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REBREEMEL L. BRESD (MEEVEONESLURTICHAT HIEHRAAMI AT L)
(UNGHS) ICKYERSATLIEY ., REBEMRICTLUILXF—RIEEZEETIVEDN L ZE
W3 (1) REBEMHDORRELGLIEFELEYMENAAY FMZEALTE, BLERNM—FHLTL
%, RIEBEMEICHESLEN. EVFHHFICEATIREOMBIL. AEUHEFHERZR (Adverse
Outcome Pathway : AOP) (2) DX TEN I, FFLRILDA = v ILA RN b5 HfE
ARV FERT, EARMICE7 UL —MEMRERXRTHIFEERICESETEEL, 20
BE. B FLRILDAZOx AR S (1 DEDF—ARVL) [F. REEREORZDIDE
REFUMELDHRERANDETHD, KRAOPIZHITE 2 D2BDF—A R MIALHERRIC
BV, REERISCHENHERS VI EERRICLIEGTFRBEOELENASLEL, ZD&
STEBLDIZ, RBREHE REFYWERZES| (antioxidant/electrophile response element : ARE)
KEERENH D, 3 DHOF—aA R MEIEPKHRE (DC) FHitTHY . BEFIFEMNGH
BEE~Y—h—. 7/ LEEEY. YEHAAOELUYAS FAAVORBICKYEEHE SN S, 4
DEHOF—A R ME. T HESEEEBETHY . YV RBRY D/ EEKER (LLNA) TH#E
BIZEIEL 55 (3)o

CORBAA FT142 (TG) T, RERBRIEMEITHT 5 AOP DK MREMLICBET 5% —4

R LDEBIZHDIHEFERS in vitro HERICOWTEREHT S 2)0 D TGIEL, UN GHS IZE D KEIE
BAEMYME LEREUME L ZHAT SDICHVONSEREBRAEIZET 5 (1),

ATGIZRBEEINTVWAERBRAEEIRDOABY -

E ~HERaRREEIEERER (h-CLAT)

U937 MERaRkEMELERER (U-SENS™)

A8 —04 %28 LR—4—&RF7vE4A (L-8Luc7vtA)
REREEMEDEM (GARD™skin) IZB8F %547/ LT LILT vidhi#igd (GARD™)
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3. REBREHOFMCIE. BF. ERFYNERINTEZ, BEILEY FERAVSIHEMAET
% % Magnusson and Kligman DEJILEY hIF I E— a3 vk (GPMT) 8K UVEa1—F—i& (TG
406) (4) (. REREHOFEMS LUFREOMEZTMT 5, YUV RZAVSHBRTH S LLNA
(TG429) (3) &. ZTDIEMSFMHEIBIER 2585, BEAMICIZLLNA : DA (TG 442 A) (5) B& U LLNA :
BrdU-ELISA (TG 442 B) (6) IEWL\Fh i, FEHDAZIMT 2+DTHY .. EEREHDOFERZE
BHUICAETDELEBLICHYBUEVWSEATELEY FEBIYBATWS I EMASZITAALA T
%,

4. EEREE AOP D 1 DBMF—A N> b (OECD TG 442C (7)) BLU22HDF—A R b
(OECD TG 442D (8)) #xt& & L1z in chemico & & U in vitro DH#FFIZE D { HEGEMN. EEZMEDE
ERAEMOEERZTIET I2DICRIDIENBDHLATIS,

5. BEBRAEMEYME (X, DC &L & & U DUV= CD40, CD54, CD80. CD83 & & U CD86 1 ED
HREI—D—OHRBE®, IL-1B B&Y TNF-a LEDREFRMEY A bHA >, IL-8 (CXCL8) LU
CCL3 (9) (10) (11) (12) B EHBEDTENA VEFEIT S ENMESINATLDS (2)o KTGIZEH LT
HEAEE, BREMYEICRELZHEOBEKRES LU DC OEMHIETOERIZKSMERA~Y—H—
(CD54, CD86) . 41 bHA2THD IL-8 £IE—EDEIEF (F/ LNAAI—h—LTFF¥)
DHERBEDELOVWTIANEEET S,

6. f=fZL. DCEMHILITEERIE AOP DUV EDDF—A R FDAHETRT =8 (2) (13). DCEMH
LD —h—%2RET 2EMORBRETHEFEROAFZHNT, ELEVEOREBREEOEELZERD
(TAIZIE+HATIEBEWL, #oT. AHBRAA FS A VICREBSINHBECLYEOAzT—21F. &
BRELUVEHEIZEET 2# &M 7 7O0—F (Integrated Approaches to Testing and Assessment : IATA) @
HENTRHWIEE., EERMENED AOP THAFDF—A R hEXE L LTz in vitro 3HER. E5UIC
in silico BT ILE & CELULEME DN S OEH G EDERBRMTFEICK > TH OO BEERH B IHHR
LEBIT, REREUME (F7%5H5. UN GHS K5 1) LEREUMBEEZHINTI20OEXIET S0
ICIRRENDIDTHS (13), —EDFEHRRE CNEZRAVTITON AT BFIEXRICET 55 S
hi=AETHLHEARX (Defined Approach) THRE-T—2DFEAFINFERINATEY (13). OECDTG
ICETDEEREEDEEAKXICEAIATNS (14), ChoDFENLBONE-T—2 FREREN
DHEEAXTHERATSILZEHLTWAEE., R—4F—54 VEEQOBERCZOMOT—2 DERF
IBIZDWTIX, HERAA FS542 497 28852 &, R—4—54 VEEOERICET FHMIARE
E10R1Z88BDI L,

7. AHABRAA FSA VICEEFNIREBEL. FIE. EAEERVERICEALTELSAREENH
Bh. BEBREMETO AOP OHHRMAMEMHILIZHT 2F—A R FrORBERICEALT. EENDERSE
BIZHIET 52012, TNENFERTEIEMNTE, OECD TOT—FDHEZITANIZHERILD, T
EARX(DAS)TIE., HEITHEMICHEBREAH DT TR TGA97 TIXEDREE/RBR A EDHEAE
hEZRAWVWARREMIRESNTINS,

8. ARBHA FSAVICRELEHBRAEZEMTHAVT., REREEMEZEZLEH UN GHS T
EELEHENDTHS IABEIU IBIZHET A EETET (1), TEMEFMICEL. REREEDR
SEFRATHIELTELL, =L, BEDORFOBREAIZL-TIX., LEFETEE-BHEEREE
BTAHWT., tEWEZEZ UNGHS RN 1R ETE 218801 H 5,

9. MBERIEEME ] EWSRERF. ARBEHA RS/ VTRHWSISA., HBOoXRELI2HDE
D EFEVLW WEBRIEEMELNE—BSWE. ERIME. LU/ F£LILEEMTHINERHERE
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~DERAZHRESTDHDTELGN., ERIVEBEVORARICARBREZZERT S EICTEHL T,
B R TIXFERVBRON TS (15) (16). AREREL. EHAMES S CREEHOHERICEKRMTAIZITE
FAERETH S, BEEY. ABRRELEVE (FRERE) . &AM FSA VITRBESA TV S EREER
[CIRFE D EMNAETRVHEERIEFHNEDOHRZRFT 2155, TOLS LHBTHENIZERDH S
HBEVSELINESIHERRIERT ILENH D, SHIC. EHAVEFTHESYDOHABRDISS.
BOONDRIGICHREERIVFZELIDSEEERET 5.
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1IEE 1 : Invitro EER/EME : £ Mtk
EMEIEEER (h-CLAT)

BRAICERTREERE I URR

1. h-CLAT :&lF. £ EBKMBEMFEHRAEN% THP-1 OEIRES L UHEHKHRE (DC) AEiEEShTE
Cd#ifaRkE~Y—7H— (CD86 & U CD54) MHEBDEILEEET S (1)(2), BIEEINT=CD8 HL U
CD54 OFfARE Y —H—DRBEEZANT, KERBFUEMELFREMME L OB EZET 5,

2. h-CLAT kl%. BN EIYRERRE A5 ffitz >4 — (European Union Reference Laboratory for
Alternatives to Animal Testing ; EURL ECVAM) FE®D/N\!) 77— 3 VAR E ThIZH < EURL ECVAM
DFFHEMEESR (Scientific Advisory Committee ; ESAC) 2Kk SMILI-E7LEa1— (FE=FHEE)
THESNh T, AFARELGIERERHNEBELUVRT—IRILI—D5DEHRRETXTEEL. h-
CLAT (Z. BEEMDORES L URTZENIC, BIEMYE L EREMEME L THAT H-OIZ IATAD—
RELTAWS I EMNEURL ECVAM IZE > THE SN TLVS (3), h-CLAT T—2 DEA L thD I &
DERIZET BHA. XHTHRESN TS (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11),

3. h-CLAT (&, #MIRRIEBEREMTE J0—H A b A ) =D ORENH SR~ DRMBENTHET
HEZENERINTVWD, AABEICRAFNIFRKBROBERMIE. F—HEHRANS L UVERDOEE
BMTWIFNEH80%THS (3) (12), /N T— 3 VB (13) B L URRSINILOME (14) hio B D
NIFERICEDE. LINADKHKERELEL-BE. REREEYME (UNGHSE5 1) LIFREMMEL
AT HEREREIL 85% (N = 142) . BEEEIX 93% (94/101) . #REEIL 66% (27/41) TH-o1= (B
% 4 OREEDEY. Log Kow H 35 A DILEMEDOREMBEREZEEFLEVIRTOBRET—FTD
EURL ECVAM (12) IZ & 2 BEICE D) , h-CLAT TOREMERO TR, REREENE VLR
ME (UN GHSHIE# 1A) &V H ., REREEMNMEVHPEEDELEYME (UN GHS #iIX 5 1B) I12ER
HOHNBAREENF L (4) (13) (15), BAET S &, LEHERIL. h-CLAT NREREEOEEHEHAIT
BOICHEATHAZEEZRLTWLS, =12 L. h-CLAT (&, IATA [CE D piEwREZHAL. ML
HIZ] DEFEOBIUVEEZESDFRBIZH >TRIF SN EIRETHS I LMD, h-CLAT #ERMDARE L
LTEE LI EMEQEFIEEICTELGL, 512, BMERAVGVWEERESERAREZFMIT 555,
LLNA HER L ZDMDEMRERL. E MIBITARBRMEEEZELICRBMLTVS EFVAGWNI LI
BEIRETHD,

4. WEAFARELGT—2I2&K DL, h-CLAT (I, BHEREE. RIEA DXL, BEEBEEORE
(in vivo SERTHIE SN D) . MEBLELZMNEEN S EIEFLHBRILEMEICERTETHD 2 LHARS
nTUL3 (3) (14) (15), h-CLAT I&. @EENAE A EAK (B% 14 388) [CABATHINRE LI-HEUR
(HEREEMENEBRT S5 L. B/ BANSHHMLTEREZ RIS L0041 FELIXERE
R) ERAHERIEEYMEIERATEETH D, Log Kow A 3.5 2 B2 2 HMERILEYWE (L. ARMHERZD
=oTERNH D (14), D=8, Log Kow H 3.5 B Z HHMERILEME TH O M- EMHEEER % 2k
BAWTIEASAEL, fz7ZL. Log Kow A 3.5 £ X 2 HERILEMECHON=BHEHERIZOVTIX, #
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BIEEMEINEEREEDMETHD LD EZEMITTINS, &5, h-CLAT IZHW S S %D
RBHEEATRER (16) THDHZ EPEREHEMNDS, TONTTY (BE P4S0 2NT 2L EBRICLEE
HIEEZETEIYE) BIUEHICBRIEEENAENTILNTTY (BEICEKYEHEEESNEZYE) . h-
CLAT EM#ER 2 RIHZENH S (15), BAMWERILEWE (X h-CLAT THETZSH (17). ZILFLE
A2 AVYFFITR—F (FITC) £EFIAYETOETCHL (P) ERLEEDEUELHERILEY
BlE, 720—Y4 rA M=K 2BREFTHT S, FITC E#EAE 1L Pl ZRAVTERICEHE
TEGWL, CO&IGIHEE. fHE | IREOBEAERDBMEIZL S FITC BHERK (%2458 F1=1&
Pl (%% 182MR) LRABDHERZLE-0T ZENTEINDIGAICRY ., thoEXABRTER S N-IA.
FrIItMOMEEEIT—D—FRANSENTES, LEZRFAT. EMHERIE. RSN TLSER
. IATA O AR EREICES L THERI ILELNH D, HOBEDATI) —IZEITHERIL
EMEIZ h-CLAT ZEATEL VA HB5EE. h-CLATZZD LS5 HAT T —ICETHMEIZANLDS
RETEFEL,

5. LEDEY. h-CLAT &, REREEME LFREMMELOHANEXIETHENTED, —
. IATA BEDRENT TO—FOHRTAVLGATHR, BRIFEDOREDTHEAFELBELHD (4)
(3) (9)e

6. REOEEZMEITTRY,

HEROBE

7. h-CLAT I, #ERLFYERE 24 BRZIC, b FEIRM A MBHEAED THP-1 O MAaRE
Y —H—%3I (CD86 & U CD54) DEILEEET S in vitro RERTH D, Z ZICFEIFI-FREAFIL.
HIR R THP-1 FHEOBRBEMT—H—T, THIRT S I VJICEELKEZIBS DCEMHLEE
WIbdELEEZAOND, HABRTERSN-RATHRZEELEHE. REAVY—H—HKBROLELLED
A—HA A M)—TRAET S, KAVY—H—FREDOT7 v ILF¥aL—arh, MESHEISELLND
BEETHELSHNETHET 510, RABFICHRSELAET S, FEMANBLEOLBETRAY—H—0
MERHAEELZEH L, BIEEYME L FREEMELOEANEZIETH-OOFRETIL (BB%E 26
BB) IR %,

g JORVA:

8. HEGENA RS54 2 442EDRBEICEH SN TV SR EZZBEMICAVNDIDIZENLL, EiE
MEERIE, #E I NEOTAERIAD 10 MEEZRAVTEMNEREFILIT 5, 512, RRBEER
FEx. REMEOFzvy (BE 1158 & BUERBE L OVAE A IHAE (% 20~2258) 12X
YBONET—2DEET—FIR—REREL. COES5BT—2ZAVNT., EEERTORKARZD
BRMEAREMICHBESA TSI LEKET 5,

FIE

9. AHER %X, EURL ECVAM FETIThbf=/N\YT—> a3 VERRICAW=-70 )L THS h-
CLAT 23 2BIMERRE AT — 2 R—XY—E X (DB-ALM) FO Fa)LES 158 (18) IZESI\T
W5, EEHERT h-CLAT #EALFERTSIEE. KATORILEAWVWS I ENHREINDE, AERT
HEEB XU CD86/CD54 HEHED 2 KRIEM 5755 h-CLAT DEXEELREBRERS LUFIBEICDOLTUT
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2589,

HFAD TR

10. h-CLAT @EMEIZIZ. £ FEBKM A MRk THP-1 £#H8Y %, HHEYT 5 (TIB-202™)
[&. American Type Culture Collection D & 3 G+ R EBEEERZ L DMV ID O AFT H T LA
#Inhd,

1. THP-1 #if8IL =R 37°C. 5% CO:DMMEFHESR T T. 10%V U iRMmFE (FBS) . 0.05 mM 2-
ANWATRITE /=)L, 100BE/MLR=D 1 oELT100ug/mMLRA LT LI o EFMLTZRPMI-
1640 B THEEBET S, EEBRICRZVYVER N T IRAVUEFRLEWVEE L H D, =L, &
RALAEWNMES. AREBZOMAEIL. FIZIE. #E || OBFRERIVEORERICLY ., BERICREY
BENEENTOERWI EMNRBRICEEZEZAVIEERILBEITAIEESEL, WTFhDBAIZEL
TH., BFEOYVRVZEZRMRICT H1=-012, HRBEERICREVELNFET 2HENCERLGL. B
F-HBIEEEZE I NETH D, THP-1#IRBIE, 2~3 BIZ—[E. EHMIZHEE0.1~0.2 x 108 cells/mL
THEIET 5, HEE 0.1~1.0 x 10° cells/mL 459 5, MAEHARICERT 1. RIGEDF vy
T\, MIETHD L ZHET 5, MEBOREEFzvIIE. BEXMBTHS 24-=-rosooR
v+ > (DNCB) (CAS &S :97-00-7. i 99%LlE) L UHE=v4 I (NiSOs) (CAS HBE :
10101-97-0, #iE 99%LI L) &. BHUNEBTHHEE (LA) (CASESE : 50-21-5. fMiE 85%LL) #
RAWT, 2% 2 BR#%IZERT 5, DNCB & U NiSOs+HY, CD86 & U CD54 DR E Y —H—IZ
BMLTEBERIGETRL, LAA CD86 &1V CD54 DMIlERE~Y—h—ICEAL TREMERIGERSIEITAIE
BHHEW, RISEFz vy CTHEELH SN :-MEOAZREBTHEAT 5. M. #EE. &K 2 »
BlZh>THEESELZENTRETHD, BRI EEZBZTELELLEL, REEFzvIIE, B
% 20~24 [CERBOFIEIZHE > TEKET 5.

12. SRERTIE. 0.1 x 108 cells/mL FE7=1% 0.2 x 10° cells/mL DZEE T THP-1 #ifa%EEL. ThEh
72 BFREIET-(T 48 Bl BETISXAITHEET %, AIEEHREZOEEI SAIOHMBEEEZ.

(LEREDFIEE 2 £HDS5E. EE0NERANT) BERTRAIELBRYRBLIZTAIIENEETH D,
ZTOEARZ. MEEYFEROEE D S XOOMBEEMN. 7 LIS UFERM CD86/CD54 HBICHE
ZRIFTAREEAHL-DTH S (19), HEEH., BEEIS XM oEI LM%, 2 x 10° cells/mL
THELEESRICBRET S, RIZ, 24D )LFETL— K500 yL (1 x 10° cells/well) & % L\ 96
DIT)LFEETL— 80 UL (1.6 x 10%ells/well) DR %iEiET 5,

HHERE AL

13. B AL LT, HIBEFE (CV) N 75% &L HBERIEEMEEETHS CVI5 &
KDBI=-0I., FERTHEFEWT 5, CV75 {EIX. CD86/CD54 I ENHERILEMERZEE %
HIEr T SERICHW S (R% 20~24 B3H8)

BERILFYE H & DS IFYE DR

14. FERILEYMES S UBEYER. HRIBICART 5, h-CLAT OHE. HRILEMEZ. B
SEARORDERE L TEBERIBEKELIXEHISEHET 0. RENIZHBSED (B% 4 38) .
CCITETz 2 BEOBE MERICHEBRIEEVELNTBATHINRE LEZABRICESHBWMEE, XD
BIRELTOAFILARLKRFS K (DMSO, HiE 99%LlE) IS8R, FEEREMIZHBESE S, &K
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EEIX. 100 mg/mL (AERIEKELIFEMDIFEE) F11E 500 mg/mL (DMSO DIFE) 1235, +5
HRZMBRIEIR T TEDIEEE. LRUNOBEE EAREZERALTEL., XERWGEEE ERIZET
SBEBRILEMENDLREEEEET 2LENH D,

15. 100 mg/mL (EERIBKF(FERDIFZE) F71=(F 500 mg/mL (DMSO DIFE) DIMHERILZFEY
BOR MYV BENS, ROFREBEERT S -

o R EAINEEBIEKELIIEMDIGE T HAE A EEREFEAL, 2 EOERKFIRT S8
AbYYBK (8EBE) #ANT S, RIZFDRA MY BREBERTEISIZ 50 EHFRIT S
(EERBR) . 1000 pg/mL BT L— bhDORBRMUEREEET. EEERIGWGE. ¥l
BHREYRBEER L TR REEEZRDD, £EEEKFLEIEM TEBRE-EIRENICH
B LB EMED T L— bhOREEEIL. 5000 pg/mL ZHE X TIFE SN,

o A KM DMSO MBS  MIST A A EFEAL. 2 EORBHERT 8 X by ERK
(8 RE) ZHRARET L, CORMYIBREEERTEILIT 250 BFHRT S5 FERBR)
CORENEHERIBMEETH-TH., TL— FhORKEEIX. 1000 pyg/mL ZEZ TIE
R,

&%&IZ, TL— K2 THP1 iR EBREREOHRERBREMZ S LT (% 17 3B) | #E{LE
MEREISOHIZ2EERSIND BE. JL— FORKEEDEREIE 7.81~1000 ug/mL)

16.  h-CLAT IZRWSRE EARRIE, HRR @RIEFPHEN BB I (FEEREKOLT LD
[CHERELRIRENICHBT 56 (BE4SHR) ) FzIZDMSO (HERLFMEA DMSO [CHMRRET:
FREMICHET H15E) T, TL— FHOFKRERERR 02%0H THREETS. B% 15 DEEABER
[CBLTOHBAERLEFRZET S,

BERILFYE L F USTTEYE DEF

17. BZE15BLUV 16 ICRBDOEERFIIMEERBRE. 24V x)L, FIE6 VI IILFEETL—
b (X% 12 3B) T, ARLE-HBRBERE 111 (W) TREET 5, RIZ, REBLETL—ME 5%
CO: FET. 37°C T 24 + 0.5 BfflA ¥ a2 R— 95, HERILEMELDA > FaR—I 3 VI
5. BIZRIE, TL—brEI—ILTEHILITKY, EREOHERIEEVMEDERE. L UHKBRILEMEIC
KBV IIIEDXREFEEERT DL S5BET S (20),

FOETOESTL (Pl) RE

18. BEMND 24 + 0.5 BEEBER,. MBEEY O TILFa—TJABL, ELDBICKYERT S, £
BEBT, Bof-#iE% 200 L (96 VT LDIFEE) . F1=I£ 600 uL (24 Y )LDFEE) D 0.1%0
ME7ZIITIVER) VEBEEAERIEK (XERAKER CHBET 5. HREEARK 200 yL % 96
TILRETL—F (960 TIILDIFGE) FEIvA400F1—T 249 )LOBE) IZFEL. 200l (96
DIILDEFEE) F£2IX600uL 24V )LDBE) DEERBEERT2ERSET S, REIC. Mlaxde
AR (400 uL &) TEREAL., PIBEKR 20 uL B &) 2FmMT 5 (ZOFE. Pl DRKEEX
0.625 ug/mL) , BIAIX. #HE || OBAEREZIVEDORERICELY ., JOLEEH Pl LREAKOERERTS
B.T-TX/)79F/ <422 D (7T-AAD) . RNV TIIL—LHEDMOMBEEY—H—%FAT S
CENAEETH D,

ZO0—Y1 X P =2k SHEEILRTEE CVT5 EDFEH]
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19. Pl DHIFEANDEYIAAIL, HIRF YO RILFL3 TTZA—YA bA MJ—FRAVWTHHT 5,
it 1 FEOEME (P2 2889 5. @REFRDE, J0—H4 FA—2BTTOTSLICKY,
UTOXZRAVWTHEHSIN S, MREFEMEVGEEE., RMREZECEX 3 FEACHEREA LS T—
ANBETHD, HAHWE, AFABR 1 SHTRONST—2ERET 5,

Ak
MiasFE = x 100
FRmmas

CV75 fE (&% 13 58) . 974ahn THP-1 HilaD 75% A LM TH S (25%HMAaE) REQ., UT
DXZEZRAVTHERBAMICLVELET S -

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

a—-c

Log CV75 =

_CT

ald. 75%EN&R/MOMBEFE

cld. 75%REBNEHERADMIBEFR

bELVAIE, HMEEFERaSLIVCcTOENENDRE

100

a <

50 -

HMEAEFE (%)

’

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

CV75 fEZRHBIMDT TO—FIZDOTIK, BIRFE, BREEZVEORRICLY) BRICEES
BEZAGWEVWS TEMNASHNIEERT S ENTE S,

CD86/CD54 B HIE
BERIEFZYE & VXTI E DR

20. BYRBRE RN (EERIEK, Hih, F/-IXDMSO ; % 1451R) 2AVT. #HBRILEYE
EERMFELRIREMICOBT 5, T, HRILENVEZ AEXREAE (B% 19 BH) TRDE= 1.2 x
CV75 M 100 f& (EEBIEBKELIIHEHMDISES) . =X 500 & (DMSO DI5E) [THET HREICH
T D, CVI5 ZRODHENTERWGEE (ThbhL, +HLGHMRSENAEREAFZTRO NG
W5EE) |\ ERE/EATRELERICEVEDOABZEERE. FLEREMIZOBSINIEERE
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EZRMEEL LTRHWS, TL— FhORKEBEM. 5000 pg/mL (EERIEKELIEEHDIFEES) . F
1=1% 1000 pg/mL (DMSO MIFE) ZBAKBWKSICBET S, RIS, MiET HEE A EEERANT1.2
EOBRBEFERZ/TLN. h-CLAT (REAFHOHIE DB-ALM 7O Fa/)LEE 158 238) THBRINLR
by (100 x 1.2 x CV75 m 5 100 x 0.335 x CV75 (AHEEIEKE-ITIERDIES) F1-1E 500 x
1.2 x CV75H 5 500 x 0.335 x CV75 (DMSO Mi54H) DEED 8 RE) Z#HMT S, RIZFDR Ly
VBB EILHICEBRPT S0 & (ABEBIEKELIEIEHMOES) . £121E 250 & (DMSO MHE) (<
FRT D FEFABR) . COEERABRE. BREMIZIEITL— P TESIZ 2 EIZHFRSN, BES
NdZEI2hD, MBERFERCEALT, £ESRE 2LV 30 ICHRHOHBRREF R L TLVRLE
BlE. —BERER CVI5 2RDZ21=0IC. BE. AERTHABREITIGENH D, 24 VI TL— 12
(1A', CD86/CD54 HIRBAEICHEATIEETHD S EWLS ZEITEET B,

21. B EAKEE, B 16 OREOBEY ITHART 5, h-CLAT ICTAWSEMEXTEEIE DNCB (B
% 11588) £LL. DMSO TR by Y BRERET D, Flz. R MY IBRICTOVWTEE 20 DEHDE
YIZHT S, DNCB (L. CD86/CD54 ZHAFDEEXMBE LT, TL— rHT1REREOKRKEE (&
#4.0pug/mL) THEAT S, 7L — FTDNCBEE4.0ug/mL 2185 =%IZE. DMSO ZR VT 2mg/mL
D DNCB R by BRERAML., 512 8 yg/mL DEXRBRICT S0, EHERT 250 FIZHFRT
b, Ffz. HHRBEHRTRDHIZDNCB D CV75 3. GHERMBEEL LTAWSIENTEDS, BRT—
AnHY. EERLEREHRELEEH-EIE. ChUNOBULEERBERVNSZENTES, B
*EBIE, TL— FhOREBEED 5000 yg/mL (£EBBIEKELTEMDISE) . F=(E 1000 yg/mL
(DMSO Di58E) #HATIEG AL, ERFFEREL, HRIEEVMEICOVWTESE IN-REE (B
298H) LR—THHN. EHERRBIE 1 BEOEECTHET 520, REDHBFEEIHTEELALY,

BERILFYE H & DS IEYE DEF

22. HRIEFVMES LI UHMBYESLIZ, PRARRZROLIDIC 1 RREET S, FFXBR T,
CD86/CD54 ZHHEE ML L T 2R LTS (K% 26~28 B3) . M LA-KBER. ADBIZER
5. FrE, a) HEITHEBRIEEVEDOR by VBREFRABR. BLOHKBREMIIL THAREL.,
b) M L THEEMLI-MEZAWND (bbb, MRZELIERISAINLENYT S) HEIE. EH
[CRET D ENTED, L. MRBIIRCHRKEERTH R, ERABFR (500 L) & L THHE
LE=-BEREFHELS S URBEYMEZ. 500 uL OFMEREERR (1x10%cells) & 1:1 DLLETES L. #ig
EERE20BEUV 21 DFEHDEY 24 £+ 05FHA v FaX— b5, BMIL2EULDERTFAN
Bondr=oH, FAETEK, HRILEVEEHABYVEDOZINENDORENRERIT1 THATHS.

