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Maximisation Test : GPMT) 3 X't = — 7 —{k (Buehler Test : OECD TG 406) (11)
I, EEREEMEOFFEAR & B O G Zf liT 5, ~7 A& A5 RETY > ik
B% (Local Lymph Node Assay : LLNA) (OECD TG 429) (12) . 25 NCEDOWE
15l PERINL e 36 2 IV 720y LLNA @ DA (OECD TG 442A)  (13) . LLNA :
BrdU-ELISA 3 X 0" BrdU-FCM (OECD TG 442B) (14) @ 35D~ ARBRiX, 5%
THEHOALZFHET 2B D THY | BitEALI L OB AN OFFEF 2 Z Bl
WETDENIRTEALEY MRBREIVENL TN Z L, ZhoORBRbZITA
o Tn5D,

6. LW E BT 5 RO FEM 27T 57290, RIERAEED AOP ©
WD 3 ODF—A X F R L LI RIEMTIZ RS < in chemico 35 5OV in vitro i
BRIEDER STz, OECD TG 442C TlE, B —DF —A X bt G LT 7F R
FEAMERER (15) ZE#L b, BUTORBRAT A RI74 T, F_0oF—A X
kCTd 5 AR OTEHAL ORI 23T 041, OECD TG 442E Tik, ZJEEIEMD AOP
DE=DF —A X N ThHEIRMIEOIEH LR G L 725 TW D (16) , HiZIZ,
FIADOXF—A X2 MI THROBEETHY . ZiUL LLNA 2B CRIEZHICEHE S i
5 (12) .

7. AL OIS AT EIBAENED AOP OF—A X2 hD 1 D& £ TICTE e
WZ e (2) (17) . ZOFERMZEEREGICH L CHBINZRBRIEICLIV S
LD ERIL. ALFIEORERIEEOF IO WA T B E LT+ &
ITWR 720, LTEBn-oT, KRBT A Fo A4 VSR SN RBREIC L Gond T
— 2%, RS X OFHEICEI T 5840807 7 2 —F (Integrated Approaches to Testing
and Assessment : IATA) OHIPHN THWZ5HEG. REKIEED AOP TH DHHIDXF—
AR NERGE LTz in vitro 38k, 38 X OHEEULFEE DO OFEHE: & OIEERT
FEIZL - THRONA MO BEMHEEHR & & bio, EBIEEME (7425, UN
GHS X743 1) L IEEEMWE 23883 27-DIREnd b0 TH D (17) . TS
1. (Defined Approach) . ¥ 726, FIHT HEWIE—Icx LT, 72 TFHIZHN
5PN W TEEL SN TFEORBENT, b oREBREEZHWTELNEZT —
ZOERBINHRESNTEY (17) | IATA ([CBT 28 EFEL L TERATLHZ L
NTED,

8. AR A BT A /SRS TOHaEREIX, BT, UN GHS (1) 12
BHESNTY T AT I —Thd 1A BLO 1B IZH R0 EEEIENEWE % 58 5
ZEh, BEMRHMIIZE L COREREEORSE TRIT 52 &b TE 72, L,
HIH OPSHAT L - Tk, 26 OFRBRIEN LG O N BB REZ B THW T, 1k
FWE % UNGHS DR LIZHETE D HENH 5,

9. KRBT A RT A48 THEBWE v ) HiEE. RBRoxtg L s

© OECD 2022



4+ 1 442D OECD/OCDE

WEDOZ EThY ' B—laWE. ZOWE. BEXOS EIXRAM ORI
T 5 BRIEOwEH FTREME & X EBR CTH D, INEEBRICB W CGRERZ1T Y B4, bk
WV T R R IR D0, F3 R LY BERSIRE TR T D 2 & &f)
Wr L 72 U722 72wy (B - e R O Fe ksl BRil FE (2 CHEBR I S 52 3% R R v iR/
LTS Z EEBRTHRRL, RIEMOFREN 2N & Fiz, IR
B XN TG A TR EENE = > T2 2R T D)

10. L VE IRA IR B RBRIE O A FTREMEIC DWW TR, BIEATAHE
REHRNELNTWS (18) (190 (20) , NU T —v a3 VRBRICK T 2L S
NTnia< T, RBRIEITZHOWER X ONRAY ORI B @A TiE T Hh
LDEENRH D, IREY., RBOEHLREETH HILFEWE (REERWERE) | £
TAIARTA RT A NCREHEH STV D IO FHANICH 5 2 & DM TliEev Ve
FEOREBRIZ BT > L, FEhi T 2R LR PRICEROH DERNEL LD M
BPERTS > THRETT 22 &, 62, ZHOGWE EZITRGMER R T 25813,
AR EEE R DBE R G O SO THT 2 FREEIC DWW TRETT A R H 5 (f -
FRE DO IEEAEME OB TR Sy DFET D 2 L1, IRIRE CHAET D 59 AEERR Y
RBAEER N X DRIGE~ A7 THRREMELRH D) , FEOHE TIE, BHERIRS
MOLEVEIZOWTHERRZ T3 7201, IREW O ZE /R 5y F 72 13O 53 % HE AL
T HHE—DOEERTENEIUCONTHEEZIT O Z ENRFEIIZIEY & S A 5ER
H5,

B IR

1) United Nations (UN) (2017). Globally Harmonized System of Classification and Labelling of
Chemicals (GHS). Seventh revised edition, New York and Geneva, United Nations Publications.
Available at: [https://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs rev07/07files e0.html]

2) QECD (2012). Series on Testing and Assessment No. 168. The Adverse Outcome Pathway for
Skin Sensitisation Initiated by Covalent Binding to Proteins. Part 1: Scientific Evidence.
Organisation for FEconomic Cooperation and Development, Paris. Available at:
http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdt/ ?cote=ENV/IM/MONO(2012
JO/PART 1&doclanguage=En

3) Emter R, Ellis G., Natsch A.(2010). Performance of a novel keratinocyte-based reporter cell line
to sereen skin sensitizers in vitro. Toxicology and Applied Pharmacology 245, 281-290.

4) Natsch A., Bauch C., Foertsch L., Gerberick F., Normann K., Hilberer A., Inglis H., Landsiedel
R., Onken S., Reuter H.,, Schepky A., Emter R. (2011). The intra- and inter-laboratory
reproducibility and predictivity of the KeratinoSens assay to predict skin sensitizers in vitro:
results of a ring-study in five laboratories. Toxicol. In Vitro 25, 733-744.

12013 4 6 A OARISHEIZBWT, WREREE. FilB L OUETHROREBR T A KF 4
YT, RBROXMRERDIMEEFRHT L HBRWE] v HREICSW T, kb
—ELIEEHEITORETHD I ENEEENT-,

© OECD 2022



OECD/OCDE 442D | s

5) Natsch A., Ryan C.A., Foertsch L., Emter R., Jaworska ., Gerberick G.F., Kern P. (2013). A
dataset on 145 chemicals tested in alternative assays for skin sensitization undergoing
prevalidation. Journal of Applied Toxicology 33, 1337-1352.

6) EURL-ECVAM (2014). Recommendation on the KeratinoSensTM assay for skin sensitisation
testing, 42 pp. Available at: [http://ihep jre.ec.europa.ev/our labs/eurl-ecvam/eurl-ecvam-
recommendations/recommendation-keratinosens-skin-sensitisation].

7) Ramirez T., Mehling A., Kolle S.N., Wruck C.J., Teubner W., Eltze T., Aumann A., Urbisch D.,
van Ravenzwaay B., Landsiedel R. (2014). LuSens: a keratinocyte based ARE reporter gene

assay for use in integrated testing strategies for skin sensitization hazard identification. Toxicol
In Vitro 28, 1482-1497.

8) Ramirez T., Stein N., Aumann A., Remus T., Edwards A., Norman K.G., Ryan C., Bader JE.,
Fehr M., Burleson F., Foertsch 1.., Wang X., Gerberick F., Beilstein P., Hoffmann S., Mehling
A., van Ravenzwaay B., Landsiedel R. (2016). Intra- and inter-laboratory reproducibility and
accuracy of the LuSens assay: A reporter gene-cell line to detect keratinocyte activation by skin
sensitizers. Toxicol In Vitro 32, 278-286.

9) ESAC (2016). ESAC opinion on the BASF-coordinated Performance Standards-based validation
of the LuSens test method for skin sensitisation testing.  Available at:
[http://publications.jre.ec.curopa.cuw/repository/bitstream/JRC103706/esac_opinion_2016-

04 lusens final.pdf].

10) OECD (2015). Guidance Document No 213. Performance Standards for assessment of proposed
similar or modified in vitro skin sensitisation ARE-NrF2 luciferase test methods. Series on
Testing and Assessment. Available at: http:/www.oecd.org/env/chs/testing/series-testing-
assessment-publications-number.htm

11) OECD (1992). OECD Guidelines for the Testing of Chemicals No. 406. Skin Sensitisation.
Organisation for Economic Cooperation and Development, Paris. Available at:
[hitp://www.oecd.org/env/testguidelines].

12) OECD (2010). OECD Guidelines for Chemical Testing No. 429. Skin sensitization: Local
Lymph Node assay. Organisation for Economic Cooperation and Development, Paris. Available
at: [http://www.oecd.org/env/testguidelines|.

13) OECD (2010). OECD Guidelines for Chemical Testing No. 442A.Skin sensitization: Local
Lymph Node assay: DA. Organisation for Economic Cooperation and Development, Paris.
Available at: [http://www.oecd.org/env/testguidelines].

14) OECD (2010). OECD Guidelines for Chemical Testing No. 442B. Skin sensitization: Local
Lymph Node assay: BrdU-ELISA. Organisation for Economic Cooperation and Development,
Paris. Available at: [hitp://www.oecd.org/env/testguidelines].

15) OECD (2015). OECD Guideline for the Testing of Chemicals No. 442C: In Chemico Skin
Sensitisation: Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA). Organisation for Economic Cooperation
and Development, Paris. Available at: [http://www.oced.org/env/testguidelines].

16) OECD (2017). OECD Guideline for the Testing of Chemicals No. 442E: In Vitro Skin
Sensitisation assays addressing the AOP Key Event on Activation of Dendritic Cells.
Organisation for Economic Cooperation and Development, Paris. Available at:
[hitp://www.oecd.org/env/testguidelines].

17) OECD (2016). Series on Testing & Assessment No. 256: Guidance Document On The Reporting
Of Defined Approaches And Individual Information Sources To Be Used Within Integrated

© OECD 2022



6 | 442D OECD/OCDE

Approaches To Testing And Assessment (IATA) For Skin Sensitisation, Annex 1 and Annex 2.
ENV/AIM/HA(2016)29. Organisation for Economic Cooperation and Development, Paris.
Available at: [https://community.cecd.org/community/iatass].

