角化細胞株レポーターアッセイのバリデーションを支援し、また、適切な時機に本試験ガイドラインをそれらの試験法を含むように改定する目的で、性能標準（PS）（29）を利用することができる。OECDによってこれらの試験法のレビューが行われ、本試験ガイドラインに含まれている場合には、PSに従ってバリデーションを受けた試験法についてのみ、データ相互受け入れ制度（Mutual Acceptance of Data：MAD）が保...

	試験の手順
	12. KeratinoSens™試験法についてはEURL ECVAMの動物実験代替法データベースサービス（Database on Alternative Methods to Animal Experimentation：DB-ALM）プロトコールが利用可能であり、本試験法を実験施設内で実施・使用する際にはこのプロトコールを採用すべきである（9）。本試験法を実施する実験施設は、ルシフェラーゼ遺伝子の商業的利用に関するライセンスを含む標準的な契約を結ぶことによって、本試験法の開発企業1F からKe...
	角化細胞培養液の調製
	13. ARE制御下のルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定的に取り込んだ、KeratinoSens™組換え細胞株を使用する。KeratinoSens™細胞は、入手次第、試験法プロトコールに従って増殖させ（例：2～4回の継代）、均一なストックの状態で冷凍保存する。このオリジナルストックから起こした細胞は、継代回数が最大25回となるまで増殖可能であり、DB-ALMプロトコールに記載の方法に従って、維持／増殖用培地（血清および遺伝子の維持用としてジェネティシンを含有するDulbecco改変イーグル培地：...
	14. 試験に際しては、細胞は80～90%コンフルエントとし、完全なコンフルエントにまで増殖させないよう留意する。試験前日に細胞を回収し、細胞密度が10,000 cells/ウェルとなるように96ウェルプレートに播種する。すべてのウェルで細胞数の分布が確実に均一となるよう、播種作業中に細胞が沈降しないよう注意が必要である。この注意を怠ると、この段階でウェル間に大きなばらつきが生じることがある。測定毎に、ルシフェラーゼ活性測定用として3回の反復を実施し、また並行して、細胞生存率測定用として最低1回の...

	被験物質および対照物質の調製
	15. 被験物質および対照物質は、試験当日に調製する。被験物質はジメチルスルホキシド（DMSO、CAS番号：67-68-5、純度99%以上）に溶解し、希望する最終濃度（例えば、200 mM）とする。DMSO溶液は、それ自体滅菌済みであるとみなされるため、滅菌濾過は不要である。DMSOに不溶の被験物質は滅菌水または培地に溶解し、その溶液を濾過などによって滅菌する。分子量（MW）が不明の被験物質の場合、ストック溶液を初期設定濃度（40 mg/mLまたは4%（w/v））に調製する。DMSO以外の溶媒、水...
	16. DMSOまたは適切な溶剤（すなわち、滅菌水または培地）を用いて被験物質のストック溶液を段階希釈し、12段階の主要濃度のサンプルを得る（0.098～200 mM）。用いる溶剤に関わらず、次に上記主要濃度のサンプルを血清含有培地でさらに25倍希釈し、最終的な処理にはこれをさらに4倍に希釈して用いるため、被験物質の最終濃度は0.98～2,000 μMの範囲となる（希釈倍率2の段階希釈に基づく）。正当な根拠（例えば、細胞毒性を有する場合、または溶解性が低い場合）があれば、別の濃度を用いることができ...
	17. 同時に使用する溶剤／溶媒対照（すなわちDMSO）は、反復のたびに試験を行い、1プレートあたり十分な数のウェル（すなわち6ウェル）分を調製する。溶剤／溶媒対照では、主要濃度について段落16の記載と同じ希釈を行うため、最終的な溶剤／溶媒対照の濃度は1%になる。この濃度は、細胞生存率に影響を及ぼさないことが知られており、被験物質および陽性対照に含まれるDMSOと同じ濃度に相当する。DMSOに不溶のために水で希釈した被験物質の場合、最終的な試験溶液のウェルすべてにおいて、DMSO濃度は他の被験物質...
	18. 試験系が適切に反応していることを示すため、同時に使用する陽性対照は、DB-ALMプロトコール（9）の記載に従い、反復のたびに十分な数のウェルにおいて試験を行う必要がある。例えば、KeratinoSens™試験法の各反復では5段階の濃度のシンナムアルデヒド（CAS番号：14371-10-9、純度98%以上）が用いられる。6.4 mMのストック溶液からDMSO中5段階の主要濃度（0.4～6.4 mM）に調製し、これを段落16に記載の方法で希釈することで、陽性対照の最終的な濃度は4～64 μMの...