IR E 55 & DA HT

23. BEMND 24 + 0.5 BRSRBE., AT 24 9T LT L— DY U TILFa—TABL, EDH
BECKVERIRT 5, RIZCTMLOZLERABRERC2ERXSFT S WETHNIEL, BMOKEFTo>THEL
LY) o Bk, #faZE 600 L T Oy XU BEK (0.01% (wiv) BT > (Cohn 43E Il Il E
koo <tt. #G2388-10G) SHELERABEER) T4 CTISHMEA vFar—+F5, JAVFLY
DhHE. MEEBITIILAETL—rERIIIAO0F21—TI, 180 L ¥ 2 3% HT 5,

24, =D EE®R. 50 uL @ FITC R0 CD86 ik, 1 CD54 fiufk, FH=IFT VX 1gG1 (FA4 VAR A
7) AT, MfE%E 4°C T30 HEEET S, h-CLAT @ DB-ALM 7O +aLES 158 (18) [CEREH DI
K%, $ERABERKT 3:25 (viv, CD86 (BD-PharMingen, #555657 ; ¥ O—> : Fun-1) MiBE) F
t=1% 3:50 (v/v. CD54 (DAKO, #F7143; 20— :6.5B5) . & U IgG1 (DAKO. #X0927) DHE)
ICHERLTERAT %, CJIZBFERADEFERERE, RROVIFIL - /4 XkEBOohDEDEL
T. ABRZEORARENRE LTz, HBRZHARBFORBICEDSE, AOHELREX. &F. B4 50y
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FETRILTHD, IzZL. FREBEIRELEEZROD-HIC. BEORBEROEFHETRARES®
BT A ENTED, thORNABRTIEHR SN CD86 H XU/ F (I CD54 HiKIZ DUV TIE,
BIZIE, #E N IRBOEAEEZMEDHRICL Y. FITCEZBRALRKOBERE LT I LARS
NIEAWSZENTES, h-CLAT M DB-ALM 0O O )LEE 158 (18) BHNEY . HiADI O—>
FHIIMATOLERT, BRICHETIBENHDHEIZBET S, 150 L DEERAEERT2MELUE
EE%, MBEEZLEREER (BIAE, 400 L) ICEBEL. PLaE (BRI, RKREED 0.625
pug/mL /B 512(F 20 pL) . £=EROMBEEET—H—DBE (R% 188ME) #HRmMd 5, CD86 &
KU CD54 DHRBESLUVHMBERRE, JO—HA LA M)—ZAVTHOHT %,

T—8BLUHRE

7—5 DFFHE

25. CD86 & U CD54 OHRBEZ. WIRF v IV FLA TIA—HYA rA M) —ZAVTHHT
%, MAITHRENERE (mean fluorescence intensity : MFI) IZEDE, B4R (ctrl) #lE &b E
AIBHARE D CD86 & & U CD54 MIExTHINIRE (relative fluorescence intensity : RFI) %, RODHKIZH -
TEHT S :

LEYENEBHBRO MFI - L 2WENET A 2 4 TxBH#MRED MFI
B AR RO MFI - B/ IRENIE7 1Y 2 4 TxBMED MFI

RFI =

TIRIGGT (FAVEAT) ATRBELETA VS A TR (ctr) MIAOMIAEFES, B% 195
BORICE-TEHET B,

FHE T/

26. CD86/CD54 EHHET., VEDDFAR (XX EHE) HREEXF5-0, BIL-2EUE
DBE CEBERILEMELZRRT S, 2ROMILEAEN2EE S, FEX3EDMILLI-BIED 2[H
ULET, UTOEHD1 DL EZ#-EIE, h-CLATIZK D FRZBEEAL L. FRLUNDEBEEFEM
EHET (E1)

o HRAETFES50%LLEDRETEE 1 DLULET., CD86 M RFIA 150% L ETH B,
o HMMAETFEE50%LLEDRETEE 1 DLLET., CD54 M RFI A 200% L ETH B,

27. ERICEDE, RUD2EIDAENCD8 H& U/ F-IECD4DELLLEETHDHHZE. h-
CLATIZ& 5 FRIZBMELEAG L. SEIEDREILELGL, FAHKRIZ. KOO 2EDQFELTEY—H—0
ELLLEMTHDEE. h-CLAT [CXHFRIZRENE (BB% 30 DRBEZEZ+RICEEDL) &AL, 3
BEDAEFTETH D, =L, 17BELUEDT—H— (CD86 F1-=I£ CD54) IZBL THRHID 2 @D
AEN—HLEWGES, SAEDAENILELLGY., REFAIKEROZVA (TAHL, 3EF2HER
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OF-FER) ITE DL, TIT. 2EOMIZLI-BIET. 1EA CD86 DAHEZEHET. £ 5 1EAH CD54 DH
GEDIEE. 3 BEARELLDHZLICBET D, SEEMAYT—D—LLEME (LT N &T5) TH
B5E. h-CLAT LB FRZEREMEEHET 5, —A. 3 EBDRAETEL 5ADIT—h—MIEHED.
CD86 &£ CD54 £ LIGMETHHIHEE. h-CLATIZL B FRIZBGIELFHIET S,

28. h-CLAT Tt & FRIS N -#ERILEMEDIHEES. CD86 TIL EC150, CD54 TIXEC200 M 2 D
DMRIEE (Effective Concentrations : EC) . §hHhBKERILFEMED 150 F1=1& 200 O RFI #5FET
LREN, WRICSIELTROOND, COLSTECHEEZ. BEAX(I4)FELIFIATA L EDHENT T
A—FOFTHWIES (4) (5) (6) (7) (8). BEMDEEDEHEICEMT 515680 H 5 (9), ECEZXRD
RICKYEHTZS :

EC150 (CD86 MiFA) =B gz + [(150 - Brri) / (Arri - Brrl) % (A 2z - B z2)]
__T

Apgld. RFIAN 150 8 (CD86 MIHE) 1L 200 # (CD54 DIFE) LEIRIEEE (

B sxld. RFIAY 150 ki# (CD86 MIFA) Fi=I& 200 ki# (CD54 DIFA) LG SHEEEE (ug/mL)
ArrilZ. RFIHY 150 #8 (CD86 MIBA) F1=(F 200 # (CD54 MIBE) LB 2RIEEETOH RF
Brril&. RFIAY 150 ki (CD86 MifFA) F1=I£ 200 ki (CD54 DIHE) LA DHEEEETO RF

ug/mL)

EC150 8 KW EC200 D—BIFMEL T 5 1=6IZ, 3L L71= 3[ED CD86/CD54 HEAENNHE LTS
BENHSB., TNDIHGE. EC150 KLU EC200 DRMEM(EIX, 3EDIHII LI-AENSELE L= EC®D
PRIELELTROOND, HILEBAEIED S 2RODHASIEELE (5% 26~27 BR) #i#E-9154
[X. EC150 F£7/=IZ EC200 [CEH ENT=2 DDEDEWLADEINFEAEIN D,
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1: R—F—SA VNEREER—F—S51A VOBREZERITE-ODEHREINDETEE
E L1 h-CLAT FHIETILO720—F ¥—

1EDREDFIR :

CD54 HiB<157% e

BEU
CD86:%FE=122%"? I}gﬁ

G e
F4A Lra YAl

CD5455:8=255% —
BEU If‘> T E250%" |f‘> R—4—54> (BL)
CD86FHHE=184%7

NEY =X
L Troox

F YA &Ly

CD545%5E >255%
BEWEREE HEFE250%7? |$ (R
CD86FFE > 184%7?

PEEH 2EOMI LAEZTTI o

bL2EIABEL L, RRERIIEE

b L2EAREL S, RRERIZEE
HL2OHFR—F—FA b, BREREBERBFE-4—-F1>

R0 2 OOFRIF—BLEWES BL, BB LU/ - 3REORRHIEE). 3EEHOAE
PiTbh, RRERE—HLE2 20BRICESVTRES NS,
[2[E] BL] ¥ 7z13[ 1 EIBL, 1[EIREH L 1 BRG] = RE&ER BL

BT EOAREDRIEE. CD86 MFEMN 150% T,  DRMEFHSEDHETFHMAERERIE 122-184%.
CD54 MEEMN 200% T, Z DREMAD#ET PR IEREFHIK 157-255%TH D .

HEEE

29. h-CLAT ZAW\ 5158, ROFEEEZH=T 2 & (22) (27).

o  HMXEREIVBRE EASEOMBEFERA V%L YEIN &,

o BRI EARREBIZE VT, CD86 £ LU CD54 M RFIEMGHE#E (CD86 MDA 150%LLE.
CD54 Mif4E 200% U L) ZHBAGWI &, BE ARAIED RFI {EZ. % 25 B8O A
WTEET S ( G MEANIBMIED MFI - A58 S8ANIE T 1 Y 2 4 TxHBHIRO MFI ) /

( (iEHh) xtHRALIEXIRMEO MFI- (&) NBRET7 4 Y42 (4 TR MFI) ) *100,

o EMMERE SRR MEERBONTIE, CD86 H&LU CD54 D71 VA A THRIZHT S
MFI LEAS 105% Z X 5 &

o [BiExIEB (DNCB) Tlk. CD86 £ & U CD54 M RFI {EMEMEEAE (CD86 MBS 150%LLE .
CD54 Mi54E 200% L) %imf-L. MIBBEBEENS0%EBZ S &,

© OECD, (2024)
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o WRIEEVEDHE., MREGFRNIFAEDNDLLGCEL 4 DDHEBRRETS0%ZEEBAD &,

30. [EHRERIE. XERRRE (T4bb, B% 20 BEDERBEAFUEICHM T 1.2xCV75) 126
T 0%FKREDHBETELE R IT HRILEMEDOAIZHTIETFES, 1.2 x CV75 TOMBEFEL 90% L
LtDIGE. EHBEREENLET D, COESQGHE. BE CV75 2R, AEREZVCVET Z LAV
BaIhd, £BBIEK (FEEH, ELEZ0MDIFE EK) TIEX 5000 yg/mL, DMSO Tl& 1000
HgimL, FREREAEFREZ. #RICFVEORAHREE L LTAVSEE, MRREFEAS 90%%
LRI>THEMEBERNFRSNSZEICBET B,

HEHEE

31. HEMEZCIIUTOERES T,
WERILEME
o HB—moYHE
o bFHIERITESR. HZILIUPACEZ E1-IZCASL. CASEE. SMILES £f=(XInChla— K,
BEXS IV FEEZAUNDHERIZHBLER

o 4. Log Kow. K~DBfEE. DMSO ~DAMRE. N FES L UVAFAIRELFEHEDZ D
DOEET 2B E

o ME. BNT HHE THENCAETHNERMNOLEHNBAERS &
o HMTZBE, RBRTOLE HIXE. MR, BE)
o HEEE
o AFHRLHEOREEMS & URER
o BWEBILEWMEICHT HEE WARROT L1
o BHAME. UCBMES L EEY
o AFAHLBEOKS DLLWBIER (LESH) | ME. SEESLUEEOHLME
fLmtE (LESR) HEICLLTE AR Y DRH DY
o SR, K~DBME. DMSO ~DEMES & UAFTRAHEDZ DIORET 218
Bt E
o BHAMARDEEW KUI—DBE. SFEBLLEIRNTORTER. EEHBREMICH
BT %NS OISR
o HMTRBE. RBREOLE BIXE. ME. BEY
o HEAEE
o AFHRELBEOREEMES L UVREN
o BWERLEMEICHT HEL BIRIRO R L1t
POt

o Bt
o ALFHIEBIER. HIRIEIUPACEZETIFCASHE. CASES. SMILES Ff=(FInChla— k.
BEAB LT/ FETNUSN O ZH RHER

o HME. Log Kow, K~DBEMEE. DMSO ~DBEMRE, N FELIUVAFARLGERTHET
D56, TOMOEEY ZYMELLFHMEE

o fE. ZLT HHA THREMICHRTHNIETHYOILFMHRERS &
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15



OECD/OCDE 442E

o BHTHHE. HBRATONE BIZIE. IE. ##)

o HERE

o AFFRLEEORERHEIUVREN

o BUTHHE. BULEBEHABEETHLILETIBENREROERT 4.
o [EMNERE S VIRE EARXER

o LZEMIEBIIEHR. HIZ(XIUPACEZ ET-[XCAS%L. CASESE. SMILES £7=I&InChla— K.
BERB IV FEEFALUANOHERN HRLER

o HE. AT HHETHRENCAETHLETHMOLLHNHANERE &
o KHBEAA P54 VIIRBESNTORLIOHBEIL HKEALZHE, SHME. HTE.
£ EUAFTRAHEDZ OHOBEY 2 MR LIME
o AFARLHEORERMS & UREM
o BWRILLWHEISHT HBIE WRIROT L
HBADEH

o HERKEEL. BRERA. BRECELHLCER

o HEEOHH

o fBIEE. TORERMSSUHBT MIHKEAT LIERE )

o JA—HA FAL)— (BELGE) [ HEORERE. /AT, ik, GoTIHlEENE
X—=h—

o BREFEANEORREM - ARBEREICS T 5 REHROTRELIET HOAL
EFIES & CEBNARBEOERMEET 50OCAVEFIE, ChICE, EENET—4
BEU EEEREHEROERT— 2 £ 5,

HBAAE
o HAREmELLBLI. BE A IEAGENSEONMBERR, MFI & U RFIOfE
o HEREmELLBLI. BHEMBEIASELNEMBEERE LU RFIOE
o HEYHEOLHRREECSTIMELEEFE
HERFIE
o AIEEREH
o WRILFVHEORE. BA. BRENE HEBELELDIHE)
o BREHH EREFEEELDBA)
o FHEH L VHIEEEDRER
o HERFIEOBEMAHNIEZDTH

o BIECLIZHEELEMELIUVUBHERNBIZOVLWTE LN CV75 E (ZUT 315E) . BLD
A MFI . RFI{E. #IA47EE, EC150/EC200 fE (4T 5BE) OT—42ND—&
BoUIZFHETIVIZH > TELNEBRIEFEDEDFEMDIRT
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o BEUTBHE. TALUNCEET IHMENAHNIEZ DR
HROBR
o hCLAT#AVTHILERNDER
o OBEEFRHRNAFARLZES. IATADOHBERNIZHE T HRBHEROER

& SO
a affl
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BRI RAEOES

EFEE  REEICKDRERE, —MBUICRDONE-SRBELNDES, REEOMEODRETHY ., ZY
HO—BETHS ., COREE. 2L NDGE. ABEOERLGKERDISZEKT 52— HELREMIC
Aubshnsd (21).

AOP (HAEMRBERE)  DFLAILDAZvILA Ry CHSBRITERED in vivo B5IRE T, BHMESE
MEEIT—BHOBUEEMEDILEBENSELEZ—ENDER (22),

CV75: a4 FHEMN 75% %=~ T FRLEE,

EC150 : CD86 #IFIZH VT, RFI{EA 150 ZRTEE,

EC200 : CD54 EEI“H 1 T, RFI{EAY 200 R IRE,

ZO—HA bA M) — RETRBSIN-MEN, HIESIUZTOEBBRS ORI CTRELT 5
EADEAZES>T—EIZ 1 DT DHRNSMERIEE, HIZHZRINL ., RICEE LI-BEREEZKRE
T35, 2L DS, HEANERT—H—TEHIND,

AEM . AW, R, TE (FB) EAVHIYVEICBEINIEE. BREZSISRITAREENH
SYEBMAEOHEEITKEDNDZ &,

IATA (BB IUFHAEICET2MENT7T IO0—F)  HE5LEVEFHE—BHOLELENEOEEHDHE
Bl (FTEEM) . BEMOBMATT GRE) BLXU/ £IELL M (ATaS  RELS L VES) I2H
WohbFRRN7ITO0—F, A7 70—FTlE, BEUENSHET—F2 TR THEHBMIZHES LEATIT
TS5 &I2KY ., AEMHOFRENE. URIO, SHICHER S ER/INBELIREBOVEMEIZDONT,
A EDERREFEREEZ 5,

MR RBRRD IR TOERBS ZETKRULEOER, B HAERBRREOBEEROEES
HIET B0, CORHMEHRIEEVMELEAHES X UVZTNLUSN OB E LB IZNET B,
BEP: EVNIRG LAV 2 DL EOMEL S HREMERLILER,

H—moYE : TEMHEMKIC. 1 TEMHSH80% (ww) ULEBFEHET I EIZEYEESNEIYE,
ZR9YYE - EERMEMKIZ. 2 DULEDFERSDBE 10% (ww) UESXUV 80% (ww) RiFTHE
ETDEICEYERSINIYE, SHO/PDEINEBIENHERBOND, BEEYWELSHIYMEEDE
WE., BAYMDBE. 2 DULOYMENMEZREFRISTREEAT D LICIYELINDDIZHL, £
BOYEIFEERIGDERBONDZEIZH B,

BHEXE  RBRROIRTOBEBNZEHS. GEREEZFET LI EAMONTVIMEZRANTE
Y RERED. BUEMNBRICOBEMNTEZIMETEILS1C. BERBOXEIANBEITH-TIE
LY,

TUNTTY EEYTHRZE L TREEYE L D1EEWE,

TANTTY  REBEEEELCA=-0HIZ, BRICLDEHLEET S1LEYE,

M HNEEE (RFD) : B EATREL-HRO MFI EDERIZE>THELNS., LEYETOE
L =HERE D& AT T ENRE (MFD) DOMEXIHE.

24t KRBV ROZELOERE. ABNREOBMICE - TERCPARELNH SN ETTH
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E, ABARBARE A EMPNEEFERICHEE I PUTESREL TS, ButkE, R
DEMRE (—BE) LEET S (21).

EEtt: ALIOFILEZRAVTRREZERL-ESIHEONIBHNAEENS L UEREERM
DEEZRTRE. ERANBEESLUVERFEABEREG L VICHEZRAREEOFEHICEIYETMizh D
21).

BIE BB E L UBERRBE EDICARICREESNS 1 DULOEREEMEN LGS
DR,

BE: IXTOEMHEFHECELHLEDNEDNS b, BRICE >TEHEICHEINLLDODESG, 7
MGHREL o THRENEREZTIRETHY . HBREOX LM EZTM IS LTERINEEE
FIETH S (21)o

LERARER: 01% V0 IETILITIVERY VEREHEERIEK,

B REAE AVSBRE ARG EDHRROIRTOBHEAS ZELH. HBRILEMEZEEL
WRALEHB D &, RCREAMEKISER, TREREMICHBLHEBRIEFEYE TRE L =EHMIC
DPWT, R=RS5A VORISEHERT H-HICAVLN S, FEHBZRFRICAVHROES. &K
. BEEEREHRREOHEEERAOEELTY,

BWEREE  HRAECEL-TERICOEINDIITRTORMEDILEYME T -ERFEZLEVEDEE,
PEMGHRZLEoTHRENOEREZTIRETHY . HBREOZ LM ZFMI S LTERIAE
EEFETHD (21),

YR : BRAOREFEFHREBRETRONSEERREZTDEEYDOLZLL., ZOEGDREMRE
ROEHITBRELGFMYO. TOEAIENGRET HSFMYEEENLIN. TOVEDOREMICEE
ERIFT L. TOMAEEILESEDI I LA DBET DATREMED H HIBEITR< .

BERILEYE : THBRILEME] LV SAER. HBRARTHLIZLEZVLSBEICHNS,

EffESDEENEONES L UVRRICET S EFMAMIRATL (UN GHS) : A4 (BRE. #@BE.
WxiALE, HEE, RARXMNERE) SLVRREZFTH-OIC. AEFRAICHET 2FEHREEET S
CELEBEMELT. WERZLE BRLBIUVRRELOAEEHOBES LUV LANILOEEIZH] > TIEEY
B WESIVEEY) OREZEERETDIELELIC. EV NS L - TEMREE - BEHER - &
EET - LEWEREMT 2V Mo LEDHRHET HEEEREMYKI S ATLTHS (23).

UVCB : A FBAFEEFEDNYME. EHERSERDEITEERYE.

RYGHEBE  FEOEMICH L+ 20X LAME I VEEELAH L AT SN, BEMNICRETREIC
EDOVTWoHEBRZE. HOIABRENEAMWLEERTREEVSIDOTRHAL, HEL-BMICEALTRY
THBITEEES (21),
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R I EREFHEADYE

ARABREAA FS4A4 2 442E OFRFBEICK > THREBEZZHENICAVSDICEKILS. ElMERKIE. & 1
THEIND 10 PWEIZDOWVT, h-CLAT ICK VYT SNSFRBRZERICAFL. SRAERTZ 109
B 8 WBLLEIZOWNT, TAETIhOREEGEFHEAIZEENS CV75 fE. EC150 {EFH K U EC200 fEX#E
RIDELICKUBMMERELNINT S L, SRETMAOMEIL. REBEEOEEMHEIZONT
BOoNDIRIEDEEETTOERSI NIz, TALUNOEREEZ, TOVESTHRHETHDIZE. &
MEBEDinvivo SIBT—ADNAFARETHSI L. BEXUh-CLATIZEK Y BON-ERED invitro T—4
DAFURETHDZLIZTE I, BRENTWESEBT—2M h-CLAT THIRATETHDIZLEED (3)
(14),

&1: h-CLAT OB RERZBOILIICHEREINIME
by B CV75 CD86 M h-CLAT @ CD54 @ h-CLAT
S o e | INVivolTEIT | BEEE R D#ER (EC200
EREFMAONS | CASES | MK | U zzm | B (g | (ECTS00EER | ORERE (g
= /mL) 2 B (ug/mL) ) 2 /mL) ) 2
2,4‘:): FDODD& !EZ{’E#%E (3F B | ~ B | ~
S 97-007 | Bk | Vo Zo ) 212 | BBt (0.5~10) | B8t (0.5~15)
47TZLUUTEY | 106503 | Btk | TULU| 595| MM (<40) | (>15)°
. R E o ohe 1
mER— v T IL 10101-97-0 | EX () 30-500 =% (<100) &% (10~100)
2ANNT FRUYF R Y
e 149-30-4 | Bk (g | 30-400 BE(>10)° | BB tE (10~140)
ERAE by
R(+)-UERY | 5989-27-5 | &ik Ji'%t%\)ﬁ >20 Bt (>5)° | BBt (< 250)
L2HVYSILRE | 39236-46-9 | Bk Wi%fw\;ﬁ 25100 | Bt (20~90) | BBt (20~75)
1vFanss— 67-63-0 | itk | JERAEMEME | >5000 | FEME (>5000) | BT (> 5000)
sFyto—i 56-81-5 | itk | JEREEEE | >5000 | BEME (>5000) | BEM (> 5000)
2.8 50-21-5 | ik | JERAFIEME | oo | BfE (>5000) | Bt (>5000)
4-7 3 REER 150-13-0 | Bk | IEBAEMEME | >1000 | P&t (>1000) | &t (> 1000)

B&:E : CAS &5 = Chemical Abstracts Service Registry Number
Tinvivo ITEITREEN (BLURE) OFAKKRIE. LLNA T—2IZHS< (3) (14). In vivo IZE T ZHEEIL.

ECETOCIZ& YIRE S =EEZRALITILS (24),

2 BEOBIEMEIZE DL (13) (25),

3B ORMRCR ORI IIAR Y — I —TH LN, o TRIERERATZIZ TSNS,
T I OB F OGRS RICE S S ER Sz, BIERRPFFONTEE .

72 B0,
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TBE 2 : In vitro BEER/EH
U937 #fatk;EtELEER (U-SENS™)

RAICERIRNERHE I UVRA

1. U-SENS™ (&, HEkH & UHk#llE (DC) AEMIEINTE L HHlaRE~<Y—H— (CD86) D
b MEEERME ) /BB U937 [2BITARBIZDONT, BEUMEIINT 2BRBICLITILEESE
HIEMNTES (1) THITKY., U7 MlAKEOMMEREY—H—TdH5 CD86 DHEBLANIILAEELT A
WT. REBREEMENERERFEEMEIOHEANEZIET B,

2. U-SENS™[E, L'Oreal tAFBLf=/\) T— a3 VRETHE SN 2). ZD%k. BUNEIMRERR
Bk > 2 — (EURL ECVAM) #ZEHEMEESR (ESAC) IT&AMIALIZE7LEa—Tifichi:z
(B)o AFHHRELIIMEBHALEELIUVRT—IRILT—DoDEHREZTRTEEL., U-SENS™IE, HF
HEORNELELURTEENIZ, BRIEEME L EREEME L DB EXIET H-HIC IATA D—RELT
FAWSZEMNEURLECVAM (4) IZ& > THRIN TS, EERFEHEICEALTIATAICALWLOAET—4
HERZRMNT7 TO—FOELXDERBZRET 52HA T AXENH T, OECD [FIREAET., SFEIFEL
BEEBRBROFAETILERET IV DLOEFMREZRIFL TS, CDI5DVEDH, U-SENS 7
YEAIZEILILDTHS (5) BRT— I PHREOZYLBE FT—4 (6) BEDMDIEHRE U-SENS™ T
— R EBALEAE. BOXEICHESN TS 4) (5) (7).

