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In Vitro REEM : IL-2LUC 7Yyt A & IL-2 Luc LTTZ v 14 DA

BRAICERTRERRE L URR

1. RESHFLIE. ZRFLTIEEME~DBREOHRLELT. REROVLVTIALDOBAFIZELDIEE
ERICEAT 2 ENFTHDEEESNSD (Corsini and Roggen, 2009) , BEEMHF TIE., RERICHT S
MBS EURFANET I SESEFLRELRLVHEBICREFTAESERLRNRELGY 535, RERIE. —
ZIE, UTOEEMNSEHEICKDEETERTOT, 1) Fitib, FAG. Y1 LUV TEOMMALE/NS VR
EMETODLENHD L, 2) RERIE. BHENKMEEROMBBEICKELTLNDSI L, 3) RER
Tl&, BREEEOME. MEEEICLS THIRESIUBHMEOI O—UEEEEHLELTNSE, 4) TTx
DHB— AEY— FTA—TH Tty bEEBBYLELALD ) VBROBBENBETHD &,

2. ERFELIIEEVMEICLIAEZTHEL. RERICOFAHTERELESETIELRTRALARELHY.
FOEHE. REMFIOCRBEYLRRERRICOENDZ I ENEZONDS, BHEIZIE. BREAGGRERR. HEm
BRIE. BRERLE., BCREERBEEZZETHIIENTE S, EEYEICERT SRESHICEAL T, 20
HEF—AROHBELRNWEEZON, AESLUMEEMNICIE LT, B—MENREIFIE-IIRE
FligzL -9 AN H D, LIz >T. RESEMELIE. 1 DFLFEROREREEZELSE. B
ICHEEERZL O LS 2YMELEET DI ENLYBYITHS I EEZOND, CORT. ERLBEHDIE
ZTOHEODARMETIELEL, BEIZKZERTHD, T0RH. KRBRAA FS14 > (TG) TlEARESHE
(ME) EWHSEEZRAWVSA., COI &%, OECD #EF D GEMFIIZE T 5 #5 (Detailed Review
Paper) 1 (OECD, 2022) ORAEFELAELY,

3. BHE. EEYEORESHEOTEE. RENFS FUVBREEZEFEEMTI2BMETILELUT vEAIC
FITERL TS, L. BWRRBRICIIZ<ORELHY . HIZEEELER. HELOES. £ LD
BICRIZFTEEDTRAREDESDENEIF SN S (Adleretal. 2011) , S5I1Z, |/ITD in vivo ETILM B IE,
T—AMoT LLMENLGRBBAZTADEEFELEL, 25 LEBBEORRICIE. RESHERET S in
vitro SEREDREISDLETH S, BNEMEBRAB LT 2 —5H 2003 EICEFELEzT7—H2avTT
X, REZHOFEMBET I2RITD in vitro RIZERFEH T (Gennari et al. 2005 ; Galbiati et al. 2010 ;
Lankveld et al. 2010) . FEEBM7 TO—FHRESI NI,

4. OECD AEMHIRMFZK (AOP) HEITRT S LM 5, AOP 154 ITHIFBKREMHRAREDFEIBICE
Ao =—a—1) UFEHEDOEE] AN 2021 EIZERZEShT- (OECD,2021) , AAOP X, R FLRER, T4b
LA =a—1)> (CN) PFEEHEI (CNI) OEEBIZELD CNEEREEFIZDINVTEE®R L TLYS, CNI (X, CN &
CNI ZFNFhDA L/ T4 Y VIEAL. CN DEETHSEML T HMBEZNET (NFAT) ORBITEHIT
%,
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BRELT, IL-2, IL-4, ZTOM T HEERKY A AV TOE—2—DOREDTLTHET 5. HEEHD
NFAT L7 O FR—B =820 &1 (AP-1) LEDEEHRDHBMNMETT 50, Chod¥A bha VEE
A END, NULNA—THEOEY Tty AT EERITEIVA FAM D55, ILL2ELVIL4DEE
ETHND, BHBOIBIESSUSMEICEDEENEL S LT, T MlMKESERMARES (TDAR) [Fflch
%o

5. IL-2 (&, 4 b HA UZBRERBOFEEFHZN L. CO4+T MO LICZENGIERERIET 5, IL-2
. IL-12RB2 (B &LV IL-12RB1) DEFEE(CKY Th1 HlED D 1EEREL. IL-4Ra DFE(CKY Th2 D
MEFEREL. gp 130 (B&LUIL-6Ra) DEFIZLY Th17 MDD EEEE L. IL-2Ra DFEIZL Y Treg
MO EHEET S, IL-2 (X, IL-7TRa B AICHIHIT S LT, MBREGFZEREICRET IEFES T
BEUAEY—HBEOXELZETEES (Liao et al, 2011) ., D=, THEIZL S IL-2 HEIZEEE R
FTIEEMEIE. REEEICHELGEZEZRIILIDEEZOND,

6. L2 L7 x5—ET7vEA4 (IL-2Lluc 7ytE4q4) 8LV IL-2 LTz 5—FAMmEkEEHEE (IL-2
Luc LTT 7y t4) OMmMRERETIE, 2H4 MfaZE AL, FBBITHERILAR—IL 12-2 Y RE2—+ 13-7E 4
— bk (PMA) E&UVAF /T4 (lo) DFEETT, EEMWEDN IL-2 BEXUV IFN-y O TOE—4F—IZRIF
HEFYTET S (Saito et al., 2011) , Jurkat MIFEEHRED 2H4 MfE(X. IL-2 TOE—2—IC K VAR S D
RELCBEERILSTTS—F (SLG) . 1 v4—27x0Y (IFN) -y FOE—42—I2 & YRS SN ELEL
BBEXILLTIIS—F (SLO) . BLUVTVEILTZILTE K 3 1) UEERiKkZEESE (GAPDH) 7O€E—4—
[CEYRAHESNIREILFEERLILL T S—F (SLR) #EHT 5, IL2Luc 7 yE4 & IL-2LucLTT 7
A ELR—DMIB%EZFERT S, Thd 2 DOREBETELLIHBIC LY RENFH ZTHET 5, L
Z5E. L2 Luc7vtA %, IEEMEN IL-2 EEICRIFTELE (Kimura et al,, 2020) . THbhb. THE
DFEMHEIZHT ZIEEMEOELELERETE, —A. IL2LucLTT 7y EA . tEVEOEAPHBEER
#HETE (Kimuraetal, 2021 8 & U Kimuraetal,, 2023) . 3 hbhs, BHEHLHMcE5,

7. IL-2 Luc 7yvEA4BEVIL-2 Luc LTTZ v 24 D/ F— 3 VBN, BAEYERALS LT M+
vA— (JaCVAM) [C&YSRBIN-HEREHETEMER, ML L-HBRERESR 3 »fd K CEEMAERM
RAVUN—A BN EZN)T— 3 IR AVMF—L (VMT) IC&YEBEESHT=, IL2Luc7yEALD
NYTFT—2aViRBTIE, BERABRMY (80.0%. 4/5) &L UMHEREEIRE (80.0%. 16/20) [CRET %A
HELE L, 80%NHRELITEESTES (Kimura et al. 2020) , FREZHET 5=, RBEHETE
MEERIERESHRERZNEL. EEWEICONT, BRBROBEIZK--T T HELEFEML LI-RESHEL
BYIHNETHELICKYSBT—2%F&IRLTz, WAMRME®D IL-2 Luc 7yt4 (Thabhb, IL-2 EEDL
REETORAFRE) OFREIX, N T— 3 VEERHREE (Kimura et al., 2020) IZ;RENTLVS,
NODFERIZ. BEMALEE7ZLEL—FERIZLYLEa—Shi-, BEHOAZTOFREIFT+SLTH-
f-M. IL-2 Luc 7 vt4A4 %, tORBELDHAIZBEVWTHWVWAIESICIEERTRETHS (JaCVAM, 2020) ,

8. BARIC. IL-2 Luc LTT 7y A DN T—2 3 UHER TR, BENBREES K UREMBEREEICEY
HEBHELE-L. S0%DHFBRHEEITHEASTES (Kimura et al.,, 2023) , FRIEZHTET 3=, RB=E
HIEERIRESHERZINEL., EEYWEIZDOVT., BROBEIZHE > THEREME-ITERSIMLE
DEKIZEEZS 2R ENFMEICHETSILICEY, SBT—2EBEL-, BRNBREDOFEHEIL.
100.0% (15/15) ThH o1z, HEREFIRMEIX. 92.0% (23/25) TH 271z, IL-2 Luc LTT 7yt 1 OHEREIZD
WT. RENFHERZE T 2ILEMEDHEESEICHELZECA, FIMBKIUE IBEHRHFET—4T
DBREDFHE 71.4% (15/21) . HEEDOFHIEE 100.0% (4/4) . FAEDFEHIEE 76.0% (19/25)
TH-o1= (Kimura et al., 2023) , IL-2 Luc LTT 7 vt A4 2S5 (21T 516, RREHEETEHRITIEEH
83 BHEDWERLAEMEFEM Lz, ChoDBEERILEWIE, 46 FEOEER (NR : ER 12. BRHHMA
EAZAETHRENHF 8. ARHPAUEEEADLVEENHF 8, JAKFHEH| 3. FEREMFIF 15) &
UI7THEOFEERDILEME (REMHF 23, FEREZIMHHF 14) H5E> Tz, S0 23 FEFEDREN
FEEMEDS B, SEENEAPHESEEZET 5. EXERBLIVEEERDILEMEDERELELTF. &
SUIT IL-2 Luc 7Yy EAEEY IL-2 Luc LTT 7y A& 2 F DO EIE. BERIZTR S = (Kimura et al.,
2021 B &L U Kimuraetal., 2023) . FDHEHN S, IL-2LucLTT 7 v A B TOREINSI{ERIZET 5 1ER:
[X. BXEE 35.8% (19/53) . $5EE 88.0% (22/25) . FHRIE 52.6% (41/78) THD I &ML Iz
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(Kimura et al., 2023) .

9. IL-2 Luc LTT 7 vt A ERFERIZ, IL-2 Luc 7yt A B TOREMGERICEET 5148 (IL-2 DELE
BTFTDH) (. BEE 63.0% (34/54) . $3HEE 58.6% (17/29) . FHRIE 61.4% (51/83) THAZ EMILIEE
nf=. ThIZH L., EEWEICDONT, WThh—ADREBENFREINFYWE LHTE LI5S IZEREINFEY
BLYHET D 2 HOHABREZOHRAZTO L. MAREHRAICKIREMFIERAOMEEE. BRE 88.7%
(47/53) . $5EE 53.8% (14/26) . FRIE 77.2% (61/79) Thot=, BRBEHDEERIZIE, IL-2 Luc 7
vt L IL-2 Luc LTT 7y tA EDHHABEOMREIL, BE 90.0% (45/50) . 45EE 53.8% (14/26) . FHl
E 77.6% (59/76) T&H>f= (Kimura et al., 2023) , BHOFETOFREEIEIF+HTH oA, IL-2 Luc
LTT 7vtA4 %, tORABREZLDHAICEVWTRHWSIESICIIEARIGETHS (OECD, 2024a) (OECD,
2024b)

10. AABRHTA FSA V> OEMIE, FREEFLITERZEDOEXRICEE S 2LEMEORESEDATEE
HEET AFIEICODVTRERT B EITH D, IL2Luc FytA & IL-2LucLTT 7 vtE4 EDHEAIK. L%
MEORESHEOREMZTEIT 2BRENT7T IO0—FThHD, EVEZ 5L, REIFHERDOTE®mEZZT5
IEZMEX. IL2Luc 7y tEA EIL2LucLTT 7y A DMmAZAVWTHESIN S, WFhHhDOHEETHRE
EERHY EHEShBE. TOEEWMEX., invito ITE T3 RENHEEME BTSN D,

RIEBI L RIF
1. LUTORFISEEITANESTH S,

1) FFHFELTDO PMA/o (X, T HEZEEROFHMN SHRRAKRY/—E C DFEHILETHIERS T
EERZEIETH=0. IL2Luc 7yEAEIEZIL-2 Luc LTT7Z v A WTFh B TIE, 1B
BENES LEVTFINICEET R FICRIZTEAZEMTE4AL (Ohtsuka et al., 1996)

(Ohtsuka et al., 1996) (Kimura et al., 2014; Kimura et al., 2020) ,

2) Jurkat T #igtk (2H4 fEREAEHER) (X, RESFHOREICH I D FHEOREISEL TS I &ML
SEESNTLVS (Shao et al., 2013) A, TCROREHEDRIGIZHEWLNT, IEE THEOEMHLICEET
DERDEERIVNIVEERMLTWAZENEZ N, LIzA-T. E5LEEELRAIVNVE
ICERT HIEEMEOEEXRETELRVAREENH S,

3) 2H4 AT, EEVEORBE S VEHLICBLELGBRORREEESIN TGS, KBEHSE
LZEET HELFVETERBEENTH S,

4) WIThoRRZEZL. BKEOSVHEEZRRT 555, FEMRICEDI(ELDEEKITISABND
RAEZHEFT 5.

5) Wi T7z5—FICTFHIT5HBEEYMERXZTOEEAIEIEREZE-L. BLOBEOHALREETES-
[FEKE=E LS55 (Thorne et al. 2010)

6) m/NFZEE (LOEL) #%200 pg/L UEDIELEMEDREMFMERIZONTIE, IL-2 Luc 7y S4B L
CIL2LucLTT 7y EA DVITINTEH, KEHABRAA FSA VD EBYRET D ERFTELL,

12. EHEEEIICTY,
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HEDRE

13. KEBRAA RS54 U TIE, ERT 5 2 DORAREICOVWTRRET S, ChoDHBREE, LEZMED
BRERME., BEMRTESSUVFAETLZRER-—DHERRZAVTE Y., AMRICBRLEZT—2 Z4E/K
L. Bon-FPREZHAT 5.