	被験物質および対照物質の適用
	19. 被験物質および陽性対照物質ごとに、予測（陽性または陰性）を得るための実験1セットが必要である。1セットの実験は少なくとも2回の独立した繰り返し試行からなり、1試行は3回の反復測定を含む（すなわち、1セットの実験でn ＝ 6回）。独立した2回の繰り返し試行間で結果が一致しない場合、3回の反復測定からなる3回目の繰り返し試行を実施する（すなわち、n ＝ 9回）。独立した繰り返し試行は、新たに調製した被験物質ストック液および別に回収した細胞を用いて、別の日に実施する。ただし、細胞の継代回数は同じ...
	20. 細胞は段落14記載のように播種した後、96ウェルプレートで24時間培養する。次いで、培地を除去して新たな培地（DB-ALMプロトコール（9）に記載の通り、血清含有、ジェネティシン不含の培地150 μL）と交換し、ここに25倍希釈した被験物質および対照物質50 μLを添加する。バックグラウンド値を評価するため、1プレートあたり少なくとも1ウェルは空のまま（無細胞かつ無処置）とする。
	21. 次に、この処理プレートを5% CO2存在下、37±1 Cで約48時間インキュベートする。被験物質を加えてのインキュベーションの間、揮発性の被験物質の蒸発や、ウェル間の被験物質による交差汚染を予防する目的で、例えばプレートをアルミホイルで被覆するなどして注意を払う必要がある。

	ルシフェラーゼ活性の測定
	22. 適切な発光測定値を保証するには、以下の要因が極めて重要である。
	23. 48時間にわたって被験物質および対照物質に曝露した後、細胞をリン酸緩衝生理食塩水で洗浄し、発光測定のための細胞溶解用緩衝液を各ウェルに添加し、十分な時間（例：室温で20分間）静置する。
	24. 次に、細胞溶解物を含むプレートを、以下のプログラムを設定したルミノメーターにセットして測定を行う。すなわち、（i）各ウェルにルシフェラーゼ基質（50 μL）を添加する。（ii）1秒間待つ。（iii）2秒間のルシフェラーゼ活性を積算する。他の設定を用いる場合には（使用するルミノメーターの機種の違いなど）、その正当性を証明すること。さらに、この付録の補遺3の品質管理実験において要件が十分に満たされている場合は、グロータイプの基質を用いることもできる。

	細胞毒性の評価
	25. KeratinoSens™細胞の生存率の測定では、48時間の曝露の終了後、培地を5 mg/mLのMTT（3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-2,5-ジフェニルテトラゾリウムブロミド、別名チアゾリルブルーテトラゾリウムブロミド、CAS番号：298-93-1）を含有する新たな培地に交換し、細胞を5% CO2存在下、37±1 Cで4時間インキュベートする。次に、このMTT培地を除去し、適切な細胞溶解試薬を使用し、十分な時間をかけて細胞を溶解する（例：10% SDSを加えて一晩静置）。振...


	データおよび報告
	データの評価
	26. KeratinoSens™試験法の場合、以下のパラメータを算出する。
	27. ルシフェラーゼ活性の誘導倍率が1.5倍以上（≧）となる各濃度について、3回の反復サンプルにおける発光測定値と溶剤／溶媒対照のウェルにおける発光測定値とを比較することによって、統計的有意性を（例えば、スチューデントの両側t検定により）判定し、ルシフェラーゼ活性の誘導が統計的に有意（p < 0.05）であるかどうかを評価する。さらに、ルシフェラーゼ活性の誘導倍率が1.5倍以上となる最低濃度において、有意な細胞毒性作用が生じていないこと、また、この濃度がIC30値を下回っていること、すなわち、細...
	28. データは、グラフで視覚的に確認することが推奨される。明確な用量反応曲線が認められない場合、または得られた用量反応曲線が二相性（すなわち、閾値1.5に2回交差）である場合、実験を繰り返し、これが被験物質に特異的な結果なのか、実験のアーティファクトに起因するのかを検証する。二相性の反応が、独立した実験において再現可能である場合、低い方の濃度（閾値1.5に最初に交差する場合の濃度）を報告すること。
	29. KeratinoSens™試験法において、統計的には有意でない1.5倍以上のルシフェラーゼ誘導が認められた後、より高濃度において統計的に有意な誘導が認められるようなまれな事例の場合、統計的に有意な閾値1.5以上の誘導が、細胞毒性を示さない濃度で得られた場合に限り、この繰り返し試行の結果を妥当かつ陽性であるとみなす。
	30. 最後に、KeratinoSens™試験法において、検討の対象とした最低濃度（すなわち0.98 μM）においても1.5倍以上の誘導を生じる被験物質については、用量反応曲線の目視確認に基づき、EC1.5値は0.98未満として設定する。
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	31. KeratinoSens™試験法を用いる場合、以下の許容基準を満たすこと。

