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CDM@%@%ﬁv—ﬁ—ﬁ@@ﬁm%%étﬁhﬁt6@woﬁﬁ@%:y&fﬁﬁ&%%é
AT AR D A 2 5 BR CHE 5, MifiE, Muie, &R 2 » HZ[REICHEE S E 5 2 & 23valEe
5o MMREIT30EIZB 2 TE e bR, BT = v 713, Q%&w&4gﬁﬁ@$ﬁ;%o
TET 5,

12. #ABRTIL. 0.1 x 10° cells/mL F 721% 0.2 x 10° cells/mL D% EC THP-1 #ilZ#&fE L. F1<E
AU T2 T E 721X 48 IRsfH], B3 7 7 A a CRIEGE T 5, REEMIMER OE#E 7 7 2 a Ofifass
EE, (ERROREZ2RMED I B, EbEnEHAWT) KEBRTHHRERRY R CICT 25 Z LM
HETHD, TOHEMIT, AEEMMEZOEE Y 7 X aDMEEN, 7 VAT RNERT 5
CD86,/CD54 DR B A% RIFTREMENRH D720 TH 25 (19) , RERYH, &7 7 2 an
HECEL L 72 MEfE A . 2 x 10° cells/mL CHi 7z 72 B8R IS FRE 3 5, KRIZ, 24 7V = VR L— |
(2500 uL (1 x 108 cell/well) & B T 96 7 = /L EJE T L— KT 80 uL (1.6 x 10°cell/well) D
EIERT 5,
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13. @ﬁ/ﬁ%ﬁ%&w&bf ARELTER (CV) DB T15%E 2 8B IRE CTh 5 CVT5 3K
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14. #BRWE B LORRE L, B ISR T 5, h-CLAT O56, #RWE % i1

ROKRAI DR & U CTAEBEEK E IS T 50, BEMNIZOHRSE S (BE 4 Z8)
T ZAZET T 2 ORI E DG CTh D0 RZE LT 0HRIZ e B0 a . IR
DERE LTI AT L ALEF VR (DMSO, #E 99%LL E) (ZEfR, I3 L2 EMI oSt
Do FHCUREEIL. 100 mg/mL (EHEHIK E 7213 o84) £721% 500 mg/mL (DMSO DHA)
23 %, TR R Z PR CE 2 580E, LRt A oS R A LT v, ik
PRSI BRI BT DB D EME ZBT HLERNH 5,

15. 100 mg/mL (ZEPREHEK E 72 135 O5E)  £721% 500 mg/mL (DMSO OH55) OHERME
DARAEFIL 726, IROFTIREEPE 2 R+ 5 -

— VR AR B K F 72 I3 D56 - XIS T AR R AR L, 2 50 B AR
T 8 RIFERUE (8 I 2T 5, WICTDRGFRIREZ B TS HIT 50 MR+ 5
(MFEMEH) . 1000 pg/mL 287 L — M ORI R R mEmRE T, LRI RWEGA,
BRRIBE X, B sMin il e L L TR 5, EBEAEKE 21T Ciafig £ 721X
LERNZ S NI E O 7 L — R OERMEIREIX, 5000 pg/mL ZH 2 TiER b0,

— IR IARD DMSO DA« st T DUEE R Z A L, 2 (5 DOBPREAINT 8 MRAFHIR
(BIRE) #FMT 25, ZORGFIFIRAEERIE T HIT 250 fFHRT 2 (TEERER) . 2
DIEENFEERERWVEATH-> T, 7 L— M ORKIEEIL. 1000 pg/mL # 2 T
EVANSYAIAN

%2, 7 L— NI THP-1 MRS & R EOFERBERZMZ 52 & T (B 17T28) | #
BEIREIZS DI 2EAREND (W, 7 b — N ORKREOHFIX 7.81~1000 pg/mL) .

16. h-CLAT IZHW DR LA U, BRI (BEBR B D3 B H o 72 13 AR R K oW i
IR E T ZERNC T 256 (BB 42) ) . £721X DMSO (#B5r4'E 2% DMSO (2
R E 721X ENCET HHE) THY . 7 L— M ORI 02% | FE TRBREZ1T5, 1
(2. BEE 15 OVEERRIRORRE & R CARE1T 9,

PRI I 75 - O I D8 /1]

17. BRI 158 L OV 16 ICFLd OB ERIK £ 7o IXMEEMER Z . 24 U /b, £7201396 U = VKR
L—k (B 1220) ©, AR L-MSERE 1:1 (viv) TIRET 5, wiC, BB L=7 L
— b % 5% COfFAE T, 37°C T 24+0.5 FEfll A v % 2 ~N— 5, WRHE L DA v FaX— 3
ATHNID, BlziE, T — bRV AT B Z LIk EREOWBRYE O, B LW
WEIZ L DT 2 VI OREH Y RRET 52 L5 ET 5 (20)

F ok 7z A (PL)

18. BREEMN D 24+0.5 Befflfamtg ., Mzt 7N Fa—T~B L, EOLoMC L v EERT 5, E
a2 T, ool 200 uL (96 7 = L DOBE) | £721X 600 uL (24 7 = /L DSE) D 0.1%
DUMIET VT I UER Y CEREE AR AR (G MRRER) (ICHBRET 5, MIiRETR 200
L % 96 U = LAE T L— K (96 U = /L DIGH) 12, £~ A 7 nFa—7 (24 7 = VOGE)
B L, 200l (96 7 = /L DA) . £7212 600 uL (24 7 = L DOBE) OYeta FIEER T 2
P32, &BIC, MRz Y EER (400 uL 72 &) CTHERE L, PIIAIR Q0uL 72 &) 2
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32 (ZOHE, PLOKKEEL 0.625 pg/mL) , Bz 1E, #iiE 0 OB REMHRYE ORI
L0, BIOYENPL L FEEROFRERE~THE, -7/ 77F /~A42 D (7-AAD) . KU
VI NI EOMMOMEENE~ — I — 2T 2 LN ARETH D,

Tra—tg h X P SEEIERE S CVTS fE DM

19. PI ORI ~DELY AA X, HiEF v KV FL-3 T7a—H% A b A MY —&FAWTHHT
%o Aet 1 HEoA R (PLEME) 281535, MlaLEfFRIL, 4 NA—F—fif 7 a7 7 A
W2&0, UFoXEHWTEB NS, MlaEFENMEWGEEIT, FEMaZ S TRk 3 T EOHM
FanSe 7 =2 NETHDL, HHWE, WG E | 2HTHELND T — 2 ZBiET 5,

, " A
ML 77 BRI

CV75 1 (Bx% 13 &M8) . 4725 THP-1 MDD 75% BN A TH 5 Q5% MaTENM:) AL,
LT O A AW THREFIEAMIC L W BT 5

x 100

(75 —¢) x Log (b) — (75 — a) x Log (d)
a-c

Log CV75 =

)—)—T\\.
— — .

ald, MFIEAERN 75%LL 1 & 7 2 fe/ o AR
c I, MARATFHD 75% A & 72 D R DAAFH
bBLOdIZ, MlAEFERaB I N TOZTNENDOREE

100
a

A

[92)
o

(2]
Fy

p

MREERE (%)

b d
1 10 100 1000

HEREE (ug/mL)

CVISEZSRD DD T 7o —F 2o Tlid, Wl iE, HRAERRWEORBRICEI D) RIS
BB 2NN ZENGFASNAVUIEHAT A Z LN TE B,
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CD86,CD54 FEHHE
PEBR Y 35 - ONH R 1 oD ki Y

20. EUNRIAEE A (EELEYEK, Bih, £721XDMSO ; BEE 14 2 ) 1%, WEBRWE & inE
FLAXLREMIHBT D7-DICHONDS, £, WRWE % HE e (B, 195H) T
RO 1.2xCVI5 D 10075 (ABREEAKEZIFEOLE) | £72125004%F (DMSO OHE) (12
FYT DMEICHINT D, CVISZRODZENTERWES (Thbb, okiiaizrts 4
BEREABETRD DNIWGA) | BRI R T U 7= 98 O vismie e, E7213%
ERNCBMEN D REEEZRBEE L LTHWS, 7 L— MR ORKIEEMN, 5000 ng/mL (£
FREAKFE -3 05E) © £72132 1000 pyg/mL (DMSO D4) #2772V E 5 ICEHET D,
WAZ, ST DR R %2 DT 12 (50BN EZ1TV ., h-CLAT (H &I D41 DB-
ALM 7'1 k2L %5 158 5 H) TREBR SN D RAFEIE (100x1.2 x CV75 225 100%0.335 X
CV75 (EBEHEKFEZIIEOLGE) F7213 500x1.2 x CVT5 225 500%0.335 x CV75  (DMSO @
Be) O#EHO IRIE) ZRHT 5, WIZEDORIFFIRE S DIZERE T T 50 % (EERAHK
FIITEHOYA) . E£7215 25015 (DMSO O%5) (ZART 5 (MEEMER) . ZOEERE
WX, BREPIZIZ 7T L — MR CEBIZ 2fFICmR S, BEIND Z LIk 5, Mlad FRIzEE
LC, FERDETE 29 B XN 30 IR OFFAREEL - L T WA, —@IEM7e CVTs &
KRODBI=OIT, HE, HEREAFEITOHENRD D, 24 7 /LT L— M2IFA, CD86,/CD54
FEREIHEHAARETHD VWD) Z LICHET S,

21, AL PRI A2 . BEV% 16 OFE#EOm » IZHHSd 5, h-CLAT (2 % Bt B 1Z DNCB

(B 11 ZH) L L. DMSO TIRIFIRIEZ KT 2, Flo, RAFFRIKIZ OV TE% 20 OFLik D
MY ICAIRT 5, DNCBIX. CD86.CD54 FEBLHEDMGMERIE LT, 7' L— M OEMKIRE 1
FE¥E (G@% 40 ug/mL) CTEA IS, 7L — b TDNCBIEE 4.0 ug/mL 2455 7=9(21%. DMSO
Z H\ T 2 mg/mL @ DNCB PRIFEHRZ L L, S 512 8 pg/mL OVEERRIKICT 5720, B8R
T 2505 ICAINT B, Fi=, FalBrfiisk TRD7Z DNCB D CV75 b, [GiExREE L L THWD
TENTED, WET—ZBH V., IR USEETFAEELM-E, 2 omy) e ikt
MAEHWDL Z N TE D, BERRIL, 7 — M ORKIREED 5000 pg/mL (BRI AKE 721X
BEooGA) . E£721% 1000 pg/mL (DMSO O&5E) ZH X TIER b, FEFFAZEEIL, R
WEIZOWTRiH SN2 (Be% 29 BR) L[R—Th DA, BRI | FE O E Tl

ENDHD, KEOHFREEIRNT D,

PR E F5 L2 OXTHER EH D /]

22, HBWER LORIRME Z L ic, PHRERZRODDIZ 1 EREEST D, KR TIE,
CD86/CD54 FEBLMER ML LT 2[RILL EAT S (Bek 26~28 /) , M2 L7=&WEIL, Blo R
WZHEMT D, F0E, a) B IR E ORIFIRIR & EEREIR,. 8 L OPUREIR 21 LT
FRELL . b) MNZ L CTERELEMEZ WS (bbb, Mlaz R sE 7 7 2 ah b
%) BAE, RBICETDZENTED, 270, MlLE CHERERERE T L, EERR
R (500 uL) & U CR S 7B 3 L ORI E 2. 500 L O EIE (13100 cell) &
1: 1 DOhRTIRA L, M2 208 L0021 OREHD@EY 2440.5 A o F 22— h T 5,
MSE U7 2[EIBL EOEBRTTFRNELNLT20, FEBRICHBW T, HBRWE & 3t RmEOKE
EORAEITOES (h=1) THFHTH D,
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R 2 I DN B

BREEDN O 24405 BEIRGE% . MlazE 24 V= L 7L — "o PN Fa—T~B L, @i
%E XV EBET 5, WIZ 1 mL OY6FEEIR T2 ERET 5 (WETHE, BINMOYEE %
fToTH I , Fergik, Mz 600 uL O ~7 v v %> 7¥ER (0.01% (w/v) 7 a7 U (Cohn
SPEIL, MLk ko 7=tk #G2388-10G) & A YL AR #R) T 4°C T 153 A o F 2X— |
T5, 7ryX IOl fMldgz 96V o VAET L— MEIET A7 BT 2 —TI2, 180 uL

T2 3% 3T D,

24 OB . 50 uL @ FITC £5i%$t CD86 HiLl, HL CD54 Hifk, £/~ 7 R 1gGl (T A /5?
7) PUAT, fifE 4°C T30 Y9 %, h-CLAT @ DB-ALM 7' &2 k =1 /L%& 5 158 (18) |
na%z@#ﬁ%\ Yuta FEER T3 : 25 (v/iv. CD86 (BD-PharMingen, #555657 ; 7 m—>  : Fun- 1)
DIFA) F£721%3:50 (viv, CD54 (X =tk #F7143 ; 7 o—2 : 6.5B5) . BL O IgGl (& =4k,
#X0927) O%E) IHIRLUTHERT 5, Z 2oz a‘thtxmﬁ%)ﬂf L, KBEOVITF - A
R EHFLNDHEO L LT, REBIEOREE OIS, RBRERREORBRICIE ST, Hil
{Zfi@éjtﬁﬁf X, @B, Bsoy NETRIUTHD, 2720, BHBEITRERREZRD 57

. BN A ORERRR OS5 CHURRE ZMERT 5 Z LN TE 5, o T
uéﬂaént#cmwoot@/it IIHL CD54 FURIZOW TR, Bz X, #lieE U O A E R
BH ORI LV, FITC Pk & FEORERZ 70T 2 ENRENIVEHND Z ENRTE S,
h-CLAT @ DB-ALM 7' 1 k =1)L& 5 158 (18) # D@ bv . viko s a—r 2135 ooz

X, BRICEETIHARDD Z LICEET S, 150 uL O Yt FHARMEHE T 2 AL EYEE%, M
fio % e o PR @R (B Z20E, 400 pL) (CHREE L. PIIAR (B 21X, RAA&BE D 0.625 pg/mL %
F50iF20ul) | EFBIOMEEE~— b —OER (BI% 18&M) #INT 5, CD86 R L
N CD54 @%Efﬁikotz}fﬂiﬂﬁéfﬁﬁ% Za—H%A AR —FHNTHONT 5,

T—FBIOHE

T DFFl

25 CD86 BLUCD54 ORBLEE | e T ¥ > F/VFL-1 T7a—H%A F A MU —& W Todr
5, S ) E iR (mean fluorescence intensity : MFI) (253 [GiExtiR (ctrl) Fifa &AL

?% BALEEA 0O CD86 35 K TN CD54 O FH* AR L (relative fluorescence intensity : RFI) %, ¥X
ORUZWE> THRHT 5 -

(L2 EALEME D MFI — LB IR T A V) Z A PR HIIE D MFI x 100
YR /AR ALER R R > MFI - WS/ BREE 7 A ) Z A xRMIRE D MFI

RFI =

~UA1gGl (T AV ZAT) GURTRE LT A Y 2 A T (crr]) MilloMadEfFRs, B
% 19 RO > TR 2,

FHETIL

26. CD86.-CD54 ZHMET, 1 DO TR (BHrEE=iXfErE) ERE25 5720, ML L7z 20
PLEDORIE CEMEBRWE 2 fatd 5, 2EIOMNE LZRIED 2 [\, F721% 3 BOMST L 7= H1IE D
2L EIC, BAFOELED 1 DLl E&2§7-385E12, h-CLATIZ X 5 PllZBEE 7 L, 2Ll
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DG EREMEE 723 (X 1)
— CD86 @ RFI 728, #iat L72iRE GHBRALERDN 50%LL E) o 1 #FELL ET, 150%LL ETH
AHZ L
— CD54 ® RFI 73, fat L72IBEE GHAREIFRN 50%LLE) o 1 L ET, 200%LL ETH
AHZ &,

27. ERRICHEASE . &I 2 [MOHIED CD86 BL W,/ £721% CD54 D EHL L LG TH H5E
h-CLAT (2 L 5 Tl &2 Btk & &7 L, 3EHOBEIEIFZLE R, [AERIC, H&#D 2 BIORE D~
— =D ELLLEMETH DA, h-CLAT IZ X5 Pz (B 30 0REL oIl EEO L)
AL, 3EIBOREITIAETH S, 2L, 1AM EO~—T— (CD86 £7-1% CD54) T
BAIO 2 BIOREN—E L72WiGaE, 3EIHORENMEL 2D | & TR ROZ WG (T
bbb, 3EF2E—H LA IS, 22T K 2RIOMSE LZEE T, 1 [E2Y CD86
Bt (LR P 9 5%) T %51@ﬁcmmw&%$(ﬁ?m&#é)@%é'3@9ﬁ%%
ERBDZ LITBET D, 3RERT~——¢& bk (LLFNET5) ThDHEA. h-CLATIZ
XoaTllZzREELHET S, —FH, 3EBOHETELL O~ —T— ﬂ%i(&itiP@#\
CDS6 B LNCD54 & b (LLF P &%) THHEHA. h-CLATIZ X 2 THlZ M & HEd
Do
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RAD 2 =AD 2 [6]
EIDEE DEE
; v
B N vV .
P2 & P12 N &N P12 & N
P & P> P, &N
Pz& P, \l/
3 B 5 AE
v
v v v N "
3 EEDH 3 EEDH PL&P:1&P2|" | PL&N&N
TNEFE EILTTE P& P1&P> P& N & N
P& P> & P> P, & N &N
P12 & P12 & N P, & P2 &N
P& P1&N
P, & P> &N
Pi&P1 &N
P, & P, & N
A A \l/ W
S (=X S =43

X 1:h-CLAT THWHIL A FHITT VO-CLAT I L 5 FHIIE, IATA OO F T, £72, NI THIT]
DK TE IS DLRIEICHE > THFT A2 L, P HIE T CD86 DA, Py : JIE T CD54 D A5k,

Py, : JI7E T CD86 B L UNCD54 & 151, N @ JHI%E T CD86 B LN CD54 & & [atk, *i#d 2 [ D HIEH

LR RICBEES A MAY A, TOELNIIER & TR S HNIRT, # EBOMTRLUZRIIO 2
EIORIE TH O NI RICE S, 3EHORERRICEET M2 NIRRT, 2720, Bonsk

R ONEFF XA LTy,

28. h-CLAT Tk & PRI S 7= 48WE 034, CD86 Tl EC150, CD54 TiX EC200 D 2 20D
hF R (Effective Concentrations : EC) . 372 HHBRYE A 150 £7213 200 D RFI Z#FER T 5
BN, RPUIE U TRED, ZDOXH 7 ECIEN., IATA 72 EOMANT 7o —F
@) (5) (6) (1) ) OHFTHWLNESGA, BAEEOME DAL (9) BAERGERH
%, EClEZROKUC IV EHTE S
EC150 (CD86 M%) =B met+[(150 - Brri) / (Arr1 - Brrr)X(A gr— B @)
ZZT

Apeld, RFIZY 15048 (CD86 MIFA) £7-13 200 (CD54 DIFA) L7 D iciKEE (ug/mL)
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Beld. RFLZS 150 K (CD86 DIHE) F7-13 200 Kk (CD54 DIHd) L 725 heime)i
(ug/mL)

Arprld. RFIZN 15048 (CD86 D¥5A) £721L 20048 (CD54 DE) & 72 5 5 IKIEE TD RFI
Brerld. RFIZS 150 R (CD86 M¥FE) F£7-1% 200 Kt (CD54 DIFE) &7 A iEmiEE To
RFI

EC150 3 L OVEC200 O — @ 1IEfE 7B 2455 72012, ML L7= 381D CD86,.-CD54 FEB1 B ED Vs
LR AEENH 5, FOHE. EC150 38 L TNEC200 D HEA&R7 X, 3 BIOIST L= lED S
BHENZECOFIfELE LTRE S, M LZHAE3IEO DS 2 BB (B 26~27
W) AT THA1%. EC150 721X EC200 IC2EH &SN 2 >DIEDOEW T OEN A I 5,
FERRE

29. h-CLAT Z HW 256, WOFAKELm -+ (22) Q7)) .