18) Andres E., Sa-Rocha V.M., Barrichello C., Haupt T., Ellis G., Natsch A. (2013). The sensitivity
of the KeratinoSensTM assay to evaluate plant extracts: A pilot study. Toxicology In Vitro 27,
1220-1225.

19) Kolle, S.N., Mehling A., Teubner W., van Ravenzwaay B., Landsiedel R. (2013). Alternative
method in practice: Post-validation experience of the skin sensitization in vitro test strategy.
Toxicology Letters 221, 5204.

20) Settivari RS, Gehen SC, Amado RA, Visconti NR, Boverhof DR, Camey EW (2015).
Application of the KeratinoSens™ assay for assessing the skin sensitization potential of
agrochemical active ingredients and formulations. Regul Toxicol Pharmacol; 72(2):350-60.

© OECD 2022



OECD/OCDE 442D | 1

HE—EE

IEREME - RBRIEOR R L. RSN TV DL ERIE L OO —B ORI, nﬁ%ﬁ%@ﬁt
AU O RETHY . 248 o~ THD, ZOMETIUIXUIR Rk
DIELWFEROEIGZE®RT S5 [—8E ] LFEZBTHVLND ZEBZ W (3)
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Lo —HDHELR (2) ,

ARE : FiR{bASEBLY] (Bl M E ISRl (EpRE) & HIFEN D) 1%, £<

DOFFLRERR T8 L O R OB 7O ERICH D 7 v — ¥ —fEkiICEO 5

NADISEBYITH D, Nif2 IZL D IEHEL S D & ARE (X216 OBIE T DERE T
INTET B,
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EEIRH - — RS T — 5 120\ C, 2 OREERE & T CHIS = L 12 L ) Bl
ENDELOEDORE, 100 2R ETHDRE LTRT ZENTED,

CV75 : LSRN 75% & 72 5 I FE O HEEE,
EC1.5 : fifliCc L v sRDI-. VT =T —POFELERN 1.5 L 70 HIERE,

Ny 7 27 —BIEWFHEMAR W Ui BURICERR Lo Rfliaos s (77 v~
JEZRLE D) (ST 5, MBEgRMROREE (77 7EZBLEL) Oz,

IC30 : FAIAELERD 30%i2 b 7= 6 T,
IC50 : FARAAELERD 50%i 2 b 7= 6 T,

BEM  REERICAEME R EFMEERE EIRER) (ICAEER 24T 2 et
@&;éﬁfﬁﬁl%it i%/ﬂé’ﬁﬂ%ﬁbof%é@%ﬂ

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment [RERIS K ORHHICES T2/ E& 1)

T7u—F] )  bAFEWE E I RO E OERAE EEORE  (ATREME) |
fERA EMED RS B0 ) . BROS E 7T LM (FTRENE, 207136 L ONR

Z) ICHWONDRRNT Ve —F, K7 7a—FTix, EEERH LT —F 2T

THRREAIZHE S LEAMIT 2179 2 LIk 0, BRAEEOREE, B/ F721X

Y27, BEO/E3E 62 DBERAOMLEMIZ OV THH EoEBRERHZ 5 %

Lz, REBROFEMITHEMES LD,

Imax : 0 (Fafk) xR L ORI VRS, B E OMEEOREIZI UV TH
EENDNY T =T —RIRMEORKFHERGE,
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Th D, HFBERMETITBNT, B —2 R Keapl [THRER T Nrf2 &7
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FOSHES 2T A VERIEDOILFEREG D/ Ny FIC LV ERiSiLD &, Keapl 775D Nrf2 D
e B D 4) (5 (6) .

EBaW : BSOS LRV 2 DL EOWENG R DIREWE 213K (1)

B—RoWmE . cOEEMMEIZ. 1 EERDD 80% (ww) LAEGFAETDHZ LIk
DEFZSINDIWE,

ZRRWE - FOEBIHEIC, 2 OLL EOFEEER A EE 10% (wiw) LLE 80%
(wWiw) RISFETHZLICEVEESNDIWE, LW EIFRE RO 55
N5, IBEMEZRIWE L DEWNL, IREWDOEE. 2 DU EOWEMESERIGE
EZSPTRATAHAZLICEVELNADICR L, ZROWEIICF G DORERE B
HZEITHD,
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B THWAWEEFHWTE L= 7L, Z O 7 /I ER Y E CALEE X v
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B - BRI N TOEF 2GR, BERISZHET L2 EN0h> T
B AW T 2 A9 2 ), B IR oD RO O IR ) 288 2 il SRS R TEAf 9 2 7= o0
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FEREFMAYE - MEEECEEINLIZRMED O b EERNLRERE OFEHIC
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£H65% 1A : In vitro BEERAEME « A{LHIKEEL R —Z —7 v &1 KeratinoSens™zRBR 1=

RONCERTREHEH, BEHBLURA

1. AT A KT A 2 442D OFFEICCREN 3 2 BRI, BREREAEMD AOP
WZBTDHE _OX—A X b, ThbbAalbMEELERNSRETELOTHD

(1) . V727 —EEFIHLT, Nif2 250 L7 LANSEE S (ARE) &1FME
BT OEMEE T 5, FIEEIEEYEIL ARE I X > Tl SN2 BT 2i5E
THZERHESNTND (2) (3B) . KEREMEMED X 5 72/ OREEME
X, B —H 2RI ETHD Keapl (Kelch £ ECH fEA ¥ X7 'E 1) IT/EHT 5,
Tebb, Keapl DV AT A VEREDOIARADEMIND Z & T, 5K T Nrf2

(BZIR - - RER 2 - BRI 2) 7200 OfERENEE Z 5, R L 72 Nef2 1 X2 D%, 5
11 FEAR R R B AR 172 & O ARE RTFMEE G T 215 LT 2 2) @) (5) .

2. in vitro fA{LFIERE L AR — ¥ — 7 v & A KeratinoSens™zk Bk 7% (LL T

KeratinoSens™GRERE) X, U F— g U RAERATHIL 3) (6) (7) . WTER

I B B EFE = > 4 — (European Union Reference Laboratory for Alternatives to

Animal Testing : EURL ECVAM) (T X 287 U725 = F N E i Sz (8) &

KeratinoSens™FREREIL, A HMED DFAD 7o DI B EREAEMEME & FAEVEM S & 7%

MT2HEHBT IATA O—HE LTHWD ZERBFMICR S THD L H S i
®)

3. ARRBRIEOMSNL L2 = F M Wb N F— g VRO R &
ORHABRIEDOBRR RN OELONT-T —F &y MMTHE-S3< &, KeratinoSens™EER 14
%, HIREE B OB & 2 FRE~DOHMBENAIETH DL Z EBHERINTND
(8) , KeratinoSens™RERIED FHIIMIL, [Fl—HiskNE L OEEOEXE THT L
1 85% T D (8) , ABRIEDIMF L O =F 7 HIC EURL ECVAM (T H &
NETXRTOTFT—FIZL DL, LLNA OfER & ik L7254 . KeratinoSensT™a& B 12
2 & B RERAEEWE (72 b, UN GHS A7 3V —1) & FHEAEE & 25
5 IEREREIT 77% (155/201) | J&EEIL 78% (71/91) . HFHEEIX 76% (84/110) TH
o7 (8) o ZHHOHEIX, AFERIEDOBRIMERR K 145 FEEEO PR E DO RARIZ
FEDERRLIZHE L ERIL TS CEMEEE 77%. B 79%. FFREE 72%)  (7) .
B ORI, KeratinoSens™FRER 12 23 B & A EME DO F EMDRIEICHAHTH 5 =
EERLTWD, LovL, ARBRIEIL, fEEANEIT IATA TG L, KATA KT
A O THEE | OEIE 78 L UEHE 8 OFRIEIIHE - T, o & MAs bt TRet
INDBEZRETHDHZ ED, KeratinoSens™HM OFRERIE L LTI IR SNV 1B
FEOEITFRIEIC T E R, S IT, EFEAEEICBE T 28 2 F 2 W aRERE 2 3
T 584, LLNA B L OFNLS O ERR RIL. b MBI 2 RERIEE 25w 4
WL TV STV A RN L ICRETRETH 5,

4. BAEANTFAHEZR T —Z 12 L 0, KeratinoSens™ik BRI XA HEE RERE 2 & oyl
W DOFHER L O A =X 5, (in vivo RBRIZCE VHITESND) FIEEAIEEDMR
B, WELEREomRFHcEHATE s 2 aEnz 3) (6) (1) (8) ., AR
BRibiE, ZREALEHICTIR TH D, FITLE Lo (T72bb, #EmEn
WT 5286, WENOBEL CRIZRMIZBITT A Z b an A RELITRE
) ERDPBRWEICEMWRETH D, REHNILEL SNOHRRRETH D 2,000
M IZHBWT, T OFMFE S WHBRMEIL, 2L bRRE TR T
LDGEMND D, ZOX IR E . RNSEIEDOIEEZ T L CWIUE, #EBRYE IR
JEREIEMEME Th D LB TE 5, mmIEAEN 1,000 uM Fiiii Td o CTHIfREENEIZ 2
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L CWARWEETEONTBHEEBRICOWTL, RN EoNRNnEEZ HRXTH
% (Bet% 2 0 THET AR | BEBRWE D AT D ERIRED 1,000 pM A T,
FRTENE CEfERDY 70%A0) ICEL TWAEBEIE, BIEORELZET T 5, —K
2. LogP 2% 7 X DH—oWEITRBRETHICRIED Z L83 B H M, Wi E
T LZE TR BIRDF DT 2 E BRI D S 25615, RRAFAT X D AHE
ERH 5,