	結果の解釈および予測モデル
	32. KeratinoSens™による予測では、2回の繰り返し試行のうち2回とも、または3回の繰り返し試行のうち2回において、以下4つの条件をすべて満たす場合に陽性とみなし、それ以外の場合、KeratinoSens™による予測では陰性とみなす（図1）。
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	付録IB：In vitro皮膚感作性：角化細胞株レポーターアッセイLuSens試験法
	最初に考慮すべき事項、適用および限界
	1. 本試験ガイドライン442Dの付録にて詳述する試験法は、皮膚感作性のAOPにおける第二のキーイベント、すなわち角化細胞活性化を対象とするものであり（1）、ルシフェラーゼを利用して、Nrf2を介した抗酸化剤応答配列（ARE）依存性遺伝子の活性を評価する。皮膚感作性物質はAREによって調節される遺伝子を誘導することが報告されている（2）（3）。皮膚感作性物質のような小型の求電子性物質は、センサータンパク質であるKeap1（Kelch様ECH結合タンパク質1）に作用する。すなわち、Keap1のシステ...
	2. in vitro角化細胞株レポーターアッセイLuSens試験法（以下、LuSens試験法）は、KeratinoSens™ 試験法の検証済み標準試験（VRM）に基づいた、性能標準を基にしたるバリデーション試験が行われ（6）（7）（8）（9）、次いで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）による独立したピアレビューが実施された（10）。LuS...
	3. LuSens試験法は、細胞培養技術の経験がある実験室への技術移管が可能であることが立証されており、また、施設内および施設間の再現性に関する必要な性能標準を満たした（10）。開発施設において72種類の被験物質を対象とした初期研究から得られた追加情報では、LLNAの結果と比較した場合、皮膚感作性物質（すなわちUN GHS区分1）を非感作性物質から識別する能力に関して、LuSens試験法はVRMと同程度の予測能力（正確度74%、感度74%、特異度74%）が示されたことから（7）（10）、同試験法が...
	4. 現在入手可能なデータにより、LuSens試験法は多様な有機官能基、反応メカニズム、（in vivo試験により判定される）皮膚感作性の強度、および物理化学的特性を有する被験化学物質に適用できることが示された（7）（8）。本試験法は、曝露用培地に可溶であるか、または安定した分散液（すなわち、被験物質が沈殿することも、溶剤から分離して別な相に移行することもないコロイドまたは懸濁液）となる被験物質に適用可能である。最終的に必要とされる最大試験濃度（すなわち2,000 μM、または分子量不明の場合は2...
	5. リジン残基のみに反応性を有する物質は、本試験法により陰性と検出され得ることから、陰性結果は慎重に解釈する。これは、Keap1-Nrf2-ARE経路の活性化をもたらす主要な機序は、ストレッサーとKeap-1の求核性チオール（システインのスルフヒドリル基）との求電子反応であると考えられるためである。この不確実性に対処するには、特にシステインとリジンの反応性を識別できるアッセイの場合、ペプチド結合性試験から得られる相補的情報が役立つ場合がある。さらに、使用する細胞株の代謝能力が限定的である（12）...
	6. 皮膚感作性物質（すなわちUN GHS区分1）と非感作性物質を識別するのに加え、LuSens試験法は、VRMに関して述べたように、IATAなどの統合的アプローチの中で用いられて感作性の強度評価に寄与し得る情報（例えば用量反応関係）も提示する（13）。しかし、LuSens試験法の結果が　強度評価にどのように寄与し得るかを判断するには、特にIATAとの関わりにおいてさらなる研究が必要であり、またそれはヒトのデータに基づくことが望ましい（18）。角化細胞株レポーターアッセイ試験法を他の情報と組み合わ...
	7. 定義については「概要」の補遺1に示されている。

	試験の概要
	8. LuSens試験法には、ラットNQO1遺伝子の抗酸化剤応答配列（ARE）の調節下にあるルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定的に導入した、ヒト角化細胞由来の不死化した接着細胞株を使用する（20）。NQO1のようにAREに依存する遺伝子は、接触感作性物質によってアップレギュレートされることが知られている（21）（22）。この細胞株は、AREエレメントと融合したプロモーターの転写制御下にあるルシフェラーゼ遺伝子を含む（7）。このルシフェラーゼによるシグナルは、内因性のNrf2依存性遺伝子の感作性物...
	9. LuSens試験法では、被験物質が、細胞生存率に有意な影響を及ぼさない（すなわち、細胞生存率が70%超となる）連続した2段階以上の濃度において、所定の閾値を超える（すなわち、1.5倍以上または50%以上の上昇）統計的に有意なルシフェラーゼ活性を誘導する場合、その被験物質は陽性と判定される（7）（8）。そのために、溶剤／溶媒対照との比較によって、ルシフェラーゼ活性の誘導を測定する。さらに、ルシフェラーゼ活性の誘導レベルが細胞毒性に達しない濃度で生じるかどうかを評価するため、並行して細胞毒性を測...
	10. 本試験ガイドラインを厳守したLuSens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物質10種を用いて技術的習熟度を立証する。

	試験の手順
	11. LuSens試験法についてはEURL ECVAMの動物実験代替法データベースサービス（Database on Alternative Methods to Animal Experimentation：DB-ALM）プロトコールが利用可能であり、本試験法を実験施設内で実施・使用する際にはこのプロトコールを採用すべきである（24）。LuSens試験法の主なプロトコールの各ステップをVRMと比較した概要を、この付録の補遺2に示す。本試験ガイドラインを履行する施設は、試験開発元に要請することによ...
	角化細胞培養液の調製
	12. ARE制御下のルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定的に取り込んだ、LuSens組換え細胞株を使用すること。細胞は、入手次第、試験法プロトコールに従って増殖させ（例：1～3回の継代）、均一なストックの状態で冷凍保存する。このオリジナルストックから起こした細胞は、継代回数が最大20回となるまで増殖可能であり、試験法のプロトコール（24）に記載の方法に従って、適切な維持／増殖用培地（例：血清および抗生物質（選択用の維持培地にはピューロマイシン、コンタミ防止のためにはペニシリン／ストレプトマイシン...