14. L2 Luc 7y tEAEELVIL-2Luc LTT 7y 4 TlE, £ FEME T U D/ FBk M A MEHAEYE Jurkat %
FATH. AEAKZANT, REXKZEFRRERBES L UVREIHRIASHHE NS FTHEEF. SLG.
SLO. SLR LY 7z 5—EEEFEEFNEN IL-2, IFN-y. GAPDH 7OE—42 —D#HIH T TEH T % Jurkat
MIEEED IL-2 LR—4 —#ifatk 2H4 ZH#t3L L1= (Saitoetal.,2011) ., HEBREEDEENH D REBREMHEIHER
X. MEBHEEEZ (MTA) ~DERIZK Y. Biospecimen Laboratories, Inc. (https://reporter-assay.com/)

(BR) MoEEGFHEEA 2H4 MK ZAFTE S, K%K TREILY 75 —EEGFREOEEMATE
MNAEET., BIEE. TRICHIINTVEILI T S—EORAEEICLDHELE. RESHILEMEIZR
FSEROMAN®D IL-2, IFN-y 8L U GAPDHEEFND TOE—4 —EMHDIEEL LTRET S EIZEYTR
%,

15. FIZ, 2EXH (Kimuraetal,2018) EHEDLUTHRIZEDE, IL-2 JOE—4F—IC &K YHESILD
L7 x5—HEN (L2LA) LU GAPDH JOE—42— (&Y ShB LS Tz S—EEFEEFRL.
HAMIRAIZ K YIRS SN B IEEMBEDIFEAE X, ILRLABLUTIFN JOE—4—(C &k VHEEILEILI T T
S—+HEM (IFNLA) 12, BREEQOMFEERZERLZ, S5I2. ThotEMEORNFZEE (LOEL) #
IL2LA & U IFNLA IZRIZTHEAICH LTy bLIzEZ A, MEBRBICEELZHEBAN RSN, £oT.
IL2LA DA EERTH L & LT,

16. ZEFESMBEEA-KRHER (Nakajima et al. 2005, Nakajima et al. 2010) (. IL-2 7O€E—4 —
BEFRBICOVTIIFERENLILY 75—+ (SLG : Amax = 550 nm) (Ohmiya et al. 2000) . IFN-y 7
OE—42 —EB&EFHERICOVWTIEEBERELIL ST 5—+ (SLO : Amax=580nm) (Vivianietal., 2001) .
RNEMEETOE—S2—TH5 GAPDH OEEFEBICOVWTIEHFEFEKLILL T 5—+F (SLR : Amax = 630
nm) (Viviani, etal., 1999) M543, 3EDILL T S—FEEREI DALY TV EDRBETEEEER
BEXLL, FORLE. 2HORZET AL —FZRAVTARRBRET CORENOHELEZNEITHLIZL Y,
DURTy TRIGTRBEIZEET % (Nakajima et al., 2005) ({18% | SB) , EEGHEALITEIZEIT. S
EORALAER Bl [FER I EHORLBECERADOELBER) ZERAIRETHS,

IL-2 Luc v t+1

17. 2H4 $IBA ZHERIEEMEIZ L Y 1 BRNIER,. PMAB LU lolzk Y 6 BFREMIEL, #ELNTIL-2 70
E—A4—FMERMLI SLG LY T 5—EEM (SLG-LA) . IFN-y JOE—42—FMH %R L1 SLO L
75—t iEM (SLO-LA) . GAPDH JOE—4—EFMH# R LT SLR LI T 5—FiEFH (SLR-LA)
FHET S, BEEXZ L VYERLYLIT KT EH-0IZ. SLG-LA., SLO-LA, SLR-LA ZFhFh IL2LA. IFNLA.
GAPLA £FT B, IL2 Luc 7y EAIZEBFBHILL 7 5—EEHICEET 2HEDHBEEZ. ® 11277, &
SN-HEEZER T, B#4 L1 IL2LA (nIL2LA) B X T IFNLA (nIFNLA) —FhEFh IL2LA LU
IFNLA @ GAPLA 239 Hth—& . GAPLA BHEL (Inh-GAPLA) —#ER L ME TR L 1= 2H4 D
GAPLA # 4 [EAIFE L-EDQEM T L. RULE 2H4 8D GAPLA DEMTEHELOLE—FEH L, Mias
HOIBZELE LTHERT S, R1ICRLEZEBYELSIMFIRT, HEBREEWEN IL-2 8LV IFN-y 70O
E—A—ICRIFTEEETT,

© OECD (2025)
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FR1UL2Luc 7y IZB1TBILL 75— EHICEET 5 AEDHN

i E&E
IL2LA L2 7OE—4—EFMERMLESLGILY 7 S5—EEH
IFNLA IFN-y 7RE—4 —FMERBLI-SLOLS TS5 —EFH
GAPLA GAPDH 7O E—4 —EMZRM L= SLRILL Tz 5—FEFH
nIL2LA IL2LA / GAPLA
nIFNLA IFNLA / GAPLA
Inh-GAPLA b8 THLIE L 1= 2H4 $RED GAPLA / RALIEHR D GAPLA
B (1- (t2HETUNIE L 1= 2H4 8D nIL2LA) / GRALIE 2H4 #RAD nIL2LA) )
x100
CV05 INh-GAPLA % 0.05 Kiiii & 75 2 R L EMBE DO RIEEE,

Min Inh-GAPLA & 3XE&M Inh-GAPLA D&/IME

18. IL-2 Luc 7 vt A Tl&., GAPLA & IL2LA ZRIBIZKREITE 5, GAPDH @ mRNA (X, i ZEELLL
NIV TEEMICHKIET 5, GAPDH @ mRNA [, ZOEBENSESEFLHME LI UERBRBERICBVT—F
THBH=H., EEMITILIAALR)AS—EEHERICONAERNBE L TEROERRTHEBICALGA
% (Edwards and Denhardt, 1985; Mori et al., 2008; Winer et al., 1999) , & 512, REREME T B M LT
L=#R TIX. Inh-GAPLA OEMIEDBREREX., I3 9TOETCHL (P) I2L28BRBEANEELYE
<. Inh-GAPLA A 0.05 LLEZRL=-#REIX. Pl (Z&ZHBRMIED 75%BE#HELTLS (Kimura et al.,
2015) , Lf=A > T. Inh-GAPLAD 0.05 AL THIBEETHOAFT—EDAHERHNT, #HFRLZFML /-,

IL-2 Luc LTT 7 v t1

19. 2H4 MR Z RERILFMEIT & Y 24 FFEQREE . PMAB &V lo 1Tk Y 6 BFFEME L, #UNT IL2LA,
IFNLA S & U GAPLAZBIET 5, R1ISRT EHS Y. IL-2Luc LTT 7 vt 4 THEAT HMAEE. IL-2 Luc 7
VA TERTIAELR—THD,

20. IL-2Luc 7yEA4 & IL-2 LucLTT 7y 4 &, LWFh it GAPDH M mRNA %15 L1895 GAPLA %
BIETE 5, GAPDH @ mRNA (&, BIhE2ELLANILTEENIZHEINT 5, GAPDH @ mRNA (&, F0OH1H
NEFITELHBME L UERRFRICBEVWT—ETHS=H. EEMVTILEA LR AS—EEHRIGD
RNEMEXEE L TERDODEERRTHEBICHLNVS NS (Edwards and Denhardt, 1985; Mori et al., 2008; Winer et
al,, 1999) , Inh-GAPLA [I#ifaEBFRDBNI=-Y—H—T., I2TOETHL (P) 2L ZHRME SR
LMEREAYH Y. 0.8 KiFED Inh-GAPLA SR L EME DB ZRT LML SN TULVS (Kimuraetal.,
2021) ., IL-2 Luc 7y A TlE, t2ZWEELEDA o FaN—2 3 VERN 1 BREOATHDZ LA D, Ml
HICHBELEEALZ WO, GAPLANHBAERROY—H—E4 D, IL-2 Luc LTT 7 vt 4 TlX, 2H4 18
EEWE & 24 BENEYT 5, COMIEERIE. Jurkat MO SR (20.7+2.2 BE) LYUbIHIZEL

(Schoene et al., 1999) , 2H4 #ifaD GAPLA [X4ME% L BIFGHEE %R =& (Kimura et al., 2015;
Takahashi et al., 2011) . IL-2 Luc LTT 7wt 4 @ GAPLA (Z#l#OEILZ RIS 5,

BERE DAL

21. KRBRAA R4 VRBORBEOEENLGEAICKILSL, HRERERIE. TER in vitro REREE
MEEZEE] (SHEL. H8R 1 (-2 Luc 7y A IZDWWTIEER 1. IL-2 Luc LTT 7 v/ I2DWWTIEER 2) IREFD
BRERZYVEZAVT, RINTHWEREZILLINETHS (OECD, 2018) ., =iz, HEEDFERAET,
RIEEDF v VG5 PICEBERBE L VBEFIBEARICKDERT -2 OERT I N—XEHFEL, F

© OECD (2025)
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. ShoDT—2ZRAVT., BREEBERICETIHBREOBEUNBRMICHESNDI LEEETA
ETHD

FIE

22. IL-2Luc 7 v A EEXVIL-2Luc LTT 7 vt 1 [CBT 1R #EEEFIRE (SOP) (JaCVAM, 2020c)
(JaCVAM, 2024b) [FAFAIEETHY . FAREZEMET HIESICHERAIRETH S, UTOERETIE, K&K
BREDETELGBHAERE I UFIRIZONTERT 5,

IL-2 Luc 7yt 1
R D 3

23. ZHELERFIC 2H4 MR ZIEE ST (2~4 HEHKR) | HELHRR vy I L LTERBRET 5. &
MR by o BRECHBRIL, HKX 12 HRABKIRK 6 EMFETCHEETE S, BEICAWDEIE, 100%™
fRIRME (FBS) . MAEME/MEEFIAR (R=>1)>G100U/mL, R LT RT 422100 yg/mL, &
V7 LHRT) 2 B0.25ug/mL % 0.85% £ EEBIE/KIZHEM Bl : GIBCO A4 RS ES 15240-062) . Ea
—O< Ay (il : CAS &S 58-58-2) 0.15 ug/mL. G418 (f§| : CAS &S 108321-42-2) 300 ug/mL., %5
w445 0<4> 2B (il : CAS FE 31282-04-9) 200 ug/mL 2&HF % RPMI-1640 IBEKET 5,

24. HERICERT SIS, REMOF vV &RET 52 L THIROBEREEREINETHD, COF
&, BGERBTHLITFYAZY Y (100 uyg/mL) (CAS HFF : 50-02-2, flifE 98% L) HLUT O
AR 2 A (100 ng/mL) (CAS &S : 59865-13-3. #liE 95%LIE) ZRAWLT., fEM L 1~2E[E, 2~
4 HRPBRRICERIARETHD, TIFHAZYUELUVIIORKRY Y A X, IIHERICEHLEORIE (35
L) #31-0F 9T THD. ARBETIE. REEOFz vV (ICERLEMEROAZERANS,

25. HEE(CMIT, 2H4 #HAREZE 1~3 x 10% cellsimL DEETEEL., IEE IS AT 72~ BHEENEET
5, SBRLA, IFE ISR, 6EILE-MEEZ. AEYMELRED 10% FBSEH RPMI-1640 12 & V) Ei%&.
MEYMEFRED 10% FBS &8 RPMI-1640 4 x 108 cells/mL THEEMHEIE S, XIZ, #iE%E 50 yL (2 x 105
cells/o L) TGO TIEEEBTITL—F (l : Corning Costar h % 045 &S 3603) 12975 5,

BERILFYE 5o F VST E DR

26. HERILEME S S UHBMERL. HBRYBICHART S, IL-2 Luc 7y 4 T, BERIEFMEEER
KFEEEDAFLZRILEFLE (DMSO) (R by 7iER) (TEET 5. HEBRIEEMER, FTEBKITE
29 %,

o EEMEM 10 mg/mL THELBAHIEE. 10mg/mL MR by VB EDEETH S,

o HEREEYMEMNRE KD 10 mg/mL THIBETHMEE . HERLFYE % DMSO t 200 mg/mL TiRfET
%, HERILFEYMEN 200 mg/mL TRIATHEMES. Remi=E(XHmREFRE 2 TO DMSO IZ& 5/ RED
RANBBREELHEINS (FEIV 0)lﬁ¢’é*ﬂ.ﬁ) o

o LEMEMNEBKICFATHMES., DMSO R THRIEEAREREZRARET 5, LETHNIE. BEK
REELUVRILTYI REFERATE S, 20,000 xg T5REHEDL., MEBYALGNI EICTKYFABETH
BT LTHERT D, BEBRILEYMEX. ABKET(IDMSO IZi5fEE 4 BELRNICERINETH S,

27. RADTRA LS UE, HESHRECHES L MLENEORESHEOAREMEICET SREF ML
¥ 5. WEREFYMEZZRBEKFTIEIDMSO R by VBRICEYKRERRY 558, FREREE2 (HEIVS

BB) &L, 96 D )LAEBHIL—LEANS, EEMENER 7]<’Caﬂi'&éh’€l,\%>iﬁA FRRA YA
B20uLZE 9B YT yt4A4TAYY (4 : Corning Costar h % O45 &S 3960) FTE 5(THEH 480 uL T

© OECD (2025)
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FHRL. COFRMKS0ULZ 6 T )L FEERR T L— FOHIAERERK 50 uL IZFMNT %, EEHEH DMSO
THHEINTWEEBE, FRA LY IBRI0UL Z 96 VT ILAEBH T L — FhTHEH 90 L THIRE., =
DHERBIOULZ BV TILTvEA4TO Y R THEH 490 L THERL., RWT, ZOFRRKS0 uL % 96 >
TILEEER T L— FOMARZEEER 50 uL IZFHEMNT 5,

28. Lz > T, EZMED 10 mg/mL DERBKBRE LTHABINIGE. BERIEEMEORKREEL
0.00039~0.2 mg/mL QEETHY . Ff=. {LFEWEAH 200 mg/mL O DMSO jZik & L TR INIIGE. B
BRIEEMEDRREEIX 0.0039~0.2 mg/mL DERTHD (T8 IV) .