3. U-SENS™[&, HIFBIEERE JO—H A FA M) —DTORBAHIER~ADEIMBENTHE
THAHAZENERINTWLS, AHEBEICRAFTFNSFTRKROBERMEIEX. F—HEERAS L VEHDER
RITZENZTN., 0%BE LY 84%THo7z (8)e /A T— a3 iR 8) BLURKRINIMDHAE()N S
BoNETRTOHBRIZCED L, LLNA DR LR LIZIGE. HEREMEYE (UN GHS R4 1) &3E
BRAEMME L EHBANTHEREL86% (N=166) . BREIL91% (118/129) . HEEIL 65% (24/37) T
Hotzo EFNTOHRLELKLI-IGE. KEREMEDME (UN GHS B 1) EEBREMMBE L AT S
EFEEIXT77% (N =101) . EEX 100% (58/58) . $EE(X 47% (20/43) TH 1=, U-SENS™D
FEMEREDTRE LLNA LT 5 &, BEBREENATSMEEYE (UNGHSHIRS 1A) £YUE ., KERK
FEENMEWNHPIEEDIEEYE (UN GHS #IR S 1B) 2RO o B ETREMEAELY (1) (8) (9). BET B &
LEEEHRIE U-SENS™MAE EREMENDEEH BT IDIZAATHSIZEERLTWLS, =L, U-
SENS™[L, IATAICE DD EHRZHAL. TXLHIZ] DEZET7THLIUSDEFEIZR>TRIFEIND
RETHDHIEND, USSENSMEZEMDRAEREZL LTEH LE-EHEDEXERZIZTELRL, 51,
BMERVGWEERESHEREZITM T 254E. LLNA HBE Z0t0Emiigt. £ MIBITRE
BEMEREICRBLTVWAEFVWAENWI LIZBETRETH D,

4. WAEAFARLGT —2I2&DHE. USENS™F, SEIFLAHERER, MELLFMNREE. K8
BAEMERAE (in vivo ERTHES WD) . KEREREELSEN/DLN>TVEZ—EDREANZX
L (RATVERE, Dy JBEME. 7 VIIVEBH. 2 2 FRRZKEBR [SN2] FEEFERRKE B
Rit [SNAr] ) R EICF AN HBMERILEYME (REH. REFEEH. BHH. BRCEOLHEHS %
B2) ITERATRETHD ZEMNTRENT (1) (8) (9) (10)o U-SENS™I(X, @EN%AE EK (&% 13 5H)
[CAIATHAMNRE LI=ER BRICFVENLIRT S, BE AN OB L TREBEEZTT C
E3HVI0OAS FERIBRR) CLHIBREEMEITERTRETHD. TLnNTTy (BIEICEYFESE
EENZYME) ©TONT Ty (BR P50 2NT LG EMRICIDERLERET HYE) LShdT—
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Aty FOIEEYMEZE. U-SENS™MIZK>TIELLK FRIFTHIENTE (1) (10), BHIEME(L. FEHFE
B CD86 HIFEMEZLE LD EMD., ABEELDIZENHY. mwmrwgﬁ MEICEEL T, Akt
7Hh IHELAREEEFITH o1z (1), REEHFICIEMEERZRD-15E. #ERIEEMENEREEYME
f&ét@ﬂ%%i%?é%®®~ﬁﬁ%ﬁﬂtﬂbttﬁ®$5@%%%%@%%@@%%%?60ﬁ
FWERILEYEIL U-SENS™MTEEIlTESH (1), ZILA LAY A VYFALT7H—b (FITC) FiIE
AETREYYL (P) ERELEROBODELHEEREEMEIX., JA—H A bA M) —IZKPBREETF
#H3 B8, FITC BHEAE (AIEMEDOTRENE) F1=(X PI FREERAETEE) ZHAVTERICEHET
TV, COKILGHEE. HEINBOBRAERRYMEICL D FITCESMAEIEPI (B%1858) &
RHDERZHL-HT t#Téﬂé%A'mU thoRLERTEBESINLRE., FLEtoMESHE
R—H—FANEIENTES, LEFHFAT. REAEHEBRLEEVEDOBERRC. BUORILHERIE
PHMEDEMKERE,. RSN TUVEREC, ATAORMEARNDMOFERRIZES L THRIRT I2BELH .
MOBEDHTIT) —ICBTHEBRILEYMEIZ U-SENSMEZBERATEHVGIAH BES. U-SENS™MEZF
DESBATITI)—IZEBITWEICHANDIRETIELEL,

5. EREDEY., U-SENS™IF, RIEBRFUEMELFEREUEMELOHANEIET S ENTESD,
—A. IATALGLEDRENMT T0—FDOHRTHLLN-IEE, BRIEEOBEOFHENFRIEELISEELHD. &
[FL A, U-SENS™MODEHEN . EDKSITEEFTFMICFEREEZL2DOMNEHET HICIE, E bT—RIZE
SNE—BOHRNMDLETH S,

6. REOEEREMEITTRY,

BRERDBE

7. U-SENS™ (&, #HERILFYEIRE 45+ 3FFRIKIC. £ MERBRTE Y o/ IEHIEH% TH S U937 #ikE
M CD86 MiFaRE~Y—Hh—RIBOLEILEEET S in vitro RERTH D, CD86 RE~V—H—I%, H#EMAY
U937 FMIEY—H—DUVEDTHD, CD86 (L. HFEPFTHA A A ->THEY., THIRRTSA =
/71E%n&U§ﬁo$ﬂﬁﬁméﬁﬁ¢éa%ienéoﬁﬂ%lijtut4/ 1IFFTT
*— bk (FITC) TE#INIATHiEEZEELHL. CD86 MERAEYT—H—KEOELLE IO —Y
A4 bAR)—THIET S, CD86 MifAKEAYT—H—KREDOT7 v ILXaL—arh, MlESHICELE
WEETELTWAHMIET 516, RFICHEEED BFIZXIE. Pl ZANT) AET 5, BE A
BEDHET CD86 filaREm~—Hh—DRIEIES (S1.) ZEHL., FAETIL (BE1988R) [CAHAWLT,
BAEMEYE LR EMMBE L DR EXIET S,

ERE DAL

8. HEEHA RS54 VA4EDMBREIZRE SN TUWIHBREZZAENICAVNSDIZEKILEL., R

%1%, Good in vitro Method Practices (11) [CZE#L L THEE || (RBDBRAEEZHD 10 ME Z AL THEATH
E'WF"&_L;,IE?‘ZD IHIT, ARBEERAEE. RIGEDF vy (BB% 11 38) &, BUEXRBE LU
B EAXE (% 156~16 SB) IC&YBONET—2D0ERT—IN—XZHREL. CO&SLT
— 3 ZAVT, EREZTORARBREOBERENEHRNICHBISNA TSI L ZHRET S,

FIE

9. AREREIL. U-SENS™MIZEHT 2 EMPEBRRBEZT —4A—XHY—ERX (DB-ALM) 7O Fa)LE
5183 [2E DK (12), EMEMEER T U-SENS™MAEZEA LIEHAT 51548, {ZEIEFFIE (SOP) ZAHWANRE
Nhd, FIZIEHEE | OBAEHEMEORRICL > TRHEDERZL oI ZENTESANIEK, U-
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SENS™MBENAIE R TLEHEALTELL, U-SENSMDEELERERS L UFIEICOVTUTIZET,

ME DR

10. U-SENS™DEMICIE. & MBE#BkE ) /@K U937 (13) ##EHAT 5. American Type
Culture Collection (ATCC) D& 3G +NITBEIEERZE L Dfilg/ N> o5, Ml (Y B—> CRL1593.2)
TAFTHIL,

11. U937 #RRIFE=E 37°C. 5% CODIEFESR T T, 10% 7 RBIRM:FE (FCS) . 2mM L-J LA
S, 100 BE/MLR=ZVYVEXUV100ugimL R FL T R A LU FFML - RPMI-1640 1Eih (E£iE
) THEET S, U937 HkEIE. 2~3 BIZ 1 [El. EHARICERE 1.5 x 10° cells/mL F =& 3 x 105 cells/mL
TEET 5, MIRREEMN 2x10%cells/mL ZBA TIXELHEWL, £z, FUNCTIL—EBRBBKRETREL
FHREFEN 0% UL THRINEESE FEEFE—BRICITERINLZLY) , HABRICERT SIS,
MEOEOY b, FCS PLHKIZDVLWTRIEEDF T v I 21T, BETHDZ & 24T 5, HBEDORIG
MFzvIIE, BGEXMBTHLIEV UILRILKVE (246-F) = bA-RUEU-X LR UE - TNBS)

(CAS &= 2508-19-2, fliE 99%) L UIEEBETHIEEE (LA) (CAS TS 50-21-5, #lE 85%LL
b)) #AVT., BEIS 1ERULRICERET 5, RIGEDOFz VU2, 2O0OFBOZTAENIZ, 658
FEORBEEZE®RETT S (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75, 100 ug/mL BB LUV LA : 1, 10, 20, 50, 100,
200 pg/mL) ., EEIEHI(ERRE LT TNBS Y, BHES L VREKRFHED CD86 RIGZEL (BFHDREET
CD86S.I.2150, ZM#HE M CD86 S.| D) . ELIEHIZAEE LT LAN CD86 DM RILZE4E L Hib
EAHD (RE21388) , 20ORGEEF v Y TEELHIBHIA-MIEODY FOAEFREBETHEAT S,
ek, fEk. RE 7 BREICHhiz o THEEIELIENTARETH D, BRHIE 21 @EBATELELSH
W RIBEF T vIIE, BE 18~22 IZSEHDOFIEIZH > TEHET 5,

12. HERTIE. 3x10%cells/mL F71=13 6 x 105 cells/mL DFEET U937 M ZZBEL. ThETh 2 HME
FzE 1 B, BEISXITHEET %, T LHEMNZEMNRTINDSMIC, FIZIE. #HE I IS
DEREHEIEMEDORERICEY . RFOBEREZLL5T ZENARINNIK. Z2ITEITFEL OSSN DRIEE
BEGEFFEALTHLL, HBRUA. BEFIS XM LEMLLEMEZE. 5% 10°cells/mL THIzHIEER
[CEREHT D, RIT, 6T ILFEETL— M 100 uL ( HRMALZTE 0.5 x 10° cells/well) DAL % 1BFE
T5,

WEBILFWE P & USIEHE DR

13. HEBREEATICHRCEVED BRI ZHEET 5, COBHDEHIC, HERILFMEE., BEOE
—fEfHE L TREEMZANT, 50 mg/mL ORETERELEZRENICHHESIE S, TLEHBAE 1E
KIZHERILZEMELNT B THAIEE. ETIRBELTOAFILRLARFY K (DMSO, #lE 99%LLE) (2
B, FERREMICOBSE S, HBRIEFMENBE KRISERET S5, HBRAIC. RKRIRE 04
mg/mL 12725 & 5 IZHERIEZMBE Z & B MIBRET 5. LFWEL DMSO ITLMNERELGEWNSEI.

=B 50 mg/mL TILEMEZRET 5. TOLBHFMRIZIRT TS HEE(E. LRUSNDBE 1EEE
FERALTEL, ZXBROGBEE A ERICE TR EZNEOLREREETRT ILENDH D,

14. HERIEFMELS S URMBEYEX. HBRYBICHART 5, U-SENSMTIIRAERTEARETHLAL
=&, ¥IELAIE T, 6 FEEORKEE (1. 10. 20, 50. 100 5L U200 ug/mL) &% 5 K512, EEiFHM
#1213 0.4% DMSO EFBEHO VT NUIMN LR LHBE MEATHEL., RBRETS. 2 HEUBRORET
(&, T2EH#IZ 0.4 mg/mL F7=1&£ DMSO IZ 50 mg/mL OEERILEME B RN SREIE L. Da &t 4785
DERABER (DG<EL 4TBBORE) . M7 2B EMEREZAVTHRART 5. FERABRIIREE
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BMIC. TL— FOEERBREFEDO U7 MRBER (LREEMSE) 2FmMTdILickY I
2BICHERSNTREICAVLLGND (12), CIHLEDREDT-HDEREE (DLt 41BEODRE) %.
INFETORERBRICESVTEIRT S (8), AL S HZRKBEE, 1. 2. 3. 4. 5. 7.5, 10, 12,5,
15. 20, 25, 30, 35, 40. 45, 50, 60, 70. 80. 90. 100, 120, 140. 160. 180 & L U 200 pyg/mL T
Hbd, BEREEEIL200ug/mLTH 5. 1ug/mL TCDS6BIEEEROH-15E. BHREEE X % CD86
FECLHVHERIEEMEREEZA DT 5=0HIZ, RIZ 0.1 yg/mL Z25EHET 5., CD86 GitEERGEED
fzi15&. BIEZ&IZ. EC150 (CD86 IEHRMETH S 150%I2:ET 2ILEWMEDRE. % 1988]) X
H5, HERILFYMEN. Gt CD86 RIGEELSHH., BEKFEEHEZRILLES. U-SENS™ DB-ALM 7
OrILBEES183(12)[CRE SN TS ESIZ, EC150 2BH L THEEMRMN LR WEEZOND, BAIECE
2. CV70 (MIFAEMRAE 70%ITE T HIEFMERE. % 1988R) #TELRYKRDS (12), CD86 15
MOEEREHERERHT SO, FALIDIEEINOCVTIAHIDBREZLZREIRT S5, CDEE. EC150
(£71-1X CD86 [t EMASHEENRSE) & CV70 (FEf-IFTRELREEE [200ug/mL] ) & ORI
WMEICHBMTDEIITERT 5, AIEH-Y 4 BEULORBEERITL. EBO-H. D55 2 FEFHEU
LZEFIEIOREICAWVZEEET S,

15. U-SENS™IZR U\ 5B EAFMRIE, T2t BERICFVENBRILFILTENITHNT 515
B) (% 43R) F£11X 04%DMSO EF £ (HERILFMED DMSO ITEMEIIREMICH R
THBE) THD,

16. U-SENS™[ZAHW 5B EIX. E2iEhTHAE Lz TNBS (K% 11 288) TH5., TNBS &
CD86 HILAEDBMREL LT, TL— FORKEE 11858 (50 pg/mL) T. MRERFEN 70%% LH
B LEHRT D, INBS N TL— FHIZ 50 ug/mL £ B ESI12F3IZE. 1 MO TNBS X by 78K
(293 mg/mL) #ELiEHTHBML, 2,930 EFRT S5 L T 100 ug/mL DEERBEREED. LB (LA,
CAS 50-21-5) %, EMXEYME L L TRESEHPIZ 200 yg/mL £ 42 ES5BBLELOEFERT S (04
mg/mL R kY 7BEMND) , FRAEDTL— T EIZ, TSLEMBELEXE, S AR, B8
BLUBHEXNBZE 3ERETERT D (12), BEET—20HY. FEEUCEEFEEEZH L. Ch
LA DB GEERBERANSIENTES, AEHFRELET. HRIEEMEICOVWTRE INI-EE
(% 1288) LR—TH5,

WERILFYWE P & USIFYE DESH

17. X% 14~16 ICREEOBE EARBELISFERBZEREZ. ARL-HMREER &% 1238)
EL11 (Wv) TV EETL—FTRET S, RIZ. REBLIE-TL—F%#5%COFHETF. 37°CT
45 + IFMA VX aR— 5, 1 oFaR—FDRHIIZ, TL—rEEBERETI—IILL., BREEOHERIL
EMEDERFECY T ILE TOBEREEMEDREFTLEEEET S (12),

M DRE

18. BEMND 45 + IFMZB%K. MEZVEIYA /D034 2—TL— AL, EBDABEICEK YRR
5, BREICETLIEELEZL. N 45+ 3FMHER MREEH) ICHRFLERENBEMBETICROLN
5CLETEETDH, LFEERT, Bo-MEZE 100 uL OkA 5% VHRRMES R ) U EAEEEERIEK

(PBS) (REBRAKBER) TI1ERKET S, BOSEE. MEZ 100UL OXERABEHETHERA L. X
TIZ4°C T304 M. 5L (0.25 ug) @ FITC 125t CD86 A E = (ET D R IgG1 (FA VA4 T) Hik
ZAVTEET S, U-SENS™ DB-ALM A kO /LES 183 (12) ICREHOIAEERT S & (CD86 :
BD-PharMingen #555657 ¥ O— : Fun-1 E f=[& Caltag/Invitrogen # MHCD8601 ¥ O—> : BUB3 ; &
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U IgG1 : BD-PharMingen #555748 & 1= (& Caltag/Invitrogen # GM4992) , RE& AR EDRERICEOE,
RAOENEER, BFE. E4509 METRLTHS, RIGEF v 7IC&& LI OTHNIEL, BlD
I A—URBBEEORAKRET v EAICERALTEH &L (B% 11 88) ., f-fZL. ERENBEHDHRER
BEOEHTRREEZHIEREL. REGEEZRODIVENH D, HABRTEHE SN CD86 ik
BREDHMDEH S AT LIZDNTIF, HIZK, #HEIIRBEOERAEEZMEDHERICE Y. FITCE#ERA
LRIFDIERZ 10T IENTRIANERAND I ENTES, 100 UL DEEREERT2E. 100uL O
KA PBS T1[EI%E4%#%. HEZKAPBSICHEERAL BEHEZFHTHRESLIZHNT H5HE1F 125 uL.
BEY Y TS—TL—F2RAWVSBEE 50 uL) . PIAREHRMT 5 (REEE 3 ug/mL) . #HiE Il 0F
AERZMEORRIZEY . HOEBELPI LAKDOHERERTHES. thoMasEE~Y—h— HIAFE7-7
S/TUF/ XA D (7-AAD) FlE YRV TIL—) #EATEHIENAETH D,

ZO—H4 FX ;Y=

19. CDS6 DHEBES L UMREREEE, JO—HA A N)—ZHAVTHNT S, Mz, SHRE
#AWEY4 X (FSC) BLVEHEARE (SSC) MKy 7Oy FTERY, “hIzk Y, first gate R1
DEMZRAEICHEEL. TIVEHRTHIENTES, U TILIZDE, gate R1IZAET 10,000 #Hifa %
BHLEBEIZT S, AL R1gate h (1M %E. FL3E/(EFL4/SSC Fv k7Ay FTRT, I
70 ET) LERMEHMEERZEIRT 550 gate R2 8%k (1T5HZ&IC&>T., £MEEHAREIZT S (FL3
FIEFL4 Frorl) , HIBERRE, JO0—HA PA—4@BFTOTSLIZEY., UTOXZEAWNT
HHahnd, laEFEENMEVNEEE. EHREZETRK 2 FEOHMENCLEIT—F2EZMBRT 5. HD
W&, 2 BAsE 1 HETHONET—2 MBI 5,

- A R 5
B TER = ‘ x 100

Wiz, RIDHH) R2ITHT— b IN=AMas o FLI-EMEMaoEIA 2 ET 5, MlazEmmo
CD86 ¥, Afil (R2) 127/ — M &N/ FL1/SSC Ky b7 a vy N THIFT 5,

FTEEH/NGG1 VT ILDGE, Y —H—ZXTEEHIEE L TREL. TEEMHERD IgG1 AABEFEY
—20.6~09%IZHB&LIIZT 5,

BICEATEFH%E. FITCEZHIGG1 Ky 7Oy rDL T FEEET S (I9gG1 FL1 A F15S.1. 2150%)

*EBHIRE (BB FE-(X 0.4%DMSO) &L WLEYEREMIID CD86 DRIFIES (S.I.) %, kRHAIH
DWTEHT S :

HEREFE Y EANIE CD86 HIIE D % - HHER{LF M E IR 1gG1+
Sl = MR D % x 100

*tH8& CD86*#fA (D % - x1HR IgG1*HifZ D %

ENEXER IgG1HED% : MUEBAMEPD, PMTIY—H—THRESNS FFEEHEA 0.6%LLE 1.5%%K
. BoE 222 ) FL1 B 1gG1 MilaDEI& £,

IgG1*/CD86* M »f #8 . HWER L M E NIBMIZD % : MR BERIEFVELEEFMBICE TS50 <—7
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—ZBH & FITHE L= FLI-BSME 19G1/CD86 D EI & £ 7,
T—EBLVHE

7— 5 DFFHT

20, TS A—%% U-SENSMERENATRS S : CV70 . BAMICIE. U937 DMIKEFEA 70%
ERTHRILLWERE (S0%MABN) . EC150 . EAMICIE, CD86 DRIFIER (S1) A5 150%%
R HBLPMERE,

CV70 %, UTOXZRNTHEERMEREICLYVERT S .

CVv70=C1+[(V1-70)/(V1-V2)*(C2-C1)

_CT
V1 (E, HRREFENT0%ULEELIRNDERE
V2 (&, MRSERFERMN 70%KiE &R HRARDERFR
C1BLUC2IE. TNhEN VI ELU V2 OMERFEREZ T HBRILEVERE,

WhEFR (FH)

V1 - ..‘u

BT e S

.,
S

v T
Cl_CV70 <2

CV70 fEZRHBMOT7 TA—FIZO2NTIE, BIZE, BRAEEIVEORRICLY) BRICEEZS
ABWEWVWS CEMNEASHNEERT S ENTES,

EC150 (. UTOXZFRAWTHEERMEEICLVERT S .

#E (ng/mL)

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

cCT
C1 (pg/mL) (&, CD86 S.I{EA 150%3k M & K HER L 2 M E 2
C2 (ug/mL) (&, CD86 S.IIEAS 150%LLE DB /IMEER L 242 i

B

E (S.1.1)
E (S.1.2)

i

i3

A
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CD86-1gG1 S.I.
A

S12

150 =|==rmmim—y

SI1

o
+
o

v : > W (ug/mL)
Cl ECI5S0 C2

TEIZDWT, EC150{EE KU CVI0EZHEHT S

BIEZE : EC150 fEHB LU CVT70 {EE. CD86 BN EERIGHE LIS 2 VY—ILE LTHER
35 (BB%148818)

FEHEFERICEDINT, £EERTO CV70ZKRDH DB (12)

DC86 fEMF) S.IIZEDINT, U-SENS™MERWNTEMEE FRAI SN A BBRIEEMEICHT HEH
TN EC150 K63 (&% 21 5H1) (12)

FBEETIL

21.

CD86 HIMAE TIE. HERILFMEDFTAERDLGC LL4RE, 2B ED 2EDOMHI LERIE

(BIBIZEM) 21725 T. VEDOFH EHEFEIXBHE) 255,

CD86 M S.I.MEAY, HREIZH# L-HESHEDLE L (MRREFES 70%LLL) $RTORET 150%
KiEThHY. LOMLBRICBEEZENGVGEE (MiSt. B8%  B% 18 3R, L3R B
EMNRE SN SEMRBEREICHI DL TER%E 19 28) . U-SENS™DZ DAIE DR EIM

(ChBU&. N ERBET D) £HIT 5. BEUSNDTATHIEHS : CD86 O S.I{EA 150%LL L
THDH. BLU/FL BREEZROLHBE. USENSMOZTOAIEICHE T 5HEREBE (Th
Lk, P EREET D) CHIET S,

DRECEL2EDHI LI-AEICENTEETHNIL U-SENS™MIZEITHFRZERME (N) £T5
(E1) , RO 2EDFENESL L HEEME (N) THNIIE, U-SENS™MFPRIZZMELFIEL, 3E
B OBIE XTI BENGLY,

g & 2 AOMILE-AEABE (P) THNIE, U-SENS™MIZEFTHFRIZBEET S (K
1) . RID2EDHENEL L LB (P) THAIE, U-SENS™MIZHEIFLHFRIZBMHELL. 3H
B DBIE XTI BENGLY,

RAERERBRZTHLENI LN L. RYDBIET. HESEOLZVRLEEWVEEDHA T, CD86 D
SI{EM 150%UELETH--BEEHNET D, CORTEKEZE THEEMTHRLL  (Not
Conclusive : NC) &L¥IEiL. BEZEN (REESHEELREMBESHEEELOM—E% 20
SH) LT, BMORAEEERT I2BHENH D, AIEHERNANC LShFE. DECEBRIE?2
BIEET D, 2EBE & IEEDERNAINTIFZE HILIINS LUV FIEP) [F4EEDAE
1715 (B1) ., 2 EABEUBORETE, MESEOLVRLEVEEDH T CD86 A 150%L L
ThoELTH, TORELXEHLLIET S, TOEBIE, SEERLEEVEICH L TRER
EEMELECEICKD, BEFEIZ. 3 @BFELE 4 BOBAEZFTAFAOHEROZNAICE DL
@BE®OMS55 20, 4END562E) (K1) ,
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YD 2 RO 2
E DR E E DR E

l

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

ES

3 5] A JiE

3 /el H DB 3 /el DR
JEILTE JEVLTH

Ne&P&P |¥ | ncaN&N [ ncanap | P
N&P&P N&P&N NC &P &N
P&N&P P&N&N

4 /7] H DHE 4 /5] H DIE

(2T IR o 0

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

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

[mee J[ mee | [ we | [ e | m# | I

B1: U-SENS™M[ZRAWLWSNZFHRIETIV, U-SENS™I[ZK B FTiHllX, IATA OHADHT,
T, BEADEFESLUV MNILBHIZ] OBET7, 8BXVIICH-TREIFTZ &,

N: BIZET. CD86BMETHELEIA, BEELBHIL,

P: BIET. CD86BHETHD. BLU Fizld. BEELXREDD,

NC : EEMTHEL, RPDAET. HESEOLTLRSEEDAHT CD8 NEHETH > =15E(E TEEM T .
. RUIDBIE L DHEV DL THEEMTAL (NC) | EROHEFERDIEE, IO 3 BOAENS S 2 ELL
EHSHBEBME (P) £IEREE (N) OBRERILHIC. BEBMICIEEORAENDELE D,

$: LEERYIRICRIRVD2EDAECHEHRICEDVTEESN - IRIDAEHKENHEEELZAYY
RIZRY,

°r ARV I RIZRIRAD 3EDAEHRICEOVTERESI N 4 DA EHREOMEEE ELZAR Y I RITFRT,

FEEE

22. U-SENS™MZRWSEE. ROFBFEEZHE-ITVELH D (12),
o 45+ IBEHBOBERILEMEBEREETEIC, SEIREDOELE U7 DMEEFEDTHM 90% K

Y& <. CD86 HEIC K1) T bARBDH oG, MAE U937 #EfRD CD86 EREFKTEM 2% LU £
25%UTTH S,

e DMSO #AEICAW-15E. DMSO AXBOZ LM%, ELEMAL &S LLE L - DMSO S.1.%&3K
HBZEICEH>TEE@ML., 3 EAIRECHBEFEDTFHMN 90%L YE K EITNIXE S,
DMSO #{Ax$88 3 B EMD CD86 S.|.MFHAH, |MAE U937 #ifE 3 BIRED CD86 S.|.DFEHD
250%kE T HhiLlE. DMSO AN BIZRZUTH 5,

o HEAE U937 HIRED IgG1 fEIZDW T, 3EBIED S 64 £ 2EAM 0.6%LE 1.5%KiETH
BDIGEEIC. BEEHXLETHDHEERA D,

o MERICAELLEEXME (LB 1220 T, 3 BRENS S 2 BARELUEMNEHE (CD86 S.I.AY
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150%KiE) T, EMlaEE (MRELEREE 70%LULE) THHEEIZ, RFISHELEESEZE

