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OECD DIEFRE Dl iZ 9501 F =12

IR MO VRBHRTFI A FESIUVT VAT R N EBHT 500D, BEICKE
BALIEEFME In Vitro REEICEIT A MEEICEDKEBREHSL FS1 Y

XCHIZ

MEEICE TS RBENL F51 >

1.  ZOMREICESSHBIETA 74 (PBTG) Tli, =AM X UK T T=A
BT o4 d=A eI D700, ZEIZIEEBA LIZIREIEMEAL In Vitro iAERE

(ER TA RBRE) IZHOWTHAT 5, ARBIL, = A e UZR/IEK (§F74bb, ERa BX
O/ F£720% ERP) 7I=A FBLOT ¥ =2 b OfERFABRICE T 2 HMAY R X OREEER
WZHAELT 2 W< O ORERGIEN G20 | fERA FEWREN O E 721X HE A& S EO
[EFRAI7KEE 122V T D OECD A X A #E (GD) (1) ICHESINLINY T —va v OJR
ANt > 7= 7= B £ 72 1T BB OB 2 (RET 2O TH D, K PBTG DXL
725 BEE S N2 IR BRE (& 2 B L O 3) (3RkO@ED TH D -

e (h) ERo-HeLa-9903 ffiflatkz W= ZEICEER A LTz TA (STTA) #ABkiE 2). B&
b

e hERa Z# EIZHBL L, hERB 23H HREF 5T 5(4) (5). VMTLucdE2 Alfatk 1% Hu 7z
VM7Luc ER TA #RBkE (3)

[F—DERAEEFEY T RARA 2 MTOWTOHFLEBRIEDRI B LAY 7 — 3 U2,
PEREJLHE (PS) (6) (FIHTFIRETH Y, haEHATRETHD, ZNHIZEY, A PBTG
ZHRFICSET L C, BT SN2 PBTG ICH T2 BT 2R BRiEA2 BINTE B L H 12k b, 272
L. BEERBRIEIT, MRERMEN - SN TWA I L 2R L, AR LEBICOLBINEN D,
KRR A RTA NG ENDHBRIEL., =& a7 U ZRIROERGEIEMAIC B 2 B 5
IZX T DB EOBERFEAOXINNC—HIHEHTHZ N TE, S HICT—FOMAEZIT AN
IZEDFERELND,

12016 4F 6 HLULRME, Z OMIEKIT BGILue ML & PR Tz, BG-1 Milldid 2 %) Geisinger ©
(1998 1) (35) IZ & » THE 4L, RICESTEREA AR FFZEAT (NIEHS) OWFFEHE 51T K o THRE#EA
T HAT2(36), HRERHIRTIZ /e - T, AFEE HAMEM LT\ % BG-1 fil@iciL, BG-1 Fr & BG-1 NIEHS
D2ODEIRDERMRNFET D ENRAENT, Lib (20144) 37) BREmLIZZND 25D BG-
1 28 BLAIEARE O DNA M %2 Z il oo L V. BG-1 FriZMEEo & O TH Y | itk BFICEH
L 72Otk Téd 5 BG-1 NIEHS 1% BG1 b MIFESEMALER CTlid7e <. MCF7 & L MAapk o 28 B2k
ThHoHZENRENT, RRBRIEICHER LoMAakkIL, 49X BG1LucdE2(38) & MEIXN T =23, BifE
IX VMT7LucdE2 ( V] =ZEH{K) b, M7) = MCF7 #iflg) . [FERIZ, ARERBRIEITHLE,
VM7Luc ER TA EFREN TS, ZHUT LD, RRBRIEDOR— R L 72 DAk OB ¥ITE D 503, BE#
ON)F—va Ry, =AM SF Yy PR ba S U EFERE DO A7 ) — = TICBT DA
Bk oA AMESCHE I DR E L,

© OECD (2021 4F)
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A PBTG [CEFNSHAREDEREIRE

2. OECD TiX. 1998 FFITEIERREIHE O—>& LT, NoWr&L/EMEZ AT % Alae
WOHHIFMEDA T ) —= TEIORBROTZDOORBRTA 74 L, BEFO L
DZEET L, FRICER LUETEEZBME Lz, WOWN SUWEREZAT 5/ REHDH 51k
T ORI X OFHIIZ RS9 5 OECD O &kl 7 (Conceptual Framework: CF) (3 2012 4
\CHET &N T2, UAID CF B L OSET &7z CF i, WMo < ELMFE o 72 0 OFEREL S
PRI A RFA NTEHTHHA X ALETHE L LTEENTND®), CEIE5OD LA
JVTHERR S, ENENRIR o T2 LUV O AW FERIEMEMEIC RS LT A, A PBTG T
95 ER #n5EMAL (TA) RBRIT. R S0 RS RS IZ BT 57— 52 725
Finvitro #R) PNEEND LIV 2ITY T2 D, APBTGIE, =& a7 U2/ K (ER) 7=
ZAMBIOYT X IR N EERTE 5 L) e SNz invitro 5 535ME(L (TA) RBRiEIC
B4 565D ThD,

3. TAbuXF L ER EOHAERITT A ba 7 UHlEEG OSSR EL 5 2 Ml
HEE, ER AR ERAE, B L OVEREREICKLER S O E0RM Y v XA OFFE E 71X E
2O L ATREMEDRN B 5 (9)(10)(11), IEF T A ka7 v A7 AORFUTIER 72884E (K
A L AERRICBT DR RS X OVESR OSE RISk 2 A ERER A5 2 RREMED
H b,

4. Invitro TO TARERIL, VAR —¥ —BIz T HEYOIRE 2 KT 25 B IR WE &
DEBEE TN EERZEIC LTS, 20X 9 23 BRIT. ER DX ) REEDK
NZEKRICEIVHEHINL2BEFRALZFMIT LI272DICIASHVWLNLTE L
(12)(13)(14)(15)(16), ZALH1x, ER IZ LVl SN D =X b ar OEEIEMH LIz %t
LCTREINTNDAT)(18)(19), BN ERIZIX, £ Eh ol B LMEINLVREH 200D
FERYTHXATRHY, INHIFRRLIBIE Lo Ta—RENb, TNETNOEHE
%, ETFHIRRRECHAR AT, U o RSB B 72 5 (20)(21)(22)(23)(24)(25)(26), 14
N ERa 1T A2 = 2 b 1 7 IR (27)(28)(29)30) 2 B4 5 7= . ER DIEMAL £ 7213 E
ZHET D7 DICBERETOIEE A EDET VL ERo IR TH D, 5 ORERIT,
Uy RfEE#%IC ER i L (F72130E) T oW ELRETL72OIEHL. £0
BZRAR-V T REASEPFFED DNA JSEZ LA MIFEE L, VAR—2 —Ba 25
EHET AT, ~—V—EHEOMBEBNBHEZMSES, ZoORBRIETIEH, B
ROHVAR—F =SB T 22N TEDL, V72T —BIZEDWZY AT AT, v
V7 2T —RBEENLY T = ) B R TOEENBIE N AT HE I AW RO R T A
s b, TOMD 2L R—Z—DFl L LT, #AEAHES, BOOLETHD X-gal
(5-7uEA4-ruv-A RIUN-HF77 TV R) 2o EHCERMNREREODE
RN RE IR R CTH D B-H T 7 b =P a— R4 5 LacZ &l nEFons, =
nNooOLR—2—%, RO v b E A CRENSZMCEHET 2 Z ENTE D,

5. STTA B XU VM7Luc TA RERIEDONY F—v g VBT, BRI 2 BMICxd 5%
B DY MR KL OMEEMENEIE S N 7=(3)4)(5)(30), FLEHIIOKK A V=38 — % ER TA
RERIEDOPEREFLUEIT . LUMI-CELL® ER (VM7Luc ER TA) BRIEICEET 2 Ck) AERBRIE
DORFEIZBE T 28 THHEZLZES (ICCVAM) RERVEFHIHMEE - (bW EDe h—=X kb m
TFURERT T=A MBI ORT ¥ TR MEMEERT D720 in vitro IRERIEIZFEE S U

©OECD 2021
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TW5 (3), AL OMRERAEIT, STTA B LT VM7Luc TA ORERIEICEH x5 Xk 91
WET SN TV D (2),

6. KRBT A FT7A4 L THEHATDIERBS LOIERET, #iE LIZRRHL TV D,
BFFE L L F TA B EIZEE T S IR

7. INHOREBREIL, A7V —=2 7B LOMBRIEMA T O B TIREI N TS D,
FELOBE AT 7T 7o —F CHEHTE 2ENE R RMtT 526 TED, INBIL, in
vitro SRIZBWTHEFHE N T X b 725K (BR) ISHET 52 L THIESND TA IZx
T A5bDThD, LIZn-> T, invivo TOZRERIIREDNIIWSRDBEHE Y 7 NAGRE &
FENAER A Z DO F FIMFT H N TlEZew,

8. ER %ZJr L7z TA TN W< Gl (ED) OFHEZBEFD 1 D ThHhHEEZ LN TWD
23, ED DAL D AREMO & 2123 hic, () WOWRNOMOSZ FRSRESR R & OFH
HAEH,  Gi) AverEpk,  Gi) REREHE LS KO/ 3R 0T oREH R, Gv) B2
HEER~D R LE L DR, v) BERNSDFRLE DI )T T AR ENH S, A PBTG
IS WTHORBRIEDL ., 20 OERAKFICHIGET 5 H DO TikZeu,

9. K PBTG . {bEWENEML (Tbb T a=2 & LTEM) L. £7- ER K7
B ZIE (FTRbbT o2 a=2 s LTER) 728N T0n5, {EFWEOHIC
X, HRARUEAZERIC T =2 MEMB LT v ¥ T =2 MEEOE F 27 L, BRI Z K
a7 RAKHREIN T (SERM) & LTHLNTWDHLONRH D, Ziud ORERIETREMET
HoTALEWE L, FOLFEWERZRRITHEA L EfEimT DA, ER F5 &5k TR
THZENTES, £7-. ARBRIEIL. in vitro MR OIR S NT-REHEEL ZE L TR FO
TEMEICB T AR AIRMIET D10 & v, N T —v g VERCIEE-E LMEH ST
W EEEB L, REWORBR~O@EAMEIImEI STy, Lz, KRBREIL, £
B E R L ONERG ORBRICHBMICEARETH D, HIHREWICOWTHAIENEZE
MLTT—HE2ERT 556, ZORMIA FT7A4 U 2ZHWDEIZ, A RTANHZED
HENZ A -T2 R A RSNG00, F2. RENDILGAEDOEBIZOWTHFTT 5, 4
HIREMORBROBEIELR S 2561213, 29 LERFHIAETH 5,

10. ZROI-® ., A PBTG IZi#k L=+ ICHEE S - kit TR 217 - 72 34 B D
7T A=A MRBOFEREZER 1IRT, EREABLOTAIZEET D invitro iRERIE, BLOF
T B RS RBR 2 & O AEAEQR)B)(18)31)(32)(3)BHICHSL L. Zh bW E D
5 26 BHETEH ER 7 2= A B IO 8 SDEMMEICHE IS, A PBTG I L=+
INVHRRE S N WRRBRIE TR AT o 72 1S MEOT7 T =X MR OfER A2 2 (2”77, ER
A LW TA IZBET D in vitro 3 RIE: & OARAFEQR)B)(18)BNICHE S &, b0
BDHH 4 OPFEER,/ HEEN ER 7o X A=A MBI 10 OfEWEICE IS, # 1
BLOE2ICEH LT —XICEHLT, 7o A=A T vEBAHDO 1| >OWE (7=
UARY) ZERSWTHUOWEOSFIZELTH, 2 DOSMEERIER T 100%D—HK235 1 |
EWEIX ER 7TI=RA /T o2 ad=A MERIFBEEICE LS GEINTWD, AME2mE
HBIXONRNY F—v g UBRIZEBV T STTA 5 X OV VM7Luc ER TA R l#RiE T I N7-Z Dfthod
LW EIZBET DMl 2 IEHIE. ERTA SUBRICEE 3 2 MEREIEYE(6)(7). Ml 2 (R 1, &2, £3)
W21,

©OECD 2021
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K1 MWM7I=ZRA 7y EATHREBL, ER73=X F (POS) F/=IEEMHE (NEG) IZHFEL-MEIZDLTO STTA KU VMT7Luc
ERTAFHEZDHEREDHE

STTA #HERYE ! VM7Luc ER TA RERE 2 SEDIDDT—F ) —R
w8 CORY | ERIA | by oo | PGB | EREA | pesogee on | TOMOER | UER | cpmmge