5. VO URIEDO S E AT DB IR, ARBRIEIC L0 B SR s nE
HZEND, RS RITEEICHRT 5, 2, Keapl-Nrf2-ARE #R1 OTE AL %
Lo T EEREFIL, A ML yH—& Keap-1 ORBEMEF A —L (VAT A DA
N7 RULEE) EOREFIETHDLEEZONDT-OTHD, ZORMIEMEITK
T BITIE, FRCVATA LV DV DORISEEFBRTE 57 v A ORAE, NTF
G A MR D5 O N DTGRP IO E R H D, S I, AT 2 Mk
ORBFENDIRENTH D (10) 72912, Fo, ARBRIEOEBRSFMO=DIZ, T
NTT v (Thbb, BFE PASO 20T 57 PRI L DIEHLE BT H{bEWE) |
BLOFHIBLEHEE RN BNT LT T (Tabb, BEgICL v IsHibsn st
ZWE) bR E R TREANDH D, L, TLnTTr (Thbb, A#Eb
WX o TEM L SN DILEE) BT a 7T (Fbh, B P450 209
572 EBERIC L DTEMAL 2 B 20 FWE) O%<1E. AOP DFE—LH =0DF—A1
Ry MG b T HRBIEOELAESDREICL > THFAIBESNTWAS D, —&IC,
Ve R A2 EOBEMHTHNS Z N TES (12) (20) (34) , —F. BIEWE
ELTOERIZZROVA, ALFEA R Ly —& UTERT 2888 L. A5
LT IERNHD (8) o, BEIC, VYT =T —PRERKISICTHT 2 855BmE
X, FIIZE S T oA IZBIT ALY 7 2 T —BiEHICEE S KT L, BT B
EDTLEOWNT NN ELTZLTZER”HSL (13) . FlxIE, 1 uM 22 D EE O
Y2 ha o ofas, v 27 —BERHLENO LR —% B TIic LR
BIEICBWT, W7 =27 —B UL AR—F—#BarZlElliEtibtsg 5720, Bt
TFMCTFWHTHZERHESNTND (14) , FERELT, EYEZX ha b,
FIN VT 2T =B L R—Z =B OWENEE L E L7253 L Rb D LE
WIS B AT DA, By 7 = 57— B 0RO W TIREEICHRET
HMENGHD (14) , MOKFED AT TV — (2@ TLFWEIZ KeratinoSens™zA Bk 1%
M T X WG R S NG 56. ARBRIEZX, 20X 277V -5
NI TR0,

6. FEERAEMEE (7245 UN GHS 7 3V —1) & IEBAEMEYE 23553
D DTNz, KeratinoSens™aBR{E I LI E-FOSTEHR bR L, £ 9 LI2EHRIL IATA
e EORAENT Ta—FOHR THW L IWTEIEEDOBEFMICE ST 25606 5

(11)  (15) . KeratinoSens™aRERVE DRGSR Z M OTEFHRIF & HAEDLETHEHT L5
EOBIRIHRE LTaESshTns (7)) (1) (1e) (17) (18) (19) (20) .
HARBYIZIX, KeratinoSens™GRER 1L D & IGT — ¥ & X7 F R & RO E =W
T—X LHAEDE T, LLNA BX e FfSiBRIC T 2 ERMAICFI TS 2 &
DML SHNTEY (21) . 72, LLNA OSREIZBET 2 XA XiROFA HI BRI

(Integrated testing strategy : ITS) IZHHWHZ, (11) (22) ., &HIZ, B MNIB
FAIRE &2 BARHIZ E D X 5 ITH AR D MMTHOWTOFHE S 3k S vz (23) . F7=.
FEE DALFWE 7 7 A DREE 27 i3 5 HAJTO KeratinoSens™ FRERVEDF]HIZ O
THHEShTns (1) (24) .
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7. EFIZOWNTIE EE] OB LITRENTWVD,
FRBR DO E
8. KeratinoSens™:&BR{EIZ1X. B b AKRIC2 BInFDHEE(LAILZEES] (ARE)

OHEFTFICHDHINY T 2T —B LR —F —BIa T EREMTEA L, & Mkl
HEDARIAL L=k 25 42 (25) , AKRIC2 &fn 11X JERAEMEME 12
FoTTry 7 rFar—hEnRdZERMmoNTNS (26) (27) . Z ORI

ARET L AV hLRE LTZEER 7 0T —2 —OIERIE T ICh Ly 7 =7 —F¥iE
¥ xEly, 2OV 7257 —PIZk BT 7 F T, WI@@}MQW?%LE%@
AP L BIEMAb 2 K L TR Y . Z DB HEEZ lkicB T 50y 7 =
T =BT FNAD Nef2 IRIEERHER SN TS (28) . L7~ T, KEFHEOH
B T E B L%, N Sy 7 =2 T —BREHEEEH T, LT =
T —YHELETHEE GORHICE -0 EEMICET S Z LT, 2z Nif2 s
GIRFIEHALDOEE L 325 2 LR T 5,

9. KeratinoSens™G Bk E Tl, WBRME D, M AEGFRICHEREEL RIFS 72
WEEDTRE (7205, 1,000 uM Kl DMIa LR 10%8 & 72 HRE) X
DHIRVWRET, IhEDOBELZEZ S (T72bb, 1.5 U EE721X 50%8E 0 F5)
MEITHINCA BNV 7 = 7 —BIENZFHET 255, £ OEBRME I & HE S
%5 (3) (6) , ZO=dlz, Wik () xtix bR oLy 7 =27 —BIEEoR K
%{*4 (maximal fold induction : Imax) ZHIET D, I HIT, HERFEOIRE OYRERE
(A BT 5 2 LT BIEA A DREI ﬁﬁ&w/7m7~?%@£% A
FRRE (T72bb, ECisfl) %, HEBMEORE OWBRWE H» S5 6 - &G
HifRE O CTHBTRET 2 EHICOWTITEE 26 #5K) . £/2, Lo 7=
— P OFBENMRETEICE LR WBETELLZNE ) &R« 57-0, 1T L THM
mEZWET S,

10. BRI A BT A > ZEh~F L7- KeratinoSens™iER1E % H &#EAJICH WD DT
Serh | FEhkER L, T OMEROMIE 1 I S H AR E 10 FEA W
THAINHIEE 2 5T 5,

11. KeratinoSens™ VRM [ZHA{L U 7= HiH £ 7213 BRI D in vitro FALAIEEE L AR —
B—T A DN T —va ek L, £z, ORI ARBR T A N7 4 %
FNoORBREEZEL L OICKET S HIT, MR (PS) (29) =FIH+THZ &
MNTED, OECD IZX > TZNHDREBRED L E 2 —03 Thoiv, KRBT A KT A

CEENTVDEEITIE, PS> TR F— 3 Uy 2ZFT2RBRIEIC OV T O,
T — XA TJ\Z}’L%'JTP (Mutual Acceptance of Data : MAD) 2MRRES 41D Z & IT7
%)O

AR DFIHE

12. KeratinoSens™# 51422V Tik EURL ECVAM OB EFRRIET — & X —
A —E R (Database on Alternative Methods to Animal Experimentation : DB-ALM)
7 kI — SR RRETH D . ARRERTE & FEBR R N TS - ﬁﬁﬁﬁ“éﬁ% (b
B ha—E AT RETHD 9)  ARBRIEZ BT 2 ERERIZ, Vo7 =T
— PR FOREERFITICET 2 7 1 & o 2 2GRN 72585 75571%/311 LikoT,
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R BRIEDOBFRAEFE 295 KeratinoSens™FRERE 2 M 9~ 2 L #L 2 filakk 2 A T35
TENTED, VT =2TF—BULAR—F—BaFT vEAIL, 712 AH (Promega)
fEDREFHIA B ABBMINTEY, 72 A THNLEA LIZRELEHET v &
A HREEZMGEHT 2L ENDH D, KeratinoSens™RER1E D FEANE R L OMEEFE
IZOWT, UFOBERKICE T, 3612, b MEEEGAZEA H\\ T KeratinoSens™ Ak 14
Y ) 7 ) BRI T D ITIEICOWT, ZOfEROHIE 2 1[ZERRT S (33) .
L2 L. KeratinoSens™GERVEZAE 92 i ORI A2 P E 3 Hanicid, B3 o8
Y JRICFERR D Z R S D,

FEAIIELE R DR

13. ARE fll FTONY 7 =T =B L R—F —BIn 2 LZEMNITIVIAALTL,

KeratinoSensT™#H#4 x ffakE 2 4 5, KeratinoSens™fifiaix., AFWRE. kLT
2R a2 —/ Lo THRE S (] : 2~4 FIOMER) |« B—72 X b v 7 OIRAE THELR
1795, ZOFYPFNAA Ny 7 bR LT, SRR 25 BlE 725
FCHIFEFRETH V. DB-ALM 7’12 b 2 — L ZREHi D T IEICHE - T HERE /BE5E A 5%
H (MEBLIOEGRFOMBERE LT =T 4> 2EH 7% Dulbecco thiZEA —
7 VERHL : DMEM) %W HERZRREBRICHW oD (9) o

14. AEBRICER L CiE, Ml 80~90% 2> 7/ b L, BRI aVy TN
MCETHIMSERWE S BEET D, RAERATHICMARZ B L, MR 10,000
cells/ 7 = /L &7 b k912 96 VoL L— NMIFEMET D, T XCTOU /L CHIE D
DAAPHERICY— L 725 X5 BREEETITHIENSIEE LWL S TEENRLETH D,
COEBERDLE, ZOEMTY 2 LICKRERELOXBELDLZERH D, HIE
RIS, V7 =27 —PIEMERER & LT 3EoRELREM L, -4 LT, Mt
TFRBEHE L THRIK 1 BOKE %= FZhid 5,

PEBRBY B TS L KT E Dt

15. BRI E B L ORI IR X, RBRY RIS 5, BRI A F L AL
Hx T K (DMSO, CAS &5 : 67-68-5, #lE 99%LL E) 1T L. ArLT 5 kiR
B (20X, 200 mM) &35, DMSO &ikiE, TV AERBEEATH D L ARSI
H2, WEIERIIARETH 5, DMSO (SRR DB X K F 7 135S H 2 i
L. ZO@EKRZIRER SN L > THET 5, o0& (MW) DA OHEBRME D5E
JE 2 IR E TR (40 mg/mL £721F 4% (wiv) ) ICFREI9 %, DMSO LIS DV,
K. E-EEHE O SEAICIE. o RBRARIL A EoR T 5,

16. DMSO F 723 e la e (72 bbb, WEKEIFEEH) 2 HWCiBRmE
DJFR Z BeEAIR L, 12 BEEO FEREDOY 7 L5155 (0.098~200 mM) , A
LIRS 59, WICEREEREOY 2 MGG AR TS 51T 25 AR
L. WA ZNE EDIC 4 FICHR L THWD -0, SBRIWE O ke g
1% 0.98~2,000 uM DI & 70 % (AR 2 OBFEARIZEES) o 7B (1)
X, MilEmEE AT 256, ERIREMEMENEGES) R, BIOREZ
HIEMTE D, BTENRHOBRYE O%E . DMSO £ 7213y 7 st 2 FHvC
EEEARIR 2TV, BT DRAETRE (B2 0E, 0.196~400 pg/mL T 12 EtRE) oy
WEIRIR =15,