RUATHDHEEZ D,

BiExtER (TNBS) @ 3 EIRESF 2 BIREABHE (CD86 S.I.AY 150%LLE) T, EiMffasE" (M

EFRT0%UL) THAHBEIZ. BEXME (TNBS) 2ZHEEFZ 5

HBRHEE

23. HRBEEICIILUTOBEREZET.

WERILEYME
o E—mOYE

o

fEFEIEAIEER. BIZ X IUPAC & F1=1Z CAS . CAS &S, SMILES F/=(& InChl a— k.
BEXB LT/ FIEZTN N O ZH R HER

NEL, TEEMADBMREE, DMSO ~DEFREE. N FEL L VAFRRELEED Z DithDBRYE
v 5B FEHMEE

ME. %29 558 CTHENICTRETHNETHYOILZHERERG E
ZAY 555, HRIAIOLE (FIZE, MR, B

AERRE

AFARCEFAORERG S L UVREL
SHERIEFMEICH T DEE A EEEROZ S

o ZHOYE. UVCBYERKLVEEY :

(e]

AFARABEOHS DILLWBANE (LRSH) . ME. SRS UEEOH MR
$HOME (LRSE) BLCEHTEDRY DRSO

SR, ELHHADERE. DMSO ~DBBES & VAT THAHEAD T OMOMET 31
feeppte

BAMERORAN, KU T—0Ba. TR LERATOSTE, FiTHBREHE
T BT hLA DM

HUTHE. HBNOLE GIRE. WA B

MR

AF ARG ERDRIE &S & CRE

SWRILLNEIHT 2EL RROT 51

o [BEXER

(¢]

o

LB RS, B Z (X IUPAC 2 F1=1E CAS &. CASEFS. SMILES £7=I% InChl 3— K,
BEXS IV FEEZAUNDHER IZHBLER

5V, DMSO ~DBRRE. NFELFIUVAFARLGERDZOMOMEY 5 MELFHMNE
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o fiE. ZHTHHEETHENICARETHNEFTHYOILEMEINFRG E
o BHTIHIHEAE. HRAIONE (FIXIX. ME. B
o HMEREE
o AFARELGHBEORESFHSLIUREN
o BT IHIHEAE. BUILERFBTRETHILETIGHEABREROERET 4,

o [EMXIRE K VAE. IR
o {bEFHIERIEER. B2 1L IUPAC £ FE1-1L CAS 4. CASEE. SMILES E£7=IL InChl a— K.
BEXS IV FEEZAUNDHER IZHBLRER

o fEE. AT HBATHEHEMNICFRETHNETMYDILFHHAIERE E

o ABEEHNAFSAVICRESATLLEVIORMRAE EEREZANDEE. M. 2FE.
BFUVAFIRLGERDZDHMOMEY 2 YELFHME

o AFTRLEEORERHSIUVREN
o FHWERLFMEICHYT HBE REKEROZ LM

AEREDEM
o HERKEESR. HBERA. RRETERSLIOER
o FHEBRZDGH
o flAtk. TOREZHELVMIET (A% EAFLEERG L)
o JA—HAAIMY— (BELL) | BRBORERE. vk, GoVIcHllREE~Y—H—

o EREFMAVEAORBERV-ARBEERCH T ZREBROTRE £ THT 30IAL -
FIES & URBNHBEOBREEIHT 20ICAVEFIE, Chiid, SENBEF—25&
B ERRGHREBOERT— 4 R ENH S,

HEH AL
o WESELILEUL, EE RS 585N MIEFES & U CD86 S.L1E
o HEMELLEUL, BEEN DGO NI EBEEES LU S.LE
o HBMEOLHERRECSTMRETE

HERTFIE
o AIEREH
o WRILEFVHEORE. BR. BENME (HREBELELDES)
o [REHM
o FHEiH L VRIEEEDRER
o HERFIEOBENAHNIEZDTH

HBR
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o RAECLICHEBRIEEVEL S UVBERBEICOWTHE oM CVI0E (ZHT5155) . S|, i
AFE, EC150 fE (RHTHHR) OT—FD—EXR. BoVITFRIETIVICERL -HBRILF
WEOFHH DR

o RATHHA. TNLUNCEET HHMENHNIEZE DR

HROEE
e USENS™MEZAWTHELN-HRENER
o (hOBEEFBMNAFARELISES. IATAOHBERIZH ITHRBIERNDESRE

© OECD, (2024)
33



OECD/OCDE 442E
S5 0k

1. Piroird, C., Ovigne, J.M., Rousset, F., Martinozzi-Teissier, S., Gomes, C., Cotovio, J., Alépée, N.
(2015). The Myeloid U937 Skin Sensitization Test (U-SENS) addresses the activation of dendritic
cell event in the adverse ocutcome pathway for skin sensitization. Toxicol. In Vitro 29, 901-916.

2. EURL ECVAM (2017). The U-SENS™ test method Validation Study Report. Accessible at:
http://ihcp.irc.ec.europa.eu/our labs/eurl-ecvam/eurl-ecvam-recommendations

3. EC EURL ECVAM (2016). ESAC Opinion No. 2016-03 on the L'Oréal-coordinated study on the
transferability and reliability of the U-SENS™ test method for skin sensitisation testing. EUR 28178
EN; doi 10.2787/815737. Available at:
[http://publications.jrc.ec.europa.eu/repository/handle/JRC103705].

4. EC EURL ECVAM (2017). EURL ECVAM Recommendation on the use of non-animal approaches
for skin sensitisation testing. EUR 28553 EN; doi 10.2760/588955. Available at:
[https:/fec.europa.eu/jrc/en/publication/eur-scientific-and-technical-research-reports/eurl-ecvam-
recommendation-use-non-animal-approaches-skin-sensitisation-testing].

5. Steiling, W. (2016). Safety Evaluation of Cosmetic Ingredients Regarding their Skin Sensitization
Paotential. doi:10.3390/cosmetics3020014.Cosmetics 3, 14.

6. OECD (2016). Guidance Document On The Reporting Of Defined Approaches And Individual
Information Sources To Be Used Within Integrated Approaches To Testing And Assessment (IATA)
For Skin Sensitisation, Series on Testing & Assessment No. 256, ENV/JM/MONO(2016)29.
Organisation for Economic Cooperation and Development, Paris. Available at:
[http://www.oecd.org/env/ehs/testing/series-testing-assessment-publications-number.htm].

7. Urbisch, D., Mehling, A., Guth, K., Ramirez, T., Honarvar, N., Kolle, S., Landsiedel, R., Jaworska,
J., Kern, P.S., Gerberick, F., Natsch, A., Emter, R., Ashikaga, T., Miyazawa, M., Sakaguchi, H.
(2015). Assessing skin sensitization hazard in mice and men using non-animal test methods. Regul.
Toxicol. Pharmacol. 71, 337-351.

8. Alépée, N, Piroird, C., Aujoulat, M., Dreyfuss, S., Hoffmann, S., Hohenstein, A., Meloni, M., Nardelli,
L., Gerbeix, C., Cotovio, J. (2015). Prospective multicentre study of the U-SENS test method for skin
sensitization testing. Toxicol In Vitro 30, 373-382.

9. Reisinger, K., Hoffmann, S., Alépée, N_, Ashikaga, T., Barroso, J., Elcombe, C., Gellatly, N., Galbiati,
V., Gibbs, S., Groux, H., Hibatallah, J., Keller, D., Kern, P., Klaric, M., Kolle, S., Kuehnl, J_,
Lambrechts, N., Lindstedt, M., Millet, M., Martinozzi-Teissier, S., Natsch, A., Petersohn, D., Pike, 1.,
Sakaguchi, H., Schepky, A., Tailhardat, M., Templier, M., van Vliet, E., Maxwell, G. (2014).
Systematic evaluation of non-animal test methods for skin sensitisation safety assessment. Toxicol.
In Vitro 29, 259-270.

10. Fabian, E., Vogel, D, Blatz, V., Ramirez, T , Kolle, S., Eltze, T, van Ravenzwaay, B., Oesch, F_,
Landsiedel, R. (2013). Xenobiotic metabolizin enzyme activities in cells used for testing skin
sensitization in vifro. Arch. Toxicol 87, 1683-1696.

11. OECD. (2017). Draft Guidance document: Good /n Vitro Method Practices (GIVIMP) for the
Development and Implementation of In Vitro Methods for Regulatory Use in Human Safety
Assessment. Organisation for Economic Cooperation and Development, Paris. Available at:
[http://www.oecd.org/env/ehs/testing/ OECD%20Draft%20GIVIMP_v05%20-%20clean.pdf].

12. DB-ALM (2016). Protocol no. 183: Myeloid U937 Skin Sensitization Test (U-SENS™), 33pp.
Accessible at; [http://fecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu/].

© OECD, (2024)
34



OECD/OCDE 442E

13. Sundstrém, C., Nilsson, K. (1976). Establishment and characterization of a human histiocytic
lymphoma cell line (U-937). Int. J. Cancer 17, 565-577.

14. OECD (2005). Series on Testing and Assessment No. 34: Validation and International Acceptance
of New or Updated Test Methods for Hazard Assessment. Organisation for Economic Cooperation
and Development, Paris. Available at: [hitp://www.oecd.org/env/ehs/testing/series-testing-
assessment-publications-number.htm].

15. United Nations UN (2015). Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
(GHS). ST/SG/AC.10/30/Rev.6, Sixth Revised Edition,New York & Geneva: United Nations

Publications. Available at:
[http://www.unece.org/fileadmin/DAM/trans/danger/publi/ghs/ghs_rev06/English/ST-SG-AC10-30-
Rev6e.pdf].

16. OECD (2012). Series on Testing and Assessment No. 168: The Adverse Outcome Pathway for Skin
Sensitisation Initiated by Covalent Binding to Proteins. Part 1: Scientific Evidence. Organisation for
Economic Cooperation and Development, Paris. Available at:
[http://www.cecd.org/env/ehs/testing/series-testing-assessment-publications-number.htm].

17. ECETOC (2003). Technical Report No. 87: Contact sensitization: Classification according to
potency. European Centre for Ecotoxicology & Toxicology of Chemicals, Brussels. Available at:
[https://ftp.cdc.gov/pub/Documents/QEL/06.%20Dotson/References/ECETOC_2003-TR87.pdf].

© OECD, (2024)
35



OECD/OCDE 442E
BELAEOES

EREE : ABREKICLOBRE., —RUICBOON-SRELDOES, BREOUHEORETHY ., ZHH
D—RETHD, CORER. ELDEE. HBREOEELCERDIGEERT S —HERLAZMIZAL
Bhbd (14).

AOP (FEMRTEREE) : 2FLALDAZOvIILARY bHALBEXED invivoszlgE T, 1ZEMILZEY
BFEIT—HBHOELUEEMEDILEEBENOE L H—EDER (15),

CD86 imE RIS : HtERE (CD86S.1.2150) DHERRICESHICELNCD86S.LZRTREZREDEHS.
REKEE (RERGHE) BH5.

CV70 : MBI RN 70% % T FRRE.

FUZbk: FUT L%, i) BELEXNBEESE 3 BIRENDIEIE%CDSCHEN, LMUEXBEERE 1 AIRES

KUE 2 BIREDEIE%CDSHENFHD 50%% FRIDIBE. ELU i) BHEXMEBERSE 3 ARENE

IF%CD86*EAY, FEMEXEEEDE 1 BIRES L UVE 2 BIREDIEIE%CDSCHED D 50%% T E 515
EET D,

EC150 : CD86 #IFIZH VT, 150% S.I.&RT FHIEE,

20—HA bA MY — BRETERBAS VMRS, MEESIUVZOBEES ORRICIE C THEY SR
HROERZBE L T—EIZ 1 DI ODRNSMBAEE. RAICHKZRINL., RIZEELEAREZRET S
&5, ELDGE. MEARAT—H—TFEHIND,

A AW, R, T (BF) SAVHLIVEICEBIN-EE, BEREESITEITAREENHD
MEEAOHEFITREDC &,

IATA (RERE L UFHMHICET SMANT TA—F) : HHLEVEEE—HOLEVEOEEEDH

Al (FTRETE) . BEEMOREMAIT BE) LU/ FEXEMTME (AT RES S URE) ITAWL

BNDARRMT TO—F, K7 TO0—F TR, BAEENHLT—F ETXTHEHICHE LEAFITE1T

5‘&(‘3: Y, AEMDOTREMSE., VAT, SHICHERSEHR/IRELGLIHBROBEMREICDONT, Rl
DEBREFERESZ S,

BEY: EVIRIELEGEVW2 DU EDYMEN L HEEME-ILFR,
BE—maME : GHERIZ. 1 EEMSH 80% (Wwiw) UEBRHETEHZELICLYTERSNDIYE,

SHAYE  EEWHEMIC. 2 DULEDOEFERSNEE 10% (ww) UEB KLU 80% (ww) RiEGTHE
FTHIEICKYEERSNDIYE, SHROVETHEAREOEREONS, BEVESHIMELDEE,
BEAVOZE. 2 DULOMEMEERGEREBISTREETEIZLICEYELONDIDIZHRL., ERSVE
FEZREDERBONDZ LIZH S,

B ABRROITARTOBRAENEEH. BUERIGEFET LI ENMONTVIMEEZANTER
T 5B, BHEMBRICOBHFMUELZFTFMTETSL5I1Z. BERIGOREINBE THLTIELES
g AW

TUNTTY  BILG EDFEYMLGEREE L TRIFEME L L HLEYE.
TANTTY  RERERZELD-HIC, BRICLDERILEZET HILFEVE,

74 HREBRANROEZELOBR L. ABNREDCBMICE - TERLPHERENHINETT AE.
HBRAHBRMNREGIEYENTECERICAE T EFRATEZLIREZTY, ZaMKEE. HABREDOIERE
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E (—BE) 58T 5 (14).

EEME . ALIOPILEZAVTHEEREZEBLIZEFICH/ONIBRNLEBRANS S VEREERED
BEZRIRE, BRABRMES L UVERMEBRESD > PICHEEAREROEHICK YRS h S (14).

BIE AR EARBEE X UBEMBE & HICARICEIT SIS 1 DULOEBRIEEMEN S5 —HD
FER,

BE : IXTOBMHLEMECERLEYENS> B, HRICK-TERICHEINLLDDEE, 7EH
BRERELVLoITHBRENDEREZTIRETHY. HBREDZUMZAMI S L TERINESERRH
TH5 (14).

S.I.: RIBEH., FETCUELL-HREDOLERICE>THLONDLEMETRE L IO EMFEH RN
SR DA XHE,

BEBEHE AV BE A MERGEDHBRRDIANTOBEARD EZECH., HRILEVEEZEFTLHL
RUEHAMD &, BUREARKITER, FLEARENICOBLBBRIEEMETRELHMICON
T A—RFA VDORICEHERET H=OICALLGN D, BB ZRFICAVRROEE. REHIE,
B EREHABRREOBEFROBELRT .

BERE : dBRARI L TERITDBEINDITRTOREDOILEYEEIFEFRTILEDEDERIEG. &
BMGHRZLEoTHABRZOEHEZTIRETHY .. ABRZOZLMZFT M I O LTERINEER
EETHS (14).

FERREK: 5%V U RENEER ) Vv EBREEEERIEK,

YR : BARAOREFEHEBETHEONDIEERRLEZDLEEYDOLZL., TOEBOREMRER
DIEHITBERFMPC. TOERAIEMNOIRET 2THYEEENLD. TOVEOREMLICHEEZR
Fg et TOMRERILSED LB TBET HRIGEMD HHBFEIIRLC,

BERLEME : THRIEEME] EVSAER. HBRRTHLIZLEVSBEICHANS,

EREEDAES LURTICETIHARMIXTL (UNGHS) : Ax (BRE. F7EE. @WixiELE,
HEE., RABXEELGLE) BLUVREETLH-OIC. FEERICHETEREGETHILEBHNEL
T. YEZE BRESIUVRELOATHOEES IV LRILOEEICK >TLENE BMEELVE
BY) DREEERETDEEBIC. EV MTSL - TEMIETE - FEMHER - IBREE - LEYER:
MT—2 L — bR EDHRET HEEBERZRYEZS VATLTHS (16),

UVCB : il FBAFEEFEDYME. EHERISERDEITERYE.

RULGHERZE BEOEMICH L+ LERZEMS S WEEENHDI EHE SN, BENICRELEREICE
DNTWBHERZE, HARBRENERNLEEKRTHEYLULEVWSDTIEEL, HEL-BMICALTEZHETH
BlcEEED (14),
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R 1 EREFEADOYE

RRERENA FS5 4 2 442E DR BEEICHR > THEBRZZAENICAVWDIDICEKILE, EFEESRIE. £ 1T
HREINS 10 MEIZDONT, U-SENSMIZKYEABFSIh I FTRMREERICAFL., TRERDR 1098
F8MBELLEIZONT., TAEFNOEEGEFHEAIZESENS CV701E. EC150 [EZEMHRT 5 Z &I & Y Bl
MEBEREFILILT S L, BRAETMAOHEIE. REBREEOEEEIZOVWTHELNSRIGDEFHZE R
FTHOHBRSINz, ThUNORBREEZ, TOVEINTRETHDZ L. BRED invivoBBT—42 N
AFAETHDIZE. BEUPU-SENSMZ L YBON-ERED invitro T—2 WNAFARETHD I Z LITH
T, BRENTVWEZSBT—4 A U-SENS™MTHIETEETHDZ EEET (1) (8),

F1: USENS™MOERERROIMIIICHREILIYE

U-SENS™|  U-SENS™ U-SENS™
ERERERONE cas®m| Torh MVOlEIl mwomk  cvio (g EctsoomE
u ImL) OE# #EE (ug
&P 2 /mL) 2
e
4-7x=LYPF7IY| 106-50-3 L2 “@iﬁ\)ﬁ SEe it ° <30| &tE(<10)
EZ UILRILKRUEE 2508-19-2 ELN @1’2;1@\;:‘5 SEL K >50| &M% (< 50)
Emss . RAEMEYE ) o
JLAVEESIFIL|  141-05-9 ‘A (chE ) DMSO 10-100| B5M% (< 20)
e . RAEMEYE A a
LYILY/—)L|  108-46-3 5N () SEL >100| F&1%( < 50)
e
BEER7ILa—)L| 104-54-1 Bl “1’%%?\)’5 DMSO >100| F&1%(10-100)
e
4-F7YILT=Y—I| 140-67-0 3TN “ﬁ'%?ﬁ DMSO >100| P&tk (< 200)
Yyh)y 81-07-2 EK| JERAEEME DMSO >200| FEf4( > 200)
gy+a— 56-81-5 K| ERRAEEYME Lk >200| F2f% (> 200)
ZLER 50-21-5 A ERREEME SEL >200| &% (>200)
1) FILEE 69-72-7 ER| JERAEEME DMSO >200| &% (>200)

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

L Invivo IZB 1T 2EEME (BLUERE) OFAFERE. LLNAT—2IZE D (1)(8) Invivo 2B ITBIEE(L.
ECETOC IT& YIRIBShi-H#EZALTWLS (17),

2 BEEDBRIEEICE DL (1) (8),

3 SEEREH  10% Y URIRME. 2mML-J LA 20, 100 BR/mMLR= Y B XL 100 yg/mL R LT +Y
A4 U %FFMLT=- RPMI-1640 151t (8).
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TBRE3: Invitro REREHE . 1 2—0O4 F&
V-8 LR—A—BEF7vt4 (IL-8 Luc 7v
t4)

BRUICERINEEHRLLUVRR

1. MEREY—D—ORREZ\BMIE57vtA EEFELGY, IL-8 Luc 7yt 4 1%, HiKHAE
(DC) MEMILT HELELD YA MDAV THS IL-8HBEDELLEEET S (1) (2). THP-1 H3E IL-8
LR—4 —fifatk (£ F2MEERERMFEMREHK TH S THP-1 Mo B L= THP-G8) ZEREMMEIC
BESE. IL-8 RBZTRAET S 2) 3) @) cCT. LY T7x5—EDRBFZANT., RERELEHE
ERBREEMEDHEANEXIET H, 2023 FIZ, BADEFEY—H—ZAVHEBEOFTMEICESN
T, —HOHBZMENEITHT 2AHBREZDEAMETOAL S ICHETLEFRETLZANT, £HER
ENE#FH STz (5)

2. IL-8 Luc ikld. BABMEBABZTME 42— (JaCVAM) | BFEZEE (MET) 8&UH
AFMERBAEEZFEE (JSAAE) NEELENYT—2 a3 VRBTHESAZDOS (5). JaCVAM B LU
E£FEE (MHLW) OFEBEOTIZ, RERAREZERH A (ICATM) OXEEF/ T, I LZEF7LE
1—%%2(11z (6)e AFURERIIMERFLUBELIUVRT—IRILET—DLDEREITRTEET S L.
IL-8Luc 7 vt A (E, AEMDONELSLURTEEMIC, BIEMYME LFREEMBELHANTLHDIZ. &
BEIUVEMICEAT2MANT TO0—F (IATA) O—BRELTHERATHS EEADND, IL-8 Luc 7V
A T2 LMDBFRE DHAICET BB, XEKICHRES TS (3) (7).

3. IL-8 Luc 7yt (&, HIBIEEL LS T2 5—EAEDORRNH DEZADEMBEMNARET
HHEZLENERINTLS, BENBREESLUVERBBREE TN TN, 87.7%H &V 875%TH-
= (5)o /N T—3 a3 VERER (5) BL UMD ARHA (3) (4) 8) DF—H (&, LLNA ELE# L1= IL-8 Luc 7
vyt DEEEERLTWVWS, TOXIHRERT, IL-8 Luc 7yt A IZiLEHE 143 8 130 iE£EHEF
fzIEBEME. 13 EEREMTHWVWEHEL -, REBREEYME (UN GHS B4 1) ELIEREMME (UN
GHSRE#7# L) &&#AT BIL-8LucT vt DEMKEL83.6% (109/130) . BE 92.0% (92/100) .
YEE 56.7% (17/30) TH271=. UT (BB%E 6) [TRIREEMEHR. EBXKPOILL TS5 —CEEHET
HitEYELE, ERSGSENOMEER &, IL-8 Luc 7yt DHREE. BKE 93.9% (92/98) . HE
£ 68.0% (17/25) . IEREFE 88.6% (109/123) T#Hot=, Urbischetal. (7) DE FF—4Iz&hlE, IL-8
Luc 7y tAI3EEME 0 fEF 84 FBEBIEFILIEME. 6 FBEHEMNTHEWVEFHIE Lz, TOMEEILRE
£ 89.7% (52/58) . ¥R 50.0% (13/26) . IEHERE 77.4% (65/84) TH 1=, WRAKMICINE 5L
MEBEZERNT SE. IL-8Luc 7y EA XL EME 84FEh 78 B4 G T -ILIEME. 6 FEXHEMTHELE
$IFE L. EREE 82.1% (64/78) . REEE 89.7% (52/58) # & U 60.0% (12/20) Ta#H 1=, LogKow < 3.5
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DILEYMEIZXT S IL-8Luc 7y DEEEEL . LogKow2 3.5 DILEMEITxT 5 IL-8 Luc 7 v 1 D4
BELDEFBRFFLIZEC A, Logkw23.5TIL-8Luc 7y 4/ DREEMNET LA EARESNT (8),

4. IL-8Luc 7 vt 4 TOMEHEDFRIL., REBREELSTIMEEME (UNGHS #HiIX 5 1A) &Y
. REREMAED,  PEEDLEYWE (UNGHS #iIR5 1B) IZEB& > A HTHEMEME LY (3) (4) (8).
WETDHE. LREBERE. IL-8Luc 7 v A DNREREMEZHANT IDICERATHSIZLERLTWLS,
IL-8 Luc 7 vtA &, IATAICE DK thDEHREFAL. TELHDIC) OEE7THIUB8DEIEIZHK ST
BRI SNEIRETHEI LMD, ILBLuc Ty A FHMDRAERZL L TEE L EREDEILIEEICT
EFRL, TSI, IMEAVGVREREMRBREZ M T 55E. LLNA REBREL ZOMOBMEHERL .
ERCBTIREBREMERLICRBMLTVWSEFIVWZBNI LICBETRETH D,

5. WEAFARELET—RICKDE, IL-8Luc TytEA I, SEIEFLEAHERE, RIEAH=X
L, BEEBEMEDRE (in vivo HEETHESINDS) . MELEMEHEICELLNIEBREEMEISERT
BETHEZENTEINTULS (3) (4) (B) IL-8Luc 7y EAITFE. ERIVELS L VESYDHERIZH
HRICERARETH D, LHL. X-VIVO™M15|Z 20 mg/mL TERLITEE LEVVEAYIEREYEL S
nizBE. thOEEMEOFTHDRICEN TV RIEEMELHLINE LA, BREMERNT LHE
[ZI&. ERBofhic, TIXLOHIZ] DB 9 ITEE L1z in vitro BEMRERICET 2 — ML BRSEEEIC
ANBRETHD,

6. N)TF—2 3 VREBT. BKPOBIEEERATN ST, S5IZ. HEkORBHEEAEL (9)
EPEBREHMNL, TANTTY (REEHEZETIVE) BLXUTLNTTY (BERBEIEICKYE
HEINEHE) A, IL-8Luc 7y A BMHERERIZEENH D, L. TL/ TANTTFULLEER
bNndiGE. BUEHRZEZEICHERTIVLELHDEOD., IL-8Luc 7 vEAIE, IL-8Luc 7 vtAT—
Aty MzHBTLNTTFUo11ETR1ME. JOonNTTo6iEh 6. JL-JantFo8fEhs55E
ZELCHERLE (5) (7) TLNTTFoHLUTONTTFUERET2E008MZRALVEL 3 EHED
7% (DPRA. KeratinoSens™# & U h-CLAT) [T 2&EDEFEMLEa— (10) &, IL-8Luc 7 v+
A 122 THP-G8 #iFaA h-CLATIZEWL 55 THP-1 ICHET 2% THDH E VWS EERITH DI L,
IL-8Luc 7 vtAH, DA EEMAIEHET, TLNTToELVBTaANTTFUERET 5=00EY
ZRAVGWAZEORERLICLES T HAEMELNH LS. CNETICRELE-FEEMARIE, BE B
T, BAFMEREIEA AN ICBbLLT. () BEFEREZECTV S, REIC, LY Tz
S—EE#EETTHILEWEE. B/ AEEZRILSE. BT LORAEFTORLEMEE L S8
HEAHD (1), FIZIE. 1 UM EFBRZDEED 7« IR MAXFVIF, LV T2 5—HELR—F—EEF
DBFEEHICEY, OV Tz 5—ELR—F—BEFT7 v TORLETZHEET 5 LA K
EINTWDS, TD=H, 74 FZRXA AT, LV T2 5—EULKR—F2—EEFNDI« TR O
TUKREMIELEE LA EEZAONSILEYMAEREICHEET AGEICAELEZLY TS —EHRERLA
LIE, BEICKRFTILELNHD (12), LEICEDIE, REENF. 8k, L 7z 5—CHEWE
(F. IL-8Luc 7 vt A DERALHEMNZH D, tMOBFEDHT I —ICETHRILEMEIZIL-8Luc 7 vt
A ZBERATERVAHDIEE. IL8LUCc TV EAZZTDLS3GATIY—ICEITYEICAWNSIRET
<A

7. LREDOBEY., IL-8 Luc 7ytEA &, RIERFEEME L EREEMEL OB EZIETH LN
TE5, HOBEBHRREFALIIGEIC, IL-8Luc 7 vt A4 ORENREFTHMICEHKL S50 ESHEHASL
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MZTBICE. EFT—RIZEDVE—EROMEIADETH S,

8. FBEOEESLUBBER 1 BLUHEIIZRT,
AREBROME
9. IL-8 Luc 7y EA &, ZAYDERILI Y3y REN—SZFHIF v 9R) HoBEE

b Bk A IMRmEG THP-1 ZRIBALTW5, COMBKZANT., REtXFEFSRER L. THP-1
H3EIL-8 LAR—42 —flat%k TH 5 THP-G8 ##iL L 1=, Zhld. Stable Luciferase Orange (SLO) & &
U Stable Luciferase Red (SLR) ™o i3IV Tz 5—FEBEFEEINEN, I8 TOE—2EXUVSTY
I TFILTE RS- VEETE FOSF—+ (GAPDH) JOE—42DTFRICEALE-LDTHS(2), _h
2k > T, BEMELEWMEICHEE L-HED IL-8 5K GAPDH MEMHDIEIZL LT, BRHOXFRLE L
VIIS—FEREIODERLEREITHET, LV I715—CEGFFTENESRENTREICKE D,

CHDZEBTYEAVARTALIX. L8 TOE—2ADEGFREHIEBEERELLI 75 —F
(Rhagophthalmus ohbai @ SLO ; Amax =580 nm) (13) &. NExB 7O0E—42 TH S GAPDH DiEfx
FRBEHDIKBERERBILY T 25—+ (Phrixothrix hirtus ® SLR; Amax = 630 nm) (14) 545, D
2D 7z 5—EARZILDILV T VERBLTELESZBERT S, AFE T ILEZ—FRHWNT
TS BEMILORELEZSHL. 1 BEBRETERAZRBICHET S (15) (& 1) . Fi=.