BEBOTARS Y (ThHb, 2EHEHIUV IEBENS V) TlE, HRBKRX by YiB&REFIE DMSO X by
ViBERE. ABBDT U OMBEREZE (Cell Viability [CV] 05 : Inh-GAPLA A% 0.05 ki & 12 S B ER{LEME
NRIEEE) DEEDZTNTN 100 f5FE =1L 2000 EDREETHAET S (T8 IV 4 28) ., Inh-GAPLA A
1EBDSVICET2FEENDREET 0.05 RFGITIETLAWMEES., BBOTRA S VIZETRX My I BRED
Erm1@E®5>aﬂ £33, && m%%£brﬁﬁrro7*ﬁwanN%Aérbﬁ%A B
%Ef%%?éo

29. HWRILEMERIREILIS, 4 VT LTHRBRIRNETH S, RIS, ChondHBETL—Foz—7
TIiB& L. 37+0.5°C, 5+0.5% CO2 T 1 Ffdll4 »Fa~—+F 5,

30. FERIEEYE L 114 o FaR—2a ik, MlEEPMA2S nMEB LU lo 1 uMIZ& Y 6 BFRERIEK
F5, BIRIEX. PMAIM A/ A4 0D 10 E8&IE, BHZEHAWLNT2mMPMADMSO B3&E XU 2mM A A4
IRADVVIR) —ILBREFRTHETHREL, ZCOPMAIMA /A4 0D 10 {&37%& 10 uL = #HE&1L
EYESEMRFEER 90 L ISHMT 5, LT, TRREEI/~BREEBDELY . LT 5—EiEEZEH
£9 5,

31. HRINDBERBIE, TFHAZYUELUVII9O0RRIY A THD, HIZIE, 96 T IILAESE
BA7L— kBT 100 mg/mL THFH A4 > DMSO iFi& 10 yL, F71=1& 100 yg/mL 9 A R7K1) > A DMSO
B 10 L Z15Hh 90 pL ISEARML., COFRR 10 UL Z BT ILT7 vt/ T Oy o hTH 490 uL TH]R
L. RWT, COFMKS0 L% 96 7 T )LEFEERBE T L— FOMAFLER 50 uL [THMT 5, THFYAZY
UBLUYHIORKRYY LV ADEKREEIX., FNEN 100 yg/mL E XV 100 ng/mL TH 3., BHENBITEED
EIZ. 4D LTHREIRETH D, RIZ. ChoDEHETL— 2z —h—TREAL. 37°C. 5% CO2T
1REA v FarR— T35, #ilEEZ PMA2SNM B LV loTuMIZ& Y 6 BRI L. RULVT, X% 35~38 & C
BOLBYNLY D S5—HEREZRAET S,

32. BEIES K UREMAEIE. 2%%&BKEIL 1% DMSO 2&H L 1= 10% FBS &H RPMI-1640 & ¢
b, BERT—AML., SVICBVWTREBEDHBFEELZRTHBE. MOBULBEEMBEEIRETEE
HERATZE %,

33. BEREOBRILFVEDEES S UVHREEYEICL SV T IILHOREFTEEERT 5=, BRI
EMEEDA o FaR—2aVItELb, FIZIE. TL—rEERTHZLICEYEEZISIRNETH D,

34. BERMEEME S L VARERIEBTIX, T4 MBS L UFHETILZECICIE 2~3 EDOS UHNBET
H5 (BBE6038HB) . KIUIF, FLHEBRIEEMER by VBRI VAR ICEUR S W-HEZALT.,
AOBIZEKET 5, MEIEE—#RBETEKIL,

N7 15— FEDITE

35. EHDBIEICIE, HZIX, Phelios (7 b—%t, WZR) . Tristar 941 (N)L b—)L F#t, KAV, /A—
=Sl bA—F) | FIE ARVO VJ—X US—F I )LY—tt, XKE., IHFa—twy Yo+ ILY
L) EWVSERZETAILE—BEHD 6 949 0TL— LIS/ A—4—%FAT B, ET1ILE—
DEINZIF, v—Thy b (AT NRRFLEFESDI—FRR) TA4IILE—ONY KRR T4 ILE—DEITS
Nd, WS/ A—2—DFEEMEFEHBDET, EAFA(A—F (LED) EEXRICLIBHEHMEEZHERTED
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(Yasunaga et al. 2017) .

36. HERATIC, FEFR I DELY ., KE, BESIUVFROEGFEBAREILI T 5—HEEZRANT. &
EMRATTILODBERNT IAET LI —DEBFREMERETANETHS (Niwaetal. 2010) .

37. FOMB STz Tripluc®ILL 72 5—ET7 vt A HE (Tripluc) 100uL %, LFYEFEE T EILIE
BET. BEUPMAo BETEIFFEET CTLE SN -HRZEEASEIL—FOEI T ILIZNET 5,
TL—t+%&, REBEH 20°C T10 RMEIRE ST 5, TL—FEILI/ A—F—ZHEL. L T7z5—F
EEFAET D, XFETAWNEZ—DFEFET (FO) BLUHFET (F1, F2) TE 3 WHMEMRAEATET 5,
BIZIE, FHTDILI/ A—F—DEFETINIZHL LD, HOREEZANVDIIEEICIEZTDELEEETRIANET
Hbd.

38. BREDONSGA—2F#HEEMEHT S, HlZIE. IL2LA. GAPLA. nIL2LA. Inh-GAPLA. IL2LA
DFEH+SD, GAPLA M FEH+SD. nlL2LA DFEH+SD. Inh-GAPLA D F+SD., H & CHIHIZEIZD VT,
L2 Luc Zvtt A BIZCAFARLEIIVEILR—-—ZDATLYy FY—F+FZ2HW?3
(https://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4software.ntm SH8) , KERETRHWLWLON B /AT A =42 T4
HhbE, Lo T7x5—EERESIVINFHICET 2EHOEESLIVERIZOVNTIE. ThEnf 8RB L UFE
VIZERT,

IL-2 Luc LTT 7 v t—1

R D TR

39. IL-2 Luc LTT 7 vt 4 OEREICIE., 2H4 MK EZERITRETH D, ZFELERFIZ 2H4 MR EEBHE S
2 Q~4HEH#HR) | WELHMERI by Y ELTERRET S, AMBEX My I BEOHMEIE. K 121K
MRHNEKX 6 BREIETHEETES, EEICAWSEMIE, 10%YURIRME (FBS) . MAME/MERRIE
" (R=21) o G100U/mML, A LT R4 100ug/mL, 8L VT LHRTY 2 B0.25ug/mL % 0.85%
AEEEKIZHM (Bl GIBCO h2 045 HES 15240-062) . Ea—AO<4 > (fl : CAS &S 58-58-2)
0.15 pyg/mL. G418 (f5l : CAS &F S 108321-42-2) 300 pg/mL. HoWITNA 5 ALV B (Bl : CASES
31282-04-9) 200 ug/mL #&HEF 5 RPMI-1640 1EBK LT 5,

40. REBRICERTZHIC. RIBEDF v I #EET 5 L THIROBEREZ2BIETHD., RIHED
Frudld, BEHND 1~2 BEEE:IE 2~4 HRBRE. BEXBTHEIHBILA TSP (CASES
9041-93-4) BLU IV EYL (CAS &FHE 50924-49-7) . B VIZEMMBTHZ 2 ARKRI) > A (CAS
&S 59865-13-3) ZAHWVWTERIRNETHD, G (BRHHEZSHEHY) HNEE (AROHEMBEEHELAL)
MNEHETS IL2 Luc LTT 7y A DEECEDIE, BB ILATA I UBLIUI VI EVIEBERE. £
fz. O00RARYVIFEUERIEETTIET THD. ARBEETEH. REEOF vV ICEKLIZAROA%E
AW,

41. FERICMIF. 2H4 #HREZE 1~3 x 10% cellsimL DEZEE THEL. BE IS5 X 2T 72~96 FHEFIEET
5, HEBRL4A. BHEIJSXaMLENLI-MEE. HAEYMERSD 10% FBSEH RPMI-1640 (2 & Y %k,
REMBETRED 10% FBS &4H RPMI-1640 2 x 105 cells/mL THE® I # 5, XIZ. #a% 50 yL (1 x 104
cells/T)L) TI6 YT )LEEEBTL—F (il : Greiner Bio-One tH 4 % 17 7% 5 655090) 1249
%,

BERILFYE 5o F VST E DR

42. HERILEYE S I UREMEIL. HEBUBICHART S, IL-2 Luc LTT 7yt 4 TlX., #BERILEMEZE
BBKERFIOCAFILRILEAXFS K (DMSO) (RbYYBER) IZHBRT 5, HEREEMEIX, TIRGK
2B T 5,
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o EEMEN 10 mg/mL THIBHIZE. 10mgmL AR by IV BRDEETH S,

o  HEREEWMEMNZEE KD 10 mg/mL THATHMES. HERLFEYE % DMSO & 200 mg/mL TiEfiEd
%, WERILFEMED 200 mg/mL TRAIATHWMEE . REEEFIFRFEH 2 TO DMSO IZX5FRED
RRBBEELHESINDS (TR IVOREESHR) .

o LEMEAEBKICFAIBTHMES, DMSO R TRIRLAESREZRET S5, LETHNIE, BEK
REELUVRILT VI REFERATE S, 15,000 rpm (9 20,000 xg) T 55D L. KBEMH N

EIZKYRABTHAS L ZMHRT 5. HRIEFMEIL, ZB/KFF=(X DMSO [Z/F#FER 4 BRI LA fE
RAyRETHD,

43. RADTRA LS UE, MBEHRECHES L MLFENENRESEOFREICET SREFZEME
¥ 5. HERIEFMEZEBEKFTFIEIDMSO R by VBRICKEYREFRY 5568, ARERIET2 (HEIVS
B) &L, 96V IAEBHIL—FERANS,

o LEMENRFEKTHAEINTWEIEE, FRALMYIVBR 20uL % 96 YV )IL7vEa470 VY
({5 : Corning Costar 12 B4 &S 3960) TS 5(ZHEH 480 yL THIRL., COFIRK 50 uL # 96
DI)LEERE T L— FOMARZFEHER 50 uL IZFHMT B,

o EEMEMNDMSO THHEEINATWLIEE, FRA LY IBRRI0UL £ 96 VT LAEBHTL—FPT
i 0 L THRE. COFRER10UL Z 96 VoI T vt4A4 TAY I hTHEM 490 uL THERL. R
T, COHRRKS0UL £ 96 VT LFREREE T L— OHIAIZELER 50 uL IZHMNT %,

44, L7zA> T, EZWEH 10 mg/mL DFRFZKBRE LTHRESIN-IEE. HEBRLELEVEORKEEX
0.00039~0.2 mg/mL QEETHY . Ff=. {LEMEAH 200 mg/mL O DMSO i3k & L THRABINIIHGE. &
B2 EDORKRERE(X 0.00039~0.2 mg/mL DEFHETH S ((TEXIV) .

45, BEDOTAISY (Thhbhb, 2EIBHLUVIEBNSY) TlE, BEPKRX by U iAERKREIL DMSO
AbvyiskE. 1TRBDS OMELETER (Cell Viability [CV] 05 : Inh-GAPLA A% 0.05 Xkiii & 4 5 #ER L
EMEDRIEEE) OREODZFNEFN 100 £F =1L 2000 EDRETHAET S (T4 IV E 4) , Inh-GAPLA
NMEIBEDS VICEITA2EEDREET 0.05 RFGICTIET LAEWNMES., BHROTRA S VIZBITHR MY IEBER
DEEF1EBDSVER—ET B,

BE. tEYWEIARIEEETO0.7KHED Inh-GAPLA ZR L1588, BEKA MY BEEIEDMSO R kv
ViBERE.ABBOS VOREBEDZENEN 200 f5E 121 4000 EDEETHET S,

46. BHERLEFMEFIREILIC, 4 VI LTHBRINETHS, RIS, ChoDdEMETL—boz—
A—TRAL. 37£0.5°C. 5:0.5% CO2T 24 Bl 4 v F 21— ¥ 3,

47. BERIEZME L 24 B A X aR—2 3 Uk, HIlBE PMA2SnM B &KW lo 1 pM IZ& Y 6 BRI
T35, HlRIE. PMAIM A/ 420D 10 E5%&IE. HBihERT2mMPMADMSO B&E LU 2 mM 1 #
JRAVIUIR) —IBREFRTHIETHRAREL, COPMAALF /T4 0D 10 155% 10 uL ZH#HER1E
FYESEMRRFEER 90 L ITHMNT 5, HilVT, BE2~55HDEH Y. LT 5—EEHEZRATET
%,

48. HEINDIBURBIX., JLATASUTHD. 10 mgimL DEBKBEEREZR by iaikeE L TR
T5, #HBEINIEEREBEX, TFHAZYUTHS, 100 mg/mL O DMSO ZEkERA by iakE L TR
T5, TDHE. CORAMYIBREERZ B6TEH GREFT 4BXIF45HAELVEEZILND) DEBYFER
T35, R, ThoDHABETL— bz —h—TRESE L. 3720.5°C, 5+0.5% CO2 T 24 Bffl4 v ¥ a1 —
b5, HIlEEPMA25 nMEEUIo 1 uMIZ& Y 6 BERFRIR L. RNT, BE 52~55HNDEHYILY T
IS—EEREEAET S,
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49, BEIXEBE L UIEMETEILZ. 10% FBS &8 RPMI-1640 &9 5%, B=2T—4M 5. REEEQHEE#E
8 (15156, OB LEGERBEIIEERBEFERTE S,

50. EXMHOHEBRILEVEDERES SFVERLEFEVEICE DIV IIILEOREFTLEEZEET 5=, WERIL
EMEEDA oFaR—2a3VITELL, BRI, TL—FEERTHZELICEYTIREZISIRNETH D,

51. FERICFMES S VBRFXRE, Bt FERAIRESEEHY) FEEE ERIREEHELGL) ©
FRHZEGLILOIC. 2~3 HDS VERLELT D, HIVIE. FHOBREFMER by IV BRELURIRIC
EREn-MREZANT. MOBIZKRT 5. MERIEIE—BEBERTL XU,

NS 75— FHEDITE

52. RADAEICIFE. BIAE, Phelios (7 h—%t, BIR) | Tristar 941 (R)L b—JL R, FA4 Y, /R—
b=qLbi—Fk) | FilE ARVO V) —X US—F oI )Lv—#t, KB, IHFa—ty YNNI+ LY
L) EWVWSTHET AN —BED 96 D IIA I AOTL— M LI/ A—2—%FATH, XFT 1L —
DFNZIE. ¥ —Thy b (AVTNRRERLES I3 —FRR) TALE—ONRY RRRT 4 ILE—DETFS
Nd, LS/ A= —DEEREEHRDHIET, BAFAA—F (LED) EEXRRICLLIBHRELZHRTED
(Yasunaga, Nakajima and Ohmiya, 2014)

53. SHEREIC, fERIREEDERY ., HE. BEBLUFEBOEGFHBIRLILC 7S —EEZAHWNT,
BEMERTFTILOBEHRNTIRETAILE—DBEBERHEREIRETHS (Niwaetal, 2010) .

