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1. (FLHIC

F—A Ry FTHAMRMERICEICRRTA K51

1. EEBREMEME L. EZROPESLURTICHT 2EEHEHRAMS X T L (UNGHS)
ICEYERERSINTWSEY., BEEMRRICTUILF—REZ2EETI2MEDNILE0S (1), HEREME
DEREGDEBLEMEMAAND ML TIE, GLKERN—BL TS, REBREEICHSIEFEM.
EMEEFICET SRAEOMEIL. AFMHKERZE (Adverse Outcome Pathway : AOP) (2) Oz
TEHIN, DFLALDAZO X IILARY bHASHEA AN FER T, EERMICIET LILX—1EiEft
REXTHAREMRIZESETE2ET, COHE. FFLALDAZOXVILARYEF (1 DEDX—
ARUN) & REERAEORBFDEREFEMELDOREREEDNZLTHD. RAOPIZHITH2D
BOF—a R bIALLMRICEZY. FEERSCPHEROERS VL EERBICL2EEFRED
EEhboiEd, COLIGEDIC, ERRIEHR REFYMEREBS (antioxidant/electrophile response
element : ARE) KEFMHRELNH D, 3 DEDF—a R MMIHHAHMERR (DC) FHIETHY . EEEF
EMLTHRREY—h—. ¥/ LEEEY. TEAAVBEUVHYA FHA VORBICKYFEHENS, 4
DEDF—ARY I, T HEEEICLEEBETHY . YHOXBIFY U/ EIHER (LLNA) TRIEMIZEIRE
L5%(3)

2. COHRERAA K542 (TG) TlE, BERMEMICRT 5 AOP OiEHKMAREMELICBET 5F%—4
Ry MOEBEICHDIHEFEIRS in vitro RERICDOWTEEHT S (2) ZD TGIE. UN GHS IZE D EE
BRAEMEME L EREEMBE L ZHBAT HDICHNONSREBRAEICET S (1).

AKTGIZREBEINTWIRABRAEIRDEY
o E hMHERaRREMIEEER (h-CLAT)
o U937 MfAKLEMILER (U-SENS™)
o AVA—OA4FU8LR—F—EEBEZFT7vEA (IL-8Luc7vtA)
o RIERMEMMEBEOITE (GARD™skin) [ZB8T 54/ LT LIS UREKE (GARD™)

3. ARBAA FSAVICHAIRBEN., T2 PR EEEELS=OICHWV:-AXLELDBEE
NHBHH. REBREMETOHO AOP OREPKRMASEHILIZCHT A2F—A Ry FORBHERIZEAL T, SEDE
Bz a0z, RAETICERT S ENTE, OECD TOT—2DHEZITANIZHEID,

X—A RV MMEILHBROHM FSA VOBRRFZOERLBE

4. REREMOFTMIZE. BE. ZRIVAFERASINTE, TILEY FERVLIEHHMAET
& % Magnusson and Kligman D EJLEY bIF I/ E—2 a3k (GPMT) &UVEa1—F—& (TG
406) (4) I3, RIEFREUEOFEMLS L VUFREOWEZTMT 5. YV RAZAVSHRTH S LLNA
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(TG 429) (3) &. TDIMEMHEIEE 2785, EARMICIZLLNA : DA (TG 442 A) (5) 8L U LLNA :
BrdU-ELISA (TG 442 B) (6) I\ g'h+. FEHDAZFETL2LDTHY . EEREEOFZEHEE
BHICATET 2L EHICHYMBEUHEVSISATELEY FREIVBATWS I ENDZIFANLATL
%o

5. REBEE AOPMD 1 DBEDF—C4 X2 b (OECD TG 442C (7)) BLU22BDF—A AU b
(OECD TG 442D (8)) #xt& & L 1= in chemico & & U in vitro D#FIZE D S REREM., LEMEDK
EREMEOEEUZTMT IDITRIDIEMNBOHLNATND,

6. REBREMYEIX. DC FE &E#TUDUV- CD40, CD54, CD80, CD83 & 1f CD86 HED
MRRET—H—DHIEO, IL-1B8 XY TNF-a B EDREFEMEY A bHA 2, IL-8 (CXCL8) LUV
CCL3 (9) (10) (11) (12) G EHIED T EHA VEFETHEMNBREINA TS (2) RTGICEH LT
REBAXE. BREMVEICBELEHEDOEKRES LY DC OFSETOERICLIMHRERE~Y—H—
(CD54, CD86) . 4 hhA U TH5 IL-8 FIEI—EDEEGEF 5/ LNAFAR—H— T RF )
DEBOELOVWITIHETEET 5,

7. fzt2L. DC EHILIEZREREIE AOP DUV EDDF—ARY rDHETRT =8 (2) (13). DC FHE
IEDRX—H—ZRET FEBORBRETES-BEROAZHNT., tEVWEOREREEOEELZRERD
(FTBIZIE+ATIEEL, #>T. REREBHA RS/ VICERESIAEHBEICKYBONT—21F. H
BB L UEMICET 2#AM7 7O —F (Integrated Approaches to Testing and Assessment : IATA) @
SEEANTHAWZIES., EERENED AOP THAFDF—A R hEXFE L LTz in vitro 3ER. E 5 U
in silico ETIVES S VFELUEEMEN S DEH LT EDEERMFERICL > THEON-MOBEEHEIFHR
LEBIT, HEREMEME (F4hHhb. UNGHS B9 1) LFEBREMEMEZHANTI20EXIET 56
ICRREINDZEDTHD (13), —EDFERBELNZAVWTITONE T — I BRIEXICET H1Z#ELS
hizAETHDHEEA (Defined Approach) THI-T—2DFEABFINERINTEHY (13). OECDTG
[CHETEREREMOEEAXICEAIN TS (14),

8. RABRTA RS VICHEBLEHABRAZZERTRANT, KEREEHMEZL/A UN GHS T
EELEHERSTHS IABLIV IBIZHETHEETEYT (1), REMFFEICERL. REREEDR
SEFRATAHELTERL, EL. REDORFDOBRMEHICE > TIH, LREAETHBHERERZH
BMTAWT., tEMEZ UNGHS RS 1ICHETE D51 H 5,

9. TEERIEEME ] E WS REX. AHBREHA RS/ U TRHWSIGE. RBOXRELIME
DI EEVLW, HRIEEMENE—FOYE. SHRIVE. BLU/FLIEREWTH SMIERRERE
ADEAERET H5HDTIELEL, ERIMEBEYVORBRICAKABREZEZEHT S LICEALTIE,
R TIEERIBR SN TS (15) (16), AHEREIE. EHA/ME S L CESYMORERICEMAIZ1LE
ATEETH b, BEaY. RBEHLEVE (FRELLE) . AHA FS A VICEESA TV S EREE
ICIRF S EAAMTHEVEBRILEMEDORREZRHT HBE. TOLSHHRBTHENICEKRKDOH D
BRAELDINESHEZEFICERT ILENHD, SHIC, SHAVEFLITIEEYMDORBDOSEE.
ROONDRIGICHBSERSNEELSI D LEEET 5,
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fIIRE 1 : Invitro RER/EM : & FHERBEES
E% (h-CLAT)

BRAICEEIREBHEEIUVRA

1. h-CLAT k13, b hEEBRMESRMFHREM% THP-1 OEBRE L UEHKMR (DC) AEMELShTE
CoH#MlaRkEm~—/— (CD86 £ & U CD54) DRBENEILETEET S (1)(2), AIESN1=-CD86 LU
CD54 DA RE Y —N—DREEZAL T, KEREMEME LFRIEEME L DR EZRT D,

2. h-CLAT &%, ERMEVMEERK B L5 fiz> 42— (European Union Reference Laboratory for
Alternatives to Animal Testing ; EURL ECVAM) FE®D/N\!) 7— 3 ViR & T i < EURL ECVAM

DEFHEMEESR (Scientific Advisory Committee ; ESAC) ITK AWM LF-ET7 L E1— (FE=FEM)
THfich TS, AFAHRLGIHAREBHEBEIVRT—IHRILI—DLDFERETXTEEL. h-
CLAT &, BEEMONES L URTEEMNIC, BRIEMME L EREMEYME L ZRHANT H-OIZIATAD—

RELTRAWS I EMN EURL ECVAM IZE > THREIN TS (3)o h-CLAT T—2DER LD TERE

DOFRICET BHH. XETHE SN TULVS (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11)0

3. h-CLAT [, #IREER#iE 70—H A b A ) =S OREBRNAH S HERADEMBENTEET
HEIZENHERINTWLS, ARBEICERAFNIFARROBRMEE., B—EENS L UVERDESR
BMTLWIFNE#80%THS (3) (12)e NUT—a ViREE (13) BLURRIN-HOHE (14) hoB D
NI#ERICKDE. LLINADRKERELE LGS, REREMEME (UNGHSREH 1) LIERMEMME L
AT HEREREIL 85% (N = 142) . BEEEIX 93% (94/101) . #HEEIL 66% (27/41) Tho1= (B
% 4 ORHFEDEY . Log Kow H' 3.5 X S ILEMEDRERZEREZEOLVITRTORET—2TOD
EURL ECVAM (12) IZ & 2 BfETICE D<) , h-CLAT TOAEMERDOFTRIX. REREENE VLS
ME (UN GHS #iX 5 1A) &Y, REREENMEVIPREEDLFENE (UN GHS #iIX 5 1B) 1252
HLNBEHEEAE LY (4) (13) (15), BET B &, LEHERIE. h-CLAT AREREEOEEHEHANT
BDIHEATHAHCEEZRLTLS, =15 L. h-CLAT &(E. IATA ICE I nE®REHHAL. TEL
OIZ] DEFTELVEESDRIEBICK >THREASINIREZTHLSII LMD, h-CLAT ZEMORERE L
LTEH L EREDEXEZICTELL, 512, BMERAVGVEEREEREBEZTET 554,
LLNA SR L ZDMOEMHRE. E MIBTOIRERMEEZRELICRBLTVWS EIEVWAGEWNI &I
BETRETHD,

4. REAFORELT—HI(2LBE. h-CLAT 1. AHERE. RIGA DXL, REBREEDOBRE
(in vivo RERCHIE SN 3) . DEEFHEEAS T I FTLUERCEYMEICERTETHI I ENTRS
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nTWL3 (3) (14) (15), h-CLAT I&, BELNRE HK (B% 14 S8B) [CABATHINRE LI=HER
(HERLEMEIKERT A2 L. BE AN HHMLTEHEZRI LAV IOAS FELITES
) ERAWRIEEYEIERATRETH D, Log Kow A 3.5 22 2HERILEMEIL. ARKKREZL
o9 1ERNH D (14), TDI=&H. Log Kow H 3.5 ZB R 5 #HERLFYWE TH ONT-IZ ISR ZHIETIC
RAWTIEAZ %L, ==L, Log Kow A\ 3.5 28X DHERLEME THONEBEERIZOVLTIX,
BRILFMENEEREMEYETHS E0HEEMITTINS, &5I2, h-CLAT TRV W 2 HIE%ED
RBEENIRTER (16) THDZ EVOEREHUEMNS, TONTTY (BEEP4S0 2N T 5L EBRICLSE
MILZETEI2ME) BEIUEIZBIEEENEBENTLATTY (BIEIZEYEHIEEAEYME) . h-
CLAT EM#HERERTIEENHS (15), HAHEILFEMEIL h-CLAT TEHMATE 5 (17). ZILA Lt
A AYFFALF7H—F (FITC) F£FIAETOECHL (P) ERUUKEEDBOVELEERILEY
B, 20— A A M) =2k BBEETFTHT 58, FITC ZBInAEIEL Pl ZATIEREICEEM
TEHEL, COELHLGHE. fE | INBOBAEEZEYEIZKL S FITCEZH A (% 24 8) F1IX
Pl (5% 188MB) LEABKDIERZLL0T ZENTREINDIGAICRY ., HOEXERTER S NIZHUIA.
FrIIMOMBESET—HD—ZFZRWEIENTED, LREEFBRFA T, EHERIE. RSN TWLWSER
O, IATA ORHEARNDOMDIBFRRICES L THRRT IVELNHD. thOBFEDHT I —IZEBTHERIL
EYEICh-CLATZERETEL NI HZBE. h-CLATZZFD LS HATFIY—IZBIYWEIZCANS
RETIEAEL,

5. LRRDOBEY., h-CLAT (F, REBREMHMELEBREEMELDOHBANEZXIET S ENTED, —
B, IATA BEDHEWT TO—FOh TRV LAIZIGEA., BREEOREDTEIATRELZEELHD (4)
(5) (9)e EIFWLVZ. h-CLAT OBHEN. ED &S ICREFMICHERZSZDOMNEHET HICIE. EFT
—BIZEDOV—BOHAENLETH S,

6. REOEREME T,
AEBROBE

7. h-CLAT (. #ERLFMERTE 24 BER%IC. £ bEBRM A MBMAEED THP-1 a0 MiaRmE
Y —H—%B (CD86 & U CD54) DEALEEET S in vitro FMERTH D, Z ZICEFr-RENFIE.
HIRRHAE THP-1 FMHEORBENY—H—T, THRISA I VJICEELEKEZIES DC FHLEH
RebLEZAOND, HABRTERESINNATHREZLEEL-HE. RAV—H—RBROELLED
O—HA A M)—THET D, RAV—H—HBROT7yIL¥XaL—Tavh, ESEISELEND
FEETELAMNFMET 570, FFICHRSEELHET S, FEMANBLOLBETREAY—H—0
HEAREZEE L. BREMMBE L EREMEME L DHANEZXIETLH-OOFRETIL (B% 26
) ICERY %,

BREDIL:

8. RERENA K542 442E DN BEICEH SN TOWARBEZAERNICAVWDADIZEILL., £t
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FEER(E. #E | IREOEAEEZAD 10 MEZAVTRMTMBEREZILY 5, SoIc. AABREER
HE. REMEOFz vy (%R 1138 & BEIREIUBRE EEEE (B% 20~2221) 2&
DEONET—EDERT—EIN—RZREL. CO&ILGT—2ZAVT, REERTORKARED
BEUNMERMICHIEFSA TS L Z2HEET 5.

FIE

9. AFEREIEX. EURL ECVAM FETiTbI=N) FT— 3 VRBICAWV -0 raLTHS h-
CLAT 2B T 2 BMERABET—4R—XH—ERX (DB-ALM) 70 Fa)LES 158 (18) ITESINT
W5, EEEHRT h-CLAT ZBALFEATSHE. 270 FILZRAVWSZENEESINE, AER
SE#ES £ U CD86/CD54 BEHED 2 FRFEMN 555 h-CLAT DEXFELRBRERS L UFIEICDOLTUT
12529,

HIFED 555

10. h-CLAT OEMIZ(X. £ FERE O mHEME THP-1 #5835, EHEYT 5H# (TIB-202™)
[¥. American Type Culture Collection D & 3 G+ R IEBEEERZE L DMV IO AFT H I LA
BqBINd,

1. THP-1 #if8ILZ=8 37°C. 5% CO: DIMEFHEK T T, 10%2 VABIRME (FBS) . 0.05 mM 2-
AIVATRITE /=L, 100BEE/MLR=ZD Y EXT100ug/mMLRA LT I A 2 EFHML Tz RPMI-
1640 IEM TIEET 5, EERICRZVYVER N T RIA VU EFERLAEVWVESEH D, =L, &
RALAWMES. RABZOMAEE, FZIE. #E || OBREEIMEOHRICEY . EERICHAED
BEEFHVWIENBRICEEZEALBVILEEFRILBTNELGESHEL, WIFRDFBEICEVLTH,
BEDOD) R ERNRIZCT 5612, HEEERICHEVMELEET 2HEMNEREL. Bhizfia
BEEIEERINETHD, THP-1 Hil8IEL, 2~3 BIZ—[E. EHHMIZEHE 0.1~0.2 x 10° cells/mL THE
B9 5, ZE 01~1.0 x 10° cells/mL #5955, MBAZHBRICERAT HHIIC. RIEEDOF = v Y %17
W\, BETHDZ 24T 5, MBEORIGHEF v, BERBTHS 24--tosoaryE
>~ (DNCB) (CAS &S :97-00-7, fifE 99% L) BELUBHE=—v 4L (NiSOs) (CAS &S :
10101-97-0, #E 99%LI L) &, EMEXNBTHIEE (LA) (CASES : 50-21-5, fiE 85%UL) %
AT, 2% 2 BR%ICERET 5., DNCB & U NiSOsh%, CD86 & U CD54 DR E Y~ —h—IZ
BLTEBERIGZETRL., LAN CD86 $& U CD54 DffifaREm~—h—ICEAL CTRERIEERSEITAIE
BBV, RISEF vy THEELHISh-MIEOAEHKBECHERT 5, ML, fEER. RE 2 »
BlZbl-> TSI ENTRETH D, BRI 0OEZBATIELELOAL, REEFzvIE. B
% 20~24 [CEBEDOFIBIZHE > TEKET 5.

12. HERTIX. 0.1 x 106 cells/mL ZF7=1% 0.2 x 106 cells/mL MZEET THP-1 #ifAZiBEL. ThEh
72 BFRIET(T 48 B, BEIJ SR THEET S, MIEEHHEZOEE D S X IDOMBEEZ.
(LREDRNEE 2 £HDS56, ELH6MNZAVT) BFEBTHRGRYBLIZTLSIIENEETH D,

ZTOEAG., MEENREROEEI S X IOMBEEEN. 7 LIS UFEHKM CD86/CD54 KIRICEE
ZRIZFTAREMUAHS-HTHD (19), RERYA. BEISXANLEIMLI-MEZE. 2 x 10 cells/mL
THELEBRICBRET 5. R, 24D )LFETL— FIZ500 uL (1 x 108 cells/well) & % L\(E 96
YIJEETL—FZ80puL (1.6 x 105cells/well) DHIfAZEEET S,

HEREFGR
13. B EARHB R LT, MBERR (CV) N 75% LG LHBRIEFMERETHS CVI5 %
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RDB1-OIC, FAERERZEZEEMRT 5, CV75 fElE. CD86/CD54 EIEHEFNHWERILEMERBREZE
I HRICAND (% 20~24 3/]) .

BERILFYE L & D TEYE DR

14. BERILEMES S UBYEG, HARIBIART 5, h-CLAT OiFE. #HRILEMEZ. 5%
SEARORVOFBIRE L CTEBRIBKEIIIBISERT 50, KENIZHHSED (B% 4 8) .
CIICE Tz 2 BHEOBRE MERICHBRIEEMENTATHINRE LEDERICE S BWMEE. XD
BIRELTOAFILALKRFTY K (DMSO, #E 99%ULE) ISEE. THIEREMNIZHBSED, &K
BEE. 100 mg/mL (AEBEIEKEIFEMODIFZEE) F121&£ 500 mg/mL (DMSO DFE) 1295, +5
BRZMNBRNEFIRTTEDIIHEE. LEUSNOBRE EAEREFERL TEL, RENEEE IEERIZET
HEREEMEDREREZEET HILENH D,

15. 100 mg/mL (£EBIEKF(TFEHDIFEES) F7=1& 500 mg/mL (DMSO DIFE) DHKERILEY
BOR MY BBERNS., ROFREFEEEET S :

o BE/MEENEEBIEKFLEEMOES ST HBE BEREFEAL. 2EBEORBHERT S
BEORA MY YBER BRE) ZHhART S, RICEDRA MYV BREEERTELIZ 50 FHFR
3% (EERBKR . 1000 pyg/mL AT L— FHOSERULTERRET. BEERILVES,
Fr-GHREEEHREEEL TCEREREZRO S, SEBRIBKEFEMTAEARELELREN
(SRR L= ERIEFEMED T L— R ORKIREE, 5000 pg/mL B X TS,

o B EAN DMSO DIFE - WIS T HBE A MEEREEAL. 2 BEOREHRT 8 EENDA Ly
VER 8 IRE) ERET D, COA LYV BRREEERTSHIZ 250 BHRNT S (EXAE
R) o CORENSHERSAVGEETHoTH, TL— FPORKIREL, 1000 ug/mL %8
AT LI,

&&IZ, TL— M THP-1 RSB ARLEEOEEXRABREMA S LT (B% 17 38) | HBRILEE
MEREISILIZ2EFRIND EE. TL— FOREEEDEH(X 7.81~1000 ug/mL) .

16. h-CLAT IZAWSRHE EARIE, BER RBREZHENEMF - IEERIEKOLNT L
[SRBFERENCHRT HEHEE (BR%E4SH) ) £IXDMSO (HERILFEMEMH DMSO ITRfEE 1=
FREMIZHMT HFE) T, TL—FPORKRREIX 0.2%DH THERZETS. Nl B%E 15 OFF
ERBRICEALTREBELIE-OERLFRET S,

BERILFYE 55 F VST E DEF

17. BEISEIV16ICRBOERRFFEERBRE. 247 )L, FHEFEIVIIILFEETL—
b (B% 12 318) T, ARL-HMBREERE 111 (VW) TRET D, RIT, BELF-TL—FE 5%
CO:##HET. 37°C T 24 + 05 Kffl4 v FaR—+F 5, HRIEEVWELEDA ¥ a"—L 3 V[ThT
b, BIZEE, TL—FrEI—LTEHIEITEY, BREOHEBRILEVEDERE. I UBRIEEMEIC
FBVILEDOREFREEET HLSBET S (20),

FoEZTOoES DL Pl) RE

18. BEND 24 + 0.5 FEFZBE, Mlazd IILFai—T~BL, BOSBEICEYIEERT 5, L
BEET, Bof-#l@Z 200 uL (96 VT ILDIZE) . FFIE 600 pL (24 VT ILDIFE) D 0.1%7
ME7ILITIVER) VEEELEEREK (RERARER (CBEBEY 5. MEER 200 pL % 96

© OECD, (2023)



OECD/OCDE 442E

TILAETL—F (969 TILDIFE) FEvA4 o 0F1—T 249z )LDOBE) IZFEL. 200uL (96
DITIDIFEE) FE600uL (24 VT )LDIFE) OEEABRERT2EXRST 5. RERIC. HIEZEE
FREER (400 uL &) THEEBEL. PI AR 20 yL &) #HFmMT 3 (ZOFE. Pl ORKEEZ
0.625 pg/mL) , BIZIEL, HE | DEAEEZEVEORRICKY . JOLEHN Pl LRBZOHKERETTIS
B.T-FTI/)TFHOF/RA2 D (T-AAD) . IRV IL—BEDMDMBEET—H—2FERTS
CENTRETH B,

ZO—Ha R X~ —[Zk BHREEIEFE E CVT5 [EDEH

19. Pl DMEANDERYRAAIE, HIRFY o RILFL3TI7A—HA FA M) —ZHVWTHWNT 5,
Bit 1 FEOEME (PlIi2MY) 2858 T 5, WRAEFRE, J0—H4 FA—2BRTOTILALITEY,
UTORXEZAVWTEHEN S, MEEFENMEVNVGEEE, EMEZECHEKX 3 FECHENSHEET—
AHNBETHD, HAHWE, AHRABRER 1 SHTELONST -2 ZIET 5.

Hifa%
fRRETFE= x 100
B

CV75 (& (B% 13 £8) . I1bhb THP-1 HilaD 75%AEM@TH D (25%MazstE) REJ. LT
DAERAVTHBEBEAERICLIVERT S -

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

a—c¢c

Log CV75 =

ZCZT
alx. 75%BOR/NOMAEFR
cld. 75%FKBDHRADMADETFR
bHLUdIF, HMBEFERaSLIUVUCcTOENRENDEE

100

a <«

50 -

MRERE (%)

’

b d
1 10 100 1000
HEREE (ug/mL)

CV75 fEZRHBMDT7 TO—FIZDOVTIK, BIRIF, BERAEEZVEORRICLY) BRICEEL

© OECD, (2023)
10



OECD/OCDE 442E

BEzHWENS TEMNTBHENNIEFERT A ENATES,
CD86/CD54 #ZHE

BERILFYE L & DHTEYE DR

20. WYL 8K (£EEEK, B, £/-IXDMSO ; % 14 31B) AT, HEBRLEYE
EFRMBERLIEIRENICHET S, £9. BRELEVEE FAERXTHE (B% 19 SB) TRHIz 1.2 x
CV75 M 100 f& (AEBIBEKF(IEHDFE) . £121£ 500 {5 (DMSO DIFE) ITHBT HEREIZH
W95, CVI5 ZROBZIENTELRIMES (ThHbE, +HLHMRBREENAEZTAETRDOONE
WEE) | KA BHARTHAEL-BERIEEVEDUERRERE., TLERXENICHBEINIREEE
EZFRIREEL LTHWS, TL— FRORKEEM, 5000 uyg/mL (£BBIEKEFIIHEHDBE) | £
121 1000 pg/mL (DMSO MiFE) #HBAHWVWESICBET S, KIZ. XML T HEE HEZHANT1.2
EDREFREITL. h-CLAT (HEHRAFOHFIL DB-ALM 7O FaILES 158 288) THBRINZ X
by 43EKR (100 x 1.2 x CV75 55 100 x 0.335 x CV75 (ABBIEKE-(TEHDIBEE) F1-(E 500 x
1.2 x CV75 55 500 x 0.335 x CV75 (DMSO DI5H) DEHED 8iEE) #HMT D, RITEDR kv
DBREEILICZIEERP TS0 &2 (AEBIEKFLIEHDZE) . /(X 250 & (DMSO DiHFH) I
FRITD EEREBER . COEERBRIE. BRUICEFTL—FRTESIZ 2 EICHFRSI, BES
NEZEICHD, MIBEFERICEALT, BEARZE 208XV 0 ICHREBDHFAREELEE- L TULVENWS
BlE. —BIERER CVT5 ZRHB1-DIC. BE. AERTHBEETIHEENHD, 24 VLT L— 2
(+hHY. CD86/CD54 HIFAEIZFERAIEETHDI LS ZLIZBET 5,

21. B EAEE. BE 16 OREDBEY [THRRT 5, h-CLAT ITAWSEMEXTERIX DNCB (B
Z1M5H) &L, DMSO TR by Y BKRERAET L, £f-. A MY VBRIZTDOVTE%E 20 DEH DA
YIZFEIRT 5, DNCB &L, CD86/CD54 ZHEAEDGEXMEE LT, TL— P TI1REEORKREE (&
H4.0ug/mL) TEAT S, FL— FTDNCBEE4.0ug/mLZEF51=61Z1%, DMSO A LVT 2mg/mL
@D DNCB R bV iBRERBML. 512 8 pyg/mL DEEXERABRICT D10, EERT 250 FIZHFRT
%, Tz, HEHRBRIERTROHIZDNCBD CV75 £, BGHUEMBREEL LTRAWVWSZENTED, BERT—
AhHY. FEECEEHFREEZT-EIE. ChUNOBEULEENBERVNSZENTES, Bt
HEBIX, TL— FPOREEEN 5000 uyg/mL (EEBIEKELIEEHDIZEE) . £1=(X 1000 pg/mL
(DMSO Mi58E) A TIFELHL, ERFEFEEL. BBREEMEICOVTREEH IN-EE (B%E
2988) LR—THIHN. GHERBIE 1 FEORETHRERT 50, REOHFBEEEIHTETESEL,

BERILFYE 5o F VST E DEH

22. BERELEZME S I UNBEYMECLIC, FRABERZEZRDLIDIC 1 RBEEETSH, FERBRTIL.
CD86/CD54 ZHHE4 ML LT 2[ELULEITS (&% 26~28 B88) , M L=KBIEIE. ADBIZE
T5, Frld. a) FHEITHERIEEMEDR bV UV BREFEERBR. BLURKBIEREZHMIL L THRAREL.
b) ¥ L TIEERLI-MEZANS (Thbb, MBEZELSERE ISR INGERT S) 541X, RA
ICERETHIENTESD, L. MlEERECHEKHBERTE LV, EXRBE®K (500 pL) & L THAR
LE=BRIEEMES K UREME %, 500 L OHIEEERZ (1 x 108cells) & 1:1 DELETES L. HiE
FERE20HIUV 21 DIEEDEY 24 + 05FFMA X aR—+3 5, BIL=-2HEUEORETTFAN
/ondt=oH. FAETIE. HBRILEMELHNBYEDZINTNOREORERE 1 (n=1) THHTH
%o
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MR E S & T HT

23. BREMND 24 + 0.5 BREIZER, MIlEZ 24 9z LT L— o H U TILFa—TAKL, EDSH
BEICKYIRRT %, RICITMLOLXERABERCT2ERSET S WETHNIE, BEMORXEZT-o-THEL
LY) o HEHE. 8% 600 L T Y XU EK (0.01% (wv) BT Y2 (Cohn 73E 1L Il E
b oS <t, #G2388-10G) EHLBAEER) T4 CTISHMAoFar— T3, JOvFxS
DHE, MEF B I IILAETL—bELEFEY490F2—TI2, 180uL T 23&ENT 5,

24, EIDDBER. 50 UL @ FITC 123451 CD86 Hudk. i CD54 ik, F1=IFY VR IgG1 (FA V5 A
7) Hik T, #%E 4°C T 30 HEIEET S, h-CLAT O DB-ALM 70O +a)LES 158 (18) ICEEHDIR
K%, +BABEERKT 3:25 (viv, CD86 (BD-PharMingen, #555657 ; ¥ O—> : Fun-1) DHH) F
1=1%3:50 (v/v. CD54 (DAKO, #F7143; #O—> :6.5B5) . & U IgG1 (DAKO. #X0927) DIHE)
ICHFRLTERT %, CSIZBFERAOFRERL. REOVITFIL - /A XkE /LD BDEL
T. ABREORAFEENRE LTz, BBRZHAREORRICEDSE, MAOHEXBRE . E%F. B4dAv
FETRILTHD, z1ZL. FABIRETEEZROD-HIZ. BEORBEROFHTHARES
BEHTHENTES, thOHABRTEHE SN CD86 H LU/ FI&ii CD54 HIKIZ DLV TIE,
BIZIE, FHEINRNBEOERAEERZMEOHRICLY., FITCEBNALRAZOERZL-5T T LARS
ANIEFAWSEZ EMNTE S, h-CLAT M DB-ALM 70O O /LES 158 (18) iLHDAEY . kD /O—>
FHIIEATOEERL, BRICEETIEENHIZLITEET S, 150 yL DEERBEFHRT2RUL
ek, MBEZ2ERAEER (HIZIE, 400 uL) ICHEHEL. PILER BRIE. RREED 0625
po/mL /B 5I(21E 20 pL) . FLEROMBEESEY—H—DBER (% 18 SHR) #HmMd 5, CD86 &
KU CDS4 DHEBRELS L VHMREREREZ, JO—HA LA M) —ZAVTHHT 5,