1 | 17B-m= A RF VA —10 50-28-2 B <1.00 x 10! <1.00 x 10! B 5.63 x 10712 Fit(227/227) 168 [l
2 | 17o-=A T T —e 57-91-0 [l 7.24 x 101! 6.44 x 10710 B 1.40 x 107 Bt (11/11) Bt Btk
3 | 1To-=F =)L 2 TV —)1e 57-63-6 B <1.00 x 10! <1.00 x 10" B 731 x 1012 i (22/22) 168 BB
4 | 17B-bL R 10161-33-8 itk 1.78 x 10 2.73 x 107 itk 420x 10 itk (2/2) NS NS
5 [19-/0rF7ANATRY? 434-22-0 B 9.64 x 10” 271 x 107 B 1.80 x 10 Bt (4/4) 168 BB
6 |4-23INTx/)—" 599-64-4 (5163 1.49 x 107 1.60 x 10°¢ (5163 3.20% 107 Btk (5/5) REit PNV
7 | Atert-F I FNT ) —L0 140-66-9 B 1.85 x 10° 7.37 x 10° B 3.19 x 10 B (21/24) 168 BB
8 | TEHF = 520-36-5 [l 131 x 107 5.71 % 107 B 1.60 x 107 Bl (26/26) Bt AR
9 | ThZVLe 1912-24-9 i - - i - Rt (30/30) Fati FNY
10 | EAT =2/ =LA 80-05-7 [l 2.02 x 10 2.94 x 107 B 533 x107 Wit (65/65) Bt Btk
11 | A7z /—)LB 77-40-7 B 2.36x 10 2.11 x 107 B 1.95 x 107 B1: (6/6) 168 BB
12 | ZHANBTF AR D0 85-68-7 [l 1.14 x 10 4.11x10° [l 1.98 x 10° B (12/14) 168 S
13 | arvFarymre 50-22-6 i - - i - etk (6/6) fatk PNV
14 | 7AAFa—)L2 479-13-0 [l 1.23 x 107 2.00 x 10 [l 1.32 x 107 51 (30/30) 168 AABR
15 | #A4E10 486-66-8 [l 1.76 x 10° 1.51 % 107 [l 7.95 % 107 Bt (39/39) Bt Btk
16 | YZFINVAFIANRA hr—)L 0 56-53-1 72 <1.00 x 10! 2.04 x 10 [ 1E8 3.34 x 10 Bt (42/42) 752 HeaBR
17 | 72 NEEY -7 F )L 84-74-2 [l 4.09 x 107 [l 4.09 x 10" WPk (6/11) Bt P
18 | =mF T~y 120-47-8 =163 5.00 x 10°¢ (no PCs) [ 1E8 248 x 10 18 F N
19 | =X tmye 53-16-7 [l 3.02 x 10" 5.88 x 1010 B 234 %1070 Bl (26/28) Bt Btk
20 | F=ATA 0 446-72-0 [l 224 x 107 245x10°% [l 2.71 x 107 FE (100/102) 168 BB
21 | ~"ERY F—1 52-86-8 b - - b - FarE(2/2) 2 AR

©OECD 2021



OECD/OCDE 455

|5

2| rrrvza—ne 520-18-3 [k 1.36 x 107 121 x 10° [k 3.99 x 10 Bt (23/23) 57168 FNY
23 | F—mRy0 143-50-0 (1K 7.11 %107 7.68 x 10 (1K 491 x 107 Btk (14/18) REit AR
24 | rhafy—u 65277-42-1 Faik - - Faik - Fatt(2/2) (£ F N
25 | V=2 330-55-2 (=5 - - (=5 - [tk (8/8) fatk PNV
26 | meso-~F A Fm—/ 2 84-16-2 [k <1.00 x 10! 275 x 10! [k 1.65 x 10! it (4/4) 57168 FNY
27 | AFALTF A N RTF B 58-18-4 Rtk 1.73 x 107 4.11x10° Btk 2.68 x 10 Btk (5/6) REit PNV
28 | £V~ 480-16-0 [k 543 x 107 4.16 x 10 [k 2.37 % 10° Bt (2/2) 57168 FNY
29 | /v F ) KLgpe 68-23-5 72 1.11 x 10 1.50 x 107 [ 1E8 9.39 x 10°1° B (5/5) 752 HeaBR
30 | pp-A RFv oL 72-43-5 [l 1.23 x 10°¢ (no PC50)° [l 1.92 x 10°¢ Bt (24/27) 5148 itk

31 | 7=/ e s —e 57-30-7 paik - - paik - [tk (2/2) (£ F N
32 | verry 50-55-5 (=5 - - (=5 - etk (4/4) fatk PNV
3B | AR T R0 52-01-7 faik - - =3 - etk (4/4) (£ F N
4 | FAMRTO S 58-22-0 Rtk 2.82x 10 9.78 x 10°¢ (5163 1.75 x 10 Btk (5/10) REit PNV

iZ : CASRN = CAS &} &S. M= TEJL. ECso = HERME D 50%EEE. PCio (BKU PCs0) =& TL— KIHBITZHBERE (E2. 1nM) IZ&YFERIN
ISED 10% (F1=1X PCso TIEL 50%) DEETITHERMBEDEE,
ER 73 =X FERIFEEWMEICIEE SN, VM7Luc ER TA/NY T—2 3 ViBR (ICCVAM VM7Luc ER TA FREREE. & 4-1(3)) TEMMOFEICER .
STTA & U VM7Luc ER TASER A CTRER L - @M E.,
bR EM E - IR BEDOEOICHEALEVRETHRR LEESREE. 1x10°5M (STTARERER) LU 1x10° M (VM7Luc ER TAEERX) Thot=,
RN FIE., SBINEHBROMBKISH L TEBE (POS) £(XEME (NEG) [ZHEINEHBREREZRT.,
IR FAFVERERBTA-ODREICHEBA LEESEMSLE (TA) HE&L - hER-HelLa-9903 Mifatk £ AL\ FIR FAS URBF aZNLIzLIR—4—
BEREFRBEOERTNAN)T—2a vB L UHEEMNAYT—2a VOREEETHRE S NIEQ)
2LUMI-CELL® ER (VM7Luc ER TA) HEREICEIT 5 ICCVAM SHEGAFHAHREE - ER7I R FBLUT VA TR FERET 572D in vitro 3HE&%E(3)
3319 ECsofiil&. VM7Luc ERTA/NF— 3 VitER (XDS. ECVAM & & U Hiyoshi) 3)DRERMESRMNOIMESn-EZANTER LT,
ER 7OdZR MFFEME LTOREEIE, ER #£AH KU TA RE&EIZET % ICCVAM Background Review Document (BRD) (31)D1&#R. 7% 5 U ICCVAM
BRD MSETRIZAR « BT S =3XEK(2)(3)(18)(31)(33)(34)M b B LN - EFMICE DUV,

JEEC - A PBTG ADFHABREICIIR CRIEMEE DL, —MORRTIE., TLTAELEHBIMMER S NGV =8, ECoANEHTELRLY, STTABREBEATIX. PCrofE
FEELGRAEMETHASMN. PCx Mo FRGERERONDELLHPLH S
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£2: M7V d=R 7y tEA4THEBL. ER723=X F (POS) FIXfEM (NEG) [THELEMEIZDOLTO STTAB LY
VM7Luc ER TA FHEREDFER D LLER

ER STTASRE% ' | YM7LUcERTA BERE ICCVAMS ;
MES ° CASRN : ERSTTA®R | '\ 4 yz MeSH WEISRT
ERTA ICso ERTA ICso HOEE" Preet LEMEY X HR
EHE | B (W) E | E W)
o |BEPRFYETET | G4 | g | sorxr0t | M | 208107 | iz e BAEAZ (R EES
2 ;gj Jahl 7Yh | 5208 | m#E | NolCw Bt No ICso it Bt & SEAILED ERAER. KAY
3|27z FURbY ST | mr | serx10c | - B Bt Pt 27a4 K EXR
4| saecozomms | SO0 | Bt [7.86%100 | Bt | 119x10° | sRREBH B BALKE (BIR) EXS
5 | 8EX Ty 122?10' BiE | 4.91x107 BiE | 8.17 x 107 21 21 RAEkFE RO T
6 | 17BTRAFSOF— | 50282 | Btk - B ; BECEE | BEEEE Z704F EEG. DNAEES
7 [ 7E7=> 520365 | &tk - =it - ik ik BRBILAD BR. XAW. EERPEE
8 | 7r5oy 19122 e - Rtk - ratt Rtk & EREILEY el
9 | JANLEDn-TFIL 84-74-2 (=43 - [=4k3 - et et IRTIL, 7RIEE e¥E RS . Rk, ATEA
UL 4
10| 7xruEL B0168 | paps . Rt . wpm | mirews | oonLon BV B
1] 758 525-82-6 | Iatk : Rt - e r | mirenwr | 700N ax XM, EES
12| ILEIER | : Rt - Rt Rtk & e FIE EXS. BNREES
13| FzzF4 > 446-72-0 | Ttk : it - Bt & e it 7 5*;%;,3%* o® EAY. EES
14 | pn-/ =TT/ —)L | 104-40-5 | &tk - EE - REER Xt Jz/—)L e PRk
15 | LARS bO—)L 501-36-0 [E4E - [=4k3 - FEMEEHTE et ®AEKF FRIK) KR

B&5E : CASRN = CAS Z$3&S. M= EJL., ICs0 = HEMED 50%EERE,

=

AERT7UA IR FERLIFEMEMEICIEE SN, VM7Luc ER TANY T—2 3 UERQ)I) TERMDOFF@EICER L1z, STTAS LU VM7Luc ER TA HERE THER
L/T::/H:'E%go

b MRS E LA OICHIBRNE KRB THERL =
"ERZNLEEMEZRET S-ODREICHEBALLESEHCRAREZDON) T—2 3 VBREE. /\—FB(2)

B = gk

EX 51

ElE. 1x10°M (STTARERZE) £&U 1x10° M (VM7Luc ER TAERERE) THo 1=,

©OECD 2021
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2 LUMI-CELL ER (VM7Luc ER TA) FRERZICEIT 5 ICCVAM BREREFHAHREE . ER7I=X B LUV T7 U2 T=X b ERITET 518D in vitro FERIE(3)

3 14 ICso fEI&L. VM7Luc ER TA/NY F—< 3 UikER (XDS. ECVAM & & U Hiyoshi) (3)DiRERMERM DHRESN-EZRAVTER L=,

4 ER STTAEMIE. ER#HEHER. FEFEMEHEBRO CERIDBET—2 8L UARXEMN SBESNBERNSHE LT2(2)

SER7UAI=X FERIFEMEE LTOREEIE. ER#EEH KLU TAREREIZET 5 ICCVAM Background Review Document (BRD) (31)D1&E$R. 7% 5 UIZ ICCVAM

BRD MSETRICARK - BT S =3X#K(2)(3)(18)(3 )M o FE SN f=FIZE DL V=,

CEEMICROLNBELEIN-PEETCHIRBEILIEZREROEFZHLIEER (MeSH) ZRHWVT, {tEYEZ— DU LOLEYESEIZHELL:
(http://www.nIm.nih.gov/mesh & Y AFw ) .

T XEENMEFREEOEEMET —INVIEAVT, ZRELEWEEZ—DOULORIHHEICHE LTz (hitp://toxnet.nim.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB & Y AF

aEE)

©OECD 2021
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ERTARERZEZNDEHEESR

B ZEDP BB EF
11. $PMGMAIOUL®IXFDf/EKIV}/%@ﬁ@TT BEICEEBAL
7o FENEME ERo /R L OLZEICIEBRA LT LR —% —&n R %2 V5 T

BRI S D, 72720, ERP 72 EDOMDZRENFET D ATREMD H D, 16 133BRiA
DA ER TH D,

HRYE

12. BT I=AMBLOT UV Z TR N7 vEAIZONT, BRSNS RIEEDOR
WAFHT 5 Z &, MBI U T, AR (BRMER IR, AR X ORI 13X, 3BRIE
DB T CTEEFI L TWD Z L OEELE 22 | ERBELEOKBEL 25, 2 b k@
EEOEBROTFREEED—EHTH H(1),

BER i EEEFIE

13, MRS EEEI O A B L CLEEMFL, ~M1 a7 7 XA~ EF 0w (Teb
%\%%%%ﬁ&w)ﬁ* ZHEFF L., BIF SN D ER NMEMEDINE & BRI R 9 8E ) & #iE
FFTaXoicd 520, FRBRICOWTCREHEH L7z & B0 IR 72 WE BB TIE 2 5253
%, TOEMRFE MR I OMMOBEME (BEE., B, VA VA7 E) 12O TRl 2
S LIRS B,

BB D E R EIF
14. A PBTG! ﬁo<m#hﬂ@ﬁ%&f%ﬁ@m%w %ﬁ%#éw . SRBR G R Y
:ﬁ%%@ﬁm BRAELZGEAT 2MERNH 5, Kl ﬂf%&%?ét

%3_$¢t¢4@2%r%;% 17:%xﬁ7/t4%§mb F 4 D 10 DE R
f%;% ECT A A=A NT v A 2ET 5, RECROISEMEIL, HAEMHRYE DR
BRICK > CHiER S NG, HREMHRWE DO —EIL, ER TA BROMERERUEG) I RTSRY
BOV Ty hThbdH, ZNOLOWEIFTHRSNTEBY, ER7I=A MEREFT =X
REVE & IR B#E T 2L EEZRETHHOT, ER7T A=A MBLONT X A=A MZ
%ﬁéhéﬁmﬁﬁl®ﬁﬁ(ﬁﬁb% FRVL~F5VY ) Ao L, A ST, EEVERERR