2 Givaudan Schweiz AG, CH-8310 Kemptthal
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17. [RIREL A A 3 2 I AT IR (37726 DMSO) 1%, KIE DO 7= N ER %
TV, 1 b= b2 +0RBoy v (Thbb 6 Ux) Shiifdd s, i
SRS IR T, FEREICOWTE 16 ORL#H LR UAIRE1T O 20, &R
TR AR OIRETX 1%I272 5, ZOREIEL, MIBAFRICEEL RITSR2N T
ERHBNTED, #BWE R L OGMHEXRICE £415 DMSO & [A UREIZHYS 3
%, DMSO IZRIED = DIZK THRAR LI E DY 6. Skl o v = v
T RTIZEBW T, DMSO B I OB ERE B L O IRYE @%Q&HL<1%&&
HEDITHE LR TIE R R, Z OB AR (7245 DMSO) |
KeratinoSens™GRAEREDEMEXT R TH H 5,

18. AR AN WU L TWD Z L BRT 720, ﬂﬁ TAE R % Bt B

DB-ALM 7’11 b z2—/L (9) ORFIHE, KEDT=NZ 572500 = VBT
HRER AT O MENDH D, Bz L. KeratinoSens™FERTE DS KIE TIX 5 BEFEDEE D
VAT AT E R (CASEF S 1 14371-10-9, HEE 908%LL L) AHWHND, 6.4 mM
DR DMSO T 5 Bt D EEREE (0.4~6.4 mM) IS, 2 2Bk 161270
WOFETHRT 52 LT, BIESROREKRIEEL 4~64 uWM O & 705, =
AUAMZ IR ROBREHPE T BCs E A2 R T E 2 BEIERFRIX, [R5 DFATIE
HELT-T e A N INLT =2 NELNDEAITFIHATE %,

HEBRBY BT L DK R E D fF

19. WERME B L ORI RE Z Lz, TR (BHEE iR 2557200
%%It/hﬂﬂgfﬁéo1?/F®%%i&ﬁ<&%2@@@4Ltﬁ@@bﬁ
T6en, 13171 3 RoRKENEEZ ST (Thbb, 1By FOERT n =6
B) o MSZ U7z 2 FO#R 0 R LEITHI TRRD B L2 WGEE . 3 FIORERIEN S
7% 3EHOBY IR LEITEZET S (F7205H, n=9[R) , MLV IRLR
T, TR U - B U 4 L OIS R L 7= MR &2 V€L Bllod B IS SE
T 5, 72720, MEOMREEIZFC TS L,

20. AT BE 14 FediO X O IZTHEFE L 72, 96 7 = /L7 L— [T 24 [T 38T
B, RWT, B ZFRE L CH7-7ei5M (DB-ALM 7’12 b 22—/ (9) (ZFt#o@ b |
MIEGEH. V=R T 4 U REORH 150 ul) LAH L, Z 212 25 a7 R L =gk
WEB LOKREWE 50 uL 2T 5, Ny 27 7700 MaEiHid 5729, 1 7'
— b B0V EB 1T VFEOFE (B SELE) &35,

21. WIZ, TOUEET L — K% 5% CO{FE T 37£1°C TR 48 BFfli] A v & = —
N5, BB EINZTOAL v FaX— 3 O, FERMOWERYE DAEFRER
7 = )V ORI BN L DR EEGRE VT2 HT, Bl L —hET VIR A
IVTCHWBETHRE L THEEEZH Y NERD D,
Tz T —BIEEDHE
22. T 22 TG EE ZARFET 5121, LT OER MRS CTEETH D,

o EREDNLI ) A—FZ—DFIR

o NDRHEICL HEHEL AT HI-0, TR EmIS 2T 57 L — O
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o FNMREELBIVNEIL STV RIEMRET LD, +oR N EaH350
7 =T —PHEOfEH

o WY TLERNY 7T T 7 KL~

RN VAN ®Hﬁ®ﬁL3_£ﬁ® DIEERIBRA IR L, ZhbDER
D7 SN TWD Z & 2 ERdd

23. 48 BTz » TR E I L ORI E 22688 LT-1%. Mz U o BaikfE
EBRAHK TUES L. FCHIE D 7= 8 OAMIIEM R ER 2 47 = VIZIiin L., +5
RBER (B |IERT2040M0W) HET 5,

24. W, MlREfmegte7 L — e, LFTO7ar 7 L5 E LTV /A
—X—iZty FLTHIEEITY, T7hbb, () vy 77 —BHE
(50 uL) Zushn+ 5, Gi) 1 BRIFF, mnzﬂﬁ®w/7iﬁﬂfﬁﬁ%$%¢
5, MOBREEZHAVDIEAIZIT EHTLLI ) A—F—OREOENRE) |
IEMMEEZZEAT A 2L, ST, ZOMNEROME 3 OMEEFERIC %wTE##+
AuﬁhéﬂfwéﬁAi\ﬁu A TOEEEHNDZ L TE S,

AL DFFM

25. KeratinoSens™HI el D A 1ER DORIE Tl., 48 BFHOFBFEOK T4, B5Hix 5
mg/mL @ MTT (3-4,5-C AFNFT V) —)V2-AN)25-V T 2= T v TS VAT
2R, MAETFTYIUNLTNN—FT FFZ VY ATrI R, CAS &5 :298-93-1) &5
HI D705 AR L, Ml % 5% COL{F(E T, 37+1°C T 4 FFfi]A > 2 _— b
T5, WIZ, ZO MTT Eiz2rE L, @@k a il L, o 7eiE iz
ﬂﬁf%m%%%ﬁé(m 10% SDS Z Nz C—WEiE) . RE%. ARRiEO 7 =
kz—b (9) IZ9E~- T, HEFHZ VT 600 nm (281 W EE 2 HIET 5,

T—2 B LUHRE

T — & DFFl
26. KeratinoSens™GRERIE DA, LTONRT A =2 2HHT 5,

o WBRWHEE L UOBMSROETEOREICBWTRO b, Vo7 =T —8iF
PED B RFHELFROFIIE (Tnax)

o NI T =T —BIEMOFELEEN, BMETHS 156 (Thbb, v 7=T
—PIEMED 50% E5H) ZEBx DRETH D ECisE

o FAMIATFERDY 50%IFS KT 30%8 & 72 DIRE CTH D 1Cs0 3 LV IC30E
N7 2T —BIEEOFEERITIR 1 ICLVERL, 2RO KFEEE () 1T
2 O IR LEITOFHMEE L TEHT 5,

(meple - Lblank)
(Lsolvent - Lblank)

Al FEEFE =
ZZT7T

Lsample [ %BZ%LF @ 17 Eyidte j’ é%t{ﬁjﬂi{ﬁ
Lblank i ﬂ—f‘fﬂﬂﬁ ﬁ@%i))%?ﬁﬁé 0)]731/1/ j-é%\é)lﬁ{/al 'f
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Loowvent (. #lAEIS L OVRHBE (Fath) MHN D25 7 = /WIZEB T 2 FCHIEE O FEE

ECis 1Z 2 1Tt » THRIBMIFIC L W EH L. &R0 ECis 1%, fix O# 0K LIRAITO
AMPEHmE L CEHT 5,
1.5-1,

A2 EC1.5=(Cs- C,) x[ ' +C,
I- 1,

Cold, FHEEEN 15 LR D RAKRE (W)

Cold, FHERFERN 1.5 K& 2D mRE (uM)

Lo iE, FBEMEEN 1.5 B LR RIRBEICBOTHESNZFERE (Vo Wi
% 3 [BlO AG I E D F-LIfE)

o (%, FFEAEERDN 1.5 K& 25 REIREICBIT 258 EE (Vo VZBid5 3 Blo
A ITE D ST-Hfif)

MR AE RT3 IC KV RN 5,

S me le = Vblank)
3 st = —Loamp %100
* f?_’/_ (Vsolvent = Vblank)

ZZ7T

Vample 1T #ERE O 7 = WAZ 1T 2 MTT WL ORI EFE

Violank 15 BERAE, BEALE DS 72 5220 7 = W EBIT D MTT W6 ORI E

Viovent 1. HIIIE L OVREE (Fatk) BB 25 0 2 /WZBIT 5D MTT WG ISl
RASI

ICs0 B KON IC30 133 4 1Tt » TRRAIBMHRENC L D BEH L. 2D ICs 38 L 1C30 13,
il 2 D#E Y R LFATORMEHMEE L TCEET 5,

24 K;«Q-Q)x&ﬂ%%%;ﬁﬂ+g
ZZT
HHEEICBT 2% (ICs Tl 50, IC3 Tl 30)
Q@\ﬁ@if%®ﬁ94ﬁm%ﬁkﬁéﬁﬁﬁf(mﬂ
Qm\m@$ﬁ$®ﬁ9$%x%kﬁ&&éﬁﬁﬁﬁ(m@
Vold, FfRETER OB RN x%HE & 72 5 EIKEREIC féﬂ@$f4
Vuld, R ETER O RN x% A0 & 72 D IcaiBE Z B 1T DA TR

27. wy7m§—fﬁr®%§%+ﬁ15ﬁuh(>)&ﬁé%ﬁf_owf 3
[BIDO G > 7 AT D RIRNENE & R AR RO © = 23T 2 5L HEE
LR THZ kI ;of\m#mﬁﬁi%(%zi\x?:~7/b®ﬁﬂt@m
&) HEL, Vo7 =T —BIEEOBENRANICEE (p <0.05) Thirnk
IMETHNT D, EHIC, VYT 2T —BIENOFEMAERN 1.5 FLE L 22D R KE
EICBWT, AERMBEMEIERNECLTWRWZ E, £, ZOBEN ICoEET
FloTWAHZ &, T7hbb, MIREGFREODEN 30% LT THDHZ L 2T 5

Mzx T, 27 &b 2 B Lo REERSICIBW T, 70%% 48 2 2 ML 730
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RENTWAZEDRMETHY , F9 7o TWAWESITEEFKBELZE L 22 ThE
A SVANAN

28. T—HX, 777 CHREMICHRT D Z ENRHERR S D, W HERG
B LN WEE . F3 G o HERIGHER2Y M (F7ebb, BIE 1.5
2 2EIR27E) ThALGE, EBREZBOVIKL, TSR E IR R R 720N,
FROT —T 4 777 MIERT 200 %EGEET 5D, “HMEORIGH, ML L7255
IZBWTHEBLAIRETH D56, IRWHORE (BE 1.5 IRV ET D56 DIRE)
EWETLHIL,