- EEHhERIS ORISR O A TE R 00% L D mv 2 &y

- IR A RRIC BT, CD86 3 L 1N CD54 O RFIEA B EEYE (CD86 MHFE 150%L4
k. CD54 A 200%LL ) H#EZ 0T b, W AR RO RFIEZ . Bed% 25 Fodio
A HWTEET S (B AR O MFI - IS5 AR T A ) 2 A 7 5t B a o
MFI x 100, (5zH#l1) st FRALEE 6 RAMAL D MFI - (B5Hl) SHRALELT AV % A 7 5t R ia o
MFI) .

- HRHe R dS K ONAEE AT IRO WL Y . CD86 3 L INCDS4 DT A Y X A TR
5 MFI BB 105% %252 &,

- Bt (DNCB) TlE. CD86 3 L 1) CD54 @ RFIUMENIERUE (CD86 DFE 150%LL
. CD54 ®HLE 200%LL ) 237~ L. MFRELERN 50% 21 52 L,

- WEEBRWEOSA. MIRAEFERNEZNED D72 EH 4 ODORBRIEE TS50% %2 B2 52 &,

30. FEMERERIL. RERBRIRE (T/bbh, B 20 sB#i O BBEAFRIEIZNE > T 1.2 x CVT5) 12
BT 90%As DFINEAAER 2 T BRI E OIS Tl E 5, 1.2 x CVI5 TOMaAE RN
90%LA EDOBE . MR 2L T2, ZOXIREA, HECVIS 2k, AEREEZ0D
BT 2 ENHEIESND, AFAEAK (E203M, F7213F 0MoREE BEAR) TiX 5000 pg/mL,
DMSO T 1000 pg/mL, F 73 m AR E 2 . BRWE ORIGABRIRE & LTHWL 56, M
R AETFRN 90% % Llml> CTH MR RNHFRIND Z L ICHET D,

ABHREZE

31 B EICIFLL T Off e ST,
PR

- Wi—pWHE

o (LEFHIERRIE . 21X ITUPAC £7-1X CAS 4. CAS & 5. SMILES £7-1% InChl =
— R, #ERXB L E13F2 NI ORI A F 2 S
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B, Log Kow, /K~DIEMREEE . DMSO ~DIAFRE . 7y 1B LA T algE/R#iFH O
Z DO 2 Y B LR

VIS U, EIFEEMICSATRIRER GG OME, N O b FmRER &
YT LA, RBREToMEE (Fl X, IR, B

AR L

ATFAREZ2 #H DO IRATFSAAM I KO ENE;

BB b3 DU AR TRR D 2 4

- ZEOWE . UVCBWEER X ONESW

o AFHHRERHEFHOM Y OFNEE (LB | ME, SARBIUEECH LY
HbFHIEE (ERRsl) R EI2 X 2 TE 2R Y ORs OFFME;

o HMEL. KA~DVEMREE, DMSO ~DIEMFEE R L O T AT REZR 1A O 2 O BE3 5 4
BB,

o WA DIREH / RY ~—D5GE. o FES LATRMNTO0F &, FoiiRmE
il Z BT 5 Z LA DI

o M T LA, REARIOWMBE (B 21X, IE. M)

o ABRIESL,

o ATFAIBRZRHIFH DRI L O EM:;

o BRI )T D ERIE IHARIERIN 0D 2 2 Pk,

ST B
- Bt

o (LFRUHAINE SR, B %X ITUPAC £7-1% CAS4 . CAS . SMILES F721% InChl =
— R, fEREB L0 T LS OB A 2R

o HME, LogKow., /K~DIAEMEE, DMSO ~DIAMEE . 7y T-8F L O T alfE /e #ipH <
T LG £ OMOREET LR LIS,

o WENIRU., FFEMICFATIRERSG A OME, AL FHFRIE A &)

o NI HLE. WMEBRETOME (B, IR, Bk ;

o ABRIREE,

o AFAIREZRHFH DIRAFRI I L OLEM:;

o HMT DA, WU REMFFRILETH D Z & AR TR O T — 4,
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- RBPEdS KOV A IR

o (LFHUFRAIE SR, #]21X TUPAC £721% CAS 4. CAS &=, SMILES % 7-1% InChl =
— R, BEXB IO/ R30S OB A F 72 15 ),

o WMEIISU. FREBEMICETIRRGEOME, SO FNEER L,

o KRERIEN A KT A NZFEHEH LI DB O xf IBEA ML, AR %2 5 L AMEL TR
B I OAFWREZ R PH O Z DO o BE 9 2 YA # a0 M

o ATFRIREZRHIPH DIRIFSRM I L OV EME
o BHBRWEIZ T DB PEASEIN O 2 1,

FBLEOR
- RBRREL . R . PRI A S L O
- RBRIEOR,

- MUIEER, T ORERIRS L OME T (GRIlatk 2 AT Lchisk 72 &)

. TR R AR Y= R LE) | BROBENR, ZRT Y s Hik S DN
Pty —;

B RERA W E O IBRIE OB L0 . AREBRIESIEREIZ 31T % FEfifiak OB AR L,
PRI 72 BRIE D BBV &2 SLRET D DIZHWIZFIH, Zhidid, BTy —2 B8 L0/ %
I ISOEMRER DI T — 2 I EN D %,

AR AR

- HRHPE L R U, AR IR B DL AR . MFLE X O RFI OH;
- PP & bl L7, Bttt s H45 b v io il A7 22 36 JLOY RFI O

- HEBRWE ORRBIR I T DA R,

AGFI

- TE SR

- HEBRWEORE. EH. WREERFE EREELE R D55E)

- PRI (MESERIH L MR D 85

- PRl K OVE EAE DRI,

- HBRTPIEOEENHIUZZE DOFEIR,
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VEES

- HEZ L ICHEBRE B L ORI OWTE O CVISE B4 T5548) .« Haxo
44fa] MFI fE. RFI . Ml47E=R, EC150, EC200 i (%49 2858) OTF—XD—EFH,
72 B NS PRI T VIZHE » THE LN TR E DR DR,

- RN TBAGA. ENLAMCBEET D AN HIEE DOREIR,
FERDEES
- h-CLAT Z AWV TH LN RDE L,
- OBEERS AT RER S A IATA OFPFANIZI T 23 BRAE R OB,
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et MBRIEOMRRORETH Y . U0 —METH D, ZOMEE, £ DHEE. HBRIED
ERERFEROTIG 2 BWT 2 — 8k L RZENICHVW LD (2D .

AOP (FEMFERE) : 01 LY OHMIFERNLRERD invivo i8J7 £ T, FREIULEWE
EITHOREULFIE DA EN L E L5 —HOFR (22)

CV75 : HRATERD 75% % 4 TR,
EC150 : CD86 FEIHIZI T, RFIEN 150 & -3 AL,
EC200 : CD54 382U T, RFLED 200 2 7= R,

Zu—HA b A Y — R TTRRE S oMY Mg K ONVE ORERRAR ST DRFEITS T CTRGEL
T DR DR AW T—EIZ 1 ST O S Ml EE, RN ERIN L, KIZEELT
R AR TS L5, Z<OHRE, MlaidEt~—0—TE#sh 5,

BEW AW, Bk, 223 (RO TLICET) EWEND L 5WEICRE SIS, B
5| & I ATRENEDN B 2 M E A OMEE 2RO Z L,

IATA (REBRB XM T MENT e —F)  b2LFWEEIT O FWE DG
BRAEMEORE (ATEEME) | ERAFEOREMT ) BEIO/ Erzid il (rIaert
SANBLORE) ICTHOONDERNT o —F, K7 7a—F Tk, BEnbHs5—4 %
FTARTHEIEAICHE S LEAMFT 2AT5 Z &I XY faRAEERO RS LI/ 723V 276
L/ EE SO ER o Toi/NR & 72 25RO MLENEIZ ST, i Lo IR EFH A
52 %,

Bt R - RBRSR O R T ORI & G e AR & R IR IR, IR AR L SRR & OFHALAE
HOFEAZHET D720, 2OV TN EW R E LY 7 LB X OENLS Ot Y 7 v
W TR T 5,

BEY : VNS LW 2 DLl EOMIBEN S 72 AIREW F 1~ 138K,

H—oWE - EEIOHEAIC, 1 EERS2 80% (wiw) LLEFET DL Z LIChVERSNLY
e

=|

o

ZROWE = OEEIERIC. 2O EOFEERSDIEE 10% (ww) PLEE 80% (wiw) H
WCHETHZLICEVERINOIWE, ZROWEITHEBROMREGOND, IREWE Sk
IYE L OFEWT, IREMOSGE., 2 O EOWENMEFERIGERE I STIRAETH2Z LIk
HILDHDIZXT L. SR EIIMEFRICDRRELND Z EITH D,
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BRI - FBR DT T ORI & 2 VRS & 7 %?6 LB T WD WE Tk
PA BT 2 kR, BAPERTRREUS ORI ZA L 22 i T X 2 K 912, BSOSO R E S 235EHIT
o TUTZRBIRUY,

TUNTT 2 NI A il U CRAEIEE & 72 DAL WL
TN T PR E AT 57200, RIS K DIEMHE L Z 2 D E,

FEXPEIEHRE (RFL) ;R CALER L 72> MFI & O el K-> TE LN AW E T
AVER U 7= MR O S 1w YR EE (MFI) O FHRHE,

UM B & MR RO L OBR L. RBRPFFED BN L > TERSCAMMNEDRH 50 %
YRR, AUBRDNGIBRRI R L 72 D AW R @%Eﬁ;ﬂmiti?ﬂfﬁéﬁf%rﬁ P
ML, RBREOIEMEYE (—80%) 25T 2 .

B8N : FC 70 barzHnCBriEZ Ei L7- & 1285 5 BN R EREN L OER
SRFHMEORE 2R TRE, ERENS I OEREMEEMEZR S ONCERENOM D K UK E
OHEMIZE VLIS (21)

RIRE « WIS Bds K OB IR CRIFFICHET S D 1 DU E ORI E ) B % D —#L O
B,

BREE : TR TOBEMALFIELCIEIELFEWE O O b BMBRIZ K > TIEMICHBE SN D b ODEIE
SRR Z B2 O TRBRIEO BN Z R TRETH Y | SRBRIEOZ Y MEZFHEY 5 L THE
THILEPEETHD (21

Jufa ISR : 0.1% 0 VIIET VT R V&R D IR E AR,

TR /A RTER © W DI R 2 & AU T2 5B SR D X C Oy & G de s, Wi 1R
WTHDRWELY T DZ & [7 DRI BRI, £ IXL BN B L T B & C AL

BLEY T IZHONT, XR—=AT7 A U ORIGSEHERT DI2DICHWGND, BEHUHR 2[RRI
AW OSGE, Ry 7k, Witk &R & O ABEROF RS RT,

RRE . TN TORESCAEEMEAIED 9 5, WBRICE > TEEMIZOE SN D b OOEIE
%ﬁ%ﬁﬁ%%%t%ﬁﬁ%&@E%ﬁ%ﬁ?Rﬁ?%D\ﬁﬁ%@ﬁéi%&ﬁ?éif%ﬁ
THILEPEETHD (21

g . ﬁﬁmﬁ EX - ITHERRETHONDILFETHE L FOIAEMDO Z L2, O 0%

TEMEZ AR OB R TRINSe, F O TRENOIRET AT E TN D08, ZOWED
LEMICHBELERIFT b, TOMMEEILSED 2L b 8T 5 Al RerE D & 5 VT
<O

BWBRWE . [WBWE] Lo L. BBAdRTHH L2V I BEEITHNW S,
EEES [EZEROSEB I ORRCETHHFFAM AT A (UNGHS) : Ax (EHZE,
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TEE . WM E . HEE . BEARHSE R E) BLXORELSTH -0, fGaRaEERICE
TOMRAIGETHZ L ZAME LT, WRE L, @ LB L ORE FoFEEOREEB L UL
~OLOFEIEIZHE S TS (BB X ONESY) ORFEIEERET DL L HIT, BFoR - [EEM
LR« fabR A BV - EEEE ALEWEL ST — 2 o — bR OIS T DInEER LY
WoHo2FALTHDL (23) .

UVCB : MR E T IIRNEDOWE, EMER PO ERRY £ 12 3R E,
LR - FrEO BIICK L0225l LOMEEMED H D L Ak S, BHErciEess

JFANZ SN TNV B eERTE, & DBRIENHEIRER TR Y L NI DO TIE R, ERINT-H
& DEEIZBWTOAZY THHZ 20D (21)
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HREFHEH OWE

KERERIET A BT A4 2 442E OFFEEIINE - TREREZ HEHNICHWD DI, Ehehaax i,

F 1 THERSN D 10WEIZOWT, h-CLAT IC X W B &N 2 TG R A2 EfElc AF L, Hayg
MR 10 WE S §WELL EICHOWT, ZNFNOEHERANICE N5 CVT5 . EC150 fHB L
EC200 2 a8 5 Z LIC X 0 e B R E A SrFEd 5 2 &, BREMHOWEIL, FRIERME
PDHEMIZONWTE SN D SGOFIAZ R T 72 ORIz, TS ORIRELUET, 20
ERHBMTHDLZ L. BAED invivo ZIRT — XM ATFARETHDH Z L, BEXOh-CLATIC X
DEOLNT-EWED invitro T — 2N AFAHETH L Z LIS, Fo, AEINTWHEIH
T —X# 23 h-CLAT CHIHARETHDHZ 55 (3)

(14) .

# 1 : h-CLAT O HAfrHy8 BE FEFR O AEICHELE S N D W

S CD86 D h-CLAT CD54 @ h-CLAT
= o YR | Invivo lTBIT S fER (EC150 FER
ERERTHOWE CLFige 7N T {gg&% 2@ (ng/mL) @ (EC200 (pg/mL)
FEHERF) 2 DOFEAEFF) 2
%/’4':}: brZ7massE 97-00-7 & (igﬁgi 2-12 BAPE (0.5~10) BAE (0.5~15)
4.7 2= VT I 106-50-3 [ {4 m_ﬁag%qt?g 5-95 WG (<40) rett (>1.5) 3
Bl = > v 10101-97-0 [ {4 %ggﬁ% 30-500 Bt (<100) Bt (10~100)
iiﬂ/ﬁ T by T 149-30-4 [ A %ggﬁ% 30-400 fzrt (>10) ° bt (10~140)
R(H)-V TR 5989-27-5 LN ng%qj?g >20 fatE (>5) 3 Gtk (<250)
A IZV ) V=R 39236-46-9 {4 m_u(fgg%q:?g 25-100 5 (20~90) Bt (20~75)
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AT ) —) 67-63-0 HEZE FERAEEE >5000 (>5000) (>5000)
. _ . . " (43 ket
Ut —L 56-81-5 HEZEN A E >5000 (>5000) (>5000)
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I . ke o el fatt ket
4-7 X ) BB 150-13-0 A FERAEE Y >1000 (>1000) (>1000)

W&EE : CAS %5 = CAS

1

Invivo \IZBITHEEMEB IO GRED) FHEIEERIZ, LLNAT—4% (3)
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vivo [IZE T DR IL, ECETOC (24) ([Z LV IRE SN EL ATV 5,

BEfFORIEM (13)

WEAF DZVERTER O RKE IR~ — I — TR L NIz, > TRIEFRASEICTHIS NS,
D BT BV I WEEFDOGIERIRICEE S T ER S NIz, BIERRPGONTS
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By BCIEIEHRE S U2 B ERPAN TR T IR 6720,
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fHIBE I ; In vitro FEJEIRRAEME :
U937 MIFEERTEHE LB (U-SENS™)

RANZERTREEEB LURA

1. U-SENS™| I, HERE K OWHRAE (DC) NEMHEIL SN TA L pfifFm~— I —
(CD86) Dbt hHHLFRERVE Y v/ BEAMORE U937 (1231 DRI O\ T, BAEMWE I3 DR
WD ERTHZENTED (1) . ZHIZEY., U937 MlatkoiakEm~—h—CTdH D
CD86 DIEHL L~ /LHIEfE 2 T, JERIEEE Z O TRWDh O E % L35,

2. U-SENS™(X, L’Oreal LA FE L7= N\ F— 3 ik (2) TRHMEiSi, ZDH%., RN
B FZBRAOE LTt > # — (EURL ECVAM) #5kiZ&E< (ESAC) ICX M LT L
Ea—TCiHisive 3) o AFHRERGHLE HHI Y RB L RRAT — 7 FVZ—0nbOERE T
NRTERE L, U-SENS™E, HEMDGHER X OERE B, BAEMEWE & IERIEMYE %%
BT D7D IATA D—B & L TCHWAD Z £ EURL ECVAM  (4) [ZXk o THERES LTV 5,
JJERAEVEIZBA L T IATAICH WO N D T — AR T 7 o —F 0l 4« OF R A w535
HA K ALEOH T, OECD [THFF AT, S I E BT L2 RETH N D
HDOIEFIIFEEZ BT LTS, 2D HEDOOE DM, U-SENS 7 v A IZHESS D THS (5) .
BT — RO R Y e N F— 22 EDIENOERE U-SENS™MF—2 LG L7 (6) .
FIOERICHRES TS @) (B5) (1) .