54. FOMBR SN Tripluc®ILL T 25 —ET7 vt HAE (Tripluc) 100uL . LEMEFE T EIEIE
BET. BEUPMAIO BETEFEEFE T CREIN-HEZERSE I L—FOEITILIZHET S,
TL— %, RERER 20°C T 10 HMEIRE ST 5, TL—FZEILZI/A—F—IZHEL. LTz 5—F
FEEFAET S, XFETAIWNEI—DFEFEET (FO) BLUHFEET (F1, F2) TE 3 WHMEMRALEFATET 5,
BIZIE, FRHTBILI/ A—F—DETIVIZHL &ED, JOREEAVIIGSICIEIZFOELHEERIRNET
Hbd,

55. BRBREDNSA—2ZAEEISEHRT S, HIZIEL. IL2LA, GAPLA, nIL2LA, Inh-GAPLA. IL2LA
DFH+SD, GAPLA MF1J+SD, nlL2LA D F+SD, Inh-GAPLA DFH+SD. & & UHIFIEIZ DLV TIE,
IL-2 Luc LTT Z vt A RAICAFARELGEIVIEZEILR—XDRTLYy FI—FZRAWVS
(https://www.oecd.org/env/ehs/testing/sectiondsoftware.htm SH8) , KEETHWLND/NSTA—2 T
HE WY T F—EERSIUNFICETIEROERS S UEHITDONTIH. ThEThMAER | & & U
VIZRY,

T2 EBLUVHRE

7—% DF

56. IL-2 Luc 7ytA :IL-2 Luc 7y EAI2HIT5REINFOHIERE, ESUIZENT, UTDO 320
HEZITRTHEE-LI-5E. HBREEVEIEE (RENMFHME) SHEINhD,

1. IIFROFEA 35 LLE (REMFNE) THY. MEFHIAETHD. MAFHEEMRE. £
D B%IEWMRMICK Y HIET 5,

2. FHMBEEMN., BHEER L TREZFHICTAEELGHR (EREFEEET) 279, HHLIE. HKEt
FHIZHEELGRE (LRFEEFHET) NMM12& ER3DULDT—2KS v FTR—OMER (¥
Thb, REREFNLGHER) Z#5. COHEE. TOERBIEOREREL S S, EAKROR
JENZHDT—2 KA bAEDFEICOVTHIFMICERIZE RS AL (BE 2 2R7THIF
FHEVE1THELND) o

3. INh-GAPLAMN 0.05 LI L THIEEZFHTOAFT—FIDAHFZRHNT, FRLZHBHLTWS,

© OECD (2025)
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ENLUSNDTRTOGE., HRILEVEIENE (BELGL) cHEhd,

57. L2 Luc LTT7 v+t : &S VIZH VT, Min Inh-GAPLAA 0.7 RETHHZ &Iz, UTFD 3D
DEEZFIANTHE LGS, HREFVEIBE (Thhb, AROREEUSHY) LHEShD,

(1) IHFEDOFHEA-35 LT (RIHEFEERIREEESHY) THY. HEAFHIZHEETH S,
MHEED B5REERM RN ORFBETHAGE. MAFHICHEETHD LHIT 5,

(2) FHMEIRB A, HHELES L TREPFPMICEEGRIBEDHYORRETRT . HHLIE, HEHEFEHIC
FELGRIBES Y OREREN1 DL, ERIDLULDOT—EKRA U FTR—DER (T4abb. A
BERENGER) Z#5, COBHE. TOHEAIXEOREREL S 508, EORORAMIZH D
T—3RAY EAFEOEEIZDOVWTHEITZEMIZERICE A SR, HIFHED I5%FHEXME ERA
ORETHDGE. MAFHICHAETHD EHMT S, (BE2ZTIREIMEVRE2 THLN
%, )

(3) INh-GAPLAA 0.05 LI L THIEEHZEBETOAFT—2NAZHNT., #FEREZHIHL TS,
ZRUSNDTRTOIGEE. HRIEEVEEESE (Thbhb, BRORASHLL) LHEHINDS,

58. WERILFMENZHEDORERZ R LEBKF 10 mg/mL TRBETH--5E. LHERLEVEL, 1F
HMICEWTEENLGHEZTI DI+ RRETIIREICERTRETH SO, AEBRBERTIHERNEL
NEWEHINT S (BRE2ZTIREIMEVRITRLND) .

FBHET/IL

59. Uik, —ELEBE (FEE) OS5 UN2ETLNAETRYET ., RASEDS UHNAETH D
RESHEVEOREF. IL-2 Luc 7y t4 TE, BEROTEHEL ZD 5%RFEERAEICK YFHE S .
IL-2 Luc LTT 7 w4 Tl S 5ITHA T Min Inh-GAPLA IZK YEFfic b, REIGEROFTEZ (15
EEMEF, IL2Luc 7yt E L2 Luc LTT 7y A DEAZAVWTHEREW S, LEMENIL-2 Luc 7 v
A THIHRERBY . EE IL-2 Luc LTT 7y A4 THEAPREZTERAHY LHESN-HE. HZILEY
BIX, invitro I2H1T 5 RENFILEMEERESND.

FFEEE

60. N 2 DOREEICIE, UTOHREENERINS, TAETNO—ENDREERTIL. PMA/lo T
B L 1= 2H4 #HBAD nIFNLA £ &K URALIE 2H4 #BRA D nIFNLA 21851 L = BEBR EZEHE L AR T IEE S 430,
PMA/A 74/ =<4 LTI LT 2H4 #F20D nIFNLA OFERZEA, KRALE 2H4 #HIED nIFNLA & DLEET
3OXRBTHAIBE., CNODEBRNOBON-HRIIBNIRETH D,

ARBEE

61. HBBREEICE. HBREACLICUTOBRREZDHIETHL,
WAL ME

- BESYHE:

o |UPAC %7z CAS &. CAS&EFS. SMILES £/=(X InChl a— F, BEX B LW EITZDMDHER
Fi3 EDILFHIEA TR

o AFARLGEETONG. K~NDBRE. 2FE. ELUVTOMOEEYT S WELFHMEIR

© OECD (2025)
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ME. ZYTHEETREMICRITARTHNETHDOLLHHAFERT E
ZE9H55F. REROMLE (IUE. BRGE)

HABRCTORE

REEHEE L UVREMZAIREGERET

ZAEBKtH DMSO L AL AN > =156, SHBRILEVMEOBRHIAEEROELS A

- ZHSYME. UVCB, BEY

o AFUHREALEMETO., RO DLFEMEANER (LSRR | ME. TENMER. BLUVEEOH Y
BibzmtiR (LRESR) BREICKYTELRYBEFITEZ &

o AFARELHETONE. K DBRE. BLUTOMOEET 2ELFHMERK

o HMAHMNBHMDEEYR)I—DFE. PFELLIERNTORFE. F(d, HERERICEET
5FNLISDOTER

o HLUTIHBHEE. REROFNE (NE. ¥R E)

o HETORE

o AFUHRLHEETOREELLSLIUREN

o FAEKL DMSO LALLM -IGE. FEBRILEVEDOBABEEROE LA

HEREC L DREE
- BIEXIER

e IUPAC £7=IZ CAS #&. CAS&ES. SMILES E£7=IZ InChl a— K, #iExX. BELWEEITFDMDH
Al Fx E DILFERIERETHR

° %%?é%é\l?ﬂ%ﬁﬁ@f@%ﬁsmﬂwﬁﬁ§~ﬁ¥§\ﬁ&U%@%@%E?é%ﬁk?
AT AR

o fiE. ZUTHIHE THREMICETARTHNIETHYOILZIEANERE L

o HLUFIHBZEE. REROFNE (NE. ¥R E)

o (3%8K+ DMSO £, R LG - 71-158) BHEBRILEMEDOARFEERDIE S

o HERTORE

o AFTHRLEF TCOREEZLELLIUVUREN

o RUTIHIBA. HEEENBYTHIEEZIIALE-EEBUNBOREICETIER

- PEPEXTER -

o |UPAC £zIE CAS£. CASEE. BLWFELIEXZTDMDERF74 £ DILZEME R IHER

o fiE. ZUTHIBE THREMICETARTHNIETHYOILZHEANERE E

o KREAA FSA VERHUNDIDIEERBEANDIGE. AFARELEETONER. 7FE. B&
UZDhEET 2B MHER

o AFTHRLEF COREELELLIUVUREN

o RWERILEMEDBRAIEIROE LM

© OECD (2025)
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HEEZ LDHRAZDOEY

o HEMKEE. HREREESSLVHARETEOREL. A L UERT

o (FALMLRAEBREICEYT Sk

o fFRLMMIK. TORERGSLUHGT (Bl : AFLER

e FBS OOy FBERFUER. HAEESR. 6 VI ILFEEREITL—rORAY FES. Tripluc HE
nAy +ES

o HERICALLNIHRAKS LIUVHREE

o HEREMATOFBEICAUVHMEABCE. SLUHN—LHBEHIMOBRICELCEE

o FATBHILI/ A—F— (Bl ETIL) . T, BBOHRE. FATIHILIT7—EEE, LU
8% 1| RSO R BEARRICE D CHEU AR NBIED LI EIZET S1ER

o HEREEMICKLAREMREEN BIZEL, BRAEEZIVEORRICLY) BREZIIAL. H5HL

(F. REREICEAT SRR CHREEILAT 5DICAVEFIR

© OECD (2025)
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HBREZ L DHARFIE
o EELEZUOEHK
o WERILFMEDRE. BRAFIE. BERE MEFHELELGDES)
o M LI=5HEHIEREEDER
o FERALEHBRHFRELEDR
o HERFIEZZXEELGEE. TOREH,

HEEC L DR
e IL2LA. IFNLA & U GAPLA DAIERER
e nlL2LA, nIFNLA. Inh-GAPLA £ & UEI D B H§E R
o HNHIZED 95%IEEXE
o LTI EEMSIVEREEZFET IAERCHREHN -5
o AT DHHA. TOMBERRORER
o WRODEE
o IL2Luc 7y EABIUIL-2LucLTT 7 v A IckYB o ERORKBEN THOEE
o MHEEDHRZEZHELIBHEENDER

AHBRHA RS A VT HEE

£ 2o
[ aff
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6% 1—E&.

2H4 : IL-2Luc 7 v A THH IS IL-2 LAR— —Hifakk, & FAPET U o SSEERME A s e
P Jurkat {2, SLG, SLO, SLR/V¥ 7 =7 —EBIE A ZEHEFVIL-2, IFN-y, GAPDH 7' = E—#4
—OHIH T TCEAINZHDTH D,

EREE  SBRIEOR R & RRINDIFEEM E OO —Foir &, RBRIEOMERE 2 Bl 2 RE
ThHY., ZUMEO—RETHDH, ZOHETLIELIE \ﬁ%$®ELwF%@%A%i%¢5
[ LRIBICHWSLNLD,

AOP (BEMRERE) : DL DA =2 v b A X2 EDBIRFIHRIRO in vivo B5)7 F T, 1E
AL £ 7213 —BEOFERUL W E DAL G HAE U5 — o35,

CVO05 : Cell Viability (HIfRAAEZ) 05 OBEFR, {LFWE DY Inh-GAPLA 122V T 0.05 Kfifi & 7~ 9 5
IR L,

GAPLA : GAPDH 7' u & —# — 2 X 0 #ilil S5 LR 7 = F—F (SLR : Amax =
630nm) DN 7 =T —BIEETH Y . MIRAEFES L OVEME % ~d,

BEM  Amik, %, 7203 () E£HPBRIND L, BEEEBL/ECLRENRS IWE F1-
TARBLIZ B A OMEE,

INm%ﬁ%kiUﬁﬁkﬁ?éﬁA%77ﬂ—?):%6%%%%&&ik%%fﬁ@ﬁiiﬁ
i (ATREVE) | A EVEOREREL (EHISRED) d6 X OV E it (raEtE/ERRE S L O
REE) ﬁ%éﬂé%%kéht?ﬁm%%f%D\$77D%%Ti\%@T ZAC RN AL
WEH BB LOEAMNTICEY S6RD5 =7y FREOWREMEE LTOREE, VA7 EB
FOVEZTOLENECEET 2B EOBRRERREZRTT 52 &b, RBROFE & i/ R
(A BND,

IFNLA : 1 % —7 =1 (IFN) -y 7 BE—X—Z LV Hl#El SN 5 LB ELBERIVY 7 =T —
£ (SLO : dmax =580 nm) DO/ 7 =T —BiEME,

II-SLR-LA : Inh-GAPLA ~®O S KIZEH L, N F—v g VEERB T OB EDOAR CHR T
NI-MEEE, EFITOWTIL Inh-GAPLA 25,

IL-2 (M —uAF2) T USSERIZHEKL, T VU NEK B Y B HERBL T F =
TNF T —HDOTEMLE T2 6T A R A

IL2LA : IL-2 uE—% — 2 LV #li S b ZEREaF LY 7 =7 —F (SLG : kmax = 550
nm) O/ T =7 —BHEME,

Inh-GAPLA : GAPLA PHZEN D = &, (bW E T L 7= 2H4 fMildd GAPLA %, ARALEE 2H4 i
f GAPLA THT 25 Z L2k &b, (bW E oMinzt a2 7,
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BVAERE (MIT)  EEMBEABHOREEH- T BIERE,
BAW : HNCIUS L2 WV O b 72 B IRA W £ T2 13V,

HB—RoWE : TEAMRICL > TEESN. 1 DOFERSEDHRLEE 80% (ww) BHT LW

)iy
Ho

ZRROWE - EEARIC L > TER S, OIS % 10% (ww) LLE80% (wiw) AKiifio
BETEAETIWE, 2ROWEIL. BETROBREEL S, BEWE ZROWE DEWIL, IR
B DY %f/mﬁfwt%)iﬁié%i SFIGELNDHZ LITH D, ZROWEIL. (LFX
ISDFERAL B,

nIL2LA : GAPDH 7' & &—# —{&/: (GALPA) Z ML 7= SLR/VY 7 = T —BIHMHIC L 0 (L
iz, IL2 7 a'—%—iEME (IL2LA) # ML 7= SLG V> 7 =T —Biet, filAfERE-
I A Z B LT %D IL-2 P —& —{EEE2 T,

nSLG-LA : nll2LA ICEX L7-IL2Luc 7 v EAIZE L, @EONAFE SR T H - I&EE,
IZ DWW T nIL2LA 5 HE,

nSLO-LA : nIFNLA ICE & L7~ IL-2 Luc 7 v A ICBE L., @EDONAFECHECFH S U1K EE,
22OV TIE nIFNLA %f‘%%

B SMBCR O T X TOMEER 2 G A, BIEKISZFET L2 LMo TV WE TR
HL7ZVvZ U r— b, BHSRESORRRIRILS S E 25 TE 5 & HMERT 51213, B
JEDRE ST T RE TIEARW,

U B E O R ERDIMEN L DR, BLO, YERABRMREORNICE > THERT
MOFRTHL0ENCET 28, OB, JIRERDEMFIEMZEL S HEEIE
TR HREZRT, AT, RBIEOEME (—8%) 2ZEBICAND,

Bt . HOoRBRIENFR—7' 1 ha— Lz W THER I N5, RBRFEMIERN B L OREBRE
J}mﬁm % CRERFANIC BB 2 R DR E A R TR, Hik V\?ioct?)\f}m RO FBME, 2 5O
BNORIEEZ R T 5 2 & TrHilis s,