20. KeratinoSens™GUEREIC ISV T, FEMICITAE TRV 1.5 FLl oy 7 =
F—PHENRRBOOLNT-%,. LV EEBECBOTHEAMICEERBENED NS L
D IRENREFOLE, FEHHINCAERBME 1.5 LLEOFFEN, Milamttz S 720
BETEONZGEICRY, 2080 IR LBITOMEEZZY OB TH D L AT,

30. %12, KeratinoSens™GRBRIEICEB VT, BETONR E LI-HEKEE (T4b
H 098 uM) IZBWTH 1.5 5L EOFFEL AT 2B EICOWTiX, HERISH
RO BEERICIRDE | ECisfEIX 0.98 K & L T ET D,
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o [HVEXIFRD EC) sEIL., FEMifEa% 23 CEHIEHT S T 5 BEfF B OFE UE
RED 2 fELN (BlziE, NV TF—vara—Hty Mo & 7~30 yM
D) THHZ L, BT, Y FATATE R 64 yMIZBIT 5 3 [BOKREH
ENWZOWT, TOFEEROFEIEN 2~8 ThHDH Z &, BEDEEN- SN
WG A. YT AT AT E ROHBEMEEZEEREICHERT XETHY, Bkt
BTHHL T LT IVTE ROBEHEIMCHEN, Vo7 =T —PBiEEoFHFED
ERERBEND &) AR HEBRIGHRO SNHHAICRY . RBREREZ
FANDZEBTX S,

o AL AR (d72H DMSO) DOFEHIEMEIZHOWT, FDOLEERIL DO
PIED, B0 LITICB W T 20% ARl CTHD 2 &, ZEaMRENA LV E
WA, FERITES ST 5,

FER DI L O FHE 7/
32. KeratinoSens™(Z L. 5 THITiX, 2 OV IKLFAITOS B 2 HE S, 720X
3EIOVIELFEITO O H 2 BNZEWT, LT 4 SO5MZ2 T X Cfi7= 75512k
LB L, LA DOHE . KeratinoSens™IZ L A Pl CliEfatt & A7 (K1) .
o L/ 15150 E (=) THY ., WE MRS & O RIZ B W THEGHIA B2
NROLNDZE RHEDRNWATF 2—F > SO t REIZ XL 0 HE) .
o NI T =T —VIEMOFHEMERN 1.5 (FLUEE R RIKEE (T2 5, ECis
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e EC;sfEA 1,000 uM Kjiii (<) ThHHZ & (F71E. o2 ANHOHERYE O
BAiE 200 pgmL K THHZ &)

o VYT =T —VOFEICHERFEAREEMN (E7213, B 28 Tl 7= D
&) BRDHNDZ &,

FTE DR K LRITICE W T, MDD 3 DOFRME2T X Tl Ledd, v 7 =7—
Y OFHEICHMELHEIRFIEOEMEZFRD D Z LN TE WA, 2O/ K LT
DFEFRIZONWTIRERDPE LNV ERRTRETHY, SLRIPWENLELEZ
5 (K1) . S5, et Lo ED 1,000 uM Rl (F 721350 F 2B A O5RY)
BOA 200 pg/mL AKiii) Thh-o T, ZORBICBWTHAEEME GRIBAEFEDN 70%
Hii) IZEL TOWRWEAEICELNZREEER L. fmsfsonienehied (B
4 W)
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33.

AR FE R I 2R D TEWVRE Ty 7 = 7 — RIS EZFHE T 2 5mE o

BE. OO LUFEIT TR, MREEEZ RS 2WEE (F72bbh, ECis DY T
FED 1C30 AT) THPEIZZ2 5 —F5, BIOM Y IR LT Tk, MlamEttz ~3RE (3
2 H. ECis DHIEEEN ICo i) TLOBMRN GOSN ERHD, 2D k)
IRBE L. X0 /NSRFRER (FE, v VRMT 133 B EIEV2 (141) £
AR ZHWT, X0 RWEPHO A &RIGE BfaT L, S5 8E X 7= o st
RETHST=0EIDEHETD (3) .
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34, BRI, LTOB#REEDD5 2 L,
R E
o H—mliWE
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BLOS/ ET20MOENT (RN F vy NESBIOENHIRZ L)
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o AFHREARGIHDOIEAESNES L OV e
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o

o

RSy DAEFRIERIE . (LRES M) | M, EERMAK. 78 5 TNTBEED
b D WEMLF R RE (EREEI) 70 EIC K D ATREARIR W DR

S, K~OVRFREE, DMSO ~DOIEMRE . 38 X AT RIEEZRE Ol oo
92 W E LR AR

BEFMFARC DIREW) /R ~—DE, &S LIATRNT oo &,
F 72 IR S 1 BEEE T B A D EH

FeilE MR R 3T D MR £ 7134 E 72 4y iR I 2 B - S Rtad
U5 EE. RO (IR, HEk s)
AR IR

ATF-FIRE/e il O RIF SR I L OV EME

ST E
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BLO F 72132 OO 72 & OISR 0515

o AL, K~DEFREE, DMSO ~DIEMRE . 7y, BLXOATFARE) O
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o M. 4T HHE THIEMITATEE T HIVUI MY DAL ERRRIE B e &
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o IR AR TR
o ITUPAC F72i% CAS 4. CAS FH, BLO/ E13E DO 172 & D
(b5 RRR B I )
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AR B DS
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o {4 % BRIED A
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fHigk IA—fHIE 1 : BREFEAOME

In vitro fZ/BBEAEIE - BIEARAEE L N — 5 — 7 > &+ KeratinoSens™ #5805

R A BT A 442D O Z OfFERA T LT BRiEE HEBNCHWD DIZHESL D, &
LIZBWTHERR SN D EHAEFIEH O 10 WEIZ-D5U T, KeratinoSens™|Z L 0 #ifF S
LTRSS AZ ERECES L, £o, ERERHMOHEO 10 WED S H 8 WELL EIZ>0\ T,
ENENOIEGHFANICE END ECIsHB LW ICso ARG T 5 Z L2k > T, Hifr
HIEAE A NGET 5 2 &, BREFMADO Z 6 OB L. FERBAVEM O fE g E= 44
WZOWTE LN D IS OHIPH 2 R T 72 08I Sz, TS ORI Tl
ThdHZI L, EED invivo BT — XN ATFRHETH D Z &, I KU KeratinoSens™
REENDENED invitro T — 2 W AFRRETH DL Z L & LT,

% 1.KeratinoSens™ZRBRIE DEHTHOE RE DRI R SN 5 ME

CAS S

MEH

{273

LLNA [281+3 E FIZE§F 5 KeratinoSens ECis (M)
™2k AT

FA (1)

AT —
(2)

)

DEHELHE

(4)

ICs0 (uM)
DEXEHH
6))

Y1) FILEE 69-72-7 [ JEREEME HhFTU—6 (=35
LN 50-21-5 wiK JERREEME HhTIU—6 (E4i3 > 1000 > 1000
Jyteno—j 56-81-5 R’IE JEREEME HhFTU—6 (=35 > 1000 > 1000
A4vFans 67-63-0 A JERREEME HhTIU-—5 (E4i3 > 1000 > 1000
—Ju
SAEHYL 97-90-5 iR e E AT —4 [ETE 5-125 > 500
BIFL>YS (5L
Ja—)L [weak] )
o7 104-541 [ BAEMEYME hFIy—3 &4 25-175 > 1000
JLa—ju (3L

[weak] )
2-A ) H Tk 149-30-4 [ BAEMEYME hFIy—3 &4 25-250 > 500
ROJFTFI (FEE
- [moderate] )
4- (A FIL7 55-55-0 [ BAEMEYME hFIy—3 &4 <125 20 - 200
2/) 72xz/ (B&LY
— LS [strong] )
AFIa 35691-65-7 (S BiEEYmE hFay—2 514 <20 20-100
ESFN40=
cUIL
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(5& LY
[strong] )
24-> =+ 0O 97-00-7 EA BAEMEME hFa)—1 514 <125 5-20
soaRyE (FEFIZERL
b [extreme] )

e (1) in vivo IZBT D ERAENE (BRLOURE) OFRRERIE. LLNA 7 —XICi-3< [7] . in
vivo (2R BHIET, BN E AR ERS L OF M v % — (ECETOC) [15] 12Xk v#EEEn
FREEZHNTEONTWD, (2) Basketter 51255 [32] . A7 2V —1 1% 7L ALF—DH
We/efFil a4 5) . A7V =21 TLRUIEEM7 LI —DFKE RS . AT Y —3 1%
(B 7 LV —O—RRRIRTH D] . 7 2Y —4 13 B 7 LA —DRR LR D)
HT Y =5 TENICEMT LA —OFEKN LD ZLTHT IV —6 1% [T L LX—0
SFLAE AREMIC RS ] 2FT [31] . (3) KeratinoSens™I\Z L 2 P, WEE T FE 1L IATA OF
MADH T, 72, KHA KT 0 ] OE%E 7B I OEE 8§ ORI > THRATT D Z &,
(4) WERIEE SHIZfEIcESL< (6] .
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e IA—f&E 2: B/ 7V —MilEEEOZERZENE Lz FEEREKFER
KeratinoSenstv FABRIE DU E

PLATFIZ/R T KeratinoSens™GRBRIE DK EEIL, ¥/ 7 —HMijlui&E 2 HE LT, b

MEERASE (b MfiERS KO A N N Y 7o) ZHWTERT S 2 LA AHE
THY, BWEBROFIRIEINOERNE DA R 1 5LH) O%Ees 33)

R2UEOHE

BB OER RAEFAHBRIERAERE (KeratinoSens™) ) 7Y —~DHE

(8% 1A) (E DFFE(FoHE)

rmi%&] (DB-ALM 7O ka—)L 155 BT 10%kt ~IEEIEE
[T BIRMm:E) SiEE (% 13)

MRS O BE 2 .

MEBEOME® o mEO L FaR—sas®. MIT (I mgml) : 3 B0/
10%SDS [T T—HIE L THIRBABL., YFa—Tavi. 41v7o
600 nm CHIE (B&% 25) N/ —)LCHIREAA L., 570 nm

THRIE

) BB 2

FRYER SUFLTLFE R, 4~64 yM (% S UFLFILTEE. 8~128
18) puM

YT

gL (DB-ALM 7O ba—JL 155 BT FEYMEOMRBRZ ) T
I+ T2 EDTA E82ED (TrypZean, 45X F7ILE Y
F. HRES T3499)

VR ) 7 )= EERT DI OWE, oo (33) .