T2 EBLUVHRE

F—% OFE

25. CD86 & U CD54 MHERBE%E., HIEF ¥ U RILFL-1 To7O—HYA A M)—ZRANWTHHIT
%, MAIFEHHNLRE (mean fluorescence intensity : MFI) [2EDE, B (ctrl) #iE &b E
ALIBHARA D CD86 & & U CD54 MAARE MR (relative fluorescence intensity : RFI) . RO IZH -
TEHT S :

e MENE#IaD MFI - EZYERET7 A V52 4 TxR#BRD MFI

_ X 100
RFI= i i oommsd AR O) MFI — 518 BT £ Y 5 4 THEBMI0D MFI

YDRIGGT (FAVEAT) R TREBLETA VA A4 TRE (ctr) MaOMBERFEL, RE 195
HOKXICR-TEHT S,

FHETIL

26. CD86/CD54 ZZHET., VEDDFR (RHFELIEEN) HBREFLHH, MIL-2EUE

© OECD, (2023)
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DAIE CEBERILFEMEERBRT S, 2EOMI LI-AIED 2B EH ., F-IE3EIOMELLI-RIFED 2E
LUET, ULTFOEHED1DLULEEFH-EIE, h-CLATIZL 2 FRIZBMEEAL L. ThLDIEE EFESE
EHET (E1)

o HRETFEER50%LLEDRETEE 1 DLLET., CD86 M RFI A 150% L ETH S,
o HRAATEER 50%LLEDIEEHEE 1 DLIE T, CD54 M RFI A 200%LLETH B,

27. FERICEDE, RO 2EDAEMNCDE LY/ F=IELCD4DELELELBEETHDIBE. h-
CLATIZ& 5 FllzEMHEA%G L, SEEBEDRAEFIBELZL, REkKIZ. RO 2EDBENEYT—H—0
ELELHREMETHSHES. h-CLAT IZK S FRIZIEME (BB% 30 DFEZ+THICTEEDNOL) &A%GL. 3
BEDAEIFTETH D, L. 1BEULDY—H— (CD86 £/-IX CD54) IZTEAL THRAID 2 @D
BIEN—HLAEWNEE., SEEDRENMBELGY ., RERFRAIIBEROZNA (T4bh5, 3EFb 2EEE
OFFER) ITED, 22T, 2EDOMILEZAET. 1 EAH CD86 DABEHE (LT P1&F3) T, %
S5 1[EA CD54 O#HEMHE (LT P2&9 %) MDIFE. SEENRELLGLIILIZEET S, 3EBMAT
—h—¢ELEME (UTNETS) THDHBE., h-CLATIZK S FRIZEMHEHET S, —A. SEBEDAE
ETELELMDT—h—D G (P1EIE P2) A, CD86 & U CD54 LG (UTF P2&dH) T
HHEHE. h-CLATICK S FRIZEHEELHET S,

© OECD, (2023)
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D2/ D2/
DHEE DAEE
Vv v \
* A\ *
P12 &Py, N &N P, &N
P12 &Py P, &N
P12 &P, P, &N
P, &P, P, &P,
P,&P, 1
36 5 DEE
v
vV N Vv . N .
36 H DEE 3/E B DHE P, &P, &P, P, &N&N
(1 FE [EFZE P,&P, &P, P,&N&N
P,&P,&P, P,& N&N
P, &P, &N P,&P,&N
P, &P, &N
P, &P, &N
P,&P, &N
P,&P,&N
W y \]/ W
(=153 Bt (=153 Bt

B1: h-CLATTHULWOLIhBFHETI,

h-CLAT IZ& 5 FfllE. IATA DBHEADHT, £, TELHIZ] OBRET7 LUV 8 DFEICH > TH
9 H &, P BIET CD86 MH5ME. P2 : BIFE T CD54 MH5ME. Pz : BIET CD86, CD54 &%
BB, N:CD86 £& U CD54 & L2, "HHUID 2 EBEDBEMNSFE-HROMEEE L. F-IEF & ILE
FRAESBRRNITRT, *LBROBTRLEROO 2 AOBECTHBERICEDE, 3EDOAEINSFHER
DEREEERANITT, L. BonE=RRDIRFEIRBL TLEL,

28. h-CLAT Tt & TRl S F-#ER{EEMEDIHEE. CD86 TIX EC150, CD54 TIXEC200 M 2 >
DHRIRE (Effective Concentrations : EC) . 7 HHERLFEMEM 150 F71=1% 200 D RFI #5FES
SEEMN, RRIZELTROOEND, COK5 ECEF. IATALREDHENT TO—FOFTHI:
mE (4) (5) (6) (7) (8). BEMDREDHEICEM T 5560 HS (9), ECEZROAXIZCKYEHTE
5
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EC150 (CD86 MiHE) =B g + [(150 - Brri) / (Arri - Brri) * (A 2% - B zx)]
__T

Azgld. RFIA 150#8 (CD86 MiHE) F1-1F 200 # (CD54 MiFE) LG AHARERE (ug/mL)
Brrld. RFIAY 150 ki (CD86 MZE) F1=IF 200 ki (CD54 DHZE) LG d&EmimE (ug/mL)
Arrild, RFIAY150#8 (CD86 MIZE) F1-1F 200 # (CD54 MifE) &L HRIERETO RFI
Brril&. RFIAY 150 Kiifi (CD86 MiFaE) F71=Id 200 ki (CD54 MIFE) L7 bKxEi=ETO RFI

EC150 8 K WWEC200 D—BIFHELAEZE1T 5=, L L71= 3[ED CD86/CD54 HEHAENHE LTS
BENH D, TDIHEE. EC150 XU EC200 DEMEMAEIL. SEOMILI-AENSELEL-ECD
PREELTROOND, BILBEIRDS b 2ROABIERELE (5% 26~27B8) 29184
[X. EC150 £/=IX EC200 [CEHEIN=2 DDENEVADEIFEASINDS,

HrREAE

29. h-CLAT ZRW\3158. ROFREEZH=T C & (22) (27),

o IEMONERE S WIRE ERHROMBEREN V%L YBI &,

o BE MEAFEICEINT, CD86 & & U CD54 M RFI EAGIEESE (CD86 MiHFHE 150%LLE.
CD54 D56 200%LL L) ZBAGWNI &, BE A MEAEMRO RFI{EZ. B% 25 BBOXEH
WTHEHT B( G/ EARLERIAD MFI - 85 SEKNET 1 Y 8 4 TBMEa0 MFD) -/
( () ERLEIRMEO MFI- (3ih) SBOET A V452 4 TR MFI) )*100,

o IEMWES L UBE EAGBOLNTAE, CD86 £&U CD54 D7 A VA A THEICHT S
MFI LEAS 105% E A 5 &,

o [BMxtEB (DNCB) TIl., CD86 £ &1 CD54 ) RFI {EA[SHEE#E (CD86 MBS 150%LL L.
CD54 MI54E 200% L L) ZFiEf-L. MBEBTEREAS0%EBADH &,

o WRIELEVEDEBE., MBREFEEAZTAEDLLLEL4DOHBRRETS0%EEZH &,

30. IEHERE. XEEREE (Tabhbb, K% 20 LHBORERFVEICME ST 1.2 xCV75) [2HL
T 0% KREBEDHIBEFELRT HRIEEMEDOHICHTITFESD, 1.2 x CV75 TOMBBEFE 90%LL
LtDGE. BUHERBRREENLET S, COLSGGE. BE CV75 2R, AEREZVCVET C L%
FTInd, £EEEK (FEE, £ E20MmDBEE EAK) T 5000 ug/mL. DMSO Tl 1000
Hg/mL, FRREMRREEZ. BRELFVEORAHABREE L LTRAWVDIEE. MRBETFERN 90%%
LRI>THREUFERIFRSNSEICBET S,

HEHEE

31. HEBRBEZICEILUTORRES O,

© OECD, (2023)
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wERILEYE

o H

@)

xtER

O

(e]

(e]

—BaYME

LRI RER. Bl Z (X IUPACE FT-IXCAS£L. CASES. SMILES F/=(LInChl 32— k|
BEXBE LV EEENUNDEACFRTIER

54ER. Log Kow, K~ADARE. DMSO ~DRfEE. 7 FESLVAFHRELGEREDZ DM
DEEY H2MELFHMEE

ME. 229558 CTHENICTRTHNETHYOLZHREAFRG E
ZE9H5E. HRATONE (FIZE, E. ¥

AERIRE

AFARGHEOREESHHS L UVREN

FHERICEEVEICHT SR E A MERRROZ A

ZHAME. UVCBYMES L VEEY

AFAREGEEDHE S OILEHEAER (LSRR [ fiE, SFESLVEEDHLYE
LZHMEE (LESHR) GEICLSTEHRY DM DR
%ﬁsm«®$ﬁ§~mmoAwﬁﬁﬁaxUA%H%@%@@%@M@%@?%%E&%
BIEE

BEERDEEY R)T—DHE. PFELLIFIENTONFE. F-EHREREICE
EY D ENLUSNDOFER

ZE9H5E. HRATONE (FIZEE, R, W)

HERIRE

AFAREGHEEOREEHE L UREN

SWBREFME IR T HIBFE A MEREROZ LM

155 14 it B

LRI AIER. B2 (X IUPAC L E1=IXCAS£E. CASES. SMILES F/=(XInChla— K,
BEXB LUV FIETALUNOEINIZHERLER

S, Log Kow. KADBRE. DMSO ~DBFMBE. P FES L UVAFARELEETERLT
556, TOMOBEET 2YBLFNME

ME, ZYT 558 THRENICTRETHNETHMIOLZRHE A FRE E

24T 5H5E. RBIONE (HIZIE. R, B

HERRE

AFARELGHEEOREFG S S ULEN

ZUTHEE. BULGEGBHFFREETHICLETTBUENBRREOERT — 4.

PEHAEXTERE & DIAIE /AR IR

IeZpuEREHR. BIZIEIUPACLEZE-IXCASE ., CASEE. SMILES £/l InChla— K.
BEXS LV FEENAUSNDERIZERTIER

ME, ZYTH5ETHREMICHRETHNIETHYDILZREAERS &
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o AHBENARSAVICRBESINTLRVIOMBRE MEEREZRANSEE. S8, 2FE.
BFEUVAFARLGHERED T DMOEET SWELEHMEE

o AFHWRELGHBEOREFGSIURER
o [WEHRILFEWEICHT HBRE MEEEROZ LM
HEREDEM
o HEREKEEA. ABRERA. AREAERS I UER
o HEREADERH
o HlaKk. TOREFHELIVHIGET ME%KEAFLEERGE)

o TO—YA b RU— (BEAL) | BEOBRENE. F0TUL. Bk 55 BICHEREN
2T —hH—

o EREFMMAVNEORBRERVEAHBAREICS T IREHEROBTRELILTT 20IZAL
FIES & CEBNLERBAOBREZ AT 2NOICAVLFIE. Chicik, EEHBT—4
BEV/ EFLEREEEBOERT 2R EN DD,

HEREFRERE
o HREHBELHBL. B EAKEMNSTONHMBEFE, MFI 8L U RFIDIE
o FHREHHLLERLE. GBI HFoN-HBEFES LU RFIDIE
o HEBEMEOEHRREICHSITIMBERFE
AERFIE
o AIEREHK
o WERILFVEORE. B, BERE HRFELELLSE)
o BEAM (HEZFHLELGDES)
o FHEH K VRIEREDR R
o HERFIEOBEMNHNIEZT DR

o BIECELICHEBIESEMES L UBERBICOVNTELAT CVI5 B (4T 5188) . B0
) MFIfE. RFIE. MMAERER, EC150/EC200 fE (3243 5i58) OT—2D—EXR.
BHUICFRETIVIZH > TR ONZHEBRIEEME OFHEO IR

o BEBIIHHEE. TNLUNEET IHMENHNIETORER

BROER
o hCLATZRAWVTELERDER
o HOBEEFRNAAFARELIGZE. IATAOHERNIZE T HHBREROEE

+ A
a affl
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R I

EDER

IEFERE : HBREICLDHRE, —BMICRDOON-SRELDES, BEREOHEORETHY . XY
HO—RETHS. CORERE. 2<LDEHE. BBREDERGHERDIEGZERT 5 —BERLRAZEMIC
RAuLohbd (21).

AOP (FEMREARKE) : P FLALDA XA RY b SRERERD in vivo ERIRE T, EMEE
MEF = E—HOBLULEMEDLEEENSE L E—ENER (22),

CV75:#faEF =M 75% % RS FARE,

EC150 : CD86 HIRIZH LV T, RFIEMN 150 3 BE,

EC200 : CD54 HIRIZH VT, RFIEA 200 £ RTIRE,

ZA—YA rA MY—: BETRBSNHEN. HEEIVZOEREIOEFRICIECTHET S5
EXADERZE>T—EIC 1 DT ORNSMBBIEZ, RAOITHZRINL., RIZEE LE-ARKERSY
T5&£5. L DGE. HENAEAYT—H—TEHIND,

FEE AW, RE. T3 (B) SEA’HLIVEICBESI-5HE, BEREE5I SR TAREND
SYMEBROMEFIFREDN &,

IATA (RBRELUVFHEICET2HMENT7 TO—F) : HHLEVEFLE—HOLEPEOTETHDH
B (FTEEME) | AERORHMT BE) LU/ AT FE (Rt BRESSUVESR) IR
WoNBFERMT ITO—F, A7 T0—FTIE. BEMNH DT —F T TN THEHICHS LEAT1T
ZIT5C&I&Y., BEMHOFEEE. YRIP, SHITHERERIMRELGLIHBROLEMEICONT,
RE LOEBRRERRESZ 5.

B HBRROI R TCOEBEAS ZSORVEDESR, B BAEHBRREOBEEEROEES:
HIET D=, CORMEHERIEEMELEBERABE IV ZTAUSNORBERE L EHICNET S,

BEY: EWICRIELAEWVW 2 DU EOMEBEN S DEEMELER.

BE—mRomE  EEMMERIZ. 1 TEFZS2HN80% (Wiw) UEFET I EIZEYERESINIYE,
ZH9YE : TEMMEKIZ. 2 DUEDFERSHEE 10% (ww) UESXY 80% (ww) RFETHE
ETBIEICKYERSINIYE, SHOVEFINEBENOEREBTOND, BEAMESHIYELDE
W, BEYMDEBE. 2 DULOMENMEEREEREISTRET A LICEYELIABZDIZRL, &
BB EZRICDERBONDZELIZH D,

BiEXE : SBRROTRTOERENEZEH. BERISEFET LI ENMONTVIYPEEZAHLNTE
Y HEHERE D, BUERBRICOBEHMELZTMETEELS1C. BERBOKRESIHNBE TH- TIX
A AW

TUNT T FEYRLGERER L TRIFEME L B HLEYE.
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TANTTY  REBEMEELD-0IC. BRICKDERILEZET HILFEYE,

HEXENRE (RF) : i85 A TRIE LMD MFI EOREICE>THELOND, LEHME THIE
L=-Mfan& T ESiEE (MFI) DEXHE,

24tk SRRV ZOZELOERE. HBEAREQEMICE - TERLARUELNH SN ETT A
E, BBRASHBRAREGHIEYFHEECERICAET B FAUTELIREZTT., REMEK. HBE
DIEHEE (—HE) 1FET S (21).

EEME:ACLIOPILERAVTHRZEREL-EZIHONIBRNLERAS L UEREBRY
DEEZRIRE. RERANBREUESLIVERFEBRE G L VICHEZAREEOFEHICEIVEfish D
(21)

BIE : BEERHBES X VBERRE ELICERICRE SIS 1 DULOBBRIEENELI G EH—H
DEAER.

BRE: IXTOBMEFEHECEHELEZNEDNS L. BBRICE >TEHITHEINLLODEG, 7
MEHREZLEOoTHBRENDEREZRTIRETHY . ABREOZLMZFTMI S LTERIANEEE
ZEETH D (21)o

REREEHREK : 01%VVIETILII VERY VEBREEERIEK,

BEEERE AVSBRE R EDEBRRODIT R TOBEENZETH., HRILEVEZEFL
WRALEHBDZ &, BLBREAAERKITHER., FRERENICHBLBREBRICEYE TOREL-EHMIC
DVWT, R—RFAVDRIEZEHERTHEOICALLN S, BB EZREKICAVEHROGE, KN
I, BE AR EARREDHEEERDERELTY,

BRE: ARARCEIOTERICHEINDI I A TOREDEEYEF IR EFRTILENEDE S,
DEMGHEREZLEOITHARZIOEMEZTIRETHY . HBREOZLUMZFMI S LTERIAE
EEFETHS (21),

VE : BROREFEHEBETHEONIELERRLZDOEEHOLZL. ZOREDRENRE
ROEDHIZBEGRNYPL, TOEAIENGRET H2TMYEEENLD. TONEOREHRICHE
ERIFT LD, TOMRAEEILSEDII LB L DBT DATEEMED H HBEIIR<

WEBEEWE . THREEME] EOSAER. BRIRTHSZEZVSBRITAVS,

EFfESDIEZEROAEE L URTICET HIHABMM X TL (UN GHS) : A4 (BERE. 5@B%E.
WEELE, HEE, RERANELGE) $LUVRRETLHILOIC. BEERICEISERELGET D
CELZEBMELT. MERLE BREBIUVERELOBEHOBESLSULARILOEEICH > TIEESR
MESIVREEY) ONEEEZRETDEEBIC, EV NS L - TEMRERE - BERFER - T8E
E-LEYPEREMT 2 - MR EORBT HEEERZRYERSI VATLTHS (23),

UVCB : A FEAFEEFREDYE. EHTRISERDE-ITEXYE.

RULGHRE REDBMICH L+ 20 REAMBS I VEEENH D AT SN, BEMICREGRAIC
EOVWTWBHREE, HOHABRENEIHLERTEELVSD0TRHAELS, REL-BEMICEAL TR
THHIZEEFED (21)o
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BRERMEAOYME

ARAEBENA FS54 Y 442E ONBEICK > THEEZZHEMICHAWVWDSDIZERIL S, EEMERE. T 1
THEIND 10 WEIZTOVT, h-CLAT ICKVEAF SIS FRBRZERICAFL. BREEDR 109
B 8 MEBLEIZDONT., FAFNOREEGZFERNIZEEND CV75 . EC150 EH LU EC200 BEHE
RIBHIELICKYEMMBEREZILHNT AL, BRAEFTEAOMEILX. REREEOEEMHEIZONT
BoNIREDEEETTOBIRINIz, TAUNDEREELZ, TOVESTHRIETHDIZE. &
REBED invivo BBRT—ADNAFARETHDIZ L. BEUhCLATIZKYBZONI-ERED invitro T—4
PAFARTHD I LIZE DL, BRINTWVEBBT—2 N h-CLAT CHRAMBETHDIZ LEED (3)
(14),

F1: h-CLAT OHENHERERZBOIIICHRINALIYE
CV75 CD86 M h-CLAT CD54 M h-CLAT
Yy o | YER | Invivo IZEIT - DFER DHFER
ERERMRAONE | CASES | hp | am | ol | (ECts00®#R | (EC200 DR
B (ug/mL))? & (ug /mL)) 2
24-o—fkosoaoRyEy 97-00-7 & {4 %gﬁilﬁ?}: 2-12 &% (0.5~10) &% (0.5~15)
4-Jx1 =L TFTIY 106-50-3 & {4 %ﬂig?\;ﬁ 5-95 & (< 40) e (>1.5) 3
WEk=wv/J)L | 10101-97-0 & RAENE 30-500 &M (<100) f&t (10~100)
(hZE)
2ANHTRRUIFT I— B E . N
" 149-30-4 & 4k (thpF) 30-400 f2tE (>10) [&ME (10~140)
R(+pUTHS | soso2rs | k| T IAA >20 iE 5P | BBfE (<250
LIHVUSTILRE | 39236469 | EK Wi‘%ﬁ“f 25100 | MBtE (20~90) Bt (20~75)
= TAVES 67-63-0 B/IK | ERMEMME >5000 &t (> 5000) &t (> 5000)
SY)o—)L 56-81-5 RIK FEREEYE >5000 f&t (> 5000) fet (> 5000)
B 50-21-5 | bk | EmMEMME o0 et (> 5000 B2t (> 5000)
4-7 3 ) REEEE 150-13-0 57N FEREEYE >1000 fEE (> 1000) fEtE (> 1000)

B&EE : CAS &S = Chemical Abstracts Service Registry Number
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Tinvivo IZEIT32EEN (BLUVRERE) OFREERE. LLNA T—2IZE < 3) (14), In vivo IZH T ZREIL.
ECETOC [C& YIRIBESN-EEZRALITLS (24),
2 BEOAIEEIZEDL (13) (25),

3 OB RO R TIAR~— I —TELNTZ, o TEREBENEICTHIEIND, LHoFHIX, BoHbh
725D 7 W OBBPERE RIS E BRIz, BB ENE SN Z85E. EC HITHE S - RGN TR TR
1272 57200,
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FTERE 2 : In vitro RER1EH -
U937 Hifatk;EEILERAER (U-SENS™)

ROICERIRERHE I UVRA

1. U-SENS™ (&, BERE &K U#HKHIRE (DC) AEMEEInTE L SHMlakm~—H7— (CD86) M
E AR ) /B U937 2B T ARIBIZDONT, BYEMYEICHT 2BBICLITLEES
BIENTED (1), CnITKY ., U7 MRMDMBERE Y —H—TH S CD86 DFEBE L NILAIEEZ A
WT. REREEMENZ S THELDHLDERNEXIET S,

2. U-SENS™[L, L'Oreal #tAF&E L 1z/\) T—> 3 VHRERTEHHEiS N (2). TD%. FUNBIWEERR
B> 42— (EURL ECVAM) #ZFHEMEFESR (ESAC) ITKDMILIET7LEa—Tifichiz
(3)e AFHHELIMERFNLUBELVRT—IRILT—DODERETNTEEL., USSENS™[E, HE
HORESLUVRTEENIC, BRIEMEYVE LFEREMEME L DB EXIET 5012 IATA D—RELT
FAWHZEMNEURLECVAM (4) IT& > THBEIATWS, RERAELICELTIATAICALWLONET—4
HERRWT7 TO—FOELDERRBERE T D2HAFVANXENDH T, OECD [IWHAT, SFITFEL
BREHBROFAETILERET OV DLDEFAREZRIFTL TS, CDOS55D0VEDH. U-SENS 7
YEAIZEILIDTHD 5) BRT—IPHREOZLLBE FT—4 (6) B EDMDIERE U-SENS™ T
— 2 EBEALEFIE . BOXRRIZEHRESNTLD 4) (5) (7)o

3. U-SENS™[d, #iIfEIEERME 7O —H A FA M) —DHFOBRBRNHDEZ~DRMILEHTTRE
THHZELNERINTWS, AFHBEICRAFEFNSIFAREROBERMEIE. R—ERRNE L UVERDER
BITENZEN. 0%E LY 84%TH 7= (8) /N T— 3 VikER (8) BLURKRINI-DOHE(1)A S
Bonf=TRTOFERIZESE. LLNA OFER LB L-5E. REREEME (UN GHS B4 1) &3k
BRAEMMB L ZHANT DEREEIL86% (N=166) . BEEIL91% (118/129) . FEE(X 65% (24/37) T
Holze EFTORRELBRLIZIGE. REBMEEME (UN GHS B4 1) CIEREMME L AT S
FHEEIX 77% (N = 101) . BREX 100% (58/58) . #H#EE(X 47% (20/43) TH>1=. U-SENS™®DE
BEMEREDOTRE LLNA LT D &, REREENAEMEEYME (UNGHSHIRSD 1A) £V H., RER
EENMELHPIEEDEFEYE (UN GHS#IR % 1B) 12RO SN ARIEEEAF LY (1) (8) (9). BRET B L.
LEERIE U-SENSMAEEREMOEERZHBINTIDICEATHI I LERLTWLS, L. U-
SENS™ (&, IATA IZE D thDIEHRZHAL. TXLHIZ] DEE7THLUV 8 DEEICE>TRETENS
RETHBHIEMND, U-SENSMZEMOAEBRELE LTEH LEEREDEIXEEICTELL, &5I12,
FMEARAVNGOWEEREMAEBREZIMIT 5548, LLNA RBRELEZ0MOBYREBRL. £ MIBTIKE
BEMERLICRBLTVEEFVZENI EIZBEIRETHD,

4. BEAFARELAT—2I2&SHE. USENS™F, SEIFLARERER, MELLFMNRHE. K8
BAEMEREE (in vivo ERTHIE SN D) . KERERZEELHCENMDN>TVES—EDORIEAHZX
L (RATIVEREK, Dy JEEM. 7 VIVEBE. 2 2 FRRZKEBR [SN2] FEFERRKE SR
RIS [SNAr] ) R EICELALBEBRILEYME (REH. REEMEHR. BHH. ERCEOLHERHS &
B) ICEATRETHD  Z EMNRSNTZ (1) (8) (9) (10), U-SENS™(F, EUIIFE /5K (B% 1358)
[CAIATHAMNKRE LI=0EE (BERIEEVENIRT S, BEMBEMNCHB L TEBETI C
E3BV a0 FERRIBER) CHIBRIEEVECERTRETHS. TLNTTY (BIEICKYES
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ILESINDME) LTONTTo (BF P450 2N T 5L EBRICLDIFHILZET IME) LSshdT—
Aty FOIEEMEE., U-SENS™M[ZE>TIELL FHT B ENTE (1) (10), EREMEE, EHE
B CD86 HIFEMEE LA &ML, AFEELLZENABHBY . in vivo 'CO)%-?’E MEICEEL T, AlGH
7THF ISR EEEFITHo = (1), REFHEFICIEMEREREZROBE. BHRIEZVELEREEME
ThHhdEDHEFEXETHED0D. ﬁﬁiﬁ’rﬁlﬂ:"’&;tt%ﬂ@;5f;B%Tifﬁﬁ%O)ﬂélJ&ﬁ(;t'lEE%%Téo ®
HBEERILEZMEIL U-SENS™MTEEMETESA (1), ZILA LAY - A IYFFLFTHR—k (FITC) F£f=(Z
A9ETREY DL (Pl) LRICERDBOVENEEBRIEEMEIL, 70— A b A M) —ICkDBHEET
#HI D=0, FITC ZHHK (AREMOREY) F/-(E Pl BEAGERIEFREE) ZRHVTERICTEET
EHWV, COLIBHE. HEININFOEAERIMEICL S FITCEBERAEEIEPI (% 185H) &
EHDOERE L1 B@“:tbi‘%éhé%ﬁl:ﬂ& Y, thoEHBERTESEINLE, TEEHBOMBENE
I—H—ZANSZENTES, LREFRFAT. REEHEBRCEMEDOBMHERZRES. BUVENLHERL
EMEDOREMKREE. RSATVERAD, IATAORMEARNOMOIBFRRICES L THRRT Z2BLELH D,
OB EDHTI) —IZEBTHERILEMEIZ U-SENSMEZBATELLIANHDBE. U-SENS™MEZF
DESBATIT)—ICEBTYMEICHANSIRETIEEL,

5. LREDEY . U-SENS™(E, RERFEUEMELIEREEMBELDOBAEZXIETHLNTED,
—A. IATAGREDHENT7 TO—FOFTHWONIIGEE, BREEDOBREDEITELIEEELH D, &
[ZLVZ ., U-SENS™MDREIEN., EDKSICHEFMICEREZEZIDONMEHETSHICIE. EbT—2I2HE
DNE—BOMENLETH D,

6. REOEREMEI ST,

AEBRDOME

7. U-SENS™ (&, #RERI1LFMEREE 45+ 3BEERIC. £ MERIKME) /Bt TH 5 U937 Hifa
M CD86 MifaREm~Y—h—RIBEDEILEEET S in vitro RERTH D, CD86 RE~V—H—I%., HEMAY
U937 EMILY—H—DVEDTH D, CD86 (L. HRBHFTHE I EADLAL>TEY., THRIS A=
VUICEELGRBNEES EREHILEZBERYSEEA NS, BEMICEILALESA Y - A YFATT
*— bk (FITC) TEHInI-ATHRELEL-HL. CD86 MlaRE~Y—Hh—REBEOELEZTIO—H
A rAR)—THIET S, CD86 HBAREY—H—REOT7 v ILF¥al—arh, MESHEIELE
WRETELCTWAAFHET 510, FERFICHEEENEE BIZE, Pl ZANT) BIET 5. BEEE
BBEDLEKT CD86 MlaREm Y —h—DRIFIER (S.1) ZHHL. FRETIL (BE 1958 ITHWLT,
BRAEMEYME L ERFUEME L DHANEZIET .

ERE DAL

8. REEHA RS54 VA42EDMBEICRE I TOWSHBEZAEMNICAVSDIZEIL L., R
#%I%. Good in vitro Method Practices (11) [CZE#L L THHE || (NEBDBRAEREZHD 10 WE Z AL THEATH
BREFIMT S, oI, ARBEFERAEE. RIGEOF vy (B% 11 38) L. BHEXBELU
B EATIE (B% 15~16 BB) [CKYBONET—2DERT—IN—XEZREL. CO&LSLT
—3FRANT., EEERTORRBREOBRENERMICHIFEINTWS Z L Z2HEET 5,

FIR
9. FRBEE, U-SENS™ISET 2BMERKRBET — 4 A—XHY—EX (DB-ALM) FA +aLE
5183 &< (12), EHEMRT U-SENS™MEHA LERT 2158, BERETFIE (SOP) 2ALIME
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RHd, BIZITHE | DERERZBNEORRICL>TRKOERZL 0T ZeNRSTANEF. U-
SENS™MBEENRIE R TLEMERALTELL, U-SENSMDEELERERS LUFIEICDOVTUTIZERT .