GAPDH mRNA [FHFZEEIZEL. EEBMNICHKET D, ChiE. BELIBHOERBRERTLREN—F
THA=H. EEMITILEA LRI AS—ELEFERGONTRMBE LT, —MOERRTILFERAS
nTL3 (16) (17) (18), GAPLA MBAEME (Inh-GAPLA) (FHIAABERDEN-Y—H—THY. 70—
YA bA M) —ICKPMBEFZEQOAEIC—RMICERINASEII—ID—THD5IAVIETREDHL (P)
BERR MR & R ULVEREA B Z EAGEBA S TULVD, Inh-GAPLA A% 0.8 Kit THNISHKERLZWE A HRE
BEUHETHLIZLZRL. CNITIEEYENEMPTEB LI LETELTWVS, >T. CORHE
FARAVT. #AMELEVEICHT IBREZRIIL. BEMTHEVVEROBZEZRST I ENTES (8).

10. THP-G8 #iia % . HERILZWE T 16 BHUEL-HE. IL-8 TOE—FFEHEETRT SLO LY
7z 5—EEM% (SLO-LA) &. GAPDH 7RE—4 &M %KY SLR L7z 5—EEM (SLR-LA) %
BIET %, BREEFIIELOT (T 518, SLO-LA % ILS8LA, SLR-LA # GAPLA &£&1tI+%., & 112,
IL-8Luc 7yt A B TR T S5—EERICEFODLLIAEEHHAT S, AEEZANT. XDOLD%E
BEHT B, ILBLA/GAPLA TR 5N B IEFRIE ILSBLA (nIL8LA) ; #HEXLFE TMIHE L 1= THP-GS8 #iia
D nIL8LA @ 4 EIREBEEDEMFE L, ENE THP-G8 MDD nILSLA D REAEEDEMFEYDLE
TROH NS nILBLA DFFEREE (Ind-IL8LA) ; HERILEYE TN L = THP-G8 2 GAPLA M 4 [A]
REATENEMTEHMEL., ENE THP-G8 #if2D GAPLA D R EAEENEMFEENLLTRDH >N D
INh-GAPLA TH Y. ThExflifastiEiZe LTHERT %,
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R1ILBLUC T YA DI 2 S5S—EEEDRAZDEH

= =%
GAPLA GAPDH JOE—# &% %RY SLRILY Tz 5—HiE M
ILSLA IL-8 T7OE—2EMERT SLOLS Tz 5 —EiEH
niL8LA ILBLA / GAPLA
Ind-IL8LA WEREFYE TR L 1= THP-G8 #if8 D nILSLA / AL D nILSLA

Inh-GAPLA WERILFHE TUOIE L 7= THP-G8 #if2 D GAPLA / EALIEHER2 D GAPLA

CV05 Inh-GAPLA A% 0.05 R & L 2 ERIEEZVEDRIEEE,
Pl reducti WERLEMEIZIRE L= THP-G8 #IRAIZ 5B 115 Pl HERRMIRAD % | #HERILEME
requclion e 4Ly THP-G8 #BREIZ 85 (1 3 Pl HER LD %,
BREDIEE
11. HERENA FS A4 442E OFFRBREICEH SN TV AHBREZZAEMICAWNSDIZERIL, £

MEMEER (L. Good in vitro Method Practices (19) IZ#E#L L THHIE Il REDEBEREHEZRD OPMEZTHAINT
BMMEREFNIT 5, oI, AHBZFEFAEIL. REEDOFz v &, BERBE L UAEE 1§
AABICKYFEONET—RDERT —IR—XREZHREL. COLSLBT—FZAVT, EEERTO
AR EOBEMENBENICHBSINA TSI L Z2HRT 5,

FIE

12. IL-8 Luc 7 vt 1 DIREIRIEFIE (SOP) ZFIATE S, BBREERT IRICIEINEZFEAT
BBHELRDD (5), AHXBREERET HME%(E. OECD T T L— FOEHICH > THERBBEEE (MTA)
IZE&T B &IZ& Y. Tottori Bioscience Promotion Organization (BHIE) A oEEFH# % THP-G8
MM EAFTEIENTES, COTOEEIC, IL8Luc 7 v/ DEEEBRERLFIEZELHT 5.

ME DR

13. THP-G8 ffifatk%. IL-8 Luc 7y A/ DEMEIZERT S BEEIBLV 12 58) . 2fELL:
5, MEEEELT 2~44) . WERA My HBE L TERERET S, COX MY IHBEE, X 12
RET, TIE 6 ARETIZHIEYIBHET S ENTES, BHEICAWSERIE, 10%D U BIRME

(FBS) . iEWME HMEBEYWESBK (100 UmLR=21) -G, 100 ygmLRA RL T rRA4 2 UELV
0.25 ug/mL 7 L7k 71 > BEH 0.85%4EEEIEK) (GIBCO Cat# 15240-062 7 &) . 0.15 ug/mL E
1—0OvA <Y (CAS: 585827 &) £V 300 yg/mL G418 (CAS : 108321-42-2 12 &) #&8FT S
RPMI-1640 &5t T#H %,
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14. HRERCHEAT R, REEDOFz v I T, BETHIZ L EHIET D, RIEEDF v
1%, BERI~2EMFELEI2~4KZR =06, BGERBTHL4-= AR ID)LTOI K (4-NBB)
(CAS : 100-11-8, #liE 99%) H&LUREXBRTHHEE (CAS: 50-21-5, fliE 85%LlE) ZHWNT
EMT 5, 4-NBB ' Ind-IL8LA [HFHERIE (=2 1.4) . —FA. ZLEEA Ind-ILBLA [RMERIG (< 1.4) &RT b
ENHD, COFUEBLIBTWVGEE. HILWVEBRENAA7ILEFERT 5EH. 4-NBB DEEELH
BRI HENMBEINDG, RIEEF v I THELH SN-MROAZRBTHERAT S, RIGHEF
T IE, B%E21~23 IZRREBDFIEICH > TEET 5.

15. SRERTIE. 2~5x%x10%cellsimL DZFET THP-GS8 #fifa%#ZfE L. 48~96 BfElIChl=>THEED
TAITHIEET %, HBREA. BEOSXIMSEMLI-MEE. REMEZEFELL 10%FBS &F
RPMI-1640 Tk L-Db., EMEZEF L) 10%FBS &8 RPMI-1640 [Z 1 x 108 cells/mL THE&E
T5, RIZ, 6V ILFEEE T L— b+ (Costar Cat#t 3603 72 &) (250 uyL (5 x 10* cells/well) DHERE
Z1BET B,

WERILFYWE P & VST E DR

16. FERIEEMES L UXBEMEIL, ABRUBICHART S, IL-8 Luc 7yEAIZE. fikRshTL
HEMEFEEHTH S X-VIVO™ 15 (Lonza?, 04-418Q) (2. HIREE 20 mg/mL (2745 & S5 #HERtFHME
BRI D, A4 ORDF 21— TITANT-HERILEYE 20 mg (2 X-VIVO™ 15 M2 T ({LEMEA
fEE EEBRIC) 1 mL &L, vortex S X H—I2hIT=HE. $20°C DEAFERETHRS 8 rpm DA E—
FOR—2Z#RAWLT 30 #EIRET 5, TN TELEKRDILEMENBHE LEVESIE. LEYELNTELIC
BT EINRENICHRTEIET. Fa—JxBFRICHTS, HERILEMEMN X-VIVO™ 15 [J7AfET
5imE. COBEBRE XVIVO™ 15 ZAWT S5 EZICHFRL. HEBRIEEMED X-VIVO™ 15 X by Y iBKE
LTHERT S dmg/mL) , HERIEZWEH X-VIVO™ 15220 mg/mL TRL2IZITBHLEWNES, BE
MEBRE. 30 7L ERZELIZDS. 15,000 rpm (920,000 g) T50MEDT %, Fonfz LEFHER
EEMED X-VIVO™ 15 X by VB8 KE LTHERT 5, DMSO., KOG L, MDBEEZERT 55
Bl HMEMERZRTTLSI L, LEMBEOABFIEOFMEE. #HEVIZSTT, BE17~22 CRED
X-VIVO™ 15 8i%%E. 6 V)L FEEBTL—+ (B% 1558 CTHREL-EBREERE 111 (W) T
BET 5,

17. RYDOREAEE. MESHEEEZETEL. LEMEOEERMEHDUREEEZRET I LE
B#ET 5, 96 TILTL— bk (Costar Catt EW-01729-03 42 &) ZRLNT. WHEBRILZEMED X-VIVO™
15X by I BRD 2 EFRRINE. X-VIVO™ 15 ZANTHERT S (WHEVSER) . RIT. 50 /v x
IWOFERBRE, 6 YT ILEEERTL—KZA>t 50 uL MBS EHRICMAZ S, ShizkY., X-
VIVO™ 15 [ZA[[ZHDHERILZMEDIZE . HERIEZVMEDORKEEX 0.002~2 mg/mL &45 (&
V) . 20 mg/mL T X-VIVO™ 15 [Z B EDBEERILEZMEDIHE. 2~2"OHFREXEOH EREHAT 5, 1=
L. #HBREEMEOEROZRREEFIFHDEETHY .. X-VIVO™ 15 X b v U B RFOHEERILEY
BORMREICIKET 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. CDEBEDHABAETIE (F2. 3LV 4[E) . XVIVO™ 15 R by Y iBERE. RPDEERT
DHIEETERE 05;8F (CV05 ; Inh-GAPLA 1Y 0.05 RiFICHDRIEEE) D4EDREICHED LS ERT
%5, B1EBAIEDHRSREET. INnh-GAPLAA 0.05 ZTFEZFE /NS L GEWNFE, XVIVO™ 15X kv
BRE. RVOAENDRSEETHERT %, RYIDAEDR by U AKEE%R CV05 (X) HFRER

(CV05 (X) BFUEER . A by BREFRLTCVO5 (2T ADIHELFERER) TE>T. CVO5D
BEZEHTS (@B VSHE) . 20 mg/mL T X-VIVO [ZFRBEDHBRMEDBE. X by 7 BKEE x
1IXELTCVO5 ZRDD, F2~4EAEDHZEE. RDRA MYV iBEKE4xCV50 & LTHRT S (#HE
V) o

19. XVIVO™M 15 DE2 DR by 7 BROFRRINEZ., FREF15T, 6z )ILTL—FEAL
THERT 5. RIZ, 50 yL/IV T ILDFRBRZE. 6 VT ILFEEBETL— MZA 271z 50 pL HIEEEHK
ISMA S, BEERIELEMEDEELIZ 4 D LEHET D, RIZ, BHETL— b z—H—TEM
L. 37°C. 5% CO-T 16 B/ > F aR— b+ L1=DBE, LTz 5—HEFUETROEYICHET 5,

20. BIETERIL, 50 pL/77 LD X-VIVO™15 &, 10%FBS &% RPMI-1640 Z AL =50 L/ =)L
HREBAREDEEYMTHS.

21. HEINDBEXEE4-NBB THD, 20mgD 4-NBB %, 1.5mLARA Y ORLFa—TIC
AR, X-VIVO™M15 % 1 mLIZH B ETMZ %, 4-NBB (& X-VIVO™ 15 [Z 20 mg/mL TIXFZLIZILBEMEL
Bz (BBE16%23B) . COIA Y OEDLFa—T% vortex SXH—[IhTi=H&. &E 8rpm D
AE—FDO—42ZANT309LERET S, 20,000 g T5RRELDEEL-HE. EFEE X-VIVO™
15 F%#FANTAEICHFRRL, FREEFS0 UL ZF 6 I ILTL—FDI IOV EDITANS, ZOFR
BRE. XVIVO™ 15 ZFHNTEILIC2BE LIV A4 BIZHFERT 5, COBKRS0 uL %, 96 VT ILFEER
BITL—FDYTILIZADTz 50 uL ® THP-G8 Ml E&RIZMA S (FHE V) . REEDBHEXEE 4
DI )TRET S, TL—rE2TL— b 2—H—TIREL, CO2M U Fa2R—E2T 16 BfEaA >Far
—bkL7=zDB (37°C. 5% CO02) . WP T 5—EEFHEERE 28 DEHDEYICAET 5,

22. HRINSEENBIIIBTHD, 20mg DEEE. 1.5mL AV I O&EDLFa—TITAN,
X-VIVO™ 15 % 1 mLIZ#5FETMAZS (20 mg/mL) , 20 mg/mL DELEER K ZE X-VIVO™ 15 ZFHI\T 5
ZIZHIKRL (4 mg/mL) ; S04 mg/mLEEEBRRS500 LZ B I ILTL—FrDITILOVEDIZAN
5, CDBEKE. XVIVO™ 15 T2EIZHFRL. SHIC2MFIHFERL T, 2 mg/mLBEH LU 1 mg/mL
BREFERT D, 20 3 DDFR 50 L EREXRE (X-VIVO™ 15) %, 96 VL FEEETL— LD
DT )LIZA STz 50 pul O THP-G8 HIfRBRARKICIMZ 5, FEEDEMNEE 4D T )LTHRIYT S, TL—
FETL— o 2—H—TREL. CO2 A VFa2R—4T 16 Bl vFa_R—krL=Db (37°C. 5%
CO2) \ Loz T5—EEREERE28DGEHDEY ITHIET S,

23. ERT—420HY. FERICREHFBFEEZH L. TSN OBETLRBESEELEME
XBERAWSZENTES,
24. WERIEZMEEDS ¥ aR—2avtkdb, HIAEE TL—rEI—LTEHIEITEY,

EREOBREFVEDERE. SLUHREEMEICL LIV I LEOREFERERET S,
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25. BEELIEEOHERRERFLIOIC. HREFVWELS S VBERREZ 2~4 BAET IVELSH
% (R2BR) ., FAEFXHOBICER L. HBLHEEREFME X-VIVO™ 156 X by R&EE. BILIC
FEmL-MEZAVS, MR CBABBERTH KR,

N7 5—FHDIE

26. HETANE—[E 96 JTIIAVATL— AL/ A—2FHWNT, EXFRET S,
ZD&ES5FEDIZ, Phelios (ATTO, BH) . Tristan 941 (Berthold, KA W, /A— bk = J 4L b/—
k) 4 ARVO series (PerkinElmer, RKEXHFa—tyIYMO+ILYL) BH D, BRIEZHERT H1:
O, I/ A—FEFRBRILICRETIVLELNHD,. BEBLUFRBZR AT IELTFHBAILI DT
S—EEREIZERT %,

27. FRINTROT= Tripluc®IL> 7= 5—ET7 v A HE (Tripluc) 100 uL . LEZMEHY . F1=
Z4 L TUE L EHABEEENAEFNEFNDY IILICANSG, TL— kEH 20°C OREBERET 10
SERET D, TL—FZILI/ A—RIZBENT, LY T725—C€EFUZRET S, £EPFRLE. ¥
T40L8—7%L (FO) 8&UHY (F1) T, ThTh 3 WHEAES S, ERATHILI/ A—E2DETIL
ICHLCTRINRELXEAWNDBEIZIE., TOZUMMETIVLENH S,

28. ERETONSA—4%, BAIEEILRKRDHZ, SHITEEXMIZ(E, ILBLA. GAPLA. nIL8LA.
Ind-IL8LA. Inh-GAPLA. ILS8LA Mg + SD, GAPLA MF1y + SD, nIL8LA DT + SD. Ind-ILSLA M
15 + SD, Inh-GAPLA MO F1g + SD. Ind-IL8LA M 95%IEERETH D, CDERERIZHEALT=/85 A —
ADEEZE. WEIBLVIVIZEEHT S,

29. BIEICEI->T, YIVNFHAS—LR—E—=TvtAIZETRREBE—BIZ. Or¥—THhy b
(AT NRRFEEYa—FR) T4LUE—FEEFNVENRR TN E—BEDORET 4 IILE —%lF
Z-BHEE WS/ A—2EXUVTL—Fr)—4%) TIS5, EEMREXTFILAS—RHI4ILE—D
EREHE. #E I IZE OO THRATIIKRET %,

T—8ELUHRE

7— 5 DFFHT
30. IL-8Luc 7 vt/ DFAEICE T HBETEHHEDREIUTORY

o HWERLFEMED Ind-ILBLA > 1.4 T, Ind-ILBLA D 95%ERERXED TR< 1.0 THHHFEIZ. IL-8
Luc 7 v/ BREBEEHET S

o THERILZEMED Ind-IL8LA < 1.4 BEL U/ F7=1% Ind-ILSLA D 95%EERXED FRE< 1.0 TH 515
BIZ, IL-8Luc 7y AR EREELHET S

FHET/L
31 HF1ME, 20, FEIEEIVE4EDRAENSE. BEHERE 2 ARO-HERLFMEEBMKE
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CHIERL, F1E., 20, F3IRASLVEIRDATDS 5, BHEREE IMBO-HEBRILEMEE
BRHEEEAONDEHET D (R 2) . BHLEEFAONDIEBRIEEMEDNDS B, X-VIVO™ 15 [T 20
mg/mL THEFETLHLDZEREMEEHTET D, HEBRIEEWMEN X-VIVO™ 15 [Z 20 mg/mL TIE#E L LV,
BREECENMEOEEICE L TAEEDOEHNHDIHES. Inh-GAPLA A 0.8 RinDHERILEME FI2H
EHIBFT B, f=ZL. Inh-GAPLAN 0.8 L EDSEEITHEEM TR EHIET S (E1) ,

R2BHG VO LEREEZAOhD ERHET HEE

%1 [E8E % 2 [EIHEIE % 3 EHEIE % 4 [ E J| 7

[ Bo - - [y
[ =348 Bo T - [y
[k =348 (=343 BotE [y
Bt (e (=33 =1 BrEEZLOND
Pt Botk Boitt - BotE
=343 Bo =343 Bo T [y
345 Bo (=343 2 BrEEELOND
345 =348 BotE BotE [y
33 (e BotE =1 BrEEZLOND
Pt (e Pt - LB OND

1.ERYBO-ODOFRETIV

20 mg/mL TH[AM% J‘ it

20 mg/mL THREH.

Inh-GAPLA A%
BRI DORRE
B L CTAHEDOER Inh-GAPLA A\ = < Fa
— SRR
K% 0.8 LIt L
HERE
32. IL-8Luc 7 vtEA ZAWNSIZE. ROFBEELEZH-I L :
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ZBET, BEXNEBTHS 4-NBBDUV EDLULEDEET INd-ILBLA M 5.0 # LEZHELH
5,

ZHET, BEXNBTHIIBONVTNHADEET INA-ILBLAN 1.4 Z TRIZVLENH S,

MR & Tripluc AA > TWBAMEEMEMNA > TR LRED )LD GAPLA AS, ABRiEHh &
Tripluc DHFMA-TWSE I )LD GAPLAD 5% TRIS5HE. COTL—rDT—42%H
WTIXEZE S ALY,

EDRBEDHERELEMEL Inh-GAPLA 2 0.05 2 TFTESZBE. COTL—FDT—2ZAH
TIRELREL, COL53GEBE. RUDHREZBEEERL T, BEBRORSREEENTIO
HRORERBREEICHEDSLSIZT S,

33. HBRBEEICIIUTOEREED S,

HERILZYE
- B—ponmE

IEFRIHAIER. HZ (L IUPAC & F1=1% CAS &. CAS ES. SMILES F#=IE InChl 23—
F. BEXB LU/ FEENLUNOREAIZHRGHER

NEL K~DBERE. PFELSIVCAFARGEREDOZOMOEET SHMELEHLE
HME., Z48Y 558 TREMICHRETHNIETHYOILERHAFRS E
ZLT 55E. ABRIMOLE (HIZE, ME. B

X-VIVO™ 15 ~DEMEE X-VIVO™ 15 [CFBMEDILFEVEDGE . BDDBICK > TER
MEWLFEEMERDHINE SN

AEBRIRE
AFARRGHEEOREEHE L UVREN
X-VIVO™ 15 ZEAL TLWAEWMER. SHREBRIEFEVEICSHT S EEEIRDZ S,

- ZEHSYWE. UVCBYEELVTREY

o AFFRLERORSDEZHANFER (LLSR) ( HE. SHESLUVEEDHLYELF
MitE (LESHR) GEICLSTEZHRY DRSO

o SR, K DBBRESLLVAFARGERDZTDOMOEET 2B ILEHIME

o HAHMMDEEM KRIT—DHE. #FELLLERATORFE. FHIHREEICHEY
BETNLISDIER
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o BUTHEE. HRATONE (FIZIX. ME. V)

o  XVIVO™ 15 ~DAEMRE X-VIVO™ 15 [T FEDILFMEDISE. ZBLHDBICK > TERDE N
LiFEYEROHENES M

o HEERE
o AFURLEEOREFGEIUVREL
o XVIVO™15 ZHALTLWEWMES., EHRILEVEICHT 2B E MEARRIROZ 41,

- 51 xtBE -

> AEERIEAIER. B AL IUPAC £ FE1-1& CAS &. CAS FS. SMILES F/zIE InChl a—F, #
EXE &/ FEENUNDHER HERLER

> B K~DBRRE. ?FESIUVAFARGCERTERLET 58, TOMOEEY SYELE
MtEE

> fE. BATHHEE THRENICARETHNETHYDILZRIEAERE E
> BRATLHEE. ARFIONE BIZE, R, 9
> HERRE
> AFAURLGHEEOREFELS LI UVREM
> BRETLHEE. BULGHBREETHIC LRI BUEMBRBEROERT —4
- (=4 FoiciR
o ELEMEAFER. FIZILIUPAC £ F /=X CASA. CASEER LU/ FIEZTNUNDERIZE

R EER
o . ZUYDSETHREMICHRERTHNETMYOILZNHA TR E

o AHBRZENA FSA VICRBELUNDADOEMRBZRANSEE. . 7 FE. BEUTAFARE
REFEDEDMDOEEY 2B FHMEE

o AFFRLGEEOREFFHELEIUREN
o HBWRIEEVMEICOVWTOBREEROEZL M,

FRERE DR

- HBRKEES. SRERS. SRETERAS S UER

- HEREADRHA

- fERERR. TOREEESSIUHIET (MERKEAF LIERG L)

- FBCOOY FBEEBLUAFE., HBEEELM. BV IILEEREETL— OOy FES. Triplucit
Znnovy +ES
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BB S UORARICAVN-HREE
AERATOFBREICAWMEAREE. H—THRBEERT D-O0HEE

FRLEILI/ A—=F (ETII) ICEATHIHBIRE. FRALELZLLDS—FEE, #E Il ICRES
NTNBREBHERICE D B RILBIEEDEE
ARBEEBICETIERBEROEAELZRL (PIAIX, BRAETMAVEOREIZEY) . BEMY
HHEIBMEIITADICANV-FIE

SBFIE

RE#HE S CRIEEEK
HERICFVERE. ERAFIES S VEERRE (HELRGDES)
i s & CRAIEEEDR R

AERIFEREEDRR

HBRFIEDOEELA HNIEZ DR

R

ILBLA & & U GAPLA DI B

nIL8LA. Ind-IL8LA & & U Inh-GAPLA D E Hi{E
Ind-IL8LA @) 95%1E%E X

L5 —EEMGEERS LS UHBEFERORERICHEDT 57
ZATHEE. TNLUNCEET ZHMENHNIEZ DR

FARDEE

IL-8 Luc 7yt ZRWTH-HFEROER
MOREEEHRNAFARELISES. IATAOSEERNIZES T AHBREDER

A
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EREE : RBREICKDPERE., —BUICEDONE-SRIELDES, RBEOEHEORETHY.
ZHMO—ETHS, COREIL. 2L DBEE. HBREOERLGHERDINEZEKT 55— Mt L REMN
(=S TR Y=Y N

AOP (AEHHRIRER) : DFLAILDAZIXIILARY LRI RD in vivo ERIFE T, EM
IEEMEE-E—BHOBELEEDEDLEEENSELE—ENER,

CV05 : Cell viability 05 MB&EE, Inh-GAPLA A% 0.05 ki & D ILEMEDRIERE.,

FINSLO-LA : IL-8Luc 7yt A IZHT BN ) T—La vBER LUV INETOERICANLNLONATINS
Ind-IL8LA Z x4 RREE, EZIZDUVTIL Ind-ILS8LA £SBD = &,

GAPLA : GAPDH 7O®—4IZ & > THlH &S B Stable Luciferase Red (SLR) (Amax =630 nm)
DILY T S5—EEET, HBREEESIUVCEMBHETRT,

BB £Y. R, T3 (F) AL’ HLIVEICBBSNGE, BREESI SR TRl
AHLMERRDOHEEITRED &,

IATA (BBRS L UFEICRET 5MENT7 TO0—F) : HHLEYPEF-E—HOLEVEOREL
DFA (FTReE) | AEMOREMAT GRE) SXU/FEREMFE (FTREE RESXUREBER) I
AULWLOhBRRMT7 TO—F, A7 T0—FTIE, EEELAH DT —2 T XN THEHMICHKE LEAST
BTS2 &ICEY. AEMHORREME. YRT O, SHITHERERIMREBIHBROBEMEICDONT,
RHE LOBERREFREEZ 5.