JREE - BRICE D ELLS B SN T X TOBIEAGEOLAIE OEIG, BIEMRERE 26
THRBIEDOEMEZ R T RETH Y . RBEOZ A FUIT 2O EERZEHFEETH D,
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SLG-LA : [I2LAICE KR L2 IL2Luc 7 v A IZB L, EOAFR CELTHEH S NI-WEE, &
FIZTHOWTIZIL2LA &/,

SLO-LA : IFNLA [ZEM& L7- IL-2 Luc 7 v EAICE L, @EDOAFE ST S L7 I&EE,
TEFRICOWTIZ IFNLA 25 -,

SLR-LA : GAPLA ICEM& L7- IL2 Luc 7 v EAICE L, @EDONZF T S L 7-IgEE,
FEFIZ OV TIL GAPLA 25,

VAR R - BB P E 2 IR < BRBR O T X TOMMER 20 E T 203, HHT %4
T BT AT D ARALBEEEE,  [R]— O WA R CU AR F 7213 BRI 0 B L T2 Bl
WHE THREL LTZBHZ DWW T, N=RA T A VBT DRSS ZMHSLT 2 DIV bhn D, [FkF
B IR 2 W2 RO 56 . ARRBIN G| AL & RBCR & OB O 8 SIRE S
o,

RBRE  HRICIV ELISBESND T RTORME/ANEEOIFWEOEIG, WiEr kR
ELbTRBIEO EME LR TRETHY . MBRIEOZ S 25l S BROEE 2 Z 5 F
HTH D,

WE : HRORED, FRIMEEORERRIC LV EON L FHR L Z2DlEW, DR
ih DL TEVE 2 RO T2 DI IR IR0, B RO AT TR b EEN DL, €
DWEDLEMICHEZRFT b, TOMMEZEIIED 2 & bR HES L2 rTEEr:
D& HEFNINT N HERS,

WERALEWHE . WML WE]) &V HEEE. RBROMIEWEETHEICHnbLn %,
UVCB : RN E 1T T 2B MR BOSE R £ 113 F

U REBRE  BFEOHMICK L CTHo 2 Y EB LOMEHEMENH D LA S, B
2RI SN TV D REREE, RBRENHEZ2ER TR Y W) bl TidRl, EF
SNTZEMICELTCOAZK W) Z L ThHD,
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f18% I—SLG. SLO. SLR AXF 74 IILE2—DIIL 7z 5—EFHRAES L UEBRR
BREDRE

Multi Reporter Assay System-Tripluc (&, 2 FBfELLEDRE T A L F—ERABETEDTILFHAS—REY
ATLEHEAZI=RA4 BT L—rAILZ /) A—4— (f] : Phelios AB-2350 [7 t—%t] . ARVO [/8—
FUII)LT—3t] . Tristar LB941 [RJL h—)L F#t] ) ERICERATE S, AEICAVLONEIRET 1
ILE—DFIZIE, 560 nm AV H/IRA T4 ILA—EXUV600nm AT INR T 4 LE—NEFL5N 5,

M2BDOAZET A LI —IZ&KBDI3BILITS—EDAE

Z ZTIl&. Phelios AB-2350 (7 b—%t) OFERBIZTT., RKILZ/ A—F—I[Z1F, SHEERAD 560 nm
OY45 /"R (LP) 7452 — (560 nm LP, Z4JLAZ—1) & 600 nm B25 /18X 7 4 JLB— (600 nm
LP, 7442 —2) K"REFEINLTLS,

F39°. SLG (Amax =550 nm) . SLO (Amax =580 nm) . SLR (Amax =630 nm) DEEFHMZER
W7z 5—EZFRAWL. ) TZ4IL3—GLOKXRE (£%) . i) 560 nm LP (74 J)LZ2—1) DE B
PR, i) 600nmMLP (7432 —2) DBEBNEBEZAEL. TRDBEBR¥EZELET S,

RIALWDTIS—ETIEAITEBITENTA—DER

BiBRE & EE

SLG T4 ILA—1BBFZRH KGRrss 560nmLP (74 J)L%—1) &&EBLI-
SLG DRERNBE/ T4 ILEA—TLD
SLG (£3) DOHENARE

T4 ILA—2 FEBRE KGRreo 600nmLP (74 LB —2) &&EBLI-
SLG OFENBE/IT4ILEZ—HLOD
SLG (&%) DOFENRE

SLO T 4L —1BBFRK KORs6 560nmLP (74 J)L%—1) #&EALT:
SLO DENBE/ T4 ILEA—T LD
SLO (£&3) MOHENARE

743 —2 FBBRE KORe0 600nmLP (74 ILB—2) &&EBLI-
SLO DENBE/ T4 ILEA—TLD
SLO (&%) OFENRE

SLR T4 ILE—1 BRERE KRRrs6 560nmLP (7 4J)L%2—1) #&E@ELT-
SIR DHEABE/ T4 LB —HLD
SLR (£3) DFENEE

T4 ILA—2 FEBRE KRRe0 600nmLP (74 )LB—2) &&EBLI-
SIR MEXBE/I T4 ILE—TLD
SLR (£3) DFENEE

AEBRFEM PO SLG. SLO, SLR DEABEEZENEN G, O. R EEHRLEHE. ) T1LF—1L
(&) DOFNBRE : FO, i) 560 nm LP (T 4 L2 —1) OFEBBEFKARE : F1., iii)) 600 nmLP (7 4 J)LA
—2) OFEBAEE : F2I[FLUTDEB YR EIN D,
FO=G+O+R
F1=kGrss x G + KOrss X O + KRrss X R
F2=kGreo X G + KOreo X O + KRreo X R
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hoDKIE, UTOELYVESHRALSENTES,

FO 1 1 1 G
<F1> = (KGR56 KOgse KRRSG) <0>
F2 KGreo KOgrso KRpeo/ \R

RIZ, BHEN-BBREE LI TAESNIZFO, FI. F2ZRAVT, XROEBY G, O. RDEZHEHT
5

G 1 1 1 \"'/Fo
<0> = (KGR56 KOgss KRR56> <F1>
R kGreo KOgrgo KRgeo F2

ZBEERET S=0DHHE L VL

(1) HE
- BMOREREEFERIBRIL DS —t
BEIEEIRFEREER SLG
R IRAERIEE R SLO
ISR EHEER SLR
(NYF—=a v EZEICET B3I oDEREIX. Biospecimen Laboratories, Inc. (https:/reporter-
assay.com/) (HA) M5, 2HA MMk E HIZAF L)
Tyt RE
BIZIE, BEGHEH 205 ES MRA-301) Tripluc®LL 7 15—E7 vt 4 HE
S LT S—ET vt4 B 10% FBS &8 RPMI-1640 (30 mL, 2~8°C TR#F)

(2) BRBAROFR

BREGIBRBANEBRILC D S—FEE, REBEPRT 10% (W) FUto—)LE#HF L= 10~100 mM
Tris/HCI & 1= (& Hepes/HCI (pH 7.5~8.0) 200 uyL MFEMICK YBEMHE L., COBERBIRE 10yLF D15
mL DEVMETHEREICHEL. -80°C DAEETHRAET S, REBRARIIZRK6 » ARMFEATE S,
FHRTHHEE. BREAR (BEFRR SHHBREZLICLY IS —€ET7v1 BiE (10% FBS
EH RPMI-1640) 1 mL#EHML. KEFLEWKS3KAT S,

(3) &EMHRALBE
Tripluc®L> 72 5 —ET7 vt A RE (Tripluc) ZEL. VA —2—N\RITANSINHEIZKL Y ER
RO, AEFHEEENRETETD LS. AERME 30 DAL/ A—2—DEBREAND, BRAH
K/ 100 L % 96 v ILEBTL— b (FE) (SLG Z#R¥ ##B1. #B2. #B3. SLO EZ#H ¥ %
#D1. #D2. #D3. SLR 1Z#E{ 0l Z##F1. #F2, #F3) 1299 5%, XIZ. EXRy FZEHWLT, FHME
Sh7= Tripluc 100 pL ZBEEEFRREE I L— DRI ILIZHET S, TL—HMMRESHEHERWNTE
B ($925°C) T1I0RMTIL—bbEIRES T D, VIIADERICKENER L -IGESICIEIBRET 5,
TL—bEILZI I/ A—F—IZHEL. LYI7z5—CEEUHERET D, RETAILEZI—DFEEFEET
(FO) BXUEET (F1. F2) TEIWHAEYRATAET S,
HETAINLEA—DEBRBIIUTOESYEB L=,
FEBIFE (SLG (kGres) ) = (F1 D#B1+F1D#B2+F1 D#B3) / (FOD#B1+FO M#B2 + FO D#B3)
BRI (SLO (kOrss) ) = (F1D#D1+F1M#D2 + F1 M#D3) / (FOM#D1 + FOM#D2 + FO D#D3)

EEFRBM (SLR (kRrse) ) = (F1 D#F1+F1 D#F2 + F1 O#F3) / (FO M#F1 + FO O#F2 + FO M#F3)
BRI (SLG (kGreo) ) = (F2M#B1+F2 M#B2 + F2 M#B3) / (FO M#B1 + FO M#B2 + FO M#B3)
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(F2M#D1+ F2M#D2 + F2M#D3) / (FOM#D1 + FOM#D2 + FOD#D3)
(F2 D#F1 + F2 M#F2 + F2 M#F3) | (FO M#F1 + FO M#F2 + FO M#F3)

EBEZEE (SLO (kOrso) )
BEiBFZEE (SLR (kRreo) )

B—DILS/ A= —CEYRTENEITRTOREICFK. EHEN-ZBRBNMERSN S,

BHEDLE EHE

IL-2Luc 7yt 70 FI—LRBOFIEZFERATRETHS (JaCVAM, 2020c) ,
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T8 N—FREHEZEYE
£1:IL-2Luc 7y tEA CORMMBEREOMIIICHREINIYE

No. [iE2 cas s | | o | MR boims boims
= CV05! MIT2

1 |Fx42r8v 50022 | &Y e >2000 16-63
2 lommzAyy 50865-13-3| &Y Gl >1 0.002-0.006
3 |BeEgsA(1)= kT 6080-56-4 | &Y Gl >2000 31-63
4 4o rrasy 53.86-1 | &Y Gl 500-2000 16-63
5 [N ARFY 2 VB | 335-67-1 HhY E7L% 250-1000 8-31
6 [k FYTFLRZ 1461229 | &Y ik 0.5-1.0 0.12-0.24
7 ;;;;g@ﬁg)ms “I 137-304 | mL Bk 1-4 >2000
8 |[vv=r—n 69-65-8 | %L 23 >2000 >2000
9 [FEr=FUL 75058 | %L ik >2000 >2000

W53E : CASES : F I N - 7T AT b ¥ —ERREFEF S
1 CVO05 : {L'E 78 Inh-GAPLA 125N T 0.05 AT & 75 Fe A g
2 MIT : b2 D3 Bt 0D FEUE 23 7= 3 I IR

£2:IL2LucLTT 7y t&4M4 CTOEMMEREDILIICHEINLIME

No. femEs casgs | T ENER | BAAR ) MR Gom> | Ggmb
- CV051 MIT2
1 Sa7x/—IVEE 24280-93-1| &Y HhY & & >200 0.05-2
2 AV FARDY 53-86-1 HhY HhY & & 100->200 6-25
3 5-FU 51-21-8 HY HY E & >100 0.4-1.6
4 aLEFY 64-86-8 HY HY B 200->200 %‘_%23;
5 | RuoAoxs s U | 335-67-1 HY HY E & 100-200 6.3-25
6 T rRUKR 33419-42-0| ®HY HY E & >200 0.4-1.6
7 SoRRKRY DA 59865-13-3| &Y TL & & >200 >200
8 HIVINE VA FIL 598-55-0 HY L E & >200 >200
9 | ZaFU7IF (NA) 98-92-0 L L E A >200 >200
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10 oY 0O 79-43-6 Tl mL &K >200

>200

e IV—sABREICH 1T S WMERIEFYE D BHE

LRI K D Vi

E 10 mg R - B 200 mg B - E 100 mg R - P
B2 ) B c]

EBKERK 1 mL DMSO #&K 1 mL DMSO #&X 1 mL
ETHRM ETHRM ETHRM

QS CE CE
HBKHPT DMSO #1T DMSO #1T
10 mg/mL 200 mg/mL 100 mg/mL

2L W 2 2R KT 10 mg/mL (SRS 5556 O WEBRIEIC I 1 5 FIHO KR
JiiE

KT 10 mg/mL IZHA S 5556

B

L WwE %

DW=/ &2 100 uL 5:}/351
@ Ak 2 TEEEAIR
S| S -l
96 7 = /VEW T L—  (JLE) Tddw (2 [BIZE#EZK) 50 uL
®20 pL 757

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

96 7 VT vl A T 1y 7 FCH M 480 uL
l @ 7 2L 2 LIT 50 uL iE
L2, 3 4 5 6 . 7 8 °o 10, 11, 12
96 7 = VHEE T L— | (FIE) (€ 2H4 M-S A EHb S0 uL bW D e ik
WE ng/mL
0 O l 039 078 1.6 3.1 63 125 25 50 100 200'

/////751%ﬁ4y%1N—Vay(maumTyt4)itm

PMA/A ) <A o l 24 A V¥ 2X—T 3y (IL2LucLTT7 vEA) |
BLOT 2L 2~12 12 PMA/A 7/ <A ¥ N

l ®) 6 F[E A > % 2 ~—3 3 > 35 L 08 Tripluc 100 pL F0

l DT = F—PIEEOWE
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3LF¥ME % DMSO T 200 mg/mL TR T D55 DMAEREICH T2 FIEOXAZ

5
{bZEME % DMSO T 200 mg/mL (24 58545 E

@ V=T LI 100 uL 43iE l
@ 4t 2 TEPEATIR

SN ) ) ) | S} —y -

96 7 = /L7 L — k(LK) T DMSO 50 pL
l @ 10 pL 737k

e e e o ] ] ot ] i i

96 U = /LB L — b (JUE) THEHL 90 uL

l @ 10 uL 737k

1 o] 3 4 S5 6 e | [*] Q 10 11 12
+ z 4 & 7 & +5 1 42

96 V7 =T vk A T r oy 7 HTHEEM 490 uL

lC)WIwi&KﬁmL%ﬁ

—
(S

e e e e e Le Lo o L] L2 ]

3|
96 7 = VEET L — K () 12 2H4 MRS A5 50 uL (b5 ME O B &
IR pg/mL
0 0 039 078 1.56 3.13 6.25 125 25 50 100 200
l J