DR

10. U-SENS™MDZEMICIE. £ FEBEkME ) /X EMatk U937 (13) #EM T 5. American Type
Culture Collection (ATCC) D& S5 HE+HRLBEEERE L DM/ IH 5, #ila (Y B—> CRL1593.2)
EAFTHI L,

11. U937 #iRaIX=;E 37°C. 5% CO:DMEFEK T T. 10%V L RRIRM:EF (FCS) . 2mM L-JIL%E
S, 100 BEBI/mLR=ZV ) UBEEU100ugimL X FLT b A SV ERMLTE RPMI-1640 s (SE£iE
) TEET S, U7 MifaIL. 2~3 HIZ 1B, EHMICEE 1.5 x 10° cells/mL F7=(F 3 x 105 cells/mL
THEET 5., MBEZEMN2x100cells/mL ZBATIELELHEL, £z, FUNRCTIL—EBFHBRETAEL
FHREREN 0%UELETHRINEZESH (FBEEFE—BRICITERSIALZLY) , HBRICERT SIS,
MED£OY b, FCS PREICOVTRIGCEDF T v I ZTL\, BIEETHDZ EZHIET 5, MEDORS
HFzv ik, BERBTHIEV VILRILEKVEE (246-F) = bO0-R2E2-X LR UE : TNBS)

(CAS &5 2508-19-2, ffifE 99%) HLUREMIBTHLIE (LA) (CAS HFE 50-21-5, ffiEE 85%LL
b)) #RAVT., EMS 1ERULERICERET S, RIGEDF T v VIZE. 2D0ORBOZTLENIZ, 678
HORKRBEE®RIT S (TNBS: 1, 125, 25, 50, 75, 100 ug/mL H LU LA : 1, 10, 20, 50, 100,
200 pg/mL) ., SEEEHIZFME L1z TNBS A, EHES &K VREKRFED CD86 RinE4EL (BHEDRET
CD86 S.I. 2150, ZM&H L D CD86 S.| DIEM) . TLEEMITEM L= LAH CD86 DIEMERIEESE L Suwh
ENnHDL (B%E2181R) , 2RORIGHEF vy TEELHIEFISA-MEOY FOAHERBRTERT S,
WAL, BER. R 7 BRICHhE->TEBESEIZENTRTH D, #AKIE 21 AIZBATEILELA
W RISEF T voI1E, BE 18~22 IZHRHBEDOFIBIZHK > TERET 5,

12. HERTIE. 3x 105 cells/mL £71=1 6 x 105 cells/mL DFEET U937 MFAZERE L. FhFh 2 HRE
Fzd 1 B, BEISXOTHMEET 5. TG EMZLAMEANIRTINSMIC, HIZIE. #E I IS
DEREHIVEORRIZLY. ABOHKERZLE-0FT I eNTIANIE, ZIIZE Tz DO LS ORITLE
BEEZFALTHELL, HRYA. BB ISR SERLEMEEZE, 5x 105 cells/mL THE=HEER
[CESET D, RIZ. 69T ILEETL— 100 uL ( HRMAAZEE 0.5 x 105 cells/well) DHRE = 1EiE
95,

WEBRILFEE B & DHEYE DR

13. AEBREEAIICHERCFVEDRRIEEHEET S, COBMNDEHIC. HBRIEFWEE. BEOE
—fZHEE L TREEMZERNT, 50 mg/mL DRETABE-EFZTEMNICHRSE S, TEBEMIAE 1E
KIZHEBRILFMENTATHABE. FBEHELTOAFILRALKRFL K (DMSO, #E 99%LE) IS
B, FEEREMIZOBSE S, HRIEFHMENBE MEHKRICEMRT S5E. HBRAIC. RKRIEE 04
mg/mL 12725 & S ICHERIEFME Z T2 EMICERT 5, LFEYWEN DMSO IZLABRERLGWNERI,

=B 50 mg/mL TIEEMEZBRHET S, TOLGRFHURAZRTTEDEEE. LEEUNDBE HEKE
FERALTEL, IRMGBEE RIS T5BRREFDENREREERT SLENH D,

14. BERILFMES L UOXBYMEG. HBRIZAICHART S, U-SENSMTIIHAZEREARETHAL
=&, PMEBIET, 6 FEEORMKEE (1, 10, 20, 50, 100 H £V 200pug/mL) EH B L3I, TEHEH
F1zlX 0.4% DMSO EHEMDONTAIN SR LFE A EATHEL, ERETS5. 2 BEUBOAIET
(X, ST2HEHIZ 0.4 mg/mL F1=1£ DMSO [Z 50 mg/mL DERILEMEBRMN OB L., Dl &4 4185

© OECD, (2023)
26



OECD/OCDE 442E

DEXERBR (LK EL 4TBEDORE) 2. XML TIBE EAZAVTHEET 5, EXERBRITRE
MIZ, TL—rOFEERBRESED U7 MIIMBER (LREEMMSHB) £FmM3dI&IckYEHIC
2BCHFERINTLEICALGNDS (12), CIHLXDBTEDEOHDEE (Diad Lt 4 BEORE) %.
NFETOAEHRICEDVTERT S 8), AL S IREBEEIEL. 1. 2. 3. 4. 5. 7.5, 10, 125,
15, 20, 25, 30, 35. 40. 45, 50, 60, 70. 80. 90, 100, 120, 140. 160, 180 # & U 200 ug/mL T
Hb, REREREEX200ug/mL TH S, 1ug/mL TCD86[EHEEEHI-IGE. BIERRELE X % CD86
FHECLHVWEERIEEMEREEZHA DT SH=HIZ, XIZ 0.1 ug/mL 25fid 5., CD86 BitEEREZED
=15&. BIEC &IZ, EC150 (CD86 [GHERETH S 150%IFT HILEMEDRE. % 1988]) %K
H5, HERILEMEMN. B CD86 RIGZEEL SN, BEKREFEMEERILLMES. U-SENS™ DB-ALM 7
A raLES183(12)IcRBHEh TS ES(Z, ECI50ZEH L THEKRMNLGZWEEZ OIS, AIECE
2. CV70 (MfaBMHRIE 70%ICET HILEMERE. BE1985K) 2TESRYKRD S (12), CD86 14
MOBRERCHBEZRNT 50D, FALSIIEENLVWTIAHLDEEZRIRT S, CDEE, EC150
(£71-1L CD86 [ EMASHEENRSE) & CVI0 (FIFTRELREEE [200 uyg/mL] ) & ORI
HEICHBTDHELSITERT S, AEHY 4TBEBHEULDOREZRITIL. LLBEOH. D55 2 FEFHEL
LEFIEIOREIZAW-EELT S,

15. U-SENS™I[ZR W 5B E EAM R, SE2Et (HEBRILFEVENBRIERENICTHT 515
7)) (% 43R) F£1X 04%DMSO EH £ (WERILFEYED DMSO SRR FIEREMICTEY
THEHEE) THD,

16. U-SENS™[ZAHW 5B BIX. E2iEthTHASE Lz TNBS (% 11 388) THS, TNBS &
CD86 HIAEDBHERB L LT, TL— FORKEE 17858 (50 pg/mL) T. HREFEN70%% LE
B EEHET D, TNBS N TL— bHRIZ 50 ugimL £ B ES5I12FBIZ1E. 1 MO TNBS X by 78K
(293 mg/mL) Z#ELEMHTHAEL., 2,930 FHRIT 52 & T 100 yg/mL DEXERBEREFDH. LB (LA,
CAS 50-21-5) %, EEMXEYEL L TRESEMPIZ 200 yg/mL 5 5L 58EBLELDOEFERTS (04
mg/mL X kY7 BEND) , FRAEDTL— &2, TSLEMENERE, BE AR, BHEE
BLUBGHEXEEZ SRIRETERT S (12), EET—41HY. EEFRLEEFBTEEEZH 2L, Th
DN DOBEEEEBERNS I ENTE D, BIEHFFREET. HBREEMEICOVTRHEINEE
(% 1288R) LR—THb,

WEBRILEWE 5 & DS EYE DEFH

17. BGE 14~16 [CREEDAE EERHBEIERARREZ. AR L -HRBER (B% 12 31K)
EC11 (W) T ITLFETL—MITRET S, RIT, WELF-TL— % 5%COFET. 37°C
TA45+ 3BfEA V¥ aR— T B, 1 0FaR—FOHEIIC. TL—FEFBERETI—ILL, BERMEOEER
EEMEDEECY T LETOBRRILEVMEOREFRZREET 5 (12).

HFEDRE

18. BBEND 45 + IEMBBER. MlEEVEY/ /7084 59—TL—~ABL. ELOBICK YRR
5, BREICETIEXZEZ. LI 45+ 3EME MREEN) ICHRFLIEERBV/EBRETICRO LN
HCLEEET D, EEERT, Bor-#% 100 yL DKA 5% VRRMEEE ) UEEGELEEREK

(PBS) (RERBERK) TI1EKET S, BLNHE. MiaZx 100 OLERBEECHERAL., EX
TIZ4°C T304 M. 5uL (0.25 pg) @ FITC 2t CD86 i E=IET IR IgG1 (A VE A F) Hilk
#AWLWTHEBT S, U-SENS™ DB-ALM 70O ha)LES 183 (12) ICEEHDOIAZERT 52 & (CD86 :
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BD-PharMingen #555657 7 H— > : Fun-1 & =& Caltag/Invitrogen # MHCD8601 7 0—> : BUB3 ; &
U IgG1 : BD-PharMingen #555748 & 1= (& Caltag/Invitrogen # GM4992) , AEREBREDRERICE D E,
RAOREEET. BE. 24509 MNETRLTHS, RIEEF vV IC&&LEZLOTHNE. D
JA—U0HBEEOMAKRET vEAICERALTH LD (B% 11 88) , fzZL. FAEIFEFDRAER
BEROEFHETHMARREZHBEL. RELEEZRDIDENSH D, BABRTIEH Iz CD86 ik
BREDMDBRE S AT LIZDOWNTIE, HIZIE #iE | RBEOTAERIHMEDOHKRICL Y. FITCEHNA
ERIFEDHERZELE-0FT ENTREINNIEANSZ I ENTES, 100uL DEEFABEERT2E., 100uL D
KA PBS T1EI%ESE. MlAZ/KAPBSICERAEAL BEHEFHTREBRESLICHNT HHEEIE 125 L.
BEY > T5—TL—rE2RAWVSHEAIL50 L) | PIEARERMT 5 (RKBE 3 ug/mL) . #E Il OF
RAEHDZVEOHRICEY. MOEBENPI LRAKOEREZRTIGEE. thoMlREEY—h— BHRE7-7
S/TUF/RALD (T-AAD) FhE YRV TIL—) #FERTEHEMNTAETH S,

ZO—Y1 FX U=

19. CD86 DHEEHL L VHMIEREREZ, JO—HYA rAM)—ZRVTHHT 5, MHlEE, SHHRE
#ARAWEYA4 X (FSC) BLUVEHREHFE (SSC) MKy rFTAY FTERY, ZhIZk Y., first gate R1
DERZHAEICHEL. TIVEHERT DI ENTE S, £V /LIZDE, gate R1IZEET 10,000 #ifa %
/BAHLEBEICT S, AL Rlgate hSG1-#lild%. FL3 F1=(XFL4/SSC kv rTB Y FTRY, 3
{E7OEDYH LEGMBERZRIRT 550D gate R2 #HXKITHZ LIk > T, £MBEZEAEICT S (FL3
FIEFL4 Fr o) , MIIBERERE, 70—HA b A—4BHTOTSLIZEY,. UTOXZAWLT
EHEIhd, HREFENMEVEEX. RMERZETHEX 2 FEACHENISHELIT—2ENET 5. H5D
W&, S FRE 1 SETHOND T2 ZWET 5.

N £ IRk
a7 = — x 100

iz, RIDIHIB) R — bk IN=AMInd o FLI-BEMaoE & 2 RE T 5, MR o
CD86 ¥z, M (R2) 1247 — K &= FL1/SSC Kv b7 a v b THHT 5,

SEEEH/IgG1 VT IILDIZEE. PV —Hh—%FZEFHITAELTHRE L. TLIEHABO 19G1 NEEY
—20.6~0.9%IHBLSIZF B,

BIZEATSFS %, FITCZHIGG1 Fy TRy FDOL T FEEET S (IgG1 FL1 #AF1 S.1.2150%) o

*EEME (BOEFE-IE 0.4%DMSO) SL VLY EREMIED CD86 DRIEIiESEL (S.I.) %, RKICE
DWTEHT S :

#HER LY E IR CD86 MIfE D % - HHERILE Y E IR 1gG1*
Sl = MR D % x 100

*TH2 CD86* flifa M % - x#2 1gG1*HERZ D %

BNERE IgG1HIRRD% - EUEBAMPO, PTY—h—THESINS GrE#EHAE 0.6%LLE 1.5%%
i, B% 225M0) FL1IGM IgG1 MIRBDEIS Y.
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IgG1*/CD86* M *t R WER L P E NIBMAIAD % : MR HERIEFVELEEFMRRBIZE T 509~ —7
—EEH S TITRIE L f= FL1-B514E 1gG1/CD86 Ml D EI& %167

T—8ELUHRE

7—% DFT

20. Ti/85 A —4 % U-SENS™ERERZ TR S : CV70 fiE. EfRMIZIE. U937 DHIFAEFRA 70%
ERTHBILEMERE (30%MiIaEM) . EC150 B, EAMIZIE. CD86 DFlEiEL (S.1.) A 150%%
T HBRILEMERE,

CV70 %, UTOXZRAWTHHBRBMEBICEYEHT S -

CV70 = C1 + [(V1-70)/ (V1 = V2) * (C2 — C1)]

T
V1 I&, MIBBERFEN 70%L L LB DRNDERFE
V2 (&, MBBEFED 70%RE LG DRADERFE
C1BLUC2E, TNZAVI BV V2 OMBEEFEE T HRLFVERE.

WALER ()

V1 | - ",‘

BT e S
V2 ) b ,'."

v :
Cl_CV70_ C2

W (ug/mL)

CV70 [EZROZBMO7 TO—FIZDLWTIH, BHIZIE, SREEIVEOHERKRICKLY) BRICEERXS
ZBEWEWS T EMNIBAShNEFERAT I ENTE S,

EC150 [X., UTOXZAVWTHEBRBMFEICIYELT S :

EC150 = C1 + [(150 — S.1.1) / (S.1.2 —= S.1.1) * (C2 — C1)]

ZZT
C1 (ug/mL) [&. CD86 S.I.MEAY 150%K N ZARFERILFMEIRE (S.1.1)
C2 (ug/mL) IZ. CD86 S.I.fEA® 150%LL EDH/IMEERILEMERE (S.1.2)
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CD86-1gG1 S.I.
A

S12

150 =|==rmmim—y

SI1

o
+
o

v R (ugml)
Cl ECI50 C2

TRIZDWT, EC150fEE LU CVT0 EZHLHT S

AECE : EC150 {EH KLUV CV70 fEZ. CD86 EMDRERSHREZRFT S VY—ILELTER
5 (BR&R143H1)

FHEFEICEDINT, EATOCVI0ERH D (12)

DC86 fEM T S.IIZEDINT, U-SENS™MZRNTEBME L FAlSh S HEERIEEMEIZXNT 52K
TN EC150 2K 3 (BB%21581) (12)

FBHETIN

21.

CD86 HBAE TIL. HBREFMEDTRAEED B LL4RE. L&D 2EDMIL LIAIE

(BIBIZZEME) 75T, VEDDFE (BHFREEENE 275,

CD86 M S.IEA. HEICH LI-HlaFZEDLL HREGFREN 70%LULE) I XTORET 150%
KETHY. LHBLRBRICEEZENLGVGE (MiaSt. B8% % 18 3R, £E3E8 : K%
19 2, ELE MRHEIn-FHREERERELELY) | U-SENS™MAEDEFERE. &R
ZR2ME (ChLE. NEEEHT D) LHET 5, BHUSNDOTRTODIHE : CD86D S.IEA 150%
ULTHD. 8LV F=E, BREEROH5E. U-SENSMDZDAIEIZE TSR EBEME
(ChLlk, P EREEHT D) LT S,

DI EL 2EOMI LIZAEICEVTEETHNIE U-SENS™MIZE T2 FRIZRE (N) &5
(B1) . RPD2EDAENEL L LEME (N) THHIE, U-SENS™MFRIZ[EMEEHEL, 3E
B DBIE X175 BENZLN,

Da<ED 2 AR LIZAELNEME (P) THNIE, U-SENSMIZHITEHTFAZBHEET S (B
1) o XD 2EDHENELLELBHME (P) THNIE, U-SENS™MIZHITHFRIZBMEEL. 3E
B DBIE X175 BEMNZLN,

RAEXRTERRZTHEVN &ML, RFDAET. MESEOLZVRLEVREDH T, CD86 D
SIMEA 150U LTH-=-BEZHNET D, CORERRE THEEMTAHLL  (Not
Conclusive : NC) &#IiiL. REZEN (ReERSHRELREMBSHERE S OR—B% 20
ZR) LT, EBMOREERET SLENH S, AEHRANC LShi=FE. 2 &3h&2
EXEES 5, 2EE & SRIBOHERNDDINIHE RIISNE LV /FIEP) F4EEDOAE
275 (®1) . 2EBLUBORAETE., MESEOTVRLEVREDH T CD86 A 150%LL L
TH2-ELTH, TOREEBELHNT S, TOEAK., HEFRIEFVEICH L TRER
EEWMEL-CEICKD, &REFPRIE. 3 EHFELE 4 BDAEZTAETNDOBROZNAITE IS
@E®D>5 26, 4EHD552E) (E1) .
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BAND 2 D 2
EO]E E DR E

l

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

ES

3 /5] W

3 [E] A DM 3 [E] A DM

EIETE EIETE
Ne&P&P |¥ | ncaN&N [ ncanap | P
N&P&P N&P&N NC &P &N
P&N&P P&N&N
4 /7] B BE
4 [a] H D JiE 4 5] H DJE
12 1XTEE o o
NC &N &P &P NC &N &P &N
NC &P &N &P NC &P &N &N
[ mee [ e ][ me || me || me N

E1: U-SENS™[ZRAWLSINZFHIETIL, U-SENS™[Z Kk ZFifllL. IATA OR4EADH T,
F-, BEADOEFBEELIV MZILHIZ] OERET. 8EXLVIIZH>THREHITZ L,

N: GBIET. CD86BIETHWEN., BEELRDAL,

P: BIET. CD86IEMETHD. LU Fiit. BEEXEDS,

NC : BEEM TR, RFDBIET. HEZSEOLTIVREEEDHT CD86 NEETH>IGEIE EMTHEL ,
L RPIDBIE EDAHEV D THEEMTAHL (NC) | EROFKERZRDIZIGE. M0 3 EDAENS S 2 @
IS 5EE (P) £EEE (N) OFHEFHI-HIC. BBNICIEEOREN N DELLS,

$: ERRYIRIZRIRYVD2ENDAETCHEHRICE SV TERINHSEOHERENDHEEELUZKRY Y
IR,

° FEARY I RITRIRAD 3EDAEHRICEOVTEESINE 4 DA TEHREDMEEE £ L&A v I RITFRT,

FEEE

22. U-SENS™MZRWBI5E . ROFEEEZHL-TLENH S (12),

o 45+ 3HRHIDHERICFMERZR THIC, 3 BREDCELNE U37 OMIEFREDTEHA 90% &
&<, CD86 HEIZ 1) T MAREDH LN, F|UE U937 HIfED CD86 EMERITEA 2% £
25%UTTH %,

o DMSO ZBa#EICAW=155. DMSO EiAxRnRHitE. BAUEMAR & LE L= DMSO S.I1.&K
HBHEITEH>TEMML, 3 ARECHBEFREDTEHS 0% VB EITAEGE S,
DMSO A% #8 3 EIRED CD86 S.|.DFHAS, HFALE U937 #ifa 3 ERED CD86 S.|.DFHD
250%Kim T HNIL. DMSO EAMRBIIRUTH D,

o EME U937 MM IgG1 EIZDWT, 3EBIED S b &4 2EA 0.6%LUE 1.5%KiETH
BRI, MEERATHDHEEA D,

o [EFITAIE L-[2EXE (FLE) 2201 T. 3 ERENS S 2 ERELEAEME (CD86 S.I.A

Ty
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150%KiE) T. |MEENE (HEREFE 70%ULE) THAHEHEEIZ. AFKICAELEEERRE

REATHDEEZ D,

EtExtER (TNBS) @ 3 BEIREH 2 EREA B (CD86 S.I.AY 150%LL L) T, HEHifaFE % (M

REFRTO%UL) THHHEIZ, BIEXE (TNBS) 2ZLEFX 5,

HSEHES

23. HBRBEZICIIUTOERZSO,

WERIEEYME
o E—mIYWEHE

o

LRI AIER. B XX IUPAC & F1=13 CAS . CAS &S, SMILES F7=[& InChl 2— k|
BEXB LU/ FE TSN ORI ATHR

NEL. EEEMADBMREE. DMSO ~DBREE. D FEL L UVAFARELEHEED Z DD REE
T OYBILFMMEE

ME. YT S 5B TREMICHEETHNIETHYDILZHHAFRD E
ZAYHHE. RRIMOLE (FIXE, MR, B

HERIRE

AFARGEROREEHE L UVREN
EWEBREFMEICHT HIFE A MERRROZ L1

o ZHIYWE. UVCBHMESLUVEESY

(e]

xtER

AFAREGEEDK S OILFHMEANER (ELSH) | fiE, EFESSUVEECHHIYEL
FHME (LESH) GEICLDTEHRY ORI DA

HNEL. TEEMADBMEE. DMSO ~DERELS S UVAFARLGERDEDHMOMEEY 5 1E
= by

BEERDEEY RI)IT—DBE. 7 FELLIEENTORFE., FEHBREREICEE
T HENLUSNDIFHR

Z4Y 555, BRMOLE (FIXIE, IE. B

HERIRE

AFARGHEEOREEHE L UVREN

HWBRILFYME T DR E R EIROZ L1t

o [BMEXER

(e]

o

LRI RITRER. B2 (X IUPAC £ F1=[& CAS £&. CAS HFS. SMILES F7=I& InChl 32— K|
BEXB LV EEENLUNDEICFRTIER

5. DMSO ~DAMRE. P FERLUVAFARLERDZOMOEEYT 2 WELFMMEE
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o ME. ZUTHEETHEMICHARTHNETHYDLEMHINFERES E

o BuTHIHE. HERATONE BIAX. E. #BE)

o HEBREE

o AFHERLGHEEORERGSLIUVREL

o HUTIHA. BULREHBFRETHICLETTBHMNBREOERT —4,

PRI ER & & DA IE /AR iR

o ALFMIEAIER. FIZ (L IUPAC £F<IX CAS£&. CAS HFH. SMILES F7-1E InChl a— K,
BEXS LV ELEENUNOHERI<HRLHER

o HfUE. ZHY HIBHATHREMICARETHNIETMYOLFHHAIERT E

o ABEBREHNARSAVICRESATLRVIIOREBBE BEEKEZANDISE. HE. 2 FE.
BEUAFHRELEEDOZDMDOEET 2 MELFHME

o AFHRLGHEBEORERHGELIUVREL
o RBWERLFEVMEICHT HBE MEREROZ LM

HERED M
o HEBEKEESR. BBRERS. ABREEERS I VER
o  HEREDRHA
o MKk, TOREEHEIVMHGET (ME%EAFLEERERG L)
o JO—HAARMY— (HELL) | BBORTERE. Bk, GoVIcHllast~Y—h—
o ERETMAMENHREZAVEAHRBEREICETIRERZXOEREZILT SDICAN:
FIaH L URHHLGHRBEZOBRMEZMATHDICHAVEFIE, CAICEK, BEERBET—4248&
C/ EFEEREEERDERT 240 ENH S,
AEREFAEE
o HREMEALLBRLR, B /EERHENM T o -HBEFERES LU CD86 S.IL1E
o HR@ELLERLE. BEBEMrCTOoN-HMBEEFERSLUS.IE
o HBMEHOSHRREICSITSMiaLRFR
AERFIR
o AIEREHK
o WERILFVEORE. EA. BERE HRFELELLISE)
o MREEHIM
o FHEiH X VRIEREDRR
o HERFIEOBEMNHNIEZ DR
LEES
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o AECLICHBBRIELFMELS LUVBMRRBICOVTHE LN CVI0E (257 55HA) . Sl #Hig
AFE, EC150 fE (RHTHHR) OT—2D—ER. BoVITFRETILICERL -HEBRILF
WE DT DR

o FEYLEE. TALUNCEET HHMREAHNIEE DR

HRODER
o U-SENS™MZAWTHOLNE-HREDER

o hOBEEFBAAFARLGES. IATAOSHERNIZE T HHBREROBE

L)
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fE I

REOES

ERE: AREXICLIBRE. —MRUICROONSRELDES, HBEOHEORETHY . 4
D—EETHD. cORER. 2L D55, BABREOEEGHRDISEERT 2—HRLARMICTAL
b (14),

AOP (BEMHRIRIE)  DFLANILDA v IILARY O SRERERD invivo iR E T, BHILZEY
BELFI—BOELEDEDLZEENSELD—EDER (15),

CD86 RERM : [514=E (CD86S.1.2150) MHREKICSHIZELVCD86S.1.Z2TY REZRDESR.
REKEE (RERISHE) 1H5.

CV70 : MREHFEMN 70%Z R FRIRE,

FUZb: FUDRE, ) BLEXMRRERE 3 BIREDEIE%CDSEHEA . HUEXNRRERE 1 AIRES
FUE 2 BIREDEE%CDSHENFHD 50%% THESZE. HLV i) BEHEXRERE 3 ARENE
IE%CD86*EAS. [ZMEXRERDE 1 BIRES L UE 2 AIRENEE%CDSHED FEHD 50%% TE 515
BEEET Do

EC150 : CD86 FHIRIZH VT, 150% S.I.Z T FHIEE,

7A—YA rAMY— BERTERBSN-MERA. HESIUTZOBERS ORFHICIE C THEY SR
KDEREBLOT—EIC 1 DT ORNHMBEEZ, RPDITHKERIL. RICEELEEARRERET S
&3, ELDBE, MEANERAET—H—TEFEHEIND,

FEN &Y. R, & (B) FHAIHLIVEICEESNHE, BEEEZ5ITECITARENHD
MEBEROMHEFITREDZ &,

IATA (BERE L UVFHEICET SMENT TO0—F) : HEALEVEF-F—HOLENEOFEEEDHE
Al (FTRETE) . BEUOREMIT GBE) LU/ EFXEUHE (AN RES S UBRE) ITAWL
BNBRRT TO—F, K7 T7O0—FTIE, BEUNHET -2 ET N THEMIZHE LEATHE1T
ST EITEY . BEMDAREME. VRO, SHICHERSER/NMNRELGIHBOLEMRICONT, R
LOEBRRERRESZ 5.

BEM :BEWIRELEW2 LU EOWMEN S H I EESME-ILEE,
BE—goYE . TEMMEMRIZ. 1 TEELLHM80% (wiw) UEFHET I LIZLYERESINEIYEH,

SHNYE : EEWMEMKIC. 2 DULEDFERSHNEE 10% (ww) BEHKTV 80% (ww) RETHE
FTEHIELICKYTEERSNDIYE, ZRODEFREBEDERBOND, BEEMELSHIMELDEE,
BAVMODEZE. 2 DULOMENMEERGZEISTEATSIZILEICEIYELNDDIZHL. ERHAYE
FEERIEDERBLNDZLIZH D,

BiExR : RBRROIRTOBRAALZFEH. BERIGEFET A EAMONTNA2YEFHINTER
TEHRREY . BUEABRICOBEHMELCZEMTEELSIC. BERIGEOKRESIABEITH-TIEIES
7;:['\0

TNTTy BILG EDFEYMGEREE L TRIFMEME LGS LEYE.
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TANTTY  REBERZELD-0IC, BRICKDEHILEZET HILFEME,

R4l HREBRANROEZELOBGR L. ABRNIBREQBMICE - TERLPHERAUNLH SN ETRT AE.
HBRARHBRHNREGIEYFHNZECEHICAETETFRATEZSIREZTY, ZaMEE. HABREDIEHE
E (—BE) 3585 (14).

EEE . ALIOPILZAVTHEREZERLI-ESICH/ONIBHMLTERANS L UBREABRED
BEZRIRE., BRABRESJUVEREBRERZ S VICHRFEAREEOEHICKYEFEHIN S (14).

BIE : B EARBRE L UBERBE & LICERICHRE SIS 1 DULOHBRIEEMEN S L —HD
FER,

BRE : IXTOBMHEENECERLEVENS S, ARICK-TERICHFESINLLODEIG, 7EH
BRERELVEoITHBRENDEREZTIRETHY . HBREDZLUMZAMI S L TERINESERERR
TH5 (14).

S.I.: RIBEH., FETVEL-HBEOLRICE >THONSILEYETRE L -HBOEMFEY RN
SR DI XRHE

B/ RERR  ALSBRE ARG EDHRBRROIATOBERDEZECH., HRILEVEEZEELL
RUEBHABDZ &, B CREARKITERE., FLERENICOBLBRIEEVETRELHMZOW
T AR VDORISEHERT H=HICALLGN S, BB ZRFICAVEHROES. REHE,
B BEREHBREDHEEFRADEELTY,

REE : SBARCE - TERICHEINLIINTORUEDELEYVE T ETREFLRLCLEVEDEE. 7
HHORRZLEoITHBRZNOEREZTIRETHY .. BBREOXLEMEZFMI S LTERIANEER
ZEIETH S (14)o

RERRER : 5%V URENEER ) VEEFEERERIEK,

PR : BARAOREFEIHEBETHEONDILERRLEZDEEYDOLEZLL., TOEBOREMRER
DIEHITBERFMYPC. TOEAIENLIRET 2FMYPEEENLD, TOVEOREMRICHEER
FICed. TOHBEELI LI ELUL BT HAREMEDOH D BEILR<,

HBRIEEYE . HBREEYME] LVWSAER. BRAIRTHSZEZVSHRITANLS,

EfEADLEROSES LURRICEATHIHERMATL (UNGHS) : A2 (ERE. 7@E. @
EELE, HEE. REBMRELGYE) BLUVREZSFILHIC. AEERICET2EREZEETIHL
ZEMELT, YEFZE BRELSSIUVRELOFERHOEBESLIULANILOELICR>TIEESR (WE
BELVEEY) OHNEEFRETDIELEBIC. EVRISL - TEREE - AEHER - FTEEE - b2
MEREMT—F>— bR EDORIET HEEEREMYIRSI RATLTHS (16),

UVCB : AT BAFEFEDYME. EHERICERNFT-IXERDE.