	被験物質および対照物質の調製
	14. 被験物質および対照物質は、試験当日に調製（または、安定な凍結溶液の場合はその解凍）する。被験物質は、例えばジメチルスルホキシド（DMSO、CAS番号67-68-5、純度99%以上）などの適切な溶剤に、最終濃度が検討する最大濃度（例：200 mM）に達するように溶解する。DMSO溶液は、それ自体滅菌済みであるとみなされるため、滅菌濾過は不要である。DMSOに不溶の被験物質は滅菌水または培地に溶解し、適切な手段によって最終的な溶液を無菌の状態とする。分子量（MW）が不明の被験物質の場合、ストッ...
	15. DMSO、またはDMSOに不溶の場合は滅菌水または培地を用いて、被験物質のストック溶液を段階希釈し、主要濃度のサンプルを得る（例：0.098～200 mMの範囲で12段階の濃度）。用いる溶剤に関わらず、次に上記主要濃度のサンプルを血清含有培地でさらに25倍希釈し、最終的な処理にはこれをさらに4倍に希釈して用いるため、被験物質は最終濃度に到達する（例：希釈倍率2の段階希釈に基づき0.98～2,000 μMとする）。分子量が不明の被験物質の場合、DMSOまたは適切な溶剤を用いて段階希釈を行い、...
	16. 最初に、細胞毒性に関する用量設定試験を、例えば濃い方の濃度について実施し、細胞生存率が75%まで低下する濃度（CV75）をあらかじめ測定する。このCV75を濃度決定の基準として用いて、主たるルシフェラーゼ試験およびそれと並行する細胞毒性試験を実施する（例：希釈倍率1.2のCV75より高い1濃度、CV75ちょうど、CV75より低い4濃度を、希釈倍率1.2の段階希釈、すなわちCV75/2.07、CV75/1.73, CV75/1.44、CV75/1.2、CV75、およびCV75 x 1.2 μ...
	17. 同時に、溶剤／溶媒対照（例：DMSO）も繰り返し試行毎に試験を実施すべきであり、その際は各プレートに十分な数の対照ウェルを設定する（例：プロトコール（24）に記載の通り、細胞毒性に関する用量設定試験では12ウェル、主たるルシフェラーゼ試験では24ウェル）。溶剤／溶媒対照では、主要濃度について段落15の記載と同じ希釈を行うため、最終的な溶剤／溶媒対照の濃度は被験物質および陽性対照における濃度と同じとすべきであり（すなわち、1%）、また、細胞生存率に有意な影響を及ぼしてはならない。使用する溶剤...
	18. 同時に、陰性対照も繰り返し試行毎に試験を実施すべきであり、その際は各プレートに十分な数の対照ウェルを設定する（例：プロトコール（24）に記載の通り、細胞毒性に関する用量設定試験では3ウェル、主たるルシフェラーゼ試験では6ウェル）。LuSens試験法において、同時に試験する陰性対照は5,000 μM（または450 μg/mL）のDL-乳酸（CAS番号50-21-5、純度99%以上）である。これは非感作性物質であり、また、LuSens試験法において陰性の予測が得られることが知られている。これ以...
	19. 同時に、陽性対照も、試験系が適切に反応していることを実証するために、繰り返し試行毎に十分な数のウェルにおいて試験を実施すべきである（例：プロトコールに記載の通り、細胞毒性に関する用量設定試験では2ウェル、主たるルシフェラーゼ試験では5ウェル（24））。LuSens試験法の場合、陽性対照には120 µMのジメタクリル酸エチレングリコール（EGDMA、CAS番号97-90-5、純度99%以上）を用いる。陽性対照は、段落14で主要濃度に関して記載されている方法、および本試験法プロトコール（24）...

	被験物質および対照物質の適用
	20. 被験物質、予測（陽性または陰性）を得るための実験1セットが必要である。1セットの実験は少なくとも2回の独立した繰り返し試行からなり、1試行は3回の反復測定を含む（すなわち、1セットの実験でn ＝ 6回）。独立した2回の繰り返し試行間で結果が一致しない場合、3回の反復測定からなる3回目の繰り返し試行を実施する（すなわち、n ＝ 9回）。独立した繰り返し試行は、新たに調製した被験物質ストック溶液および別に回収した細胞を用いて、別の日に実施する。ただし、細胞の継代回数は同じでもよい。
	21. 細胞は段落13に記載のように播種した後、96ウェルプレートで24時間培養する。次いで、培地を除去して新たな培地（本試験法プロトコール（24）に記載の通り、血清含有、抗生物質不含のDMEM 150 μL）と交換し、ここに25倍希釈した被験物質および対照物質50 μLを添加する。バックグラウンド値を評価するため、1プレートあたり少なくとも1ウェルは空のまま（無細胞かつ無処置）とする。
	22. 次に、この処理プレートを5% CO2存在下、37±1 Cで約48時間インキュベートする。被験物質を加えてのインキュベーションの間、揮発性の被験物質の蒸発や、ウェル間の被験物質による交差汚染を予防する目的で、例えばプレートをアルミホイルで被覆するなどして注意を払う必要がある。
	ルシフェラーゼ活性の測定
	23. 適切な発光測定値を保証するには、以下の要因が極めて重要である。
	24. 48時間にわたって被験物質および対照物質に曝露した後、細胞をリン酸緩衝生理食塩水で洗浄し、発光測定のための適切な細胞溶解用緩衝液を各ウェルに添加し、十分な時間（例：暗所で5～10分間）静置する。
	25. 細胞溶解物を含むプレートを、本試験法プロトコール（24）に記載のプログラムを設定したルミノメーターにセットして測定を行う。他の設定を用いる場合には（使用するルミノメーターの機種の違いなど）、その正当性を証明すること。さらに、この付録の補遺3の品質管理実験を実施して要件が満たされている場合は、グロータイプの基質を用いることもできる。

	細胞毒性の評価
	26. LuSens細胞の生存率の測定では、48時間の曝露の終了後、培地を0.5 mg/mLのMTT（3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-2,5-ジフェニルテトラゾリウムブロミド、別名チアゾリルブルーテトラゾリウムブロミド、CAS番号：298-93-1）を含有する新たな培地に交換し、細胞を5% CO2存在下、37±1 Cで2時間インキュベートする。次に、このMTT培地を除去し、適切な細胞溶解試薬を使用し、十分な時間をかけて細胞を溶解する（例：10%(w/v) SDSおよび0.4%(v/v...