KeratinoSens™ffificl ki, #k B CTHEHAT RN, 10%t MijEE AWl EE#E I
WS SEANENRH S, b MLE (KRF—7—L L0 AF) 1%, @R FF—0&R
BLOHIEEE HBICBET 2mEEERRZ G TCWDL 0%, (B TEDREIL1H
AT 2, EOBEOMIEIZONTE, LAy FEHEHTL2H5E8IL. Oy F
WZOWTHIIRZRE, B E . B ROV 7 < & B EMERIRIZES T2 Ima/ECis fEIZD
WTHERRN AN Y 7= a v & E T 5 2 Lo Ina/ECis IZOWTIEL, RENLRSRME

(D7 & HIBIEEWE L IEEEMEE 2 1 T T D) bEODLITENLEE LY, K
WTC, ELSHERT Iy FIIEMEROZOIRGET 5, o TCU URRME T8
BLIEZ DD HMROLGEIX, 3 MRE EIZhz>Te MjgIchMbE & 5 M3 R0
HD, MENERRIEREZ R L, U7 URIRME DA & RS OHEEHE 2 3541,
FEROMEHIZHT TEANC T ZERT D, KeratinoSens™liflatk % & kLg% &1
B CEE R T 25013, mERMERE A T 27201, AR REE A 22 Bl &~
ETHHZE (v MIE~OHUCICLERRREEZ ST ICEENLETH D, 5T
R 7V — 7R A AT DI, MR P ORMIREIROBRIZ, FEEMWME
OfHEz N U 7y (BlZIE Trypzean™) T2 & (33) , MOTRTOET
X, MR OREIT, BB A R4 2 442D O Z OffEk, B3EL U DB-ALM 7’1 h =2—
b (9) 1281 DEEYE KeratinoSens™AIRIZBI 3 D Fcdl & R U HIETITH 2 &,

7% 18 ICB#E LT, b FREERIEAZHWTEY 2 7 U —I2KZ L 7= KeratinoSens™ 7%
BRI, AciQIRERPAN 8~128 yM DY F AT LT & K (CAS %5 14371-10-9, fill
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JE 98%i) Zfathxtit el LTI 5 Lo ickE kS Tnbd, Zshe, 1FiFEHd
ROPREFRP T ECis EE2 T IGMEX I, RIEOFITHREELHE-T e AN b
NT—E PRGN EEEFFIHTES (33) .

B 25 1B L T, b PRHEERIEZ HWCTE ) 7 U —IZ/Z L7= KeratinoSens™ 7k
EIX, LN oM ERHmEZE AT 5 L 9 Ik ST b, 48 FEH DB T
#%. 1 mgmL ® MTT (3-4,5-FAFN2-F TV Y I)25-VT = =)L2H-T F TV
T A7 R, CAS FH# :298-93-1) & AT 275 AZH AL, MfZ 5%
CO, fE{E R, 37+1°C T 3 A > F a_— " T%, Z0%, MIT SHEMZREL
ThbA Y7 ax ) —LERINL, MIREERT 5, 30 2 OREE%., L2
T 570 nm (2B W HEARIET D,

MOTRTOHETIE, b FEERIKEZHWTE ) 7 —Z L7~ KeratinoSens™zR i
EIX, BT A R7 42 442D O Z Oftgk, 3L DB-ALM 7' 22—/ (9) 128
\F B EEHE KeratinoSens™ ARk IZBE 9 2 5CH & Rl U HIETITH 2 &,
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| 31
183 IA—FH1E 3 . BEHIEED LGB
KeratinoSens™RERTE Z B TRl 22 B HIEME 2 #EfR 3 5
T2 DEARR 70 EER
IV ) A== LV EFEMEOBERWEERZED I, RO 3 DDO/RT A—H 3D T
HETH D,
o MU VIZBWTEE LIy 7T Rebizbd -+
o EMOMEIZLY FL—F ETHEAZED RN &
o MUNEMED Y = VICHEET AT = LICBWTHORBAZE LN &
BRI B, DLFICRHREOBYRRT L — FOREEHMATTHZ LIicky ., @k
RPN EMZMRT D ENAEEEEIN S G EOKERER)
F 1.EPOIEERIZBITI ST — FORE
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
C DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
p EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA EGDMA
0.98 1.95 3.9 7.8 156 3125 625 125 250 500 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 CA6d 7527

JE :EGDMA= A Z 7 U NUF Lo 7Y a—)L (CASFE S 97-90-5) . BV FHE 2~ T{LAY.,
CA=v v F AT T R, BEX (CAS FH 104-55-2) ?}%fﬁ@?ﬂ‘iuM TRENTND

i B EBETIC LV, LI FOEE #5873 = &,

e 1T DIZBWTHMARNY 7 =7 —BHEO HEKFHZ2EEMNEED B0, Lna
MNy T 7T RO 20 FEHBTHD (1FEAEDHEE. Ina fEIX 100~300 (2
ET D)

olﬂb%>m1®ﬁxw IBWTILY T 27— PR EOR BRI INNER
v, HINIZEB T 2558 EFRN 2~8 TH D

e ITCHBIWMTEICBITANLNY V=T — P8 |IC HEKRGFHBEIMAZR DI
\Z EGDMA OATICAFAET DIEMEO TRV D = VICEE L THE BRI R DIRA TS
BLTC, FEMEROMEN 1S K THD FEEMITIZI3IUTTHD) )
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e 1T A, B, C, E, F, GHICHAWAEEZROR (F42bb, 7L —hED
RELZ 7B 7RN)

e 1T A. B, C. E. F, G, BXUYT H ® DMSO MY = /L2 T, IXHHox
MN20% KM CTHDHZ L (Thbb, WELI-RAv I 7T R)
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165 1B : In vitro FRJEBAEN: : AILAIRER L R — % —7 v A LuSens iRBREE

RONCERTREEH, BEABLORA

1. ARRERT A T4 > 442D OfFERIC TR 2R BRIEIL. EEIEMED AOP
WZBTDHE _OX—A4 X b, ThbbAaMRIEEEERNSRETELDOTHD
(1) . V727 —EEFIHLT, Nif2 240 L7 L ASEE S (ARE) #&17ME
BT OEMEE T 5, FIEEIEEYEIL ARE I X - Tl SN2 BT 2i5E
THZERHESNTND (2) (3) . KEREMEMED X 5 72/ OREEME
. B =2 X7 TH D Keapl (Kelch £ ECH fE&Z 378 1) \Z1ERT %,
Tebb, Keapl DV AT A VEREOILAREADEMIND Z & T, 5K T Nrf2
(R - JRifEK 2 - BhEK - 2) 220 OfFFENE Z 5, fiRBEL 72 Nrf2 X% D%, &6
I FRfR R R E 172 £ O ARE R1FEE M 215 ET2 2 @ ) .

2. in vitro fALIlARE L AR — % —7 > A LuSens ikl&iL (LLTF. LuSens aklki%)
I%. KeratinoSens™ FRERVE D REEG IAEHEAER (VRM) (ZHDWo | MERBIEHEZ ~N—
AZEFTHNYTF—=va B T (6) (7)) (8) (9 . RV TRINEMFEER
BRULEFEAM & > % — (European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal
Testing : EURL ECVAM) | & 20057 L7255 = FH a3 920 S 417 (10) . LuSens 4
BRIEIZ, AEVEO SO T2 DI REERAEIEME & IERAEIEE 23009 % BRY T
IATA D—#& LTHWD Z EMRFENICZETH D LHran/z (10) .

3. LuSens #lBRiLIT, MRS R BN ORI & 5 ERE~OHIFBE N ETH
HZEMNMFEESNTEY ., £72. HaRWNE L ONE%E O FHEMICRE 5 S5 A P FEE
YeZyii= Lz (10) . BAFMERRIZRWT 72 FHEOWBRWE % x5 & L= HIpF7E )
L LNIZBIIEHR TIL, LLNA OfER & i L254A . RERIEMEYE ($72bb
UN GHS #7 2VY—1) ZIEEEEDE ) SikB13 28 7712BI L C. LuSens RABRIEIT
VRM & [FIRREOTHIRET) (EMEE 74%., I 74%., FFRE 74%) DRIhizZ &
5 (7)) (10) . [FFBRENSEEREEOERAEROREICAHTH D Z &1
STz, L., RRBREIL, EHFNEIL IATA ITESL L, KU KT A4 0D
MR OB 7 B L OBHS 8 DRIEICHE » T, R & A HhETHRF SRS
RETHDHZ D, LuSens BEMOFRERE & LTI 2R S IEMEE OEIZFRIEIC
TER, S5, EERERICET 28 E AW WRBRIEZ MM T 52854
LLNA LN OB RERAERIX, B MR 2 EEREME 2 522l ik LT
WD EIIWZ RN LI ETRETHL S,

4. BAEATARERT —Z 12X V| LuSens iBRIE IS A ERER 25005
BHOFHB L OIS A T =L, (in vivo RERICE VT IND) FFRIEMEDORIE,
WP LSRR EORTHCEA TE 5 Z LR an (7)) (8) ., ARBRIEIL, 2FEA
BEHIZ AR T D7, FTIXLE LIk (Thebb, BmENERT 2286,
RIS BEL CRIZRMICATT 2 2 L b2vaa A REIIBREIR) L7285y
BIZHEAFRETH D, BRI L SN DRRKABREE (772005 2,000 M, F£7-
I FEARHOEEIE 2,000 pg/mL) IZBWT, 26 DM TZ S WY E
I, LY BIRBEECRBRCE2GANRH D, 20X RGA. HESBED LYE
oz LTV, BB IR ERIEEDE ThH H LI TE 5, REiREEN
2,000 uM Kjifi (F72130 FEAHOE AT 2,000 ug/mL) TH - CHIEMESED S
N WIRETHELONBEEERICOWTL, il ohentBEx & Tho
(&% 32 O FHIET/VSIR) , 2,000 uM K (F 721390 FEAHOFHAIL 2,000
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pg/mL) OFRERBRE T, MIREME (EFER 70%AK0) ITZEL TWDEHEAE. Bk
FEWEEEMACTE 5, KT, LogP 2 7 &% 5 W —pl /W E I3 52 AR RED
BB DN, EMRIEE IIT R E RS EIRE D I ST B 2 A1, R
Bra JATCE D AReEN H D,