HoRBRIX, HEZE zfzﬁuhﬁwﬂb%m¢é KB AR E 2 1IE L 0% (BBitE
/&i)?é LIZk Y, HAENGEH SN D, HAERERRERIL, SEEPRBRLEEZ S
BT BRIV IR AT MERH D, MIBORHIC L > TiE, Zhb0H ﬂfﬁ;%%@#
%ﬁsmmqkbf%%L\Tﬁ:x%ﬁ;@?y&ﬁ:x%@ﬁﬁkbf@ﬁ%T¢T
DD, L, HRAEFMIIHEH T REBEMOEERIEMIC L - T, HRAERZEYE %%
3BLIOFE4IT5EHELTWS,
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(M) 2 (M) 2 (M) fE (M) 3 =eimeE (M) 4

1 | GITMATACR M 56531 Bt | <1.00x10" | 204x 10" | 10™-10° | 334x10" | 3.73x 10 BibkE (GEK) BIRAEES

12 [17a-TR F5SF— | 57910 Bt | 427x10" | 6.44x107 | 1077 -10° | 1.40x 10° 3.67 x 10° Z7A4 K EER. BNAEES
15 ;’Les""\jmx MR 462 Bt | <1.00x 10" | 275x 10" | 1011-10° | 1.65x 10 370x 100 | PIEKE (ifjt) 7| EEs. BMRERS
11 f’)eb””r 7FNTIN 440-669 Bt | 1.85x10° | 7.37x10° | 1071 -10° | 3.19x 10 4.85 % 10° Jz/— {2k

—— —
9 | #=zFqY 446-72-0 Bt | 224x10° | 245x10° | 1011-10° | 2.71x 107 370x10¢ | 77T '“% BREES | xam. Exs
6 |EXTz/—LA 80-05-7 Bt | 202x10° | 294x107 | 1077 -10° | 533x107 4.38 x 10° T/ T
— —

2 |ryzzo—n 520-18-3 Bt 136 x107 | 121x10° | 1071-10° | 3.99x10° 349x100 | 77T '“% RS e
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£ : CASRN = CAS &8 HEE . ECso = HHERME D 50%FAMEE. PCro (B & U PCso)
TlE 50%) DEEERTHEMEDRE,

=RBTL—MIBTHBHERE (E2, 1InM) [SXYBHREINEED 10% (F1=(3 PCso

TER7I=X FEMICET AEMFELIEEO DX, ERFEEH LU TAFKERZICE T % ICCVAM Background Review Document (BRD) (31). 7% 5 UNZ ICCVAM BRD MET
BIZARK - B S =3BHER(2)(3)(18)(31)(32)(33)(B4) M o B O N =REMNT— 2B LU ZDMOFERIZE DLV,
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A DGBE) ZEEMISGHET 201+ THDZ L (Tobb, A&t XU .

o JLUET A hu L OBIRILE OV LR —IEEDS . WL (D) KR L R L TR
BIECHESNTEHIEMEL ETHY . + o EEEZMHRTED L, STTA BLO
VM7Luc ER TA #BRIETIL., ZHUTIE T L — FOEREEIRO 45 TH 5,
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ED : N~ < EL
hERa : & F— R b a 7P U2 R/IK a
hERB : &t F =X hua 7 U2 KK B

EFM : =R ha P oo a7 0E, 45%F v a2 —V,/ T X% A b7 UAELFBS, 1.9% L-7 V%
2L 09%R= Y VA ML AU BRI U E Ry aiE A — ViR (DMEM)

ER : =R h a7/ U BIK
ERE : “TA fa UL A b

TR buaFUEE  ALFEWE N T A S a S U RIS LR DI L, 17p-=
2 NGV A— LB LTS, APBTG TIZhERaZ /T L7 X b A U iEEEZ T2 2 &2
ARETH 5,

ERTA : — & b a7 U BRI GIEMAL
HeLa : ~3E b b b= SEEHIRR

HeLa9903 : hERa & Vo 7 = 7 — B LR —% —8BIn 2L EIZFEB A LT- HeLa fiilao4%—7 7
0°—

ICso : BHEAEH O & 2 W5RWE O 50%E8 i,
ICCVAM : (REFFRBRIEDOMEEICEI T 28 ITHRELRBE S,

MEFR Fﬁﬁﬁﬁlﬁ HRE 2R b B 2B iax 25, [Fl— DO FNEZ AW TR —OWE 238 L
TS EIT, BB LUCENICFRROERN -6 S ﬂéﬁf@ﬁ'};{o Mk [F BRI, SE1T N Y
7*“\*“/ 3 UVBRONY T =329 COBRRIZEW TR S 4L, BRI ) CRlBRiE 2 B is T =
HAEFE A 7RkT, "Inter-laboratory reproducibility" A, ”between laboratory reproducibility" & & 5 41
%(1),

HERNEENE : [ —RBRMEEANOHEERD SN FD, FEDFIEZ W TR 2RI [F

CRER %2 HBLC& 5FE OHE, “Intra-laboratory reproducilbility” @ i | "within-laboratory
reproducibility" & & 50115 (1),

LEC : f/PARREE 13, IEE 2/ L ST OB BE ORARIRE  (FIRFAE RIS L TiE
ERPFATIA B R R DY E ORANRE) D &

BB RBR : MEEDMTONIFAE S-S HGBRE S ISR - BEEEAYIIAML L 72RUBRIEICBE 5%
HEERHL, BLEEBRIE L BRIV b D,

MT: AR2BFFRA2

MMTV : ~ 7 ZAHRES 7 A L A
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OHT : 4-t Fua X ZEFT Tz
PBTG : "EREICE S HABRIENT A KT 4

PC (BBIEXHR) : AREBRIENSEUNICHERE T D Z & ZRAET A7 DI TR CoORRICE N A TE M
DFRVVIE T, 17B-= A M T U4 —ILINEFE LU,

PCp: 7 3=A N7 v&A CTHIEIN/=IEENR, &7 L — FTPC (STTA #BR CTiX 1nM @ E2)
WXV FHR ST RKIEMED 10% & 70 5 B E D& B,

PCso: 7 A=A N7 vl A THIEINZIEMEDR, £7 L — FT PC (SLRABETHESNT-2
FRJEFEC E2) 128V B3 SN KIETED 50% & 72 D BRI E DR,

PCMax . RPCMax 75_’%%5;%}'3‘5 & ‘é( O)%&Sﬁ%g@]}%g

PEREEEYE : NVU T — g VIEARBRIEICE S X M B XU EEE L TV ARIE IS
RERIEN, NY T — 3 VEHRBRIEICICET 5 2 & OFHERIL & 722 5 KK, (1) SRBRIEO AR AR
REFR. Q) NV T =V a VERRBIEOMRENTFREE TH D Z AT A oI ERA S L
LFE D HRIRSN TR/ NROZRIEFEMEO— ., BLOUQ) &/ BROZRIbFMEO K%
FAWTHHI L 72356810, R SN BRIEDSGEA L2 T /e 5720 R ) F—o g i AlBrik
TEOLNEZS O LR L~ULOIEMIER L OMEEEO)RAE EN D,

BRERRYYE  MEREAECE ENIZEME O T > T, EEL IR BRIEICET S
HRmBe /1 2 GEA 3 2 72 OB M CE 2 b D, D OWE OBRIRILAE L LTIl F,
IGEORHERETHILOTHDZ L, FIRENTWVWALZEBLIOEMERBRT -2 R"H 5 2
LR EBRET NG,

BRE : RHOWEEZRBRT HANCFEAES NS, BRIEAEUNCFEwET HHET,

HETZ FOYY (BEXME. PC) :17-T X +F5 ¥4 —JL (E2. CAS 50-28-2) ,

SRIERE  BRIEDOZ LM Z AT 5 T2 OICH WL S HUERE, 178-= A N 7 U4 —/LiX, STTA
LY VMT7Luc ER TA iRBR O S RIEHETH 5.

SRERERE . A PBTG DR & 74 HHERIE,

R B E R RIZRDEM & OBfR. BLOZORBRNRED ARICK LEKRER L, A
MATHL0EPORREZRT HGE, BB ROAEYFIERZ, IEL <HEEE TR 2
BVWDZETHD, AT, RBIEOEMRME (—8E) ORGENEEN D),

Bt . Fl—o 7w bavze o CGRBREZ i L7256 sk N KOsk TR I/
BURTREZR A WA R TR, BREMIE, s Es L O BB 0B X VS D,

RLU : fHXI3E &
RNA : ') Ri%EE
RPChriox : TBRVEIC L > TIHESNDIHERDIGEL L THY, F—71—FET 1 nM D E2

WL > THEINDIEICKHTHEIE (%) TEHIND
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RPMI : 0.9% =Y - A ML T h~A 2 0BLO80% 7 U HRIEIMTE (FBS) Z WL 7~ RPMI
1640 £zt

SV BBREDEYZFHHBRICE T HLZHNERZTM I S2EMNDRERR, &5 vIF. XBEDOH
D T—Lh S REICENMMI-HMEOER I L TERET S 1 DOTHLIE-ERTH S,

BIL=5Y: EROMILI-ERT, JOT—ILOMIE, FICHRLEZEEMEZRANT,
AMOBEEEFEHMNDRAE Yy IARLBICER L., HABREOENFIRBRICHT HLFERETMT
60

SD : 1 UEfR 7=

RREE - URICE Y IEL S SN TN TOBME AEEME O G, KO ENFLND
REBIED IEREME 2R RIETH 0 | SBRED 242 I 2 BRO EERMREIEA TH D(1),

RRE  WRICEV ELSDBEEINET N TORE  RNEHWEOEI G, KoL RIEFD
N RMBRIED EMMEZ RTRETH Y, MBRIEDZ Y2 T T 5O EE L MBFHEE Th 5(1),

BRENFERBA : ZEMITHIINT ) DTHIATe X 9 72705715 T DNA Z Mg A LT
e, WEBASN-BLEFOLRELEEAZLT-07, BEMIIEEBAL-MdD 7 a—
WX, BELTZ~—h— (G4I8THME/R &) 1Tk » TGEIRT 5,

STTA RERE : WEIDIWEB A LT-in i iBREE . HeLa 9903 Mk % F v 7= ERa #5595 M
{bakBRiE,

R FFEORBRIEEZHWCTH—DRFEOWE 27T 572 DICEi i I D H 55 FHERIEE,
ABR T, RBRE P OB E OFROT A b, PIEMIEHZRE T >, T X TOMLEREAEN T
V. T AN, SWEGE. A ENEEM A E OB 5, BN T TS L BE
(R BB IR O 08 TR, NEMEEZIIAEE) DNaREs b, ZONFEIE. AL
7= IER X OGS AL 2 E k3 2 I oHEEMIC & 0 FElT 5,

W& : UN GHS(1)DO SUARIZB WL R B L O (bR ERIREE T S nS 2 L, F
TS OB EEEZ MR T A 72O ER2RIMB LOMEH S - TENOA L 2 R iz &t
BETRICE S TELNDLZ L, FEL, WEHOREMIZEEL 5 21~ VA2 2bEE-0 7
% LI BT E DRBNIRRL

TA (BEFEMHER) : A oo O R ba P U FIR~OFEE 2 8 ORE DILFER)Y 7 v
12t U 72 mRNA & Rk O B bG

REXLE : PBTG O RICEBWNT, RERIE L ITRBRIEN A R T4 T ST PERE L HE AT 72
T ETHEDEROONTZHEDIBD 1 DThDH, BRIEOHERERICIT, Bz, BT 5
WSR2 £ O B E OFMIRER, BR A T A28 E O, 7L — FORESM. WEBRE o
BLOFR, O NCZ0Mo WEEBICVLEREBEBS LOMEET LT — XA T v 708 Eg £
b,

85 : mRNA &%

UVCB : fAS R EIFEIL LY LMEEME ., ERLTRELERYE K UEYHH
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NYF—v g VEZRBRE « FrE O BRI 2 BErE (EMEVEZ 5T) 36 L OMEHEME & feid
TN F—a URERE T Lzl MEERARBRIL, RSz Brvicx LT
IEfEMER T OMEHMED S CHFAFRE L T2 D0 E A L CWRWATREMER & 5 Z LI
I,

NYF—=vary EDLNZHIICH LT, FEDHEK, FHik, FIEE 2 I3FHGEOERM &
Béﬂ PEZ S92 FIE(D),

VC (BEEXTR) : #i8E s L OBRIEEORIRICH W DL, W LT b mE 2 & £ 72
m%ﬁ&bf@ﬁﬁ%#é

VM7 : T A b a7 o 5K &2 NIRPIZ RS BL 3 D AR SeA L g fi i,

VM7LucdE2 : VM7Luc4E2 #ifatkix, =& hu y%iﬁﬁi@ﬁﬁ@;ﬂ (ERa B LT ERB) &M
RIIZHBL L, 77 A X R pGudLuc7.ERE TZLEICIEEB A LT VM7 A3 L b kISR
k5, 2077 A RITIL, 797\?%?4»7\ (MMTV) Zat—4%—@ Efifich b A
Fa P UGB LA NEREINN Y T 2T —PBIGFEERTLIEMAY X7 LAF Roa
=N 4o0E5FEN 5,

SRREtERT IR« AABRIE N EUNICHRRE T D 2 & A RAET D720 T X TOMEBRICE £ 5 SR EL?
WHE ) A b BERIRENTiEIEO5WE,
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1B 2
hERa-HelLa-9903 #ifatkZ# AL N={LEPDE
DIRAPAFOPI=ZR MBSV T74E T
“AMDEHEREDEHD., TEICKRER
ALE IR OGS UZBE-a EEBEFH
BRIk

MHRHEEE S UHRBRER (1 R—20 I—RBHGTHE] 188

1. ZOEREEML (TA) #RBRClX. hERa-HeLa-9903 fifatkz HW\WC, v b= A b %
BIK o (hERa) %A LtIXFuﬁ/TﬂﬁzFﬁé%&ﬁ?é]ﬂMH&MMBﬁ@%%%
WTC, E b= a7 rZR/Ea (hERo) ZHh LA a7 2= bBLIOT v 2 d=R
N OIEMHEEZ RN T 5. B ROLTFYEFAIFSCEAE (CERD I KDL EICIEBA LTI-IRETE
AL (STTA) HEBEOANY F— 2 ViR C©, ZORBIEOBEXRT 5 BOZ 4l X OEHE
PEAISERE S A072(1),

2. ARBRIEIT. (LR EZ U RRA L MELTHIETAZEICLY, hERa Z/h L7- TA &
BT 2 X OICEINCEREF ST D, LvL, 1 uM 2B 2t A b a7 R E Tl
N7 2T —R LR — % =BG ORETEMALIC X B IEZ R MER L 7P ARG ST
W5(2)(3), HEISEIRIL, ER ROEDOIEHALMEKRE TR Z 52 E 2R L TVWDHN, LT
=7 — P UL R—F—BETOWHYMET 2 s a5 U BRREEM (LA o X 29 L b D EiEEE o
T 2 s a7 £ I3EPEAEm TEOND LY T = T — BB, ZEICHEBALL
ER TA RBRIERICEB W TCTHEEICHRETT O LERNH D (F8k1) .