LA v F a2 _X— 50 (IL2Luc 7 vEA) F£7-1%24
B A v % a_X—2 3> (IL2Luc LTT 7vEA) . B
‘PMA//rz‘/-?/r:‘/‘/

LT =)L 2~1212 PMA/A F ) ~A > 00
l @ 6 FEfEA > = ~X— 3 > B X O Tripluc 100 uL #AN
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T V—iDHIICBE I SO HHE

IL2LA

i ZEDEE (1:0~10) OjBEORERLE (j: 1~4) %, IL2ZLAB KLU GAPLAIZDWVWTEREFNBIE
5, BEELEIL2LAZ nIL2LA EFFL, UTDEBYEET 5,

nIL2LA; = IL2LA; / GAPLAj
chht, RABREDEAMGREICE=5,

LB S

MFEIEE, OBEOERELLEL: i BEEOREOREFKRIZEITS nlL2LA OFEHIEICET EETH
U, XABREZOEELREICE-5, IHZERE, UTOXICKYRED,

IR ={1 —M} x 100 (1)

G) ¥iniL2LAo

HBREREBERIL. tBDMETHNIE,. HRIEFVEITHREIUVRBERET S ENTREINDER
BLTWLWS, COERK., SREETERBROERT —2ORBICEIVTNS, T—EIRIAV LT
—LlF BN T2 a vEROIRTOREEZREL. COECFERICET SEHHAEEZIT 1=,

FELGHEER THAIMFRIE, K(ITRT EHBY. ERMICIE 2 DD nIL2LA OEMFHEDNLTH
%, I BEEDREIZET HITHEED 95%EREEME (95% Cl) NEETE S,

95% CI TRA0ZLES L. iBEDRETONLAIFOBZBEDREL Y LHEHAZMITHERICKTHD
ERIMENDDIZHL, 95% CI LRA0ETES L., iZEDRETONLLAFOZFEDRELY HH#f
FHREMICHERITINTH S EBREN D,

95% Cl MIEEHRFERIC RS, AHABTIE, TILFELELTHMONDIAZERA V-, T I5%EFERX
FOEEX, ULTOXMhDBLNDS,

T xsdg
Eanrra

d2
Ml =R £ 100 x4z x\/sl
=R { 0.975 TR

CCT. FHEF I BEORETO nIL2LA OFHE, FHE (X 0 BFEDRERETO nlL2LA DFEHE,
sdilZ i BEHDEBETONIL2LA DIZERE. sdolF0BEDREETD nIL2LADIZERETH S, 205l
EAETTIRNFD 975 /83— 214 ILTH B,
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Inh-GAPLA

INh-GAPLA I%. i ZEEDEEORERZRIZE (T2 GAPLA DEHEIZNTH0BEHDEREDBELNDLT
HY. LTOXTEREIN D,

mmmmﬂ=bmyZWMAJ%myZ®@uw}

GAPLA [ nIL2LA DR B TH ST, GAPLA DEABH T/IHEWNE, nlL2LA [SIERELZE S DENE
LodEFEABND, LEADT. Inh-GAPLADEABSH T/NE Wi BB OMHERDERL. EVWEETHD
CENEZBND,

IL-2 Luc 7 v &1 DEERTD [#IftE) F/-ld [FE5 L1 DHEF

BIEER EISHEARIRIEDO LT hh) OHEREDL (742 OFHE OEOEE 60 SRRSATEY.
NYT—2a vBEEOHF 17 M oHRBLEUATOR 1I12RY,

B%60IENE, RERTRDIDOBEIANTEHELITHEICBIELHMESND,

1. MIHIEQTFHYEA 35 LLE (HFHE) THY. MAENICEETH D, MIAEHEEEE. TD
95%IEERMIZL Y HIKT 5,

2. FHMEIEEA. EHEES L THAENICEEGHR (£EF) 277, HDHWLIE, HEAEMICEE
HER (ER) A1 2&, EHR3D2ULDT—42 KRS > FTRI—DIER (ThHHE, AEKREN
HIER) ##S5, COBAE. TOEREIEOKRERELS SH., TOBRORABIZHZT—2 R
142 M FEDOEZEIZODNDVTHIAFNICERICIZE SR,

3. Inh-GAPLAMN 0.05 LI L THEIEEHB TOAFTT—EADAZRANT., ERZHHLTNS,

Bt (I&IENRIEEDO DTS LHEESNERRMLT S TEUTITRT,

A B 18 1/4 1/2
100 100
80 80
60
B 35 Hi h —
Lalk T {40
T2 - = 35
1= l#/ ﬂ.‘:l‘—\E 20 /'/ J
-20 r 0 i
-40 -20 V
-60 -40

1/8 1/4 1/2 1/8 1/4 1/2

RA1BHEDT—2 KAV b (EF) 12&, EFEIDULDT—EKRA > FTR—DIERAZRT 2 20D/8
2=

X BIIEEMBEOREEZRL., v BIEIHEEZRT, £70v bE, 4 AOBREIN BN IIFHRDOE
EZFDBREERMTHS, FIRIE3BETRT, IRXTDITZ7IE. BEDT—E2RA > b (ERF=(E
BT) 12&, EE3IDULDT—EKRA Y FTR—DIER (THEbL, BEKGFENLMER) ZRL. ¥
DERIFEORERET D, AIIRMOREERTT—ERA U b (#) D B%EERMEMN0 EXET S
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=%, HifltEEHEEnd, —A. BERRADRIEETRT T 2RS4 b (#) D B%IEEXMEA 0 &3
ELBVES. BEGLLYISh D,

IL-2 Luc LTT 7y 1/ DEERTD [EASRBEZERDHY ) . [FRE) . Fl-/L£ [EASR
BEMEL L) DEHEF

£ VIZHELT. Min Inh-GAPLA A8 0.7 RiETHAH S LITMA. UTD 3 DDEEZIRTHELS
&, BBRILEVEEIFTRATREZTMESH Y LHM SN D, ThLUNDHEICIE. BEMCHERIREETH
BLEHIE SIS,

(1) IHFEOFHEA-35 LT (RFHE) THY. HFFHIHEETH L. RO 95%EERMEL
RNORBETHHHE. MAFHIZHETHL EHWT 5.

(2) FHBIEBA. BHEESR L TREAFZPHICERGRIBES Y ORBRETRY . HHLE. HEtFHIc
FELGRIBESYOHEREMN1 DL BRI DULEDT—EKRA Y FTR—OER (Tbs, A
EREFHGER) 245, COBHE. TOERXEORERELS S0, FORORAAIZHSD
T—3RA Y bAEDZEIZDNTHEFMIZEEITEI GRS, IIFIZFED 95%ERXHE LRA
ORFETHAHIHE. MAFMICHEETHD LHIT S,

(3) Inh-GAPLAN 0.05 LA L TH I REHETHOAFT—2DHFZANT, BREHEL TS,

UT2200RKMGIT 5 TI2BVWT, T2 REZHICHERGRIBMES Y OBRE 1 DDA L. Eii 3
DUEDT—ERA L FTR—DERAZRLE-HEDHBRICOVWTHRAT 5,

A B
40 40
20 20 #
!
0 0
[
il | o
& 3B E w \ 35
60 -60 |
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-100 -100 -
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B2IL-2LucLTT 7 vy A I2BVT, BHEDT—FHRA 2 b 12L&, EFIDULOT—EHKS 2 FTH
—DEMZETRT 220/ —>

X BTEFEMEDOREZRL., y MIIHGIREZRY, £70Y I 4 BOTIZALLTYr—Eh b
Bont-MHEDEL ZTD BREERETHS, FiRE-35%E2TT. 2205571, BEDT—2 RS
vh12& EE 3 DUEDT—4KRA Y FTR—DER (F7ahb, REKEFHNLGMER) R0, £
DEREEORERET . ARRIDORIGETRTT—ERA U b #) O BREERMMN0 ERET D
=, BELHEENS, —A. BERHDORGETRT T—2RS U b #) D BS%EHERMEMN0 &EXE
LW, EEetiSnd,
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EEMICEASREEMHLG L LHB SN HEEYMED S . MAEHITHELNMHEDOT—2KRA 2+
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INh-GAPLAM 0.7 LAl EZ R L. MDZEBKF 10mg/mL TRBTHAHLEMEIL. EhTOERERT
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	1. 免疫毒性学とは、薬剤または化学物質への曝露の結果として、免疫系のいずれかの部分に生じる有害作用に関する研究分野であると定義される（Corsini and Roggen, 2009）。免疫毒性学では、免疫系に関する細胞および分子が介在するさまざまな器官および組織に及ぼす有害作用も対象となりうる。免疫系は、一部には、以下の理由から毒性による傷害を受けやすい。1）活性化、調節、サイレンシング間の繊細なバランスを維持する必要があること。2）免疫系は、骨髄造血幹細胞由来の細胞再生に依存していること。3...
	2. 薬剤または化学物質による免疫毒性は、免疫反応の調節異常などさまざまな形で現れる可能性があり、その場合、免疫抑制や不適切な免疫刺激につながることが考えられる。後者には、過剰な免疫刺激、持続的な炎症、過敏症反応、自己免疫疾患を挙げることができる。化学物質に起因する免疫毒性に関しては、その影響は一方向のみに留まらないと考えられ、用量および細胞標的に応じて、同一物質が免疫抑制または免疫刺激をもたらす可能性がある。したがって、免疫毒性物質とは、1つまたは複数の免疫機能を変化させ、宿主に有害作用をもたら...
	3. 現在、化学物質の免疫毒性の評価は、免疫抑制および感作を特徴付ける動物モデルおよびアッセイに主に依拠している。ただし、動物試験には多くの欠点があり、例えば高額な費用、倫理上の懸念、ヒトの健康に及ぼす影響の予測能のばらつきが挙げられる（Adler et al. 2011）。さらに、現行のin vivoモデルからは、データから必ずしも機構的な解明を行えるとは限らない。こうした問題の克服には、免疫毒性を検出するin vitro試験法の開発が必要である。欧州動物実験代替法評価センターが2003年に主催...
	4. OECD有害性発現経路（AOP）開発プログラムから、AOP 154「T細胞依存性抗体反応の減弱に導くカルシニューリン活性の阻害」が2021年に承認された（OECD, 2021）。本AOPは、ストレス要因、すなわちカルシニューリン（CN）阻害剤（CNI）の結合によるCN活性阻害について記述している。CNIは、CNとCNIそれぞれのイムノフィリンに結合し、CNの基質である活性化T細胞核内因子（NFAT）の核移行を妨げる。
	結果として、IL-2、IL-4、その他T細胞由来サイトカインプロモーターの特定の部位で結合する、機能性のNFATとアクチベータータンパク質1（AP-1）との複合体の形成が低下するため、これらのサイトカイン産生が抑制される。ヘルパーT細胞の各サブセットから影響を受けるサイトカインのうち、IL-2およびIL-4の産生低下から、B細胞の増殖および分化に負の影響が生じることで、T細胞依存性抗体反応（TDAR）は抑制される。
	5. IL-2は、サイトカイン受容体発現の調節を介し、CD4+T細胞の分化に多面的な作用を発揮する。IL-2は、IL-12Rβ2（およびIL-12Rβ1）の誘導によりTh1細胞の分化を促進し、IL-4Rαの誘導によりTh2細胞の分化を促進し、gp 130（およびIL-6Rα）の阻害によりTh17細胞の分化を阻害し、IL-2Rαの誘導によりTreg細胞の分化を推進する。IL-2は、IL-7Rαも強力に抑制することで、細胞生存を正常に促進する生存シグナルおよびメモリー細胞の発生を低下させる（Liao ...
	6. IL-2ルシフェラーゼアッセイ（IL-2 Lucアッセイ）およびIL-2ルシフェラーゼ白血球毒性試験（IL-2 Luc LTTアッセイ）の両試験法では、2H4細胞を用い、刺激剤であるホルボール12-ミリスタート13-アセタート（PMA）およびイオノマイシン（Io）の存在下で、化学物質がIL-2およびIFN-γのプロモーターに及ぼす影響を特定する（Saito et al., 2011）。Jurkat細胞由来の2H4細胞は、IL-2プロモーターにより調節される安定化緑色発光ルシフェラーゼ（SLG...
	7. IL-2 LucアッセイおよびIL-2 Luc LTTアッセイのバリデーション試験が、日本動物実験代替法評価センター（JaCVAM）により調整された試験実施主導施設、独立した試験実施施設3ヵ所および国際的な専門家メンバー4名からなるバリデーションマネジメントチーム（VMT）により実施された。IL-2 Lucアッセイのバリデーション試験では、施設内再現性（80.0%、4/5）および施設間再現性（80.0%、16/20）に関する許容基準を満たし、80%の許容基準に適合できた（Kimura et ...
	8. 同様に、IL-2 Luc LTTアッセイのバリデーション試験では、施設内再現性および施設間再現性に関する許容基準を満たし、80%の許容基準に適合できた（Kimura et al., 2023）。予測度を判定するため、試験実施主導施設は免疫毒性情報を収集し、化学物質について、既報の基準に従って易感染性または癌感受性などの増大に導きうる免疫抑制物質に分類することにより、参照データを構築した。施設内再現性の平均値は、100.0%（15/15）であった。施設間再現性は、92.0%（23/25）であっ...
	9. IL-2 Luc LTTアッセイと同様に、IL-2 Lucアッセイ単独での免疫抑制作用に関する性能（IL-2の産生低下のみ）は、感度63.0%（34/54）、特異度58.6%（17/29）、予測度61.4%（51/83）であることが立証された。これに対し、化学物質について、いずれか一方の試験法が免疫抑制物質と判定した場合に免疫抑制物質と判定する2組の試験法の併用を行うと、両試験法併用による免疫抑制作用の性能は、感度88.7%（47/53）、特異度53.8%（14/26）、予測度77.2%（6...
	10. 本試験ガイドラインの目的は、易感染性または癌感受性の増大に導きうる化学物質の免疫毒性の可能性を評価する手順について記述することにある。IL-2 LucアッセイとIL-2 Luc LTTアッセイとの併用は、化学物質の免疫毒性の可能性を評価する段階的アプローチである。言い換えると、免疫抑制作用の評価を受ける化学物質は、IL-2 LucアッセイとIL-2 Luc LTTアッセイの両方を用いて試験される。いずれかの試験法で免疫抑制作用ありと判定された場合、その化学物質は、in vitroにおける免...
	具体的な限界