RYUGERE BEOBMICH LT ALZEME I VEENLIH I AL SN, RENICREGRAIICE
DOTWRHEERE. HAIRBRENEIMLERTEHALEVSIDTELGC, REL-BMICEHALTRETH
BI2EEFD (14),
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g

BREMmAOHME

KHABRENA T4 442E DFHBEEICR > THBREZZHENICAVWSDICEKIL L., EEMERIE. X1 T
HREIND 10 MEITDONT, USENSMICKYEIF SIS FPRAIKREZERICAFL., SRERD 10 WE
F8MBEULIZONT., TNETNOEEHHERNICEENSD CV70fE. EC150 EZEMERT 5 &Ik U Hiiff
MEREZINIAT S L, BAETMAOYWEILX. REREEOESTEICOVWTELNDRICOEFEZ TR
FTHOBRSINz, TAUSNDEREEL, TOMELITRETHDZ L. SRED invivoSBET—42 N
AFAHTHD I E. BEUVU-SENSMIZKYBON=-ERED invitro T—2HBAFAEETHD I Z LITH
DL, DRRENTWESEBT—AMNU-SENS™MTHRHERIEETHEZEZET (1) (8),

#F1: USENSMOERERRBOIUILICHEINLIYVE

U-SENS™ U-SENS™ U-SENS™
EREREAONE | cas®s | MEUR| Mo LB my wi | cvio (g | ECt500%%
ImL) E# P (ug
i 2 /mL) 2
. BAEEME .. B
4-7x=L2PF7 Il 106-50-3 E{A LN SEEEHh <30 (<10)
o ‘ : BEEmE ... B
EY LRI VEE 2508-19-2 7N (L) ST >50 (< 50)
s : B EME B
LAV ITFIL 141-05-9 RrN () DMSO 10-100 (< 20)
e BEEME B
LULY /=] 108463 BUHE St >100 (< 50)
, _ BAEEDE B
HE7ZILa—L 104-54-1 ESL7.N (L) DMSO >100 (10-100)
0 : B EME B
4-7YLT7=V—IL 140-67-0 7N (3L DMSO >100 ( < 200)
Younuy| 81072  E| EBEEDE DMSO >200 e
(>200)
Sytno—L|  56-81-5|  ikiA| FERMEMME|  mekh >200 23%1‘%
. : e - Rt
2B 50215 ik REMMME  xemm 52000 (o0
YUFLE| 69727 B FEMELME  DMSO 22000 ot

B&EE : CAS &S = Chemical Abstracts Service Registry Number
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1 Invivo IZE1IT28EME (BXUBRE) OFAFERIL. LLNAT—FIZE DL (1)(8), Invivo IZH T BEEX,
ECETOC Ik VIRBIEShi=HEZRHLITWLS (17),

2 BEFDRIEBIZE DL (1) (8).

3 SEetEh  10% Y VRRIRME. 2mML-SILE S, 100 B/mL R=ZS Y U E LT 100 ugimL R FL T+

[=

A4 2o HMLT- RPMI-1640 t5ith (8),
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TIBE 3 : In vitro EEREE : 41 > 2—0O14 X -
8 LIR—a2—EBIZF7vE4 (IL-8Luc 7vtAa)

ROICERIRERHE I UVRA

1. MRRAY—D—ORRE\BNIS57 v EEFEGY., IL-8 Luc 7yt 4 (X, HiKHE
(DC) MWNEMILT HLELD YA AU THS IL-8HREDELLEEET S (1) (2)o THP-1 H3E IL-8
LR—% —#ifatk (£ FRMEERE S MEMRRKTH S THP-1 MO BT LT THP-G8) ZREMMEIC
BEBESE. IL-8 RBZRITETSH 2) 3) @) CCT. LY T7x5—EDERBEZAVT., REREEYME
ERBEMMBEDHEANEXIET S, 2023 FIZ, BHOEFEY—H—AVHEEEOFTHEESH
T, —HOHEIMNEICHT 2ARABREZOEAMZEODILSICHEITLEFRETLERANT, KRR
ENEH STz (5).

2. IL-8 Luc k(. BABMERKBEZFME>2— (JaCVAM) | BFEXE (MET)) H&LUH
AEYPRBABEEZFSR (JSAAE) NEELENYT— a3 VREBTHEShIz0B5 (5). JaCVAM B LU
EE£HEE (MHLW) OFEOTIC. KERBREZERH SN (ICATM) OXEZH T, MILEETLE
1—%%2(T1z (6) AFARELIINERFLEELIUVRT—IRILT—DODERETRTEET D L.
IL-8Luc 7yt A X, AEMOAESLURTEZBMIC, BIEMYME LFEBREEMEEHIAT I DIZ. &
BHRIUEMICET 2MANT 70—F (ATA) O—BRELTHEATHDEEZDND, IL-8 Luc 7 v
A TR LMDBEREDHRAICET BB, XEKICHRESN TS (3) (7).

3. IL-8 Luc 7vtA (&, MEESELLS I S—CATORELNH DMEHRADEMBELNARET
HHEZENHERINTLD, BENBREESLUERBBREE TN TN, 87.7%H &V 87.5%TH-
= (5)e NUT—2 a3 VRER 5) BEUHDLARIAI (3) (4) (8) DT—4 (L. LLNA ELEE L1 IL-8 Luc 7
vtEA DEEEZRLTWND, COEIHRERT, IL-8 Luc 7yt A [ZLFEWE 143 Erh 130 BB E
FIXBEME, 13 BEABEMTRHRVWEHIE Lz, REBMEMEYME (UN GHS B4 1) LIFREMME (UN
GHSEH7EL) £ZHATHIL-8Luc7 vt A DIEREEIL83.6% (109/130) . BEEE92.0% (92/100) .
HBEE 56.7% (17/30) THo1=. UT (BB% 6) I[TRIREEMS. BEKYPOLL IS5 —EEHET
e ELE. BREENOYWEZEZR &, IL-8 Luc 7 vt 4 DiEREIE, BEE 93.9% (92/98) | H#E
£ 68.0% (17/25) . IE#EE 88.6% (109/123) T#H o1=, Urbischetal. (7) DE b T—RIZ&NIX, IL-8
Luc 7 v A IXEEME 0 FEh 84 B GMHEEILIZHE. 6 FBERENTHVWEHE LTz, TOMHEEERE
£ 89.7% (52/58) . %EE 50.0% (13/26) . IEFEE 77.4% (65/84) TH>1=, BEATEICINE S 4L
MEBEERNTDE. IL8Luc 7y EA I E 84 Bh 78 L BT -IIEM. 6 FEEHTEN TR
$IE L. IEFERE 82.1% (64/78) . REEE 89.7% (52/58) H& U 60.0% (12/20) THo1=. LogKow < 3.5
DIEEMEIZHT B IL-8Luc 7yt A DEREEL . LogKow= 3.5 DILEMEIZNT S IL-8Luc 7 vt 1 D
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BEEDEZRIFLEEEZ S, Logkow=2 35 TIL-8Luc 7y tEA DEEMNMET LAEWI EARENTE (8),

4. IL-8Luc 7 vt 4 TOMRIEEDFRIE. REREENSIMEENE (UNGHS IR 1A) &Y
., REBREEAED  DEEDLEME (UNGHSHIRS 1B) (2O LN D ATEEMEMNE L (3) (4) (8).
HBEITHE, LREFEWI. IL8Luc 7 v EADPREREEEZHINTIDICERATHASIZEERLTLS,
IL-8 Luc 7yt A&, IATAIZE DK LDIEHREHAL. TIEILHIZ] DERET7T LU 8 DEIHEIZHK-T
BRESNDIRETHDII LMD, ILBLUc T v A #HMOHABREL L TEE LI EREDETEEICT
FRL, I5IC. BIMEZRAVGOREREMRRZEZZTMT 5155, LLNA HEBL Z0hOEMRERL .
EMIBITIRBERIEMERLICRLTWSEITVWABNWI LICEETRETHD,

5. WEAFARELT—2I2KDE, IL-8 Luc 7yEAIE, SEIEFLARERE, RItAH=X
L, RIEBEMEDIRE (in vivo BB THESIND) . YMEEMSEICELLNIERCEMEISERT
HETHDHIZENTINATLS (3) (4) (5) IL-8Luc 7y EAIEFE. ZRAVES L VESYORBRICHK
MBI ERARRETH S, LA L. X-VIVO™M15[Z20 mg/mL TREITABLAEVESYNEREDE L S
ni-HE. OEENBEOFHDORICEN TV RIEEMELH L1 E LA, BREMERNT LB
21X, £z, TIXCHIZ] OB 9 ITEEE LT in vitro BEMHARICEAT 2 —BMLBSEEEIC
ANBRETHD,

6. NYTF—2a VBT, EXKDOBIEREEENEN T, 512, HEKEORBEEEAEL (9) =
EPEREFHMNS, TANTTY (REEHEZETINE) SLUTLNTTFY (BEREBIEICKYE
MEEh5ME) M. IL-8Luc 7y M EMHHEREZRTHEENH D, L. TL/ TANTFUEER
LNBIGE. BUHEERZEREICERTIVLENHDHLOD. IL-8Luc7yEAIE IL-8Luc 7 vE4A4T—
By MZHBTLNTTFo 11 ER11E, JanTToe6lEhefE. L/ Jan’To 8 Eh55E
ZELCHIEELE B) (7)) TLNTToBLUVTONTTUERETIE00EHYWERVAL 3 BED
#i% (DPRA. KeratinoSens™#& & U h-CLAT) IR T SN AFEHMLEa— (10) &, IL-8Luc 7 vt
AIZAWS THP-G8 #iIlaA h-CLATICHWS N2 THP-1[CHET 2K TH D EWVNSERITE I &,
IL-8Luc 7vt4A4H, thOAEELEMAEDLE T, TLNTTUELUVTANTTUERET 5-0DEHY
FRAVGEWAZOBRERLICYEET RSN H D, CNETICRHELE-FAEEMERIL. 88E (B4
oM. BAFUMERFEA AN CEHLLT. (B) BEBRZELCTVS, REIC, LY Tz
S—CZAETHILEMEE. EFEBEEZRISE. ENTLEORKESTORALEMESE C SATEE
HRHD (1), BIZIE. 1 IMZEBZZEEND I« FIR OSVIE, LY T2 5—FLR—2—EEF
DBEEMHIEICE Y. BOLS Tz S5—ELR—2—EEFT7 v/ TORREETEZHAETT LS LHRK
EEINTWE, COEH., 74 FIRA AT UH, LTz 5—ELR—E2—EBEFNDIT« FITR O
TUOBREMIEEELDEEZAONSILEYMIEREICEET DERICAELELZLL 725 —EHBR LA
LIE, BEICRET ILELNHD (12), LEICEDE, REEMHR. 8Kk, L2711 5—EHEWE
(X, IL-8Luc 7 vt A OEASEEANZHD, thOBFEDHTITY —ICBTHBRELEZMEIZ IL-8Luc T vt
A EEATELRVEUAHDIEE. IL8Luc T YA EZZDLSHBATIV—ICEBITWEICHNDIRET
(7L,
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7. LEEDEY ., IL-8 Luc 7ytAI%. REREEME LIEREEME L DB EZZIETH LN
TE5, AOBERBEHALIEBAIC, IL-8Luc 7yt A DRBHIEBETEICEML S 2N ESNEHEDL
MZFBIClE. ERT—RICEDVE—EBOREIANETHD.

8. AREOEELIUREER1BLUVHEE I IZTRT,
AERDBE
9. IL-8 Luc Z7wEAlF, ZFAYAKBEALY a3y CREAN—CZFH< Ty Y R) itk

b B IR A MRERER THP-1 ZFRAL T3, COMBEKZANT., REXEEFHERER L. THP-1
H¥E IL-8 LR—4 —Hla%k TH S THP-G8 ##iL L1=, Z#ld. Stable Luciferase Orange (SLO) & &
U Stable Luciferase Red (SLR) M%i 3L 71 5—HEEEFEETNEN, IL8 TOE—2E KLUV
EILT7ILTE R3S UEETE RFOYF—+ (GAPDH) JOE—4S2DTRICEALELEDTHD(2). _h
[C&>T. BAEMILEYEICIRE L-HAD IL-8 KU GAPDH DEMHDIEIZEL LT, BEROALFEEIL
VIIS—EEBENOCDHEALERETSHIET, LIz 5—EEGRFEENDEEREMNTAREICKH S,
CHO_EBT7TYEAVARATALIZ. L8 TOAE—2DEGEFRE+HDIEBEEELLI 75 —F
(Rhagophthalmus ohbai @ SLO ; Amax =580 nm) (13) &. WExB7OE—42 T#H 5 GAPDH D&Efn
FERBEHDIFREEBILY T 25—+ (Phrixothrix hirtus ® SLR; Amax = 630 nm) (14) 545, D
2EEOILS T S5—ENRELDILV T VERIBLTELGDIBERT 5. XFETAIILEZ—ZRANT
TyvEAEEMIODRERLEZSHL. 1 BERECTERAZRKICAETS (15) (HE 1) . £,
GAPDH mRNA [FF#EEIZZ <. BEBHUICRIRT 5, Chid,. ELIRATLERIBEFERTHLREAN—
ETHD =0, EENVTILAALR) AS—FEHRGCORNTERIEBE LT, —BOERRTLLHEA
ST (16) (17) (18), GAPLA MFEEME (Inh-GAPLA) [EHBABREEROEBNLEY—H—THY. 70
—HA FA P —ICEPHMBEFEQOAEIC—MRMNICFERSINADLII—H—TH5IAVILTOEDDI LA
(Pl) BERR#HBE &3 VAR H S 2 EAEBAE N TULVS, Inh-GAPLA A 0.8 R THNIEWERLFEYE
NHfEEETHASIZLERL. CNIFEEYMENEMPTEBLEZIEEZTREBLTLS, T, 2D
DHEZRAVWT, #AMLEEVEICHTIBBELRIAL. BENTLHEVWVREROBZH ST IENTES
(8)o

10. THP-G8 #ifa%. HERILFEME T 16 BEMEL-HE. IL-8 TRAE—FFHEFETRT SLO LY
Jx5—HEEM (SLO-LA) &. GAPDH JOE®—4EMH%ERd SLR LTz 5—EEM (SLR-LA) %
BIET 5, BEFIDELYLT T 570, SLO-LA % IL8LA. SLR-LA # GAPLA L& 1HI+5, & 112,
IL-8LUc 7y EAICHEFTDIINL TS —EFHRICEODLLIRABEZHAT 5, AEBEZANT. XOLD%E
B9 5, ILBLA & GAPLA DL TRSH 5N BIEHE ILBLA (nIL8LA) ; #ER{LF¥E TMIE L 1= THP-
G8 A nILBLA M 4 BIRERAIEEDEMFH & . T|MAE THP-G8 HIfaD nIL8LA O 15 i8I % {iE D E T F
HDLETRDH NS nILBLA MDFFEREE (Ind-ILBLA) ; HERLFYE T L /= THP-G8 #IiEM GAPLA
DARREANEEOEMTYESL . ELE THP-G8 #IlED GAPLA D REAEEDEM THED L TRD
5N 5 Inh-GAPLATH Y. ChEMBESHERIZEL LTERT 5,
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TR1ILSLuc 7y A DILL I 2 5—EEMHDREDERA

) EE
GAPLA GAPDH 7AE—42EFH%ZRT SLRIL D 7 5 —HiEH
IL8LA IL-8 TOE—4FH%ERT SLOLSY T 5—EFEH
niL8LA IL8BLA / GAPLA
Ind-IL8LA RERIL Y E TUOIE L f= THP-G8 fiflad nILSLA / ENIEHAD nILSLA

Inh-GAPLA WERLF W E TUOIE L 7= THP-G8 #ifad GAPLA / ELIEHER2 D GAPLA

CV05 Inh-GAPLA Y 0.05 Riifi & % 5 BERIL EVME D RIERE,
Pl reducti WERILFYEIZIEE L1- THP-GS fIRAIZ & (15 Pl IR MR N % / #HER L YE
reauction e AL\ THP-G8 #ASI= 85 (13 Pl HER ML ()%,
BEREDIIE
11. HERENA K542 442E DFBREICEHE SN TWAHEZZAENICAWNSDIZERIL, £

MEFEE% (L. Good in vitro Method Practices (19) IZZEHL L THE I IRBDOERAEEZAD IOYMEZANT
BEMMERAEZILINT D, 612, AHBREFEREIX. REEOFz v o &, BUEXMBE L VBEE 1
AEABICKYFEONET—ROERT—IR—XREREL. COLI3LGT—F2ZAVNT. EEERTO
ARBREOBRMENRENICHBIATWS I L 2HERT 5,

FIE

12. IL-8 Luc 7 vt A DIFEIEEFIE (SOP) 2FATES, HREERT ABRICEIINEEAT
ZBENDHD (5), ARBEERET SHMRIE. OECD T TL— FOFHICH > THEBBAEE (MTA)
IZE&T B &ITK Y. Tottori Bioscience Promotion Organization (BHIE) » o&EEFH#E % THP-G8
MEKEAFT L ENTED, COTOEREIZ, IL8Luc 7Yy A DEEERBERLEFIERZLHT 5.

HED A

13. THP-G8 #ifatkZ. IL-8 Luc 7y A DERIZEAT S (K% 9 BLV 12 838) . ZMRLE
o, MMEEELT 2~41) . EX by IHilRE L TRERET S, COR My I#HlaE. &K 12
KRET, £F 6 BEFTICTOEYBET LI ENTES, BIEICAWVWDEMIE, 10%7 U iaRIME

(FBS) . MEYWE MEEMERK (100 UmLR=1 -G, 100 ygg/mLRA LT rIA S UELY
0.25 pg/mL 7 L7RT1) v BEH 0.85%4£ERIEK) (GIBCO Cat# 15240-062 4 &) . 0.15 yg/mL £
1—A7A4 LY (CAS:58-58-2 75 &) LU 300 yg/mL G418 (CAS : 108321-42-2 %5 &) #E8HT S
RPMI-1640 5t TH 5,
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14. HRERICHERTSH1IC. REEDOFz v I 2T, BETHEZ LFHWHT S, RIGEDF v
1%, BERI~2BMFELIT2~4RKER 0L, BGERBTHL4-= ORI ID)LTOI K (4-NBB)
(CAS : 100-11-8, ffifE 99%) HLUREMIEBTHSHEE (CAS : 50-21-5, fliE 85%LlE) #AHWLT
ET 5, 4-NBB A Ind-ILBLA BZFHERIE (2 1.4) . —A. ELEAD Ind-ILBLA [2HERIE (< 1.4) ZRT W
ENDHD, COFHFEBHLIBOVGEIEX. FILWVERRENA7ILEFERAT SEH. 4-NBB DEEEZH
HRETHENHESNDS, REMEFz v  THELHIFEIN-MEOAERBTHERT S, RIGHEF
TuVIlE, BE%E21~23 IZREBDFIEICHK > TEET 5,

15. RE&RTIX. 2~5x105cells/mL NFHE T THP-G8 Ml #1EFE L . 48~96 BsflIch=> THEED
TJAOTHIEET S, HBEA. HE IS XN CEMLMEEZ. REMELTEFLL 10%FBS &F
RPMI-1640 Tiki# L-Db., IAEYWEZEZEEH ) 10%FBS &8 RPMI-1640 [Z 1 x 108 cells/mL TH&E
T5, RIZ, 6V )LFEEEETL— (Costar Cat# 3603 72 &) (250 yL (5 x 104 cells/well) DFARE
Z1BEEY 5,

WEBRILFEE B & D EYE DR

16. BERIEEVES SFUMBEYMER., HBRIBISART 5. IL-8 Luc 7y EAIZE, WRShTW
HEMEEMTH S X-VIVO™ 15 (Lonza?, 04-418Q) 2. BRIKEE 20mg/mL 274 % & 5 HERLEWE
BT S, YA 0RLFa—TITAN-HERIEEYE 20 mg [T X-VIVO™ 15 #/MMZ T (ILEMES
fRME & EBERIZ) 1 mL & L. vortex S X HY—(2hT=dbé&. $520°C DEAIBEEETHRS 8 rpm DR E—
Foo—42#RAT 30 REIRET 5, TN THLEKRDILEZYMEINBHE LG VESIE. LEMELTLIC
BRI OINRENICHERTDHET., Fa—JZBERICH TS, #HBRILEMEN X-VIVO™ 15 [T7FET
BIBE. COBFEEX-VIVO™ 15 #ZFANTS5FICHFRL. #HEBRIEEMED X-VIVO™ 15X by U iBEKRE
LTHERATS (4mg/mL) ., #HERIEEMEM X-VIVO™ 15 (220 mg/mL TRLEIZIXBB LAEWNGE., BE
MEBE. 30 PULIERZL-DB. 15,000 rpm (920,000 g) T57MEDLT S, Bonhf-LEFHER
LEMED X-VIVO™ 15 X by V& ikE LTHERYT 5, DMSO., KOEHAGE, thDBEEZFERT 515
BlF. BEMRERZRTT S L, LEMEOBARFIEOFHEE. WHEVITRT . BB 17~22 (CREED
X-VIVO™158%%. 6 VT ILFEEBTL— b+ (B%E 1538 CTHEL-HEBRBARE 111 (i) T
BET 5,

17. RYOREEET. MESHEREXEEL. LEMEOREREMOUTREMEZRITTHIILE
B#ET %, 969 LT L— b (Costar Cat# EW-01729-03 %4 &) ZRAWLT. #HERIEFEHED X-VIVO™
15 R by BRD2EHERRIIZE. XVIVO™ 15 ZAVTERT S @EEVSE) . RIZ. 50 yL/v
IWOFERBRE, 6 VT ILEEEETL— A2t 50 uL #MIBEBEHRICMA S, ShITEY., X-
VIVO™ 15 [ZHEBEMOHBRIEFEMEDNSES. HRIEFVEORKREL 0.002~2 mg/mL &745 (#E&
V) o 20 mg/mL T X-VIVO™ 15 [ZRBMHDHERLEMEDIZE. 2~2"DHFEREEDA I T 5, 1=
L. BRIEEVEOEBRORKREEEITHADEETHY .. X-VIVO™ 15 R by 7 BRI DOBEERILED
BORMEEICIKET 5,

2 https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/IT/en/Culture-Media-and-Reagents/p/000000000000217685/X-VIVO-15-
Serum-free-Hematopoietic-Cell-Medium
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18. COBRDOFEBAETIX (F2. 3KV 4ME) . X-VIVO™ 15 R by Y iFikE. RVDEERT
DHIRETE 058EF (CV05 ; Inh-GAPLA A 0.05 RiFICEHRIEREE) DA4EOREIZLED L SERT
5, B1HEAEDNDRSZEET. INh-GAPLAMN 0.05 Z TFTEZIFENSCHELMEGE. XVIVO™M 15X kv
BRE. RNOATEDNDRESEETHERT %, RVDATDR by U BKREEE CV05 (X) FRMEE

(CV05 (X) HFIREER ; A bV Y BREFRLTCVO5 12T 2DITHELFRMER) TE-T. CVO5D
BEZEHT D #HEVSE) , 20 mg/mL T X-VIVO [ZFRBHEDHEBEMEDETE. A MY BREE X
1IXELTCVO5 #KRDD, F2~4EAENIHGA. RDR by Y iAKE4xCV50 & LTHET S (#E
V) .

19. X-VIVOM 15 DE2DRA by I BROFERRINE. FREE15T, 962z )LTL—FZAL
TERT %o RIZ. 50 LD T LDFRABEERE. 96 VT )LFEEETL— M A o7z 50 pL #MREER
ICMZA D, REERILEMEDEEZLIZ 4 D LEHRT S, RIZ, BHETL— Lz —H—TEM
L. 37°C. 5% CO2T16 Bl o FaR—bLEDBE, LTz 5—EFRETROAYIZAET 5,

20. BEERIEL, 50 pL/7 LD X-VIVO™ 15 &, 10%FBS &# RPMI-1640 Z L = 50 pL/™7 =
VB AR EDEEYMTH S,

21. HREINDBEXEE4NBB THD, 20mgD 4-NBB %, 1.5 mLAYA 7 0ELFa1—TIC
AR, X-VIVO™M15 % 1 mLIZHEBETMZ %, 4-NBB [& X-VIVO™ 15 [Z 20 mg/mL TIXFZ£IZILEMEL
BN (BE16%3H) . COIXA YV OELFa—T#vortex S XY —[IhiTizHé&. FZ8rpm D
AE—FKOO—42ZBAWT 302 ULEIRET S, 20,000 g T5HRELDEELI-HE. £FE X-VIVO™
15FZFANTA4EICHFRL, FIREFS500ULZF B I ILTL—FDITILDVEDITANDS, ZOFR
BRE. XVIVO™ 15 ZAVNTELIC2BE IV 4 BICHRT 5. COBKRS0 L . 96 VT ILFER
BIL— DD TILIZASTz 50 yL ® THP-G8 HIlBBEKICMZ S (#HE V) . HFEEOEHEXEL 4
DI )L THREHT S, TL—rETL— oz —h—TREL. CO24 o F2R—42T 16 BHA U Fan
—bkLI=DB (37°C. 5% CO2) . LTz 5—HEFNHERE 28 DEHDEYIZAET 5,

22. HREINDIEMEXMBEIIBTH D, 20mg DEEZE. 1.5mLAIA 7 0ELFa1—TITAN,
X-VIVO™ 15 % 1 mLIZ/EHETMA S (20 mg/mL) . 20 mg/mL DELEEAKZE X-VIVO™ 15 ZFLVT5
ZIZHFRL (4 mg/mL) ; S04 mg/mLELEEBRS500 LE GBI TILTL—FDIZILDVEDIZAN
b5, COBERE. X-VIVO™ 15 T2 FIZHRL. B2 2FIZHFRL T, 2 mg/mL BE&RS LT 1 mg/mL
BBREERT D, D 3 DDBFHK 50 L &iFEXE (X-VIVO™ 15) %, 96 DV )ILFEEBITL— LD
D TJLIZAS1= 50 ul ® THP-G8 #ifaBRICIMZ 5, REEDRMEXEE 4 )L THREIT S, TL—
F42TL— b2 z2—h—TIREL, CO2420F2R—42T 16 Bffl4 v FaX—FrLE=DB (37°C. 5%
CO2) . Tz 57— EEMEZERE28DREHDEY ICRET S,

23. BE2T—40HY. FERLCLERHABTEEZE X, ChUNOBETLBEBE-IZEN
SRERWSZENTED,
24. WERIEEMELEDA oFarn—2av(cEiadb, FIZIE. TL—rE—ILT BRI EICKY,

BREOBRCLFDNEDNER. BLIUBREEDEICL IV I LHOREFEEZREET 5,
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25. BEFLIEEOHREFTLIOIC. BREFVEL S VBRENEE 2~4 HAET LILELNDH
% (R238R) . FAEFIOBICKEL. FHTHBREFME X-VIVO™ 15 R by Y RiKRE . LI
FmL-MEZANS, MialkE CBREBEETE L,

NS 7 S5—1FHDITE

26. HETAINE—[E 96 JTIIAIVATL—FAILS/ A—2FHNT, EXFAET 5,
ZDES3EDIZ, Phelios (ATTO, BE) . Tristan 941 (Berthold, KA W, /A—Fk = J g )L b/3—
k) 4 ARVO series (PerkinElmer, XERHYFa1—t vy YN+ LY L) BHD, BREZHERT ST
O I/ A= EFRABRIEICRET IVENHD. BEBLIUFBZHRAT HIEGLTFHBEZ LI DT
S—EEREIZFERT %,

27. FHITBDT Tripluc®IL S 72 5—ET7 v A HE (Tripluc) 100 uL . LEMEHY . Fi=
(F74 L CTIE L =B RAA-FREFADY T ILIZANS, TL— kEH 20°C ORBERET 10
PERET D, TL—FZEILI/ A—FITEVWT, L2 T7x5—EERZRTET D, £EMEALE. £F
T40LE2—7%L (FO) B&UHY (F1) T. ThTh 3 WHEAET S, FHATHILI/ A—FDETIL
ICHLTRNBREEAWNDESICIE. FORUMETRTLRENH S,

28. BRETONTA—4%, AEENILGKRDD, CNIFEARMIZIE, ILBLA. GAPLA, nIL8LA,
Ind-IL8LA. Inh-GAPLA. IL8LA MF1ty + SD, GAPLA MFE1 + SD. nIL8LA M + SD. Ind-ILSLA @
T4 + SD. Inh-GAPLA M F14 + SD, Ind-IL8LA M 95%EBRAETH D, CDERZICHERALT=/85 A —
ANEHRE. WEIBKIVIVIZREHT 5,

29. BIEIZHI>T, INLFHAST—LR—EF2—F7 v EAI2ETEHBEBRE—HRIZ. >v¥y—Thy b+
(AT NRRFEEFEYa—FRR) T4LE—FEENVENRRTAIWNE—BEDORET 4 ILE— %1
AT-BHEE WS/ A—E2BLUTL—t)—4%) TITS5, EEMEXLSITFILAS—HIAILEZ—D
EREHE. #ENIZE SO THBRANIKET 5,

T—8ELUHRE

7—% DFT
30. IL-8Luc 7 vt/ DFAEIZHE T HBME IEHEHEDREREIUTOAY :

o MWERILEME®D Ind-ILSLA > 1.4 T, Ind-IL8LA @ 5%EBREDTE< 1.0 THHHZEIZ, IL-8
Luc 7 v/ #HBREBIEEHET S

o ERELEWMED Ind-IL8LA < 1.4 EL U/ F =L Ind-ILBLA D 95%ERRE D THR< 1.0 TH 515
BV IL8Luc 7y M HEREREMEHET S

FHE T/
3. E1H, 20, £E3ESLVE4EDAENSE, BHUHEREE 2 ARO-HRILEYVE£SH
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CHIETL, 10|, 20, FI3IRSLVEIRDBENSE., [EUHHERE 3EDRO-HBRILEMESE
BEHELEZAONDEHET S (R 2) . BEHEEEAONSZHWERIEEMENS S, X-VIVO™ 15 [Z 20
mg/mL TART DL DERMEELHITET 5. WRIEFWMEN X-VIVO™ 15 [Z 20 mg/mL TiEFfE LELVA,
BREECRENMEOEEICEA L TAIEEQOEBNH SIEE. Inh-GAPLA A 0.8 RinDHERILZME 2
EHIETT B, =1L, INh-GAPLADN 0.8 LLEDESIIEEH THWNEHIBT S (K1)

R2BHEGVOLEEEEA OGNS ERET SEE

% 1 [EEE % 2 BIHIE % 3 BEIHIE % 4 BIHE Yt

[k BotE - - 78
[k =343 BotE - [
[ 33 33 Bot Btk
[ 33 i3S 1 LB OND
343 Bott Bott - Btk
=3 BotE =345 BotE [
=3 BotE =345 = L ExonD
343 33 Bott Bot Btk
343 33 Bott 1 LB OND
343 33 i3S - rEEBELOND

1.ERYBO-HDOFRETIV

20 mg/mL TH[#E%E J‘ PEtE

20 mg/mL THR&H.