3. U-SENS™| I, Hiffatzgiiifi & 7o —H% A h A R U =08 ORERN B 5 FEERE~D I
ERARETH D Z EVRHER SN TS, RRBRIEICHAEN D PR ROFEMEIX, [F—iEixN
BLOEHEOMZE TENFIL, 90%B LN 84% TH-o7= 8) ., NUF—r g il 8) BX
OREESNIMMOZE (1) HOEBELNTZTRTOMBEICL D &, LLNA OfE R L R L7254,
FERAEMEE (UNGHS 77 2V —1) L IERIEMWE & &2 iB 7 5 IEMEEIE 86% (N=166)
JEEIT 91% (118/129) . HFEE X 65% (24/37) Thol-, b N TORER L LI LIZHA. KE
JEAEMEYE (UNGHS 7 2V —1) LIERAEMEME & 23807 5 IEMEEIE 77% (N=101) | J&JE
1L 100% (58/58) . WFHLEEIX 47% (20/43) To - 7-, U-SENS™ODAEMERS BTl 2 LLNA &
et 5 & EREESEVMEFEWE (UNGHS 7 7 2 —1A) L0 b, RERAEMEDME
WNFRREE DO LEWE (UNGHS 97 47 2 —1B) (ZHEO S AlEMERNE W (1) (8)  (9) .
WAET DL, EREIHSIT U-SENS™MM R FIRAEME DA EMEEFRNT2DICHFRATHL Z L& L
TW5b, 7272 L, U-SENS™L, TATA |ZHE S MDIFHRZIFH L, NHEUHIZ) OEE TE IV
8 DRI TSN RETHDHZ LD, U-SENS™Z B ORERIE L L TR L7 Bk
FEOMEITFRIEIZ T 720, S 51T, 8iaE V220 B S EMERBRIE 25 2 554, LLNA R
BRbZDIEDOBEWEERG . b MIBIT 2 RERBIEEZ ERICKM L TS LNz enz &z
HMETRXTbhD,

4. BUEAFWEERT —ZICXL DL, U-SENSMIL, S EIERAMEREE. WL FRIRE,
BREIRABMEIREE  (invivo RER THIE S D) o0 BERIEELZAET D Z & 03Dh> T D —HD
FOSA T =K (A TNVZRIE, vy ZWIEER, 7 L VIRALL 2 75 FRORIZE#: [SN2]
FT G EFBRRZEWIS [SNAr] ) 2R EIZEK B3 5088 E (ORAER, SRmEiSvEAl 15PEAL
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@R E OIS A Edte) ICHEAFRETH D Z EavRENT (1) () (9) (10) , U-
SENS™ (X, Y] 7aiAlt R (B8 13 2H) (IR TH 202 E LT EiiR (BB e 3 kg
THZ LG, W BR S 5EE L CREMZRTZ bR an A RELIIBER) & 72595
WEIEMAARETH D, LT Ty (BLICLvIEHbEn2mE) SFanrT o (B
P450 3 57 IR K DIEMHELZ BT 2WE) L a3nsT—4%ty hofbFEWE %A, U-
SENSM{Z L > CTIELL PHITHZ ENTE72 (1) (10) . FERHEDE L, FEFFEA) CD86 FE
WMEECDZ EnG, AL RDZENRH Y| invivo TOIEMESNFEICEE LT, A 71
3R FEIEERI CTH -7 (1) o FEIEMHEANC R R 25RO 756, R E 3 I EME
WETHDEDHWEZRILT 200, FmEiEHEANCEO 72 EFLo X 5 7Bt B ol
EAEET S, SR E I U-SENSIM TRl CE 28 (1) . 7t afy « AV FATT X
— bk (FITC) =iz vib7uvvry s (P) &R UEEORONEEHRWE L., 7a—Y 1 b
A RNV —IC XM ETWT 5720, FITCA#GUA (FARMEOFEREM) £721X PI G4 F
HIEAREE) ZHWTIERICTETE 220, 20X 5 2354, Ml IO AEREMEICL D
FITC =B £ 7213 PI (B 182 MR) LRROERZ L0 T Z LN RENDILGAICRY . it
DT T SN -UR, ElidthofladEt~— I —2H\Wbs 2 eNnTE 5, LitzE
2 C, FETEVERER I E OGRS S0, SRUVVEEHIR B D REPERE R IT, R S AU TV D IR,
IATA OPSHANOMOTEFRIICH S U TRRT 20BN D S, MORKFED 7 TV —IZ/BTH
BRI U-SENS™ %3 ]l T & 72 WGEILA & 5355, U-SENS™MAEZD X 5727 Y —|Z|T
WWEIZH WD XX TR,

5. FREOMEY . U-SENS™(X, ZJERAEMEDE & IEIEEME & OB 2% L3562 &0
TE 5, — ). IATAR EOHANT Fa—F R THWSN-SE . BAENEDREE O 228 7]
RRGab®H 5, LTV A, U-SENSMORFEAY, & D K 5 ITREFHmICIF#EZ 52 5 D% R
ETHITE, B b T —XIZESW - —EOMENNLIETH 5,

6. HFEDERR Z i 1R

RBROME

7. U-SENS™/ X #RBRENRTE 4543 FFRIZIC, & MERMERME Y o ERIRE T d 5 U937
fa > CD86 Milazk i~ — 1 —HBLOEA &2 EET 5 invitro RER CThH 5, CD86 F~ — I —I,
ARG 72 U937 i b~ — T — DO D> TH D, CD86IL, HHEY+THDHZ N> TEY .,
THIL T T A X o JICEHE /2 &E 2 5 HEREMEL A BB T2 E 265, WM 7 v A
LAy s A YTFTATTF—F (FITC) TEGRIN-HiATHREZ G L=H L. CD86 Milaz
H~——B0E{E 70— A FA M) —THIET 5, CDS6MlaEH~—I—RBEDT v
T Xalb—rarn, MEFEEICELRZVBETELTWD2HMET 5729, FIRFCHREM
b Bl PLZHWT) HIET 5D, WEE AR & O ik T CD86 Ml i~ — 1 — ORIk
85 (S1) ZHEH L. BAEMEYE & IEIEEYE & 280 T 57200 THIET LV (B 19 28)
WZAERT %,

¥
{1

FHZHBE D SLEF

k=
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8. WBRIENA FT A 442E O BFICTHE SN TV D RBRIEL HERICHWD DITHEL S,
FEhiftisk L. Good in vitro Method Practices (11) (ZHEHL U CTHHIE L UNE OB AEMEZR A O 10 WE
%ﬂﬂb‘fﬁifﬁﬂ’] DAL ZSNRET D, S BT, ﬁnﬁﬁﬁ%ﬁﬂﬂ%ﬂi\ }iﬁﬁiﬂ)?":t/ﬁ (B?%% 112
HE) & BRI KL OVREE AR (B 15~16 2R) LB o7 — XD 5T —

“—X%\?T%ﬁb\ DX Y7 —FEHWT, Ehtfisk “CU)ﬁuiWﬁ/ii@ﬁﬁfﬁE?ﬁ)fxﬂ#E’J THERF
ENTNWDZ L aiRET 5,

AR FIE
9. AFRBRIEIL, U-SENS™(Z %ﬁé@%%%ﬁﬂ%? FN—ZH—E 2 (DB-ALM) 7'u
koL E 5 183 (12) TSV W5, FEhfisklZ3V T U-SENS™MAZE A LFEHT 554, 1

YeRETIE (SOP) WA MENH D, il ifﬁa_lm 5N E R E DR X o TREED
FERAZLTHTZ EAUREINIUE, U-SENSIMEEIHIE S A7 A% HH LTl U-SENS™®D I
TR EE S L OFRIAIZ DWW CLLTIZEE T,

A D75

10. U-SENS™®D ZEifi |21, & MEHRERTE U o IRk U937 (13) ZfH 3 5, American
Type Culture Collection (ATCC) D X 9 72 +43 /2@ IEEA&E 2 b ORI N 7 026 fifd (7 72—
> CRL1593.2) #AFT5HZ &,

1. U937 il =R 37°C. 5% CO, DIMBIEHS T T, 10% 7 VG RiE (FCS) . 2mM L-
TNHE I 100 BAL/mL <=2U B EXUN100 pg/mL A kL7 b= A U ZTRANL 72 RPMI-
1640 B5Hh (GEabiH) CR:ET 5, U937 Mk, 2~3 HIZ 18], EMAVITHEEE 1.5 x 10°cells/mL
F 7213 3 x 10°cells/mL THEFET 5, AADEEEEN 2 x 10%cells/mL Z# 2 Tl b7evy, 7=, ~U
I T N — A ERRTE THIE U 72 AETE R DY 90% L BT e 67220 (ARt 55—k
A S ey, RBRICEHAT AR, Midoea y b FCS RPURIZOWTRIMED F = v
7 ATV, WMIETH D Z ExHWT 5, MlRORIGHET = > 713, BB THLIEZ VLA
AU (2,4,6- Y = Fa-_UB U ZLERUEE  TNBS)  (CAS %5 @ 2508-19-2, i 99%LL )
BILOBMIRTH LA (LA) (CASE S : 50-21-5, #iE 85%LL ) & HWT, MRS 1
B ERICET D, KEOT = v 7121E, 2 2O%BOZNENIC, 6 FEORKIRE %
a4 5 (TNBS : 1. 12,5, 25, 50, 75. 100 pg/mL B L O'LA : 1, 10, 20, 50. 100, 200
ug/mL) , SEREEHICYEAR L 7= TNBS 23, BtEd L ONRERFIED CD86 s E2 AT (Bt
JE CD86 S.1.>150 &, =D d & D CD86 S.IDHINN) | FeBREHITIEAE L7= LA 7 CD86 D
IGEECDHDVLERD S (BIE 212 |, 2EIOMIGHET = v 7 Tk & HWr S zfifda » bo
HERBRCHERT 5, ML, sk, &R 7TEMZREICHEIED 2 ENARETH D, ML
B 21 MZB 2 TUIR SR, KSETF = v 71, B 18~22 ([Z5E#iD FIEIZHE » TE I 5,

12. AERTIL. 3x 10°cells/mL £ 721% 6 x 10°cells/mL D% C U937 Al 2 #& & L . %ﬁ%ﬁ’b 2
HEE721X 1 B, 8§58 7 7 A2 CRIEET 5, +o RPN R SN D 1E0IC, filx

X, Al A OB AE R ORBRIZ LY | Waﬁé@?ﬁﬁ%%%tmxmwéhh .2z

IZHET T b OUANDORIEESMZEHA LT L, RN H, BE7 72 a7 Miaz
5 % 10% cells/mL THI7Z 258 RIC BT 5, RIT, 96 7 = LK L— MZ 100 pL (e AR

BRJE 0.5 x 10° cells/well) DM 2 4EfE$ 5,
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B E L L AR DR

13, REREMATCHSRE ORI 2R T 5, ZOBRMOTDIC, WRWEEZ, WO FE—
Bt & L ComaiBiha VT, 50 mgmL ORE CIAMRETIXLZEMIC RS 5, BRI
W ARSI E DA TH D56, & FEME LT AFILALEF T K (DMSO, Ml

99%LL ) (ZIAfR, TR EMNC I T D, WBRWENIRE BARICERET 256, ekt
HINZ IR 0.4 mg/mL (272 5 K 5 ICHERME 2R3 5, BRI DS DMSO (2 L 2SR L7220
LraiE, IR 50 mgmL CHBRME 2 AT 5, oo BHERRILA R R TE 541X, ERELL
S OTRIE AR Z A LT R, BRI EE RIS B T 298 E O L e B ET D 0 E
N5,

14, HERME R L OSSR X, B BT 5, U-SENS™TIIHERERER AT 72
W2, YIEIFERR T, 6 FEORAKIEE (1, 10, 20, 50, 100 B L1200 pg/mL) & 785 K9
2, FERREME 7213 0.4% DMSO & A O XIS T IR AR CTHHI L, EBREITH & TH
%, 2[E B LD ER T, 52EEHIC 0.4% DMSO % 7213 DMSO (Z 50 mg/mL OB E 1A
WHBE L, D7 b ATEEOEERRR (D b 4TEORE) %, XIGd Dt /it
RERWNCTHRT 5, EERBERITREKIZ, 7 — b OMEERRR & 580 U937 MRk
(EREE 112 2T 52 L2k S 2fFicamilsh T@EICHY oS (12)
ZIMBEEDRATEDTDDIEE (D &b 4TEEOBEE) X, 2 FE TOERRRICHESH
TEIRT D (8) ., ALY ZEMEBEIL, 1, 2, 3, 4. 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 60, 70, 80, 90. 100, 120, 140, 160, 180 F L TN200 ug/mL TH 5, Hrnmi&iE
FEI1E 200 pg/mL TH 5, 1 pg/mL T CD86 HEAE A 5RO 72556, IMERIEA#E 2 % CD86 4 L
PRNRBRI BT RS e ol T B T2 DI, RIC 0.1 pg/mL Z M9 %, CD86 BRI B8 1 it 2 58 60 1= 353
AL HEmIZ, EC150 (CD86 [HMERIMETH 5 150% 2T DR E DEE ., BRIk 195 R) %
ROD, WERWED ., Btk CD86 IS A £ U D705, IREMAEME 2R 720 54A . U-SENS™ DB-
ALM 7'1 k2L %5183 (12) ICRtE L= L 912, BCISO ZHH L THERB 2N EZ 2 b
%o BIEMIZ, CVT0 (HIIRFEMERIE CTdh D T0% =T kB, BRIK 198 8) 2 Tx%
RO kD2 (12) , CDS6 EEMMDIEE ISR ERFIT D720, BEHL 2 2IBENLWTNLD
BEZEIRT S, 2oL x, ECI50 (F7213 CD86 etk MEasErEEE ok i) & Ccv70 (£
Tl ATRE e e IR EE [200 pg/mL] ) E ORICHEIFICHEOIED L0 IBIRT 5, WEHT-Y 47
MU EOREAZBRF L, HEED7=D, 209 B 2FEMU EERIRIOREICHAWZRE LT 5,

15. U-SENS™|Z U2 IR AR IR seabsth (BRI DN IR & T2 1 X L eI 0 # S
H85)  (BE 45M) F7203 0.4%DMSO & A 52ttt (BB E 25 DMSO (IR & 72 1322 7E
BN T H858) Tho,

16.  U-SENS™(Z 2[5kt L, 2 abiti TS L7- TNBS (B4 11 &) Th b,

TNBS |Z CD86 FEEHIEDEIERIR E LT, 7 L— ORI 1 FE (50 pg/mL) <. Mg
TERM 70%% 1A% 2 & ZHERT 5, TNBS N7 L— F i 50 ug/mL & 72 % K 91T 510, 1
M @ TNBS £RAFHHK (293 mg/mL) %A FEaREMi TR L, 2,930 (54 R4 % Z & T 100 pg/mL OfE
EMEZ215%5, L (LA, CAS50-21-5) %, M & L CoeaiiitfiZ 200 pg/mL &
RHEIER LT b OEFEHT S (0.4 mg/mL RIFHEKND) , KFEBROT L — Malo, B85
M EALE X VREEBERSKEIRIX, REMERHIR XS KO R 2 3 R3O ET 5 (12) , B
F=ANH Y, XEFR UEMTFAREEZ - U0 R B A WS Z BT
x5, EAFEET, BRMEIC oW Cildis &% (BIE 1221 LH—Thob,

© OECD 2018



OECD/OCDE 442F. | 29

B E L L YR DB

17. Btk 14~16 ([ZREMl O IO I E T ITEE MR 2. 96 7 = VR L— b (B
1220) C, R LRSS 1:1 (viv) TRET S, RIZ, B L7=7L— & 5% CO,
FIETIZ, 37°C TASB A > FaX— 35, 4 F2X— FOFiZ, b — & ¥BEKT
=L L, FEBMEOYWSRYE ORFECT = VI TCOMBRWE DR B YRR 5 (12) .

A D5

18,  BREEND 453 pffR%, Miaz VIE~ A /&4 4 —7L—b~B L, ELOHEHIT X
IS D, VEARICEET D HEEE L LT, ALPR 4543 BETE (HIRRYLET) (SRS 72 I3 3
PSS TIZRROOND 2 L EERT D, RIELHE T, FRomMiflaz 100 uL DK 5%~ e
oA Y CERRE AR (PBS) (B HREENR) T 1RSI 5, =00, Mz
100 uL DYt FAFEMERR CRYGE L. BE TIC 4°C T304, 5L (0.25 pg) O FITC Bkt
CD86 FiAET2iT~ U X 1gGl (T A VY # A7) HilkE W TYfa4 %, U-SENS™ DB-ALM 7'
kL EE 183 (12) ICi# Pz i+ 25 2 & (CD86 : BD-PharMingen #555657 7 11— :
Fun-1 % 721 Caltag/Invitrogen # MHCD8601 7 = — > : BU63;3 £ O IgG1 : BD-PharMingen
#555748, F 7213 Caltag/Invitrogen # GM4992) , FRBRIEBHIEH ORBRIZEED | HUik oG
X, EEF, Besvny NETHRUTHD, OMET = v ZIZEK LI O ThIUL, By a—
CROBREE OPIKRE T v A IHERALTHL LW (B 11BR) , L, ERESEHEOR
BRMERE DS CHUARIRE 2 Wi U, Sl 72 iR 2RO 2NN 5, o et CHlak S i
729t CD86 HUADIRH > 27 MZHOWTIL, BRI, i UG O E MR E ORBRIZ LV |
FITC B PUAR L AR ORERZ 7o 6T Z E ARSI NIUTHWD Z N TE 5, 100 uL DY H
FEMTHE C 28], 100 uL DK PBS C 1 [BEIEH%, Mlaz ok PBS ICHEE L (L& FT
AWBRE | AT ORI T 2EA1T 1250, HEWD 75— L — r 2 W HEA1L50uL) . PIIA
W2 WINT 25 (RAURE 3 ng/mL) o FLAIE, ME OB AERZEME ORI LY, Hoga
Pl L [RBEDFERERTHAE, 7-7I /77 F /) ~A 2D (7-AAD) F72iL F U X7 —n
SR MmOMREE~— D — &2 EHT 52 ENAHRETH B,

Za—Y1 P AP T =2

19. CDS6 DR EL L UOWIIRAEGFERE, 7ao—0 A b A M) —ZHWToNT 5, flaz,
SR E 2 V=5 A4 X (FSC) BLUHKIE (SSC) O Ry 7 ay hTrd, ZHICXD, first
gate R1 OEMZHEICRHE L, T 7V Z2HRTHZENTE S, £V = /WIDX, gateR1ITH
310,000 MR 21525 Z & 2 AEI29 5, [ U Rl gate > b7 4%, FL3 £721% FL4,/SSC K
v ey NCRT, by ARSI 550 gate R2 2% 5 Z LT
K oT, A EZBHMIZT D (FL3 £721X FL4 7 v o x/V) , MlRAEFERIE, A F A —F—ff
Wrra 7o Kzk0, UTFToXEHAWNCEB SN, MRAETFENMEWIGAIL, Sz E Tk
K2 HEOHIN G725 T — X2 BT 5, HDHWIE, oWBIMbEE 1 pRITHE LN T — X & B
B35,

i

x 100
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WIZ, R2 TH — &R AMag (R1T) @ FLI-BEMOEIE Z2HET 5, Mmoo
CD86 84, Aff (R2) T%— K L7FLL/SSC Ky 7oy hZHWTHITT 5,
SEREHTgGl 7 = VOGE . T~ — T —Z EEEMCITE L TRE L, B
IgGl ZBEEY —2 0.6~09%IZH D L H12T 5,

EFRICET DAY, FITCAE# IgGl Ky h 7 ay hov 7 M EFSND (IgGl FLI1 21
%) S.I>150%) .

SERAIAE (BEQLER & 7213 0.4%DMSO0) 35 L OWEER Y /E gz Mika o CD86 Ml (S.1.) %,

WRITESWCTEHT S

_ BRI ELSE CD86' AN - R BALER 1gG 1 A D%
X CD86™ #I D% - % 1R IgG1* ML D%

HEAVER O IR TgG U AR D% - LB R O, Soir~— U —TCHE SN D Gra#HF 0.6%LL E
1.5%A0, B8 22 2 8) FLI1 B 1gGl M 0 A& % 55,

IgG1*,/CD86" D xR WeBR W e AV ERRIAE D% - XFHR BB B ALBEAE AR Z 35 U BT~ —H
—Z @) S FTICHIE L7z FL1-B51: 1gG1,/CD86 Ml O FI A & F5,

S.I.

100

F— 5B LU
T =5 DFFM

20. TE/RF A —& % U-SENS™ERERVE TR S : CVT0E. BARAIIZIZ. U937 DA fF=R
28 70%% BRI E IR (30%7 M) . EC1501H. ERAYIZIZ, CD86 DHilifsdk (S.L) 23
150% % 7~ I H R B IR S

CV70 1%, LA FORZ AW mEIc L BT 5 -
CV70=Cl+[(V1-70)/(V1-V2)*(C2-Cl)]

ZIZT:
V1L, HIIAEGRN 10%LL & 72 D/ N A3
V2 1%, HIR AR 70%A8 & 72 B e K DR fFR
ClBLUC2IE, TN VI I LV V2 Offia A1 2 R~ 3 BRI IR B

WIEE (FH)

V1

E e e
v2 i

i

i

c1 C\??O c2 h?ﬁ%&”‘ (ng/ml)
CVIO %KD BT 7 R—FITONTIE, (I, BAEHRWEORBRICLY) R
WEE G2 RO 2L DT SAGUSHERT S Z LR TE S,

EC150 1%, A TFOXEHWTRHEBIEMEIC L D EHT S -

© OECD 2018



OECD/OCDE 442F. | 31

EC150=C1 + [(150 — S.I.1) /(S..2 - S.I.1) * (C2 — C1)]

ZIZT:
CliE, CD86 S.LMEA 150%Ai D, ng/mL THK L7z KB FE(S.11)
C2 1%, CD86 S.IMHA 150%LL £, ng/mL THE L7 i/ MEBRYE R E(S.12).