I-SLR-LA : IL-8 Luc 7 vt AICEAT AN\ TF—LavBESLIVIAETTOERICALLATINS
INh-GAPLA %19 BEEE, EEIZDUVTI INh-GAPLA 5B Z &,

IL-8 (f 8 —0A4F>-8) : NEMAE. RHEFMIE. ALME. /D77 OB L UVHERNEL
THHA A DVEDT, FHRELUT Y UNKISELREZEL S,

ILSLA : IL-8 7AE—4% (& > THIfEI S 1 B Stable Luciferase Orange (SLO) (Amax=580nm) @
L7 5—EiE .

Ind-ILSLA : IL8LA DEFEE(EE, L2WE TUIE L - THP-G8 #ifaD nIL8LA Z%. &I THP-G8 #
D nILSLA TE|- 1=+ DTHY . tFEYWEICL S IL-8 TOE—2FUFERERERT,

Inh-GAPLA : GAPLA OEE1E, ¥ E TN L - THP-G8 #ifaM GAPLA %. EFIE THP-G8 #
2D GAPLA TEI-1-tDTHY . {tEMEIZ L SMIEFEERT .

R/MFERE (MIT) : EEYMESBHEEEZRB I RERE
BEY: EVCRIGLAGWV 2 DL EDYEI S L LHEREMEILFR,

H—mpaPE : TEMMEKIC, 1 TERDH 80% (Wiw) UEFET A EICLYERESN
SME.

© OECD, (2024)
52



OECD/OCDE 442E

EMAYE . TOFEEHMEMIC. 2 DULEOTERSHIEE 10% (ww) UEB LT 80%
(Ww) RETHEHETDEICKYERSINIYWE, SROMEFTHEBEOKERESOND, B
EMELHIMELDEVL, BEEYVDIEES. 2 DULOMENMLERGEREISTREET S
EIZKYBONIDIZH L., ZHAMEIIMEERICDERE NS EIZH D,

nIL8LA : IL-8 7OE—4EM (ILSLA) #RMIT BSOS TIS—EEML%E. GAPDH
OE—4%2E% (GALPA) R3S SLR IV Tz 5—EFETERIELIEZ2 0D, HBEFERAD
MMz EEL-HEDIL-8 TOE—2FHERT,

NSLO-LA : IL-8 Luc 7Yy A ICEHT AN T—Y a3 v BER LV INFETOHERRICANDS
NTWLWSnILBLA ZRTHEEE, EEICDULTIENILELAZSHBOD Z &,

BEXR : HBRROIRTOBHAAREEHS. BERSEFET S ENAMONTINSY
BEZRAVWTERY 2HBREMS. BERBROCOBERMUELCEFMTEZSEI1C. BERBOXE
SHABEITH > TIEGE LAY,

TLNTTr: EEYEHRZE L TRIFEME LG HILEYE,
TandTy REREMZELCH-OIC. BRICKDEHELEZET HILEME.

A9eFTaOETCH L (P) B : EX~<v—H—THHIALTOECHL (P) (F&E
MEBIZERYAENLGN, E-oT, BAZESELIUI7O—YA A R)—TIE, Pl TEREINT
WL ZEME, 2RI TWSHEEEMIBEALT,

a4t BREBRANROEZELDOEFRE. HBRVIBEOBMICE >TERCLHERENS
S0 &Y AE, BBRIHBRAREGIEMFHZEEEHICAE LI TFATELIREEZTY,
ZHE, HBREOEREE (—8E) 1EET S

EBEME:ACLTOFILZRAVTRBREZREL-LZICH/ONSIBRMNLEZEANE IV
EREEREOBREZRIRE, BRABRMES L UOEREBRED S KITHERAOE YR LE
EOHEHICEYFHESI D,

BIE : B EARBEE L UBERBE &L ICRBICERFE SN S 1 DULOHEBRIEZEMEDL
573 5 — M DEER,

BE : IXTOBRLEEYVECERLEMEDS> S, RBRICE>-TERICHESINLILD
DEE, TENLGHRZL o THREOEEMEZTIRETHY .. BEBREOZLMZTMT S
LETERBTDHENEETH D,

SLO-LA : IL-8 Luc 7yt AIZET AN T—La vBER LIV INFETOERRICALGA
TWW3 ILS8LA ZRIREEE, EHICDOWLTIXILSBLAEZSENO I &,

SLR-LA: IL-8 Luc 7 v EA BT EN) T—2avBES LUV INETOERRICAL LGN
TV 5 GAPLA Z I BEEE, EERICDOWTIEGAPLAZZRBDZ &,

BE/BERR : AL BRE BETEOHBRROIRTOBEES ZETH., HEBRILF
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MEZSFTLTVRLEHAMO C &, RUBREAMEKICERE, FREAREMICOERLE-HEBREFY
BETRELEEMIOVT, A—XFM VORI ZEERT H5EHICAV LGNS, EitixEZRE
[CAWEHERDESS., RaBE, BE A EREHBRREOHBEFROAELTT,

BEE : RBHEICL > TERISHEEN DT RTORMOILEME F 1= (ERFM LS
MEDRE., HENERELE LS THRRAOERMERTRETHY . HEBEDT L% THE
THLTERT A LAEETHS.

VE : BRAOREFLEIHEBETHONILERRLZDLEEHDEZL, TR
MDREMZRDO-OICBRELGRMNYO., TOEAIENSIRET 2TMAIEENED. TOD
MEDREMICHEZREI LD, TOMMELRLSELIEL LT HARMEDH LA
BRIEER <,

FREESEA : REFUHHELTEENLIHMET, RFLGEZEL. REORARNZETE
BHIEITKY, BEELSEREY., BRIZEZETHENTED, REFELFEIN S,
(TG437)

BERILEYE . [HREFEME] VWS AER. ARVIRTHHSIEZVSIHEICANS,

THP-G8 : IL-8 Luc ZvEA4IZAWLWSLNS IL-8 LR—4 —#fatk, IL-8 TOE—42 LU
GAPDH 7OE®— 4 D4I#HZZ 15 LS5IZSLOBLUSLRDILY T S5S—FEEFEHAAA
e r= o077 — MK THP-1,

EFRESDILENBEOSEL S URTRICET HHAAM AT L (UN GHS) : Ak (B
RAE. H@E. WXELE, HEE, RARNEELGE) 8LUVRRZFLH-OIC. FEERIC
B SEMEGET S LEANELT, MEZE BRESIVERLOFELDEELE LUV
LALDEEITH>TILEYE WEEIVEEY) ONEERZRETHELBIC. EV RIS
L FEMGERE - AEMER - IEEE - LEVERENT 2V MR EOHRTT HIEEER
ERYH/IVRATLTHS,

UVCB : fARATHAT IR EDOYE. BT RICERMT-IXEXDE.
RYGTHRE BREODEMICH L+ LRAME L VEEENH D AT SN, BEMIC

BELGRACEIVTVSEHERE, HOIRRENMENWLERTREEALEVSDTRHAEL, BE
NE-EMEDEEICEVNVTOAEETHLI EEL D,
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FAEI LDz 7—EFEHAEDREL SLO BXLXU SLR AXEI 1 ILE—
DEBFRBDIRTE

INFLR=—EF =TIt RATLTHD Tripluc . XETAIWEZ—FHEFLIDIILFHS—H
HORFLEHZ-A498TL—r2A4TDILE ) A—45 (HIZIEL. Phelios AB-2350 (ATTO) .
ARVO (PerkinElmer) . Tristar LB941 (Berthold) ) TERT A ENTES, AIEICHWDIED
14 ILA—[F, 600~620 nm DA VT INREBEWNL Y 3— bR T 4 LB —F =1L 600~700 nm D/
FISRT 4 ILE—THB,

M 1BDKETANE—FRNE2BOILY T T 5—EHIT.

i, Phelios AB-2350 (ATTO) ##ERALE=HZETHD, “DILI/ A—4F[F, SLO (Amax =580
nm) & SLR (Amax = 630 nm) EDHRNXEDBT H1=8. 600 nm A5 /SR T 1 )LFZ— (R60
HOYA Co.. 600 nmLP. Z4JL%—1) #{HEA TS,

F9. 600 nm LP OB BFRBERDD1=H. HE SLOBLUSLRILL Tz 5—EBRZRALT. i)
T4ILEB—7ELTOSLO & U SLR DEMHKNEE (FO) &. i) 600 nm LP (Z 1 )LE—1) %&
BLSLO B LU SLR DEWMHRNEEL FAIE L. i) LLFIZE(F S SLO KU SLR @ 600 nm LP
BBREEREHT 5,

BRI B ER
T4 NE—1 SLO ® 7 4 V¥ —FBfRE
SLO FRARRK KORe60
74 NF—1 SLR D7 4 V¥ —%iBeE
SLR AR KRReo

HEBHEHDSLIOBLUSIRODBEZZFINEFNOBLUREEERLEE. ) 74ILE—HLTOR
DEE (£3) FO, i)600nmLP (Z4 )32 —1) #FEELI=-HXDEEF1 ZROBEYICKRT ZEHLT
x5,

FO=0+R
F1=kOrso X O + KRreo X R

BT E. ROKSICEEMZDIENTES !

(FO) ( 1 1 )(O)
F1 KOrso  KRgeo/ \R

CCT. EHLEZEBERE (KOreo&BEUKRreo) « FOBXUF1ZRANT, OBKLURDEZRDAY
[CEHTHENTES
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(o ) €

BRI ERD B T=0DHH & 7%

(1) &E

O - VAR R o =
HFERTIRFEE SLO B R
BFERIIRFEE SLR B R

(N F— 3 ViERIZ. Tottori Bioscience Promotion Organization, BEREH 5 THP-G8 #lia#k &
EBITAFLE)

Y AVE 2@
Tripluc®)L > 725 —€¥ 7 v AHE (TOYOBO Cat#t MRA-301 %2 &)
g LY TS —FETFTyvtEAH (30mL, 2~8°C TRE)

HE RE | BHhERRE WEE
RPMI-1640 - - 27 mL
FBS - 10 % 3mL

(2) BERBORAR

Fa—TICA>EREEZBREREEILS D5 —FEERIZ, 10% (wiv) F)E0—)L%&FFHMLT= 200 uL ®
10~100 mM Tris/HCI E1=13 Hepes/HCI (pH 7.5~8.0) #MZ TAfEL. COEERRE. 15mL T«
AR—FTILFa1—TIZT10uL FDOHEL. -80°CDAEEIZRET %, FREERIL. RRE61AZE
THEATRETH D, FHTIEICIE. BREDA>-F1—7 (HFREFRKR) ThZThIZ. 1mL DL
x5 —ET7vtAAER (10% FBS 8 RPMI-1640) Z#MA. KEFLHEWLWKSIZKEIZEL,

(3) EWMFENAE

Tripluc®)Lo 725 —ET7 v A HE (Tripluc) Z@fEL., D+ —F—N\RICANSIHIHEIZLYER
2RO, BAIERRIONAICIL S/ A—FDEREAN., AEFHEEETLELELSIE D, FREZRRK100
UL &, 96 DT ILEBEBTL— bk (FEE) (23 (SLO S #B1. #B2. #B3 H LU SLR SHEEH
#D1, #D2, #D3) , RIZ. COFREZFREANE=TL—FrDEI LI, FTOHME L= Tripluc 100
ULEERY hIUERAWNWTMAZ S, TL—Foz—h—ZAHAWT, COTL—FEFE (#25°C) T
100 BIRET 5. VI ILDBRIZKEANSNIE., ThEBRET S, LT 5—EEEZRHTET S0,
TL—FrZEILS/ A—RIZEBL, EMENLE. 2T ILE—1L (FO) $LUBHY (F1) T, Fh
TN IMMBIET 5,

RODBYIZ, XRET L2 —DEBFEHBEEH L=,
FEiB{REL (SLO(kOreo)) = (F1 M#B1 + F1 M#B2 + F1 M#B3) / (FO M#B1 + FO M#B2 + FO M#B3)
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BHiB{RE (SLR(KRRreo)) = (F1 D#D1 + F1 M#D2 + F1 M#D3) / (FO M#D1 + FO M#D2 + FO M#B3)
LI/ A= ZRAVTEELEZBEETARTIC. EHLESEEREZAWVS,

EEDGEEE

IL-8 Luc 7R RO LIZEREDFIEEALS (5)
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BRI ETREFEROYE

KRERENA FS5 4 Y 442E DR BEEZEICHR > THBRZZAENICAVWDDICEKILE, EFEHESRIE. £ 1T
HRINE OMEIZTONT, IL8 Luc 7Y EASICKYEIFINDFTAREREZAFL., (REREEODET
HICEATIREDEFEERT LSITHEIRL:) BAERZE IOMES SYMEULIZOVWT, TAZThOEE
HERNICEFNIEERERT I LICKYEMMEREZININT S L. TRUSNOERREEL, Z0W
BNTRGATHAIZE. BRED invivo BBT—ANAFARETHDIZE, BEUIL-8Luc 7y ATk
YESNE-BRED in vitro T—2 NAFARETH DI LIZE DI, DRENTWVWESET—4 A IL-8 Luc
vt/ THAMETHDIZEEZED 6) (1)

F1:IL-8Luc 7y A DERERBOIUIIICHRINLIYE

20 IL-8 ZE#&HE (pg/mL) 3

mg/mL e -

. Invivo IZ81+% LuclZ

= = o X_
BREREROUR CASES KB TOX T £5F L6 Luc

AR 31 2 Cvos! MIT®

24->= ko4 on s AFIEME a4
Rogy, 97007 B RS L.l Bt 2339 0523
RILLTILTER 50-00-0 #&{k WAt @z’gﬁf?g & tE 9-30 4-9
2-AIWHTrRUY s s RAEEME ap
Gy, 149304 EiF FEt () BBtE  250-290  60-250
oo ee Cea s o BAEEME o ] .
TFLUSTIY 107153 Gk AR L St 500-700  0.1-0.4
IFLVSYa—L . o BAEREME .
SXFETa L 97905 ik T s (1E >2000 0.04-0.1
B4
S RS—L 5302405 &k FEfEo “gg’f’)—‘g Bt 1230 412

AMLT =AY
RERIE

JYUtn—)L  56-81-5 &ik WA ERMEMYE (=3¢ >2000  >2000
A4V 7o/ —)L 67630 &Ik AENE FRMEMYE (=353 >2000  >2000

3810-74-0 [Efx wAMN  EREUEME (=353 >2000 >2000

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

YInvivo IZH 1T %58E (X, ECETOCIZK VIRIEESh-EEZHALTLS (20),

2EEEORIEEICEDLC (2)(9),

3EPI Suite™ T f=KIZHT 2FMEERLT, CVO5 LU IL-8 Luc MIT Z&EH L 1=,

4CV05 : Inh-GAPLA 1 0.05 Rifli & 2 DL FMBEBORIBERE, SMIT LEMENBEHEREEZE-ITRIERE.
ERBEHEELEERITERZ LAV
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BBV AEES & VR R

nIL8LA (nSLO-LA)

ILBLA (SLO-LA) XU GAPLA (SLR-LA) IZDWWTENEFh., iBEHDREE (i=0~11) OjBFEEDRY
BL (j=1~4) BIEEEHET 5, EFHRIE ILBLA # nIL8LA (nSLO-LA) LU, ROATERIND :
nIL8LA = IL8LA jj/ GAPLA j

Chht, COT7YvEAIZEITREERADAEETH S,

Ind-IL8LA (FInSLO-LA)

i BHOEETOHRYRLIZEHL T, nILBLA (nSLO-LA) FEHiEZEZ. COEENODIL D ELLE L =53,
INd-ILBLADCDT7 v/ DREERETHD, COLFIRODKXTRINS :

ind-ic8LA= {(1/4)x Y nILSLA j/{1/4)x > nILSLA,

FHRHAREE, B 1.4 M ERIEEVEDOGHERRICHAT S EZREL TS, COER, TEHRE
DERT—IDOBRFICETVTLDS, TOHR. T—EIRTAVMF—LHBREDONYT—2a ViR Tz
—RCHLIDEZFERALTLSD, TEFHEETHS Ind-IL8LA (&, KITRTEY. 2 DOHEMTEHDLL
THb,

95%{RHEREM (95% CI)

LERDOLD 9B5%IEFERME (95% CI) (X, FEFFMEBEEDHEEEZRT EEZABND, 95% CIDOTREA 1L
ETHNE IBEDREDNLBLAD, BEXMBLIYBEICEVI LETRLTLS, 95%Cl EZKRHBHIZIE
WL DOIDFEENH D, RAHERTIE, Fieller DEEE L THONTWDAZEEA =, TD 95%EHEXMA
FROKXTROHLNS :
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~B-+B?—4AC -B++B’—4AC
, A ,

2A

sd; e sd’
x—> B=-2xXxxy,C=y — x—L no =4,

0)75 v)

0 Yi

ZZT A:‘2 —t°
0.975(v) n

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

n, =4,y = (]/nyi )X Zj(nILSLAii)’ Sd; - {l /(nw - l)}x ZJ(nILgLA” 7Vi)2 '

foorsw (. BRHEV TOHRRtDHED 75/ —t 24 )LTHY, T,
d> sd: ’ a2y sd? Y’

N R TR [S OJ /(n, —1)+| —= /(nyi—l) _
n(] nyi n() nyi

Inh-GAPLA (lI-SLR-LA)

Inh-GAPLA (&, i ZEEHDRETO#HR YR LICEAL T, GAPLA (SLR-LA) FHEZAEMBELER LIt
ETHY., ROELSIZREND

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

GAPLA [ nILBLA DR BTHA Z B, BIFI/INSIMETHS E nILBLA DIELDEAKRELCH D, #®
2 T. Inh-GAPLA D #8Bi#IZ/NE LME (0.05 KRi) TH S Ind-ILBLAEIL, BENEWNEEZ OGNS,
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#WEVIL-SLUC 7y tA RICILEMELZBRT 5%

a) 1EZ2E¥EA 20 mg/mL T X-VIVO™ 15 [ZEMET Hi5E

EEMEH X-VIVO™ 15 [CA[BHETHDHIES I
(% 1 @) BRERS
20 mg/mL AV YBR
F IR SR 2 (4 mg/mL)
|
ﬁﬁﬁﬁuﬁ () b e
‘______________________-__1 mg/mL 2mgh:£nglmL

1 96 Y )L L— FOMBRBEHEIZFHEMT S (50 puL:50 pL)

0.5 mg/mL 2 mg/mL
TROEROEEREEZRD D
<t _ CV05 ; Inh-GAPLA A%0.05 5kt & 75 B B iR 2 i
i ; (R MYV BRDEE x 1/ FHRIEE (X))
g A \ /
£ A4
O AMMAAARAANS
g2, HFIEMFLIEFI4RDATDRKREE
1 mg/mL 4 mg/mL
o eeessecscesan 0.5 mg/mL 2 mg/mL
F2E., EI@FLIE U
4EOH i
| &4 liﬂli 1 4 x CV05 (4 x R by BH#
X-VIVO™ 15 %458 REX1/X
— BREE1s P

) e e ] o o ] b e

96 D )LFL— FOMBEBRERIZEMT S
l (50 pL:50 pL) 2xCV05

_|
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b) EEMEA 20 mg/mL T X-VIVO™ 15 [CFBHTHIEE

{EZEMEDLE 1 BAIE T X-VIVO™15 [ZF _',\ ]
N<J AN ﬁ’t\ﬂ%
BAHETHDHEE & (R Py YBER)
N x1 x1 5128
FREE2 I
x1/1024 x1/256 x1/64 x1/16 x1/4 X1
0 x1/512 x1/128 x1/32 x1/8 x1/2

1 96U T)ITL— FOHBBRERIZHAMT S (50 uL:50uL)

x1/2048 X1/512 x1/128 x1/32 x1/8 X172

0 x1/1024 x1/256 x1/64 x1/16 x1/4 IRFHR
< 1.0
Fos CVO05 ; Inh-GAPLA ¥ 0.05 ki & b RIREE
&os (R by BBRORE x 1/ FRER (X))

x1/2048 € ——— - x1/8 x1/2
Q x1/1024 x1/16 x1/4

#omE. E3IEE-IE U — U
% 4 B DAIE

4xCV05 @x R LYY BREE

X-VIVO™ 15 B8
e %¥R1§$1.5 x1/X)

9% V)T L— rOMBBERICEMNT S

(50 pL:50 pL) / cVo5
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HIBVLIL-8 Luc 7 vt OB RAIZ 4-NBB &89 5 A%

[EIEXTER : 4-NBB (X-VIVO™15 [ZE£(CIXBERZE LGELY)

| — 71—

=i B FR1:3
20 mg/mL % R x1/4
x1
HREE2
%
| | | | | |
— ]
X-VIVO™ 15 x1/16 x1/8 x1/4
pofiict s
96 T ILTL— DT ER

l 29 % (50 uL:50pL)

X-vivo™ 15 X1/32  x1/160 x1/8
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TBE 4 : In Vitro REBAEH . REB/EHED
Zifi (GARD™skin) [ZBAT 54/ A7 LILY
viiERE (GARD™)

ROICERINEEHRLLUVRA

1. GARD™skin j&ld. REREMEMEICET IEETEDEE (F4hH5H. UN GHS R5 1 A IERAME
HEMEN) ZHEANT S, COFKIE. BHEALFEMABEE MUTZ-3 3) 4) 6) DY THO—>2ThHb
SenzaCel™#iftk (1) (2) ZHWERILEMEIZEE S . GARDskin 7/ LFRL T xF v (GPS) &MF(X
NBZITYRRA Y MERIY ) LA A I—D—L TR F v DET/NE— U EFET 5,

2. TRITHESHLMNCIA TV LS —HOREREMEYME (UN GHS B2 1)  (N=20) &K UIER
EEME (N=20) IZHKE E b DC # SenzaCel {ilaMk #BRBSE T, T4 RXRANY—T—2 v bDYF/
LA FTF—42EREEERHTIC & Y. GARDskin GPS (196 BfzF) #4E L 7= (6), OECD AOP M KE3 [Z
HREINTLSELSIT, GPS [, £AREYRE. AEFNERESORE. DC EFMHLICEET A H=
ALARNEEZRAYTTEIENTES, 8. GARDskin GPS [CEAET DA =X LA N MC
£ TIE, DC HFA%TE=ZA ) P &N 54td KE LEELTWWA AR L $H 5, GPS DEFES L UL
MZEHIBEEICE T SEMICT DLV TIX. GARDskin BHEEDHEBRAA K54 VD EXE (Supporting
document to the Test Guideline for the GARDskin test method) (7) #8BNDZ &, FRT7 v A IZEITS
GARDskin GPS MFIBAMNEE S h (8). GeneChip®<Y 44407 LA T35y b7 #+—LIZEHD < GARDskin
T r—2a UTHEEENEII SN (9), ZHMEETFRIRMEN (10) ICETIREBEM TSy b T7+—
L %5 L 7= % . GARDskin % NanoString nCounter® XA 7L (11) 74— v FIEBTEIERE I A,

FRMEORES LV Y —REMEOREETT Z EMNALTE SN (12),

3. GARDskin ;&[%. SenzaGen AB DNFE L f=/\) T—3 3 VERERCFHEi S h (13) (14). ZDk. X
MENEERREEFTM 2 — (EURL ECVAM) FZEHEMEESR (ESAC) ICKHMIILIE7LEa—
ZIT1= (15) AFURELIIMD I RTE®RET L& T 5, GARDskin X, AEMOHES L URTEH
BIZ, BEMEYMBE L EREEMBE L DHEBANEZIET H-0IC IATA D—RELTHWSZENHERINT
W3,

4. GARD Data Analysis Application (GDAA) [Z7RR k&, GARDskin REEDRE A K54 >
DFHRXE (7) ICEBBESINTWLSKSIC, ESAC [F. YT bSATILTHELT—2OLEaL—ITMAT.,
GARDskin fg#fi/\ 1 TS5 4 DK EZDNAF AV TAIT AV RAVKR— Y MIDOVWTHLEMALE
1—%EHEL TS, ESAC &, bL—=0FT—4 2y FOFRTILITIVRLEBRTSIENTES:
EN, ET— 4D O HBREEVEORENEEFTOTRTDORATYTE#RIIL. BEITSLIZENTES:
(15),
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5. JO0—HA rA F)—P RNAHEZEOBEEOHREERN 2 FEMENFERCRKEL TV
[£. GARDskinld., REHBHEZRANDEMBENTRETH D ENEIISNTIND FHERLEHMEN=28) ,
NYTF—=230D) 05 S54T7IILTELNTE- GARDskin DERRNBIREE (WLR) DL ALK, REIT
—ARA b PD—HEEEL-ESIE 78.6~892%., RAT—FHRA 2 FEBRMNLI-BEEIX 821~
88.9% THot=., RFRIC. MEXMBEREE (BLR) D#EMEIX. RET—2KA U rO—HELEET D&
821%THY. RBAT—FRA 2 bERNT DL 92.0%TH 1= (13) (14) (15),