Inh-GAPLA #¢
F=& 0.8 ki A
AEREACREINEDRE
B L TRHEEOEH Inh-GAPLA #¢ -
Wéd 0.8 Lt ke

FEEE

Ty

32. IL-8Luc7ytA ERANSIEHEE. ROFRAEZH I L 0 FRUET. BUENRTH
% 4-NBB DUV &EDLLEDRET Ind-ILBLAM 5.0 # EEIZHEAH D,
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ZAET, BERNBTHIABOWTAIDEETINA-ILBLAN 1.4 ZTHRIZBHELAH D,

#Ra & Tripluc AAA > TWDAMEEMEAA > TULVEWKEED )LD GAPLA M, HERIEH &
Tripluc DAH#HBA> TSV )LD GAPLAD 5 FZTESEHE. COTL—rDT—2 %M
WTIFE B ALY,

EDREDHEBRILFEME L Inh-GAPLA #° 0.05 2 FEIZIHE. COTL—rOT—2ZAL
TIFELEL,. COLIGHE. RUOHBREZEEREL T, BAROKSRERENAO
AROREFRKREICTDSLIICT D,

33. HBRBESZEICEIUTORREED S,

BRILEYE
- BE—gomE

LRI RIEIR. 12 (X IUPAC & FE1=I& CAS 4. CAS &FE. SMILES F£1z[& InChl 31—
. BEXB LV EEENLNOHER IZHRALTRER

NEL. K~DBRE. PFESLVCAFARGEEDZOMOEET SMELLFHEE
HE, 4T 5HATHENICARTHNIETHYDILZRIBEAIERE &
ZaY 555, RRMOLE (FIXE, IE. B

X-VIVO™ 15 ~DBEFEE X-VIVO™ 15 [T BFUEDILEMEDISEE . ZDSBEIC K > TEE
RN LFBEMERDDINESH

HERRE
AFARGERORERHE L UVREN
X-VIVO™ 15 ZEA L TLW LGS, SHEREFVEICH T HBE EINEROZ 414,

- ZEOME. UVCBYEB L VEEY -

o AFTHRLGHEBEDORSDLFHHAER (LLSR) ( HE. SHESSVEEDHLIYHELLF
MitE (LEESHR) G EICLSTESHRY DRSO

o HNE. K DEMESIUVAFARLERDEDMOBEY 5B FHME

e BX4N
5%

HEDEEYW  RII—DFE. 2FELLIFIERNATORFE. FHEHRERICEET
NS DIER

o BZAUYLHHE. HRITOLE (FIXIFX. MR, BT

o XVIVO™ 15 ~ADBMBE X-VIVO™ 15 [CRBHEDILFMEDZE. EDDBEIZK > THERYE L
LiFBEMZEROLINESH

o HERRE
o AFARRLGHEEOREFEHEIUVREN
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o XVIVO™15 ZERAL TLWRWMES. SHEBRILFEVEICHT S8 HEHREROZ L,

XTHE
- [EMHEXEE -

> LFERIERITEERR. B ZIL IUPAC 2% 11X CAS 4. CASEFS. SMILES £7=I& InChl a— K, #
EXB XUV FEEENLUNDERCHBLIER

> B K~NDBBRE. PFESIUVAFARGERETERYT 555, TOMOEET SELE
BIEE

> fE. BT HEETHEMNICHARETHNETHMYOILFHHIIERE E
> BRETH5HE. ARAMOLE (FIRE, MR, B
> HEBRRE
> AFFARLGEEOREFEHSIUVREN
> BETIEE. BULGHBREETHICLERITBHEABREROERT —4
- EMEXE
o LEMEAIER. FIXILIUPAC £F (X CAS£&. CASEFTH LUV FIXTNLUSNDEINIZE

ERAN T
o MIE. ZAYTHHEETHREMNICARTHNETHYOLZHHINERG E

o AHBRENA FSA VICHRBEUNDIDEMERBERANDIEE., N, 7 FE. BLUAFHRE
RERDZOMDOEES SMBLFHIMNEE

o AFARLGEEORFRHEIUVREN
o HBWRIELEVEICOVTOBREBRIROZLN,

BRAEDEM

- EBREEEL. RRERE. RRECEL S SCER

- HBEOHH

- M. TORERES L UHREBT EIRKEEATLEERE L)

- FBCOOY FBEBLUVAFE, HBREELH. BIILEEEETL— OOy FEE, Tripluci
EZooy &S

- MRRBSSIUHRICAVV-HMREE
- HARAIOBECAVMREEEL. H-THRRZHERT S-ODEE

- FRALREILI/ A=% (ETL) ICEHYTIHESBRE. FRALELS 7 S—EEE, #E Il ITR&HS
NTVDRBBRERICE D CBEY A FEABIEEDE

- AEBREEECETAEEHEROBREZTL BIAE, BREMEAMEDRTICEY) | EEH
TBEMEILNYT SDICAVEFIE
R FIE
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- REESEUHEEH
- WBREPMERE. BRTIES & URERMN (EECRE588)
- BHES & VAR SRR
. HBRELLORR
- HBFROBEABAET 0@

ES

- IL8LA B & U GAPLA D RIFEE

- niIL8LA, Ind-IL8LA & & U Inh-GAPLA D E HifE

- Ind-IL8LA O 95% E%E X i§

- LY S—HEUFEARSIUVHMREFERORERICHMRDT 57
- REIIHEE. TALUSNCEET SMEAHNIELE DL

REDEE
- IL-8Luc7ytAZRAVWTH-HFEROER
- OBEFHRAAFAEELGIES. IATAOHEBERIZES T3HBEROER

faam
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& T

ERHE : BBEICKDIERE., —RUICEOHON-SHBIELDOES, RBEOEEORETHY.
ZHMO—ETHS, COREIX. 2L NEE. HBREOERLGERDINEZEKT 5—HELREMN
AW,

AOP (FEHHRBRRER) : DFLARILDAZOXILARY L RBRERERD in vivo SRR ET. B/
IEEPEE - F—HOBELEEPEDILEEENOELCLE—ENER,

CV05 : Cell viability 05 DB&EE, Inh-GAPLA AY 0.05 Kt & 15 L EME DO RIERE,

FINSLO-LA : IL-8Luc 7 v EAICEAT AN\ T—a vBER LUV INETOHRRICAL LA TINS
INd-IL8LA ZRIBEEE, TEEIZDOWLTIL Ind-ILSLA FSBDO = &,

GAPLA : GAPDH 7 OE—4% (2 & » TH#lfHl &h 5 Stable Luciferase Red (SLR) (Amax =630 nm)
DIV T 5—EEET, HBEFEERSLUVEMRMETRT,

FEE: £, R, TE (B) EEAV’HLIVEICBTZSN-BE. BLEE5IER I aEl
BAHLIMEERDHEEFITREDNZ &,

IATA (BB& L UFEMICBT 2MEMT7 T0—F) : H5LEYEF-F—HOLEYPEORETH
DA (FTREtE) | AEMOFEMA T GRE) &LV F-EReMT Ml (Fat RES S TRE) 12
ALOhBHRMT7 ITO—F, X7 T7O0—F TR, BEELAHET—2 2T R THEBHMITHE LEATT
EITS52&IC&Y . AEMORREME. YRI O, SHITHERSERIMRELGIHBROBLEMSIZDONT,
RHE LOBEBREFRES X 5.

I-SLR-LA : IL-8 Luc 7 v A ICEAT AN\ TFT—avBEBS LIV hETOERRICALOATLDS
INh-GAPLA %R BEE, EEH(ZDOULTIE INnh-GAPLA 23BN &,

IL-8 (18 —A4/F%2-8) : AEMIE., HMHESFME. AEME. YO0 7 - VB K UHERNEE
THYA CHA 2 DVEDT, FHKRELUVT ) U/KITELRKEEZEL S,

IL8LA : IL-8 7OE—# 2 & > THlfEI &t 5 Stable Luciferase Orange (SLO) (Amax = 580 nm)
DILY Tz 5—EEMH,

Ind-ILSLA : ILSLA DFEEE, b2 E CTUIEL - THP-G8 #ifad nILSLA Z. EFIE THP-G8 ##H
O NnILSLA TEI->F-+t D THY . ItFEMWEIZL D IL-8 TOE—2FUFEREERERT,

Inh-GAPLA : GAPLA OEE(E, 1t¥¥E THNIE L 1- THP-G8 #ifad GAPLA % . ERI% THP-GS8 #
fED GAPLA TEl-of-3DTHY . {tEMEICLSMEEHEERT,
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&/NFERE (MIT) : EEZMENBHEELZH-IRERE
BEY - EOCRIELAEWVW 22U EOYMEN S L EEMEILER,

B—goYsE TR, 1 TEFZSHM 80% (ww) UEFEHEITBZIEIZEYEERESH
>%E,

EHOME  TOEEMMERIZ. 2 DUEDFERSMNEE 10% (Wwiw) UEHS LY 80%
(Ww) RETHEAETDEICKYERINIYME, SRAVETHEREOKEREBOND, B
BMESHOYMELEDEWNE, BEAYDES. 2 DULOYMENMLEREZEZSTREAT S
LICEYBONBIDIZHL., EROVEIXMEEREDERBONDIZLIZH D,

niL8LA : IL-8 7R E—4 &M (ILS8LA) #RM T BSLOILI Tz 5—FEMEE. GAPDH 7
OE—4%FH4 (GALPA) #RB9d % SLRIILL 7z S—EFMTERELE=L D, MEEFEERD
s zEELE-HEDIL-8 TOE—42FHERT,

NSLO-LA : IL-8 Luc 7y A CETHNIT—2avBEBLIVNAETORERRICALDG
NTWLSnILBLA Z R HEEE. EEICDOWLWTIEnILBLAZSED Z &,

BEXE : ABRROIRTOBHAHADEEH. BERKEFET S EN/MoNTNDY
BZRAVWTERY 2EERAS . BEMRRICOBRHELZTMTELEI1Z. BERICOKXE
SHABREITH > TIEELARLY,

TUNTTY: EEYHLGEREZE L TREEYE L HLEDE.
TaONnTTy  RERMEMEZEL D=0, BRICLDFEHILEET HILEYE,

I oeTOEDHL (P) HR#E : HXTv—H—THHIAVELTBEDDL (P) (F&E
MAREICIRYAENLGL, #oT, EAFEEIUVIO—YA A )—TIX, PI TREEAT
WaWfaZ A/, 2EShTHSHEZERMIREAET,

24 HREBRANROEZELDOEFRE. HBEAREQOBMICE >TEECLCHEREND D
MNETRYT AE, BBRNEBNREGOIEMFHNEEECEHICAEE I TFATEZIREEZTT,
ZHtE, HREOEREE (—BE) 1EET S

EHEE: LT PILZERAVTHREERE L EEIC/ONIBRILBHERAE LU
EREBREOBEEZRIRE, BRABRMES L ORREBRED > KITHRADEY R LE
EOEHICKYFHIN D,

HE - B EARBE L UBERBE &L ICRBICERE SN S 1 DU LOHBRIEZEMEDL
573 —HDHER,
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BE : IXTOBMEEYVECLCERLEZNEDS S, RERICI>TERICHEINLLD
DEG, PENGHEREZLEOoITHBREDEREZTIRETHY .. ABREZOZLMZEZTMT 5
LETEERTEHENEETHD,

SLO-LA: IL-8 Luc 7yt AT AN T2 a vBESLUVCNFETOERICAL SN
TUL S ILBLA =R BEEE, BRICDOWTILILBLAZZRDZ &,

SLR-LA: IL-8 Luc 7yt AT AN T2 a vBESLUVNFETOERICAL SN
TULV 5 GAPLA Z I BEEE, ERICDWTIEGAPLAZSRDZ &,

BE/BEHE  AVSBRE B EGTEOHBRROINTOBRRDIZETH., KERILFE
MEZEFTEORLEHBD &, RUBRE A MEERIERE, FLEREMICHER L -HEREEY
BTRELEFEMIONT, AR5/ VORIGEERT HOICANLGNS, EHXRE R
[CAVEHRDIGE. REBL, BE SR EHBRREOHBEERADEELTY,

BEE : SBRAERICE O TERICHEINITATOREDIELEME T IR FERILE
MEDEEG, THENGHRZIL o THBREOEREZTIRETHY .. HEREDZ LM ZFE
THLETERETDCENEETH D,

VE : BAORKEFRHEEBRTRONSLERREZDIEEYDC LELL. TOH
MDREMZERD-OHICBHEGZRMYPL. EOEAIENSIRET 2T MAPEIEENDD. TOD
MEDKREMRICHEZRIFI LD, TOMRELRLSESEXLNBT HERMLEDH LA
BRIERR<

FEEER : REFEEHELTFENLIMET, RFLLEZET, BREDRERNEZETS
ol LITEY, BEALEY., BRICSRETSICLENTES, BEFELFEN D,
(TG437)

BERILFEWE : THRIEEYE] EVWSHER, HBRMETHLHILZVSIBHEICAVS,

THP-G8 : IL-8 Luc 7 vEAICAWLLN S IL-8 LKR—42 —flifatk, IL-8 THE—2H LU
GAPDH JOE—42 D#lfHEZ(T5 L 512 SLO LU SLRDIL Y T = 5 —HBEIEFEHEARAA
E b3 077 —Utkiiak THP-1,

ERESDIEEROPESLURTICETIHERBM XA TL (UNGHS) : A4 (ER
. FEE. BXELE, HEE,. REEBNEELY) BLUBREESTLEHIZ2. BE/ERICHE
THERTIEETDCELELZEMELT, WEZE, BELALUVBELOAEHOEERLUL
RNIVDBEEIZH->TIEER WESLVEEY) ONEEFRETSHEEBIT. EV RIS L -
SRR - AEMER - IEEST - LEVERER T A V- MR EORIET HEEERFR
YIS VRATFLTH D,

UVCB : fiATAFT IR EDYE. BRLGRICERM T - LEXDE,

RYGHEBL  REOBMICH L+2 L0 ZEME S VERENH D AT S, BEMIC
BELGRAICESVTVSHEE, HOIRRENMENWLERTRELEVSDTEREL, BE
N-BHEDEEICEVWTOAEETHSIEZEL D,
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e I

W7 S5—EFHAEDREL SLO 8&LU SLR ARE T4 ILE—DFEB

FREDRE

INFLR—EB—T vt AL RATLTHS Tripluc &, XETANEZ—FEBLSB3TILFHT—K
HORFLEH/BZ-TA490TL— 24 TDILE ) A—45 (HIZIEL. Phelios AB-2350 (ATTO) .
ARVO (PerkinElmer) . Tristar LB941 (Berthold) ) TERT A EATES, AIFICAWDIRED
4 ILA—[, 600~620 nm DO H/IRREWL LY 3 — FXR T 4 LA —F =X 600~700 nm D/
RIS 4 ILE—TH 5B,

MIBDAZETANE—FANE28DLY T 5—FHIE,

Ztld. Phelios AB-2350 (ATTO) ##ERALE=HZETHD., “DILI/ A—4A2[L, SLO (Amax =580
nm) & SLR (Amax = 630 nm) EDHEIXEDHT S1=H. 600 nm B> 45 /XX T 4 )LE%— (R60
HOYA Co.. 600 nm LP, 74 JLZ—1) Z{HEZ TL\5,

F9. 600 nm LP DFEBRBERO D=, BESLOBLUV SRV T7z5—FERZHWT, i)
T4 A—1ELTD SLO LU SLR DEMFNSRE (FO) &. i) 600 nm LP (7 4)L2—1) %#&E
BL=-SLOBLUV SLRDEMHRSBRE L #BIFE L. ii) LTIZZE(F S SLO £ KU SLR M 600 nm LP

BRRUEEET S,

o3 I B3 E
SLO %%%gwq O SLO O 7 4 V¥ —iEiRFRE
SLR %%%gblkmw SLR 7 4 V& —iZiRFRE

HBHHOSLOBLUSIROBREXZNENOBLUREEELEEA, ) T4 LE—BLTOR
DEE (£3) FO. i))600nmLP (T4 J)LE2—1) ZFEBLI-XDREF1 ZROBYICTRT ZENT

5
FO=0+R

F1=kOrso X O + KRreo X R
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CCIZEFERXE, ROLIITEEBADHIENTES .

(FO) ( 1 1 )(0)
F1 KOrso  KRpgo/ \R

CCT, EHL=-BEBEZEH (KOrsoo B LU KRrs0) . FOBKXUF1ZANT,. OBLUVRDEZRDEY
ICEHT B ENTES

(0) ( 1 1 )_1(FO)
R KOpso  KRpeo F1

ZBRRERD S T=DHH & T5%

(1) =X

- B—RRLL D 5—FEE
RIEEIRFEE SLO Br R

AR IRFE S SLR B R

(N F— 3 VERAIZ. Tottori Bioscience Promotion Organization., BEEH 5 THP-G8 fifatk &
EBITAFLE)

VAVE 8- 3
Tripluc®)L > 7 5—ET7 v/ HE (TOYOBO Cat#t MRA-301 % &)
g LY TS —F¥T7yvtEA R (30mL, 2~8°C TRE)

AE RE | BhRERE DEE
RPMI-1640 - - 27 mL
FBS - 10 % 3mL

(2) BRBEOHAR

Fa—TICAEBEERAEEILS D 5—FBRIZ. 10% (W) A —)LEFHMLT-200uL ®
10~100 mM Tris/HCI E 1=I& Hepes/HCI (pH 7.5~8.0) %%z TAfEL. COEEREKEE. 1.5mL T«
AR—FTILFa1—TIZ10uL FDOHEL. -80°CDAFEEIZRET S, FREEZRERIEL. RR61AZE
THEATRETH D, FHTIRICIK., BREDA>=Fa1—7 (FREFER ThEFhIZ, 1mL DL
VI715—€T7vt4A RiE# (10% FBS & RPMI-1640) #MZ. KFLAHEWKSITKEIZEL,

(3) HEMRNMATE
Tripluc®IL> 725 —ET7 v A HE (Tripluc) ZEEL., D+ —F—N\RICANSIHIBHEIZLYER
IZRD, BIERHB30RHICILE / A—2DEREAN, RETFEBEELZRELIE DS, HFRERK100
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UL . 96 D )LEETL—F (FEE) I2#%F (SLO SHEiH#B1. #B2, #B3 £L U SLR SEHH
#D1, #D2, #D3) ., RIZ, COFREZREANETL—rOED T ILIZ, FTHME LT Tripluc 100
UL 2ERy FTUEAVNTMRE S, FL—Froz—H—FZHNT, COTL—FEEE (# 25°C) T
109 BIRET 5, VT ILOBRIZTEANSHNIE., ChEBRET S, LI 5—EEREFRATET S=0.
TL— &L/ A—BRIZEL, EVELE. XFT1LE2—%HL (FO) BLUHY (F1) T, Fh
Fh 3IBEBEIET S,

ROBYIZ, RET A IILF—DOEBFRBEEL LT,

BBIRH (SLO(KOreo)) = (F1 M#B1 + F1 M#B2 + F1 M#B3) / (FO M#B1 + FO M#B2 + FO M#B3)
BBIRH (SLR(KRreo)) = (F1 M#D1 + F1 O#D2 + F1 M#D3) / (FO M#D1 + FO M#HD2 + FO D#B3)
BUECIWIS/ A= ZRAVWTERLEZAEETARTIC, EHLEEBEEZRALS,

EEDREEE

IL-8 Luc 70 kI LICEEEDFIEZMALS (5)
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& I

BREMmAOHME

ARERENA FS A4 2 442E DHBEICK > THEBREZZHEMICAWSDICKILEL, EiEMEHRIX. &1 T
HRIND 9OMEIZTONT, IL8 Luc 7Y EAICKYBFINDITAREREZAFL., (REREEODEE
HICEATARGDEFEERT LSITEIRL:) ERAERZE OMED s YMELLIZOVT, TAZThOEE
HERNICEFNIEERERTILICKYEMMEREFNINT S L. TRUNOEREEL. Z0Y
BENTRATHAZE,. BRED iInvivoSBT—2HRAFARETHS L. BEUVIL-8Luc 7 ytAIZ&
UBLNWE-EBRED invitro T—ANAFAEETHDIEIZE DI, ARENTWLWESEBTF—42 AV IL-8 Luc
TytA THAMETHDIZEEZESD 6) (1)

F1:IL-8Luc 7y DERERZBDIIIICHEINIME

20 EEGEHE (ug/ml) 3
mg/mL In vivo IZE 1+ IL-8 Luc
EREFHEAONE CASBEE HKE TOX- U ERS L 2
AR MIT®
24->=kOsnon s S{EEME = . !
gy 07007 Bk FEE® Llu Tl Bl 2339 0523
RILLFILTEFR 50-00-0 w/IK EAM r“gfgfﬁ?g [Tk 9-30 4-9
2ALATRRUY e o | EEMEME o
Sy, 149304 EF T () B 250290  60-250
e A s oy BAEEME . ] )
IFLYSTIY  107-15-3 ki EEM () B4 500-700  0.1-0.4
IFLYYYa—n . s S{EEME a
S AF I b 97-90-5 &k TEM (LN [Tk >2000  0.04-0.1
VSN 5392405 Gtk AEMES  TILUR g 1230 412
APVTRTAZL ssto7a0 Bk WA BBEEWE B 52000 52000
JIL g
gy+o—) 56-81-5 w/IA EEE ERMEMEME (=43 >2000 >2000
A4y 7am/—)L 67-63-0 w/A EAE JERMEMME (=3 >2000 >2000

B&EE : CAS & B =Chemical Abstracts Service Registry Number

Yinvivo IZE 1+ 558 E(X, ECETOCIZK YIRBEIN-FEEZRLTLVS (20),

2EEEDRAIEEICE D (2)(9).

3EPI Suite™THf=KIZHT BAMEERHINT, CVO5 B KU IL-8 Luc MIT ZEH L 1=,

4CVO05 : INh-GAPLA 1% 0.05 Rifi & X DL EMEDOREBRE, MIT : LZMEINGHEEEEH-ITRIERE,
ERAMFELITELICHER LA
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& TV
BEES LU b R A

nIL8LA (nSLO-LA)

ILBLA (SLO-LA) & U GAPLA (SLR-LA) [TDWTENEFh, iBZBEHDEE (i=0~11) OjHFEEDHEY
BL (j=1~4) BIEZEEKET 5, £ ILBLA # nILBLA (nSLO-LA) LU, ROKXTERIND :
nIL8LA jj= IL8LA jj/ GAPLA j

D, COT7VEASICET2ERDAEETH S,

Ind-IL8LA (FInSLO-LA)

i BEHDEETHRYIRLIZEAL T, nILBLA (nSLO-LA) EHyfEE . COEENAODIL D ELEE L -,
INd-ILBLADC D7 v/ DREERETH D, COLEFIROKXTRINS :

inciL8La= {(1/4)x Y nILSLA, j/{1/4)x > nILSLA ;|

FTHEARED., & 1.4 N ERIEFVEOBUHRBRICHAT I LZREL TS, COfERK, TEHRE
DERT—IDOBRFICETVTVS, TO®R. T—EAIRTAVIF—LNEDNYT—2a VBRI T
—X[ZHLDEEZFERALTNSD, TEFFHEETHS Ind-IL8LA (&, KITRTEY. 2 DOHEMEHDLL
THb,

95% B (95% CI)

LERDOLED 95%IEFERME (95% CI) &, EEFHHBEEOREETT LEZ 5N D, 95% CIOTERA 1L
tohnlE, i BEOEREDNLLAD, BFENBLIYBRIZTEVWIEERLTWLD, 95%ClE#RHBIZ(E
WL DDDFENH D, RAHERTIE. Fieller DEEE L THONTWSEZEEA =, D 95%EE XA
FROXTRHENS :
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_B-+B’—4AC —B++B>—4AC
2A ’ 2A ’

_ _ sd2 sd;,
ZZTA=X z—t‘ - . B=-2xxxy,6 C= yI t’ ><—y',no=,
0.975(v P n“ 0)75 v ny‘

=(1/n,)x > nIL8LA,, ,sd = {t/(n, ~1)}x > (ILSLA, - %, ],

n, =4,y = (I/nyi )x Zj(nILSLAu), sd; = {l /(nyj - l)}x ZJ(nILgLAij S

foorsw (. BEHEV TOHRRtHDHFD 75/ \—E 2 (4)LTHY., 2T,
d> sd: ’ a2y sd? Y’

vo| 3% el [S ”j /n, 1)+ —L /(nyi—l) _
nn nyi n() nYi

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Inh-GAPLA (&, i ZEDRETO#RYRLICEAL T, GAPLA (SLR-LA) E¥{EZAEBELE Lzt
ETHY., RODELSI2REND -

Inh-GAPLA = {(1/4)x Y GAPLA, j/{1/4)x > GAPLA,, |

GAPLA (X nILBLA DRBTHAHZ EMND. BIRFIZNSIMETHD & nILBLA DIESDENKEL LD, it
T. Inh-GAPLA A&7 (Z/NE LMiE (0.05 Kiii) TH S Ind-ILBLAfEIF. FEEMNMEVLWEEZ NS,
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MEV

IL-8 LUC 7 vt A RICILEMEZBRT 55E

a) 1EFEWEH 20 mg/mL T X-VIVO™ 15 [ZAfET Hi5A

L2 A XVIVO™ 15 [CH B THEBE —
(% 1 EAI5E) BIIEE S
20 mg/mL RAbYYBR
(4 mg/mL)

mg/mL 4 mg/mL
2 mg/mL

1 96 Y LT L— FDOMRBEHRICHEMT S (50 pL:50 uL)

< HIREE2
| | | | ] | 1 | | | | | | | | | | | |
0 ‘-------------------------

0.5 mg/mL 2 mg/mL

TRORROERBREERDD

- CVO05 ; Inh-GAPLA A 0.05 kif & 1 B RiEE
\H\ E (R MYV BRDEE x 1/ HFREZE (X))
N )

; N
t e

E2E, FIMMELIIE 4EDREDRKRERE

Inh-GAPLA

1 mg/mL 4 mg/mL
0.5 mg/mL 2 mg/mL

%20, 83 EErEE U e— U
4 B o

| | 4xCV05(4xZI~‘y73§
X-VIVO™ 15 3t 88 i
— EmpEmqs  oeex]
| | ] | | ] | ] N | ] | I

(50 pL:50 pL) 2xCV05

o *-----------
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b) EZME A 20 mg/mL T X-VIVO™ 15 [ZFEHETHBHE

fEEmEMNE 1 BRET X-VIVO™15 [ZF U —

s 7 PN A B ]
BAHETHDIGE ] 1 & (R Fy OB
S X £12H
FIREER2 I
x1/1024 x1/256 x1/64 x1/16 x1/4 X1
0 x1/512 x1/128 x1/32 x1/8 x1/2

1 96V T TL— FOMREBRERICHNT S (50 pL:50uL)

%1/2048 x1/512 x1/128 x1/32 x1/8 x1/2
0 x1/1024 x1/256 x1/64 x1/16 x1/4 =B R
< 1.0
gos CV05 ; Inh-GAPLA %% 0.05 kit & 4 RIEIRE
5 os (R by 7 HBRDRE x 1/ FREE (X))

x1/2048 € ——— - x1/8 x1/2
4] x1/1024 1/)( x1/16 x1/4
F2ME., FIMMELITE
4 B DRIE R ,
x1 4xCV05(4x Abvy¥
X-VIVO™ 15 3§ /® ‘ EREE 15 BREE x1/X),

9% VLT L— rOMBBERICEMT S

(50 pL:50 pL) / CVO05
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E VI

IL-8 Luc 7wt 4 OEFEXEAIC 4-NBB #i8f#9 2 5%

SMEXTEB : 4-NBB (X-VIVO™15 [Z5ZEIZIFTBFE L ALY

D U
ARV - 13

20 mg/mL EEERR x1/4
X1

FIREE 2
*

-

X-VIVO™ 15 x1/16 x1/8 x1/4
l 96 YT TL— FOMBEERK
29 5(50 pL:50pL)

X-vivo™ 15 X1/32  x1/160 x1/8
P
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FIBE 4 : In Vitro REREH : KEREMD

i (GARD™skin) ICB§9 345/ L7 LILY
viuEH&EH (GARD™)
BUICERIREEEHLIUBRR

1. GARD™skin jk(&. REREMMEICET 28ETHOEE (7405, UN GHS B4 1 HIERE
HMEL) EHANT S, COFEE. BREELFEBE MUTZ-3 3) 4) B) dHIToO—2ThdD
SenzaCel™M#lifatk (1) (2) ##HWERILEMEICIRE S €. GARDskin 7/ LFBIJ*F ¥ (GPS) LME(E
NBZIYRRA Y MNEERNY ) LINAFR—D—V TR F Y DEENE— U F5HET 5.

2. THRITHENBEOMNIEIN TSI —HOREREEYME (UN GHS B4 1) (N=20) H&LUIER
EHEYE (N=20) ICXE E b DC 4k SenzaCel il ZBESE T, T4 RANY—TFT—32 Ly +rDF/
L4 RF—4 EBBEMHTICL Y. GARDskin GPS (196 &/5F) %47 L 1= (6), OECD AOP M KE3 [
REHINTLAKIIT, GPS [F. £AREYREH. ARFHERESOFRL. DC FMHLICHET LA H=
ALARY L EEZR)TTBHIENTES, 1E. GARDskin GPS ICBIET A DX LA R MC
&oTIlE, DC K TE=ZA ) oSN 5thD KE EEAELTWSARENE L HDH. GPS DIERP L UVAE
MFRIBEREICEE T S EFEMIC DUV TIX. GARDskin BHEREDHER A FS5 4 VDM EXE (Supporting
document to the Test Guideline for the GARDskin test method) (7) #&HBND &, FRI7 vEAIZHB+5
GARDskin GPS M F|AARE SN (8). GeneChip®I Ao Q7 LA T35y b 7+—LIZED < GARDskin
TTUTr—a U THEEENEII SN (9), EMNEGFREMBEN (10) ICEATIRBEM IS Y b T7+—
LEFHE L -5, GARDskin % NanoString nCounter®> A 7L (1) 74— v MIEBITSEH-E I A,

FRAMEORES LUV Y —RENEOREZTRT Z EMIULEINT (12),

3. GARDskin j%(&. SenzaGen ABWEE L=\ T—2 3 VREBTHME S (13) (14). TDHR. B
MENMEERKEZFHMEt > 2 — (EURL ECVAM) RlZHEMEESR (ESAC) IT&AMILF-EF7LEa—
%21+t (15)s AFAEELIILD T R TR LI=& 25, GARDskin [F. BEEMD P ES L UVURTER
BIZ, BYEMEMBE L EREUEMBE L DB ERIET D2 IATA D—RELTRHWVWS I ENHREEINT
W3,

4. GARD Data Analysis Application (GDAA) [Z7RR k&Hh. GARDskin SREGEDRE A K54 >
DFRXE (7) ICEEHEINTWVS&KSIC, ESAC (F, UV FSATILTHLT—EOLEaA—ITMAT,
GARDskin fB#fi/8f TS5A4 V&K EFDNAF AV ITHITF 4V RAVKR—F Y FMIDODWTHLERLZLE
A—%FEMBL TS, ESAC [F. bL—=VFT7—2 1y FOFRTFILITVXLEBRTHIENTE:
EMN, ET— 2 oBBELEVEORENBEETOIRTORTY TEZRIIL. BRI BHIENTES:
(15),
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5. JO0—HA rA FJ—PRNAHEZEOEEOHMEERMN 2 FEVENFERICRFE LTV
(. GARDskin (X, KXEBEZADEMEENTRETHS I ENERIEINTILND FHERIEZWEN=28) ,
NYTF—=232D) 5 54 TILTHLNT- GARDskin DEERHNEBEREE (WLR) O LANJLIE, REIF
—BARA b 3D—HEERELI-EAE 78.6~89.2%., RAT—2KRA 2 bEBRNLI-EAK 821~
88.9% ThHh o1z, EHIC. HERXMEBERAFE (BLR) O#fTEMEIE. RAT—F2RSA U bO—HEEET S &
821%THY. RAT—FRA Y FEBRNT DL 92.0%TH o1z (13) (14) (15).