5. UV UREDO S A AT D WE IR, ARBRIEIC L0 B s R s
HZ s, BEEREIITEEICHINT 5, Ziud, Keapl-Nrf2-ARE & O AL %2
B O T EEREFIL, A ML yP—¢ Keap-1l OKRBMEF A —L (VAT A DA
N7 RULKEL) EORETFKIGTHD EBEZONDTZOTHD, T ORMEIMEITH
T DI21E, FRICV AT A LV DU DRIGEZFRBITE DT v A OEAE, XTF
RAEAMERBR D 15 O N D FMMIERN RS OHERNH D, I 5T, HHT Dk
ORHBESIDREN TH D (12) 72D, Fo, KRABRIEOFERSGMDT-DIc, 7'r
NTT v (Thbb, BEHRE P4S0 20T 57 ERERIC X DIEMHEL 2 BT 22 WE) |
BLORHCBILEERBENT LT T (Thbh, BHEIRBLIC L viEEbsi bk
EWE) bR ERTHRANDH D, L, TnTTr (Thbb, A#EML
IC > TEML SN HEEWE) BLOT 7T o (Thbb, BEHE P450 207
570 EEERIC L DIEMALZ 2 20 FWE) 0% <X, AOP DFE—NLE=0OF—A
Ry MRS LT HRBIEOHAE DRI L > THRITEEENTWA 2D, —&IC,
PatEfE A EHOEMTICHWD Z ENTE D (13) (14) (15) . —F. BIEWE
ELTOERIZZRVAS, ALFEHA MLy —L U TERT 288 E L. VRM TR
ENTWA LR, BEMEREZ LT 08D (11) . HEIC, VT 2T—
PRI T A BRE L. HRIC S T veAIcB 7 b1y 7 =25 —8E
PRICEZRIF L. AT ERENTEO VTN EZ LT 2 enH 5 (16) . i
ZIE. 1 pM ZBZLBEEDO 7 4 P A ha st oLy 725 —PLR—F—
BT vEAIZBWT, V7 2T —F UR—F =BG ORI E I LT3
W ZFMCTEHT L ENMESNTND (17) . FDD, EEED Y 4 FT X
cfary, FE7 4 b A ha U EERRICLVY T = T — B LR — & — s T E
TEMLE R 2 ERRDLN DI EUMEOHFAET THRLONT AV 7 = 7 —EORIUL,
HEERIBRHNTLINERHD (17) , thoFKEO T IV —IZETILEMEIC
LuSens sBRIEDN# A T X R WVGHLA R SNVE 256, ARBEX, 20 Lo Trd
U—IZHWARE T2,

6. e RAEMESE (472 H UN GHS 7 U —1) & IERAEMEYE %2 5%A4
5 DIZMZ, LuSens #BR{EIZ, VRM [ZEHL Tk _7= L 512, IATA 72 EOFEEHIT
7' —FOFTHO LI TEIEEOREE NI F 5 LIS D H# (B 2L H=EROSBIER)
LR T 5 (13) , L2 L., LuSens BRIEDFERN SRETHMEICED L O I2%5 5 LE
HEHETT A2, FFIZ IATA EDOBEDVIZB W TS O RAMENRMLETHY, £
=FhEe hoF—2 1SS ZENEE LW (18) . ALk L R—2—7 vt
A RBRIEEAMOE R EMAGDOETHEHT 2 HEORDCEE L THEESNLTWD
(15) (18) .

7. TEFRCHOWVWTIE ] OfE LIRS ILTW5,
HER O E
8. LuSens i ABRIEIZIZ. 7 v b NQOI s T DOHERALASERES] (ARE) O

TIZHHNY T 2T =P ULR—F—EAfERZERNEAL-, b MGaA ko
RIEA U= ges5 ik 2 4% (20) , NQO1 @ X 92 ARE ([ZRfET DB m 11,
BB IC L > T T v 7L Fal— SR ZERHbNnT0s 21) (22) .
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ZOfMEERIZ, AREZ LV AV @A L7 0T — X —DEEHIE FichbLy 7 =
T—VELTEGT (7) . 2Oy T7=2T7—BIZLd 7 uid, WIRED Nif2 &
TEMERAR T ORBAEHEEIC L ATEM b2 KR LTV . 2 OB R 2 fiatkic i
FHony T 27 —8 70 Nef2 IFEMED, VRM TEEMIC (23) . £L T
LuSens 7 CH#EMIC (7) EIESNTWD, LR - T, REFIEOHBRYE I
B gRiE LTtk LSV 7 = T —BRNEEEEZHWT, VT 2T —PEIET
FHiHE BRI L->TC) EENICHET S Z & T, Tk N2 55K 15
DIRELTDHZENTE D,

9. LuSens sRBRETIX, #BWE D, MILAEGFRICHEBRPEEL RIFTS20 (T
ebb, MIRAGREN 10%@ & 72 5) #Hf L7z 2 Bl EOREIZRBW T, FrEDH
EEBz5 (Thbb, 1.5 FUEERIT 50% L Lo ER) MEricAEERLY 7 =
T —VENEZFHETLEA. ToWBRME B HEsSnD (7)) B) , TDD
2. VR AR L ORI L > T, VYT 2 T —PEMOFEAEIET S, &5
2y W7 =27 —BIEEOFE L~V EEICE LR WVRETEL N E ) g
RIS 72, AT L CiaEEE A2 RIET D,

10. KRR H A RF A v % i~F L7~ LuSens ikBRiEA2 HEANCH WD DTN D,
Ehfasgit, Z OfEROMIE | ICIER SN2 E 3R AW 10 fiiZ A CHEGRAY
BEE & NFET A,

ABR D FIE

11. LuSens #BRIEIZ-DUTIL EURL ECVAM OB EBRRFLET —# _X— R —
A (Database on Alternative Methods to Animal Experimentation : DB-ALM) 7’1 k =2
—ADFHARETH Y | BRI 2 BRI N CHEM - T 5807 b=
—NVERMTRETHD (24) ., LuSens BRIED ERT' 0 ha— VDK RT v 7%
VRM & H L7eis e, Z oftRomfiE 2 1ond, KB TA K74 2 BT
faakiE, RERBAR TICEFET D Z LT X o T, ARBRIEICH A3 2 M 2 HIfERE &2 A
FTEL3 V72— BUR—F—BIZFT vEAIZ 72 AN (Promega) fh&
DRELEH T A B ZAZRINATEY 1) T A TENLEALERERET vt
A MREDEN, F72iF i) BEMATZ Y =AM ZA2BET 272007 1 A I+
~OEFE . OWTIDDBLEETH 5D, LuSens ikBiiED EEANE L LOEEFIEIZS
WT, LFOBKICRET,

F{ERTRE B RE e D R

12. ARE $lHI FTONLY 7 2T =P U KR —F =B FE2ZEMITRVIALTL,
LuSens fA#a 2 fMifaR 2 A5 2 &, Mifldid, AFRE, RBE7 m ha—iit-
THESHE (] : 1~3 [EOMR) | BW—72 A b v 7 ORETHERTT 5, 204
UFNVA Ry 7B U MREE, BEREER D R K 20 [Bl & 7R D F THEFHAIRE T H
., REEOTa ha—v (24) IZREEOFTIEIHE- T, @Y7 MR/ HE5E H 55 H
(] MiEB LOPIAEYE GEIRAOHEREIZIIY 2—n~ A, avrZ Ik
DEDITNFR= Vv ARV T h~A2V) #5435 Dulbecco A A — 7 IVEE
#1: DMEM) % W= B2 RBRICHWON D, 7272 L, BRI OB 2 13t
EMVEZTI L 72\,

y

3BASF fL, 67056 v — T 4 B AN—T = RAY
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13. ERICES LTI, M 80~90% = 7 Rl L, ROV T
MIETHIRSE WK O EET S, HBRATH ISR AZEI L, @S)efinsE (4
b, 10,000 cells/7 =/V) 75191 96 UL L— MNMIHEET L, T
U = VRN D AR ST — L7 D K O | RFEEETISHESTERE L2V L 9
HERLETHL, ZOFEEZRDL L, ZOEBETY 2 LEIICKRERIELDENRAET
HIENDD, WHRWEOEKBEETOEZHNY T =27 —FRlBROM K LiITmEIZ,
N7 27 —BIEHRIEM E LT 3ROREZINE L, MlaAEFR EH & LT 3H
DB % FMT 5,

BEBRBY B T L DX E Dt

14. B 3 X OHRE 1%, BB BICHRER (F72013. RBERMRIER O
BlITZF DR T 5, WRWEIL., FIZIEPAF L RALEXT K (DMSO, CAS &5
67-68-5. ML 99%LL L) 70 EOLERIEBET . RKIREPRETT D RKIEE ()
200 mM) (2T X 9 ICRET 5, DMSO WiklE. T BERREFE A Th D &g
SINAHD, WEEEBIIARETH D, DMSO ([CARE DR E 1 XIRE K £ 72 135 H1
AR L, @72 TR L » TR ARz BEORE L 35, o7& (MW) BR
OB E O%A . FIRE PIHEERE (200 mg/mL F7201% 20% (wiv) ) 2R
9%, DMSO DA DR, K, F2dia2 V538558102, 5072 B R4 172
NE RS

15. DMSO. F721% DMSO IZRIEDF AT K F 7213852 VT W
DRz BRI L, FEREDOY Va5 (F 1 0.098~200 mM O#FiFH T 12
EEFEDIREE) . AWV AIEBLICED ST, WIC ERREEFRE DY 7 V& g & A B
TEDHIT 25 EAR L, BEHRLBICIZI N E S HIZ 4 BICHFR L THWS -0,
PRYVE T HAEIR BRI BET D (B - ARAEER 2 OB RIC -5 0.98~2,000 uM
ET5) o O TEBAHOWERYE O%G . DMSO F 7213 bl 2 a1t 2 T B b Ay
WREIT, LT DRAEIBE (B Z201E, 0.98~2,000 ng/mL) DWW EIRIE A 155,

16. BN, MlamrEcBT 5 HERERRZ., 23RV FOREIZOWTE
M L, MERAAEERD T5% FE TIR N T 2RE (CVys) Z2H06 N UOHET H, 2D
CVis ZIEREDREL L THWT, 517 =7 —BRBREB L OFN & W77
LR R A 5 (B AIRER 12O CVis K0 EW 1EE, CVis b r )
ELCVis L0IRW 4 BEAY, MIREER 12 OBRBAIR, T72bb CVqs/2.07,
CV75/1.73, CV75/1.44, CV75/1.2, CVzs, BELONCVssx 1.2 pM & L CRET %) , 1EY
PRARAL (B 2 0E, MlaHEENMETE 2 HEAE T E DS A . EIREMENROES)
N, BIOBEEZHANDZENTEDS (24)