CD86-IgG1 S.I.
F

812
150 —f ==
-~

811 !
!
i

1 >
¥ TR (ug/ml)
C1 ECI50 C2

TRLZOWTC, ECIS0EEB LN CVI0 EEE T 5
- JEM : ECI50MHB L ONCVTI0EA . CD86 ¥ EER ISR et oYy —L e LT
FHT 2 (Bl% 14 200)
SEAEFRIZEESN T, 2K TO CVI0 ZRH 5 (12)
- DC86 fE D) SIIZHS W T, U-SENS™A W CGME & Flll S 2 R E x4 54
RTD ECI50 Z3kD D (BT 21 &HR)  (12)

FHE T

21. CD86 ZHHMIT TlE, W E O NTITID 72 &b 41BE, D &b 2O LT
HIE (BUHAICER) 217> T, OO TFRIZEES (FBrEd LX) |

- CD86 @ S.IMEAN, M Uiz fiadErE o 22y GAETERN 70%LL ) T _XTO#EET
150% A3 TH Y . LNBRERICEEL KT X5 RBERN WS GliairE, it « Bk
18R, % BIE 195 MR EREZIRD 5 Ea M ER T & 1T HRILR) | U-SENS™DZ D
EDRGmma 2t (2L, N EGiaiT %) LHWrT 5, BRIELSADOT X TORE : CD86 @ S.IL
BN 150%Lh B3B8 X/ F 72135 BT E %2 MIFT X 9 BRERMNFEET 2846, U-SENS™MD Z D
BEICBT HiEmmabtE (ZHLfE, P LRiHT %) LT 5,

-7 B 2 BN LI RIEICB W TRRMETH LT U-SENS™|Z 151 A FHllEEatt (N) &1
5 (K1) . HIO2EIORENEL L HEEM (N) ThiviX, U-SENS™FH| 2 fE: & 3|l L.
3[EH OWRIEITIT 9 LB 720N,

-7 &y 2B OIS LIZHIEDE (P) ThiviE, U-SENS™|ZI1T 5 Tl Z B L 345
(K1) . &0 2EIOHENEL L LEME (P) ThivlX, U-SENS™MZIIT D THIZEM & L,
3 H OWBIEITAT 9 LB 720N,

- HERERBRZITORNWZ 205, RAOHEICB W THEEED RSN/ b mWERE T
D CD86 ZETLD S.IAED 150%Lh ECTh - 7G5 526455, ZOREREEZR+5 (Not
Conclusive : NC) &HIWT L., IREEZBM (Gm MEMERE & R ICHAR MR & O —EBI% 20
ZH) LT, BMOWEELEMT HLENH S, FEMENNC & EnizGae, P L bihg
2 M FEfid 5, 2EHE 3EBORENDPNTZEAIT 4BIEHORTEIT) NI NBLOS
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F720EP) (K1) , 2B LUBEORIE TIX, MRREEDOZ2WER D E VIR TO A CD86 2% 150%
uif%otkbf% ZDOWEZBIE L KI5, ORI, YRy E o5k L CR AR
E%nﬁ%bﬁ_\_ kB,

B TPINE, 3EEIT4EOMEZNENDORERDOLZNHITHESS GEO D B 2[E, 4[H0 9
HamE) (XK1,

YD 2 wAID 2
[l D E [ D HIE

J

P&P N &N NC &P
NC &N
N&P
P&N

3 [AI A E

3[EIHDH) |3 5] H oM
FEVIREE | | it e

NC &P &P NC&N&N NC & N &P
N&P&P N&P&N NC&P&N
P&N&P P&N&N

4 a1 5 DMy 4 /1 DM
JEVT JEVT

NC&N&P&P NC&N&P&N
NC&P&N&P NC&P&N&N

X 1 : U-SENS™MIZ W H B FHIEST LLU-SENS™M|C L 5 Fillll. IATA OFsEAOT T, /-, B4
FHEPBIO NILDIZ) OBEET, SBLRIIHESTHRFTTHZ &,

N : CD86 Bt 2R T, FERICHEZ KITT X5 RFELNRBD LN WVEE
P(D%#%@%iU/iti\F%ugm%&ﬁ?i9@$%ﬂm®EﬂéﬁA

NC : ~+757, mHIORE T, MIEMED R Wi ERE TD A CD86 DIGHERKIS DT D b6
I +47;

L ROIOBPEIZOHZRAFSy (NC) ZEBIOFERICRO - HE T H BN

3EHORENRLEL 720 | M2 3EIORIED S 6 2 [BILL BS540 (P) F7-13ME (N)
DLW OfERR & 72D,

$: EREAR v 7 RORTIRMD 2 BIOWPE TR FEFRITHESWCHEi Sz 3| B £ TORER
ROMERZ YR v 7 AT,

°: EREAR v 7 AR TERMO 3 EOREREFA ISV TEE Iz 4 B H £ TORER R OM
B E YR v T ANTRT,

FFEEE
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22. U-SENS™ % W5 555, IROFTRBEEZWT-TVLERXH S (12)

- ASE3 R OMER RGNS TR, 3 IR O BEALE U937 DAL AELFERONEIH 90% L 0
<, CD86 HEHLHRIZ U 7 FiRD Haiv7evy, HALE U937 Mo CD86 FEREF HLR M 2%
VI E25%LLFCTH D,

- DMSO ZEMEE & L7=855 . DMSO BAR X O F M4 | MEALERI & bz L 72 DMSO S.1.
BERDDHZ LK ST L., 3 [BIEOMIEAGRONE D 900% XL 0 &< 2T id7e b2
VY, DMSO BEfARHRRIX 3 B 1E D CD86 S.I.O XA MELLE U937 FifiE 3 8] 18 @ CDS6 S.1.
DN D 250%A ThiuiE, DMSO BRI FRITAELI TH D,

- FRAUE U937 M TgGlEIC DWW T, 3EIJIED 5 HA 7 < &b 2 [E18 0.6%LL F 1.5%A
THLIGEIL, WEPADHTHDEHEXD,

- [EIFF I E U7z Pt BRI (BLER) 12\, 3mIKE D 9 6 2 BB L LA (CDS86
S.L72% 150%A) C., MEifamsEt: AR 70%LL L) THAHLEEIC, RIKHCHE L7
FEMEXRX 2B THh D EE 2D,

PExHRIX. (TNBS) @ 3 [ fEH 2 RIS A (CD86 S.1.2% 150%L4 ) ¢, Ml id &
GAATER 10%LL E) TH DA, BIEXRK (TNBS) 2%% 525,

B E

ABHREE
23, ABREEEICIUToEREE T,

wRE
- HmmE

o [LEFHIERAIE . 21X ITUPAC £7-1X CAS 4. CAS & 5. SMILES £7-1% InChl =
— R, #ERXB IO E13F2 NSO A 25 e

o S TEREHAORME, DMSO ~DRMRE, o1 BB L OAF A RERHFHOZ O
L D BEES 2 M B 2ROV

o WMEILU., ELEEMICIATHRERG G OME ., N DL FRIEE R &)
o M TALA. RBERATOMEE (B 1X, IR, B
o RBRIREE,
o  AFAIREZRHFH DIRAFRM I L L EM:;
o AW DIRME IARIRIR O 221,
- ZEOWE. UVCBWER L ONREY
o AFHHRERHFHOM Y OMFENEE (LB | ME, SAERBIUEEOH LY
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bR E (ERESR) RS K 5 TE LRV Oy O,

o M. STEEETHIAS DM, DMSO ~DIREEE T I OV TF I REZR il 0 Z O fth o B
ERRAEZE S A 2D AR

o BEHMRODIEEY KR ) ~—D5E, HFES LATEANT O, F72i3mRE
fi B % 2 AL LAS O it

o HMT LA, WBRATOWEE (BIZIX, IR, M)
o ARBRIREL,

o  ATFHREZRHEIHDOIRAFRIER L O ENE;

o BMERMEIT T DU AR D 2 4 M

ST E

Bt FR
o [LEFHIERRIE . 21X ITUPAC £7-1X CAS 4. CAS & 5. SMILES £7-1% InChl =
— R, #ERXB IO E13F2 NSO A 25

o Bl DMSO ~DIEfREE, 7 FREB X OAFAlRERHEH THU T 256, TOMOR
UG RVAY /b Ao DI T

o WMEIGU, FFEMICELTAMRERG A OMEE, R OLFENRER &,

o U THLGA. WBREIOLE (B 1X, INE. M)

o BRI,

o ATFA[HEZRHIPHDOLRAFRIFS K O EME;

o EMT OGS, WUEMAREETH D Z L ERTHERSREROERT — 4,
S SERON | P U XEN Y

o (LEFHUFRBIE S, 1 21% IUPAC £7-1% CAS 4. CAS %5, SMILES 7-(% InChl =

— R, #ERB L0 E 3RS OB 7R 8,
o WEITILU., FREMNCFEITARERIGA OME, R DbFHFRE R £,

o KBRERIEN A 1954 TS OBIOK IEIE /B2 B B 6 S8, 57,
15 L OAF TR RO 2 OO BT 5 YsL L

o ATFAIREZRHPH DLRAFRNT I & OV M
o FHPBIENI T DI BAREIR O 2 41,

HB LR
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ABRIKIEE 4 . BRI a4 . AUBREEA 4 B K OMERT,

AR5 DRI

MEER, £ DR LU T (lkk 2 AT Loz &) |

- Zu—Y¥A bA M) — (RERY) | BEROBIENE. PUE. LbLUNCHREE~Y—I—;

M ECRREORMIC L D | ARBEIH B  EH OB £ L
BRI BRI LS 2 SEE 5 DIC IV FIR, S AU, RS — 2 B L0 %
T ISUSHEMER DO T — X I EWd D,

||

BB A A

L EASHAIR & LU U7 VAL BRI 15 B L MM R K OF CD86 S.11E;
LRSI & LE U 7o, BRMERRE A B 5 B U 7 IR 7RSS K OR S LK

L BBIE OSBRI BT % T,

AR TFNE

- BE L

- PEBRMEORE, @, REERFR GERHIHERL 555
- BREEHIN;

- Rl K OVAE R HE DRk,
- ABRFIEOEIEDN HIITXZE DFLIR,

VEES
- HE Z LIS E R L OBHERTRICOW TR L. CVTI0E X481 55%4) o S, Al

AAFER, EC150ME GEM T 258) OT—20—EE, LW FHIET V- THE LN
= BRI DR DR,

- U TL5E. TRLSMIBEET SR ST E OFLIE,

FEBEDEEL

- U-SENS™Z W\ T LR DB L,
- M OBEBRAATFAREREEA . IATA OHFFHNIZE T 2 3B R &%,

e ZA
Ve
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EE

IERERE « ABRIEIC K DRERDS, — AR O DB & ORRE — 83 5 0 & om 3 it o
et MBRIEOMRRORETH Y . U0 —METH D, ZOMEE, £ DHEE. HBRIED
ERERFEROEIG 2 B%T 2 — 8 L RZENICHVW NS (14)

AOP (FEMFEEREE) : 01 LIV OMIA N S BIEHERO in vivo i3)5 £ T, FRAYLSE
WE £ 1213 HEOREUEFE O FAEEN L E L 5 —HDOFR (15)

CD86 JREESUS : HPEIEE (CD86 S.I.> 150) MRS IZ S HITEV CD86 S.LA 7 AL 2780
TSt WRERAAYE (REESUGHE) 238 %,

CV70 : HAETERD 70% % < FHITEE,

FUZ b RUZ Mz, i) BEALE S IR 3 MR OB IE%CD86" 73, MEALE IR SRR 1
6] 54 35 L OV 2 IS8 DB IE%CD86 [HODSERI D 50%% FREIAHE. 35 L OVil) BarEc IR 25
3 EIE DIEE%CDS6™ EDS, Fathxf BSER D5 1 [FIE I KOV 2 [FIE OIE IE%CDS86™ fE D
KD 50%% FRIDGH L ERT D,

EC150 : CD86 FEHLUZIBUN T, 150% S.LAZRT THRIJEEE,

TE—YA bR B Y — R S AU IS, AR SOV ORERR ARG DRI I UL
T+ BB DI > TS | PO D AIRIRERE, Bl E WL L, RIS L L
BRI 5 & 5 %< OBA, MIAEE~ — ) — TR SRS,

BEW AW, Bk, 223 (RO TLICET) EWEND O 2WEICRE SIS E. B
| & I ARENEDN B D M E A OMEE 72RO Z L,

IATA (BB X UOFHMEICET 2MENT e —F) &5 FWEE IO FWE O
BRAEMEORE (ATEEME) | ERAFEOREMT Ghh) BELO/ Ercidw et (rTert
SN B X ORE) [THWSNLRRNT e —F, KT 7e—FTiL, BEERH LT —F &
FTANTHISAICH S LEASIT 21T 5 2 LI2L 0 ERAFEOWRRES L £ 276
L/ EE S HITNER o Toi/NR & 722 25RO MBIV, i Lo E Bk EFH A
G 2%,

BAEY : EITEUS L7V 2 DL EOWE NG 72 2IRE W E T2 138K,

H—moWE - EEOHEAIC, 1 EERS280% (wiw) LLEFET DL Z LIChVERSNLY
e

Ho

=

ZRAWE : F OFEENFRRKIZ, 2 9L EOEERES A IEEE 10% (wiw) L EE 80% (wiw) #
W CHEETAZEICLVERINDOIYWE,
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LA E I TRERBEOEB RS NS, IBAWE ZROWE L OEWT, IREWOSE. 2oL
OB MR AR D SPTIRATAZ LI VELND DI L. ZRSWEIILS R D
ERELNDZ EITH D,

Bt BBRR DT R T O &3 . BIERIGCZFHE T2 2 LM BTV D W8 T
B2 IKAET D xR, B BRSO ORRRF AL 27 C& 5 L 912, BRSO R & I HE| ¢
oo IR B0,

FUNTT v b7 EOIEAMM 722 B A 8 U CREEWE & 72 Db 'E.,
FunFTF v RIEREEE AT 570, BRI L AEM b ET A0S,

UM R E BRI ROZE L ORIR L . BRPEED BRI & > TEESAMEDRH 5 0%
R HER, REBRNRBG S & 2R 5 AR B IEEICHIE £ PRI TE S RREA TR, %Y
PEIE, REBEOIEMEN (—80%) oFReate (14) .

fBIEME : R 7w b a2 v CRBEZ FEli L7z & 125 b DRI 72 FEBREE N 6 KL OVFEBR
EMBBMEORE 2R RIE, FEERENHIMES X OERER BN 5 NI EREN O D K
LHREORHICEvEHishs (14) .

RIRE « TIPS Fds K OB IR CRIFFICET S D 1 DU EOBERIE > Bk D —#L O
B,

BREE : T X TOBEMALAELCIE L FWE O 5 b WBRIC K > TERIZOEHIND bODEIE,
SV R 2 BT D RBRIE O BN 2R T RIETH V| RBIEO 2 U2 s 2 L THE
THILPEETHD (14)

S.L @ BINSFE S, VAL CALER U 7 iiE & D BRI K o T B 20 CAUEE U 7= e oD S
RO TR EE DFE X,

TR/ BEARKTER « D3RI IR % & AU TR SR O T X C OBy & S ey, iR E 1R
WCHDLRMBY T D Z & 6 U RIS ERRE, F 72132 RN L -85y E caL
BLEY T ONT, XA T A VOIS EHERT HT2DICHW BN, Bk IR & [FIRF I
FAWT=RBR oSS, Ko7 g, Wl R EREBCR & O AEROEE L RT,

BRE : TNTORESCAEEZMEFMED 5 5, WBRICE > TIEFEIZE SN D b O DOEIE,
SV R 2 b TC D RBRIE O BN 2R TRIETH V| RBRIEO 2 U2 s i 2 L THE
THILPEETHD (14)

Yoo KRR © 5% VIR IRIIE AV o BRARli A FR ATk,
W . AROREF LI TERRETHEONAILF TR EZDILEHD Z L2V, 2D D%
TEMEZ AR T OB, O TENDIRET DA MITE T 208, TOWED

TEMICHEZRET b, TOMKEZELSED 2 L bR BET 2 rTReMED & 5 vt TBR
<o
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WERWE . WHBWHE SV HERRL, RBHRTHDL Z 20 HEITHW S,

EEES [EZEROSER I ORRCETHHFFAMI X7 4] (UNGHS) : Ax (EHIE,
TEE . WM E . HEE, BEANSE R ) BLXORELESTL 02, GRAEERCHE
THEMEETHZEAAME LT, WHE R, @ BB X ORE LogEREOMERS IO
~OLOIIEITHE S TS (BB X ONESY) ORFEIEERET H L L HIT, (BFRR - [EEM
FLFE « faRA EMIER - EEEE AEPE LT — 2 o — b EORIGT DInEER AT
oo 27 LTHDL (16) .

UVCB : MR E LIS RNEOWE, EMER PO ERRY £ 12 3R E,
FY R  FPEO B L0229 KOMEEMEDR H 5 L Al Sh, BHEEmiciEe/s

JFANZ SN TNV B EERTE, & HBRIENHERER TR Y L NI DO TIE R, ERINT-H
& DREEIZBWTOAZY THLHZ L2 (14)
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HREFHEH OWE

AkBRIEHT A KT A > 442E DR EITHE» CTREREE B EHICH WL DI b EhahEakix,
F 1 THERSN D 10WEIZHOWT, U-SENS™|Z X D #ifF &5 PHIES R 2 IEREICAF L., H3
JEREZR 10 B h 8 WE LI EIc W T, T 2N EUERFANICE £5 CVT0E. EC150 E % i
BT D LI L N ERAEZ AT 5 2 &, BHRERHMIAOME X, KRERIEEOREMEIC
OWNTELND KGO Z /R 72 OB STz, TRLAOBRIEREL, = OWE N TR T
bHT L, BWED invivo BT — 2B ATRIEETHDH Z &, BLOWU-SENS™MZ L W G507z
BB D invitro T — X BATRHETH D Z LICEKESL<, 2. ALRINTWVWDHERIET — X3 U-
SENSIMTHIHAEETH D Z L &5 (1) (8) .