3. REBMTARREBREZFERT LEIIC. T—RMLEHEE] LU TER TA BERZEDEME
Fl (1~14 R=2) 250 ¢, FEBRENA FSAVTHEATIEES L UBKEL, #5E 1
[ZEE&E LTS,

FEBREDFRE 1 R—20 [-RMLGHEI 1288)

4, ARBREZ. =2 N FUSZKIEKE YT ROV T FARESICHWS, Uy REFEET
LDl ZRE-V T FEERITHIEE~BITL, £ 2 CTRREM DNAJSETZ L A U N EREE L,
REANNY T 2T —BDOUR—F =B 25 T2 LT Vo7 =T —FPEZEOMIY
W%ﬁ%%ﬁMéﬁé N7z )R, vy 7 27— BEERIC L Y B CoEERIEDN AT
REZREMF NS OB SN D E Th D, V7 =7 —BiEMZ, fiIRENTWAEEL D
ﬁ%%/%%%wé TR, DORERBEHTHET 22 LN TE S,
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5. ARBATIE, b b PESHESGHRICHKTILZEMITHASINTZLLTO 2 DOREEY)
% £$> hERo-HeLa-9903 Mgk % VTV % : (i) hERo BEERY (EeEOv MEREKE a—
F42) BEXOG)~TAAZ T4 Fx A (MT) 7BE—HF—TATA T L A NI K-> TEE)
XA, EFruaF=ro A aF UKL A (ERE) O S AODX T LY E— N2 H
TAHRENNLY T 2T —F LR—F— Y, ~ 7 2 MT TATA BLAHEEWIL., KB OMRE
HIHZEMNRSNTEY, RUIHEHINLTWS, Z£D7=d, Z O hERa-HeLa-9903 HlfaLk
I, #EERE N hERa 290 L7z /vy 7 = 7 — BB R R B OB L 27583 28 ) 2 [ET
HT EWITED,

6. EBER7I=RX N7 vtADEE, T — XML, EYWEIZE > THERINIZRRIGE L
LS, BRI (PC) TH D 17p-=A T P4 —/b (E2) OERKFE (1 nM) JEEIC L D FE3
SNTT T=A MEED 10%LL ETH L0050 (T705 PCl) IZHESNWTITH, ERT7 & A
=ANT vA DA, T — X OMRIX, MlREEOR WAL, 7 ar ha—L (B2 O 25
PM) IZX VBRI NTZIEEND ., INED 30%LL EOTEEK T 2R3 E N ESWT o, T
— X OfENTE L OWEPRIZ OV TIL, BE 34~48 TREMIZEET 5,

FIE

i S

7. RERICIE, REICEEB A L. hERe-HeLa-9903 Mk & HI %, Z OMfakkIL, JCRB
(Japanese Collection of Research Bioresources) #fid/ N2 7 226 WEBEHGEE (MTA,

Material Transfer Agreement) (Z&4 L72 E CAFTTHIENTEX S,

8. HERICIT., ~ M a7 I X=E2E5FER NI ENERIN-MOLEHEHAT S &, RT-
PCR (U T NWHA LR AT7—BHEHENIG) (X, v~ 27T A< @ % @ TRIBT 572912
R RE FETH H4)(5)(6).

HHRaRR D2 E M

9.  HMNMEROLEWEET=H—FTH0, TA=ANT v A OSREREL LT B2, 170-T %
N F =, 1To-AF LT A RATo Bl ORarvFazrsTo 2L, RBRER &2
< Y 1A, FLIORTREBRBEE®GMICE T 28R B E A2 E L, BRIEE LIOR
FTHRER L —F LRI IR S0,

10 7UAA=ZART vEADBA, FEF L T2 ETNEI RO 2 SOBREERED 7L
RIEISEMMRZ AT o CTRHZE S D, 20 2 DOALEWEIZ O TEHIENRIED D E MR 73
Bt —To0LENDD,

MR & OERESRM:

11, M, 60 mg/L OHFAEME D F~A o BIO 10%DF vy a—/L « TFRAFT ULH Y
VIBIRIMIE (DCC-FBS) ZiMUL7Z, 7=/ =L Ly REGERWA — 7 I)VE/NVIER:
(EMEM) T, 37+1°C ® CO» A v F 2X—X — (5% CO,) W THERFT 5, MEELN 75~
90%IZE L7725, 100 mm OMIfEEGET 4 v =212, ImL $729 0.4 x 1051 x 1054, 10mL T

2 JCRB #iig/N>% : T567-0085 KBRFARATFEAH S E 7-6-8. MIITEBCEAEREBMER. FAX ES :
072-641-9812
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3D, MIBEZ 10% FBS-EMEM (DCC-FBS % s/l L7= EMEM L [RIU) TEEL T H, 1x
10* ffe/ (100 L/ =)V) OEET~A 7 a7 Lb— O U )VZHERET 5, KRIZ, Mz 5%
COy A VF a_X—H —|Z AN T 37°1°C T 3 KA E L Tb., (bW E~DOBELZITH, 7
TAF v 7HRBIZZ A Ma T AR B TT R B0,

12. WWEOFEEMEEZMERFT 2720, MIZERRAEDRENDEY M L%, TR A Oflfa i
SEFES I T 2 AREL R S, MERIEIERT 40 (REE 2 720 K 9129 %, hERo-Hela-9903 #fifa
MOWGE, ZiUL3 s AR TH D, 7272 L, REU R TR LS4, MidorEiER
KFI22E0b5,

13.  DCC-FBS [3f§k 2 OFc#Ha@m 0 (R 50, TRMAEATTHZ LB TE D,

PR

ER 7I=X F 7 vt 1 DIGIHEE & UIEIED SR,

14, HEBATHS LORBRPIC, WEOBRARTA MrSF Y (B2, 9= bayy (17e-m A k7
TF =) [ FEFIZFEWT A=A (1Ta-AFILTARNZATRY) BIUOBRHEDE (a1F a2z
Tuy) ZEURRECHO CRERDOISEMEEZRIET 20 ERH D, N T —a VRER()T
BONTETREOHEAZE 1 17T, 2D 4 FIEEOZBALFEMEIZ OV TRIRHIAT 9 MGk,
FEROT=ONTATV, FERDRE O RFEHNICIE S 720 R 5720, b LIE Lo 728
AL, FREELZ o RN ZHE L Gl B EoRBE, g mE o b,
BBIWREORER L) | BBRa200 Ed, FREELH- 728481215, ECso. PCso. PCio D
EOIXO DX ZHR/NRICIMA D720, FIZFE UMEIZ#H LTI EZITH) 2 ENEETH D,
3D S BAEREIZ L D PCo ENTRIEENICINE S & & biz, B IS5 PCsfEB L
ECso fl & F 7o iF AR IEENICINE S 2T NIER BN &, 4 FEOSRLEWE %2 W= [F
RFIPATIRGIE 2 25 2 & 10 (BPBF, MR ORRE, HIi# 72 EOR—&M4: FCTFEM) (21795 2 & T,
RERDOBENSR I ND (X 1SH)

ER1:ERT7I=R 7 v OBREHREOHFREOHH

L E 4 logPCso logPCio logECso L ARL BRI

17B-=A F 7 ¥ F—/v (E2) -11.4 ~-10.1 <-11 -11.3~-10.1 0.7~1.5 104~ 10%M
CAS %75 : 50-28-2

170-= A F T F—)L 9.6 ~-8.1 -10.7~-93 | -9.6~-8.4 0.9~2.0 1012~ 10°M
CAS &5 : 57-91-0

aNFaRTa - - - - 1019~ 10*M
CAS %75 : 50-22-6

170-AF VT A RAT 11 -6.0~-5.1 -8.0~-6.2 - - 101~ 10°M
CAS %= : 58-18-4
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ER P22 IT=X FF7 v t1 DEMSL L VBHEDSBIZE

15, RABrpiB X OB, WURBREOBENE (XEXv 7o) BIUOBREYE (7v
#3IR) FHWTRBARADISEEEZRIET OILERSH D, N T — 3 VRERO1)TE L LT
HEOHPAZE 27T, 25D 2 >ORFESBIEREL K ERICEDRTUER 5T, Ok
RITEE R SINTZ BV ICIEMICHE SN2 T IR 6720, b LIE o2 5E1iE, &
Wi l- e o - RHRZHE L GRIROBE W FORE, iEeHAEME O BEB L ONEE O
M7 L) | BBAESCVET, S5, BEWE (XFEXT 7)) OICHEEZHHL, £ Ok
RIIFTEOHFRBENTRITIUZ R 5720, FREEEZH- - HBAICE, IC mEDIXL & %
BRI 2 57280, WIZE UMEZ A L IR 24T ) Z L NEETH D, FER BEL
IR O LR, B 70 E DR —SME T CTEME) ICEH L& 2 >ORBESREREIC L0, Bk
DRENTHERSND (F2E2R) |

R2:ER7PUATZZA M7y EAD2ONSRIZELDEE S L UHFEEDHEH

(L 4 o LogICso B
RAEX T [ -10 5
CAS %5 : 10540-29-1 ICso D FLH 23 B 3942~ -7.596 107~ 107M

L2 3K EX
7! &;:h EM& 1010 ~10°M
CAS &5 : 13311-84-7 I1C30 DB HIFZRE

[GIEXTIEH £ ONBIRATIE

16, BER7IA=A L7 vEA4 (InMDE2) BEIWRERT V¥ T=X 7 v&A (10uM D TAM)
DR (PC) 1E, &7 L— M T3ELL EREBRT 5, #BRWE ORI T DI,
K (VO) & LTA 7L — T 3R ERBRT S, 20 VCITMA., PCICHRIE & I1T R 5
W AT 584, PC LR L— bk ETHO VC % 3 [BILL BRI 5,

ER7I=ZX 7 vt 1 DRBEEE

17. Bt 1nM D E2) Oy 7 = 7 —BIEHEOEHEIL, &7 L — FDOFEVC D 4501
ETRnER G, ZoRAET, N F— g UERBROFEE B OEOEENE (el 4~
30f2) ICHASWTEHRESNLTWD,

18, HBAEOMEEFICEA LT, FEEPC (1 nM @ E2) @ PCiofBITH Y 3 2 FFE 5 5R1%, [FRF
VC OFEERDOME (=1) @ 1+ 2SD ##B 2 TWRITHIER S0, BERIEN AT D012,
PCio fEITHERHRNT & bl U T B e T — X BT & B 9~ DICRSL O REMEN & 5, FEHEAT
TIXAEBEMICET A2 ERDPEGOND D, T IR I E S EBEMRTREMEICR L TIEED
72NT A= TI W=, ERIAMATFICIES E 0 FHH TR,
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ER7Z2ZI=-XF7 w1 DBERE

19. ARXA A rvarira—/ 25pM E2) OFHNL T 7 =T —BiEMEE, £7L— FDFY
VC O 4 fFU ETRINIT RS2y, ZoHEHET, NY 7= a9 CRBROPHEE B OfEOfFHE M
IZEDWTRESNTND,

20.  ARBRIEOMEFFICE LT, 1 0M © E2 OFMAEREIRME(L (RTA) 728 100%% 48 %, i
0.1 p]M~1 pM @ 4-t R ¥ o ZE% 27 =2 (OHT) HEED RTA 7% 40.6% A0 TH Y . 100 pM
DYF b= (Dig) @ RTA A 0%AI TRFIUTR B2, SBRHxIT, MBRiEZRET DI
OHT TffislBRICE SV COHTIREAZEIRTE 2, FEXF T 7= DICE G D, DT XTDOH
AR LA RE AT - TR H D,