	11. 以下の限界に注意すべきである。
	1) 刺激剤としてのPMA/Ioは、T細胞受容体の刺激からホスホリパーゼCの活性化まで細胞内シグナル伝達現象を迂回するため、IL-2 LucアッセイまたはIL-2 Luc LTTアッセイいずれか単独では、化学物質がそうしたシグナルに関与する分子に及ぼす作用を評価できない（Ohtsuka et al., 1996）（Ohtsuka et al., 1996）（Kimura et al., 2014; Kimura et al., 2020）。
	2) Jurkat T細胞株（2H4細胞が由来）は、免疫毒性の根底にある分子機構の検査に適していることが立証されている（Shao et al., 2013）が、TCRの刺激との反応において、正常T細胞の活性化に関与する複数の重要なタンパク質を欠如していることが考えられ、したがって、そうした重要なタンパク質に作用する化学物質の影響を検出できない可能性がある。
	3) 2H4細胞では、化学物質の代謝および活性化に必要な酵素の発現は想定されていないため、代謝活性化を要する化学物質は適用領域外である。
	4) いずれの試験法も、疎水性の高い物質を試験する場合、浮遊細胞に基づく多くの技法によくみられる限界を共有する。
	5) ルシフェラーゼに干渉する被験化学物質はその活性/測定に混乱をきたし、発光の明らかな阻害または増大を生じうる（Thorne et al. 2010）。
	6) 最小影響量（LOEL）が200 μg/L以上の化学物質の免疫抑制作用については、IL-2 LucアッセイおよびIL-2 Luc LTTアッセイのいずれでも、本試験ガイドラインどおり特定することはできない。

	12. 定義を付録Iに示す。
	試験の原理

	13. 本試験ガイドラインでは、連続する2つの試験法について記述する。これらの試験法は、化学物質の曝露時間、播種細胞密度および予測モデルを除き同一の試験系を用いており、別々に解釈したデータを作成し、得られた予測値を併用する。
	14. IL-2 LucアッセイおよびIL-2 Luc LTTアッセイでは、ヒト急性Tリンパ芽球性白血病細胞株Jurkatを使用する。本細胞株を用いて、東北大学医学部皮膚科教室および東洋紡株式会社敦賀バイオ研究室は、SLG、SLO、SLRルシフェラーゼ遺伝子をそれぞれIL-2、IFN-γ、GAPDHプロモーターの制御下で含有するJurkat細胞由来のIL-2レポーター細胞株2H4を樹立した（Saito et al., 2011）。試験実施の意志がある試験実施施設は、物質移動合意書（MTA）への署名...
	15. 主に、参考文献（Kimura et al., 2018）記載の以下所見に基づき、IL-2プロモーターにより推進されるルシフェラーゼ活性（IL2LA）およびGAPDHプロモーターにより推進されるルシフェラーゼ活性を使用した。2H4細胞により検討される化学物質のほとんどは、IL2LAおよびIFNプロモーターにより推進されるルシフェラーゼ活性（IFNLA）に、同程度の抑制作用を示した。さらに、これらの化学物質の最小影響量（LOEL）をIL2LAおよびIFNLAに及ぼす作用に対しプロットしたところ...
	16. 多色発光細胞を用いた本試験系（Nakajima et al. 2005, Nakajima et al. 2010）は、IL-2プロモーター遺伝子発現については緑色発光ルシフェラーゼ（SLG：λmax = 550 nm）（Ohmiya et al. 2000）、IFN-γプロモーター遺伝子発現については橙色発光ルシフェラーゼ（SLO：λmax = 580 nm）（Viviani et al., 2001）、内部標準プロモーターであるGAPDHの遺伝子発現については赤色発光ルシフェラーゼ（S...
	IL-2 Lucアッセイ

	17. 2H4細胞を被験化学物質により1時間処理後、PMAおよびIoにより6時間処理し、続いてIL-2プロモーター活性を反映したSLGルシフェラーゼ活性（SLG-LA）、IFN-γプロモーター活性を反映したSLOルシフェラーゼ活性（SLO-LA）、GAPDHプロモーター活性を反映したSLRルシフェラーゼ活性（SLR-LA）を測定する。略語をより理解しやすくするために、SLG-LA、SLO-LA、SLR-LAをそれぞれIL2LA、IFNLA、GAPLAと称する。IL-2 Lucアッセイにおけるルシフ...
	18. IL-2 Lucアッセイでは、GAPLAとIL2LAを同時に検討できる。GAPDHのmRNAは、概ね豊富なレベルで普遍的に発現する。GAPDHのmRNAは、その発現がさまざまな時間および実験操作後において一定であるため、定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応の内因性対照として複数の実験系で頻回に用いられる（Edwards and Denhardt, 1985; Mori et al., 2008; Winer et al., 1999）。さらに、試験実施主導施設が立証した結果では、Inh-...
	IL-2 Luc LTTアッセイ

	19. 2H4細胞を被験化学物質により24時間処理後、PMAおよびIoにより6時間処理し、続いてIL2LA、IFNLAおよびGAPLAを測定する。表1に示すとおり、IL-2 Luc LTTアッセイで使用する用語は、IL-2 Lucアッセイで使用する用語と同一である。
	20. IL-2 LucアッセイとIL-2 Luc LTTアッセイは、いずれもGAPDHのmRNA発現と相関するGAPLAを測定できる。GAPDHのmRNAは、概ね豊富なレベルで普遍的に発現する。GAPDHのmRNAは、その発現がさまざまな時間および実験操作後において一定であるため、定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応の内因性対照として複数の実験系で頻回に用いられる（Edwards and Denhardt, 1985; Mori et al., 2008; Winer et al., 1999...
	習熟度の立証

	21. 本試験ガイドライン記載の試験法の定常的な使用に先立ち、試験実施施設は、「優良in vitro試験法実施基準」に従い、付録III（IL-2 Lucアッセイについては表1、IL-2 Luc LTTアッセイについては表2）収載の習熟度確認物質を用いて、技術的習熟度を立証すべきである（OECD, 2018）。さらに、試験法の使用者は、反応性のチェックならびに陽性対照および溶剤/溶媒対照による生成データの背景データベースを維持し、また、これらのデータを用いて、試験実施施設における試験法の再現性が経時...
	手順

	22. IL-2 LucアッセイおよびIL-2 Luc LTTアッセイに関する標準操作手順書（SOP）（JaCVAM, 2020c）（JaCVAM, 2024b）は入手可能であり、本試験を実施する場合に使用すべきである。以下の段落では、本試験法の主要な構成要素および手順について記述する。
	IL-2 Lucアッセイ
	細胞の調製


	23. 受領と同時に2H4細胞を増殖させ（2～4世代継代）、均質な細胞ストックとして凍結保存する。本細胞ストック由来の細胞は、最大12世代継代か最大6週間まで増殖できる。増殖に用いる培地は、10%ウシ胎児血清（FBS）、抗生物質/抗真菌剤溶液（ペニシリンG 100 U/mL、ストレプトマイシン100 μg/mL、およびアムホテリシンB 0.25 μg/mLを0.85%生理食塩水に添加）（例：GIBCOカタログ番号15240-062）、ピューロマイシン（例：CAS番号58-58-2）0.15 μg/...
	24. 試験に使用する前に、反応性のチェックを実施することで細胞の適格性を得るべきである。このチェックは、陽性対照であるデキサメタゾン（100 μg/mL）（CAS番号：50-02-2、純度98%以上）およびシクロスポリンA（100 ng/mL）（CAS番号：59865-13-3、純度95%以上）を用いて、解凍から1～2週間後か2～4世代継代後に実施すべきである。デキサメタゾンおよびシクロスポリンAは、抑制率に関し正の反応（35以上）をもたらすはずである。本試験法では、反応性のチェックに合格した細...
	25. 試験に向け、2H4細胞を1～3 × 105 cells/mLの密度で播種し、培養フラスコで72～96時間前培養する。試験当日、培養フラスコから回収した細胞を、抗生物質不含の10% FBS含有RPMI-1640により洗浄後、抗生物質不含の10% FBS含有RPMI-1640 4 × 106 cells/mLで再浮遊させる。次に、細胞を50 μL（2 × 105 cells/ウェル）で96ウェル平底黒色プレート（例：Corning Costarカタログ番号3603）に分注する。
	被験化学物質および対照物質の調製

	26. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。IL-2 Lucアッセイでは、被験化学物質を蒸留水またはジメチルスルホキシド（DMSO）（ストック溶液）に溶解する。被験化学物質は、まず蒸留水に溶解する。
	● 化学物質が10 mg/mLで可溶な場合、10 mg/mLがストック溶液の濃度である。
	● 被験化学物質が蒸留水中10 mg/mLで可溶でない場合、被験化学物質をDMSO中200 mg/mLで溶解する。被験化学物質が200 mg/mLで可溶でない場合、最高濃度は希釈係数2でのDMSOによる希釈後の最大溶解濃度と判定される（付録IVの図解を参照）。
	● 化学物質が蒸留水に可溶でない場合、DMSO中で可能な最高濃度を調製する。必要であれば、超音波処理およびボルテックスを使用できる。20,000 ×gで5分間遠心し、沈殿物がないことにより可溶であることを確認する。被験化学物質は、蒸留水またはDMSOに溶解後4時間以内に使用すべきである。

	27. 最初のテストランは、細胞毒性濃度の判定および化学物質の免疫毒性の可能性に関する検討を目的とする。被験化学物質を蒸留水またはDMSOストック溶液により段階希釈する場合、希釈係数は2（付録IV参照）とし、96ウェル丸底透明プレートを用いる。化学物質が蒸留水で調製されている場合、希釈ストック溶液20 μLを96ウェルアッセイブロック（例：Corning Costarカタログ番号3960）中でさらに培地480 μLで希釈し、この希釈液50 μLを96ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液50 μLに添...
	28. したがって、化学物質が10 mg/mLの蒸留水溶液として調製された場合、被験化学物質の最終濃度は0.00039～0.2 mg/mLの範囲であり、また、化学物質が200 mg/mLのDMSO溶液として調製された場合、被験化学物質の最終濃度は0.0039～0.2 mg/mLの範囲である（付録IV）。
	29. 被験化学物質は濃度ごとに、4ウェルで試験すべきである。次に、これらの試料をプレートシェーカーで混合し、37±0.5ºC、5±0.5% CO2で1時間インキュベートする。
	30. 被験化学物質と1時間インキュベーション後、細胞をPMA 25 nMおよびIo 1 μMにより6時間刺激する。例えば、PMA/イオノマイシンの10倍溶液は、培地を用いて2 mM PMA DMSO溶液および2 mMイオノマイシンエタノール溶液を希釈することで調製し、このPMA/イオノマイシンの10倍溶液10 μLを被験化学物質含有細胞浮遊液90 μLに添加する。続いて、下記段落35～38記載のとおり、ルシフェラーゼ活性を測定する。
	31. 推奨される陽性対照は、デキサメタゾンおよびシクロスポリンAである。例えば、96ウェル丸底透明プレート中で100 mg/mLデキサメタゾンDMSO溶液10 μL、または100 μg/mLシクロスポリンA DMSO溶液10 μLを培地90 μLに添加し、この希釈液10 μLを96ウェルアッセイブロック中で培地490 μLで希釈し、次いで、この希釈液50 μLを96ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液50 μLに添加する。デキサメタゾンおよびシクロスポリンAの最終濃度は、それぞれ100 μg/mL...
	32. 溶剤対照および陰性対照は、2%蒸留水または1% DMSOを含有した10% FBS含有RPMI-1640とする。背景データから、ランにおいて同程度の許容基準を導ける場合、別の適切な陽性対照または陰性対照を使用できる。
	33. 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ため、被験化学物質とのインキュベーションに先立ち、例えば、プレートを密閉することにより注意を払うべきである。
	34. 被験化学物質および溶剤対照では、データ評価および予測モデルを導くには2～3回のランが必要である（段落60参照）。各ランは、新鮮な被験化学物質ストック溶液および別々に回収された細胞を用いて、別の日に実施する。細胞は同一継代由来でもよい。
	ルシフェラーゼ活性の測定

	35. 発光の測定には、例えば、Phelios（アトー社、東京）、Tristar 941（ベルトールド社、ドイツ、バート・ヴィルトバート）、またはARVOシリーズ（パーキンエルマー社、米国、マサチューセッツ州ウォルサム）といった光学フィルター搭載の96ウェルマイクロプレートルミノメーターを使用する。光学フィルターの例には、シャープカット（ロングパスまたはショートパス）フィルターやバンドパスフィルターが挙げられる。ルミノメーターの適格性を得ることで、発光ダイオード（LED）基準光源による再現性を確保...
	36. 試験前に、付録IIのとおり、緑色、橙色および赤色の遺伝子組換え発光ルシフェラーゼを用いて、各生物発光シグナルの色を識別する光学フィルターの透過係数を決定すべきである（Niwa et al. 2010）。
	37. 予め加温されたTripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）100 μLを、化学物質存在下または非存在下、およびPMA/Io存在下または非存在下で処理された細胞浮遊液含有プレートの各ウェルに分注する。プレートを、環境温度約20ºCで10分間振とうする。プレートをルミノメーターに静置し、ルシフェラーゼ活性を測定する。光学フィルターの非存在下（F0）および存在下（F1、F2）で各3秒間生物発光を測定する。例えば、使用するルミノメーターのモデルにもよるが、別の設定を用いる場合にはそ...
	38. 各濃度のパラメータを測定値から算出する。例えば、IL2LA、GAPLA、nIL2LA、Inh-GAPLA、IL2LAの平均±SD、GAPLAの平均±SD、nIL2LAの平均±SD、Inh-GAPLAの平均±SD、および抑制率については、IL-2 Lucアッセイ用に入手可能なエクセルベースのスプレッドシートを用いる（https://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4software.htm参照）。本段落で用いられるパラメータ、すなわち、ルシフェラーゼ活...
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	細胞の調製


	39. IL-2 Luc LTTアッセイの実施には、2H4細胞株を使用すべきである。受領と同時に2H4細胞を増殖させ（2～4世代継代）、均質な細胞ストックとして凍結保存する。本細胞ストック由来の細胞は、最大12世代継代か最大6週間まで増殖できる。増殖に用いる培地は、10%ウシ胎児血清（FBS）、抗生物質/抗真菌剤溶液（ペニシリンG 100 U/mL、ストレプトマイシン100 μg/mL、およびアムホテリシンB 0.25 μg/mLを0.85%生理食塩水に添加）（例：GIBCOカタログ番号15240...
	40. 試験に使用する前に、反応性のチェックを実施することで細胞の適格性を得るべきである。反応性のチェックは、解凍から1～2週間後または2～4世代継代後、陽性対照である硫酸ブレオマイシン（CAS番号9041-93-4）およびミゾリビン（CAS番号50924-49-7）、ならびに陰性対照であるシクロスポリンA（CAS番号59865-13-3）を用いて実施すべきである。陽性（有糸分裂阻害性あり）か陰性（有糸分裂阻害性なし）かを判定するIL-2 Luc LTTアッセイの基準に基づき、硫酸ブレオマイシンお...
	41. 試験に向け、2H4細胞を1～3 × 105 cells/mLの密度で播種し、培養フラスコで72～96時間前培養する。試験当日、培養フラスコから回収した細胞を、抗生物質不含の10% FBS含有RPMI-1640により洗浄後、抗生物質不含の10% FBS含有RPMI-1640 2 × 105 cells/mLで再浮遊させる。次に、細胞を50 μL（1 × 104 cells/ウェル）で96ウェル平底黒色プレート（例：Greiner Bio-One社カタログ番号655090）に分注する。
	被験化学物質および対照物質の調製