# 1 : U-SENS™®D B ZVERRFR D SLREICHELE X 4 5 W)

U-SENS™ | U-SENS™ | U-SENS™
EREFEAOWE | cas®s | PN | IR0 LS | (ug(jll(; o <‘,‘i§/if£’>
ELUERG 2 | D YEFEE 2
4-7 ==L P72V 106-50-3 ESEEN @gﬁq\?g SEAREHE 3 <30 Btk (<10)
7 UV AVIR M | 2508-19-2 | HRIK @1(4;54?% SEARRTHE >50 Btk (<50)
<~ LA VY =F L | 141-05-9 AR E‘Zﬁg;;ﬁ DMSO 10-100  |B5ME (<20)
LYY ) =)L 108-46-3 ] (4 %ﬁgg% TEAREE Y >100 Bt (<50)
FERET Vv a—)L 104-54-1 [l {4 m(fgg%q?g DMSO >100 F%'EEO O()ION
4-7 IV NAVT =Y =) | 140-67-0 {3 m(fgg%q?g DMSO >100 (i’%g%)
P 81-072 | [Efk %@gﬁ% DMSO >200 52%)
yyea—n sesis | ek | P e | o0 | BT
LBk soars |tk | ORIV e | os200 | BN
U F LR 69-727 | Mk #@gﬁm DMSO >200 (Eg%)

M55 © CAS &5 = CAS Bk =

U Invivo IZBIF A EMNE (BXOBE) oFHFERIZ, LLNAT—% (1)
258X, ECETOC (17) ([ZX v B S L2 H T 5,

2 BEfFoREM (1) (8) 1<,

3 EARH  10% T UMBRIMEE, 2mML-Z L& 2 2 100 EA/mL <=3 U B LN 100 pg/mL A b L
T h~A BRI LT- RPMI-1640 B2 T4 5 (8) &

(8) 12H#:~o<L, Invivo 128
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BE I : In vitro FRJEREAEME : IL-8 Luc 7 v &A1

RANCERTREHFEB LURA

1. AR~ — I —ORBEERNTT 257 v A L1380 | IL-8Luc 7 v &A1, #hKmE
(DC) DEMALT D EELDYA M IA U THD IL-8HIDOE L% E&T 5, THP-1 H3K IL-8
LR — & —filagk (b b2k BERME A IR T & % THP-1 2> 5837 L7- THP-G8) % E/EM:
WEICIREZE S, IL8BHAHTET D (1) . 22T, W7 =27 —FOREEZHWT, BEK
VEMEME IR EVEE I 2 385 5,

2. IL-8 Luc {£1E, AAREFEBRNEE M ¥ — (JaCVAM) | #RFEZESE (METD B
L OB ABEBRNBFIEFS (JSAAE) BNEM LAY F—ya vl ciishzos () |
JaCVAM B L OVEA 3714 (MHLW) OTED Fio, RERBREEEE S ICATM) OXEs
BT, MY OET L a—%%e (3) . AFAEEARGHL E HHI YL RB LR T —7 R —
DHDOIERZT X TEEL, IL-8Luc 7 v A%, AEMHOSEHB X OFRE B, EIEEY
G IR E BT 2T OD IATAD—RE L THHTHDL EEZDBND, IL-8Luc 7 v
YA T —Z O EMOERE OPFHICEET D625, STk @) (5)  (6) IZHESNTWD,

3. IL-8 Luc 7 v &A%, Mg LNy 7 =7 —BHIEDORBRN & 5 FEBRE~O MR E )
AHECH D Z EMERINTWVD, EREAL I OERERBFIEMLIIZENEN, 87.7%B L O
87.5% Th-7- 2) . NV TFT—a Ul Bk 2) BXUmEINT-MmowsE (1) (6) 266
Ni=7—42i2k % &, LLNA OFER & L7-854. IL-8Luc 7 v A 1%, L&YW 143 118
Fl A Bt 7o iXbatE, 25 A ER TRV EHIE L, FEEEEYE (UNGHS 7 Y —72 L)
N0 RERIEEME (UNGHS 77 23U —1) Zikhl3 2 EMEIT 86% (101/118) | & 96%
(92/96) # L OFFREE 41% (9/22) Tho7-, LLNICELHE (BP55) ST 250 FH eI &
SRRVMIE BT DB, IL-8 Luc 7 v B A 13b AW 136 T 113 FiA BRME £ 721X far:, 23 fE
W ER)TRWEHIE L, IL-8 Luc 7 v &1 OEMEIL 89% (101/113) | &S 96% (92/96)
J O 53% (9/17) Td-o7-, Urbischetal. (7) ot b5 —Z|ZLiUX, IL-8Luc 7 vt A
A 90 FErh 76 FEATRVEE - 13t 14 A2 HEEN TRV EHIE L, IEMEEIX 80%
(61/76) . W% 93% (54/58) 3 L OVRFEIE 39% (7/18) T 7=, WAMEBIZINE & 2WE
BRIV DERIC, IL-8 Luc 7 v A 1M bAY 84 Flirp 71 R BHME £ 7213 patk, 13 2/ En T
WEHIE L, IEMEREIX 86% (61/71) . JRFE 93% (54/58) B L OMFRIE 54% (7/13) Th o712,
IL-8 Luc 7 v A TOBRMEOTHNL, REBEES VLT E (UN GHS 717 = U —1A)
£V b, BEEIEMEMEW HEEO/LTE (UNGHS 7 7 = U —I1B) (238 5 AIREMEDS
W (6) , AT HE, ERERIT. IL-8Luc 7 v B A DR ERAENEZFRBT 5 DICEHATH D
ZEHERRLTWD, IL-8Luc 7 v AT, IATAICE S OFEREZFHAL. NILDHIT] D
WTBLOSDRIEICH > TR ENDIRETHDLZ LD, IL-8Luc 7 v A & B oRER A
ELUTCTHME L IEMEEOMITREICT 20, 512, BE AV 720 B RS R ENERRBR 15 2 S
T 586, LLNARER G Z0IZ00@ili s, b NMIBT 2 EREIEMEZ 2RI L T D
EIFVR RN EICHEETRETH D,

4, BHAEANFEARERT —ZI2kD e, IL8Luc 7 v A%, SEIERFEWEREEL., RS A D
= RN, RIERIEYEDOTRE  (invivo RER CHIE SN D) . WEMLFA RIS F 7223 DR E
HWHAMETH L Z Emanz 2) (6) .
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5. IL-8 Luc 7 v B A IR & LT X-VIVO™ 15 24572, Z O#A5E T, EPI Suite™ %
HWTEHRE L7235612, Log Kow>3.5 Th HLEWMS0. KEMEN I L% 100 pg/ mL ThH H1LEW
Z0E L < BEAf L7 0E 0y, AKEHEDMEWEEEME 2 i3 28D, A TF LA LARF T R
(DMSO) Z¥EtEE L CTHWEZIL-8Luc 7 v A XV EATWS (2) . LA L, 20 mg/ml THE
72 VR DFEMERERIT. X- VIVO™ IS IZREMETH D Z Enn, B2 4 U 2 alaetEs
bbb, ZOD, ZOX I RALEMORMERS R EZHENICHW TR B0, NY T — g URER
T, BRI DOGIEVERNE D> T, S HIT, MR (8) OMRHEENMERNZ & RERSEHFN G,
Tun7T s REHEHILZET2ME) BIOT LT T (BRI L D ER LS DY
H) M, IL-8Luc 7 vEA BEMRERITHENS L, 2L, L/ TanTTriEzoN
L. MR A EEICR T ALER L L DD, IL-8Luc 7 v A%, IL-8Luc 7 vt A
TRy MZHLZT L AT TN ER L, ey TFr el efE, v/ Tanrry
S 6fEZ ELS WL ) . AT TrBILOT a7y T o 2RET 572008 % H
WU 3 FEFED 51 (DPRA. KeratinoSens™36 L O h-CLAT) (Zxf 3 DT DOWFEH L E = — (9)
L. IL-8 Luc 7 v A (VYD THP-G8 #l A h-CLAT (IZH W S0 5 THP-1 I Ak D iakk T
HHENIFEEIHE S L, IL8Luc 7 vEA S, ENDOFELMAGDE T, AT TR
KXOT a7 T o BT 57200 E W WHEOREZmO LI ENTELHEZELX LN
%o ZAVETICHGE LR miEERNE, B (BB Ao, BB Ao g ITFEA Ao )
Wb bT. (B BEREREAT WD, BRI, VT =27 —BERET HILEMIT. IEHE
B ZIREL S, BT EORNRESCRE LN A AL U5 eEnd 25 (10) o FlxiX, 1
UM ZBZDEED T 4 bR b id, V7 =7 —8 LR—4 —EiaFOmEIEE I X
D, oY T 2T —BULR—F—EBIaTT vA TORMESEILET L Z ENHES T
Lo TS, T4 A AR VYT 27—V ULR—F—&RFDT 4 b A b
FEEMALZ A LD L EZ BN ALAEMDNEREICHFETIHAICHE LY 7 27— L
SUVE, EEICRFTOMLERSH D (11) , ERicE-S &, REiEtEsl, mAm, o7 =7 —
PIHEWE X, IL-8 Luc 7 v & A O@EHEBIMNC S 5, MOFFED AT IV —IZETHEBRWE I
IL-8 Luc 7 v A ZEH CE WG H 556, IL-8Luc 7 v A ZZD LS 7T Y —I|Z
BTWEICHWS XTI,

6. EFREOMY | IL-8 Luc 7 v A 13, BFFRAEMEME & IEAEMEWE L ORI 2 %M LT 5
SSTE S, MIOWEIE G LIBAIC, L8 Lue 7 v ORISR KT 5 =
LRTELNEIDPEWLHICT BT, & b =2 ISV BORESLETH 5.,

7. MFEDERR & M 1R,

AR OB

8. IL-8Luc 7 v AL, TAYIEHEaL s ay CRERA—=Y=TMN~TF v R) 6
72t b EERME AR THP-1 Z2FH LT\ b, Z OfiiEkkE VW T, AL KRR E LR ER
/X, THP-1 H 3K IL-8 LR — &% —Hifakk T 5 THP-GS & M 2 L7=, Z#uiL. Stable Luciferase
Orange (SLO) I35 J UF Stable Luciferase Red (SLR) 5725 /0y 7 = T —BiBIn 1% T HZE1,
L8 7t —2BLOFT VAT LTE K3-V VBETE Fu4h—+¥ (GAPDH) Yt —% D
THICEALZHLOTHS (1) , ThICE->T, M7 =T —FBGFAEOEENEN TR
272 %, BARPIIZIE, BAEH A ITgERE L 7= Mila o IL-8 38 X U GAPDH D&M OfEEE & LT,
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BEEIDONFAEN Y 7 =27 —PHENS ORI EHRETL20TH 5,

9. O EBT A VAT AT, IL-8 T E—F DB TR AL DBERRIENLT T =T
—+¥ (SLO; Amax = 580 nm)

(12) &. WExIR 7 0E—% Th 5 GAPDH DEG F3H A2 B DR OHE6NL Y 7 =5 —F
(SLR; hmax = 630nm) (13) 5725, ZO2FHEDONL T 7 =7 —EBNRKZ LDV T2 v
ERS L TR D658 T D, KFETANK—FHNTT v EAIREWNLORNEEIL, 1
BEREROS TR ZFRFICHEET 2 (14) (& 1D

10. THP-G8 #llfin % . WiBAME C 16 RFRILE L7=Hh &, IL-8 Y e —Z{EME4 "4 SLO /LY
7 =7 —PIEME (SLO-LA) & . GAPDH 2 E—#{EME4 7 SLR/LY 7 = 7 —PiEME (SLR-
LA) ZHIET 5, %E%E%L%#<¢ét@ SLO-LA % IL8LA. SLR-LA % GAPLA & 4 fF
A, F1IC, IL8Luc 7 v EAICBIT ALY 7 =5 —EiEMICE LA HELHIT 5, HIE
BEANT, RObDEHE T %, ILSLA,GAPLA TR £ H1E%E(L ILSLA (nIL8LA) #Si'E
CAHLE L 72 THP-G8 MR D 4 Bl AGHEM O R & | MEALE THP-G8 Al nIL8LA D 1K
HIEEOFH Y O TRE 5 nILSLA #%58  (Ind-IL8LA) #¢BR#/E CHLEE L 7= THP-GS8 #ili o
GAPLA O 4 [AI G R EAE O BATFEEIE & | MEALE THP-G8 Al > GAPLA @ K AE I EAE O F i -
PHED L TRE D GAPLA 15 (Inh- GAPLA) Th V., I zfilamtfEisEs LEMAT 5,

F1IL-8Luc 7 vEA DI 7 =T —BiEMED AZEDA

W R 7%

GAPLA GAPDH 7' 1 & — X {EME %/~ 9 SLR V¥ 7 = T —B G
ILSLA IL-8 72 E—X{EM%2~9 SLO/N Y 7 = 7 —BiEME
nIL8LA ILSLA “GAPLA

Ind-ILSLA WRER YV CULEE L 72 THP-G8 fili oD nIL8LA ~ HELLFEAH L D nILSLA
Inh-GAPLA  #¢B&W)E CALEE L 7= THP-GS il GAPLA / MEALEEAHAL D GAPLA
CV05 Inh-GAPLA 7% 0.05 Riiii & 72 2 WY E D Fe AR IE

11. IL-8 Luc 7 v B A NZHLLOEE invitro IL-8 V3 7 = 7 —PREBRED Y F— 5 &0
REIC L., @Y)7eRpRIC Z ORBRIEZEZD D X ICARRBR T A R T4 U230 0IEET 572012
INT F—~ o AHHE (PS)  (15) ZF|HTZ 5, OECD | iéxﬂ%ﬁ4%74/(m)fﬁ§\
LA S AL TWVD HIET, PSIZHEHLL TNY 57— R EN TV HRBRIEIZOWT ORI, T —XFHAE
ZiF AN (MAD) ZRFEd 5,

g%ﬁ‘r—@_l‘nﬁ

12. #BRETA R4 442E OfREICEEH SN TV HRERIEZ B FHIICHWD DI h,
Fhifia% %, Good in vitro Method Practices (17) (ZHEHL L CHliE I ULEL DB BAERERH O 9 W&
%ﬂ%b‘fﬁifﬁﬂ’] AL A NIRET D, S BT, ARBIEFERE L, Kot F = v 7 (B% 155
MR & BRI D ORI A R (EQT%P21~24;’%EE) WL ELNTET— X0 RT —
5’/\‘—74’5:1'%?#1/ DX T —FEHNT, FEhifisk TOARGRERE O B HME SRR HEEE
INTWD Z L E2iERT D,

© OECD 2018



OECD/OCDE 442F. | 45

ARFIE

13. IL-8 Luc 7 v & A OIEERIETFIE (SOP) ZFIHTE 5, BrE2 3T DRI I N EZH#
AT 208N H5 (18) , ARBrE FZhid 2 %X, OECD 7 > 7 L— FDORMIHE - THER
FHAEEE (MTA) ICEB4LTHZLICL Y, GPCLab.Co. Ltd. (BHURL) 75 i&E{s1-#H#: 2 THP-G8
MR EATTDHZENTED, ZOTOEKIZ, IL-8Luc 7 v A OLEHEERESR & FIEE
WD,

AR DL

14.  GPC Lab.Co. Ltd. (JBHUR) o THP-G8 Mifatk% . 1IL-8 Luc 7 > A OFERuIZMAEHT 5 (Bt
H8BEINIZZM) . ELLL, MIAHEL T Q~410) | WEAX by 7/l L L CHE
RFET 5, ZOA My 7%z, K 12MRET, FRIX60EMETITOZ VT 52 LN T
&5, VIHICHW ST, 10% Y SRR MmE (FBS) | HiAEWE HEEYWERK (100 U/mL
NR=v U -G, 100 ug/mL A R L7 h~A B ON025 ug/mL 7 L7457V 2 BEA 0.85%4
FAHEK)  (GIBCO Cat#15240-062 72 &) . 015 pg/mL B 22—~ A 2 (CAS : 58-58-2 7% &)
B L300 pg/mL G418 (CAS : 108321-42-2 72 ¥) A& AT % RPMI-1640 55 Td 5,

15. RABRICEHT 2R, KSHEOTF = v 7 2470, MIETHD Z &2l 5, KISEDTF
= v 7%, % 1~ B E I 2~ R ER-0L, BB TH D 4= b T m
R (4-NBB) (CAS#E 75 : 100-11-8, i 99%LL |) F6 LM CTH o HEE (LA) (CASHE
0 50-21-5, Ml 85%LL E) ZHWTHEMT 5, 4-NBB T Ind-ILSLA GRS >1.4) &2, —J7,
LA % Ind-IL8LA 218 (<1.4) ZEU DT THD, MUNMET = » 7 TliiE & W X 7= e
DOHEREBETHEMAT 5, MIGHET = v 7%, Bo% 22~24 (RO FIRICHE - THEMET 5,

16. FRBRTlL, 2~5 x 107 cells/mL D JE T THP-GS i 2 #&fE L. 48~96 KEfiiZd>7- - TH:
T T AATHEEET D, BN H, BE7 7 AapoBERLIEMRE ., UAEMEEE 720
10%FBS & A RPMI-1640 TS L= DL, FUAEWE %5 720 10%FBS &4 RPMI-1640 (2 1 X
106 cells/mL CHARET 5, RIZ, 96 7 = W FERMA T L — & (Costar Cat#3603 72 &) {Z 50 uL
(5 x 10%cells/well) DHIE 2 FEFET 5,

BB E I L DX E D

17. WEBWEB L ORTEYEIL. BB 0ICHT5, IL8Luc 7 v AI121E. HBRWE % .
MR STV B B IERHITH 5 X-VIVO™ 15 (Lonza, 04-418Q) (2. HHEIREE 20 mg/mL (2725
EOBIET D, ~A 7 0O TF 2 — T I AR E 20 mg 12 X-VIVO™ 15 2% T (#kB4
R MRIE & EBAMRIZ) 1mL & L. vortex X TV —ZhF7=dH & ) 20°C O JE BHIEE CThe 8 rppm
DA —RKOr—2ZHWT 30 0MiIRET 5, £ THEIEROEERME ISR L2 WGE X,

BRIV N e RIS D INEENNC T 2 £ T, Fa—7 2BERICHTH, WHRHEN

X-VIVO™ 15 \CIAfRET 2 5A . 2 OEKRE X-VIVO™ 15 Z W T SFICHR L, HBRmE o X-

VIVO™ 15 R7FHRIKR E LTHEMAT 25 @mgmL) . #BWE D X-VIVO™ 15 [ZIEfE L7205,

BAEMZFE, 3090 EIRE L7z b, 15,000 rpm (K 20,0002) T 5 45M=E.0T 545607
1H & BB E O X-VIVO™ 15 (RAFFIR & L CTHEHT 5, DMSO, KREFHIZR & 1Z )OI 2 i
AT 25615, BIPmiRilzion4 252 &, R E ORMFIEOFMZ . il VIR, B
18~23 |25 & D X-VIVO™ 15 I5iE % . 96 7 = /W EEEEA 7L — ~ (B% 16 20R) % F\ v C il
L7-fsEik s 1:1 (viv) TIRET 5.
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18.  IWIORBRAIE L, MiaErRE A RTE L, WBRWE O RS RIEMEOE 2 MaHd 5 2 &
ZHMET D, 96 7 =/ 7L — bk (Costar Catt EW-01729-03 72 &) Z AT, #HBRWE D X-
VIVO™ 15 {RAE IR D 2 (57 R B4 %2 . X-VIVO™ 15 Z# W TER % (g VER) . &IiC.
50 uL/ 7 = L DFRIRIE 2. 96 7 = WV EERA T L — MMT A5 7= 50 uL MBI Z 5, =
AUT XY | X-VIVO™ IS IZRIEMED R E D56 . R E O A& IR EEIE 0.002~2 mg/mL & 72
% (ffiiE V) . 20 mg/mL T X-VIVO™ 15 [ REMEDOYRIE DIGA . 2~2" OAIRER O &R
W5, 2L, BRWE OEBEORKREEIIRHOEETHY | X-VIVO™ 15 LR1FFIE F O
B E OfaFNRE KT T 5,

19. ZOBORBHETIE (F2, 3BLV4ME) | X-VIVO™MIS RIFHEKRE, RYIOFEBRT
DOFMALAETTH 05 P2 (CV05;Inh-GAPLA 73 0.05 RIIZ 72 D i RIRE) O 4f5DREIZ/RD X9
TERLT %, %65 1 [BHIE DO iefE T, Inh-GAPLA 728 0.05 % FEIDIFE/NE L 2WVEE. X-
VIVO™ 15 {R1FEIE %, &5 1 [E D m e CER T 5, 265 1 [BHAE ORAEFIIEE % CV05
(X) #AREETEIS T, CVOS OREZFHET S (CV0S (X) AREERFIRIEZ AR LT
CVOS 12T 2 DIZHERARMESE)  (fliE VEHR) . 20 mg/mL T X-VIVO™ 15 ([ZREMEOHERY)
BOSGE, RFEFIKEE x 1/X £ LTCV05s Z2RD D, &FH2~4BHEDHE, ROBIFFRIRE 4
x CV50 & L TRl %5 (MfiE V) o

20.  X-VIVO™15 O 2 ORAFRIK DOAIRFZHN % . FHREFE 1.5 T, 96 7 = /L7 L— F & Hn
TYERT 5, WIS, 50 uL/ v = VO FRIER Z . 96 U = W R EA T L — MIA 572 50 L il
WRERIZIN 2. %, BB EORERIZ 4V = VERBRT S, KRIZ, P IvE 7L — by z—
H—TIEF L., 37°C, 5% CO, C16HHA o FaX—hrLI=DObL, Vo7 =7 —BEELY Fied
W ICHIET 5,

21, VRBERHRRIX. S0 uL/v =L X-VIVO™ 15 & | 10%FBS & A RPMI-1640 % FHV 7= 50 uL/ ™7
= VIERRENR & DIREW TH D,

22, HELREI N DBMEXTHIZ 4NBB TH 5, 20mg D 4-NBB % 1.5mL F~A 7 a@bhFo—7
IZAFL, X-VIVO™MI15% I mLIZDETMA D, ZDO~A 7 aEbhF a—7 % vortex X ¥ —
ZhiF7eb b, & 8rpm DAY — RO wu—4% % T 30 5 LL BiER 3%, 20,000 g C 5 4y
DoBELTzd & BiFE X-VIVO™ 15 Z W T 4 51CA R L. AR G 500 ul & 96 7 = L7 L
—FDT 2 VOEDICAND, ZOFREEZ . X-VIVO™MI5 2 HNTEHIZ 258 LT 451
HRT D, TOEKSOPL &2, 96 7 = WV EEREBEET L — D7 = /LI A -7z 50 uL @ THP-GS #fl
RBREIRIZIN 2 2 (W& VD) . BIREOBMEMRE 4 U = LV THigtd 5, 7L — a7 L— b
= —H—TIEEL, CO M v FaX—FTI6HHA v FaX—FL7=DEL (37°C, 5%CO0,) .