	データおよび報告
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	27. LuSens試験法の場合、以下のパラメータを算出する（詳細な数式についてはこの付録の補遺4を参照）。
	28. ルシフェラーゼ活性の誘導倍率が1.5以上（≧）となる各濃度について、3回の反復サンプルにおける発光測定値と溶剤／溶媒対照のウェルにおける発光測定値とを比較することによって、統計的有意性を（例えば、スチューデントの両側t検定により）判定し、ルシフェラーゼ活性の誘導が統計的に有意（p < 0.05）であるかどうかを評価する。さらに、これらの濃度において、有意な細胞毒性作用が生じていないこと（すなわち、ルシフェラーゼ誘導倍率が1.5倍以上である濃度において細胞生存率が70%以上であること）を確認する。
	29. データは、グラフで視覚的に確認することが推奨される。明確な用量反応曲線が認められない場合、または得られた用量反応曲線が二相性（すなわち、閾値1.5に2回交差）である場合、実験を繰り返し、これが被験物質に特異的な結果なのか、実験のアーティファクトに起因するのかを検証する。二相性の反応が、独立した実験において再現可能である場合、低い方の濃度（閾値1.5に最初に交差する場合の濃度）を報告すること。しかし、EC1.5をもたらす濃度は必要条件ではない。
	30. LuSens試験法において、ルシフェラーゼ誘導倍率が1.5以上となる濃度が、もっとも低い試験濃度（例：CV75/2.07）であった場合、少なくとももう1段階さらに低い濃度で再試験を実施すること。

	許容基準
	31. LuSens試験法を用いる場合、以下の許容基準を満たすこと。以下の許容基準のいずれかが満たされていない場合は、そのデータは採用せず、新たな繰り返し試行を実施すること。
	32. 場合によっては、被験物質が細胞毒性を誘導しないことがあり、そのような場合は最大の試験濃度を2,000 μM（または分子量不明の被験物質の場合は2,000 μg/mL）としなければならない。主たるルシフェラーゼ試験において、どの濃度でも細胞毒性が認められない、すなわち細胞生存率が70%未満にならず、かつルシフェラーゼの誘導が起こらない場合は、主たるルシフェラーゼ試験で使用した1.2倍ずつの段階希釈に代えて、CV75を基本とした1.44倍ずつの段階希釈（すなわち、1.44 x CV75からスタ...
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	33. LuSensによる予測では、2回の繰り返し試行のうち2回とも、または3回の繰り返し試行のうち2回において、以下の条件を満たす場合に陽性とみなし、それ以外の場合、LuSensによる予測では陰性とみなす（図1）。
	34. 加えて、被験物質が安定な分散液を形成せず、最大濃度である2,000 μM未満（または分子量不明の被験物質の場合2,000 μg/mL未満）における試験を行わなかった場合、また検討したいずれの濃度においても細胞毒性が認められなかった場合（段落31参照）に得られた陰性結果も、結論が得られないとみなす（段落4参照）。
	図1. LuSens試験法における予測のための基準の概要。
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	1. 少なくとも2段階の連続した非細胞毒性濃度（すなわち、細胞生存率が70%以上（≧））において、溶剤対照と比較してルシフェラーゼの誘導倍率が1.5以上であること
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	2. 検討した濃度のうち3段階以上で細胞毒性が認められないこと（細胞生存率が70%以上（≧））
	2. ルシフェラーゼ活性の誘導倍率が1.5倍以上となる最低濃度（すなわち、EC1.5 の判定濃度）において、細胞生存率が70%超（＞）であること
	3. EC1.5値が1,000 μM未満（＜）であること（または、分子量不明の被験物質の場合は200 μg/mL未満であること）。
	4. ルシフェラーゼ誘導に関して、全体に明らかな用量依存的な増加が認められること
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	1. LuSens試験法において、ルシフェラーゼ活性の誘導倍率は式1により算出し、全体の最大誘導倍率（Imax）は、個々の繰り返し試行の平均値として算出する。
	2. LuSens試験法において、細胞生存率は式2によって算出する。
	3. LuSens試験法において、細胞生存率が75%まで低下する濃度（CV75）は、式3に従って線形補間により算出し、全体のCV75 は、個々の繰り返し試行の幾何平均値として算出する。