6. ESACHEMLTIRTLIE k (16) BXULLNA (17) DT —2 YV —RAZHARAALEEEEDIE

TUR(15) ZAVT. EMROFIBICE DV -DEEET -2y FERBELIZBE, NUT—23 VR

ER (13) (14) THRON-HEREILARLE LT, REREEYME (F4HE UNGHSRA 1) EEREEMEL

DEAIZEI L TERE 91.7% (N=28) . BE 92.4% (N=19) . HEE 90.1% (N=9) THhof=., /A5

AEWHEE 91.2%TH o1z, GARDskin D hL—=U 5 T—4+ty FEEET HHBRIEEMEZRSI LT,
BICKRBHOBRIEEMEDOHEREF LI A, REREMEME (7445 UN GHS BRH 1) & IERME

HME & DHIDEREREIL 95.4% (N=17) . BRE 96.6% (N=13) . $F2EE 91.7% (N=4) THo1=, N\

SURFEHEEIX941%THo 1=,

7. GARDskin Z#1IZELz#%. OECD [IREREHDOHEEARXICEAT HH14 K51V EHRKRLIZ
(18)e ThIZEK Y., LINA BLUE FDFaL—YarvEn=83BT—428TItEYWEOHLET -4t
v kAR ERINTE (19) COFaL—2arEnf=8BT—2%ZFEICAN., NUT—2 3 UHER (13)
(14) LEDHD AR EN T SRER (20) M 5B 71= GARDskin DT —% £ VT GARDskin @ BI14RE
B L1z, MBREMEREPICERALEEYELEET IBRLENELZEDHIHEELRNT HIEEOEA
[CDOVWTEHEZERL. RIABLTIBIZENTNENT 5, CZICEFHIEFINT D ROBRN TV
WTF—2ty MIEIKILDTHSH-H. HEROREFITFHEERLEZDVLELH D,

#F1A. LLNA E=lZE FOBEBT—4 L L& L - GARDskin DEHE (19). ETEIZIE. HEZED
FRHEPICERAL-EEMELEETI2HBREEDEEZST,

LLNA £k
NS B NS B
(N=11) S (N=64) (Ng) S (N=27)
. NS 9.89 8.16 4.94 3.68
GARDskin S 1.11 55.9 4.06 23.3
EHEE 87.6% 78.5%
B 87.2% 86.4%
R R 89.9% 54.9%
NS URIEHEE 88.6% 70.7%
N 75 36

TERITHIIEL. ESAC AVEME L 7= GARDskin D#ERDEAH{TIFEEICE T < (15),

SFIEDEICHEH LIEY ., FREELB-IUA S OICENLERHENG ONEL S ILEVE,
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5% 1B. LLNA F£=l3kt FOBEBT—4 L L& L - GARDskin DEHE (19). EEIZIE. HEZED
FARDICERAL-EEVELEET HHBRIEEMHEITEELEL.

LLNA £k
NS
NS (N=5) S (N=47) (N=g) S (N=18)
GARDsKin' NS 433 4.92 2.50 2.89
skin S| 0667 42.1 3.50 15.1
EREE 89.3% 73.4%
R 89.5% 84.0%
IR 86.7% 41.7%
NS U RERE 88.1% 62.8%
N 52 24
1SRREITTHIIEL. ESAC AVEHE L 7= GARDskin D#ERDEAFITETEIZE T (15),
8. WAETBHE. LEERIL GARDskin AR EBRMEMEDEEHZHAT A2DIHERATHLIZEETL

T3, L. CORBREKF, IATAIZE D DFEREHAL. TEILHIZ) DEETHIUBDEIER
[ZHE> TRET DRENH D,

9. COFEDOBMOBRFRIEEIZ, AEMEOME. BFELSVICKEMEREDEESEIZEET S,
Ft-. BREAFERIEZMEN IO —Y A rA M) —ICEDCHBEEHTMIBEEFRIZTARMELD
5, BHOBRRE, EA0NIEEEE EHIZHE | (CEEHT D, GARDskin EId. AHEERERE, Kb A
H=RL, RERFEHEOBE. MEBELEMEENSESEFLHBRLEMEICERTRETHLZ ENTRSN
TW3 (12) (14) (20), BAAFARELT—F2ICENIE, BREENSBRA SNEIBEEDI SRAPLE2A(4TD
L2ME T B, RROFEHRN. MESK LT —2ICHTIHILE-EMR A EMRVRATLIZESLE
1—hBBLNTEY., ESAC E7LEaA—RAICREINET—2 /vy —2IZ8BEHIATLS (21),
ERELGFEAAREMICRBETH S EEZ ONDIEEZMY Ty ML T, SHEOEAAIEES LU
FRIMRENRI-NT WA LIFBEICET S, COLS5EHDIC, BAEMEEY (logP > 3.5) (20). M
EHERMNTT Y (20). £BILEY (22) BB 5,

10. Bt MEOFMEICE L T, GARDskin ZZ /NN T— bt Lz, N)T—3 3 VB TEE
STV OD, REREEX. ZROAVES SVEESYOHBRICEAMMIZERATIETH S (20) (23),
REOEERZMEIITRT,

SE e e ER B AR E D SRR

11. GARDskin # AEMICHWNSDIZHEILEL, EfERHKE. CORREZOERICE T ARMHETRAE
EFRIMTHE, BRAEE. WENICRE SNz, BIEEENESHDADOA > TVIBREDERERERLE
MBERERBRTIEITEH>TERIET S, COHARTIEIRBRROEEMIHET S, SRERDLEYE
DORERIE, ARBICHRBSN-FIEZELICETFLTERL., #BHRAWE I ICEHESNEZEHIT—HLTL
ZHENDDH, SAERDLENETCELT—IDBENDT—EIR—XAEHRERTREL. RBEDOE
R R ICHER T B,

ABRED[RE

12. GARDskin AT, BB mMARAK MUTZ-3 DY T 0—>THSD SenzaCell %% DC D in
vitro RBEETILE LTHIAYT 5. BRILEVEREOBRERET 24 KEICHYRBRILFYMEICESEL
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tHéE. PROEETRELAIEE & LT, GARDskin GPS MEEFRIELANIILER S, Jhik, BEME
EEWH 508 L1=# RNA QRIEEIZE D ULVT, NanoString nCounter® R 7 LZEHWTEHMET 5.

13. CHERET—E%. YR— bR A2 =722 (SVM) FRF7ILITYVXLERA LTS
GDAA (24) ZRWVWTHMT %, CO7IILT) ALK, REEZRFERICEYTICEE S, BESHATNS
(12), HEREEWEICERE L-HREEYTOEGFRBRELAIIICEDE, GARDskin FRI7/LT) XL
[C&HHENF. BHERILEMENREREEME (UNGHS R4a 1) NEREEMENEFRIT 5,

D59 RR—=RYIT b7

14. GARDskin T—42 f##i/8\ TS5 4 »I&. GDAA EFIEND I 50 RR—ADN—2 3 VEEBY T
P2z 7ICEDNTLVS., GDAA (¥, £T— 2 DRIREN SHERIEFWEORKRAEE T, T2 HBHO
J—970—2KER5129 %, GDAAX, BRENTWVSHAFZ X (25)(26) IT>TT—2 DL
EREAET DL S ICHRET ST S,

15. AERMEERIE. EHAMZ O LERRIC (YR VFHEISEDIWT) ( 959 KR—X GDAA VI k7
IT7DTRTOEEEETTERTHENEELLY (25) (26), D=8, BEDSBRBRT—42ty +£255
HRR—ZVRTFLIZFYyTO—KL., VI Y917 CREBE " BFTI20ELAHE, COSBRBRT—4
Ty FOHBRIELEMEIL. RBREZMNIEET HH. EOWBRILEYMEL. EHSIN-REES LU
Message-Digest 7)LT 1) XA 5 (MD5) Fr v I HLAMBICELT., BEMICERCTEREAGELHBRERE
Y KT IDELNHD (27), REMBEH IV MDS F v I HLEDHEMEFRAICOVTIE. RTGD 7—F#
HHLUVHEDEESROI L, VI M7z 7OEHRNRBRS S UERANGRBROBREEXELLL. (v
Ea—%) SATLOBRHFHNLEREEZEHNT S,

FIE

16. GARDskin 7w+ 70 3 /L%, Tracking System for Alternative methods towards Regulatory
acceptance (TSAR) (28) T—HRICAFARETH D, EIEMEX T GARDskin :EZEAT HHEE. K7A G+
JLERWSZENHREEIN S, GARDskin MEREDTIELBRERLS S UFIEZ L TOERZICESH L.
GARDskin ;EDFIEDFRNIZOVWTHMERZE 1 12K T,

17. GARDskin JETI&. #tlTTIT 2 BEDERRTILEMEREZLT O, £ 1 RETIE. GARD A%
BELEEND. HREEVMEOHMESEN S/ ONIBEUN DBRILEVMEREOBRZEREEZIEET S
=&, HBESHTMEREERT 5. £ 2 BETIE. LTEZRLz GARD ANEE XAV TERIHEE
(main stimulation experiment) #EMEL T, THRAFTD=OIC RNA =083 5,

18. FRERICBALTHIIL: 3 E0AYFHREERRZERT 5, — D GARDskin FIEDERBATIL,
WM L-4EMFHNREERRZ. ) NECEEME (Thbb, #E/vvF &) BHEICHEI L THRE
LIt EYMESLUONBEZRAVNVTCERT IR —DEREEET D,

19. GARDskin @ T > FR4 > FBIFE. 37445 GARDskin GPS mRNA EsEEYD EE2L %.
NanoString nCounter f##r > X 7 L% ALV T, GARDskin GPS DEBIEFICHRIET ST O0—Th bk b
CodeSet AL TEMRT b, EHMINEEGFRELANIILDOET—42 % . GARD Data Analysis
Application (GDAA) ZRAWLVTH#H L. GARDskin FEIETILIZK > TREEBRLEYME ZREMEMELE
BREEMELIDEL SNIZHET 5,
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a2 1 AT Ml —
ANRE

5 6 GDAA

EER L UREE BERME R RNA R & U NanoString Z LY : gfﬁféﬁgggc

Qac (24 B5R) LEfFE QC RNA QC EEFEREN || Ve

. BEMYEFBAEMYE
DF A

B 1. GARDskin EDFIEORNOBMER, HAZSHTMERBRITIER 1~4 OIEREEELI DS
mY, ERBERERETER 1. 2, 4~6 OIERAEEN 54D, 3 EOMILLI=-FRBHRBROTT
%, BRTICEHLI&LSIC. TRTOT—2FEHITDOLVT GDAA ZAWTEET %, QC: &
EEEEO DV . &E{Eo

e

20. E ~ B8 B % B #E % SenzaCell # GARDskin 525, SenzaCell #ifatk(%. GARD
MOBWIELERHFATE/T-D5. SenzaGen AB* > AFARETH D, SenzaCell MBEKEI KA T7A4 X
EOH TR S, Good In Vitro Method Practices (GIVIMP) H 4 &> XXE (29) [Z# > T-136°C K& T
BRET S, SenzaCell#ifatk%E. 10% v/ivDMSO (HFEMES L— K, 99%L L) HinffatEitht CRE
7 x 108 cells/mL [TIBJEL . BRIAZRFTEET 5,

21. HEOEZWLNIE., BREETICHEMEL L TERET 5, SenzaCel fifatkE 20N BT 2155,
300~315xg. 5 %M. 2~8°C TEMI %, SenzaCel HIIE%KD A > FaR— 3 (X, 5% COH UM
MBBES T 37°C TIT 5, SenzaCell flifatkl&. #BFH L CIEIBEICITHREE IS X%, (LEYWEREIC
(THREE T L— b Z AL 5, SenzaCell #lE#%kZE. 20% (viv) 2 BRRMFE (FBS) & U 40 ng/mL
GM-CSF (FLE7LYL—FK, E>97%. TR URBE<01EUNg YA FhAY, FHE25x
108 IU/mg) ZHRMUIz- MEM/7ZILD 7t (L-OWE I VEF,. VRXOI LAV EFBLEUTHFIXIL
T REH) CHESES, EEMREAIUML, 3~4BT&I120.2x10° cells/mL DREEIZHEIT 5,
REZODRABRET 16 B LT 5, HENEIR. KRILEVERSZO-OICHBZEREET L, TOD
B, BEOMBMEBEELRHATLILSICHBRILEMERERBEHET 5, MIRZFED 12 Y )ILT
L—hrFERIF242z)LTL—MIEEL, RENEBEVILBTEEZINTNAMLE LU 2 ML ET B,
FETHRMOHIBRETT ENTEDIEEIL. HOBELPHAXDTL—rEFERALTEHKLL,
fa S M MR A 4~16 TERE L. FRIHERTHARI6~12 TEET 5,

EFBOEAEEFIES S VG ELSE

22. LEYMERBRBRORMELRBIC, RUEBEOMBORREZTM I 2LEAH DS, 5T 5 &

4 SenzaGen AB
Medicon Village

SE-223 81 Lund, Sweden
info@senzagen.com
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[Tk Y. MEATFFLCREZHFELTVDSILZHAL. RREDEEZRET I ENTES,

23. TJA—YA b A=ERWIZHEITIEHERATY TENWTht, ZERABERERAVNTERET S, =
nix. 0.5~1% (w/w) BSA (CohnLEIV) EFPBSTO02um 742 —HEZET %, £ MR CD1a,
CD14, CD34, CD54, CD80, CD86 # & U HLA-DR IZxt 3 21Z#E / 7 O—F ILintkv, BEET SR
HO—FLTAVEA TRHEBTHRELET S, JLA LAY - A IYFF LT H—k (FITC) Ei#hlk
T#H5HCD86 (BD Biosciences. #555657) . #iHLA-DR (BD Biosciences. #347400) . $1CD34 (BD
Biosciences. #555821) . #1 CD1a (Agilent Dako, #F714101-2) 8XUYDRXE/ ¥ A—F )L IgG1-
FITC (BD Biosciences. #555748) M\ &b, =HIZ, 72042 Y2 (PE) EFEAELTH
CD54 (BD Biosciences, #555511) . #1 CD14 (Agilent Dako, #R086401-2) #1i CD80 (BD Biosciences.
#340294) BEXUVRHIRE/ Y O—F )L IgG1-PE (BD Biosciences, #555749) MRS h b, L1H.
MEOEFEESWTICEIAZIELTARE DD L (P) (BD Biosciences, #556463) 50 ug/mL Z#EH9 %, 1=
2L, BEEMGFEEMMNEIISh, BEINLTONIE, AIEOREKOCEFERI—D—FFALTELL, #
B. mAoOFHLLOY FTEIT, SenzaCell Mgk ZAWVTHAEZTL. BBMRAREZRET IHEN
Hbd, MAEDOEABILX, ABHY FITCERMAEK1TEL PEEBRA1BZRAV-ZELABTITS ZENE
FLL, FEABMIEIC, H02x10°EOHMBEREARIC2EIERT S, 1 oFa~—avik AL
F-HRZEERSEL. RFRARERICERET 5,

24, TJO0—HYA rA—4 (RADOBRICEDEZRLTIEEIEIPESLUFITC ZHEAELLD) %
ALWTEHBZMTL. RIE10,00044 N> FZREFT D, TANSA F—OFERFAEICR->T. 70—H4
PA—=BY I TERIEIZTDMOEERTY I bD 7T — MNEWEERET 5, ¥—T 1 VI FIB
BIUHRERAORBENA AT —H—KBEOEELIZET 5MIZ DL TIL. GARDskin 7v 4 70O
oL (28) 2SO &,

25. BONEBRAR 2 ITRTHBREEICHERT ILENDH D, WTIALDNAFI—H—DERED
HENTHIEE. TOMBNYFZEFYERBERRICEAL TEGoANED, EALERADOREE
ZR Ol THRELY SRENH D,

&2 4AFELBIURBEOKEEE (QC) DEFE&E#

NG A—4 HREE (%)
KBNS S 7 —H—

CD86 10-40
CD54 + (>90)
HLA-DR + (>60)
CD80 <10
CD34 +(35-70)
CD14 + (5-50)
CD1a + (10-60)
EFERE

Pl f#ilE (MExt&7FER) 284.5

Ul BRI OFE (>0%) Zad, SEaRBIEMRAER T H D5 LTy, FRIA OBFE,
BIFERBRE DR E DT — XIS PREHTH 225, FRILED —FBTIT72V, SenzaCell MIlIKIT AR
—THDLIENMONTNDZD, I6 2R TRIND,
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GARD X1 DFEEE

26. GARDskin FHfli T & 12, —EDXBEHDITT 5., FEREFE (MEEEEH) X UERMEXE
(HREBRILFEMEDAE) %, MIESUTMHERSSICHNTEHIE, ERETRE. BB E L VB
B (p-7x=L>>F7 3>, PPD. CAS# 106-50-3) #. 3 BIREDTRBEBODENENTHMIT 2
EAHD,

27. GARDskin SHEEDREHA FS A4 VDHENXE (7) BLUUTD 77— X EZHOEIZEMIZETE S
hTWad &SI, FREXEZ, MR/ Y FOMSHBEFEORE. MESHITMEERS LK UERIEE
BRICH T2 MBEFERDHESL, T—48BFF7—Y 70—0ERILIZERT %,

28. PEMEXTERAY, MREEIEETMRRE S CERHMER THMAERTE 2955%THY . BRET6IHES
% GARDskin TRIETIVTHBEMEDEICHESNILELSH D, ChITEY. COFEDERFIED
WFhOBRBETHHRENEEELTWENI EEZREITHENTE D,

29. BiExtfE (PPD) A, ERIHEBRTHMERFE 845~954%THY. BRE 76 [(CHESN D
GARDskin FRIETIL.TREMEMEL LTHESNDIDENH D, Ik Y, REHICERALMELN
BEEZAL. BEMYMEBRBRICERILINDIZELERATHENTES,

WERILFYE b & USEYE DI

30. BRILFMES L UOHBEYERL., KRZFAFETFIRETOERICE->TREL. TEMHETHER
¥ 5, HBREEVESSUONBYEDORRT, MEREXRBROHXAITITS,

31. HERIEEMEEZEABREICBEL T, BEVIILRNREDR My IBRET D, AiTEN)T—
VaAVICERT AESRED—EER 3 [TTRTEN. ¥/ LTS FEEFREBRLALICHT 2 E R
THRTHAGSEEVILARELEHET 5, BT IV IILRAREZ. BEMRICANS. BRI,
BV T I)LRIRED 1000 fEDRE T DMSO [ZEfET HDOANLFEL LY, ABREAEGHERIITE. +971
HZMIRIAH HHEITIE, T 3 ITHVVEEAS, MAEMICHT 2 FROERFMEANTH LU, BE
(. MIEAZSEZSISEIEST. RESATVWSIVIILRNREETEREEYEICHESINSIOTHRITAE
EBIELY,

R IAXFED/INYT— 3 oRIZERAT S GARDskin BEBEEND—E,

LS CAS &S BEEYIILREE (%)
DMSO =299% 67-68-5 0.1
K1 - 0.1

Dol s L— |,

32. ENHEBRIEEYELRSBEVIIILRNEEZ500uM £ %, DFENALMNZ SN TULVEULEKE
IEEEMEIZDONTIE, HFICHEINZBEEORUATINGVRY ., BEMWHARE (23) IZEI<KKREV I
NEE 100 yg/mLZEZTI7AIL FELTED S,

33. BRLUEBESSUVHREBFDOTROLFREICHT HERIEEVEDRMEMLEEZ. BROBSE
BREICEIVERT S L, BETHNIL, vortex THFH—0OMER (37°C) ZAVTERICERET 5, =12
L. #REZVEDREUNENICE - TERAELDNGVWI EAERLGERICRS . BBRILEVEINRS
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T)LRIRE 500 uM TR LG WNES. BREFVEOV I IILREEN RIS BIBRERERAYT 5,

34. BERILEME L BEOFROESLVEBEVIILRNEEZZRICANAT, ERLEZBEZHANT
LMBREREDRA by I BBZEHRET 5, BFE. R IICRIBEEZRHAT D, COR MY I BRREN
BREVIILRARED 1000 ETHAHKSICHART 5, UTOHITIE. COLSIBGRA MY IBRERA LYY
BRAEES, ERIEFMEDRA YV BREAZ. BITESLIZHFRLTHG (UTOHITIER by iE
& B EMS) | HEREFMEEBRBEMIIZHMT SE LKL,

35. AbYIBRADRA LY VBERBICHBETHIEE (BEHPDIEKRE L TEDOONDZ ENS
L) . AV BERBHRDRSNAREEZHERY .

36. MERHICZAT, ERNLEHE (HRIEEZVEOBRBEUELNSFLILE) 1HHES. LICEHL
EFAMYYBERABEVRA MY BREBEAVSHFREZEWL TR, L. STICREELEY L
NMERES. HREZVES S VERBREOEAOREV TILRNREDIL TSA T VAN RN
BIZBRoND, COXILGHE. HRIURGRBENVEDELT. AMYIBBRANGTYIILADER
FROHSH, RAFRIC, REVILVRNRECEHT SFIRNEGCLIRABEFEOEANMENICZLEESh, &
AMZHERELEEE. A MY IBBRA. ANV IBBEBEBITHDRETH THELL,

M S SEER

37. MREITMMEROBEZE. THROERETHEAT S GARD ANBELFEIEN 5 HERILZWERI
DIEBEEZHRETSHLTHS, GARD ANEEZE. #HEBRILEMEDOBRHRES L UHMEENE (E564H.
CIICEREBITAFIETKRDH D) ITEDTNVTEDH S,

38. HMAM RS HTMEROERARNZ, B 2 ITTRT, ERLEBEZRAVTHRBREZMEDES
EREERL. TI74IILFOREY TILAEE 500 pM (500 pM 2 FTEIZ RS EEENEALH D) H
CIRED—EDNDRA MYV BRAREZR S, SHEREBEICILEES KU vortex = FH—DEBEMNHEES
ho, BHICLNDREEDA MY IBRAZMZASZEICKY, AMYIBRALL, —EDRENDR
by OBBEBZIRAMT S, BELOT (T 5. BEIZELT, +97% vortex = FH—xomE (37°C)
FEBELTEL, COMIC, FABEZX MY IBRBRETERT HEH EHXR) %, BETLL
BREVIIANRELGDELSICHAET S,

39. HWERILEYERED-H. BEHREOSIERIC, EUGTHIEEE (BEBREFEMER VL LNED
AMYOBROBMIZEDIFREEET D) THRREZEET DS, HRIELEVEZHAIML-RORERY T
RHEEA 0.2 x 108 cells/mL THThIEE S 4L,
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400 300 200 100 100 100 100 100

W& (uL)
HIRE (L [fhﬂ%ﬂﬁﬂ?&ﬂ%ﬂﬁwﬁ@ﬂh
A by 2V ARE (mM) @

VAI[INZY (HL) 100 100 100 100 100 400 100 400
FEH T 100
75
(990 uL) OO O OO OO
N GlolulElolclzlzia

FEFE D = L L0 (75 (1.8mL)
P VFIEE (M) ......

B2 2477 L— BT RIEENEORE & RB YL HASEFMHEBROBEOENE,
BERWV=HERIZES, APV IBRRADERER., ACNVIBBRANA MY IEBRBA
OFEH L, HRBEES JUVHEBRILEVERMORORENGTL— FEEEZTY. 8. X
RICERBHBE S UBRERRESDH S,

40. HWRILFEVESLUMBYEICRESEHREZETIL -t 2TSXAFVIRTL— FETEL.
5% COMDIMEFER T 37°C T 24 BfElA ¥ a~—+F 5%,

41. 24 BElA v FaR—F LIz, BEL-IESHROEMAERREE (BEL TOEVNESHEOMES
SHBERLIOHE) 2KHDD, 72— A rA M) —IZEDILKPI7yvEAZFERTBEEE. LTOFIEA
#EIND,

42. BT IIOMBBERRES=2070—HA A M)—HBIZHET S, 72O0—H A FAMI—
PHDE-ONEESIVEREFIEE., RE2BIZEHDNEY . KEEEHEETEHRT 5, MEZE2EEEL.
% 23 DEEEICiELy, BB AESEERE PID 501 TRET S, RPEHAATH 15 9. 2~8°C T
AoFaR— T3, HBEZH ImMLTIEERSL., BEDEXEEERIBERET S,

43. JO0—HA kXA M) —BAEMURERHTHS ) BEL2EOEFBIBHBE LV i) 2BFHDIE
FIBBREEB 5=, FERREEMRE 2 E4E5 5, BELE0FFBABRABEZRANT, SFEICYS
—FEBRFEL., —AH. 2FAERBMBABEZANT., HXIEFREZEHT S (TEs8B) . AN
1= 2:EDFFBIEEMIPER 2 I2RT,

44. PR LE-RBEEE 24 DRHKIC-TIO—HY A A —ETHHT 5,

45, Pl A DOOMIX. EHMIEOT I ZHBRETICERITE &,

46. PE/FITC O#ARIZE T 2P ERMOHIEH VT PIBHHAES LU PI EEMBAOS — 2B TE

5D, FFHBELFERMEERT S, TOE. PIBEETY— FESELU PI MY — %, PEFITC 87
D Pl 2BEHMIRXTOLMIERAT 5, FEMIZOVT PIRMEHROBSZREET 5. ChriEE
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FEROEEETHD. X 1126V, SRHOEREFRZEHT S, HRIEEVEOFREBDRE &
BIURMBIEIC, 2ERESAHOTHEZELT 5.

Rv =22 -100 (1)
Ve

ri
ri
A

Rv [FEMDEMERFE (%) THSb.
VS [FEMDEAETFER (%) THD.
VCI[E, 220 PI ZEFRFHBHAMDFRAEFE (%) THS,

47. HBELUTORECERT ILENDH S ; FRIHAER « FHETERFE 84.5%LL L. U -
FIHERMEFE 955%L L, (BEH. CIICEFLREER, ZHHDELSIURAICHFELIEHLEELES
2. FRFBEREODEGFXEEHHFTEED—HTLH D) .