Ny T T —BIEMEE B 29 OFL#E @ 0 IHIET D,

23. HEE SN DML LA TH D, 20mgD LA ZE, 15mL i~ A 7 nmbhF o—7IZA
L, X-VIVO™ 15 % I mL 2725 FETMMA5 (20mg/mL) , 20 mg/mL @ LA &% X-VIVO™ 15
ZHWTSHFIZHR L (4mg/mL) ; Z D 4mg/mL LAIR 500 L % 96 7 = /L 7L — h D7 =)L
O EDITAND, ZOWKRE, X-VIVO™I15 T2HEICHRL, 52 2MF AR LT, 2mg/mL
IR LN mg/mL ISR ZAERRT 5, 20 3 FEEIOEWK 50 pL & s (X-VIVO™ 15) %,
96 U = LEERMA T L— kDY = LI A 572 50 pl & THP-G8 MBS Z 5, BIEE Dk
PEXTAZ 4 7 = L CRET 5, FL— FE 7L — hvz— B —TEEL, CO M L F2_—F T
16 Kl A o F aX— R L7eDH (37°C, 5% C0O,) | N7 =T —BIEMZ BT 29 OFLHDIE Y
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(CHIES S,

24, ERF—HNHY | HEF CEMFA RS, O A E 71X
bR A D - & MTE B,

25. WERE L DA o FaX—=2 g N, Bz, 7L —h e — 352 L2k,
FERMOWRME DR, BLIOWRWEIC L2 0 2 LV OREFYZERET 5 X )\ ET 5,

26. Bt £ T IR R OFE R A 1S D DI, WEBRWE R XL OVART R Z 2~4 [0 E T 2 LER H
5 (F22H) , BMEEZHOBICERT D, Z0&x, BB E X-VIVO™ 15 £17 51K
&L MSTICERER LR & OV D, IR USRSk T Ju,

|

7z F—BJEMEDHE

27, WRFETANE—AFE 6T v T L— NHALI ) A—=FEZHNT, BNEET
5o ZDOXIHEDIT, Phelios (ATTO, HIX) . Tristan 941 (Berthold, RA >, /3— |k« 7 ¢
JLU h/3— k) <2 ARVOsseries (PerkinElmer, K[E~YVF 2—t vV IMNT 10 L) 235, B
MERT D720, VI ) A= IERBIRETHLERNDH D (19) , Bl ICL 588
BRI OROORENLY T =T —F2EIEICHE AT 5,

28. FHENZIED 7= Tripluc®/L > 7 =7 —F T vt A R (Tripluc) 100 uL % . HERE LER
B FIITAER 7 U T U7 MRS A > T2 nEn D w = VI A, 7 L— hEH

20°C OFEBIRE T 10 0MiIEET 5, 7L — &L ) A—X|ZEWT, Vo7 o7 —BiGkE
HET 5, MR E, 70—/ L (FO) BLUHY (F1) T, T 3BEHET
Do T DN ) A—HZDETIVICE > THIOREEZ AWV DAL, £ OIEY M2 /RS
NH 5,

29. BIREDO/RT A—H % JEM»SHRD D, ZIUTEMARMIZIE, ILSLA, GAPLA,
nIL8LA. Ind-ILSLA. Inh-GAPLA. ILSLA ™ E#J+SD. GAPLA ®F¥+SD. nILSLA M E#+SD,
Ind-IL8LA DF-#J+SD, Inh-GAPLA D -#J+SD., Ind-ILSLA @ 95%(EFEX I TH 5, Z DEIRICE
LRI A= DEFRE, il IBLOIVIZRHT 5,

30.  MEILL-T, YAFHT—VLR—F =T vEAIZBT 26T RKIC, v —TD
v b (B RRAEITT a— FRR) T4 NWE—F TN RRRAT 4N E =72 EDNFET 4
N =G 2 T HEs OV ) A= BIOT L — ) —%) TITo, §EWMEN 7 rh T
—H 7 4 NV —OFEEREAE | il SV TRBRATNCRIET 5,
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T —FBILUHE
T —& DFFA
3. BRI, ARETKRERBDD L LT D

- WERME D Ind-ILSLA > 1.4 T, Ind-IL8LA @ 95%(EHEXEID FIRE2S 1.0 LA ETH 58412, IL-8
Luc 7 vt A fEREZGMEEHET D

- WEBRY)E D Ind-IL8LA < 1.4 B XY,/ £ 7213 Ind-IL8LA ® 95%(EHEX D FIRAY 1.0 Kiiti TH 5
A, IL-8Luc 7 v A fE R 2 et & HET 5

FHETIL

32, 1R FE2El, FIEELITE 4RIOUED > B, BIERERZ 2 BERO - E % 1
PELHIBI L, 1R F2E, HI3EELIEA4ROPED S B, EERERE 3 BERD Ry
BrfatbrBExond L2 (£2) . BELEZORDILEWD S B, X-VOVO™ 1512 20
mg/ml TS 5 & D&M L HE L, X-VOVO™ 15 (T 20 mg/ml TIAEMR L 22 MEAW O R %
I HWTIE RS20 (K1)

£2. BB IORMELE 2 D IETE

1EIEDflE 2FEEORE 3EEOHE 4EHOHIE AL G
Bt Bott - - Bt
33 ke - Bt
Pt bolt (a3
33 [ &% 2
Y 4%

=X Bt ke - Bt
Pt Bl (a3
et [ &% 2
Y 4%
=X 78 Bottk Bt
e [k & 2
Y 4%
= - [k & 2
Y%
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LA D72 D O THIE T v

B 1%
L&y - 20 mg/mL THEEH =3k
RiEEER D < \ ‘
ns —
20 mg/mL THAM ﬂ%gﬁmr@
TEB7ELY

FrEHEE
33, IL8Luc7 v iEAZMHWLHE, ROFFHEEELWIZTZL
- ZWE T, BEXTRTH D 4-NBB OO & DLL EDOREE T Ind-ILSLA 73 5.0 % L[R2 B &
2o
- BHET, MR TH DI O WT NN OREE T Ind-ILSLA 28 1.4 % FEI D MNERH 5,
- FMiE & Tripluc 23 A - TV D BSEERME S A > TRV R 7 = LD GAPLA 73, skBRbs o 7
(50 uL/7 = /LD 10%FBS & A RPMI-1640 35 LTV 50 ul/ 7 = /LD X-VIVO™ 15) N A-7=D /b
D 5EETFEIZEE, 207 —OT—ZEZHNTER 5720,
- EOBEEOWEBRME £ 7213 EYE O Inh-GAPLA H 0.05 %2 FEIZEA., ZOFL— D5 —
2 MWTER LR, ZO X556, & 1 BB 2 BEEM LT, FalBRo & m i &R
AT OFER O FARRAIRENZ 2 D L H 18T 5,

AR EE
34, HBHEEIILUTOEBRE ST

Ry
- H—pkowmE
o [LFAUERRINE . 5213 TUPAC £ 7713 CAS 4. CAS &EH-. SMILES ¥ 7-1% InChl =
— R, HERXB IO 1320 LS OB A 72 1 ),
o SN KA~DRRE. /5 8BF L OATF A REZRFPH D Z Ofth o> BE 3 2 M EA b 2 o
BT

H;

o WMEIINU. E-FEEMICEITARERBEE OME ., Nl ObFRRIER L
o YT A, ABRETOLE (B X, IR, By
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X-VIVO™ 15 ~DOEFREE, X-VIVO™ 15 I RIEMEDILEY DO5E . EmODEEC X > T
TR 72 LTRE 238D 200 8 9 Dy,

BRI
ATF A RE 72 GiPH O RISt 3 L VL EM;
X-VIVO™ 15 Z{EH L TWAR WS, SR E IR 2 It ARSI O 224 1,

ZRUSWE . UVCBWIE R L ONES W) -

o AFA[RERHEHOMK SO FHFEE (L) | ME, SARBIOEEOH LY
ALFIMEE (RS R EI2 Xk 5 T R Y ORIy OFRMA:;
o  HMEL KA~OEERE R L ONTFrIRE72 &1 0O % Ot o> B3~ 2 M B PR
o WM DIRAEY,/ RNY) ~—D%E, o7& LAIRNT O &, Eoidmliise
M2 BEE T 5 VLIS DI
o YT HLA. ABRATOME (F 21X, IR, W)
o  X-VIVO™ 15 ~DIEfiRME, X-VIVO™I5 ICRAEEDILAWDOHE, ELTEEC X - T
W 72 LT IE) 238D D2 E D D,
o HABRRIE,
o  AFAREZRGAPHDOIRAESNT I K OV EME,
o X-VIVO™MI15 Zfli [l L TWARWIEE . SHEBRWE IR 2 B AR 0O 2 24 14,
S E
- BRI
o [LIRMIFRBIE ., 21X IUPAC £721% CAS 4. CAS %5, SMILES 7= (% InChl =
— R, #EREB L0 E 3RS ORI 7R
o ML, K~DUEFEEE, 73 EIB LOAFIRERGIH Tt o256, £ 0o BgE
2 Wb RO
o WEITILU., FREMNZFEITAIRERIGA OME, R DbFHIFRE R £,
o HMTIHLA. RBATOWLE (FI XX, IR, B
o BRI,
o  ATFAREZRGLIH DIRAFSAMT I L OV ENE;
o HMT LA, MU RIFAREETH D 2 L AT R RS RT — 4,
- PR
o (LFAURRBIE S, $ 21 IUPAC £7-21X CAS 4., CASE SR IO/ Emixznsto
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AN A 7 1
o WMEIGU., FLFEMICFETARERGE OME, AL FERRER &,

o ABRIENA FTA NGEHUN DRI DRRIEXRE V556, ML, T8, B&
O AIRE 7 #iPH O 2 Ol oD B9~ 5 W B b PR

o ATFAIREZRHIPA DIRAFRM I L OV EME
o  HHEBRME IOV TOWPERIRD 24 M,

HB LR

- ARBREE 4 B . RBRE(EE A B L OMERT,
- RBRIE DB
- AREER. T ORMERMAR L ORI (MR a AT Lchis/e L)

- FBCOr vy FESBLOAFE, MEEELTR 96 U = LEERATL— For vy FES,
Tripluc FRE D~ N FK =

- RS K OVRBR I W R R

- RABRETOREFEIH W TR RS &L B e R 2 iR T D T O O HEE;

- FRHLEAVI 2 A—% (FTV) IZBT &% E, FH LAY 7 =27 —BRE, Mgl
\ZERH S T B et RERER 12 -0 < Y 72 38 I E 1 D i,

- RRBRIEEMICIIT D EfEiGR OBFIEEZ R L (B2, HEAVEFHmAME oBEHc X v) |
R 72 B HE 2 SLRET D DI W= FIIE,

||

AR TFNE

- RAEEGS L OHIE R,

- PRBRWEIREL, B FIE K ONREERFHE (HELRE L R D5GE)
- Rl & OVAE EHED R

- ARBREAFA S YEORLIE;

- HBRPIEDOEEN HIULZE OFLR,

AR
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ILSLA 35 & TN GAPLA O &1,

nIL8LA. Ind-IL8LA 35 X O Inh-GAPLA % Hifi;

Ind-TLSLA @ 95%{5 #& X [H];

N7 = 7 — RIS X OO HERIGSHRD 77 7;
MU T DA FNLSMIBEET 58 A HIEE DR,

FARDELS

IL-8Luc 7 v A ZHANTHLNIRREDEL,
O BIEIE RN AT /e 5. TATA OFFANIZIS 1T H3BRAE R DB %L,

G ZA
7 g
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EE

IERERE « ABRIEIC K DRERDS, — AR O DB & ORRE — 83 5 0 & om 3 it o
et MBRIEOMRRORETH Y . U0 —METH D, ZOMEE, £ DHEE. HBRIED
ERERFEROEIG 2 B%T 2 — 8k L RZENICHV LD (16)

AOP (FEMFERE) : 01 LY OHMIFERNLRERD invivo i8J7 £ T, FREIULEWE
EITHOREUEFIE OLFAEEN L E L 5 —HDOFER (20)

CV05 : a3 05, Inh-GAPLA 73 0.05 Al & 72 5 g B e O K s,

FInSLO-LA : IL-8 Luc 7 v AT AN T =y a VUIEB L O ZNE TOREZIZHWLINLT
W5 Ind-IL8LA Z R~ MEEE, TFHICHOWTIX Ind-ILSLA & D = L,

GAPLA : GAPDH 2 £ —#|Z X - Ciil{fl & 415 Stable Luciferase Red (SLR) (Amax = 630 nm)
DNy 7 =T —BIENET, MRAETERS L O Z T,

BEWE AW, EW%. 23 (TOTLCET) EWERD S L2WEICEE SNZEE. B
Beg| ST WREMEDN S DMEEA OME R/ RED 2 &,

IATA (REBRB X OFMICET AT e —F)  HLFWE £ 7213 DL FEWE DG
WAEMORE (FTREME) | GMRAELEORBMM T G BIO 3L (Fraer:
NN B LOERE) ITHOONAERNT S a—F, K7 7Fu—F Tk, B ndH 57 —% %
TRTEISICHES LEAHT 21T 2L IC kY, fERAENDOREERB L £7-13) 227 %
X/ F3, IR T2/ R E 22 5ROV EMEIZOW T, il EoE B EE %2
5 z2%5,

II-SLR-LA : IL-8 Luc 7 v BEAIZRT AN T —v g VBB L O E TOREBICHWOLILT
V% Inh-GAPLA % < d W&:3E, EFlZOW T Inh-GAPLA & = L,

IL-8 (A ¥ —uA x-8) : WML, SRR, AbiiE, ~ 7 e 77— U8 JOHERD
FEATDHYA R IA L DOEDT, IHFHERBIOT Y U BRIEMEEET 5,

ILSLA : IL-8 7' E&— & |2 & - THil{#l 415 Stable Luciferase Orange (SLO)  (Amax = 580 nm)
DN T = 7 =BG,

Ind-IL8LA : IL8LA OFHEER, (LAY THOEE L7~ THP-GS Al nILSLA % . 4EH THP-GS i
Jalo> nILSLA THEI->7=HDTH Y . {LEWIZ L 5 IL-8 Vo — X iEMFHE A2 KT,

Inh-GAPLA : GAPLA OFHZE, (L&Y TULEE L7~ THP-GS il GAPLA % . 4EHJ% THP-GS #
il GAPLA TE| 72D TH Y . LAWK DL £,
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B NARERIE (VIT) L QWS I A 1 7 e e

BAY : HVNIEIS LW 2 OLL FEOWE NS 72 HIREW F 7 118K,

B—RoWE . EENMERIC. 1 FERS 80% (ww) ULEFEETHZZEICE D ERZSINIY

-
=

Z=<0

ZRWE : T OE BRI \2ouimigﬁﬂﬁﬁfum(ww>uie&m(WM5k
MCHETHZ LKV ERINDIWE, 2o EITHEREORERGOND, IREWE 2K
SV L OENE, IREMOEE. 2 U EOWEMEFEKSE R Z S TR ﬁé & k0
HILDHDIZH L, W EI L RICDOREREOND Z EICdH D,

nILSLA : IL-8 7' 1 E—X & (ILSLA) % Mt9 5 SLO/VY 7 =T —EiEME% ., GAPDH 7' 1 &
— X215 (GALPA) Z W35 SLRIVY 7 = T —BIEM CERL L=b 0, AR RSCH
HAEEEL-HEDILS T —HiEMALFT,

nSLO-LA : IL-8 Luc 7 v EAIZRT AN F— a VHEB LRI NETOREICHO N TY
% nIL8LA Z R~ I&iE, TFICOWTII nILSLA S = L,

BAER R« BBRR O T X TOMRKR D 25 A, BERICZHEET 5 Z LML TV HWE Tk
P2 KAET D3R, Bt BRSO ORRRF 2L 2 3l C& 5 K 912, BFERIG O K& E )N fE] ¢
HoTIE2 B0,

TUNTT 2 NI A i U TR EIEE & 72 DAL,
TanTT v BEBEE BT 57201, BRICL DIEE L EZET 26 FE,

UM B & MR RO L OBR L. RBRPFFED BN L > TERSCAMMNEDRH 50 %
AR, RERDVRBRCG G & 2R D AR B A IEREICE E T T T S RRE AR, By
PEE, RBIEOIEMME (—E)E) z&te (16) .