	1. EpiSensAは、皮膚感作性の有害転帰経路（AOP）における第二のキーイベント、すなわち、角化細胞活性化（1）への対処に提唱され、感作性物質に曝露後の再構築ヒト表皮（RhE）モデルにおいて、角化細胞活性化に関連するマーカー遺伝子発現の変化を定量化する（2）（3）。皮膚感作性のAOPでは、角化細胞において、炎症反応と細胞保護に関する遺伝子経路の誘導という2つの重要な反応が生じる（2）。活性化転写因子3（ATF3）遺伝子およびインターロイキン8（IL-8）遺伝子の発現は、角化細胞の炎症反応を反...
	2. EpiSensAのバリデーション試験実施（4）後、日本動物実験代替法評価センター（JaCVAM）と代替試験法協力国際会議（ICATM）とが、共同で独立したピアレビューを行った（5）。EpiSensAは、危険有害性の特定を目的とした皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を裏付けるため、「試験および評価に関する統合的アプローチ（IATA）」の一部として用いることが科学的に妥当であると判断された。
	3. EpiSensAにおいて使用されるRhEモデルは、LabCyte EPI-MODEL 24である。EpiSensAは、再構築ヒト表皮（RhE）モデルにおいて定量的逆転写PCRを用いて、角化細胞活性化に関連するマーカー遺伝子（ATF3、IL-8、GCLM、およびDNAJB4）発現の変化を定量化する試験法に関しては、「検証済み標準試験法（VRM）」であると判断される。これまでと類似または改変したEpiSensAについて、バリデーションを促進し、本試験ガイドラインへのタイムリーな改訂内容組み入れを...
	4. EpiSensAは、細胞培養技術の経験がある試験実施施設に移管可能であることが示された（4）（5）（8）（9）（10）。EpiSensAの施設内再現性は、参加した2施設では93.3%（14/15）、1施設では86.7%（13/15）であった。27種類の被験化学物質の分析について、参加した3施設の施設間再現性の算出結果は88.9%であった（9）。バリデーション試験（4）および既報の試験（10）から得られた結果から、LLNAの結果と比較した場合、感作性物質（すなわち、UN GHS区分1）と非感作...
	5. 現在入手可能なデータにより、多様な有機官能基、反応メカニズム、（in vivo試験により判定される）皮膚感作性の強度、および物理化学的性状を有する被験化学物質に、EpiSensAは適用可能であることが示されている（3）（4）（5）（9）（10）。EpiSensAは、可溶性の化学物質、または適切な溶媒中で安定分散する化学物質の試験に適用可能である（溶媒の選択および被験化学物質の溶解性の評価に関する段落19を参照）。さらに、RhEは空気と液体の境界を含む三次元モデルであるため、被験化学物質はRh...
	6. 一部の界面活性剤は、ATF3およびIL-8遺伝子の非特異的発現により、偽陽性結果をもたらす可能性がある（4）。また、溶媒として蒸留水を用いて高濃度（例：100%または50%（w/v））で化学物質の試験を行うと、ATF3の非特異的発現に導く高浸透圧ストレス条件を誘発する可能性がある（4）。よって、こうした例での陽性結果は、慎重に解釈すべきである。一方、陰性結果は、被験化学物質を非感作性物質として分類する裏付けに、依然として使用できる。溶解性を評価する場合、当該化学物質が0.0122%で溶解しな...
	7. 皮膚感作性物質（すなわち、UN GHS区分1）と非感作性物質との識別の裏付けに加え、EpiSensAは、確定方式やIATAなどの統合的アプローチに使用される場合、感作性の強度評価に寄与すると考えられる情報（例：濃度-反応データ）も提示する。ただし、EpiSensAの試験結果が強度評価にどの程度寄与すると考えられるか判断するには、（好ましくはヒト研究に基づく）さらなるデータが必要である。
	8. 定義を概要の補遺に示す。
	9. EpiSensAは、目的の被験化学物質に6時間曝露後、RhEモデルの角化細胞活性化に関連する4つのマーカー遺伝子（すなわち、ATF3、GCLM、DNAJB4、およびIL-8）発現の変化を定量化するin vitro試験法である。マーカー遺伝子発現の相対変化を、RT-qPCRを用いて定量化する。細胞毒性も同時に評価することで、マーカー遺伝子の発現増加が細胞毒性を下回る濃度（細胞生存率80%以上）で生じるか否か判定する。マーカー遺伝子の相対誘導について、溶媒対照と比較して算出する。EpiSensA...
	10. EpiSensAの定常的使用に先立ち、試験実施施設は、本試験ガイドラインの付録―補遺1に収載された10種類の習熟度確認物質を用いて、技術的習熟度を立証すること。本試験法の使用者は、バリデーション試験において習熟度確認物質から得られたマーカー遺伝子ごとのImaxの範囲について、補遺2を参考にしてもよい。
	11. EpiSensA標準操作手順書は、「規制当局承認に向けた代替法の追跡システム（TSAR）」（14）から入手可能であり、試験実施施設で本試験法を実施および使用する際に取り入れるべきである。以降の段落では、EpiSensAの主要な構成要素および手順―濃度設定試験および主試験（遺伝子発現解析）の2段階からなる―について説明する。
	12. 上皮の再構築には、ヒト由来の非形質転換角化細胞を用いること（15）。機能する角質層の下に、多層の生存上皮細胞（基底層、有棘層、顆粒層）が存在すること。角質層は、必須の脂質プロファイルを含有する多層構造であり、頑健性を備えた機能的バリアの形成により、細胞毒性のベンチマーク化学物質（例：界面活性剤ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）をバリア機能試験に使用）の急速な浸透に耐えられること。RhEモデルの封じ込め特性により、皮膚曝露モデル不良に導くと考えられる、角質層周囲での物質の生存組織への透過を回避...