48. BERILZMEDERHICHERT 5 GARD ANREZLUTOREY [TEIRT S -

) MREEEtEFERIIERECEVEE. FHENETR 845%~954% LB HRETRHNS, COIR
BT, HBRILEVEDNAFTTRASE) TADNRIESID ERBFIC, RERGERLEDLEL, B
DRENFREEZH-THE. 0%IRLEVEFEFENGONDREE GARD ANREEL LTE
R %, FREFAAD 2 DDT—2 KA 2 FORBTHMEFEDS 95.5%LL LMD 84.5%KiMEITIETT S
BEIE. EEGREGEICREZEM L -MBESHIMERZL S —ERETILENH D, EREZ
AHRET D ENTELRNESD, T—2RA 2 FRIODARTFEEIHE S LG,

i) HRERBSEOLTOERIEEME EXEFE 95.5%LL) (X, RBE 500 pM F-EESAIFRETHE
A9 %

iy AbYYBRBRAFLEIR MY VBERBICEREEOBENHY .. MRS EZTRSTVEREEZNED
Rk, thoOFFEEEERZEZ MBOBFEELEE) ZAVTYILRREZSS. &EYV T /LRRE 500 uM
[SEDITHIENTESINEINZI L FO—ILT H-OIC, BBRILEVEZHTET 2VENDH D,

EL7 -4

49. HERIEFMEDAANRENALNIGNE, AHGRI L-KRERTERIFE 3 ARELTEREY
B, cDEE, MILTHELLEREEVES S UXE CGERIEXE. BEEERE. BiEXR) 2RV
[Eh. BELGLHMH/N\Y FICHRY SR L-EEMREZANT. 3 BOANCEYNFHREAMEERT
%, SEOFRBILITLTEELTHIEREREL THEUVA, &7, HEBRIEEYE, FBELIT, ML
DA LYY BREAND, RALERTHEBOBRILEVNEZSNT 56, EORBRIELFEVEILR LIAE
[EBLTLSDTHNIE, TL— MRIZERGL., —EORLCABEFERT S, ALERTRLE DR
EEYEICELGLIBFREZERATIEEEL. RRTHEATIEBFEICHLT IEREAREENT 2LENSH
%, B3Iz, 8FEENHBREFMEL 3BEORBERALV: 3 DDERFRBROEXRZETT . FERIET
RICVEDRDDI LD H D, COBITIE., EOBBRIEFMELR CBEICERIHEFRELTWLS -
&b, MAANDEERBELVEDTHS,
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E R E R 2 ERB3
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2
BCCCBECEBEET
» (e die ey |» (eaeglie)ies)|» (e e gaees
FERIFK (FERUB = I AVEL P B R0 (JER K

3129z )T L— 2RV 3 EIREDERHMRERICH TS 8 BEOHEBRILEVES LU
BOEKXE, TC = BE{LEPE.

w

50. FRFHTOBEFIRITEE. K% 38~39 [CicH L -Mlastaf iR iR L THS, L. &
BERILFEVEICOVT 1 REDAHZRAT HIRANEL D, BEMNGFIEOBMEEZLUTITRY,

51. BERIEFMEDHARBF AN BEURBEEZRANT, BLELEOHBRILFNER v Y
BRAZRET 5, BEICIEL Tvortex S FH—0MMEk (37°C) LEDLASNEFERZEAL TELRIC
BRESED,

52. AbvYisE B ORERR, MEAEMICEEDR Y VBKRA ZMATHRAEYT S (FEOREV T
IWRERREICKD) . BEITH L Tvortex S FH—0mME (37°C) BLEDLAMSNEFEHRZERAL.
ZISEBSE D,

53. Fi-. BHEXMBELUEEREE. SUEYTIILNEEICHED LS ICHET S,

54. tEMERZEO-OH, EEHBEOKLEERIC, BULHMREE (BEBRIEEWEHR O LMEBEOX +
YO BBDORMILDFREERET D) CTHRZHEET S, HBRIEEVEZRIMLE-RORRY = LR
BEEA 0.2 x 108 cells/mL T IFMIE A S ALY,

55. BE. ELLEHADHY. BMIHD5E. LEDHEEFLFMERDEICEH SATNDES
2. AV I BB BHERATYITEERT 5L VSR LERBRNEIRBERRICLERSINDS, ATRICEH
LEER MY IBBRABEIUVR MY BRBIZEDICOTREVIOHEBRILEMESRRETL, BEV L
NBEERILFEVERE. MRRESLUVREBRERENEZSANE, FBESND,

56. TL—b+bE2TS5RAFYIETL—FETEL. 5% CO: DIEFEST 37°C T 24 Bfl«/4 > ¥
RN— F—a—éo

57. 24 BREDA o FaR—2300%. HMREEYEEEICLTICERYTAUILTEAL. 1
FhO L L EMEESEYHE RNase 7)) —DI Ay O0Fa—JIIHEL, 70— A A M) —AK
HE2MRRETHERT %,

58. A8 F2—THORHMZEZHANVTRNA Z08T 5, COEMND=SH. BUTEHMISES L=

. FIZIEL TRIzol 3EZFE (Ambion, #15596018) #. HiFEXEDFERAGBAEICK > THEAL., MlEXL Y
FEBRAT S, HEBRRESAKIE-7T0°CCUTT 1 EREEFETE S,

59. BERILEMELS SURBOZTAZNIZONT, IEDOEFBD TN T, S EHOMEARZ KRR
#ERT B, =1L, RNADBEIZEA L. & 512 NanoString nCounter Y AT LAZRAWTHHT HDIE.
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SEDFRBD TN TN, SF-HEBRHRERAHNOLEDOTRY %, TOMOHMBBRERDRERKHIZDON
Tk, FEMIFHRAHF D RNAREIMELD RNA RENLE STV DAREENH S0, 1NV I T v
THHELTRET S ((7T0°CLLTF) o

60.  CCISEFTO—HA FA MU—HBIZONTIE, BE 42~46 [CRHE SN TL 2 IS
RERERLKS. REBLUSHFIRICHES,

FHERETEDHBERE

61. PIRZELE-EMNEEFREOREEHLE LTHAL, HRLEMES LI URBNRT. K 4 IR
ENTVWLREEEELENDEFEFRGVLENERRTHD L I12T 5, BERILFYMEN, BEDH
BEEICHTREELSLBWGZGE, TRODWMIZERALTEGLEL, DEDTLMBAMINERDOHFEEE
CHTEFELLBVNEE., TNNELEERBRBROFAHIATEZEEBRL. THRAMEALEL,

RAEGFEEHHRRLE
WERLEME £ - I3 R HREE
JER it HR HEXTEFE 2 84.5%
FE T B HExTEREE 295.5%
& 4 1 B X ETEE 84.5%~95.4%
RSN FRIN I EERILEME R £ 84.5%~95.4%

500 UM F=[FRE A RE T SWEBRILFME HBAREFE284.5%
PR L T 2 FERIHON R KON IR O FFA SR VBT, IR AT AM S2 R & AP SRR oD 1 7 120
HEND7, Bt E X ORI P E OFF R R BT TRIBEERIC OB S v b,

RNA %2

62. MRNAZELH RNAZ, TROF* Y FELUVHEZAVWTEFRREANI OIS 5. RBAE
DEFESH LU/ T— 3 U TIlE, Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research, #R 2052) #{#HL 1=,

63. RNA 7> #r3iE. Iz (£, Agilent Bioanalyzer 2100 VEIZENEE (RNAREH LU RNARBREEH
5~500 ng/uL DEETRAIET H%EE) ZALT. HEEMDO RNAREZEEL. RNAREZHAINT 5. #
BRAEEENRETS2TO0LLICHS, RNA OBES L UREH NanoString DHRBIEIC—HT S0
ENHb, RBRAZOREESLIV/NYT—2 3 vIZHT=->TIX. Agilent Bioanalyzer 2100 [Z& % RNA
Integrity Number (RIN) 8.0 UELDERAMEEREHAMEALG L, ThERLCAIRZFEDRNAREREEZH
T, EMEBERNAZRIELTH &KLY,

I > R4 > FEE ; NanoString nCounter ® X 7.4 Z LV =8t F R

64. GARDskin 7 vt 4 DI Y KR4 > FAIEIEL, NanoString nCounter VAT LZFEALE=T Y KR
14 MEEK GPS TH% mRNA EET#H5H. NanoString nCounter 70 kaJLIX, H—< LY Ao 55—

(nCounter XT CodeSet BIZFRBET7 vt4A) #FEARALEN/AITVEFAE—L a3 VAT TEELIT =2
TILREMNSIEED, hABLAA KD CodeSet (GARDskin GPS DEEFERET HA4YITRXRY LA F
K7a—Jnty bT. COELDEEFH GARDskin HEREDHRER A S A4 U DHEBREXE (7) IZ8H
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INTLS) &, SenzaGen AB £ D5 A > XEHIZE D ULVT NanoString H2#9 %, nCounter XT
CodeSet BIZFHEBRT vt/ ICBAT I REXBDFERFPAZICHKS &,

65. nCounter XT CodeSet EZFHIRT v A IEEEBHFLET, nCounter h— k) v IITxdd 5T
A—J /32—y FOEE. TOAILT—20BREB. h— LIy PICEESNzTOA—T/ 2—5Y LD
HWS5—a—FDOE#%ZE. nCounter®EEZHAWWTEMRT 5, nCounter HZEDFEAHRBAEICHKS 2 &,
nCounter FENHZRLEVVEBRES SJUREE—FEFERT S &,

66. NanoString nCounter & & 7 L TE#H L7=% RNA &£#2xt L. NanoString DA T—42 771 JL.
THEOLLEENSFOEHREZELLR—42—a—FAD >k (RCC) Z7M4ILDMERSN S,

TS @G S UHRE

GARD 7— 3B 7 T r—>3 >

67. RCC 77 M4 LDEREZ. UTIZENT HL5I12. TROT—2RILE, ERIE. f#tTE GDAA Y
ThITT7TCERT S, COXSIHBRTYTOFMAEL E1—IZDUTIL, GARDskin HEGEDAERH 1
FSA4UDHRBXE (7) #5HBDZ &, GARDskin #i/\1 TS5 4 > & GDAAIFWThE, AEDLEa
—BF(Z ESAC ALEERIZH=->TEfiL =, ESAC[ZFCDY 7+ 7ABMICE>THY, 1—H—7
LYR)—THHLEDEREENTLS,

68. GDAA Y 59 FR—=RMF7 T4 —< 3> (Amazon Web Services £® Shinyapps) T#HY .
Google Chrome. Mozilla Firefox, MicrosoftEdge B ENDH T T ITTIHMNA VR b—)ILENf=4 VF2—F
v rEROAVEL—42FZ0ELT D, GDAA ~DT U ERIZIE, SenzaGen AB (www.senzagen.com)
NORGT 2 —ERLRNILEZHEREMGOT A VRFERNIVETHS 5

69. GDAA A%, GARDskin i EZ# AW -FRIERICHELRZ TR TOT— BT EEET 5, GDAA D
HEIZIX. RCC 77 A ILDRAAH., Ty TA—RFENT=& T 7 4 )LD NanoString nCounter REEED F
T v % . Counts-per-Total Counts (CPTC) (12) ZIJ U XLDERMNLER & Z D% D Batch
Adjustment by Reference Alignment (BARA) (30) IZ& 25HAMY 77 4 ILDBEIEFRIBEDERELH
%, &#%IZ. GARDskin FRI7IL T X LZRAVWTELZDRAMEZFMT S5 &ICK Y. GARDskin FiIE
TIVZE BBERIEEMEDORESENTREE 5D, GDAA BNEHET SFIBENDBERXRKE L UMD FIEE DR
FZER4ITRT,

5 SenzaGen AB

Medicon Village

SE-223 81 Lund, Sweden
info@senzagen.com
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GDAA

THlET v

EHUE
(CPTC B LV |
BARA)

NanoString ZE7(C =
YEHL L 7= QC

AN
N

AR i 5 t RCC 7 7 (/L%

GDAAIZY v 7 mr— K

9’“@}}’@}}@%&“( NanoString TR > RCC 7 IE:}I 7\/7#“—:/
T F BT = =57 7 A

v

4. ANI7ANLELVHAT 74 ILEEL GDAA 7—9 70—0DEKE, RCC = LK—
A—a—Fhov b GEGEFRBEODAET—4S) . CPTC =Counts-per-Total-Counts (RNA &F&
ENIFEHI) . BARA=Batch Adjustment by Reference Alignment (/% F#HIEE#1L)

70. GDAA IZ& 5T TIX. RCC 774/ (BEFRBLAILDET—2Z8L) &UV7/ 77—
AVI74IL GIBEIUVHERIEEMEEZHETED RCC 77 NIV ELV T T EHE=-HIZERT HHKEE
BEEL) hoHRB 2BEDIF7AILET Yy IO— KT E23RELAHD, HH. EHWEBILEMWED RCC 7
7A4IL%E,. BLCEFHERI S/ ONIZERBREB, BHEMBE L UREXBO RCC 7J7/LELHIC
DT IDENH D, hIZkY., BARA DEMHIEFIE (GARDskin REREDHEHA K54 VDHEX
E 7)) IEHRT D) L. BERBELIUBEXBOSEOMANAIGELE LY., FBEEENH I TWS
WNEID (FBFEEEDHENIBIZER) ZMT S5 ENTES,

71. T7A4NLETYTA—FTHE, £ERCCIT7A4ILIXGDAA TEBMICREF v I IND, X5
SR REEEL, BBRRAEEOHRE (T4 HREENCEHLEZIDOTHD, R S5ITRLE
L£MEBEREDOHMA. GARDskin REEEHA RS54 VOMEXZICHREHEINTWS (7). UTIZRTREE
HEEDQOWTIAMNIEES LEVERIE. Z0O®D GARD F—42 TR LA LY, GDAA (& NanoString
nCounter®ME B AREEITHE LLVWHHZEHNITTEKET S,
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# 5. NanoString nCounter®@ R EEBHBTRENDHE,

amERE HEEE

ER&AE EfRMEILX. NanoString h— b+t vy COMEIZE >0.75
MLtz s a3 nEEETRT,

B BRI, BERNRA 74 OoABERAVWTHEELR: >0.95
R2fEE LTERSND,

BHRA BRHEBRRE. BMER/ 124> T70—T POS E® <POS_E

BIEEZREENBIO—TDAEEE KT S
EIZ&YEfid 5, 7A—T POS Elx. /4 XL
NLEBATHRASNDILEFEINIREREED
BHERNRL 4 TO—TTHb,
WHEEE BEEEIX., A— )y DREDIZHEREINI-E 0.05-225

BEELRNILTHRESINDS, CDfEIX. B—FL

=B DE L NanoString /N1 TYFEAE— 3>
DEMEITIKREFT D,

'5EAHIL GARDskin iRERIE DR T A R T 4 L OMECE () 25RO L,

72. GARDskin i OJZEDRA T v TR FRATILITI) XLOBERATHY . UTO FPHET/DETEH
BT 5L 512, Ik >T GARDskin FBIETILICHT HBANT—4 b nENh b,

73. SE2 7% GARDskin @i/ N1 TS5 A4 VORBERZIZT 5. GDAA#EEIZIE, MD5S F v o ¥
LEHETZ7ILTVALEZFRALE, GET—2DREEDORENH D, MD5T7ILT Y ALIFEENE
SDANT—REMYRAH, 128 EY R T4 o H—T YU 251ET 5, ChIIBEDADITHLTEIC
BLI74 HA—TIUrEERL., 2 DOERLEZT—FAANRCHAZERT B ATHEMEIZIEH TIELY,
COT7ILITVXLOZIDESHHEHEMEIE, T—2OZLHEORIAICERTH D, FIZIE. ERXpTIcFE LT
128 EY DT A H—T) U EGERICTHELET74oHA—TIV U MERRTBHIEICKY., EmEL
EI27AILDREUHEHRTEIIENTED, ISV FN—IDY T O FOZHEEDEIZRE SN
TWBAESIZ, TOESH MD5 FxvoHLE, AVE1—ERATLOEHMNREBRS &K CERAMRER
H—’ELTEHET 5,

FBHETIN

74. GARDskin T 7L T X LlE. GDAAIZRR h&nd SYVM THY . AEBKPICEYICEE S
n, BEESNTWS, COFRTLIT)XLOHEANZREME (DV) EMER, K 2 [TRT & SI2, HERIEE
MEELURBENO LR EHEREAMICERD DV ZHEHT 5,

n
DV =b+ z wix; (2)
i=1

ZZT. nl3IZT#HD#H GE{EF. GARDskin TIX 196) . bIXEHH (SVM DYIE) . wilXEHIiDEH. X
FZEH i DERELECFRRETHD. PHETIANEDELSICEEINTWSIMNCET IEMELE A
—[ZDUL TI&E. GARDskin BRERGEDHER A FS A D DHEXEESROI & (7).

75. RIZ. 3 D2DELZDREHHD DV . GARDskin FHIETILIZCANT S, GARDskin FBIETIL
FUTDLIITEREIND :
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76. FEHL=FYDVA O L LOHRIEZMEZREMME (UNGHSES 1) IS5, FHDV A
0 RFEDHERILFEME ZFBAEMEMEIZHEET 5. GARDskin FRIETILOEXRZR 5(2RT,

— |20 | — | S

DV;_3

— | <0 | — [NS

K 5. GARDskin PHRIETILOEKXE, HEIELEMEE. 3 ADOMILI-REHILSBFOND 3
DOEMERNRESHOFHEOERIZLY 9T 5, S: BIEMEME. NS : EREMDE.

S EEEDHE

77. GARDskin (& I[CHRE SN -HFBEEZLUTICENT 5,

) IRTOMBEBERRE. RRULEEEOHBSEEIZEK LT SenzaCell #Hifad/ Ny FERAWNTE
Y5 (%2 ., Shid, MiaSETEE TRIBEROBAICERE LS,

i) HERLIZRNAGEHIITAT, £REGECEOHREECER L-MRERNSB-IDOTRITA
EFE5EL (R4) o TnlE, 3ED (A7) FRIBERBH, SB-LWBREFEVE. BEXE. Bx
BHEUERSBARICEREN S, RHIZ. GARDskin AJEEZE | \-MASHTHEERMN. Z
LTBTARTCDEGELEEEEELZRB-TLENHD (R4 .

i) AR L1=9XT®ODRNAZKAM, NanoString nCounter®REEE (X 5) DHREEICAKTINE
NHd. Chlk. 3 EO (AR EFREERHSE-LERIEFME. BEME, BEBE L UE
RFtBARICERINS,

iv) REMGSEIE. FBREE ()~(ii) AL 3ROV L REEYFHHRICEDINTIT I,

v) MRS S UREMBNZEAEN. GARDskin FRIETILIZE Y. BIEUEMES & UIEREMNY
BLELLDEINIDEN DD,

HRHEE

78. UTODIERZRET D&, HERIIROM=BIZL, ZETHEE. EELE- 3 HOXRBOEL
DHEBREREEARNLTHERZHEHT 5,
—RIEER
- HEkEES. HBRESRE. ARETELS L UERR
- FRALEHEEBRAEOSEES LUEHA
EEDEG
- HEEZOBEMAEREANIC. HEBRESAHABREICEAL TSI L +EAERZILEMESERIC
Ko TEIEL-EDiH
GDAA > X 7L DR 4 Z E 1L DEGF
- GDAA OEHMEBLZVLERTHEZ. @E0T—42 Yy F2RAVWTEREL, RELGREICES
BLI-Eniid,

BERILFYE S & USTHR
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- ##ET. NyF Ay FES. EMER, EEERIER. H1A L IUPAC £F 711X CAS &S,
SMILES F7=[ZInChla— F, B&RXOZFNUNDOHEINICERLGER Ny F. Oy +ES. B%
HRR A &)

- N RLUTIGEEARBHEE. PFERLIUAFARTEFOZOMOYELZNMEE

- BEEMPOBREETELIEIFTEE. TRELE-2BICET S50

- HE, ZUTHSATEHENICTRETHONISHE., FHYOIELEHENFERS E

- HBERIEEYEOBARICERT SFIE

- AFURELSEEORFEEESIUVUREN

- BEREEVEICHT HEE EAEROZ L

- BEBLEEVESSIUMBICHERAT AN (MATEED)

J?ﬁ&wﬁ%#
HHRatk. EEMR ID. TORFESES L UHET
- AHRTHEAT SRS (1 AT EED)
- FEARLf-7O—HYA A RN)—
- ZRSK%ﬁ’CﬁFﬁL,t}n%BotUEﬁX? h— (BT EED)
- ARRAEBRTHEAT D RNA 2Btx v . RNA ##ME#EZR T v & & U NanoString nCounter
GARDskin a—Ft v b (A& T)

AR TREDIRZE
BREBRNMNOSDRREGEEET 4 (FREENAAT—H—OBHHBOEESE L VHBEOE
X HEFE)
- WERIEEWE. EMENE. BEXNBS L UEFEBOMBEFELEEET—4
- HEREEWME. BEABE L UBEXEO NanoString nCounter REEET—42 (EBRRE. B
Rt BRERARSLUHEEE)
- EMREBESIUEEREBEOSE

Vo= T 4
HEREELZYM
- BUEBRLEEVMERECOEMERFE
- B|IRLT-GARD ALEBEDZ XM

If/;ﬁ?@f‘*ﬁﬁ

WERIEEYE RNA RH B L UXEB RNARK TAE L= RNAD&E

- FBATEERAA S VRICERLEZT74—<y MIBITHHEBRIEEVES S URBOERFRIEL
R)L (RCC 774 ILDAR) (31)(32)

- AHRBTHERBAL=GDAADN— 3 UES

- F7w7AO—FKLERCC 274D MD5 FxwiHHLE, #H9oO0—KLT- GDAA LKR—+D
MD5 F = v 4 LO—HIZET St

- REBRIEEYE. BUEMNBALIUEMRMBIZDOVWTE-REE BEAORBH-YEBLUVEHE)

- WERIEEYEONLE

- BYTHIGEE. TALUSNCEET ZMELAHIEZF DR

TARDEE

#aam
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MR- AEOEER L UME,

AEBEDRAEEMNTER LB GARD A THWS—MOHARICEAFTOREL 75 Y v o TLHEHT %,

ARE MERALFIS &R S
BARA Batch Adjustment by Reference Alignment
T—Rty FEICEEIAS/INY FHRERS T HDTILT Y XL
BLR TR EIEIREE
BSA DUMETILIIY
CD SMEREE MR/ Ny F

A TG TlE, EIFEDHIE/NY FELUTDEYIZEZT S -

 FIDERGNA FILEFEDHIE, FI=IL,

» ACERINA TINEFEDHIELICIBEL 1= DF % DA/ N FEZFS /=D
DIEFMIAD S B)IE, AEEE 3 MAELUEIZERT SI1X5. BREZEZFHD 2 #
RLAIZER L TIEE 57000,

CPTC Counts-Per-Total-Counts
RNA BHEZIEMHIET B/-0DF/ILT) XA

DB-ALM BMERRBET —IR—XHY—EZX
DC EIErN i)

DMSO CAFILALKFSR

DV RETE

YIR— FNRNOZ—T 2205 DEEAREL T

ESAC ECVAM #ZHEMEES

EURL ECVAM FUMNEMWMREBEREB LZTMtE 24—
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GARDskin BERAEED 1= D GARD Bk i%
CDTC DEHE, KIEBEENEDEZIEEIZFL ST4

GARDskin FRI7 LT X L

EEFRBEDET—ZIZETT, DV EFLHDTETINT YL, PATILTYIALADLH S
& KIZ, PHETIDALGEL TREFT S, GARDskin BEZ/LT Y X ALIESVM TH S,
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#H3& I -GARDskin IEDBERN DR,

5% AllL1.GARDskin ;EDEBERDBARB L UVEZ SN EIHREDEN,
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	1. はじめに
	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）により定義されている通り、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 (1)。皮膚感作性の原因となる主要な生物学的イベントに関しては、広く意見が一致している。皮膚感作性に伴う化学的、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、分子レベルのイニシャル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...
	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試験について記載する (2)。このTGは、UN GHS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 (1)。
	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イ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、OECDでのデータの相互受け入れにも役立つ。
	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...
	5. 皮膚感作性AOPの1つ目のキーイベント（OECD TG 442C (7)）および2つ目のキーイベント（OECD TG 442D (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. 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を誘導することが報告されている (2)。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）、サイトカインであるIL-8または一連の遺伝子（ゲノム...
	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単独の試験法で得た情報のみを用いて、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。従って、本試験ガイドラインに記載された試験法により得られたデータは、試験および評価に関する統合的アプローチ（Integrated Approaches to Testing and Assessment：IATA）の範囲内で用いた場合、皮膚感作性のAOPである別のキーイベントを対象と...
	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で定義した細区分である1Aおよび1Bに分類することはできず (1)、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区分1に分類できる場合がある。
	9. 「被験化学物質」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1、被験化学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 (15) (16)。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、試験困難化学物質（不安定など）、本ガイドラインに記載されている適用範囲に収まることが明確でない被験化...
	参考文献
	付属書1：In vitro皮膚感作性：ヒト細胞株活性化試験（h-CLAT）

	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を支援する。
	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施設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区分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化学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（被験化学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）となる被験化学物質に適用可能である。Log Kowが3.5を超える被験化学物質は、偽陰性結果をも...
	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支援することができる。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、被験化学物質曝露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...
	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管し、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。
	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。実施施設で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段階からなる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い場合もある。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...
	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、アレルゲン誘発性CD86/CD54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を、...
	13. 溶媒／媒体対照と比較して、細胞生存率（CV）が75%となる被験化学物質濃度であるCV75を求めるために、用量設定試験を実施する。CV75値は、CD86/CD54発現測定の被験化学物質曝露濃度を判断する際に用いる（段落20～24参照）。
	被験化学物質および対照物質の調製

	14. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。h-CLATの場合、被験化学物質を、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／媒体に被験化学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...
	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）の被験化学物質のストック溶液から、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（被験化学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（被験化学物質がDMSOに溶解または安定的に分散する場合）で、プレート中の最終濃度は0.2%のみで試験を行う。これに、段落15の作業用溶液に関して記載したのと同じ希釈を行う。
	被験化学物質および対照物質の適用

	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。被験化学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、揮発性の被験化学物質の蒸発、および被験化学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)。
	ヨウ化プロピジウム（PI）染色

	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）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、細...
	フローサイトメトリーによる細胞毒性測定とCV75値の算出

	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、フローサイトメータ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。
	被験化学物質および対照物質の調製

	20. 適切な溶媒／媒体（生理食塩水、培地、またはDMSO；段落14参照）を用いて、被験化学物質を溶解または安定的に分散する。まず、被験化学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化学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でストック溶液を調製する。また、ストック溶液について段落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、プレート中で1種類の最終濃度（通常4.0 μg/mL）で使用する。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ストック溶液を調製し、さらに8 μg/mLの作業用溶液にするため、培養液で...
	被験化学物質および対照物質の適用

	22. 被験化学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) 新たに被験化学物質のストック溶液と作業用溶液、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）として調製した被験化学物質お...
	細胞染色および分析

	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（DAKO、#F7143；クローン：6.5B5）、およびIgG1（DAKO、#X0927）の場合）に希釈して使用する。ここに...
	データの評価

	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：
	予測モデル

	26. CD86/CD54発現測定で、ひとつの予測（陰性または陽性）結果を得るため、独立した2回以上の測定で各被験化学物質を試験する。2回の独立した測定の2回とも、または3回の独立した測定の2回以上で、以下の条件の1つ以上を満たせば、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）に関して最初の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回認めた結果）に基づ...
	図1： h-CLATで用いられる予測モデル。

	28. h-CLATで陽性と予測された被験化学物質の場合、CD86ではEC150、CD54ではEC200の2つの効果濃度（Effective Concentrations：EC）、すなわち被験化学物質が150または200のRFIを誘導する濃度が、状況に応じて求められる。このようなEC値を、IATAなどの統合的アプローチの中で用いた場合 (4) (5) (6) (7) (8)、感作性の強度の評価に貢献する場合がある (9)。EC値を次の式により算出できる：
	許容基準
	29. h-CLATを用いる場合、次の許容基準を満たすこと (22) (27)。
	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化学物質のみにあてはまる。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、被験化学物質の最大試験濃度として用いる場合、細胞生存率が9...
	試験報告書

	31. 試験報告書には以下の情報を含む。
	参考文献
	用語の定義
	習熟度評価用の物質
	表1： h-CLATの技術的習熟度確認の立証に推奨される物質

	付属書2：In vitro皮膚感作性：
	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支援する。
	2. U-SENS™は、L’Oreal社が主導したバリデーション試験で評価され (2)、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との識別を支援するために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I...
	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施設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区分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化学物質（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...
	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支援することができる。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、被験化学物質曝露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...
	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管し、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。
	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に基づく (12)。実施施設で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。
	細胞の調製

	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 × 105 cells/mLまたは3 × 105 cells/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...
	12. 試験では、3 x 105 cells/mLまたは6 × 105 cells/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他に、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...
	被験化学物質および対照物質の調製

	13. 試験実施前に被験化学物質の溶解性を確認する。この目的のために、被験化学物質を、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／媒体に被験化学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。被験化学物質が溶媒／媒体に溶解する場合、試験用に、最終濃度0.4 mg/mLになるように被験化学物質を完全培地に溶解する。化学物質がDMSOにしか溶解しない場合は、濃度50 mg...
	14. 被験化学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、初回測定で、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含有培地のいずれかからなる溶媒／媒体で調製し、実験を行う。2回目以降の測定では、完全培地に0.4 mg/mLまたはDMSOに50 mg/mLの被験化学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...
	15. U-SENS™に用いる溶媒／媒体対照は、完全培地（被験化学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（被験化学物質が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ストック溶液（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...
	被験化学物質および対照物質の適用

	17. 段落14～16に記載の溶媒／媒体対照または作業用溶液を、調製した細胞懸濁液（段落12参照）と、1:1（v/v）で96ウェル平底プレートにて混合する。次に、処理したプレートを5% CO2存在下、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、揮発性の被験化学物質の蒸発やウェル間での被験化学物質の交差汚染を回避する (12)。
	細胞の染色

	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を、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...
	フローサイトメトリー分析

	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）および顆粒含有量（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...
	データおよび報告
	データの評価

	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%を示す被験化学物質濃度（30%細胞毒性）。EC150値、具体的には、CD86の刺激指数（S.I.）が150%を示す被験化学物質濃度。
	予測モデル

	21. CD86発現測定では、被験化学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（陰性または陽性）を得る。
	図1： U-SENS™に用いられる予測モデル。U-SENS™による予測は、IATAの枠組みの中で、また、段落4の条項および「はじめに」の段落7、8および9に従って検討すること。
	許容基準


	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)。
	試験報告書

	23. 試験報告書には以下の情報を含む。
	参考文献
	用語の定義
	習熟度評価用の物質
	表1： U-SENS™の習熟度確認の立証に推奨される物質

	付属書3：In vitro皮膚感作性：インターロイキン-8レポーター遺伝子アッセイ（IL-8 Lucアッセイ）
	最初に考慮すべき事項および限界


	1. 細胞表面マーカーの発現を解析するアッセイとは異なり、IL-8 Lucアッセイは、樹状細胞（DC）が活性化すると生じるサイトカインであるIL-8発現の変化を定量する (1) (2)。THP-1由来IL-8レポーター細胞株（ヒト急性単球性白血病細胞株であるTHP-1から樹立したTHP-G8）を感作性物質に曝露させ、IL-8発現を測定する (2) (3) (4)。ここで、ルシフェラーゼの発現を用いて、皮膚感作性物質と非感作性物質の識別を支援する。2023年に、固有の生存マーカーを用いた細胞毒性の評...
	2. IL-8 Luc法は、日本動物実験代替法評価センター（JaCVAM）、経済産業省（METI）および日本動物実験代替法学会（JSAAE）が実施したバリデーション試験で評価されたのち (5)、JaCVAMおよび厚生労働省（MHLW）の主導の下に、代替試験法国際協力（ICATM）の支援を得て、独立したピアレビューを受けた (6)。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すると、IL-8 Lucアッセイは、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...
	3. IL-8 Lucアッセイは、細胞培養とルシフェラーゼ測定の経験がある施設への技術移管が可能であることが確認されている。施設内再現性および施設間再現性はそれぞれ、87.7%および87.5%であった (5)。バリデーション試験 (5) および他の公表論文 (3) (4) (8) のデータは、LLNAと比較したIL-8 Lucアッセイの性能を示している。このような試験で、IL-8 Lucアッセイは化学物質143種中130種を陽性または陰性、13種を確定的でないと判定した。皮膚感作性物質（UN GH...
	4. IL-8 Lucアッセイでの偽陰性の予測は、皮膚感作性が高い化学物質（UN GHS細区分1A）よりも、皮膚感作性が低い／中等度の化学物質（UN GHS細区分1B）に認められる可能性が高い (3) (4) (8)。総合すると、上記情報は、IL-8 Lucアッセイが皮膚感作性を識別するのに有用であることを示している。IL-8 Lucアッセイは、IATAに基づく他の情報を併用し、「はじめに」の段落7および8の条項に従って検討されるべきであることから、IL-8 Lucアッセイを単独の試験法として算出...
	5. 現在入手可能なデータによると、IL-8 Lucアッセイは、さまざまな有機官能基、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）、物理化学的特性にまたがる被験化学物質に適用可能であることが示されている (3) (4) (5)。IL-8 Lucアッセイはまた、多成分物質および混合物の試験に技術的に適用可能である。しかし、X-VIVOTM 15に20 mg/mLで完全に溶解しない混合物が非感作物質とされた場合、他の化学物質の毒性の陰に隠れていた感作性物質があるかもしれない。混合...
	6. バリデーション試験で、無水物の偽陰性率が高かった。さらに、細胞株の代謝能が低い (9) ことや実験条件から、プロハプテン（代謝活性化を要する物質）およびプレハプテン（空気酸化により活性化される物質）が、IL-8 Lucアッセイ陰性結果を示す場合がある。ただし、プレ／プロハプテンと考えられる場合、陰性結果を慎重に解釈する必要があるものの、IL-8 Lucアッセイは、IL-8 Lucアッセイデータセットにあるプレハプテン11種中11種、プロハプテン6種中6種、プレ／プロハプテン8種中5種を正しく...
	7. 上記の通り、IL-8 Lucアッセイは、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を支援することができる。別の情報源と併用した場合に、IL-8 Lucアッセイの成績が強度評価に貢献しうるかどうかを明らかにするには、ヒトデータに基づいた一層の研究が必要である。
	8. 用語の定義および略語を表1および補遺Iに示す。
	試験の概要