17. [RIFRFIZ, VAL BEASHR (3] : DMSO) & 0 3K URRAT 4 (2R % 520 3
TTHY, ZOBRIIFTL— Mmoo s vegET 5 Bl 7r ha—
v (24) IZREEOBEY | MlaEEIcBET A HERERBRTIE 12 v, EDHLY
727 —BRBRTIX 24 U= V) o B EARSHRTIR, EEREICOWTE 150
FLER & [ UAIRZAT O 728, B &I 7R a1/ Aot FR OO I B2 | AR 6 K OVt
BIZBTARELFEILETRETHY (Thbb, 1%) . £z, MIREGFRIIEER
A RIF LTI e b, EHT M (] : DMSO) ICARED 72 DIZ /K THAR
L7 E D56 BRI D D = L3 R TUITHB W T, £ OHBRYE OF
BRI XM O YR E I X ORI R E OSA LR CRELRE (T7hbb, 1%) &7
5 E DI L i rudis b7y,
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18. ﬂﬁ . BEERRL Y K LRITEICRBRZ E T XX ThY ., ZORIE%L
7L —h +A@ﬁ®ﬁ%¢:w% e % (il Fu ha— (24) [CEREOEY .
s T A HERERBR I3 v, FEALY 72— FPEBRTCII6 U
JV) . LuSens sBRIEICIH VT, FIRFICEERT 2 E2MExrBIX 5,000 pM (F721F 450
pg/mL) @ DL-FLEE (CAS FEF5 50-21-5, #E 99%LL ) Th D, ZIUIIEEIEMNY
BHThV, F£72, LuSens REIEICBWTRMEDO TRINHZELND Z ERMHITWVD
LSO AR R RRIX. BEFT — Z B AT Tﬂ&f@%ﬁﬁa%ﬁ%%%
L, a2 EnTE 3, 612, LuSens REETIE., ooy (f]:
7'r ha—L (24) ICEEkO@EY | MlaEEOHERERRTIX 6 YL, DL
V72T —FBRETIE 12 Vo) [ZBWT, RAEOMIE O EETeT T
7 ORI Z R ET D,

19. FIRFIZ, BtExtit s . SREBRRDSEUNCKIE L TWAH Z L2 EKiET 5709
%Dﬂbﬁﬁﬂ RO 2 MIBWCREB A Ei R EThDH (f - 7m%n
—/VZFEE D@ Y . MIREEICET A HERERBR TIE 2 7 oL, ztéw/7m7
—VPREECTIE 5 7=/ (24) ) . LuSens ikBRIEDH A, BEMEXRIZIT 120 pM D P £
&anMi%vyﬁUn~w(HmMA(ms%%9ﬂMi%H§%%uL)%%
W5, BRI, BR UK 15 CREEEEFICE L CERE I TWA FIE, B X ORRE
HE7a ha—L (24) [ZREOHIELFE—OFRAT v 72 MW TR 5, 6z
TR OFRAEAH L, £721F EGDMA Oy FRF L EOBH T, JE 120
Md®%%ﬁ%®ﬁ%ﬂ$ﬁ%¢?5 FEN 72 T7—8E 25 FULEICEHET
%@m(&%31%%) AlE. EfifiikiE. EGDMA % AW C R iR e £
mﬁ/ﬁ%ﬂﬁéﬁﬁbtw/7x7—ﬁ‘%%%ﬁzjukfﬁﬁiﬁ$ﬁ
m%uikﬁé@ﬁ% RET D (ZOWEEEITE BT 2 [FILAERBR 240 K U CHegRd
HZ L) . Fle, TNLSMT, TR RO T ECy s fH % 7 d i B0 72 Bt of B
M\H#@iﬁﬁﬁﬁﬁéﬁtﬁtxb)ﬁwr ARG ONLEAEFFIHTE S,

BEBRBY E 75 L. OB E D/

20.  #EERE. T (BMEE TN 2S00 ER 1 By NRKLETHD,
1By hOFERIT DR ES 2 BIOMS L0 LEITH6720 0 1 3171E 3 [\l
KEREEZET (T72b5, 12y hOFERTn =61 , MY L7 2FROMEVIKL
FATHICRERD —B L 2WGE, 3 FORKERNENS2% 3 FIHO#ED IR LRITZ 5
5 (F72bb, n=9R) , U720 IEURITIE, Fic il L= sismeE
JRE S K ORI L 7=/ila 2z VW C, Blo BIZEmT 5, 7272 L. filaofkaiik
R TH L,

21. AIEIEB Y 131 CFEH D X D ITHERE L 7=, 96 7 = /L7 L— kT 24 FRljEG %
T 5, WWT, A RRE L CH- 2 RBRE7 e Fa—L (24) (ZEE#om@
V. MEEAE. PUEWEARE O DMEM 150 pl) EAZ# L, 2 ZIT 25 (5 R L 7= #eBn
WER L ORIEWE 50 uL 23N+ 5, Ny 7770y MEZFHIT 5720, 1 7L
— B0 LR LB 1 U VEZEOEE (EMEHBLE) LI 5,

22. WIZ, ZOIRT L — N % 5% CO f77E T, 37+1°C THI 48 IRfi] A > F = X—
N5, BBRWEEMZ TOA T aX— 3 O], FERMEOHEBRYE DRI
U = VI ORI ENC L DR AEFYE T T A HBT, FlIZIX7 L —hET NV IRA
NTHWET D72 L THEEEZL Y LERD D,
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N Tz Z—EEEDHE
23. BE 22 FOCREME 2 RAET D121E, LT OZER B BmO TEHETH L,
o FIHEDNI ) A—H—DiEIR
o NDREIZLHEXBENET L7200, tohEmsza8T 57— NOEM

o I ORBERBINEL XDV REEMWET LD, +oRBENXIEHT DL
V7 =7 —BIHE DM

o WY TLERNY 7 TT 7 KL~

BRI D, ZOFMNEEOMIE 3 ICEEEHOBEY WEEHERLZERL, 0 3 ODHE
R 7- STWA Z & ARt %,

24. 48 WFEIC DT> THERWE R L O IR B IC 28R L2k, Milaz U > BeiefE
AP HEK TR L. FEEIE O 72 b O Y 70 MUl A i AR ETHE 22 45 ¥ = VITIRAN L |
F53 7RI (B« BEHTTC 5~10 70[A]) #RET 5.

25. Mlamfim e gte 7 v— e, KRBRIE7Tm ha—v (24) ([Ziifio 7 a /7
TEEHEELTNVI ) A==y FLTHIEZITH, tMOBREEHNL5EITIT
HEHT DN ) A—Z—DEREOENR YY) | TOEYEEFRATLZ &, 51T,
Z OfIEROME 3 OSEEPRER A M L CEERET SN TV AEEIE, S e—X
ATOEEEHND L HTE D,

M ZEE DA

26. LuSens i OALFROWPNE TI, 48 FFH] DREE DK T, H5HA 0.5 mg/mL
D MTT (B-(4,5-VAFNF TV —)V2-AN)-25-VT7 = =)LT hTF VT AT IR,
WELEFTSIYALT—F I A7 I R, CAS FE :298-93-1) #&HT 58
To RN AZHA L, Ml A 5% COLfF(E T, 37+1°C C 2l A »F 2 X— 95, &K
2. 2O MTT Bz BrE L, @O MiaEiatsE 2 U, 453 72 REf 2 20 T
Nz % (B 0 10%(w/v) SDS 38 KT8 0.4%(v/v)EER % &1 DMSO IR & Nz T 5
i) o EEG. ARBIEO T e Fa—L (24) IZREEO/NT A —F & TG
ERET D,

T—2 B LUHRE

T — % DFFM
27. LuSens RBRIEDLH A, LTONRT A= Z2EHHT 25 GHZesicon»Tix
ZOFEROE 4 22 H)
o WRME, GUEXTI, BIERO TS TOREICET 2V 7 = 7 —BIFEED
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	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、以下の通りである:
	3. この2種類のin vitro角化細胞株レポーターアッセイ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）による独立した第三者評価、およびEUR...
	4. 本試験ガイドラインに含まれる試験法は、データおよび読み出し測定値の取得に用いられる手順との関連においては異なる可能性があるが、角化細胞活性化に関するAOPのキーイベントを対象とした皮膚感作性試験の結果に関する各国の要件に取り組む目的では、区別なく用いることができ、同時にデータ相互受け入れ制度（Mutual Acceptance of Data：MAD）の恩恵を受けられる。

	これらの試験方法の背景および原理は、キーイベントに基づく試験ガイドラインに含まれる。
	5. 皮膚感作性の評価には、通常、実験動物が使用されてきた。広く知られているMagnussonとKligmanのモルモットを用いるマキシマイゼーション法（Guinea Pig Maximisation Test：GPMT）およびビューラー法（Buehler Test：OECD TG 406）（11）は、皮膚感作性の誘導相と惹起相の双方を評価する。マウスを用いる局所リンパ節試験（Local Lymph Node Assay：LLNA）（OECD TG 429）（12）、ならびにその改変法で放射性同位...
	6. 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（15）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、...
	7. 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）（17）、この特異的な主要事象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AOPで...
	8. 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）に規定されたサブカテゴリーである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。
	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、被験物質は暴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暴露用培地に溶解／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（18）（19）（20）。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第三者評価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第三者評価用に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™試験法に...
	4. 現在入手可能なデータにより、KeratinoSens™試験法は有機官能基を含む被験物質の評価および反応メカニズム、（in vivo試験により判定される）皮膚感作性の強度、物理化学的特性の検討に適用できることが示された（3）（6）（7）（8）。本試験法は、暴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、溶媒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、こ...
	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カテゴリー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...
	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、溶媒（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、原液を初期設定濃度（40 mg/mLまたは4%（w/v））に調製する。DMSO以外の溶媒、水、または...
	16. DMSOまたは適切な溶媒（すなわち、滅菌水または培地）を用いて被験物質の原液を段階希釈し、12段階の主要濃度のサンプルを得る（0.098～200 mM）。用いる溶媒に関わらず、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る。分子...
	17. 同時に使用する溶媒／媒体対照（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。溶媒／媒体対照では、主要濃度について段落16の記載と同じ希釈を行うため、最終的な溶媒／媒体対照の濃度は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の原液からDMSOで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の範囲とな...

	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原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。
	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暴露した後、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時間の暴露の終了後、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...
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	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媒／媒体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。

	許容基準
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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、性能標準をベースとす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）による独立した第三者評価が実施された（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カテゴリー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...
	4. 現在入手可能なデータにより、LuSens試験法は各種有機官能基を含む被験物質の評価および反応メカニズム、（in vivo試験により判定される）皮膚感作性の強度、物理化学的特性の検討に適用できることが示された（7）（8）。本試験法は、暴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、溶媒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...
	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カテゴリー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...
	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、溶媒／媒体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...
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	被験物質および対照物質の適用
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