HABRERDEREIE (KRBT FS51> (8~15 X—2) DEZE 14 %45 U/« ER TA BB %
DIEFEF» DEI LLUK 4 ZFF)

B

21, kR 7eBEMEXTHR. BEMEXEREBS LSO EIZEA L TWD b D L RERED U A F /L ALK
¥ K (DMSO) F7-IHEUARmAlZ R VC & LTHWD, BRWE 2RI 52 ENTX,

AR RS & IR R AT RE AR AN BRI 2 VR 5, WU VRIEEIE, K, =& 2 — b (Rl 95%~

100%) X UDMSO Tdh D, DMSOZ WV DA 1E. BEN0.1% (viv) B2 Tixe b,
WTIOEBEIZ O T, IR REAE CHlREEL RS, RBOMRICHEE L2\ & &2 5L
L7 iud7e 57auy,

HEYNE DHR

22, —RIZ, BEHITTHIRT D720 OERE RS 57201213, #BWE % DMSO % 7= L) 7e
VRRNCTAMR U, 6] CEAAIZ FIVL T AR 1:10 TEEBERATIRT 5,

BREH £ OHIfEZFE : BERED-HDEFT

23, TPIHEIREBRZ FEME L. BB I HOWTHEE R EERE A ET S & LI, Zhb
DALY RS L OIS EORMBERH 2082 a2 iR+ 5, £7. 1 uL/mL, 1
mgmL F72X 1 mM DS 5, HEWVIREIZHT-2 b0 RERE L LFEWEORBREIT D,
TR CTRE O DT IR B DR F 7o IR E O R anic 2% . YIRIOMEER 7 > % Fhi L,
BRRHFREE (1 mM, 100 pM, 10 pM 72 &) 225 OB PEAIRIEIC L 0 AL FE 2 Bk L,
@@%mw F TR EEOMEO A E AR T 5, 2 BH, LEXAHIE 3 EIEOMERZ
NZBW T FWE ORE Z @M UNC IR U CREISEIRZ S DICRAFITHEE L. NEMEE 722
L, FloTEE M EEE S R T E RSN IREZ RN T D,

24, ER7 A=A FMBLOT U H A= MIHOWTIL, @BV L-ULOfifaEERH 5 &, SR
R TEA RINEEARBICA LS, BOONRTIHAERD L0, T — X &fIRT 5
%K@%EKAM%%%ﬁ%éoM@%@@ﬁ%%i&mwﬁ@éf%ﬂ%?é%ﬁﬁ%%hé
HOZBEIN L, ERETORRICH SR T v A 2FH L CEMT D,

25, MifaEMEUROMIR, $ERWE O H DIREICB O THIBEDS 20%0 B L72BE, 2o
REE I 2R AR L, MREERER L O e A 5 REITEHED SR 5,
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ILZYEADREL LU T vt1 T L— g

26. LEWEOFR (A7 o7 1BXV2) BLOWI~DEREE (A7 v~ 3) OFIEIL, LT
DOFEHENNE-> TIT I,

AT v 71 FHEEALFEYE IZ DMSO £ 72 1R ) 2 iR CR BRI AR L, T 72 R e
TERRER (2 Bt oo iR 7261, 1 mM, 100 uM, 10 pM. 1 uM., 100 nM, 10
nM. 1nM. 100 pM, 10 pM (103-10""M) ) THRE L= RKA7RBRPRIRE (&
BREIZOE 3M) oD L), ~M 7 a¥ A4 X —TL—hDU = /VIZIHN
T 5,

AT w72 ALFWEOTI NS, BERWE 1.5 pL ZIEPECA L, 500 pL O REHIHR
(N RS

AT v 73 ALFEE~OMIOREE 5 (A7 v~ 2 THE) TORmRYE 50 uL
0. 10ME/100 WL/ ¥ = V&2 BT T A 7 = VICEINT 5,

B 2 TN Z D E IO BARKIIRRIT 150 uL & 725 Z LR E LV, R L UOBR
EREY, RIBIORAITRTEHICEOFTFHZENTE D,

I ERT7TIA=ANT vEAIZBT DT v, 7L — NOSIIERED T L — NREED 1)
DB

1a-AFAFZ b2FaYy | apFazsay | VET2 r7Y E2
7l F—n
1 2| 3 4 516 7 8|9 10 11 12

A P 1 (10 uM) —|— [100pM | - | > | 1uM — | —| 10nM e
B P2 (1 uM) —| — | 10 uM — | > [100nM | —» | —| I nM - | -
C EE3 (100nM) | —| — | 1uM — | — | 10nM — | —| 100 pM - | —
D 4 (10 nM) —|— [100nM | —» | —» | I nM — | —| 10pM - | —
E WS (1 nM) —| — | 10nM — | — | 100 pM — | —| 1pM - | —
F E6 (100pM) | —| — | 1nM — | — | 10pM — | —| 0.1 pM - |-
G W7 (10 pM) —| - | 100pM |- | > | 1pM — | —=|00lpM | - | —
H VC |- | > — | —» | PC — | =] - - | -

VC : BB (0.1% DMSO) | PC : BiExt# (1 nM E2)

27. ZBRRIEYE (B2, 17Ta-= A ST VA=, 1To-AF VT A AT UryBLOalrFaxso
V) AT THRBRT S (F3) . R2EZRKRICHEETES 1 oM O E2 T L7 PC V=L b
DMSO (F 72132 A)) ORTUH L VC Y =v%, T vk FL—hIEgdw5 (£
4) . HRkROBRR DM (R, Bidny M Y) 2FE—OERICHWDHE., £l
KIRDOAIDZ DN TS RIEEORER 21T O WD D,

©OECD 2021



OECD/OCDE 455 |30

F4:ER TA=ANT vEBAICBITF AT v, T L — N OWBRMEL L O L — b3t LS
WWE DT L— NEEEIYD LT OH

- HBME 1 R 2 HBME 3 WERYE 4
1 2 |3 4 S |6 7 8 |9 10 11 12

A 1 (10 uM) — | — | ImM — | > | 1uM — | —| 10nM - | -
B FEE2 (1 uM) — | — |100yM | — | —> [100nM | — | —| 1 nM - | -
C EE 3 (100 nM) — | — | 10puM — | — | 10nM — | — | 100 pM - |-
D 4 (10 nM) - | = | 1uM — |— | 1nM — | —| 10pM - | —
E JEEE S5 (1nM) — |— | 100nM | > |—> |100pM | —>|—|1pM - | -
F =% 6 (100 pM) — | — | 10nM — | — | 10pM — | —|0.1pM - | —
G IREE 7 (10 pM) — | = |1nM — | > |1pM —|—=>[00lpM |- | —
H VC - | = | - — | — | PC — | -] - — | -

VC : BB (0.1% DMSO) | PC : BiExt (1 nM E2)

FTS:ER 7T VA IT=ARNT vBAIZBITAT vEA 7L — FHOSRBIEREDO T L — MEEED

3 DB

VC : BExtHE (0.1% DMSO) . PC: GiExtE (1 nME2) [ OHT : 4-E FAF L2 EXS Tz, Dig: OF b=,

. |ospmE23%mM

28. ALFMHEOT v F A=A MEWZFHET 52720, A SIS GIIETOT viA v =/LiZ
25pM B2 ZiRINT %, SHERE (X EXF T 720 BLORTAVZIR) 247 0 TRRT D,
hERa-HeLa-9903 Mgk O M E 2 CT& 5 1 nM O E2 THULPFE L 7= PC 7 = /L, DMSO (%72
B 0AD) CHUEELT: VC T xb. [AASA A4 oy ha—iL| xSt 28ML7E B2 12
DMSO % ¥ L CTALEE L 72 0.1% DMSO 7 = /L, fc#&IEEE 1 uM @O OHT CRLEEL 727 =)L, B X
100 yM @ Dig TR L7V =V E, K7 vEA T L —RMNIEHDLH (FS5) . THUH T v
AT U= ME, BREEY 2 V2SS, AT L— MBS (6 . HRkORARD
M (R DS, Baduy Med) 2FE—OERICHOLBA. FHEROMIZICONT
ZIIREORBR AT O LHER D D,
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RKO6:ER T VA IA=ANT vEAIZBITL7T vEAf 7L — NOWBRYEL LT L— xR
(b D7 L— RREEID 1T O f)

A
B
Cc
D
E
F
G
H

VC : BEXTER (0.1% DMSO) . PC: 54X (1 nME2) , OHT : 4-E FAX LA EX Tz, Dig: OPF b=,

525pM E2 &m0

29. MELISUT, Zy PORPBOONRNI L 2MERT D, b LTy PHRBEDNDY;
A, TV FOREZHRZ T, ZOMRERTEIIICT D, HlzE, HZHO U = /L &k
HLIETV—MBRIEE T LR EDTERELLBND,

30. bEWEZEZIRIM LI, 7oA T L —F % 5% COy A o F 2 X—HX—[Z A, 37°Cx1°C
T 20~24 EEZ ATV, LAR— X — B FEYZHERBL S5,

31, ERMEOEWEEWE I LTI EE L2 Y NETH D, 20X 7RGA. TFED
KTHBE D = VMBI A2 R TBRENH D720, FRIWEIZ OV TRERIIZE S TV 5 Tl
EEHEZ- ECIOHRBITEBELZL O MLERD D, HERENSBREERN L 2D DHO 77— AT,
[T —h o —F— OFEMAPRBREMPICE Y = VEEEICHEET S ECAHATHY, 20
ko eplz IR I N5,

32, AL FWEICKT DR E BRI A 2 O B L. N A REOR T D,

NS 7T5—EF7ves

33 HFAEEEWZTRY . HBICIX, koL T =7 —BRIEREE (Steady-Glo ®
Luciferase Assay System (Promega, E2510 F72iX[A% ) 72 &) FIEEN LV 72T —F8
T vEA AT A (Promega, E1500 F72XFEMS) 2EHT L5208 TED, 7y AREKIL,
A 2 MEFOBREZICE SO TR 5, BRENLRNA VT 27 =BT vEA VAT L2
e, EEZWINT AN Cell Culture Lysis Reagent (Promega, E1531 £ 721X[FRI%Y) Z{HEHT
Do N7 =T —BREKL, WIEEH ORI TEMT 5 Z &,

T—3 DR

ER PT=X ,7vtos

3, ER 7= 7 vEADHEAE. PC (1 nM @ E2) \ZxtT ARl EIGEMEEZ R 572
W, F—7 L= NSRBI TN ERD AT v T > TITH ZENTE D (o
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A2 22 B E D EEH ATRE)
27 w7 1. VCIZHOWTCELEAFHET 5,

AT w72, NC OVEHEEE T = VOENHFWT, 7 —X &= ERLT 5,
AT w73, FHAL LT PCIZHOW T EBEA3HE T 5,

AT w4 TL— FHOEKET 2 )VIZHOWTEHE L728E%Z . IEF/L L7 PC OFHfE (PC =
100%) THE|5

H T 2T OW T DRAZEIL, PC DI & el L7254 7 = /L OFRXTH) 7288
BIEE &L 72 D,

AT w75 WBRIE OB RERZ OV TR BRI O EIE 2 5 R 5, ISEIT2>DRILT
W SN D, 1 DT LIERGIEE (5%) THhY. b9 1 DIEZDIREPEZLRETH D
(RIEZM])

ECso, PCso 5, LFPC1o SFEBEDEEET

35. ECs ZiltH¥ 2icidsea ﬁ%ﬁﬁ%@%ﬁ%%&@éﬁ BRI D It PR (Al BR 23
HoH=D (BIZIR, MBSO ORMEEORINT) | 2 OFEINE IS rHE CTHREM T
HD LIV, LovL, ECso B LU KH %VAw(tw®ﬁ¢ Top OfEIZFEY) 1FAH
IRNT A= ThHDHIZD, ARRTHOIIZINE DRI A =2 LHETHMENH S, ECohd L
RRFE L~V OFEICIE, WYREY 7 Ny =7 27 5 (Graphpad Prism #tgt>Y 7 b
=77 E) .