6. ESACHEHMLTIRTLEEE b (16) BEULLNA (17) DT —2 Y —RAZHARAALEEEEDIE
TURX(15) #AVT. EMROFIICE DV -0EEET -2ty FEHB LGS, NUT—3 VR
B% (13) (14) THRoNEREILHE LT, RKEREUEME (T74H5 UNGHS A 1) LIERMEMME &
DERICE L TERRE 91.7% (N=28) . BE 92.4% (N=19) . HEE 90.1% (N=9) THho1=, /A5
AEMHEIX 91.2%TH o1z, GARDskin D b L—=2 5 T—42t v FEEET HHERIEEMEZRI L T,
BICKRBRFAOHERIEEMEDHERET LI-E A, KEREMEME (F7%4H5 UN GHSRH 1) LIERE
MG L DHBANDEHEIL 95.4% (N=17) . BRE 96.6% (N=13) . $2EE 91.7% (N=4) THo1=, N
SUREREIX94.1%TH 1=,

7. GARDskin ;£E%1RE L1-#%. OECD [IEREREUHDOBEEARICETSHM4 Fo4 v EHKRLL:
(18) CThIZK Y., LLNA BLUVE FDF 2L —Y a3V EN=8BT— 4280 LEVEDONERT—4 €
v ERARINT (19) SOFaL—LarvEshf=8BT—2%EFEICANn, NYT—23 VB (13)
(14) BZFOMDARENTULVSRER (20) » 557 GARDskin DT —4 ZFLVT GARDskin O % BITERE%
B Lz, RBRERARPICERALEZEEYELERT SBEREFENMELZEDHIHEELHRNT HIEEOEA
[COWVWTEHEZEREL. RIABLUVIBIZENETNENT S, S IICBIFLBEENS D ROBN TV
WTF—2ty FMZEICEDTHS0. BEMOREITEELEZDIDLELNH D,

#F 1A. LLNA Ff=(Xt FOBRBT—42 L LB L1- GARDskin D1EEE (19), FHEIC(X. REED
FREPICERAL-{tEDELEET HHERIEEMEEST,

LLNA Er
NS B NS B
(N=11) S (N=64) (N=g) S (N=27)
» NS 9.89 8.16 4.94 3.68
GARDskin s 1.11 55.9 4.06 23.3
TRE 87.6% 785%
B 87.2% 86.4%
HRE 89.9% 54.9%
NS U RERE 88.6% 70.7%
N 75 36

1EETHIIEL. ESAC AVEHE L 7= GARDskin D#ERDEHA T IFTETEIZE D (15),

PFIBOEICEHLImEY . FEREEER S LA > DITENERRABONGA > LEME,
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#F 1B. LLNA £kt FOBRBT—42 L LB L1- GARDskin D1EEE (19), FHEIC(X. REED
FRERICERAL-{tEYELEET H5HBRIEEMHEIIEFLRL,

LLNA £~
NS

NS (N=5) S (N=47) (N=s) S(N=18)

GARDsKin' NS 433 4.92 2.50 2.89

skin S| 0667 42.1 3.50 15.1

THE 89.3% 73.4%

R 89.5% 84.0%

R 86.7% 41.7%

NS U REREE 88.1% 62.8%

N 52 24

1BE{THIIE. ESAC HNENE L = GARDskin D#ERDEHF(FEHEIZE D (15),

8. WA BHE. LEBERIE GARDskin NEEREMEDAEHZHIA T IDIZERATHSZEERL

TWd, =1L, CORBREF, IATAICE DK HOEREHAL. TELHIZ) ODEETELVUBDEKIE
SR> TREATIVELH D,

9. COFEDBMOBRFIIEC., BEMORE. BELLVITKEHBREDOESHEICEET 5,
T, BREABBRIELEVEN 7O —H A b A M —ICE I HBESHTMICEZE L RITTAIREMELH
%, BHMDOBERE. BAONDEEEELE L HITHE || (CEEHT S, GARDskin EIE. BHEREERE. RIEGA
HZR L, RIEBFEEORE, MBLEFHHEASEIETLHRECEDEISERTRETHSENTEN
TL3% (12) (14) (20)o MEAFARELG T — 2 ICENIE, BREFEI SN SNIBEDI T X PLF14TD
EEMEIF LG, REROERS. HESNT—FIIHTIMILE-FMR A FHRVATALIZESLE
a—MoFoNTEY, ESAC EFLEA—RICRHEESAET—2 /v 7r—CI28EBH I TS (21).
ERGEHENIAENICRBETHS EEZAONDEEEMY Ty FMIH LT, HITEOERFRELES LU
FRAMENMRENTOASZ EIFIRFEICEST S, COXIGHDIC, BBEMIEEY (ogP > 3.5) (20). FH
BHERENT T2 (20). EBILEY (22) BH 5,

10. BE—p L2 MEDFEICEI L T, GARDskin &%/ T— kLT, N T—2 3 VEHERTEE
ENTLWEVLDOD., KEABRET, ZHRAMELS S CESYORRICERMMIERTIETH S (20) (23),
FREOEREMEIITTRY,

S e e ER B AR BE D SRR

11. GARDskin #AEMICHWNSDIZHEIL L, EMERIE. COHBREDOERICHS ITHHMHERE
FRIATHEL, BRAEE. #HE N ICRB Iz, BIEELES AL > TV SHEEDEAERERLE
MEBRERBTEIEICE>TRIET S, CORBRTEABRROREMLHERT S, SAERD LEYDE
DHEBRIE, ABICHEBEIN-FIEZZELICETFLTEREL. BRL/HE I IZRERBESNEEDIT—FKLTL
BRENDDH, BAEHDBLEVETCELT—IDBEDT—IR—REHBRERTREL. REBEEDOE
2 REMICHEET 5,

ABRED[RE

12.  GARDskin ;& TI3, BHEMtAMMAMIEE MUTZ-3 DY TH 00— THS SenzaCell #:% DC D in
vitro RBEETILE LTHAT 5. HBRELEHERROBRERET 24 BEICHZYBRILFMEICHREL

© OECD, (2024)
66



OECD/OCDE 442E

&, PHMOEEMAEELAIEME E LT, GARDskin GPS DEEFHRIELANILEHBS, Chld. BEMR
BEEYH D OB L =4 RNA OBIEEIZE SV T, NanoString nCounter®> R 7 LZRAWTEEHET 5,

13. COBERTT—AR%, Y R—RH9E—3> 2 (SVM) FRF7ILITYXLEFRRAFLTLDS
GDAA (24) ZARWVWTHANT S, COT7II T XALIK, BREERFEPRICEYTIZEZF I, BIESATWS
(12), HERLEMEICRE L -HMREEYTOERFRELANILIZEDE, GARDskin FRI7/ILTY XL
[CLBHHNE. BERIEEMENRERIEEYME (UNGHS B3 1) MIEREMEMENZFRIT S,

D939 FKR—=XYI b7

14. GARDskin T—42 #i/84 754 UlE,. GDAA EFEENDE IS KR—ZADN—2 3 VEERY D
O 7IZEDNTLNVS, GDAA [, £T—2 DRILELN SHEERILEMEDRKRDIEE T, T—2EHFD
J—H JR—2@FEB512F 5, GDAA[Z, BRENTWVWEHAF U R (25) (26) I >TT—2 DELMH
ERITHELSIZHHFEIATILS,

15. HERMERIE. EHAMGZVLERRIC (YRIFHEICEDINT) . VTV FR—X GDAA VT +7
IT7DITRTOHEEEZHERT L ENLEFELL (25) (26), SN0, BENSBHABRT—2Ev 295
VER—RVRATALIZTyTA—FL. VI Iz TTRE/BHTIBENHD. COSRABKRT—4
Y FOBEBRILEYMEIL., HBREZRNIEET SN, EORREEMEDL, £ERIN-REBBS LU
Message-Digest 7)LI1J XL 5 (MD5) Fx v I Y LEICELT. BEBMICEECBRAIRELHABRERZ
ERTEIUENH D (27) REMEHLIUVMDS Fx v I Y LEDHMEHRBIZOVTIE, RTCGH F—F#
HHLVHEDEESRBOIE, VI M 7OEHMERS SO FEAMGRROBREXELL. (oY
Eai—4%) PXATLORKHUGRELZEMT 5,

FIE

16. GARDskin 7wt 2’0 + 3 /U%. Tracking System for Alternative methods towards Regulatory
acceptance (TSAR) (28) T—HEICAFAIRET H D, EMEMEE T GARDskin ZZEAT HHE. A0+
ALERAVSENHREEIN S, GARDskin HEBRED T ELEAERS S UFIEZUTOREIZESE& L.
GARDskin ZEDFIEOFRNIC OV THMER ZE 1 I2RT,

17. GARDskin (£ TI&, #E11TITS 2 BEDOERTILEYMERZZ1T5. F 1 REETIX. GARD A%
RELEFEND, HBREEVEOHESENSBONIBEUN DHBRLEVEREOBERELHET S
f=&. MRS ITEEREZERET S, £ 2 BETIE. ETEEZ L GARD AOREZAVTERHESR
(main stimulation experiment) ZEMEL T, THRATDI=HIZ RNA Z08ET 5,

18. FRHIEALTHRILT 3 MOEMFHRERIREEET 5. D GARDskin FIRDFRATIE,
W L-AYFEHRERRZ. i) MECHEME (Thbhs., M/ VyF) SXUi) AEISHZ L TR
LEBRIEEDES SURBEZRAVTERT SA—DERREEERT D,
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19. GARDskin ® T > FiR4 > FEIE. 3% H 5 GARDskin GPS mRNA EsEEYMDE=EL % .

NanoString nCounter f2#t > X 7 L% ALV T. GARDskin GPS DEEFICHET ST O—Th kb
CodeSet AL TEHET 5. EHMINT-EGRTFRELANILOET—42 % . GARD Data Analysis
Application (GDAA) Z#RAWLVTH#T L. GARDskin FEIETILIZ& > TREEBRLEYME 2 REMEMEHIIE
BRAEMMELIDEL SMZHET 5,

A S 1 AT A —
ANRE

2 5 6 GDAA

* NanoString QC

EES L URER BRI E IR RNA 58 # & U NanoString Z fL>
QcC

= e 2 - WEMEQC
B (24 B50) £#FEQC RNA QC IBREFRREHEST || ?V oi@g’i

« BB FEREMYE
DFHR

B 1. GARDskin EDOFIEOFIOBMER, #HZSHTMRERIIER 1~4 OIEREEEN DS
Y., EFFRERITER 1. 2, 4~6 QIEREEEN 5455, 3 BOMILLI-FRHERDOET
®,. ERTICEELEESIC, TRTOT—2BITICOLVT GDAA ZAHWLWTERET 5, QC: &
BE®E, DV : REE,

M

20. b B8kt B i s B E#HIRa 4% SenzaCell & GARDskin 3% IZF L%, SenzaCell #if8#kI%. GARD %
MOBELERHAIZF-0D5, SenzaGen AB* i > AFAIEETH D, SenzaCell MRAMKIE KS 4 74 R
O TIRM S, Good In Vitro Method Practices (GIVIMP) H4A % > AXE (29) 124 > T-136°C kX T
RET B, SenzaCellfifatk%. 10% v/vDMSO (HFEMEST L— K, 9% L) FHinffatEihth CTRE
7 x 108 cells/mL [CHESEL . BRAERDPTRET o

21. HEOHRWIE., BERAFETICHEMEL L TERET 5, SenzaCellfifatkz RN EET IHE (L.

300~315xg. 5 %M. 2~8°C TEMIT %, SenzaCel HIE%KD A > FaX— 3 (K, 5% COH L UM
BEBEST 37°C TIT 5. SenzaCell #ifatk(E. #iFH L UCEIEICITHMREE SR 0%. LE2WEREIC
FHEEE L — L &# R %, SenzaCell #ifatk%E. 20% (viv) D BRIRME (FBS) £K U 40 ng/mL
GM-CSF (FLXI7LYL—FK, #E>97%. TR XL UVEBE<01EUNgHYA ALY, EE25x
10° lU/mg) ZFMLTE= MEM/ZIL D 7t (L-JIWLE I VER. URXI LAV EBEUVTHFIXIL
T RER) CTHESES, BEEMEEAYU ML, 3~4BIZ&I120.2x10° cells/mL DREIZHEIT 5,

RERORABREE 16 @LT 5, MIENEIR. BHBRLEVMERSZEOL-OICHIRZEREET S, T0D
B, BEOMBMBEELRHTILSICHBRILEMERERBREHET 5, MREZFEED 12 Yz ILT
L—brFERIFE24 9 )LTL—MIEEL, RBRUEBEVILBFEEZTNENA4A ML ELU 2 ML ET 5,

4 SenzaGen AB
Medicon Village

SE-223 81 Lund, Sweden
info@senzagen.com
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RETHERMEOHIBRETT CENTEDEEE, JDOEHOHA DT L—rEEALTL LN, #
RaE Ml RER (T 4~16 TEMEL . TRIFERESMAK6~12 TEET 5.

ERTOREEBFIRS & UFERE

22. LEVERBERBRORELRBIC, RUEOHMBORREZTMI IBENHDS, C53T 5 &
[T& Y, MEATFLREEZHFEL TSI LZ2HEREL. RREOEERZRHT S ENTES,

23. TO—HA P A=ERFICETIEERAT Y TIEIWTHhE, RERABEERZAVTERET 5, =
flE, 0.5~1% (w/w) BSA (CohnLHEV) @FPBSTO02um 74 IS8 —KEZET S, £ +/ECD1a.
CD14, CD34, CD54, CD80. CD86 & U HLA-DR IZx 3 B4Z#E/ ¥ O—FILHIKO, BET SR
H9A—FILTAVEA THBTHRELEET S, I LAY - A YFAITHR— b+ (FITC) 1Z#EniE
T 5 CD86 (BD Biosciences. #555657) . #iHLA-DR (BD Biosciences. #347400) . #1CD34 (BD
Biosciences. #555821) . #1 CD1a (Agilent Dako, #F714101-2) 8&UVUY VR E/ 7 B—F /)L IgG1-
FITC (BD Biosciences. #555748) A\#f#an b, &I, 743X +1) > (PE) &AL LT
CD54 (BD Biosciences. #555511) . #1 CD14 (Agilent Dako, #R086401-2) #i CD80 (BD Biosciences.
#340294) BLUV~YHRE/ Y O—F L IgG1-PE (BD Biosciences. #555749) M#EI b, 4H.
MEOEFEESIICIXIAVIETOE DL (P) (BD Biosciences, #556463) 50 ug/mL AT 5, 1=
2L, BEEMGEUMMNRITISh, BRI TUONE, AEORECERERYT—H—2FALTELL, &
. koL Ay FTEIT, SenzaCell MifAKZAVWTEEZITL. BAANRAKREZRET SLEMN
Hbd, ADLEIE, BEH-Y FITCEZHINA11EL PEERRK1BERAV:-ZELETITI ZENE
FLL, FEHBMILIC, 902x10°EDHELBRIIZ2ERET 5, 1 oFa—2a ik, £EL
MR EEERSL. AFRABRERICEREAT 5.

24. JO—HA rA—32 AOBRICEDEZETHEEIEPES LU FITC Z2HEAEEL L D) %
ALWTEHEZMMTL. RIE10,0004 N> FZREHT D, TANA F—DOFERFAEIC->T., 70—H4
FA=RY IOz T7FEREZFOMOBEERTY 7 b Y7 T — MEWMEERET 5. ¥—T 14 VI FIE
BLIUVHBEERAORBENS/AT—H—FKBEOEEILICEHT 2MICDOULVTIE., GARDskin 7yt 4 7R
FaJjL (28) #8HBDZ &,

25. BONRBRAR 2 ITRTHBEEICHEHEST IRENDD. WITIDDNSAI—H—HRED
HENTHLSHE. TOMR/NY FELEYVERBERBRICEAL TEELBEWEN. ERA LIRAORE
Z R OFHIE TRELY DR ENH D,
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®2 4SFELBIUVRBEOKEEE (QC) OFFE#E

NS A—4 HREE (%) !
KBNS S ~v—H—

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

Pl 2t (ExtERFER) >84.5

Ul FGHERIIEOFE 5 0%) Z2Rd, seaRBEMRIaERH TH 2 L2320, FRINANORFIE,
PHAERBRE DM E DT — Z IS PRBH TH 508, FALEO R TIE722\, SenzaCell MLHKITAL
—THLZEBRMONTWDID, TE 2R TRIND,

GARD DS ERE

26. GARDskin FHffi C& (2. —EDMBZDNY 5. FRIBAR (MEEEEH) &KL UEERR
(FRERILEMEDRE) £, MRSHHERBRCEICHNT 62 &, FRBEXME, BEERBRE & VB
B (p-7x=L Yo7, PPD. CAS# 106-50-3) #%. 3 BIREDEFIHEEROZENZENTHHT S
ENH b,

27. GARDskin HEREZDHBR T A RS54 D OHEXE (7) BEUVUT D 7 — X FHOREIZEFMICEEH S
NTWDH K5I, FRIFRHEEZ. Hg/ Y FORSMBEFEDOAE. MESHTHERRE S UVERIEE
BRICE T2 MBEFROHEL., T—4BT7—Y J0—DERILLIZERT 5.

28. PR AN, MEEMITEERS LUV ERIEEBE THAIEFER 2955%ThHY. RET6ICIRES
N5 GARDskin THIETILCTIEREMEMEICHEINDIDELH D, chIZkY., COFEDEERFIED
WFNOBRETHLHEIAEIE L TWARWI EERIET A ENTES,

29. BiExtEE (PPD) A, TRIHER CHNERE 845~954%ThHY . RE 76 ITHESIN S
GARDskin FHIETIL-CREMYME L LTHEINIDELH D, ik, EEPCHERAL-MEN
IGEMEAL. BREMYDEBRERICEHESNSIEERIITHENTES,

WEBRILFYE P & USIEHE DR

30. BWRIEFMES L UOABYER., ABRFAEFF-EIHETOBETICH>TREL., TEMEHER
5, BRIEEVESLUMBENEORRE T, MEBREERROBEIZITS,

31. BERILEMEEZEABREITERLT, BEIVILAREDOR FY I BRKRET B, DENIT—
VAVICERYTAEGRED—EER 3 ITRTEN. ¥/ LTA FEGFREBELALICHT HEEH/ R
THRTHARSERVIIARELRE T 5. METIVIILAREZ. BEERRICANLNS. BEMRIE.
BV T LRIRE®D 1000 fEDIRET DMSO ISHEBT H2ONEFE LY, HABREEGMHEZRIETE. +271
HZMRUASH HZEICIT, T 3 ITHLEES, MREEMICHT 2 FEOEREFIMEANTE KL, BE
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(X, MRSEESISECIST. RESATVWSVIILNBEECHEREEMEICHEINDILOTHRITAE

£ 3AHEDN) T—2 3 URIZFERAT S5 GARDskin BEBEND—&,

YL CAS &S BEYIILRNEE (%)
DMSO 299% 67-68-5 0.1
7K - 0.1

Do s L — K

32. EDHEBRILEYELRESEEVIIILNEEZ 500 UM £33, DFENBELMZ SN TULEKER
IEEMEIZDONTIE, BFITHEINZEBEDRMUATEINGRY ., BEMME (23) IR ICEEY L
NEE 100 yg/mLEZT 74 EELTED S,

33. BRLEZBES SOCHREBPOTROEHFNERICH T SHEREFHEORAEMLEZ. BROBR
BREICKYHERT DL, BETHNIL, vortex T HFH—OmME (37°C) 2AVTERRICERT B, =12
L. HBRILEVEOREMNENICE > TRAEDAGWNW I ENERTHERICRS. HEBRILEVELSES

T)LAIRE 500 uM THER LG WEE. BREFHVEDOV I IILREENRLECRIBEEFERT S,

34. BEREEME EFEDFRVIBRS L VEEYIIILHNEEZEZEBICANT, BIRLEBEZANT
LWBREREDA by I BRREAET D, B, R IITTRITBRERTT S, COX LYY BREEN
BEVIIHNEED 1000 ETHALSICHET L, LTOFTIE, COKIGR MYV BERER YD
BRAEESR, BRIEEMEDR MYV BBREAZ., BEHTISICHERLTHS (LUTOFITIER by oiB
BB LML) | HWERILEYE FEEMBBISHEMT 5 & &L,

35. ALY BRADR LYY BRRBICHBANTHDISE (HEHADRERELTRHLONEZEAS
L) . AV Y BBRBHOREAIBRREEZERT 5

36. MEHICZAET, EENGAE RRECEVEOBRBEULTELILE) HHH5EE. LICEHL
ALY OBBRABLUVR MYV BREBEAVSHIEZAWLTEL, 2L, CTICRE&EHLEY L
RHRREC. BRILFVES S VERBFEOAADREV TILRREDI VT SA4 7 VAN RN L5
BIXRoNhD, COESBHEE. FRMRGRBENDVEDELELT, AMYIBRANLGVIIILADERE
FRNHDH, RAFRIC, REVIILRNRECHT AFHRI\ELGLIKBFEOEANRENICZLEESh, B
ABHEHEELEEE. A MY VBRA ALY BREBEBICHDRETHL>TH LY,

M 1 ST AR

37. M S MmERO BEX. TROERBTHERAT 5 GARD ANEE LFEIIN HEERIEEMEFI
DEEBREFHRET S THS, GARD ANREZE. HEBRIELEVMEDOBHEES L UHEREE (EB554H.
CCICERETAFIETRDO D) ICEDVNTED S,

38. HAWGHRSETMERROEXRZ. B 2 [TFY, BRLEBEZAVTHRIEEHEDELR
FREEREL., TI+4I)L FORKREY T /LREE 500 pM (500 UM 2 FEISZHZREARENHEEL H5H) H
SDIEED—EDA MY I BRAREZRD. SRMERBHICITESE KU vortex S FH—DRFEMNHERE S
Nd, FEHWIZLABRNEEDA MY IBRAZMASZEIZEY, AV IBRALDL, —EDRENDR
by O BEBZERART D, BELPLT T HH, BEICIH LT, +57% vortex T FH—0zk (37°C)
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ERELTEL, SO, ERBEEX MY VEBRBRETEAY S (EHEXER) 2. BETLY
BREVIIIWARELELZDLIICTART B,

39. BERIEZYERZEDO-O. EEMBROSBERIC. EULHEBEE (HWERIELEMELZOLARBRD
AMYYBROFMZ&LDHFREEET D) THIREEET S, FRILEVMEERIMLEZZORKEYTIL
NS EEA 0.2 x 108 cells/mL THIFAIEE 540N,

400 300 200 100 100 100 100 100

whn& (ub)
A (uL ﬁhfﬁﬁhﬂbﬁhgﬁﬂ&ﬂ&
A by s W ABE (M)

INPARE (uL) 100 100 100 100 100 400 100 400
LE T 100
7B
X oy BB () 7
HERE D = P T L0 (75 (1.8 mL)
O = APIREE (uM) ......

eeceee

2. 249 )T L—MHITHIEEMBEORE & BB KA MRS TMERDBENEXE.,
BiFERWEERICES, AMYIBHEADEFER. XV IBBADLLR MY IBHERBA
DEH L, HMRBELSSUVERILEDEFTMOBORBMVLE I L— FNEEZTT., BH. &F
BRICERFEHNBLE L UVEENBEZSDH S,

40. BHRIEFVELSLIUHEMEICRBESE-MBREEITIL-FETSXAFvIRTL—FETELN.
5% CO: DINEFRESKT 37°C T 24 Bl ¥ 21— ¥ 3,

41. 24 BfElA v Fa~— b LR, BREL-EBEHROMENEFER (BEL TOEIMEEMRRBOEX
EHFREOLE) #KRDD, 7A—HA rA R)—ICEDLKPI7yvEAZ2ERAT HHEE. UTOFIES
HEIND,

42. BT OHBRERES-D2O7O—YA A M) —FHBIZHET D, JA—HA FA R1J—
AHD-ODEBEELVREFIEEZ. BE23ICREBOEY . EFREERTERET S, MEZ2EEEL.
ERE 23 D #Icit Ly, SRBERSBERE PID50:1 TEET S, RHEEATH 15 9H. 2~8°C T
AoFaR—b95%, HIEZHN1mMLT1ERSEL. BEOXREFRERICBERET 5.

43. ZO0—YA bA M) —ARMHRERNTHS ) BELXEOFRBHBHEBE SV i) RBEFHDIE
RIBMBHAMET S0, FRBEEMR 2 EZ2ET H, BREOFRBHIBHABMZANT, SFEIZT
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—rEHREL. —A. 2EFHERBNBHABZANT, HNEFEERZELET S (TiESH) . #HAAN
= 2:BDIERBIEEMBEZER 2 ITRT,
44, AL -HAHEEE 24 DESITH->TIA—YA P A—FTHHT 5,
45, Pl ZEHBDO AL, BT I ZHBRETICERET S &

46. PE/FITC OBARIZH T 2MBEADHEFH LT PIGEMARES KU PIEEHEOS — FE5%E
T5HDIZ, ERBELERMEERT S, T0®%. Pl BES— B LU PI EES— %, PEFITC 8%
D Pl 8BTS TONNICERT 5, FHBIZDOLT Pl EMHBEOEASEZRHET 5, cbiExtsE
BEOHEETHD, R 11TV, ERHOBNEFEZHEET S, BHRILEVEOFREFDEES L
BLURMBILIZ, 2EREAHOFEHELZELT 5,

Rv =25 .100 (1)
Ve

rl
i
A

Rv [FEMDEMERFE (%) THb,
VS [FEM DM ETFER (%) THD,
VC (&, 220 Pl & ERFEHM O TR ERFR (%) THD.