	13. RhEモデルの開発者／供給者は、RhEモデルの各バッチがバリア機能について定められた品質管理基準を満たすよう確保すること。バリア機能の立証および評価は、ベンチマーク化学物質（例：SLS）を一定時間曝露後に、組織の生存率が50%低下する濃度（IC50）を求めることにより、または、ベンチマーク化学物質を特定の固定濃度で適用時に、細胞生存率の50%低下に要する曝露時間（ET50）を求めることにより行うこと。
	14. RhEモデルの組織学的検査については、（段落12記載の多層の角質層など）ヒト表皮様構造を立証したRhEモデル開発者／供給者により行われること。
	15. RhEモデルの開発者／供給者は、長期的な再現性をモニターするために、生存率およびバリア機能試験の品質管理（QC）出荷試験結果のデータベースを保持すること。EpiSensAの使用者は、EpiSensAの陽性対照および溶媒（すなわち陰性）対照の結果のデータベースを保持し、試験法実施の長期的な再現性をモニターすることが推奨される。
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	16. RhEモデルでは、使用したRhEモデルの各バッチが定められた製造出荷基準―中でも、バリア機能（段落13）および形態（段落14）に関する基準が最も重視される―を満たしているとRhEモデルの開発者／供給者が立証した場合にのみ使用すること。これらのデータをRhE試験法の使用者に提供して、使用者がその情報を試験報告書に記載できるようにすること。IC50またはET50の許容範囲（上限および下限）は、RhEモデルの開発者／供給者が確立すること（15）。高い信頼性で予測するには、適格性が確認された組織に...
	17. EpiSensAは、RhEモデルを用いて実施すること。LabCyte EPI-MODEL 24キット（品番：401124）は株式会社ジャパン・ティッシュエンジニアリング（J-TEC）から入手可能で、現在、EpiSensAにおいて使用可能な唯一のモデルである。 それ以外のRhEモデルは、PS（6）に基づくバリデーション試験の実施後に使用できる。
	18. RhEモデルは、LabCyte EPI-MODEL 24キット（品番：401124）付属のアッセイ培地において、加湿雰囲気下37 ± 1 C、5% CO2で培養する。
	19. 溶解性の評価を試験実施前に行う。各化学物質の溶解性を評価し、目視により確認する。そのため、被験化学物質を濃度50%で溶解または安定分散させ、溶媒については、第一の選択肢としてアセトンとオリーブ油を4:1で混和した混液（AOO、アセトン中20% v/vのオリーブ油）（例：被験化学物質0.1 gを測定し、AOO 0.1 mLを添加）、第二の選択肢として蒸留水（DW）、あるいは、第三の選択肢としてDW中50% v/vのエタノール（50% EtOH）とする。いずれの溶媒中でも、濃度50%で被験化学...
	20. 濃度設定試験を実施し、主試験（主試験（遺伝子発現解析）の段落を参照）に使用する被験化学物質の濃度を測定する。主試験では、細胞生存率の平均値が80%以上を示す被験化学物質濃度を使用すべきであるが、陰性判定では、少なくとも1つの細胞生存率の平均値が80%未満であること。よって、濃度設定試験では、細胞生存率80%未満に誘導する被験化学物質の最低濃度を測定する。
	21. 被験化学物質は試験当日に調製し、段落19に規定したとおり、測定された最高濃度で適切な溶媒に溶解または安定分散させる。最高濃度を起点に、対応する溶媒中で0.0122または0.0244%（w/v）まで4倍段階希釈により調製する。そのため、表2に例示するとおり、開始濃度に応じて複数の希釈液を調製し試験を行う。被験化学物質の調製に用いられる対応する溶媒は、溶媒対照として使用する。細胞生存率の算出には、無処置対照と死滅対照の両方を用いる。無処置対照は細胞生存率100%の定義に使用され、死滅対照は細胞...
	22. 被験化学物質ごとに、主試験（遺伝子発現解析）に使用する濃度を決定するため、1回のランが必要である。被験化学物質の濃度ごとおよび無処置対照にはRhE 1組織、また、死滅対照には2つの組織ユニットを細胞生存率測定に使用する（表2）。標準溶液として調製した被験化学物質（5 μL）およびTriton X-100溶液（10 μL）を、ポジティブディスプレイスメントピペットチップを用いて各表皮表面の中央部に適用する。次に、処置した組織ユニットを、加湿雰囲気下37 ± 1 C、5% CO2で6時間インキ...
	23. 細胞生存率は、色素としてホルマザンを用いた乳酸脱水素酵素（LDH）アッセイにより測定する。LDHはすべての細胞型に存在する安定した細胞質酵素で、細胞膜損傷の結果として細胞培地中に放出される。LDHアッセイでは、放出されたLDHにより生成されるホルマザン色素量を測定する。LDHアッセイにおける被験化学物質の干渉（すなわち、LDH反応の阻害）基準は、TSAR（14）に記載されている。
	24. 6時間曝露後、各試料の培地50 μLを96ウェルプレートのウェルに静置し、各ウェルに等量（すなわち50 μL）の乳酸塩およびテトラゾリウム塩を含有する基質液を添加する。プレートを遮光下室温で30分間インキュベートし、1 mol/L塩酸（HCl）25 μL/wellを添加することで反応を停止させる。次に、96ウェルプレート吸光度リーダーを用い、490 nmまたは492 nmにおける各ウェルの吸光度を参照波長（600 nm以上）と共に測定する。吸光度変化量（Δabs）を、490 nmまたは49...