36. BLOuIRAT 4 v REREINET —XZIZHEHATE 556813, ROAUHE-> T EC & &
357,

Y = Bottom + (Top - Bottom) / (1+10exp ( (log ECs-X) x BE/LARE) )
X,

X TR E D%
BLO.
ITIEE %KY, YiXBottom NDHAaE Y, V7 EA Rl 72 &> T Top ~FMN 9,
t/W)D VAT 4 /7JET Z. Bottom (I P HICEESN 5,
37.  BHEBALEMIEIZOWT, IROIEERD S,

(i) RPCyaxo Z UL, #EBRALFHEIZ L > CTHEINDHRKRKDIGE L~V THY, F—71—F
ET1aM® E21IC oto‘fa’%a;%;éhéﬁiﬁ X BEIE (%) THET, £72. PCvax (RPCuyax (2B
HTHEE) bRD D,

(i) B E DAL SV T, PCro B X ONEY) 2 858 121% PCso 358 D IR L,

38. PCxDfEIZ. XY FEIEZR FICBW T PCxED T EET T2 AllAMETA2Z2Icky
HETX D, PCxEiOT < LTS TICEINTZT —Z SEOMEEE . ZnF (a,b) BLO (c,
d) & L7286, PCxEIZRDOAAEHWTEETE 5,
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log [PCx] =log [c] + (x — d)/(d — b)
39. PCED#AZ., FTOR IR,
1: PCEDEXFHFDOE, PC UnM D E2) #%7 vt A 7L — MNIEH5,

6

1inME2

PC (1 nM® E2) OFEEE C - 100%
- —_ 4’ i el
@ "
T 4
Do |
Q L 50%

PCio =184 Y B HEEE 4 105
VC OREBIEEDFH (= 1) +25D" ’ ;% —=_ 1
VC DBERIEROTY (= 1) , [‘HT

10 pM 100 pM 1 nM 10nM|100 nM 1pM 10 pM BURE RENE

PC10 PC50
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ER7>2I=X F7vt1L
40. ERT7VHA A=A RNT v ADEE, A4 74 ar ba— (E2D25pM) (253 %48

SRR G (RTA) 2RO 5720, A—7L—ho 2R 7T A DN ERDAT v
TN~ TIT D 23 TE D (MOFRERIELAHFIE LA THE) o

2T w7 1. VCIZHOWTEBEAFHET 5,
AT v 72 VCDWHEZES T = VOENGEIWT, 7 —2 ZIER LT 5,
25 T3 EBL LA 7 A v ay ha— Lo WCEREZEET 5,

AT w4 TL—FFHOK T 2 VICOWTIERIL L8 L, EFIL LA 74 a2 B
o— )LD (AL 74 ay ha—L=100%) TH5,

B 2 VT OWNT ORI 7T, AXA 7 A ay ha— LOSEME L ik L7
WD = L OFAR R ER BIEME & 72 D,

AT w5, BRI OW TR GG O YE % 3R 5,

IC30 B L IFICs) FFEDIEES
41, BYEDEFEIZ OV TIL, 1C03 LY 51213 1Cs & 3559 D IR,

42,  ICx DfEIX., XY FEER EIZBWT ICKED T EET T 2 mifl 252 828D
HETED, ICKMHEDOT EETSTICEINET —Z HOFEELZ, ZNFh (a,b) BLO (,
d) & L7EHE. ICEIIROXEHWCHETE 5,

linICx =a - (b- (100 - x)) (a - c) /(b - d)
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M2 : ICHEDHEXFDOH], (74 ar ba—1L Q5pM®DE2) 2% 7 vt A7 L—hiC

S 10 F 30%HELE

50%PHE

ARL YA v a1 10 94 |8 7 -6

FrhE—L log [Conc.(M)] linIC30  1inIC50
RTA : FEXFHY#E GG
43, FERIL. 20 (FE3E) OMNL LT ATESWTCHEHT AVERH S, 2[HOT D

FERDITEIL T HHMENFRO DN DGAITIE, 3 BIHD T 21T 5 MEIT RV, FFATED
FEREIE, ROKMEEWTZTHDEN I,

o REMEATET-T (14~20 OFRLEHELA B |
o HHMAEAT D,

TS ERDEE
KT ERTI=R N7 v EAITBIT 25 L Ot E

%73 Bt DS D 10% & RS E 21T ZNEBZ D RPCyvax 25, 2
BIOZ DB 20ESL, HLULZEIOZ D9 H 2FTHD
hf\—]ﬁl:lo

(=33 2moT70H b 2mEL, HLLLIF3EOT DI L 2 [ET
RPChyvax 75 B R BB D IS D 10%1 i 72 22 03 o T35 6

RKE:ERT UV FA=RT v AITEIT DR K OREMo)E L

%43 [Cxo32EDZ DB 2FES, HBLIFEIROTDIE 2
FCHEHEINDHGE,

Rexftk ICoMR 2T Do BH2EEL, HLLLIF3EOTLDIE 2
B CHEE SN WGA,

44, T HERIEEEZR 7T BLOE 8 ITRT, BEORKEIX, IEHOREBIOZOERAEZ L
20 LIBEOWGIZE > THASITND, 7IA=A T vEA TiX PCHED 50% (PCs) F
7203 10% (PCio) DEONTZE X DREE, TUOXA=ZARNT v, TEASN, 7 ay ba—
JHBED 50% (ICs)) & L< I 30% (ICs0) ZHflTHIREE LTHEREERT LI, 2D 2
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ROBEENZERSNDZ LR D, 72120, #BWEIZ XL > THREINTERKRIGE (RPCuvw)
B, 2BDZ7 D9 B 2EES, B LX3EDOT D9 E 2[ETPCDIGED 10% & RS FE 71T
INEBA TGS T E 2 e & HE L mmmﬁxzﬁwﬁ/wé%zﬁ&% HL
<i3@@7/®9%2ﬁf%@ﬁ%®ﬁﬁmMm_%t@#ot ZiE, BEtEE AT,

45. ER 7 A=A N7 v EBAIZEBITD PCip. PCso BEL PCraxs OV ER T VX A=A KT
B AIZBIT D ICoBLNICsy DEHIX, OECD DAY =7 %A b ORI A K74 > TH|
%T%@x7v/%/~k%%wfﬁ9_&#féé%

46. PCloE72IEX PCso BLWICH £/21F ICso DIENR Lty 2\IENIVUE TS TH D, 7277
L. FCEREGHEICKT ST — &&Lfﬁ%htw—274/ﬁcﬁﬁféﬁwi&mwﬁﬂ%
ﬁ(m/%)%ﬁﬁéi%o%ﬁ LH BT (ASHEMERN RIT 2 LIl L, K&
&@%o%%%t%btﬁl%%mh@#hi@%ﬁwoHm®%%mﬁwé?—§ﬁ4ykm
OWNWTHELND 3HEICKAET—F (TR, FAMET —F) O CVIL, 20%AM & 72 25 &
HWiRd 5,

47. HRBECHAETHZLIET v EARZBELLSBELTWAZ EARLTWVEN, HH4%E
ED T TIEMRT =203 56N05 2 L2 RGET 2D TIEARW, FIEDO T o TORFBRENFH S
NHZ LN, EfERT =P EONTND Z EDRREORIEE 725,

48. ER 7 A=A N7 w4 TiL, BHEOHRILEY. &0 DIF PCI0~PC49 |24 7= H{bFWE
BLONWVY 7 27 —BE2BEHILT 5 2 L RO AIEFEWEICE L T, ARBRIEDTA K74
THWET DAV —=0 7B I OMEEIEM AT A TE SITHERBSLERGEICIE, B
hf:/vy71?—JéiﬁlrﬁzﬁiERa%ﬁEwgm&g@ﬁ KA L%, BROuT7 VX I=A M2 HW Tk
WTDHZENTED HHE1EH)

RERBREE
49. TERTABRBZEODEBHRER] (FRHEBEHA LFSM428~15R—2) D% 20 231,

3 http://www.oecd.org/env/testguidelines
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SEXH (2)
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235, E97-El102.

©OECD 2021



OECD/OCDE 455 |38

iR 1 - AR - ERENELEORK S T FIILORE

. ER7 A=A LT BB DAL, Vo7 =T —BBaT O ERIENTELEDOTEMEAL,
F2IT I OBIEFFEYOBEENRIEMEAL, Thb bR E & 3R OE RO I 725
ENb, TOXIRIERANBRI o722 &id, REEFEFRELHESEHRIZE > TUREND,
ZOXIRERANEDNAEAIL. ER 7o =2 (BEMHEED 4-t Fax o ZEXT 7
=¥ [OHT] 72&) MPINFICRIETEELZRET ILERD H, M EHEETch D ICI 182780
1. 182780 IRE N+ IZEWV E VC DEZ K T S5 A[EEERH Y . T — XTI EE 5.2 5
72O, KEHMIZIZE I N2 Enb 5,

2. RPEOZXMEZHERT D012, WOBERZFE—O7 L — s ECTRERTO2XLERH S,
e 10 uM @ OHT DAFAE ., FEAFAE TICBIT DRMOICTFHED T 2 =& MEME
e VC (33#)
e OHT (3i#)
e 7I=AKPCLLTInM®DE2 (3i#)
e 1nM®E2+OHT (3#)

T — IR D E1E
T RCOY =k, RO COIES 5 MR B D,

o KRHDILFEMEOT T=Z MEMN, ER 7o A=A MIIAMHIZ L > THLEEIN
WX, AMEE et (a5,

o RHIDFEWMEDT T=A MEMNZERICIHES N SHAIT, HERELZETT 5,

o KRIHMDALZFEWE DR/NEETODT 2= A MEVED, PCio DIRE &R EOEA. Uiz
Blx, PCioDIE ERIZEF-ITFNU EOEEZZ 15D, ERT7 VX I=A N TUE LY
TV EMB Lo le =V EDRIDINEDEEZHE L, ZOEZEDINE LR LT,
W27 A =2 OEIZHW, SEOHENTEDH L1275,

T — X FRNT
PEREFEUE 2 iR 5,
[F—4h T CAERE L= = VO CV 2R+ 5,

VC OYBMEZFHHR T 5,

OHT THLFE L TWARWE 7 = LD S VC DIEHEAEF L,

OHT D F-HfEZFH S 2,

OHT TR L72% 7 = LD VC OFEHfEE 5] <,

PC OB FHE T 5,
ZOMDOTRTOT = VD, PCITHT DA IR EIETEE FHH T 5,

MR
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WHE2-Fya—I)L-TXX IS5 (DCC) MEMmFDHAR

1.

455 |39

Fya—i - TFALMT 2 (DCC) IZXAHIMIEOLELIL, MiEFDOEE- A hr ik

DISERY BNELC202R <z, MldHREHIZHIINS N 5 MiE» BT A b 7 AbEW 2 kR

ETHDICHWD RN FETH D, RFEICLD,

HTEMTED,

R

2.

FIE

LITOMEHE JORENLE L 2D,

##

T R
FEXRARNT

At~ 7 %> w LRKFY (MgCly- 6H0)
v oa b

1 M @ HEPES #&&% (pH 7.4)
e 2 i C S L 7 ik

KE

NEBREAER L7 T T AR (A R B R C TR
T2%) —fRAZREMEEAE OB (RE 2 4°CICRETE
5H0)

50 mL D1 O BEE 23 5 72O U T O FNEZ i+ 5,

500mL @ 7 >

Mm% (FBS) ZALEEd

(1 HA] 1.5 mM® MgCI2, 025M D A7 u—Z 2.5gDF v a—/L (EMELR),
025 g DT HFAFTBIRNS5mM O HEPES # &t F v a—/L - TXRA KT

BRI . BBAK 1L Z WG L, 4°C T—BiHiEE+ 5,

[2 HE] ER L7 % 50 mL O Loy BEE 12537 E L, 4°C, 10000 rpm C
10 ZyfiE 95, EiEEREL, IEEREED OY5%, 3 B HOMHICH A
T 4°C THRAFT D, TEMIRDIKD O¥031E, O U0 a i Snk )
o<V LR L CTRUZ FBS [ZE#E L. 56°C T 30 oM. MEAKRIEMAL 217

W, IERELFE L 70T ARG (v v~ Y —T7 T 2Aa%) 1287

DIFEIR & 4°C T—WeFFTHERET 5,

-~

o —
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[3 H H] FBS %K 21z 0oy BEE 1253 L, 4°C, 10000 rpm T 10 43 fliz0 9
%, FBS ZHREL L. 2 A BIZHREL LERTE L CRWBIOIEMERILEMIZIMZ 5.,
TEME R % B S, CX 7RI A W L= 7 ARG ICAIL, 4°C
TBEEFCHEET S,

[4 H H] %@ Z557E L, 4°C, 10000 rpm T 10 syl L, EiE% 02 pm O
R 7 4 V2 —CIRIBIRET 5, Z D DCC ZLPE FBS 1%, -20°C THRETHZ &
ICEY 1 FMERTHZ N TE S,

©OECD 2021



OECD/OCDE 455 |41
iR 3
IXA MO UZBETI_RET A
IR FERIET SO VM7Luc T X
Oy URZRBAEEREIEEERE

MHRHEEE S UHRER (1 R—20 I—BHGTHE] 188

1. AFBRIETIZ, VMT7LucdE2 Alfatk &2 5, AL, CR) REEEOREBRIED
FHICBEI T 28T e /T AT #— (NICEATM) B X O CKk) RERBRIEOREEIZEE T
LAETTHEZ RS (ICCVAM) (2K > TRYMEOMERN 72 S TE (1), VMT7Luc MAEKIX
FAIZNEME ERa 36 L OV EONKIME ERB 23 EBLT % (2)(3)(4).