	9. IL-8 Lucアッセイは、アメリカ培養コレクション（米国バージニア州マナッサス）から得たヒト単球性白血病細胞株THP-1を利用している。この細胞株を用いて、東北大学医学部皮膚科は、THP-1由来IL-8レポーター細胞株であるTHP-G8を樹立した。これは、Stable Luciferase Orange （SLO）およびStable Luciferase Red（SLR）からなるルシフェラーゼ遺伝子をそれぞれ、IL-8プロモータおよびグリセルアルデヒド3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH...
	10. THP-G8細胞を、被験化学物質で16時間処理したあと、IL-8プロモータ活性を示すSLOルシフェラーゼ活性（SLO-LA）と、GAPDHプロモータ活性を示すSLRルシフェラーゼ活性（SLR-LA）を測定する。略語を把握しやすくするため、SLO-LAをIL8LA、SLR-LAをGAPLAと名付ける。表1に、IL-8 Lucアッセイにおけるルシフェラーゼ活性にまつわる用語を説明する。測定値を用いて、次のものを算出する。IL8LAとGAPLAの比で求められる正規化IL8LA（nIL8LA）；被...
	表1.IL-8 Lucアッセイのルシフェラーゼ活性の用語の説明
	習熟度の立証

	11. 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 (19) に準拠して補遺III収載の習熟度確認用の9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、反応性のチェックと、陽性対照および溶媒／媒体対照により得られたデータの背景データベースを保管し、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。
	手順

	12. IL-8 Lucアッセイの標準操作手順（SOP）を利用できる。試験を実施する際にはこれを採用する必要がある (5)。本試験を実施する施設は、OECDテンプレートの条件に従って物質移動合意書（MTA）に署名することにより、Tottori Bioscience Promotion Organization（鳥取県）から遺伝子組換えTHP-G8細胞株を入手することができる。この下の段落に、IL-8 Lucアッセイの主要構成要素と手順を記載する。
	細胞の調製

	13. THP-G8細胞株を、IL-8 Lucアッセイの実施に使用する（段落9および12参照）。受領したら、細胞を増殖して（2～4代）、均質ストック細胞として凍結保存する。このストック細胞を、最大12代まで、または6週間までにわたり増殖することができる。増殖に用いる培地は、10%ウシ胎児血清（FBS）、抗生物質／抗真菌物質溶液（100 U/mLペニシリン-G、100 µg/mLストレプトマイシンおよび0.25 µg/mLアムホテリシンB含有0.85%生理食塩水）（GIBCO Cat# 15240-...
	14. 試験に使用する前に、反応性のチェックを行い、適正であることを判断する。反応性のチェックは、解凍後1～2週間または2～4代を経たのち、陽性対照である4-ニトロベンジルブロミド（4-NBB）（CAS：100-11-8、純度99%）および陰性対照である乳酸（CAS：50-21-5、純度85%以上）を用いて実施する。4-NBBがInd-IL8LA陽性反応（≥ 1.4）、一方、乳酸がInd-IL8LA陰性反応（< 1.4）を示す必要がある。この条件を満たさない場合は、新しい凍結保存バイアルを使用する...
	15. 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。
	被験化学物質および対照物質の調製

	16. 被験化学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、市販されている無血清培地であるX-VIVO1 15（Lonza0F2、04-418Q）に、最終濃度20 mg/mLになるよう被験化学物質を溶解する。マイクロ遠心チューブに入れた被験化学物質20 mgにX-VIVO1 15を加えて（化学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。それでも固体の化学物質が溶解し...
	17. 最初の試験測定は、細胞毒性濃度を特定し、化学物質の皮膚感作性の可能性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、被験化学物質のX-VIVO1 15ストック溶液の2倍希釈系列を、X-VIVO1 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-VIVO1 15に可溶性の被験化学物質の場合、被験化学物質の最終濃度は0.002～...
	18. この後の試験測定では（第2、3および4回）、X-VIVO1 15ストック溶液を、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-VIVO1 15ストック溶液を、最初の測定の最高濃度で作成する。最初の測定のストック溶液濃度をCV05（X）希釈倍率（CV05（X）希釈倍率；ストック溶液を希釈してCV05にするのに必要な希釈倍率）で割って...
	19. X-VIVOTM 15の第2のストック溶液の希釈系列を、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。各被験化学物質の濃度ごとに4ウェルを試験する。次に、試料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。
	20. 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。
	21. 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。4-NBBはX-VIVOTM 15に20 mg/mLでは完全には溶解しないため（段落16を参照）、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...
	22. 推奨される陰性対照は乳酸である。20 mgの乳酸を、1.5 mL用マイクロ遠心チューブに入れ、X-VIVO1 15を1 mLになるまで加える（20 mg/mL）。20 mg/mLの乳酸溶液をX-VIVO1 15を用いて5倍に希釈し（4 mg/mL）；この4 mg/mL乳酸溶液500 μLを96ウェルプレートのウェルのひとつに入れる。この溶液を、X-VIVO1 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つの溶液50 μLと溶媒対照（...
	23. 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。
	24. 被験化学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、揮発性の被験化学物質の蒸発、および被験化学物質によるウェル間の交差汚染を回避する。
	25. 陽性または陰性の結果を得るのに、被験化学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）。各測定は別の日に実施し、新鮮な被験化学物質X-VIVO1 15ストック溶液と、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

	26. 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、ルミノメータは試験ごとに校正する必要がある。橙色および赤色を発光する遺伝子組換えルシフェラーゼを校正に使用する。
	27. 事前に温めたTripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）100 µLを、化学物質あり、または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応じて別の設定を用いる場合には、その妥当性を示す必要がある。
	28. 各濃度でのパラメータを、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。
	29. 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。
	データおよび報告
	データの評価

	30. IL-8 Lucアッセイの各測定における陽性／陰性判定の基準は以下の通り：
	予測モデル

	31. 第1回、第2回、第3回および第4回の測定のうち、陽性結果を2回認めた被験化学物質を陽性と判断し、第1回、第2回、第3回および第4回の測定のうち、陰性結果を3回認めた被験化学物質を陰性と考えられると判断する（表2）。陰性と考えられる被験化学物質のうち、X-VIVO1 15に20 mg/mLで溶解するものを陰性と判定する。被験化学物質がX-VIVO1 15に20 mg/mLで溶解しないか、溶解性や混和性の程度に関して不確実の理由がある場合、Inh-GAPLAが0.8未満の被験化学物質を陰性と判...
	表2.陽性ないし陰性と考えられると特定する基準
	図1.最終判断のための予測モデル
	許容基準

	32. IL-8 Lucアッセイを用いる場合、次の許容基準を満たすこと：● 各測定で、陽性対照である4-NBBのひとつ以上の濃度でInd-IL8LAが5.0を上回る必要がある。
	試験報告書

	33. 試験報告書には以下の情報を含める。
	参考文献
	用語の定義
	透過係数を求めるための材料と方法
	装置の品質管理
	習熟度評価用の物質
	表1：IL-8 Lucアッセイの習熟度確認の立証に推奨される物質

	指標および判断基準

	nIL8LA（nSLO-LA）
	Ind-IL8LA（FInSLO-LA）
	IL-8 LUCアッセイ用に化学物質を溶解する方法
	IL-8 Lucアッセイの陽性対照用に4-NBBを溶解する方法

	付属書4：In Vitro皮膚感作性：皮膚感作性の評価（GARD™skin）に関するゲノムアレルゲン迅速検出（GARD™）
	最初に考慮すべき事項および限界


	1. GARDTMskin法は、皮膚感作性物質に関する有害性の有無（すなわち、UN GHS区分1か非感作性物質か）を識別する。この方法は、骨髄性白血病細胞株MUTZ-3 (3) (4) (5) のサブクローンであるSenzaCellTM細胞株 (1) (2) を被験化学物質に曝露させ、GARDskinゲノム予測シグネチャ（GPS）と呼ばれるエンドポイント特異的ゲノムバイオマーカーシグネチャの転写パターンを評価する。
	2. 十分に特性が明らかにされている一群の皮膚感作性物質（UN GHS区分1）（N=20）および非感作性物質（N=20）に代替ヒトDC様SenzaCell細胞株を曝露させて、ディスカバリーデータセットのゲノムワイドデータ駆動型解析により、GARDskin GPS（196遺伝子）を特定した (6)。OECD AOPのKE3に記載されているように、GPSは、生体異物認識、免疫学的危険信号の発生、DC活性化に関連するメカニズムイベントをモニタリングすることができる。なお、GARDskin GPSに関連す...
	3. GARDskin法は、SenzaGen ABが主導したバリデーション試験で評価され (13) (14)、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を受けた (15)。入手可能な証拠のすべてを検討したところ、GARDskin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との識別を支援するためにIATAの一環として用いることが推奨されている。
	4. GARD Data Analysis Application（GDAA）にホストされ、GARDskin試験法の試験ガイドラインの補足文書 (7) に記載されているように、ESACは、リングトライアルで得たデータのレビューに加えて、GARDskin解析パイプライン全体とそのバイオインフォマティクスコンポーネントについても詳細なレビューを実施している。ESACは、トレーニングデータセットの予測アルゴリズムを再現することができたほか、生データから被験化学物質の最終分類までのすべてのステップを検証し...
	5. フローサイトメトリーやRNA抽出を含む通常の細胞培養技術と分子生物学的手法に熟練していれば、GARDskinは、未実施施設への技術移管が可能であることが実証されている（被験化学物質N=28）。バリデーションのリングトライアルで得られたGARDskinの施設内再現精度（WLR）のレベルは、欠測データポイント1F3 の一致も考慮した場合は78.6～89.2%、欠測データポイントを除外した場合は82.1～88.9%であった。同様に、施設間再現精度（BLR）の推定値は、欠測データポイントの一致も考慮...
	6. ESACが要約して提示したヒト (16) およびLLNA (17) のデータソースを組み込んだ重要度のエビデンス (15) を用いて、専門家の判断に基づいた分類基準データセットと比較した場合、バリデーション試験 (13) (14) で得られた結果は全体として、皮膚感作性物質（すなわちUN GHS区分1）と非感作性物質との識別に関して正確度91.7%（N=28）、感度92.4%（N=19）、特異度90.1%（N=9）であった。バランス正確度は91.2%であった。GARDskinのトレーニングデ...
	7. GARDskin法を提案した後、OECDは皮膚感作性の確定方式に関するガイドラインを発表した (18)。これにより、LLNAおよびヒトのキュレーションされた参照データを含む化学物質の拡張データセットが公表された (19)。このキュレーションされた参照データを考慮に入れ、バリデーション試験 (13) (14) やその他の公表されている試験 (20) から得たGARDskinのデータを用いてGARDskinの予測性能を算出した。試験法開発中に使用した化学物質と重複する被験化学物質を含める場合と除...
	表1A. LLNAまたはヒトの参照データと比較したGARDskinの性能 (19)。計算には、試験法の開発中に使用した化学物質と重複する被験化学物質を含む。
	表1B. LLNAまたはヒトの参照データと比較したGARDskinの性能 (19)。計算には、試験法の開発中に使用した化学物質と重複する被験化学物質は含まない。

	8. 総合すると、上記情報はGARDskinが皮膚感作性の有害性を識別するのに有用であることを示している。ただし、この試験法は、IATAに基づく他の情報を併用し、「はじめに」の段落7および8の条項に従って検討する必要がある。
	9. この方法の既知の限界は主に、溶解性の問題、溶媒ならびに水性細胞系との適合性に関連する。また、自家蛍光被験化学物質がフローサイトメトリーに基づく細胞毒性評価に悪影響を及ぼす可能性がある。既知の限界を、考えられる回避策とともに補遺IIに記載する。GARDskin法は、有機官能基、反応メカニズム、皮膚感作性の強度、物理化学的特性がさまざまな被験化学物質に適用可能であることが示されている (12) (14) (20)。現在入手可能なデータによれば、適用範囲から除外される特定のクラスやタイプの化学物質...
	10. 単一成分化学物質の評価に関して、GARDskin法をバリデートした。バリデーション試験で評価されていないものの、本試験法は、多成分物質および混合物の試験に技術的に適用可能である (20) (23)。用語の定義を補遺Iに示す。
	実施施設習熟度の実証

	11. GARDskinを日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、この試験法の実施における技術的習熟度を実証すること。習熟度は、補遺IIIに記載された、感作性かどうかがわかっている規定の習熟度確認化学物質群を試験することによって実証する。この試験では試験系の応答性も確認する。習熟度確認化学物質の試験は、本稿に記載された手順を完全に遵守して実施し、結果が補遺IIIに記載された区分に一致している必要がある。習熟度確認化学物質で得たデータの過去のデータベースを試験施設で保管し、試験法の再現性を経時的に確認する。
	試験法の原理

	12. GARDskin法では、骨髄性白血病細胞株MUTZ-3のサブクローンであるSenzaCell株をDCのin vitro代替モデルとして利用する。被験化学物質固有の曝露濃度で24時間にわたり被験化学物質に曝露したあと、分析の定量可能な測定値として、GARDskin GPSの遺伝子発現レベルを得る。これは、曝露細胞培養物から分離した総RNAの測定値に基づいて、NanoString nCounter®システムを用いて評価する。
	13. この高次元データを、サポートベクターマシン（SVM）予測アルゴリズムをホストしているGDAA (24) を用いて分析する。このアルゴリズムは、検査法開発中に適切に学習され、固定されている (12)。被験化学物質に曝露した細胞培養物中の遺伝子発現レベルに基づき、GARDskin予測アルゴリズムによる出力は、各被験化学物質が皮膚感作性物質（UN GHS区分1）か非感作性物質かを予測する。
	クラウドベースソフトウェア

	14. GARDskinデータ解析パイプラインは、GDAAと呼ばれるクラウドベースのバージョン管理ソフトウェアに基づいている。GDAAは、生データの前処理から被験化学物質の最終分類まで、データ解析のワークフロー全体を容易にする。GDAAは、公表されているガイダンス (25) (26) に従ってデータの完全性を保証するように設計されている。
	15. 試験施設は、定期的ないし使用前に（リスク評価に基づいて）、クラウドベースGDAAソフトウェアのすべての機能を確認することが望ましい (25) (26)。このため、過去の参照試験データセットをクラウドベースシステムにアップロードし、ソフトウェアで処理／解析する必要がある。この参照試験データセットの被験化学物質は、試験施設が指定するが、どの被験化学物質も、生成された決定値およびMessage-Digestアルゴリズム5（MD5）チェックサム値に関して、経時的に正確で再現可能な試験結果を生成する...
	手順

	16. GARDskinアッセイプロトコルは、Tracking System for Alternative methods towards Regulatory acceptance（TSAR）(28) で一般に入手可能である。実施施設でGARDskin法を導入する場合、本プロトコルを用いることが推奨される。GARDskin試験法の主要な構成要素および手順を以下の段落に記載し、GARDskin法の手順の流れについて概要図を図1に示す。
	17. GARDskin法では、続けて行う2種類の実験で化学物質曝露を行う。第1段階では、GARD入力濃度と呼ばれる、被験化学物質の細胞毒性から得られる適切かつ被験化学物質固有の曝露濃度を特定するため、細胞毒性評価実験を実施する。第2段階では、上で定義したGARD入力濃度を用いて主刺激実験（main stimulation experiment）を実施して、下流分析のためにRNAを分離する。
	18. 主刺激に関して独立した3回の生物学的反復実験を実施する。このGARDskin手順の説明では、独立した生物学的反復実験を、i) 別個の培養細胞（すなわち、細胞バッチ）および ii) 別個に独立して調製した被験化学物質および対照を用いて実施する同一の実験と定義する。
	19. GARDskinのエンドポイント測定、すなわちGARDskin GPS mRNA転写産物の定量化を、NanoString nCounter解析システムを用いて、GARDskin GPSの遺伝子に対応するプローブからなるCodeSetを使用して実施する。生成された遺伝子発現レベルの生データを、GARD Data Analysis Application（GDAA）を用いて分析し、GARDskin予測モデルによって各被験化学物質を感作性物質か非感作性物質かのどちらかに分類する。
	図1. GARDskin法の手順の流れの概要図。細胞毒性評価実験は要素1～4の順次組合せからなり、主刺激実験は要素1、2、4～6の順次組合せからなる。3回の独立した主刺激実験の完了後、要素7に記載したように、すべてのデータ解析についてGDAAを用いて実施する。QC：品質管理。DV：決定値。
	細胞


	20. ヒト骨髄性白血病由来細胞株SenzaCellをGARDskin法に用いる。SenzaCell細胞株は、GARD技術の適正な使用許可を得たのち、SenzaGen AB2F4から入手可能である。SenzaCell細胞株はドライアイス詰めで提供され、Good In Vitro Method Practices（GIVIMP）ガイダンス文書 (29) に従って-136 C未満で保管する。SenzaCell細胞株を、10% v/v DMSO（分子生物学グレード、99%以上）添加細胞培地中で濃度7 ×...
	21. 細胞の扱いは、無菌条件下に抗生物質なしで実施する。SenzaCell細胞株を遠心分離する場合は、300～315 xg、5分間、2～8 Cで実施する。SenzaCell細胞株のインキュベーションは、5% CO2および加湿雰囲気下37 Cで行う。SenzaCell細胞株は、維持および増殖には細胞培養フラスコを、化学物質曝露には細胞培養プレートを用いる。SenzaCell細胞株を、20%（v/v）ウシ胎児血清（FBS）および40 ng/mL GM-CSF（プレミアムグレード、純度 > 97%、エ...
	表現型の品質管理手順および許容基準

	22. 化学物質曝露実験の実施と同日に、未処理の細胞の表現型を評価する必要がある。こうすることにより、細胞が不活化状態を維持していることを確認し、表現型の変異を検出することができる。
	23. フローサイトメータ分析における洗浄ステップはいずれも、洗浄用緩衝液を用いて実施する。これは、0.5～1%（w/w）BSA（Cohn分画V）含有PBSで0.2 μmフィルター滅菌を要する。ヒト抗原CD1a、CD14、CD34、CD54、CD80、CD86およびHLA-DRに対する標識モノクローナル抗体や、関連するポリクローナルアイソタイプ対照で細胞を染色する。フルオレセイン・イソチオシアネート（FITC）標識抗体である抗CD86（BD Biosciences、#555657）、抗HLA-DR...
	24. フローサイトメータ（抗体の選択に基づき該当する場合はPEおよびFITCを検出可能なもの）を用いて試料を分析し、最低10,000イベントを記録する。プロバイダーの使用説明書に従って、フローサイトメータソフトウェアまたはその他の関連解析ソフトウェアでゲート解析を実施する。ゲーティング手順および細胞表面の表現型バイオマーカー発現の定量化に関する詳細については、GARDskinアッセイプロトコル (28) を参照のこと。
	25. 得られた結果が表2に示す許容基準に適合する必要がある。いずれかのバイオマーカーが規定の範囲外である場合、その細胞バッチを化学物質曝露実験に使用してはならないほか、使用した抗体の特性を別の評価で検証する必要がある。
	表2. 生存率および表現型の品質管理（QC）の許容基準
	GARD対照の許容基準

	26. GARDskin評価ごとに、一連の対照を分析する。非刺激対照（細胞培養培地）および陰性対照（被験化学物質の溶媒）を、細胞毒性評価実験ごとに分析すること。非刺激対照、陰性対照および陽性対照（p-フェニレンジアミン、PPD、CAS# 106-50-3）を、3回反復の主刺激実験のそれぞれで分析する必要がある。
	27. GARDskin試験法の試験ガイドラインの補足文書 (7) および以下のデータ解析の項に詳細に記載されているように、非刺激対照を、細胞バッチの絶対細胞生存率の測定、細胞毒性評価実験および主刺激実験における相対細胞生存率の計算や、データ解析ワークフローの正規化に使用する。
	28. 陰性対照が、細胞毒性評価実験および主刺激実験で相対生存率 ≥ 95.5%であり、段落76に規定されるGARDskin予測モデルで非感作性物質に分類される必要がある。これにより、この方法の実験手順のいずれの段階でも細胞が活性化していないことを検証することができる。
	29. 陽性対照（PPD）が、主刺激実験で相対生存率84.5～95.4%であり、段落76に規定されるGARDskin予測モデルで感作性物質として分類される必要がある。これにより、実験中に使用した細胞が応答性を有し、感作性物質曝露時に活性化されることを実証することができる。
	被験化学物質および対照物質の調製

	30. 被験化学物質および対照物質は、試験委託者または供給元の指示に従って保管し、安定性を確保する。被験化学物質および対照物質の調製は、細胞曝露実験の当日に行う。
	31. 被験化学物質を適合溶媒に溶解して、目標ウェル内濃度のストック溶液とする。分析法バリデーションに使用する適合溶媒の一覧を表3に示すほか、ゲノムワイド遺伝子発現レベルに対する影響が検出不能である最高目標ウェル内濃度も記載する。対応するウェル内濃度を、陰性対照に用いる。陽性対照は、目標ウェル内濃度の1000倍の濃度でDMSOに溶解するのが望ましい。試験法適合性を実証でき、十分な科学的根拠がある場合には、表3にない溶媒や、細胞培地に対する溶液の直接添加を用いてもよい。溶媒は、細胞毒性を引き起こさず...
	表3.本方法のバリデーション中に使用するGARDskin適合溶媒の一覧。

	32. どの被験化学物質も最高目標ウェル内濃度を500 μMとする。分子量が明らかにされていない被験化学物質については、特に推奨される濃度の根拠が示されない限り、経験的研究 (23) に基づく最高ウェル内濃度100 μg/mLをデフォルトとして定める。
	33. 選択した溶媒および細胞培地中の下流の全希釈液に対する被験化学物質の溶解性を、溶液の目視検査により確認すること。必要であれば、vortexミキサーや加熱（37 C）を用いて完全に溶解する。ただし、被験化学物質の安定性がそれによって損なわれないことが確実な場合に限る。被験化学物質が最高ウェル内濃度500 μMで溶解しない場合、被験化学物質のウェル内濃度が最も高くなる溶媒を使用する。
	34. 被験化学物質と溶媒の希釈効果および目標ウェル内濃度を考慮に入れて、選択した溶媒を用いてしかるべき濃度のストック溶液を調製する。通常、表3に示す溶媒を検討する。このストック溶液濃度が目標ウェル内濃度の1000倍であるように調製する。以下の例では、このようなストック溶液をストック溶液Aと呼ぶ。被験化学物質のストック溶液Aを、培地でさらに希釈してから（以下の例ではストック溶液Bと呼ぶ）、被験化学物質を培養細胞に添加するとよい。
	35. ストック溶液Aがストック溶液Bに難溶性である場合（培地中の沈殿として認められることが多い）、ストック溶液B中の最高可溶濃度を使用する。
	36. 科学的に妥当で、実際的な利益（被験化学物質の溶解性が高まるなど）がある場合、上に記載したストック溶液Aおよびストック溶液Bを用いる希釈法を省略してよい。ただし、ここに記載したウェル内細胞濃度や、被験化学物質および使用溶媒の両方の最高ウェル内濃度のコンプライアンスが保たれる場合に限られる。このような場合、許容可能な代替法のひとつとして、ストック溶液Aからウェルへの直接希釈がある。同様に、最高ウェル内濃度に関する制限が異なる代替溶媒の使用が科学的に妥当とされ、適合性を確認した場合、ストック溶液...
	細胞毒性評価実験

	37. 細胞毒性評価実験の目標は、下流の主刺激で使用するGARD入力濃度と呼ばれる被験化学物質別の曝露濃度を規定することである。GARD入力濃度を、被験化学物質の溶解性および細胞毒性（どちらも、ここに記載する手順で求める）に基づいて定める。
	38. 典型的な細胞毒性評価実験の模式図を、図2に示す。選択した溶媒を用いて被験化学物質の連続希釈を実施し、デフォルトの最高ウェル内濃度500 μM（500 µMを下回る最高可溶濃度の場合もある）から始まる一連のストック溶液A濃度を得る。各希釈段階間には混合およびvortexミキサーの実施が推奨される。培地にしかるべき量のストック溶液Aを加えることにより、ストック溶液Aから、一連の濃度のストック溶液Bを調製する。溶解しやすくするため、必要に応じて、十分なvortexミキサーや加熱（37 C）を実施...
	39. 被験化学物質曝露のため、培養細胞の分割直後に、適切な細胞濃度（被験化学物質ないし対照のストック溶液の添加による希釈を考慮する）で細胞を播種する。被験化学物質を添加した後の最終ウェル内細胞濃度が0.2 x 106 cells/mLでなければならない。
	図2. 24ウェルプレートにおける化学物質の調製と典型的な細胞毒性評価実験の播種の模式図。培地を用いた希釈による、ストック溶液Aの連続希釈、ストック溶液Aからストック溶液Bへの変換と、細胞播種および被験化学物質添加の後の典型的なプレート配置を示す。なお、各実験に非刺激対照および陰性対照を含める。

	40. 被験化学物質および対照物質に曝露させた細胞培養プレートをプラスチック製プレート蓋で覆い、5% CO2の加湿雰囲気下37 Cで24時間インキュベートする。
	41. 24時間インキュベートした後、曝露した培養細胞の相対生存率（曝露していない培養細胞の絶対生存率との比較）を求める。フローサイトメトリーに基づくPIアッセイを使用する場合は、以下の手順が推奨される。
	42. 各ウェルの細胞懸濁液をふたつのフローサイトメトリー試料に分割する。フローサイトメトリー分析のための染色および洗浄手順を、段落23に記載の通り、洗浄緩衝液で実施する。細胞を2回洗浄し、段落23の記載に従い、各試料を洗浄緩衝液とPIの50:1で染色する。試料を暗所で約15分間、2～8 Cでインキュベートする。細胞を約1 mLで1回洗浄し、適量の洗浄緩衝液に再懸濁する。
	43. フローサイトメトリー用技術的反復試料である i) 無染色の非刺激対照試料および ii) 染色済みの非刺激対照試料を得るため、非刺激培養細胞2連を要する。無染色の非刺激対照試料を用いて、分析時にゲートを設定し、一方、染色済み非刺激対照試料を用いて、相対生存率を算出する（下記参照）。組み入れた2連の非刺激培養細胞を図2に示す。
	44. 調製した試料を段落24の記載に従ってフローサイトメータで分析する。
	45. PI染色試料の分析は、死細胞やデブリを排除せずに実施すること。
	46. PE/FITCの散布図における細胞集団の輪郭を描いてPI陽性細胞およびPI陰性細胞のゲートを設定するのに、非刺激無染色試料を使用する。その後、PI陽性ゲートおよびPI陰性ゲートを、PE/FITC散布図のPI染色試料すべての分析に適用する。各試料についてPI陰性細胞の割合を記録する。これが絶対生存率の推定値である。式1に従い、各試料の相対生存率を算出する。被験化学物質の希釈範囲の濃度ごとおよび対照ごとに、2回反復試料の平均値を算出する。
	47. 対照は以下の基準に合格する必要がある；非刺激対照：平均絶対生存率 84.5%以上、陰性対照：平均相対生存率 95.5%以上。（なお、ここに挙げた基準は、主刺激の項および表4に詳しく記載したように、主刺激実験後の生存率管理許容基準の一部でもある）。
	48. 被験化学物質の主刺激に使用するGARD入力濃度を以下の通りに選択する：
	主刺激

	49. 被験化学物質の入力濃度が明らかになれば、有効な独立した実験で主刺激を3回反復して実施する。このとき、独立して調製した被験化学物質および対照（非刺激対照、陰性対照、陽性対照）を用いるほか、異なる細胞バッチに由来する独立した培養細胞を用いて、3回の有効な生物学的反復試料を作成する。3回の主刺激は並行して実施しても順次実施してもよいが、必ず、被験化学物質、対照ともに、独立のストック溶液を用いる。同じ実験で複数の被験化学物質を分析する場合、どの被験化学物質も同じ溶媒に溶解しているのであれば、プレー...
	図3.12ウェルプレートを用いた3回反復の主刺激実験における8種類の被験化学物質および対照の模式図。TC = 被験化学物質。
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	69. GDAAが、GARDskin法を用いた予測生成に必要なすべてのデータ解析を実施する。GDAAの機能には、RCCファイルの読み込み、アップロードされた各ファイルのNanoString nCounter品質管理のチェック、Counts-per-Total Counts（CPTC）(12) アルゴリズムの段階的な適用とその後のBatch Adjustment by Reference Alignment （BARA）(30) による読み取りファイルの遺伝子発現値の正規化がある。最後に、GARDs...
	図4. 入力ファイルおよび出力ファイルを含むGDAAワークフローの模式図。RCC = レポーターコードカウント（遺伝子発現の生データ）、CPTC = Counts-per-Total-Counts（RNA含有量の正規化）、BARA=Batch Adjustment by Reference Alignment（バッチ補正正規化）

	70. GDAAによる解析では、RCCファイル（遺伝子発現レベルの生データを含む）およびアノテーションファイル（対照および被験化学物質を特定のRCCファイルにマッピングするために使用する試料情報を含む）からなる2種類のファイルをアップロードする必要がある。なお、各被験化学物質のRCCファイルを、同じ主刺激実験から得られた非刺激対照、陽性対照および陰性対照のRCCファイルとともに分析する必要がある。これにより、BARAの正規化手順（GARDskin試験法の試験ガイドラインの補足文書 (7) に詳述す...
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	72. GARDskin解析の最後のステップは予測アルゴリズムの適用であり、以下の予測モデルの項で説明するように、これによってGARDskin予測モデルに対する入力データがもたらされる。
	73. 完全なGARDskin解析パイプラインの実施を容易にする他に、GDAA機能には、MD5チェックサムを計算するアルゴリズムを使用した、転送データの完全性の検証がある。MD5アルゴリズムは任意の長さの入力データを取り込み、128ビットフィンガープリントを計算する。これは特定の入力に対して常に同じフィンガープリントを生成し、2つの異なるデータ入力が同じ出力を生成する可能性は極めて低い。このアルゴリズムのこのような特性は、データの完全性の検証に有用である。例えば、転送前に計算した128ビットのフィ...
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	74. GARDskin予測アルゴリズムは、GDAAにホストされるSVMであり、方法開発中に適切に学習され、固定されている。この予測アルゴリズムの出力を決定値 (DV) と呼ぶ。式2に示すように、被験化学物質および対照からなる各反復試料に固有のDVを算出する。
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