	25. 細胞生存率は、以下の式を用いて算出できる。
	26. LDHアッセイが目的の被験化学物質に適用できない場合、別の細胞毒性アッセイ（例：MTTアッセイまたはATPアッセイ）を使用できる。MTTアッセイでは、細胞内のミトコンドリアにおける代謝活性を測定する。本試験法では、生体染色色素MTT［3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-2,5-ジフェニルテトラゾリウムブロミド、チアゾリルブルー、CAS番号298-93-1］を酵素により青色のホルマザン塩に変換し、これを組織から抽出後に定量測定する。同種の方法であるATPアッセイは、組織を溶解させ、...
	27. 被験化学物質の溶解または安定分散には、適切な溶媒（AOO、DW、または50% EtOH；段落19参照）を用いること。濃度設定試験において細胞生存率が80%未満となった最低濃度は、化学物質ごとの主試験における最高濃度（すなわち、開始濃度）とし、陰性判定に用いること（段落39を参照）。濃度設定試験において、試験したいずれの濃度でも細胞生存率が80%以上であった場合、被験化学物質の溶解性または安定分散性の最高濃度を開始濃度として使用すること。開始濃度に基づき、対応する溶媒を用いて2倍段階希釈によ...
	28. 被験化学物質ごとに、予測を得るため1回のランが必要である。遺伝子発現解析には、被験化学物質の濃度ごと、陽性対照物質、および溶媒対照に3つの組織ユニット、死滅対照に2つの組織ユニット、また、無処置対照に1つの組織ユニットを使用する。組織ユニット数以外は、段落22（表3）の記載と同じ条件を適用する。
	表3.主試験のプレートレイアウトの例
	29. 被験化学物質に6時間曝露後、段落23～26記載のとおり細胞生存率を測定する。
	30. 遺伝子発現解析に向け、組織表面をリン酸緩衝生理食塩水0.5 mLで3回洗浄し組織を採取後、試験法の開発およびバリデーション中に使用した2つの溶解法（TRIzol試薬とボルテックスミキサー、またはシュレッダーカラムと遠心分離器）の1つを用いて溶解する。
	31. mRNAを含むtotal RNAは、市販の試薬キット（例：試験法の開発およびバリデーション中に使用したRNeasy Miniキット）を用いて、溶解したRhE組織試料から分離する。
	32. RNA濃度を定量し、また、RNA分析装置（例：NanoDropTM、Thermo Fisher Scientific）を用いて、機器供給業者から提供されたプロトコールに従って各試料のRNAの品質を分析する。相補DNA（cDNA）合成には、500 ng超のRNAが必要である。RNAの濃度および品質は、この後のRT-qPCRで使用する試薬の供給業者が記載した推奨事項（例：RNA濃度100 ng/μL以上、かつA260/A280比の範囲が1.8～2.0）と一致させること。
	33. cDNAは、市販の試薬（例：試験法の開発およびバリデーション中に使用したSuperscript III First-Strand Synthesis System）を用いて合成する。
	34. cDNA合成後、マーカー遺伝子（すなわち、ATF3、GCLM、DNAJB4、およびIL-8）ならびに内因性対照遺伝子（すなわち、GAPDH）の発現量を、RT-qPCRにより分析する。EpiSensA標準操作手順書（14）記載の方法（すなわち、TaqMan Gene Expression AssayおよびTaqMan Universal PCR Master Mix）を用いること。遺伝子発現解析に別の試薬を用いる場合、その試薬を用いる適切な科学的根拠が示されれば使用できる。PS（6）に基づき...
	データおよび報告
	35. 相対的な遺伝子発現について、RT-qPCRを用いて分析する。サイクル閾値（Ct値）に基づき、ΔCt値、ΔΔCt値、および誘導倍率を以下の式に従って算出する。
	36. 1回のラン結果を妥当とみなすには、以下の許容基準を満たすこと。
	37. 試験濃度の結果を妥当とみなすには、以下の許容基準を満たすこと。
	38. 各被験化学物質の予測結果（陽性または陰性）を得るには、1回のラン結果について評価する。以下の条件を少なくとも1つ満たした場合、EpiSensAでの予測は陽性とみなされる。
	39. 以下3つの条件を満たした場合、EpiSensAでの予測は陰性とみなされる。
	40. 起こりうるケースとして、4つのマーカー遺伝子すべてで、誘導倍率の平均値が試験濃度でそれぞれのカットオフ値を超えないものの、試験濃度のすべてで細胞生存率の平均値が80%以上になる場合がある。こうしたケースでは、主試験での最高試験濃度が溶解性または安定分散性の最高濃度と等しかった場合、当該被験化学物質の結果は陰性と判定する。ただし、主試験での最高試験濃度が溶解性または安定分散性の最高濃度より低かった場合、1回目の主試験で用いた最高濃度より高濃度を起点とした2倍段階希釈により、追加の主試験を実施...
	41. 試験濃度0.0122%（w/v）以上において細胞生存率の平均値がすべて80%未満である場合、予測では結論が得られないとみなす。
	42. それ以外に起こりうるケースとして、細胞生存率の平均値が80%未満を示す最低濃度においてのみ、マーカー遺伝子の誘導倍率の値がカットオフ値を超える場合もある。こうしたケースでは、誘導が細胞毒性濃度（細胞生存率の平均値が80～95%）で生じたか否か判定するため、より狭い範囲での濃度-反応解析およびより小さな希釈係数（例：√2［=1.41］倍希釈）を用いて被験化学物質の再試験を行うこと。
	43. 試験報告書には、以下の情報を含めること。