2. ABREIL, DA F L ALEFT K (DMSO, CASRN 67-68-5) ([CIHfRESHEDHZ LN T
&, DMSO F 7o idMifaks s &R, Fo, #REE I W CHIIEMER 2 W IR D 2k Wk
T, WIEWWEIETT 252 &N TES, DMSO WMEHTEARWEAICIE, =%/ —/VE7zi3K
EWV o DA A HWTH Ky (B8 1288) . VMTLuc ERTA7 =& k (T A T=Z )
DOFRERVE D FFE ST MEREIL, ARBRIECIER SN2 T — 2 BERIMEDIER A =X AIZB LT
BHMELEOTHAENDHY ., E6RIBBROT-OOWEDELNEN AT O-DICEBLED Z &
ZaREELTWD,

3. ARBRIET, LR T RARA L FELTHIET S Z 2L D, hERa 3 X O hERB %
M L7z TA 2T 5 X OISR SN TV, BAEREWE /Ny 7 7T RikaF>Z

EMONATT v BANTEBT DILFERIEOFIHADBILN > T 5H(10), 7272 L., Mlg~<—2xOallk
IRBFAREZNAILY T 2T —BOEMNIX, Vo7 2T —FPBELZNETLIWEICLY AT Eo
HESCEAE L EICERT 2R Mom 25 &R L, IRELTHZEnHD (10), =6
12, W ODDONY T 257 —B_XR—ZADER VR—Z —Ea 17 viEA T, Y= a oo
BEN M EZBZEHE. VY7 27 —FLiR—% =BG OmENEMIC X 2 I B
I T T IUNHE I TWDH9)(11), HESEHRIE. ER ZOEOIEHEMERECEZ 5 2

4201646 A LLATIE, Z OMIIAKIE BG1Luc Miflakk & Fr v Tz, BG-1#ifiE 24 ¥] Geisinger & (1998 4F)

(12)iz iofﬁiéﬂ B\ E LB AT AR P FERT (NIEHS) OBFEE HIZ X o TRE-EATHT B u7z(13),

BRI BRUTIZ 72 > CL WF9EE D AMEMH LT\ 5 BG-1 fllldiZix, BG-1Fr & BG-1NIEHS @ 2 >0 ¥72 5 25
ERFEET D ZENERENT, Lid (20144F) (14X EH L7- 205 250 BG-1 ZEAMIKKD DNA Hi#
Z o it o ATIZ 0 . BG-1 Fr T DO TH Y | SriEORISICMHEH L2 coMiak TdH 5 BG-1
NIEHS ¥ BG1 b MIPBEMAERE Clx7e <. MCF7 & LBk O BRI TH D Z L RSN T, AlBr
IR U7 MBaRIL. S4901X BG1LucdE2(15) & FEIEL T 223, BifEIX VMTLucd4E2 ( TV) = ZERIK)
EFRELD,  IM7) = MCF7 fifa) . RERIC, ARRBIEIZHAE, VMT7Lue ER TA EFRENTND, ZALIT
F0., ARBIEOR—RA L 2D MREOHKIZIEDLLZ N, BEHRONY) FT—rva VRRICH, =X v b
SPLm A v a U EEWE DA 7 ) —= 2 TR A ARRBRIEOA AMECHEAIC LB LN,
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EERLTWVEMN, Vo7 =T —FBUAR—F—Ba Ot A b a7 U ROBENEE % 5]
SEITLEEDNLIEREOHMMET A ha X o3 LEM TELND LY 7 =T —B %
X, ZEICEEBA L ERTARBRIERICBW CEEBEICRFNT O XLERD D HHIE2) .

4. i B CARRBIEZ T 50l [—RERES) X [ER TA REIEOHERE
R (U~15—) ZaleZ &, ARBRIETA FI7 4 0 THEAT L ERB LOWEL, M1
LEL TV D,

AEBREDRE 1 R—U0D I-BHGHEE] 43R)

5. AFRERVEIL, BER U 2 A & 2 iche < B/ B-U T NMEAIEROMBE~DOBIT %R~
TEOIHEHEIND, EOFRT, ZRIR-V T FESRITRERNZ: DNA W& L A2 b EEA
L. LIR—% =81 (luc) ZEEIEMENL, Vo7 2T —BDAERKE TS BE2 T &
L, BEHEHAONCTINEZERLTHIZENTES, V7 =27 —BiEEIZ, HilEShTWD
B DOFy bEHWDZ L THEOMZ, DOREEREHATHET S Z £ T&%, VMT7Luc ER
TAX, ~URAHABETA LA (MMTV) 7aE—%—0O FRICNETSH 40O A ha Ui x
LAY FOHFIO FTHEH I luc VR—F —EEW 2 LECIEB A LT- ER IS& M N AL
R VM7 ZRIH LT, inviro D ER 7 A=A NE7-137 v X T=A MNEMEZ AT 2WE =M 5,
ZOMMIV 7 BE—X—2UrT, MDA T a4 RBEIOIERAT R A RFE/VE L EORZERGET
DTN THDHOB), 7 —FIROILMEIZONTIE, B 41 TIEMIZHBAL T\ 5, k3 25E&, &
e AEbipne T —N— (CEBESD) 2 H T 507 EH 3 DDORA b &G TelR B R,

BLOBBEYWE (F72=A T vtA DAL 17p-=A T P4 —/L (E2, CASRN 50-28-2) .
T oA IA=ANT viA OEAICITER T 2327 = (Ral, CASRN 84449-90-1) /E2) (Z-D\>
TiRKREDD < &b 20%DRIEZL (EFMLMAExHEEE (RLU) ) 1L > THMHISEZFET
Do

FIE

MEH

6. BRI, BEICIFEB A LT VMTLuc4E2 flifutk 23 5, BifE, AHfarkix, KE
BV TZHN=TINT—ERADOHY 7 )V =T R5T —E A > (University of California, Davis,
California, USA) | B L OKE/ —A B 1 T A FIH 7 LD Xenobiotic Detection Systems Inc.67> 5
B 7 A2 AL > TORAFARTH D,

M D ZEIE

5 Michael S. Denison, Ph.D.Professor, Dept.of Environmental Toxicology, 4241 Meyer Hall, One Shields Ave,
University of California, Davis, CA 95616, E *—/L : msdenison@ucdavis.edu, 7Ez5 : (530) 754-8649

6 Xenobiotic Detection Systems Inc.1601 East Geer Street, Suite S, Durham NC, 27704 USA, E A —
JL : info@dioxins.com, TEEE : 919-688-4804, 77 v X : 919-688-4404
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7. AR D22 EVER X O 2 #5720, ML %2 BUERTEIRBED & M KERF RS i C 2
UL B S5 (B % 9 20R) . Hifald 30 R X TR S E7220, VM7Luc4E2 Flifatk D5
A K3 5 AT30ICET S,

IS TS £ UIEERH

8. Mfaks R OB B IREICEE T 2 0 A & 0 AUTHE SN TOW LD FIEG)O)IHEV, Ehii 5 1F3%
DFERME, UM, BROHIMEZHERT 5720, T XTOMEEB X OHIEO MEZRIET 5,

9. VM7LucdE2 fifaIE, 0.9% <= U v -A L7 h~A B LUR.0%Y IEIEIMTE (FBS)
U U7= RPMI 1640 E7#C. 37+1°C, {JE 90%+5%. 5.0%+1%CO./Z25 (3% E L 7= B H O #H Ak
B A X 2 _N—H — | THER T 5,

10.  VM7Luc4E2 MR EEFE A KT 80%I23E L 7= C, HilaZ 96 7 = /L7 L— MIHRW THkBr
WEICIRERE STy 7 =27 —BIEO X a7 AKIFHEE 2 AT 2012, 48 ReEfRICRE &
LT AR MaFrzgdaniRmgEICIbsE s, =X ha X ra2agER0ngst (EFM) 13, 4.5%
Fya—)L,/ FXARNT UM FBS, 1.9% L-Z V2 I BXO 09% = - A LT b=
AV UERMLUEZ, 72/ =Ly REEGERWE LRy aid A — 7V (DMEM) %Z&te,
WTNDO T T AT v V7B b = A ha F BN H - UL B2 GERR FIR7) =2 R] .

1. EBROSEGHEEIL 96 7 = /L7 L— b TH L7243 b O MUAEHE &6 IO R O 7l
IZESNWTT Y, FMIEEZERORE TRE L. &2 L O IR E OB OB F1E
T 5, fHRE, SRS ERNEZHRTDRIER LT =X P BLOT 7 =2 FDOJEHE
TSN ZTHRT D N D DONRT A= HOMEHMR (QC) &t d 5, BET — 4 ~—=
FIZREELS KOO THICET SN D, BESRBEROJME2EE T DL, B LIZE
JEF — 2 X—=Z ORI BT R D550 8 5,

FI=X FitE
R E A ER

o i K E2 ZMIEMEOMXIEE (RLU) EO % DMSO #FHR O RLU EO V) CThd
L2k T U= NFEERET D, W SEOFEDZERSINDD, FET DI,
FEITA4EUETHIVELRD D,

e DMSO XFTROFER « WL R O RLU i 13088 25 ORI FR O 1) RLU E OFEHERZE D 2.5 5 LA
NTHLVLERD D,

o WTHNNDOHRIEHEA- S o ERITMIEEL ., 2V ET,

SRR
CHNIZET7 IR +ERRERROFBRES S UVRDEENEFN D,

o ZMUFEHEDOMR : B2 ZIUEEORIEICE ML 74 NIRT, #RESE MBROERRE 1
DI EBEN I OHLVEND D,
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o MR ORER « A FF 7 m— Lk RLU {1 DMSO O FETAEAER D 3 fiF 2 I 2 72
EED b REVWKEDND D,
o WVWTNN 1 DDOFARIEETHIGZ SRWERITEFEL, LVETZ L,

TR T=X it
&0 5% TE S B
o Il : F% K Ral/E2 ZRFLUED RLU fED ¥ % DMSO %} D RLUED ¥ T35 =
L& THU— M 2R ET 5, HE 5 GOMEIDERINDD, FFETLHTED
X, IENE 3B ETH AN ERD S,
o E2fHEDFER « E2 %[HR RLUMAIL., =D E2 B D) RLU E DO HEF D 2.5 f%
UNTHDLMEND D,
e DMSO xfHD#EF : DMSO x> RLU fEIL, i OEEHIx D) RLU B O HE(R
ZD25FELUNTHDZMERND D,
o VTN OOFFFILETHI/ZIRWVERIIMIEL, LVET,

iR BR
CNIZET7 U2 TR MERRERRODHFFEELS L UVRODFENEFEFND,

o ZBHEMEDFER : Ral/E2 SHAEHEDIREEINEHBRIL Y /A NIRRT, REIGE RO
BRI 72 < & DI 3 Db D MEND D,

o [BMERIRDOFER « ¥ EX 7 = /B2 i ® RLU L. E2 5RO ) & B HER 2= D
3fEEFIWVTE L D /NS RITFHIER B0,

o WTNMN I OOFFRIEMETHT /- S 72 WVERITAFEL., OV ET,

SIRIRE, BYEXNR, bk UBEANE

BEHME (FI=X ,ELUTFET=X 7 vt1)

12. WERYEOBRICAVSBFETAFENRBE LTHRT 2LENHSH. VM7Luc ER TA FHER
FEONY)T—2a OBRITAVSBEIX. 1% (W) DAFILALEKRFL K (DMSO, CASRN
67-68-5) THo1= (&% 24 ) , DMSO LU DBEZRA N SIERICIK, BEITEL. SRE
#. BB IUVHBRYMEEZ I ~TRLBIETHERT 5,

BIEFEE (F I =X FEERTAEE)

13. SHAEXEIT B2 (CASRNS50-28-2) Th b, #iFAXERBROLGA. SRIEMREIT 4RBED B2 D
4 ODPEREDBEBERT (1.84 x 1010, 459 x 101, 1.15x 10", BLON2.87x 102 M) THEEL S,
BT A 2 RHND T = L THRT 5,

BEEE (FI=X FEAEZAR)

14. AFERBRHAO E2 1 2 R4 O = LND 11 OFEEE (3.67 x 10719755 3.59 x 1073M £ TOH
FH) B 7e2 E2 D 122 BRBEA IR TR S L D,

BIEIEE (P8 T=X FEERTEAER)

15. Z=REAE%ET Ral (CASRN 84449-90-1) & E2 (CASRN 50-28-2) OfiAHGHETH D, #iHH
HRERERFH O Ral/E2 13 2 24D 7 = /LNIZ Ral D 3 DO DO EFEAR (3.06 % 10°, 7.67 x 10719,
BLO1.92x10'°M) LEERE (9.18x 10" M) d E2 TH S b,
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BIREE (728 TR ISR

16.  fEREH O Ral/E2 1% 1:2 BeBEAR D Ral (245 x 108725 9.57 x 101! M £ TOHifH) &
EWFE (9.18 x 1011 M) 0 E2 TR 3L, 9 DOWFED Ral/E2 % 2 RFID ¥ = LI AL D
Ths,
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GGt (FPT=X )
17. SBIBMEREEIX EFM D 9.06 x 10° M @ pp-+* bF o O0—)L (A X HO—)L,
CASRN 72-43-5) T#®% 5,
FIGIEME (FoXT=X )
18. FIEGMER I EFMIND Z £ 7 = (CASRN 10540-29-1) 3.36x10°M & E29.18 x 10!
M THERK S LD,
E2 %8 (FP2HAIT=X ,F7vt1LDA)
19.  E2 %tH#&EX EFM N 9.18 x 101"M D E2 TH Y | N—RA T4 ORI E L THOY SR
50
FEEE (FT=X )
20. SHRIZE (E2) OILYT7z5—EEMDFEER. XKD E2 SEREXED RLU EOFH%E
DMSO XfBBMD RLU EDEH TRIT AT EIZE>TEHEIL., BEMNIBLYELEREVDELRH S,
HFEIEE (FPoZT=XF)