B8N : FC 7o harz A CBRiEZ Ei L7- & 1255 5 BN R FERENE L OVER
ERFHMORE 2 R4 RE, EBRENFIM B X OEREFFHM 2 5 N EBREN OME Y K
LKEEOREHIZLVFHMEEND (16)

BIRE - BT s KO I CRIRFICIE S D 1 DU EOPERME D kD —HL O
“%‘ﬁo

BREE : TR TOBEMALFIE IR ELFEWE O O b BBRIC K > TIEMICHBE SN D b ODEIE
%ﬁ%&%%%%k%?ﬁ%%@E%ﬁ%%#RET%D\ﬁ%&@ﬁéi%&ﬁ?éif%ﬁ
THILEPEETHD (16)

SLO-LA : IL-8Luc 7 v EAIZHT AN F— g v HEBIORNINE TORFIZHO G T
% IL8LA Z -9 MEEE, TFRICHOWTITILSLA &M = &,

SLR-LA : IL-8Luc 7 v AT AN F— g UEB IO E TCOREFIZHON LTV
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7% GAPLA % <9 I§EE, EFIZOWTIZ GAPLA 25O = L,

I/ EARRIIR © W DR E AR 25 A T2 BR R DT X T OB ) & S Te . #EBRWE 3R
WTHDHIRMEYS LDz b [/ U BRI AR, F 72X ERNT 8 L= iR Tl
BELZZY TN HONWT, XR—=RA T A VORI ETERTHTZOIZHNGILS,

BE e R & [RIRFIC W2 RRBR O G . ARY 7R, iR &R Bk & O EE oA E S
Y

RRE . TN TORESCAERMEAIED 5 B, BRI E > TIEMEIC B SN D b DO DOEIE,
YRR R 2 b T D RBRIE O EMEME 2R T RIETH Y . RBIED 242 sl 2 L THE
THILPEETHD (16)

W HAROWREF I3 ERBRE TE LN LT TR EZDIEHD Z L2, ZDRIT D%
TEVEZ AR T2 DI BRSSO TENSIRET HRNEMITIEEN 50, ZOWED
WEMICEBZRITTZ b, TOMBAELBILEES Z L b7 4SBT 2 mTRENED & 5 IR TR
<,

FOETEMEA] - REEEA L DMEIN2WE T, AR EEE T, WIRORREN IR TSES 2
LIzl JaERAELEY, ERICRETAZENTE S, BHEAIE BIEEN D, (TG437)

BTRWE . WHWHE] SV HEEL. RBHRTHDL Z 20 HAITHVn D,

THP-G8 : IL-8Luc 7 v EAIZHWHN S IL-8 LR —& —fifatk, IL-8 7uE—4B LN
GAPDH & — 4% Ol #5115 L 29I SLOB L OSLR DL 7 = T — B BIa AT
bt h~7 a7y —UkEERk THP-1,

EEEE LZEROSERB IOERRCET I HAFTM X7 L] (UNGHS) : Ax (BHE.
S, WS E . MEE . BARSHEE R EY) BLXOREAST L0, GRAEMERICE
THEREGET DA AME LT, WS b, @ LB X OBE FofgEEofERS L0
YLD FEMEITHE - TR (E B L ONRAY) ONMEEEZRET DL L L bIC, BFR - EEMR
LRE - falR g EMES - EEEE - bEE RN T — 2 v — MR EORGT DInEEEZZ Y
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#B3 33 LUV SLR 2/ 7LD, #D2, #D3) ., RIZ, ZOHREERIKE ATz L — FD%&
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	はじめに
	キーイベントである樹状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、化学品の分類および表示に関する国連勧告世界調和システム（UN GHS）（1）により定義されているとおり、皮膚接触後にアレルギー反応を惹起する物質のことをいう。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、生物学的機序に関する現在の知識は、有害性発現経路（Adverse Outcome Pathway： AOP）（2）の形式で要約され、分子レベルの初期イベントから中間イベントを経て、具体的にはアレルギー性接触皮膚炎である...
	2. この試験ガイドライン（TG）では、皮膚感作性に対するAOPの樹状細胞活性化に関するキーイベントの基礎にある機序を扱うin vitroアッセイについて記載する（2）。このTGは、UN GHS（1）に基づく皮膚感作性物質と非感作性物質とを識別するのに用いられる試験方法に関する。
	3. 本試験ガイドラインにある試験法が、データや測定値を生じるために用いた方法と異なる場合があるが、皮膚感作性でのAOPの樹状細胞活性化に対するキーベントの試験結果に関して、各国の要件に対処するのに、区別せずに使用することができ、データの相互受け入れにも役立つ。

	キーイベントに基づく試験のガイドラインの試験方法の背景と概要
	4. 皮膚感作性の評価には、通常、実験動物が使用されてきた。モルモットを用いる古典的方法であるMagnusson and Kligmanのモルモットマキシマイゼーション法（GPMT）およびビューラー法（TG 406）（4）は、皮膚感作性の誘導相および誘発相の両者を評価する。マウスを用いる試験であるLLNA（TG 429）（3）と、その非放射性修正法2種類、具体的にはLLNA：DA（TG 442 A）（5）およびLLNA：BrdU-ELISA（TG 442 B）（6）はいずれも、誘導相のみを評価する...
	5. 最近、皮膚感作性AOPの1つ目のキーイベント（OECD TG 442C; ペプチド結合性試験（7））および2つ目のキーイベント（OECD TG 442D; ARE- Nrf2ルシフェラーゼ試験（8））を対象としたin chemicoおよびin vitroの機序に基づく試験法が、化学物質の皮膚感作性の有害性を評価するのに役立つことが認められている。
	6. 本TGに記載した試験方法は、感作性物質に曝露したあとの単球およびDCの活性化プロセスによる細胞表面マーカー（CD54、CD86）の発現の変化か、DC活性化によってもたらされるサイトカインであるIL-8発現の変化のどちらかを定量する。皮膚感作性物質は、DC活性化と結びついたCD40、CD54、CD80、CD83およびCD86などの細胞膜マーカーの発現や、IL-1βおよびTNF-αなどの炎症誘発性サイトカイン、IL-8（CXCL8）およびCCL3（9）（10）（11）（12）など数種のケモカイン...
	7. ただし、DC活性化は皮膚感作AOPのひとつのキーイベントのみを示すため（2）（13）、DC活性化のマーカーを測定する試験法で得た情報のみにより、化学物質の皮膚感作性の有無を結論づけるには十分ではない。このため、この試験ガイドラインに記載されている試験方法で得たデータは、ほかの補足的情報とともに、試験法と評価のための統合的アプローチ（Integrated Approaches to Testing and Assessment：IATA）に用いることにより、皮膚感作性物質（UN GHSカテゴリ...
	8. 本試験ガイドラインに記載した試験方法を単独で用いて、皮膚感作性物質を当局がUN GHS （1）で定義したサブカテゴリーである1Aおよび1Bに分類することはできず、安全性評価に際し、皮膚感作性の強さを予測することもできない。ただし、特定の規制の枠組みによっては、上記方法で得た陽性結果を単独で用いて、化学物質をUN GHSにおけるカテゴリー1に分類できる場合がある。
	9. 「被験物質」という用語は、本試験法ガイドラインで用いる場合、試験の対象となる物質のことをいい0F 、被験物質が単一成分物質、多成分物質、および／または混合物であるかは本試験法への適用を規定するものではない。多成分物質／混合物の試験に本試験法を適用することに関しては、現時点では情報が限られている（14）（15）。本試験法は、多成分物質および混合物の試験に技術的には適用可能である。混合物、試験困難化合物（不安定など）、本ガイドラインに記載されている適用領域に収まることが明確でない被験物質の試験を...


	文献
	付属書I：In vitro皮膚感作性：ヒト細胞株活性化試験（h-CLAT）
	最初に考慮すべき事項および限界
	1. h-CLAT法は、ヒト単球性白血病細胞株THP-1の単球および樹状細胞（DC）が活性化されて生じる細胞表面マーカー（CD86およびCD54）の発現の変化を定量する（1）（2）。測定されたCD86およびCD54の細胞表面マーカーの発現量を用いて、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別に用いられる。
	2. h-CLAT法は、欧州動物実験代替法評価センター（European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing；EURL ECVAM）主導のバリデーション試験とそれに続くEURL ECVAMの科学諮問委員会（Scientific Advisory Committee；ESAC）による独立したピアレビュー（第三者評価）で評価されている。入手可能な証拠と規制当局およびステークホルダーからの情報をすべて考慮し、h-CL...
	3. h-CLATは、細胞培養技術とフローサイトメトリー分析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。本試験法に見込まれる予測結果の再現性は、同一施設内および複数の施設間でいずれも約80%である（3）（12）。バリデーション試験（13）および発表された他の研究（14）から得られたすべての結果によると、LLNAの結果と比較した場合、皮膚感作性物質（UN GHSカテゴリー1）と非感作性物質とを識別する正確度は85%（N=142）、感度は93%（94/101）、特異度は66%（27...
	4. 現在入手可能なデータによると、h-CLATは、有機官能基、反応メカニズム、皮膚感作性の強度（in vivo試験で判定される）、物理化学的特性がさまざまな被験物質に適用可能であることが示されている（3）（14）（15）。h-CLATは、適切な溶媒／媒体（段落14参照）に可溶であるか安定した分散液（被験物質が沈殿することも、溶媒／媒体から分離して異相を示す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。Log Kowが3.5を超える被験物質は、偽陰性結果をもたらす傾向がある（14...
	5. 上記の通り、h-CLATは、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を後押しすることができる。一方、IATAなどの統合的アプローチの中で用いられた場合、感作性の強度の評価が可能な場合もある（4）（5）（9）。とはいえ、h-CLATの成績が、どのように強度評価に情報を与えるのかを特定するには、ヒトデータに基づいた一層の研究が必要である。
	6. 用語の定義を補遺Iに示す。

	試験の概要
	7. h-CLATは、被験物質曝露24時間後に、ヒト単球性白血病細胞株のTHP-1細胞の細胞表面マーカー発現（CD86およびCD54）の変化を定量するin vitro試験である。ここに挙げた表面分子は、単球系細胞THP-1活性化の典型的マーカーで、T細胞プライミングに重要な役割を担うDC活性化を再現すると考えられる。蛍光色素で標識された抗体で細胞を染色したあと、表面マーカー発現の変化をフローサイトメトリーで測定する。表面マーカー発現のアップレギュレーションが、細胞毒性に達しない濃度で生じるか評価す...

	習熟度の立証
	8. 試験法ガイドライン442Eの付属書に記載されている試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、補遺II収載の習熟度確認用の10物質を用いて技術的習熟度を立証する。さらに、本試験法使用者は、反応性のチェック（段落11参照）と、陽性対照および溶媒／媒体対照（段落20～22参照）により得られたデータの背景データベースを保持し、このようなデータを用いて、実施施設での本試験法の再現性が経時的に維持されていることを確認する。

	試験手順
	9. 本試験法は、EURL ECVAM主導で行われたバリデーション試験に用いたプロトコルであるh-CLATに関する動物実験代替法データベースサービス（DB-ALM）プロトコル番号158（18）に基づいている。実施施設においてh-CLATを導入し使用する場合、本プロトコルを用いることが推奨される。用量設定試験およびCD86／CD54発現測定の2段階から成るh-CLATの主要な構成要素および手順について以下に記す。
	10. h-CLATの実施には、ヒト単球性白血病細胞株THP-1を使用する。使用する細胞（TIB-202™）は、American Type Culture Collection（ATCC）のような十分な適正資格をもつ細胞バンクから入手することが推奨される。
	11. THP-1細胞は室温37 C、5% CO2の加湿雰囲気下で、10%ウシ胎児血清（FBS）、0.05 mM 2-メルカプトエタノール、100単位/mLペニシリンおよび100 μg/mLストレプトマイシンを添加したRPMI-1640培地で培養する。培養液にペニシリンとストレプトマイシンを使用しなくてもよい。ただし、使用しない場合、本試験法の利用者は、例えば、補遺IIの習熟度確認物質の試験により、培養液に抗生物質を含まないことが結果に影響を与えないことを検証しなければならない。いずれの場合におい...
	12. 試験では、0.1 × 106 cells/mLまたは0.2 × 106 cells/mLの密度でTHP-1細胞を播種し、それぞれ72時間または48時間、培養フラスコで前培養する。前培養期間直後の培養フラスコの細胞密度を、（上記の前培養2条件のうち、どちらかを用いて）各実験で可能な限り同じにすることが重要である。その理由は、前培養期間直後の培養フラスコの細胞密度が、アレルゲンが誘発するCD86／CD54の発現に影響を及ぼす可能性があるためである（19）。試験当日、培養フラスコから採取した細胞...
	13. 溶媒／媒体対照と比較して、細胞生存率（CV）が75%となる被験物質濃度であるCV75を求めるために、用量設定試験を実施する。CV75値は、CD86／CD54発現測定の被験物質曝露濃度を判断する際に用いる（段落20～24参照）。
	14. 被験物質および対照物質は、試験当日に調製する。h-CLATの場合、被験物質を、溶媒／媒体の最初の選択として生理食塩水または培地に溶解するか、安定的に分散させる（段落4参照）。ここに挙げた2種類の溶媒／媒体に被験物質が不溶であるか安定した分散液にならない場合、次の選択としてジメチルスルホキシド（DMSO、純度99%以上）に溶解、または安定的に分散させる。最終濃度は、100 mg/mL（生理食塩水または培地の場合）または500 mg/mL（DMSOの場合）にする。十分な科学的根拠を提示できる場...
	15. 100 mg/mL（生理食塩水または培地の場合）または500 mg/mL（DMSOの場合）の被験物質の保存原液から、次の希釈段階を実施する：
	16. h-CLATに用いる溶媒／媒体対照は、培養液（被験物質が培地または生理食塩水のいずれかに溶解または安定的に分散する場合（段落4参照））、またはDMSO（被験物質がDMSOに溶解または安定的に分散する場合）であり、プレート中の最終濃度0.2% 1種類で試験を行う。これに、段落15の作業用溶液の記載と同じ希釈を行う。
	17. 段落15および16に記載の培養液または作業用溶液を、24ウェル、または96ウェル平底プレート（段落12参照）で、調製した細胞懸濁液と1：1（v/v）で混合する。次に、処理したプレートを5% CO2存在下、37 Cで24±0.5時間インキュベートする。被験物質とのインキュベーションに先立ち、例えば、プレートをシールすることにより、揮発性の被験物質の蒸発、および被験物質によるウェル間の交差汚染を回避するよう留意する（20）。
	18. 曝露から24±0.5時間経過後、細胞をサンプルチューブへ移し、遠心分離により採取する。上清を捨て、残った細胞を200 μL（96ウェルの場合）、または600 μL（24ウェルの場合）の0.1%ウシ血清アルブミン含有リン酸緩衝生理食塩水（染色用緩衝液）に再懸濁する。細胞懸濁液200 μLを96ウェル丸底プレート（96ウェルの場合）に、またはマイクロチューブ（24ウェルの場合）に移し、200 μL（96ウェルの場合）、または600 µL（24ウェルの場合）の染色用緩衝液で2度洗浄する。最後に、...
	19. PIの細胞内への取り込みは、捕捉チャンネルFL-3でフローサイトメトリーを用いて分析する。合計1万個の生細胞（PI陰性）を観察する。細胞生存率は、サイトメーター解析プログラムにより、以下の式を用いて算出される。細胞生存率が低い場合は、死細胞を含む最大3万個の細胞からなるデータが必要である。あるいは、分析開始後1分間で得られるデータを取得する。
	20. 適切な溶媒／媒体（生理食塩水、培地、またはDMSO；段落14参照）は、被験物質を溶解または安定的に分散するために用いられる。まず、被験物質を用量設定試験（段落19参照）で求めた1.2 × CV75の100倍（生理食塩水または培地の場合）、または500倍（DMSOの場合）に相当する濃度に希釈する。CV75を求めることができない場合（すなわち、十分な細胞毒性が用量設定試験で認められない場合）、各溶媒／媒体で調製した被験物質の可溶最高濃度、または安定的に分散される最高濃度を開始濃度として用いる。...
	21. 溶媒／媒体対照を、段落16の記載の通りに調製する。h-CLATに用いる陽性対照はDNCB（段落11参照）とし、DMSOで保存原液を調製する。また、保存原液について段落20の記載の通りに希釈する。DNCBは、CD86／CD54発現測定の陽性対照として、プレート中の最終濃度1種類（通常4.0 μg/mL）で使用される。プレートでDNCB濃度4.0 μg/mLを得るためには、DMSOを用いて2 mg/mLのDNCB保存原液を調製し、さらに8 μg/mLの作業用溶液にするため、培養液で250倍に希...
	22. 被験物質および対照物質ごとに、予測結果を求めるのに1実験を要する。各実験では、CD86/CD54発現測定を独立して2回以上行う（段落26～28参照）。独立した各測定は、別の日に実施する。または、a）新たに被験物質の保存原液と作業用溶液、および抗体溶液を独立して調製し、b）独立して採取した細胞を用いる（すなわち、細胞を異なる培養フラスコから採取する）場合は、同日に実施することができる。ただし、細胞は同じ継代数由来でもよい。作業用溶液（500 μL）として調製された被験物質および対照物質を、5...
	23. 曝露から24±0.5時間経過後、細胞を24ウェルプレートからサンプルチューブへ移し、遠心分離により採取する。次に1 mLの染色用緩衝液で2度洗浄する（必要であれば、追加の洗浄を行ってもよい）。洗浄後、細胞を600 μLのブロッキング溶液（0.01%（w/v）グロブリン（Cohn分画II、III ヒト：シグマ社、# G2388-10G）含有染色用緩衝液）で4 Cで15分間インキュベートする。ブロッキングのあと、細胞を96ウェル丸底プレートまたはマイクロチューブに、180 μLずつ3等分する。
	24. 遠心分離後、50 μLのFITC標識抗CD86抗体、抗CD54抗体、またはマウスIgG1（アイソタイプ）抗体で、細胞を4 Cで30分間染色する。h-CLATのDB-ALMプロトコル番号158（18）に記載の抗体を、染色用緩衝液で3：25（v/v、CD86（BD-PharMingen、#555657；クローン： Fun-1）の場合）または3：50（v/v、CD54（ダコ社、#F7143；クローン：6.5B5）、およびIgG1（ダコ社、#X0927）の場合）に希釈して使用する。ここに挙げた抗体...