47. HBELUTOEEICERT DRLENH S ; ERIHAR . FHBIERR 84.5%LL L. EHEXER -
FIHEMERTE 955%L L, (GH. CIITEFLRER, ZHHDESLURAICHELIEHLELS
2. TRFRBRBROEFREEFREED—HTLHD) o

48. BERILEMEDERIMIFERT 5 GARD ADREZLUTOEY [TREIRT S -

i) HMRRESUHEERTIHRICEVELZ. FTHHEFNEREE 84.5%~954% LB 5EETHWNS, ZDE
ETIE, BEBRIEEMEDONAATARLASE) T4 NMRIESND ERBIZ, RERIGZELOEL, EH
DEELNHFBRRELZH-TIHE, 0%ICRELIEVEREFENTONDEEE GARD ANEEL L TE
R D, FREFERND 2 DDT—2RA 2 OB THMEFEEREMN 95.5% LU EM S 84.5%KEICIETT 5
BEl%. EELEESFICEEZEML-HESHTEEREZL S —EXET 2DHENH D, BEREE
AHRETHIENTELRLESH, T—FRA Y FEIOREIZHER S LA,

i) HREEMOLOEERIEEYE GEXEFR 955%LLE) (X, BE 500 M E£-IERa I RE THE
B35,

iy REYIBBRAFEIEIRMYIBERBISEREORBELAHY . MBESHEERITVEEBREEMED
BEE. thoARMRERE (NRORELTHE) 2AVTYIILRNEEZSD. 857 T )LHNEE 500 M
ISAEDFBZERTERZNESINZAL FO—ILTB=HIZ, HEBRIEEYELXZFTMIT I2LHELH S,

ELP-4

49. BERIEFMEDANRENALSNIGNIE, AHGMI L-RRTERFE 3 BAIRELTEEY
B, COEE, WAL THARLA-FERIEEVES SUOHE CGERIBRE, BHEXR, BEXR) £2A05
A, BGHMM/N\Y FICHERXT 2RI LEEMERZANT. 3 BOANGCEYFHREAMZERT
%, 3EHDFRBHILTLTEELTHIERERE L TL LA, 7, HEBRIEEYE., HRBELIT, ML
DA LYY BREMND, RILERTHEBOBBRILEVEZSNT 56, EOHBRILFEVEILR LAKE
[CE@mLTLWADTHNIE, TL— MRICERGEL., —EORLAREZFERT 5. RALERTRL HIR
EENEICELLIBEZEZEAT S58E. RRTERAT IEREICHTT SEMENBLZEMT 2LEND
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%, M3, 8BENHERILFMEL 3BEORNBERAE 3 DOERFRBOEARKZERY , FFRIFx
BICOEDRDDVIILDNH D, COFITIH. EQHBRILEVELRCBEICERTHERELTLS
b, BAANDEERRBEZVEDOTH D,
FE R FERF 2 FERES
1 2 3 4 1 2

BCCCBECEBEET
ST CHERTINEBTS,

1 FERUE (FERIK =) ZIEAYE S Py = R (SRR
e DD |- (n @) GG

K312z )FL— 2RV 3EAREDEHBERERICE (TS 8 MBEOHERILEYHEE LU
BOEXE, TC = HER{LFEMEH,

w

50. FRHTORBEFIRILEE. B% 38~39 ICiL# L -MRSHTHEERBREmMLTHD. L. &
BERIEFMEICTOVWT 1 REDAHZRFAT IRANELG D, BEMLGFIEOBMEEZLUTITRY

51. BERIEZMEOREFICHALON LG > BEYGBREEZANT, BLLEOHBREENEI by Y
BRAZRET D, BEICIEL Tvortex S FH—0MEk (37°C) GEDLABNEFERZERALTERIC
BRRSE D,

52. A by BEHKBDRE. MREHICEEDRA MY VAR AZMATHART S (BEOREV T
IWNBEREIZKD) o BEIZE L Tvortex T FH—OMEL (37°C) LED LM EIREFEEZEAL. &
vlﬁ'ﬁ‘f—éﬁé

53. Tz, BERBEIVEERRZ. BUEYVILRREICES LS ISHART S,

54. tLEMEBRZED-OH. EBEHROSEERIC, BULGHREE (BEREEVELZOLABOR +
YO BROFMIZEDFREEET H) THIRZEET S, HBRIEEVEZFIMLE-EBORKRED = LA
BEREA 0.2 x 108 cells/mL T IFHIELE 540y,

55. BE., ELHLERANHY . BELADH LGS, LD AHELTBEZFDEICGEH INATND LS
2. AMYYBREBHFERRATY T#EBRTHEVWSALERBENERBERRIZEBERIND, AFBICEE
LERMYIBRABLIURA MY IBEBIZEDCDTIHAVIOHEERILEMERRETEH., BED L
NERILEYERE. MIEEES L URESBRERENFEIANIE, RIS,

56. TL—brE2TSRAFYIRTL— FETEL. 5% CO: DIMERBESK T 37°C T 24 B4 >¥%a
R—+F 5,

57. 24 BEDA o FaR—L 3 00%., HBEESYEFESZICLETICERYyTA VI LTEAL. Th
FAOzI)Lh L EMEEEYE RNase 7)) — DY Ao O0Fa—TIZHEL, 720—H4 M4 ) —FHR
HE2RRETHERT 5.

58. Y4 0F2—THOFEHEHRAWVTRNAZHET S, COBMDT-., BEYITEMIZES L1=H
Iz TRIzol 3XZE (Ambion, #15596018) #. HIFEXEDFEAGBAZECK - THEAL., MERL Y
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bEBET S, MRBFEREMEZ-70°CUTT1 FRRETE S,

59. BERELEMELS LIURBOZAZENIZONT, IEDERBDZTA TN SEHOMAERERHE
#ERT S, f=7L. RNADBEIZEA L. & 512 NanoString nCounter Y A T LAZERWTHHT HDIE,
3EDERBOENETNALI LB -HEARRABVOEDOTRY 5, TOMOMEE RO RESRHIZON
TlE. EEMIRARKAE IO RNA BENELD RNA BREMNSL > TLWDETEEENH B0, NV I Ty
THEHELTRET S (-7T0°CUTF)

60. CCIZEFoaO—Ha A FY—EHHIZ DO TIE, BEE 42~46 IZEEE SN TUL 2RSS
EKERERLkFE. 2EBIUSHFIEICHKES.

FEEREETEDFBEERE

61. PlR2ELEHANMEEFEOREEEL LTHEAL., #RILEVES S UHEBEART, & 4 [CTRE
ENTVWLREEEEENOEAEFRGVLERERRTHDSLII1ZT 5, BHERILFHMEN. BEDHF
BEECHTREFELLRWNGE, TROSMIZERALTEESHEL, DEDTHRHREMINLEHROFEEE
[CHTREFELBWMER. TENNELCLEERFRBOAMIASNTEZRBRL. TRAOWICERALEL,
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RAEHFEEHHREE
WERLEME £ IEH R HREET
JER it HR T EFE 2 84.5%
RE T R X ERFE 295.5%
& 4 1 B xR ETEE 84.5%~95.4%
SN PRI BERILEYME R ETFE 84.5%~95.4%

500 M F=[IRESAARETHME T SWEBRILFME  BAREFER 284.5%
PRCHE L T 2 JERTHO s KON IR O FFA S HE T MR TE MR 92k & ERITHGEBR O 7 |2
MEn s, Bt i X ORI E OFF A ST TR O EH S b,

RNA 5\B%

62. MRNAZELHRNAZ, TROF Y FELUVHEZAVTEAFRRBEENN O HET 5, HEBAE
DEFEE XU/ FT— 3 U TIX, Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research, #R 2052) #{#ER L 1=,

63. RNA &, H1Z (X, Agilent Bioanalyzer 2100 ©RIZN%EE (RNA REBH LU RNABEZEH
5~500 ng/uL DEHETRIET HEE) AT, FHHMORNAREZEEL. RNAREZDHT 5, #
BHRMEEENRBTST0 FaLICHS. RNA ORES L UREAD NanoString DHEEIEICT—KT S
ENH D, BRBRALZOARELIUNY T—2 3 VIZHT=> TIL. Agilent Bioanalyzer 2100 I2& % RNA
Integrity Number (RIN) 8.0 L EtDiABEEREAHEALG LTz, ThERCHIRFEDRNAREREZR
WT. EMERNAZRIILTH KL,

I FR1 > FEE ; NanoString nCounter ® & X 7.4 Z L) =815 F BN

64. GARDskin 7 w4 DT> FRA > FAIEIL. NanoString nCounter VR T LEFEA LT KR
14> MFEER GPS T#%H% mRNA EET#%H 5, NanoString nCounter 70 kaJLIE, H—<TIHY ALY 55—

(nCounter XT CodeSet Bl FHRI|RT7 vt4M) #FERALINA TV FAE— 3 VAT TEELY=a
FTIVREBMNSIRE S, hRABLAAL FD CodeSet (GARDskin GPS MEEFE2RERT 54V IXI LA F
F7Oo—Jm+y T, ZOELDEEFH GARDskin SHEREDRER A FS 4 D DHWREXE (7) I282#
SN TL3) [&. SenzaGen AB DT A £ 2 XEHIZE D LVT NanoString H'12#9 %, nCounter XT
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65. nCounter XT CodeSet BEFHIET v A IXEEHBLIET, nCounter h— b v IZxtd 5T
A—J /=45y FOBEE. TOALT—20WEB. h— L)y PICEAESN-TA—T/ 2—5 Y D
h5—a—FDF#Z. nCounter®EEZRVTEMT 5, nCounter EXEDFERARBAEICHI 2 &,
nCounter EENHZI B VVEGESLUVREE—FEFERT I L,
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THOLLEEMD FOEFREZSTLAR—E2—a—FAD 2k (RCC) Z7M4ILHMERE NS,
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GARD 7— 487 T or—>3 >
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MNoRBT AT —ERLRLEZHKEAEN LGOI A VRFBIVETHS 5

69. GDAA A, GARDskin S EZRW-FRERICDHDELG IR TOT—2 BT ERET 5, GDAA D
BEIZIX. RCC 77 A ILDEEAHAH., 7y TA—RFENT=% T 7 4 )LD NanoString nCounter REEEDF
T v % . Counts-per-Total Counts (CPTC) (12) I T U XL DB G ER & Z D% D Batch
Adjustment by Reference Alignment (BARA) (30) ICk FHEAY 77 1 ILDELGTFHRIREDIERIELH

o BW#%IZ. GARDskin FRI7IL T XLEAVWTELZDHAFZFFTMT S &Ik Y. GARDskin F8IE
T)b( L BHWERILFEME DRRDENTEEE 1D, GDAA NNERT ZFIENERE S & VD EIEE DR
RER4IZRT,
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THET IV

FHE
(CPTCHB LT |
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NanoString #& (2 =
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?ﬁ%ﬁﬁ’lﬁ%ﬁ RCCT7 7 AV %&
GDAA |Z7 v 7 r— R

Fhifisx T . < S T T
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D GARDSKIND| ¢ g o s i || avT7A

v

D FIE
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H4. AAT7ALBELVHAT7MILEEL GDAA 7—9 70—0D#EKE, RCC = LKR—
A—a—FhHo b GEEFRBEDET—4) . CPTC =Counts-per-Total-Counts (RNA&FH
E0NIE#HIE) . BARA=Batch Adjustment by Reference Alignment (/\y FHIEIERIE)
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nCounter®MB BB AREICHS LLAVWAHZBBNICTERET S,

% 5. NanoString nCounter®@ B BB AREDHE, !
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EEAE E&MmEIL. NanoString h— k1 v COMEIZRL >0.75
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EfRE ERMEE. BERRA 71 oBERAWNTHEL: >0.95
R2fE&E LTREND,

BHRA BRHERRE. BER/4194>>TO0—T POS E® <POS_E

BEEERENBIO—TDAEEE LET S
EICKYEHET 5, 7R—T POS_EIlX. /4 XL
NIVEZBATHASNDEFESINLIRERED
BHERNL 242> T0—TThHb,

HeBE BEBEIX, h— b))y DRBRIZRESINI-E 0.05-225
BEELRNLTHRESNS, COEIK. A—FL
=RHDE L NanoString /\f TUFAE—T 3>
DEMEITIKET S,

'3EMIIY GARDskin ikBRIEDRER N A R T A > OHIELE (7)) 25D Z L,

72. GARDskin SHTDE#ZDAT Y FEFAT7ILITY XLOBEERATHY .. LLTO FHET/ILDETHR
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73. SE2 7% GARDskin @i/ 81 TS5 4 D DEREBHIZT HHhIC. GDAA#EEIZIE. MDS F v o ¥
LEHETHT7ILTYALZFRALE:, GET—2DREEORIENH D, MD5 7T ALIFEENE
EDANT—EERYRAH, 128 EY b T4 o AH—TY U +251E8T 5, ChITBEDAAIZHLTEIC
BLI742H—TU2bEERL. 2 DDEBDZT—F2ANDR CHEAEFERT HATREMEISEH TELY,
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FI27AILVDEEHEHERT I ENTES, VST FRN—IXDPY T Aoz FDFEHEEDBEIZEEHIN
TWAES5I12, 2DES5% MD5 FxvwisHLAE, AOVELA—49 L RTLDELHMRER S L UFEARERE
ND—IRELTEET 5,

PHRETIN
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MEESLURBENS R EHEREAMICERD DV ZHEET B,

mn
DV =bh+ Z wix; )
i=1

CCT. nIIEHDOH GEIEF. GARDskin TIX 196) . bIEEEH (SVM DOUIK) . wildZE#HiDEH. x
FZE#H | ODERILBEFRERETHD. FTUAETINEDLSICEREINTLEINCETIEMLEZLE L
—[Z DU\ TIE. GARDskin REREDNRER A FSAVOBWBREXEESEOI L (7).

75. RIZ, 3 D2DEADREFFED DV . GARDskin FBIETILIZCAHT B, GARDskin FHIETFIL
FUTDESICEEEIND -

76. EHLE=THDVHAOULEDHERILFEME#BMEEYE (UNGHSEH 1) [2H%EL. FH DV A
0 REDHWERLEME #IEREMEMEIZH5ET 5, GARDskin FHIETIILOEKXRZEE 5 I2RT,

— |20 | —| S

DVy_3

— | <0 | — |NS

5. GARDskin FRIETIDERXE, #HEILEMEZE. 3 AIOMHI L-EBEMSHESNDS 3
DOEPEMNREAMOFENENERICKYSET S, S: BEMEME. NS : EREEYHE,

FEEEDUE

77. GARDskin (& ICHE SN BEEEZLUTICENT 5,

) IARTOMRBEZERRGE. RRELEEEDHFEEECEIE LTz SenzaCell Mg/ Ny FERANTE
Y5 (R2) . Thid, MESETHE ETRHERBROTMAISER SN S,

i) EBLEZRNAREMETAT, SEELRETEOHBFRECAKR LE-MBRERNFLIOTETL
FEBE (R4) o ChlE. 3ED (FHR) ERFRBI LB -L2BRCFVE. BHUEAR. Eitx
BESUVERBHBHEBMICER SN S, RAHRIC. GARDskin ARREZEBE N -HSHTMERLS. &%
LBIDIRNTDAEERLREEHAEZR-ILENDHD (R4 .

i) HEMLI=3XT®DH RNA FH# A, NanoString nCounter® REEE (R 5 DHFBEECEKRT DY
ENHD, Thlk. 3 ED (Ao EREERBI S/ -LERECEVE. BHESR, BEMBLLU
FRIBBHABICHEREIND,
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iv) RO, HBREE ()~(i) ITEHRLE3RNEN L REEYFEHHAEBRICEINTITS,

v) BHEXREE L URERIENAZENEN. GARDskin FERIETILICEY . BAEEMES L WIEREMED
BIZELLHEIIDIBENDH D,

HBRHEE

78. UTOERE|MET S &, BREIROMN=BICL, ZHTH5HA. RELT- 3 BORBROEL
DHBRIER L 2RI RELHT 5o

—RIEEH
- BEREKEES. SRERS. SREEERB L VER
- FERLEERAZOSRES L UHHA

EREDZEF
- ABZDOAENGEREANIC, HBRERVHBECERAL TS I L2 ERERDLEYMERERIC
LD TEIAL-EDEiR

GDAA R 7L DIFFFH 4 X T 14 DFEFF
-  GDAA OFEHMHRBRLG VL LERANREREZ. BEOT -2ty FEAVTERL., RELGREEICE
*ﬁ L/T: EO)EES'LRO

HERILEYE & USTIE

- A, Ny F Oy RBEE. BUHR, EEMERER. HZ X IUPAC £F1zI% CAS BE.
SMILES £7z(XInChla—F, #B&EXPLZENLUNDOERNICERLGER Ny F Oy +ES. &%
HR%A L)

- HE. ZRUTEGEEBAEARRE. P FESLIVAFURGEEDZDMOYIBILENMEE

- BEEMDOBBEEEIEIFTEE. TELE2EUICET S5k

- ME. ZUTHISEATEHEENICARTHNIEHE., RO ILEREBNERT E

- BERLEMEORREICHERT SFIE

- AFURLEEOREFEELES L URENR

- BERIEEYEICHT HEE A EREROZLHE

- BHRILEEVESLUXRBICHERYT 55 (Hixxzad)

FRABRFEDEM
- flREKR. EEME ID. TOREEHESIUHET
- ARBRCTHEATIMEERRS BETESD)
- FERLfE7R—YA LA M) —EE
- AHBTHEALZARBLIUVEREEY—H— (HBETEED)
- ARHABRTHEAT S RNA 28X v b, RNA BHRM4EHEZE T v & & U NanoString nCounter
GARDskin A— Kt v b (6T EL)

R BEREDEE
- BEBHIADSORBEGEEET—4 (BFRBENAAT—H—0OBHHMEOEEE L UMD
X EFR)
- HEREEME. EME. GBS I UERBMEBOMEEEERLEEET —4
- WERRIEEWE. BUXES L UBMEXEO NanoString nCounter REEET—4 (EERE. B
B, REBABIUHEEEE)
- MBS K UEEREBEOSLE

AR 2 1T A
- HBREEEZ4M
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- BEBRILCEYVERETCOEMERFER
- BIRL-GARD ANEBEOZ L4

FRHDEE

- HERIEEYME RNAFH S L UXE RNASKH TRE LI RNADRE

- FEATERELEAA S VRIZEMLE=T4+—< Y FMZB T3 BBIEEYVES L UXBOEBGFEEL
R)L (RCC 774 ILDAR) (31)(32)

- AREBRTEALEGDAADN—T 3 UES

- F7w7B—FLERCC 774D MD5 FxviHLE, 90— K L1 GDAA LER—F®D
MD5 F = v 4 LO—IZET St

- HEREEWE. BENBELUREMBICOVWTELRER (A2 H-Y B LUEYIE)

- HEREFMEOSE

- REYTHEE. TRUNNCEET SHENHNIEE DR
TRDEEE
waam
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	1. 皮膚感作性物質とは、国際連合の「化学物質の分類および表示に関する世界調和システム」（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...
	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. 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...
	4. 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。
	5. 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...
	6. 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...
	7. 本試験ガイドラインに含まれる試験法は、手順、適用範囲及び限界に関して異なる可能性があるが、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、各国の要求事項に対応するために、それぞれ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。確定方式(DAs)では、方法は自動的に互換性があるわけではない;TG497ではどの試験法/試験方法の組み合わせを用いるべきかが規定されている。
	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)。
	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、培養液に抗生物質が含まれてい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...
	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。段落15の作業用溶液に関しての説明と同じ希釈を行う。
	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

	x100
	RFI = 
	溶媒／媒体処理対照細胞のMFI – 溶媒／媒体処理アイソタイプ対照細胞のMFI
	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...
	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、確定方式(14)または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：
	図1： ボーダーラインの範囲とボーダーラインの結果を結論づけるための複数回の実行を考慮したh-CLAT予測モデルのフローチャート
	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。
	被験化学物質
	参考文献
	補遺Ⅰ:用語の定義
	補遺Ⅱ: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、皮膚感作性物質か非皮膚感作性物質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で混合する。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
	補遺Ⅰ:用語の定義
	補遺Ⅱ: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/GAPLAで求められる正規化IL8LA（nIL8LA）；被験化...
	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-VIVOTM15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：
	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
	補遺Ⅰ: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
	補遺Ⅲ: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

	補遺Ⅳ:指標および判断基準

	nIL8LA（nSLO-LA）
	Ind-IL8LA（FInSLO-LA）
	補遺Ⅴ:IL-8 LUCアッセイ用に化学物質を溶解する方法
	補遺Ⅵ: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。
	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。

	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。

	50. 主刺激での播種手順は通常、段落38～39に記載した細胞毒性評価実験と同じである。ただし、各被験化学物質について1濃度のみを検討する点が異なる。典型的な手順の概要を以下に示す。
	51. 被験化学物質の調製時に明らかになった適切な溶媒を用いて、適当な量の被験化学物質ストック溶液Aを調製する。必要に応じてvortexミキサーや加熱（37 C）などのしかるべき手段を適用して完全に溶解させる。
	52. ストック溶液Bの濃度は、細胞培地に適量のストック溶液Aを加えて調製する（溶媒の最高ウェル内目標濃度による）。必要に応じてvortexミキサーや加熱（37 C）などのしかるべき手段を適用し、完全に溶解させる。
	53. また、陽性対照および陰性対照を、適切なウェル内濃度になるように調製する。
	54. 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。
	55. なお、正当な理由があり、動機がある場合、上記の細胞毒性評価実験の項に記載されているように、ストック溶液B希釈ステップを省略するという同じ選択肢が主刺激実験にも適用される。本稿に記載したストック溶液Aおよびストック溶液Bに基づくのではない別の被験化学物質希釈法でも、目標ウェル内被験化学物質濃度、細胞濃度および最高溶媒濃度が満たされれば、許容される。
	56. 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。
	57. 24時間のインキュベーションの後、細胞培養物を慎重に上下にピペッティングして混合し、それぞれのウェルから各細胞培養物をRNaseフリーのマイクロチューブに分注し、フローサイトメトリー用試料を2回反復で作成する。
	58. マイクロチューブ内の試料を用いてRNAを分離する。この目的のため、適切で目的に適合した試薬、例えばTRIzol試薬（Ambion、#15596018）を、供給業者の使用説明書に従って使用し、細胞ペレットを溶解する。細胞溶解液試料は-70 C以下で1年間保存できる。
	59. 被験化学物質および対照のそれぞれについて、3回の主刺激のそれぞれから複数の細胞溶解液試料を作成する。ただし、RNA分離に使用し、さらにNanoString nCounterシステムを用いて分析するのは、3回の主刺激のそれぞれから得た細胞溶解液試料ひとつで足りる。その他の細胞溶解液の反復試料については、主要細胞溶解液試料中のRNA濃度が低いかRNA品質が劣っている可能性があるため、バックアップ試料として保存する（-70 C以下）。
	60. ここに挙げたフローサイトメトリー試料については、段落42～46に記載されている細胞毒性評価実験と同じ洗浄、染色および分析手順に従う。
	生存率品質管理の許容基準

	61. PI染色した試料を生存率の品質管理として使用し、被験化学物質および対照が必ず、表4に記載されている品質管理基準内の相対生存率ないし絶対生存率であるようにする。被験化学物質が、記載の許容基準にあてはまらない場合、下流の分析に使用してはならない。ひとつでも対照試料が記載の許容基準にあてはまらない場合、それが生じた主刺激実験の試料すべてを無視し、下流分析に使用しない。
	表4.生存率管理許容基準
	RNA分離

	62. mRNAを含む総RNAを、市販のキットおよび試薬を用いて溶解細胞試料から分離する。試験方法の開発およびバリデーションでは、Direct-zol RNA MiniPrep（Zymo Research、#R 2052）を使用した。
	63. RNA分析装置、例えば、Agilent Bioanalyzer 2100や同等の装置（RNA品質およびRNA濃度を約5～500 ng/μLの範囲で測定する装置）を用いて、各試料のRNA濃度を定量し、RNA品質を分析する。機器供給業者が提供するプロトコルに従う。RNAの濃度および品質がNanoStringの推奨事項に一致する必要がある。試験方法の開発およびバリデーションにあたっては、Agilent Bioanalyzer 2100によるRNA Integrity Number（RIN）8.0...
	エンドポイント測定；NanoString nCounter ®システムを用いた遺伝子発現解析

	64. GARDskinアッセイのエンドポイント測定は、NanoString nCounterシステムを使用したエンドポイント特異的GPSであるmRNA定量である。NanoString nCounterプロトコルは、サーマルサイクラー（nCounter XT CodeSet遺伝子発現アッセイ）を使用したハイブリダイゼーションステップを含むマニュアル処理から始まる。カスタムメイドのCodeSet（GARDskin GPSの遺伝子を代表するオリゴヌクレオチドプローブのセットで、この個々の遺伝子がGAR...
	65. nCounter XT CodeSet遺伝子発現アッセイは自動試料処理で、nCounterカートリッジに対するプローブ／ターゲットの固定、デジタルデータの取得、カートリッジに固定されたプローブ／ターゲットのカラーコードの計数を、nCounter®装置を用いて実施する。nCounter装置の使用説明書に従うこと。nCounter装置の最も高い解像度および感度モードを使用すること。
	データ解析および報告
	GARDデータ解析アプリケーション

	67. RCCファイルの作成後、以下に要約するように、下流のデータ前処理、正規化、解析をGDAAソフトウェアで実施する。このようなステップの詳細なレビューについては、GARDskin試験法の試験ガイドラインの補足文書 (7) を参照のこと。GARDskin解析パイプラインとGDAAはいずれも、方法のレビュー時にESACが広範囲にわたって評価した。ESACはこのソフトウェアが目的に適っており、ユーザーフレンドリーであるとの結論を導いている。
	68. GDAAはクラウドベースのアプリケーション（Amazon Web Services上のShinyapps）であり、Google Chrome、Mozilla Firefox、Microsoft Edgeなどのウェブブラウザがインストールされたインターネット接続コンピュータを必要とする。GDAAへのアクセスには、SenzaGen AB （www.senzagen.com）から取得するサービスレベル契約と有効なログイン認証情報が必要である3F5。
	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...
	71. ファイルをアップロードすると、各RCCファイルはGDAAで自動的に品質チェックされる。表5に示す品質基準は、機器供給業者の推奨（デフォルト）許容基準から転載したものである。表5に示した各品質尺度の詳細が、GARDskin試験法ガイドラインの補足文書に記載されている (7)。以下に示す品質管理基準のいずれかに適合しない試料は、その後のGARDデータ解析に使用しない。GDAAはNanoString nCounter®品質管理許容基準に適合しない試料を自動的に不合格とする。
	表5. NanoString nCounter®品質管理許容基準の概要。1
	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...
	予測モデル

	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。
	75. 次に、3つの個々の反復試料のDVを、GARDskin予測モデルに入力する。GARDskin予測モデルは以下のように定義される：
	76. 算出した平均DVが0以上の被験化学物質を感作性物質（UN GHS区分1）に分類し、平均DVが0未満の被験化学物質を非感作性物質に分類する。GARDskin予測モデルの模式図を図5に示す。
	図5. GARDskin予測モデルの模式図。被験化学物質を、3回の独立した実験から得られる3つの生物学的反復試料の平均値の正負により分類する。S：感作性物質。NS：非感作性物質。
	許容基準の概要


	77. GARDskin法に規定された許容基準を以下に要約する。
	試験報告書

	78. 以下の情報を報告すること。結果は表のかたちにし、該当する場合、実施した3回の実験の個々の試験結果と全体的な結果を記載する。
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