	42. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。IL-2 Luc LTTアッセイでは、被験化学物質を蒸留水またはジメチルスルホキシド（DMSO）（ストック溶液）に溶解する。被験化学物質は、まず蒸留水に溶解する。
	● 化学物質が10 mg/mLで可溶な場合、10 mg/mLがストック溶液の濃度である。
	● 被験化学物質が蒸留水中10 mg/mLで可溶でない場合、被験化学物質をDMSO中200 mg/mLで溶解する。被験化学物質が200 mg/mLで可溶でない場合、最高濃度は希釈係数2でのDMSOによる希釈後の最大溶解濃度と判定される（付録IVの図解を参照）。
	● 化学物質が蒸留水に可溶でない場合、DMSO中で可能な最高濃度を調製する。必要であれば、超音波処理およびボルテックスを使用できる。15,000 rpm（約20,000 ×g）で5分間遠心し、沈殿物がないことにより可溶であることを確認する。被験化学物質は、蒸留水またはDMSOに溶解後4時間以内に使用すべきである。

	43. 最初のテストランは、細胞毒性濃度の判定および化学物質の免疫毒性の可能性に関する検討を目的とする。被験化学物質を蒸留水またはDMSOストック溶液により段階希釈する場合、希釈係数は2（付録IV参照）とし、96ウェル丸底透明プレートを用いる。
	● 化学物質が蒸留水で調製されている場合、希釈ストック溶液20 μLを96ウェルアッセイブロック（例：Corning Costarカタログ番号3960）中でさらに培地480 μLで希釈し、この希釈液50 μLを96ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液50 μLに添加する。
	● 化学物質がDMSOで調製されている場合、希釈ストック溶液10 μLを96ウェル丸底透明プレート中で培地90 μLで希釈後、この希釈液10 μLを96ウェルアッセイブロック中で培地490 μLで希釈し、次いで、この希釈液50 μLを96ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液50 μLに添加する。

	44. したがって、化学物質が10 mg/mLの蒸留水溶液として調製された場合、被験化学物質の最終濃度は0.00039～0.2 mg/mLの範囲であり、また、化学物質が200 mg/mLのDMSO溶液として調製された場合、被験化学物質の最終濃度は0.00039～0.2 mg/mLの範囲である（付録IV）。
	45. 後続のテストラン（すなわち、2回目および3回目のラン）では、蒸留水ストック溶液またはDMSOストック溶液を、1回目のランの細胞生存率（Cell Viability［CV］05：Inh-GAPLAが0.05未満となる被験化学物質の最低濃度）の濃度のそれぞれ100倍または2000倍の濃度で調製する（付録IV図4）。Inh-GAPLAが1回目のランにおける任意の濃度で0.05未満に低下しない場合、後続のテストランにおけるストック溶液の濃度は1回目のランと同一とする。
	46. 各被験化学物質は濃度ごとに、4ウェルで試験すべきである。次に、これらの試料をプレートシェーカーで混合し、37±0.5ºC、5±0.5% CO2で24時間インキュベートする。
	47. 被験化学物質と24時間インキュベーション後、細胞をPMA 25 nMおよびIo 1 μMにより6時間刺激する。例えば、PMA/イオノマイシンの10倍溶液は、培地を用いて2 mM PMA DMSO溶液および2 mMイオノマイシンエタノール溶液を希釈することで調製し、このPMA/イオノマイシンの10倍溶液10 μLを被験化学物質含有細胞浮遊液90 μLに添加する。続いて、段落52～55記載のとおり、ルシフェラーゼ活性を測定する。
	48. 推奨される陽性対照は、ブレオマイシンである。10 mg/mLの蒸留水溶液をストック溶液として調製する。推奨される陰性対照は、デキサメタゾンである。100 mg/mLのDMSO溶液をストック溶液として調製する。その後、このストック溶液を段落46記載（訳者注：43又は45が正しいと考えられる）のとおり希釈する。次に、これらの試料をプレートシェーカーで混合し、37±0.5ºC、5±0.5% CO2で24時間インキュベートする。細胞をPMA 25 nMおよびIo 1 μMにより6時間刺激し、次いで...
	49. 溶剤対照および陰性対照は、10% FBS含有RPMI-1640とする。背景データから、同程度の許容基準を導ける場合、別の適切な陽性対照または陰性対照を使用できる。
	50. 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ため、被験化学物質とのインキュベーションに先立ち、例えば、プレートを密閉することにより注意を払うべきである。
	51. 被験化学物質および溶剤対照は、陽性（有糸分裂阻害性あり）または陰性（有糸分裂阻害性なし）の予測を得るために、2～3回のランを必要とする。各ランは、新鮮な被験化学物質ストック溶液および別々に回収された細胞を用いて、別の日に実施する。細胞は同一継代由来でもよい。
	ルシフェラーゼ活性の測定

	52. 発光の測定には、例えば、Phelios（アトー社、東京）、Tristar 941（ベルトールド社、ドイツ、バート・ヴィルトバート）、またはARVOシリーズ（パーキンエルマー社、米国、マサチューセッツ州ウォルサム）といった光学フィルター搭載の96ウェルマイクロプレートルミノメーターを使用する。光学フィルターの例には、シャープカット（ロングパスまたはショートパス）フィルターやバンドパスフィルターが挙げられる。ルミノメーターの適格性を得ることで、発光ダイオード（LED）基準光源による再現性を確保...
	53. 試験前に、付録II記載のとおり、緑色、橙色および赤色の遺伝子組換え発光ルシフェラーゼを用いて、各生物発光シグナルの色を識別する光学フィルターの透過係数を決定すべきである（Niwa et al., 2010）。
	54. 予め加温されたTripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）100 μLを、化学物質存在下または非存在下、およびPMA/Io存在下または非存在下で処理された細胞浮遊液含有プレートの各ウェルに分注する。プレートを、環境温度約20ºCで10分間振とうする。プレートをルミノメーターに静置し、ルシフェラーゼ活性を測定する。光学フィルターの非存在下（F0）および存在下（F1、F2）で各3秒間生物発光を測定する。例えば、使用するルミノメーターのモデルにもよるが、別の設定を用いる場合にはそ...
	55. 各濃度のパラメータを測定値から算出する。例えば、IL2LA、GAPLA、nIL2LA、Inh-GAPLA、IL2LAの平均±SD、GAPLAの平均±SD、nIL2LAの平均±SD、Inh-GAPLAの平均±SD、および抑制率については、IL-2 Luc LTTアッセイ用に入手可能なエクセルベースのスプレッドシートを用いる（https://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4software.htm参照）。本段落で用いられるパラメータ、すなわち、ルシフェ...
	データおよび報告
	データの評価

	56. IL-2 Lucアッセイ：IL-2 Lucアッセイにおける免疫抑制の判定基準。各ランにおいて、以下の3つの基準をすべて満たした場合、被験化学物質は陽性（免疫抑制性）と判断される。
	1. 抑制率の平均値が35以上（免疫抑制性）であり、統計学的に有意である。統計学的有意性は、その95%信頼区間により判断する。
	2. 評価項目が、複数回連続して統計学的に有意な結果（上昇または低下）を示す。あるいは、統計学的に有意な結果（上昇または低下）が1つと、連続3つ以上のデータポイントで同一の傾向（すなわち、用量依存的な傾向）を伴う。この場合、その傾向はゼロ線と交差しうるが、ゼロ線の反対側にあるデータポイントが逆の影響について統計学的に有意にはならない（基準2を示す図は付録V図1で得られる）。
	3. Inh-GAPLAが0.05以上である濃度範囲での入手データのみを用いて、結果を判断している。
	57. IL-2 Luc LTTアッセイ：各ランにおいて、Min Inh-GAPLAが0.7未満であることに加え、以下の3つの基準をすべて満たした場合、被験化学物質は陽性（すなわち、有糸分裂阻害性あり）と判断される。
	58. 被験化学物質が陰性の結果を示し蒸留水中10 mg/mLで不溶であった場合、当該被験化学物質は、培地において潜在的な影響を示すのに十分な濃度では溶媒に溶解不能であるため、本試験結果では結論が得られないと判断する（基準2を示す図は付録V図3で得られる）。
	予測モデル

	59. ランは、一貫した陽性（抑制性）のランが2回得られるまで繰り返す。最大3回のランが可能である。免疫毒性物質の特定は、IL-2 Lucアッセイでは、阻害率の平均値とその95%同時信頼区間により評価されるが、IL-2 Luc LTTアッセイでは、これらに加えてMin Inh-GAPLAにより評価される。免疫抑制作用の評価を受ける化学物質は、IL-2 LucアッセイとIL-2 Luc LTTアッセイの両方を用いて試験される。化学物質がIL-2 Lucアッセイで抑制作用あり、または、IL-2 Luc...
	許容基準

	60. これら2つの試験法には、以下の許容基準が適用される。それぞれの一連の実験では、PMA/Ioで処理した2H4細胞のnIFNLAおよび未処理2H4細胞のnIFNLAを検討した対照実験を実施しなければならない。PMA/イオノマイシンで処理した2H4細胞のnIFNLAの誘導倍率が、未処理2H4細胞のnIFNLAとの比較で3.0未満である場合、これらの実験から得られた結果は棄却すべきである。
	試験報告書

	61. 試験報告書には、試験法ごとに以下の情報を含めるべきである。
	被験化学物質
	● IUPACまたはCAS名、CAS番号、SMILESまたはInChIコード、構造式および/またはその他の識別子などの化学的識別情報
	● 入手可能な範囲での外観、水への溶解度、分子量、およびその他の関連する物理化学的性状
	● 純度、該当する場合で現実的に実行可能であれば不純物の化学的識別情報など
	● 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など）
	● 試験での濃度
	● 保存条件および安定性を可能な範囲で
	● 蒸留水もDMSOも使用しなかった場合、各被験化学物質の溶剤/溶媒選択の正当性
	● 入手可能な範囲での、成分の化学的識別情報（上記参照）、純度、定量的組成、および関連のある物理化学的性状（上記参照）などにより可能な限り特徴付けること
	● 入手可能な範囲での外観、水への溶解度、およびその他の関連する物理化学的性状
	● 組成が既知の混合物/ポリマーの場合、分子量もしくは見かけの分子量、または、試験実施に関連するそれ以外の情報
	● 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など）
	● 試験での濃度
	● 入手可能な範囲での保存条件および安定性
	● 蒸留水もDMSOも使用しなかった場合、各被験化学物質の溶剤/溶媒選択の正当性
	● IUPACまたはCAS名、CAS番号、SMILESまたはInChIコード、構造式、および/またはその他の識別子などの化学的識別情報
	● 該当する場合、入手可能な範囲での外観、水への溶解度、分子量、およびその他の関連する物理化学的性状
	● 純度、該当する場合で現実的に実行可能であれば不純物の化学的識別情報など
	● 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など）
	● （蒸留水もDMSOも使用しなかった場合）各被験化学物質の溶剤/溶媒選択の正当性
	● 試験での濃度
	● 入手可能な範囲での保存条件および安定性
	● 該当する場合、許容基準が適切であることを立証した背景陽性対照の結果に関する言及
	● IUPACまたはCAS名、CAS番号、および/またはその他の識別子などの化学的識別情報
	● 純度、該当する場合で現実的に実行可能であれば不純物の化学的識別情報など
	● 本試験ガイドライン記載以外の別の陰性対照を用いる場合、入手可能な範囲での外観、分子量、およびその他関連する物理化学的性状
	● 入手可能な範囲での保存条件および安定性
	● 各被験化学物質の溶剤選択の正当性
	● 試験依頼者、試験実施施設および試験責任者の氏名、名称および住所
	● 使用した試験法に関する記述
	● 使用した細胞株、その保存条件および供給元（例：入手した施設）
	● FBSのロット番号および起源、供給業者名、96ウェル平底黒色プレートのロット番号、Tripluc試薬のロット番号
	● 試験に用いられた継代数および細胞密度
	● 試験実施前の播種に用いた細胞計数法、および均一な細胞数分布の確保に講じた措置
	● 使用するルミノメーター（例：モデル）、また、機器の設定、使用するルシフェラーゼ基質、および付録II記載の対照試験に基づく適切な発光測定の立証などに関する情報
	● 試験法実施に際し試験実施施設が（例えば、習熟度確認物質の試験により）習熟度を立証し、あるいは、試験法に関する経時的な再現能を立証するために用いた手順
	● 実施したランの回数
	● 被験化学物質の濃度、適用手順、曝露時間（推奨事項と異なる場合）
	● 使用した評価判定基準の記述
	● 使用した試験許容基準の記述
	● 試験手順を変更した場合、その記述。
	● IL2LA、IFNLAおよびGAPLAの測定結果
	● nIL2LA、nIFNLA、Inh-GAPLAおよび抑制率の算出結果
	● 抑制率の95%信頼区間
	● ルシフェラーゼ活性および生存率を誘導する用量反応曲線を描いたグラフ
	● 該当する場合、その他関連所見の記述
	● 結果の考察
	● IL-2 LucアッセイおよびIL-2 Luc LTTアッセイにより得られた結果の試験法別での考察
	● 両試験法の結果を併合した場合の考察
	本試験ガイドラインに関する変更

	1. 抑制率の平均値が35以上（抑制性）であり、統計学的に有意である。統計学的有意性は、その95%信頼区間により判断する。
	2. 評価項目が、複数回連続して統計学的に有意な結果（上昇）を示す。あるいは、統計学的に有意な結果（上昇）が1つと、連続3つ以上のデータポイントで同一の傾向（すなわち、用量依存的な傾向）を伴う。この場合、その傾向はゼロ線と交差しうるが、ゼロ線の反対側にあるデータポイントが逆の影響について統計学的に有意にはならない。
	3. Inh-GAPLAが0.05以上である濃度範囲での入手データのみを用いて、結果を判断している。