	データおよび報告
	25. CD86およびCD54の発現量を、捕捉チャンネルFL-1でフローサイトメトリーを用いて分析する。幾何平均蛍光強度（mean fluorescence intensity：MFI）に基づき、陽性対照（ctrl）細胞と化学物質処理細胞のCD86およびCD54の相対蛍光強度（relative fluorescence intensity：RFI）を、次の式に従って算出する：
	26. CD86／CD54発現測定で、1つの予測（陽性または陰性）結果を得るため、独立した2回以上の測定で各被験物質を検討する。2回の独立した測定の2回、または3回の独立した測定の2回以上に、以下の条件の1つ以上を満たす場合に、h-CLATによる予測を陽性とみなし、それ以外の場合を陰性とみなす（図1）：
	27. 上記に基づき、最初の2回の測定がCD86および／またはCD54のどちらも陽性である場合、h-CLATによる予測を陽性とみなし、3回目の測定は必要ない。同様に、最初の2回の測定が両マーカーのどちらも陰性である場合、h-CLATによる予測を陰性（段落30の条項を十分に考慮の上）とみなし、3回目の測定は不要である。ただし、1種類以上のマーカー（CD86またはCD54）で最初の2回の測定が一致しない場合、3回目の測定が必要となり、最終予測は結果の多い方（すなわち、3回中2回一致した結果）に基づく。...
	28. h-CLATで陽性と予測された被験物質の場合、CD86ではEC150、CD54ではEC200の2つの効果濃度（Effective Concentrations：EC）、すなわち被験物質が150または200のRFIを誘発する濃度が、状況に応じて求まる。このようなEC値が、IATAなどの統合的アプローチ
	29. h-CLATを用いる場合、次の許容基準を満たすこと（22）（27）。
	- 培地対照および溶媒／媒体対照の細胞生存率が90%より高いこと。
	- 溶媒／媒体対照において、CD86およびCD54のRFI値が陽性基準（CD86の場合150%以上、CD54の場合200%以上）を超えないこと。溶媒／媒体対照のRFI値を、段落25記載の式を用いて算出する（溶媒／媒体処理細胞のMFI - 溶媒／媒体処理アイソタイプ対照細胞のMFI × 100／（培地）対照処理対照細胞のMFI - （培地）対照処理アイソタイプ対照細胞のMFI）。
	- 培地対照および溶媒／媒体対照のいずれも、CD86およびCD54のアイソタイプ対照に対するMFI比が105%を超えること。
	- 陽性対照（DNCB）では、CD86およびCD54のRFI値が陽性基準（CD86の場合150%以上、CD54の場合200%以上）を満たし、細胞生存率が50%を超えること。
	- 被験物質の場合、細胞生存率が各測定の少なくとも4つの試験濃度で50%を超えること。

	30. 陰性結果は、最高試験濃度（すなわち、段落20記載の段階希釈法に従って1.2 × CV75）において90%未満の細胞生存率を示す被験物質のみに当てはまる。1.2 × CV75での細胞生存率が90%以上の場合、陰性結果を無効とする。このような場合、再度CV75を求め、用量設定をやり直すことが推奨される。生理食塩水（または培地、またはその他の溶媒／媒体）では5000 μg/mL、DMSOでは1000 μg/mL、または最高可溶濃度を、被験物質の最大試験濃度として用いる場合、細胞生存率が90%を上...
	31. 試験報告書には以下の情報を含む。
	- 単一成分物質
	- 多成分物質、UVCB物質および混合物
	- 陽性対照
	- 陰性および溶媒／媒体対照
	- 試験依頼者名、試験施設名、試験責任者名および住所;
	- 試験法の説明;
	- 細胞株、その保存条件および供給元（細胞株を入手した施設など）;
	- フローサイトメトリー（機種など）、機器の設定内容、グロブリン、抗体、ならびに細胞毒性マーカー;
	- 習熟度評価用物質や試験法の検討により、本試験法実施における実施施設の習熟度を示し、経時的な試験法の再現性を立証するのに用いた手順。これには、背景対照データおよび／または反応性確認の背景データなどがある。
	- 許容範囲と比較した、溶媒／媒体対照から得られた細胞生存率、MFIおよびRFIの値;
	- 許容範囲と比較した、陽性対照から得られた細胞生存率およびRFIの値;
	- 被験物質の全試験濃度における細胞生存率。
	試験手順
	- 測定実施数;
	- 被験物質の濃度、適用、曝露時間（推奨事項と異なる場合）;
	- 曝露期間（推奨事項と異なる場合）;
	- 評価および測定基準の記述;
	- 試験手順の修正があればその記述。
	結果
	- 測定ごとに被験物質および陽性対照について得られたCV75値（該当する場合）、個々の幾何MFI値、RFI値、細胞生存率、EC150／EC200値（該当する場合）のデータの一覧表、ならびに予測モデルに従って得られた被験物質の評価の提示;
	- 該当する場合、それ以外に関連する知見があればその記述。
	結果の考察
	- h-CLATを用いて得られた結果の考察;
	- 他の関連情報が入手可能な場合、IATAの範囲内における試験結果の考察。
	結論
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	U937細胞株活性化試験（U-SENS™）

	最初に考慮すべき事項および限界
	1. U-SENS™は、単球および樹状細胞（DC）が活性化されて生じる細胞表面マーカー（CD86）のヒト組織球性リンパ腫細胞株U937における発現について、感作性物質に対する曝露による変化を定量することができる（1）。これにより、U937細胞株の細胞表面マーカーであるCD86の発現レベル測定値を用いて、皮膚感作性物質かそうでないかの識別を後押しする。
	2. U-SENS™は、L’Oreal社が主導したバリデーション試験（2）で評価され、その後、欧州動物実験代替法評価センター（EURL ECVAM）科学諮問委員会（ESAC）による独立したピアレビューで評価された（3）。入手可能な証拠と規制当局およびステークホルダーからの情報をすべて考慮し、U-SENS™は、有害性の分類および表示を目的に、感作性物質と非感作性物質を識別するためにIATAの一環として用いることがEURL ECVAM （4）によって推奨されている。皮膚感作性に関してIATAに用いられ...
	3. U-SENS™は、細胞培養技術とフローサイトメトリー分析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。本試験法に見込まれる予測結果の再現性は、同一施設内および複数の施設間でそれぞれ、90%および84%であった（8）。バリデーション試験（8）および発表された他の研究（1）から得られたすべての結果によると、LLNAの結果と比較した場合、皮膚感作性物質（UN GHSカテゴリー1）と非感作性物質とを識別する正確度は86%（N=166）、感度は91%（118/129）、特異度は65%...
	4. 現在入手可能なデータによると、U-SENS™は、さまざまな有機官能基、物理化学的特性、皮膚感作性強度（in vivo試験で判定される）や、皮膚感作性を生じることがわかっている一連の反応メカニズム（マイケル受容体、シッフ塩基形成、アシル転移剤、2分子的求核置換［SN2］または芳香族求核置換反応［SNAr］）などにまたがる被験物質（保存料、界面活性剤、活性剤、色素などの化粧品成分を含む）に適用可能であることが示された（1）（8）（9）（10）。U-SENS™は、適切な溶媒／媒体（段落13参照）に...
	5. 上記の通り、U-SENS™は、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を後押しすることができる。一方、IATAなどの統合的アプローチの中で用いられた場合、感作性の強度の評価が可能な場合もある。とはいえ、U-SENS™の成績が、どのように強度評価に情報を与えるのかを特定するには、ヒトデータに基づいた一層の研究が必要である。
	6. 用語の定義を補遺Iに示す。

	試験の概要
	7. U-SENS™は、被験物質曝露45±3時間後に、ヒト組織球性リンパ腫細胞株であるU937細胞のCD86細胞表面マーカー発現の変化を定量するin vitro試験である。CD86表面マーカーは、典型的なU937活性化マーカーのひとつである。CD86は、共刺激分子であることがわかっており、T細胞プライミングに重要な役割を担う単球活性化を再現すると考えられる。典型的にはフルオレセイン・イソチオシアネート（FITC）で標識された抗体で細胞を染色したあと、CD86細胞表面マーカー発現の変化をフローサイト...

	習熟度の立証
	8. 試験法ガイドライン442Eの付属書に記載されている試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、Good in vitro Method Practices（11）に準拠して補遺II収載の習熟度確認用の10物質を用いて技術的習熟度を立証する。さらに、本試験法使用者は、反応性のチェック（段落11参照）と、陽性対照および溶媒／媒体対照（段落15～16参照）により得られたデータの背景データベースを保持し、このようなデータを用いて、実施施設での本試験法の再現性が経時的に維持されていることを確認する。

	試験手順
	9. 本試験法は、U-SENS™に関する動物実験代替法データベースサービス（DB-ALM）プロトコル番号183（12）に基づいている。実施施設においてU-SENS™を導入し使用する場合、標準操作手順（SOP）を用いる必要がある。例えば補遺IIの習熟度確認物質の試験によって同様の結果をもたらすことが示されれば、U-SENS™自動測定システムを使用してよい。U-SENS™の主要な構成要素および手順について以下に記す。
	10. U-SENS™の実施には、ヒト組織球性リンパ腫細胞株U937（13）を使用する。American Type Culture Collection（ATCC）のような十分な適正資格をもつ細胞バンクから、細胞（クローンCRL1593.2）を入手すること。
	11. U937細胞は室温37 C、5% CO2の加湿雰囲気下で、10%ウシ胎児血清（FCS）、2 mM L-グルタミン、100単位/mLペニシリンおよび100 μg/mLストレプトマイシンを添加したRPMI-1640培地（完全培地）で培養する。U937細胞は、2～3日に1回、定期的に密度1.5 × 105cells/mLまたは3 × 105cells/mLで播種する。細胞密度が2 × 106 cells/mLを超えてはならない。また、トリパンブルー色素排除法で測定した細胞生存率が90%以上でなけ...
	12. 試験では、3 x 105 cells/mLまたは6 × 105cells/mLの密度でU937細胞を播種し、それぞれ2日間または1日間、培養フラスコで前培養する。十分な科学的妥当性が提示されるほかに、例えば、補遺II収載の習熟度確認物質の試験により、同様の結果をもたらすことが示されれば、ここに挙げたもの以外の前培養条件を使用してもよい。試験当日、培養フラスコから採取した細胞を、5 × 105 cells/mLで新たな培養液に再懸濁する。次に、96ウェル平底プレートに100 μL（最終細胞密...
	13. 試験実施前に被験物質の溶解性を確認する。この目的のために、被験物質を、溶媒の第一候補として完全培地を用いて、50 mg/mLの濃度で溶解または安定的に分散させる。完全培地溶媒／媒体に被験物質が不溶である場合、第二候補としてジメチルスルホキシド（DMSO、純度99%以上）に溶解、または安定的に分散させる。被験物質が溶媒／媒体に溶解する場合、完全培地に最終濃度0.4 mg/mLになるように被験物質を溶解する。被験物質がDMSOにしか溶解しない場合は、濃度50 mg/mLで被験物質を溶解する。十...
	14. 被験物質および対照物質は、試験当日に調製する。U-SENS™では用量設定試験を行わないため、初回実験では、6種類の最終濃度（1、10、20、50、100および200 μg/mL）となるように、完全培地または0.4% DMSO含有培地の対応する溶媒／媒体で調製し、実験を行うべきである。2回目以降の実験では、完全培地に0.4% DMSOまたはDMSOに50 mg/mLの被験物質溶液から開始し、少なくとも4種類の作業用溶液（少なくとも4種類の濃度）を、対応する溶媒／媒体を用いて調製する。作業用溶...
	15. U-SENS™に用いる溶媒／媒体対照は、完全培地（被験物質が溶解または安定的に分散する場合）（段落4参照）または0.4%DMSO含有完全培地（被験物質がDMSOに溶解または安定的に分散する場合）である。
	16. U-SENS™に用いる陽性対照は、完全培地で調製したTNBS（段落11参照）である。TNBSはCD86発現測定の陽性対照として、プレートの最終濃度1種類（50 μg/mL）で、細胞生存率が70%を上回ることを確認する。TNBSがプレート中に50 μg/mLとなるようにするには、1 MのTNBS保存原液（293 mg/mL）を完全培地で調製し、2,930倍希釈することで100 μg/mLの作業用溶液を得る。乳酸（LA、CAS 50-21-5）を、陰性対照物質として完全培地中に200 μg/m...
	17. 段落14～16に記載の溶媒／媒体対照または作業用溶液を、96ウェル平底プレート（段落12参照）で、調製した細胞懸濁液と1：1（v/v）で混合する。次に、処理したプレートを5% CO2存在下に、37 Cで45±3時間インキュベートする。インキュベートの前に、プレートを半透膜でシールし、揮発性の被験物質の蒸発やウェル間での被験物質の交差汚染を回避する（12）。
	18. 曝露から45±3時間経過後、細胞をV底マイクロタイタープレートへ移し、遠心分離により採取する。溶解に関する悪影響として、処理45±3時間後（細胞染色前）に結晶または液滴が顕微鏡下に認められることと定義する。上清を捨て、残った細胞を100 μLの氷冷5%ウシ胎児血清含有リン酸緩衝生理食塩水（PBS）（染色用緩衝液）で1回洗浄する。遠心分離後、細胞を100 μLの染色用緩衝液で再懸濁し、遮光下に4 Cで30分間、5 μL（0.25 μg）のFITC標識抗CD86抗体またはマウスIgG1（アイソ...
	19. CD86の発現量および細胞生存率を、フローサイトメトリーを用いて分析する。細胞を、対数尺度を用いたサイズ（FSC）および粒度（SSC）のドットプロットで示す。これにより、first gate R1の集団を明確に特定し、デブリを排除することができる。各ウェルにつき、gate R1に合計10,000細胞を得ることを目標にする。同じR1 gateから得た細胞を、FL3またはFL4／SSCドットプロットで示す。ヨウ化プロピジウム陰性細胞集団を選択する別のgate R2を設けることによって、生細胞を...

	データおよび報告
	20. 下記パラメータをU-SENS™試験法で求める：CV70値、具体的には、U937の細胞生存率が70%を示す被験物質濃度（30%毒性）。EC150値、具体的には、CD86の刺激指数（S.I.）が150%を示す被験物質濃度。
	21. CD86発現測定では、被験物質の各測定は少なくとも4濃度、少なくとも2回の独立した測定（別日に実施）を行って、ひとつの予測を得る（陰性もしくは陽性）。
	22. U-SENS™ を用いる場合、次の許容基準を満たす必要がある（12）。
	- 45±3時間の被験物質曝露終了時に、3回反復の無処置U937の細胞生存率の平均が90%より高く、CD86発現率にドリフトが認められない。無処置U937細胞のCD86基礎発現率が2%以上25%以下である。
	- DMSOを溶媒とした場合、DMSO媒体対照区の有効性を、無処置細胞と比較したDMSO S.I.を求めることによって評価し、3回反復の細胞生存率の平均が90%より高くなければならない。DMSO媒体対照区3回反復のCD86 S.I.の平均が、無処置U937細胞3回反復のCD86 S.I.の平均の250%未満であれば、DMSO媒体対照は有効である。
	- 無処置U937細胞のIgG1値について、3回測定のうち少なくとも2回が0.6%以上1.5%未満である場合に、測定が有効であると考える。
	- 同時に測定した陰性対照区（乳酸）について、3回反復のうち2回反復以上が陰性（CD86 S.I.が150%未満）で、無細胞毒性（細胞生存率70%以上）である場合に、同時に測定した陰性対照区を有効であると考える。
	- 陽性対照区（TNBS）の3回反復中2回反復が陽性（CD86 S.I.が150%以上）で、無細胞毒性（細胞生存率70%以上）である場合に、陽性対照区（TNBS）を妥当と考える。

	23. 試験報告書には以下の情報を含む。
	- 単一成分物質
	- 多成分物質、UVCB物質および混合物：
	- 陽性対照
	- 陰性および溶媒／媒体対照
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	16. 試験では、2～5 × 105 cells/mLの密度でTHP-G8細胞を播種し、48～96時間にわたって培養フラスコで前培養する。試験当日、培養フラスコから採取した細胞を、抗生物質を含まない10%FBS含有RPMI-1640で洗浄したのち、抗生物質を含まない10%FBS含有RPMI-1640に1 × 106 cells/mLで再懸濁する。次に、96ウェル平底黒色プレート（Costar Cat#3603など）に50 µL（5 × 104 cells/well）の細胞を播種する。
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	17. 被験物質および対照物質は、試験当日に調製する。IL-8 Lucアッセイには、被験物質を、市販されている無血清培地であるX-VIVOTM 15（Lonza, 04-418Q）に、最終濃度20 mg/mLになるよう溶解する。マイクロ遠心チューブに入れた被験物質20 mgにX-VIVOTM 15を加えて（被験物質溶解性と無関係に）1 mLとし、vortexミキサーにかけたあと、約20 Cの周囲温度で最高8 rpmのスピードのロータを用いて30分間振盪する。それでも固体の被験物質が溶解しない場合は...
	18. 最初の試験測定は、細胞毒性濃度を特定し、被験物質の皮膚感作性の強度を検討することを目的とする。96ウェルプレート（Costar Cat# EW-01729-03など）を用いて、被験物質のX-VIVOTM 15保存原液の2倍希釈系列を、X-VIVOTM 15を用いて作成する（補遺V参照）。次に、50 μL/ウェルの希釈溶液を、96ウェル平底黒色プレートに入った50 μL細胞懸濁液に加える。これにより、X-VIVOTM 15に可溶性の被験物質の場合、被験物質の最終濃度は0.002～2 mg/m...
	19. この後の試験測定では（第2、3および4回）、X-VIVOTM 15保存原液を、最初の実験での細胞生存率05濃度（CV05;Inh-GAPLAが0.05未満になる最低濃度）の4倍の濃度になるよう作成する。第1回測定の最高濃度で、Inh-GAPLAが0.05を下回るほど小さくない場合、X-VIVOTM 15保存原液を、第1回測定の最高濃度で作成する。第1回測定の保存原液濃度をCV05（X）希釈倍率で割って、CV05の濃度を算出する（CV05（X）希釈倍率;保存原液を希釈してCV05にするのに必...
	20. X-VIVOTM 15の第2の保存原液の希釈系列を、希釈倍率1.5で、96ウェルプレートを用いて作成する。次に、50 μL/ウェルの希釈溶液を、96ウェル平底黒色プレートに入った50 μL細胞懸濁液に加える。各被験物質の濃度毎に4ウェルを試験する。次に、サンプルをプレートシェーカーで混和し、37 C、5% CO2で16時間インキュベートしたのち、ルシフェラーゼ活性を下記の通りに測定する。
	21. 溶媒対照は、50 µL/ウェルのX-VIVOTM 15と、10%FBS含有RPMI-1640を用いた50 µL/ウェル細胞懸濁液との混合物である。
	22. 推奨される陽性対照は4-NBBである。20 mgの4-NBBを1.5 mL用マイクロ遠心チューブに入れ、X-VIVOTM 15を1 mLになるまで加える。このマイクロ遠心チューブをvortexミキサーにかけたあと、最高8 rpmのスピードのロータを用いて30分以上振盪する。20,000 gで5分間遠心分離したあと、上清をX-VIVOTM 15を用いて4倍に希釈し、希釈上清500 μlを96ウェルプレートのウェルひとつに入れる。この希釈溶液を、X-VIVOTM 15を用いてさらに2倍および4...
	23. 推奨される陰性対照はLAである。20 mgのLAを、1.5 mL用マイクロ遠心チューブに入れ、X-VIVOTM 15を1 mLになるまで加える（20 mg/mL）。20 mg/mLのLA溶液をX-VIVOTM 15を用いて5倍に希釈し（4 mg/mL）; この4 mg/mL LA溶液500 μLを96ウェルプレートのウェルひとつに入れる。この溶液を、X-VIVOTM 15で2倍に希釈し、さらに2倍に希釈して、2 mg/mL溶液および1 mg/mL溶液を作成する。この3種類の溶液50 μLと...
	24. 背景データがあり、ほぼ同じ実施許容基準を満たせば、これ以外の適切な陽性対照または陰性対照を用いることができる。
	25. 被験物質とのインキュベーションに先立ち、例えば、プレートをシールすることにより、揮発性の被験物質の蒸発、および被験物質によるウェル間の交差汚染を回避するよう留意する。
	26. 陽性または陰性の結果を得るのに、被験物質および溶媒対照を2～4回測定する必要がある（表2参照）。各測定を別の日に実施する。このとき、新鮮な被験物質X-VIVOTM 15保存原液と、独立に採取した細胞を用いる。細胞は同じ継代数由来でもよい。

	ルシフェラーゼ活性の測定
	27. 光学フィルター付き96ウェルマイクロプレート用ルミノメータを用いて、発光を測定する。このようなものに、Phelios （ATTO、東京）、Tristan 941（Berthold、ドイツ、バート・ヴィルトバート）やARVO series（PerkinElmer、米国マサチューセッツ州ウォルサム）がある。再現性を確保するため、ルミノメータは実験毎に校正する必要がある（19）。遺伝子組換えによる橙色および赤色の発光ルシフェラーゼを校正に使用する。
	28. 事前に温めたTripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）100 µLを、被験物質処理ありまたは処理なしで処理した細胞懸濁液が入ったそれぞれのウェルに入れる。プレートを約20 Cの周囲温度で10分間振盪する。プレートをルミノメータに置いて、ルシフェラーゼ活性を測定する。生物発光を、光学フィルターなし（F0）およびあり（F1）で、それぞれ3秒間測定する。使用するルミノメータのモデルによって別の設定を用いる場合には、その正当性を示す必要がある。
	29. 各濃度のパラメータを、測定値から求める。これは具体的には、IL8LA、GAPLA、nIL8LA、Ind-IL8LA、Inh-GAPLA、IL8LAの平均±SD、GAPLAの平均±SD、nIL8LAの平均±SD、Ind-IL8LAの平均±SD、Inh-GAPLAの平均±SD、Ind-IL8LAの95%信頼区間である。この段落に使用したパラメータの定義を、補遺IおよびIVに記載する。
	30. 測定に先立って、マルチカラーレポーターアッセイにおける色識別は一般に、シャープカット（ロングパスまたはショートパス）フィルターまたはバンドパスフィルターなどの光学フィルターを備えた検出器（ルミノメータおよびプレートリーダ）で行う。各生物発光シグナルカラー用フィルターの透過係数を、補遺IIに基づいて試験前に校正する。
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