21. ZWHE%E (Ral/E2) O 7 =7 —BiEMIL, & KD Ral/E2 ZREAED RLU fE D
Z DMSO XD RLUMEDO Y T4 A Z LIk > TEHAI L, 35X 0 b REWVWKENDH 5,

ABEERDERET (KRBEH 1 F51> (8~15 X—2) DR#FE 14 45 IC« ER TA 5%
DIEREF» DE3 L UEK 4 FE/F)

B

22, WML MERE VRS D 2 LN TE . HIERH & IR RN AT RE AR IR HN ISR T D
WY 7R AT, K, =H 7 — (B 95%~100%) LY DMSO T&H %, DMSO # AW 554
W2, BED1.0% (vv) ZEZBRNE 22T 5, WTIOBEEIIZOWT Y, i RfEH & Cllas
HERST, RBROMRBICEE LW EEAEFE LR T IR 6, ZREER L O
100% DIRFN AR L=t . EFM Y22 AR 5,

WEYE DHR

23, HERWEZ 100% DMSO (FE 7213 e fmAl (CEME L7-1% . EFM ICEU) 2R IS AR
T 5, WBRWEITT T, BB XL OFHRANCEIRIO L S5, WRYWE ORIRIT, % E5R
FICH RS 5, WIRICIZE S 7R E 72 I3RS - T 72 B 720, SRERER L O%)
BOAR Yy 7 ZEEOTHELTH IV, KRR RIERE . HRAPRIEES L OWEBRwE 114
TR I U, FR8% 24 BRI DINICRE R 375,
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BREL L UMPEEN - BERED/-DODEE

24, #PARERBRIL 2 RAND LI0BEEFIRT oD 7 ODORA v bbb, £, 73=2 F
AR OLEITRKEE 1 mgmL (1 mM) £T, 7%= MlBROEAIL 20 pg/mL (59 10
uM) F CHERE ORERZ1T 5, FAPHRREEBRIIRO Z LA RET H1-DICH BN D,

o  FEHBROBRIZH D X E WERME OB AGTEE
o HIEHBROBRICH WD XXM E OMANE (1:2 £721% 1:5)

25,  MIBROELFR/MEEFEORMEIX, 73 =A MBI OT v 2= NRBRIEDO FIENDICE
FNTEY., @ERERRB L OOFERBRICHAAETN TN D, VMT7Luec ER TA (1) O 57—
va L OBICHIATERZ T 2 72O W g R B IL, 24—V 2 L B ENER
AHRBIEETH 7, MEEZHET 27200 EEMEZHWD Z N TE S (FIETNDEZS
M) AFEE 20% A TR T S 5B EREOT — X I3EHATX 720,

HERYEDIEZEL L VT v 21 TL— FDIERE

26, MIfEEFHELLT96 U = /L OMEEE T L— N Q2 x 10°flifa, 7 =/L) ® EFM IZ AL, 24
BEEESEE L CHllRE 7 L— MIfFE SE 5, EFM 2B fRE . EFM I A - 2B E B L O R
WECEEH L, 19~24 B8 T 5, TBEORIBWE ¥ = VMR ORE R 2RI EBAN S 5
720, EREEOB VBTN OREZH S LERSH D, ZOXH7GEe. [T —hv—7
— ] iF, REBRPICA T 2 VBRI BET D DB O REER H DT, MRS D,

DR TE LR

27.  HFFHARERBR T, 96 VLT L—hOTRTCOT /L EFH LT, 2 %750 7 KAk
D 1:10 BREARE LT, R 6 2OMEEZRBRT 5 (HIBLOK2EH) |
o FIZ=X ,POFFRERBRTIL, ZRIFHEL LT 4 SORED E2 % 2 RIIT, BLD
DMSO ®HEHIZ 4 2O L7V r— by = LV &HHT 5,
o T URAA=R MOFMHRERRTIL, ZHIEREL LTI8x 10" M D E2ZF A3 DD
JRFE D Ral/E2 % 2 /AT, BELUE2 & DMSOXMEHIZ3 2O L7 r— o = /L& H
T5,
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: PAd=—R FOFEHEABRERBDO 6 VI TL— FORE

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

TC1-1 TCl1-1 TC2-1 TC2-1 TC3-1 TC3-1 TC4-1 TC4-1 TCS-1 TC5-1 TC6-1 TC6-1

TC1-2 TC1-2 TC2-2 TC2-2 TC3-2 TC3-2 TC4-2 TC4-2 TCS-2 TCS-2 TC6-2 TC6-2

TC1-3 TC1-3 TC2-3 TC2-3 TC3-3 TC3-3 TC4-3 TC4-3 TCS-3 TCS-3 TC6-3 TC6-3

TC1-4 TC1-4 TC2-4 | TC2-4 TC3-4 TC3-4 TC4-4 TC4-4 TC5-4 | TC5-4 TC6-4 | TC6-4

TC1-5 TCI1-5 TC2-5 TC2-5 TC3-5 TC3-5 TC4-5 TC4-5 TCS-5 TCS-5 TC6-5 TC6-5

TC1-6 TC1-6 TC2-6 TC2-6 TC3-6 TC3-6 TC4-6 TC4-6 TCS5-6 TCS5-6 TC6-6 TC6-6

TC1-7 | TC1-7 TC2-7 TC2-7 TC3-7 TC3-7 TC4-7 | TC4-7 TCS5-7 TC5-7 | TC6-7 TC6-7

I ®G/mMmm o o mw >

E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 VC VC VC vC E2-1 E2-2 E2-3 E2-4

W&5E : E2-1~E2-4 = B2 S MRUIEHEDRE (RRENOREDIE) | TCI-1~TC1-7 = #BWE 1 (TC1) ORE (HiRE
NHIRREDNE) . TC2-1~TC2-7 = $BrRE 2 (TC2) DORE (FRENSKREDIE) | TC3-1~TC3-7 = #FHWHE 3
(TC3) DE (FRENSEBEDIE) | TC4-1~TC4-7 = WEME 4 (TC4) DORE (FRENSKBEDIE) |
TC5-1~TC5-7 = RWE 5 DIRE (FERENGIRREDIE)  (TC5) . TC6-1~TC6-7 = #RMW'E 6 (TC6) DIRE (&

RENDINBEDIE) | VC =184 (DMSO (1% v/v EFM) ) .

H2: 7 823X OHEERERBND 96V )L TL— FORE

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

TCI-1 TCI-1 TC2-1 TC2-1 TC3-1 TC3-1 TC4-1 TC4-1 TC5-1 TCS-1 TC6-1 TC6-1

TC1-2 TC1-2 TC2-2 TC2-2 TC3-2 TC3-2 TC4-2 TC4-2 TCS5-2 TCS-2 TC6-2 TC6-2

TC1-3 TC1-3 TC2-3 TC2-3 TC3-3 TC3-3 TC4-3 TC4-3 TCS-3 TCS-3 TC6-3 TC6-3

TC1-4 TC1-4 TC2-4 TC2-4 TC3-4 TC3-4 TC4-4 TC4-4 TC5-4 TCS5-4 TC6-4 TC6-4

TC1-5 TC1-5 TC2-5 TC2-5 TC3-5 TC3-5 TC4-5 TC4-5 TCS-5 TCS5-5 TC6-5 TC6-5

TC1-6 TC1-6 TC2-6 TC2-6 TC3-6 TC3-6 TC4-6 TC4-6 TCS5-6 TCS5-6 TC6-6 TC6-6

TC1-7 TC1-7 TC2-7 TC2-7 TC3-7 TC3-7 TC4-7 TC4-7 TCS5-7 TCS-7 TC6-7 TC6-7

I ® m m O O W >

Ral-1 Ral-2 Ral-3 VC vC vC E2 E2 E2 Ral-1 Ral-2 Ral-3

W&RE : E2 = B2 %, Ral-1~Ral-3 = JuX% 7 B2 ZHIEHEORE (BRENSKBEOIE) . TC1-1~TC1-7 =
WERME 1 (TCl) OWRE (ERENOIKEREDIE) | TC2-1~TC2-7=#BMWE 2 (TC2) DOIE (FEIRELIKRED
JIE) . TC3-1~TC3-7 = #EBRME 3 (TC3) DI (FEIRENLKEEOIE) | TC4-1~TC4-7 = HBEWHE 4 (TC4) D
E (ERENSIREDIE) . TC5-1~TC5-7 = #5WE 5 (TCS) ORE (HRENSKREDIE) | TC6-1~TC6-7 =
WERW'E 6 (TC6) DIRE (moar“ﬁxm&/;;%r“@lnﬂ) . VC =R (DMSO (1% v/iv EEM) ) .

o BEBE LT T, 9.18 x 1071 M E2 DAFE(E F CRER T 5,

28. BT VLB R TR B - O HESEEE 200 uL TH D, TRTO T = LN O 80%
ui@ﬁir4%ﬂ“‘a—nﬁ%7 1/\—‘ 7]:_. j’%{éﬁﬁﬁ‘a—éo

29. FI=X FOAFEREHAOBIBRE DR EIZOWNTIEL, 7 I =X MR FIEZE?) I Z
FEHLLCWD, IR 5 &, LTOHELELFEHT 5,

o WEERWE OPEEEHIFRIC, SEH TS 2 DMSO itHEOEHERZED 3 (FE2 B2 AR A v MR

RV, ORI TR RIEIRIRE N DM ED 11 KA 2 b 12 BefEaR % A
FEhid 5,

©OECD 2021



OECD/OCDE 455 |49
o WERMIEDOEEMRIC, T T 2 DMSO RHROEMERZED 3 (G282 DR A 2 F7R
b AT, AFERERICEWT 11 A 2 FORIRGIETH AT A BIMEIEEE 1T, &iPF
REABR TR KO RLU JEERGONDRELV S 1log mWNbD LT D, 11 RA

N DFIRITIEITR ORI IEAEZE-> T, 12 £33 15 OWTEROFRICHKS L,

i L 0D R R R S B R E R BR CERR S T R EE S AR S < R o fR AR
EAETAHZ LI AEAITIE. 1L ARA Y FO 12 BEEARAEZH WS, FRLS0
BEiE, 15aREHWD,

o HPHRRERBRIC W THERME D “HOREISE IR Z =756 123, afhilBRTm
&S 2 BEND 5,

30, TFrFI=X FOUAFERBROBBGREOREIZOWTIE, 7T & A= MRBRFIEE)IC
SR AR L WD, BT D & LI OHEREE ST D,

o  WYEBRMYE DIEFEMBRIC, B~ A T R B2 MTROERERED 3 5% FlEIDKRA » R
WIEIZIE, XTROGOFERBR I IR KIERIRE N DI ED 11 A 2 FD 12 BFERIRE
FAWTHET 5,

o WYEBRMYE DIEFEMBRIC, B~ A R B2 MTROERERED 3 5% FlRIDZKRA 233 H
HFEITIL, BEERER T 11 RNA v b OFFRIGETHE AT 2BBEEIL. ROV
1DE3 5,

- HPHRRERER TN O RLU FHEE NS B 5

- EREMRIEE (72 =2 FRBRTFIEE®7). M 142 281)

- EARHaEEEEEE (RET B oW TR, T F =2 MRBRFIEET). X 14-3
2

o 11 RAY FNOFRFEITROHIWEHEICHES T, 122 F7201F 1:5 OWTI O BEPER IR
2S5 <,
i R 0D Vi BT L P 2N B P R BB O S LT IR BRI A AR I RO < IR o AR
RAETAHZLITRAESITIE, 11 AL FD 12 BEERIRAEH WS, FRL4 o
BEE. I5HFREZA N5,

G2 g

31, AfERBRIZ. 11 B A > FOEBEAR (OFFERBROLEDOBIRIREIZIE ST 12 F721F 135
B IRO WD) THR S, BREZ 96 V=2V L— D3O Y z L THREEEZTTY (K
3BLUH 4 25H) |

o FIZ=XF,OAFERRTIX, SHREREL LT 11 OBED E2 % 2 RV THEHAT S, %
7L — KE DMSO ®HEHD 4 DOV 7V 7r—F 7 2 VEBLXORA FF 7 o — Lkt
(9.06x10M) HDO 4>DL 7Y r— KTz L EEATND,

o T UHIT=X POUFERBRTIZ, ZHEHEL L TI18X10"M D E2 & A7T2 9 DD
JED Ral/E2 & 2 ZANTHMA L, 918 x 10" M D B2 xfHBHD 4 >OL7 Y r— 7 =
L. DMSOXHBHD 4> L7V r— KT /b, 336 x 10MDZEXFL 7 = HD 4
ODVL TN Ir— UV EEG LTINS,
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H3: 7d=—RrDEEHKBD 6 Y /ITL— FDEE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Tc1 | Tc12 | TC13 | TC14 | TC1s | TC16 | TC17 | Te1s | Tt | Toom | TS| ve
B | Tct41 | TC12 | TC13 | TC14 | TC15 | TC16 | TC17 | TC18 | Teto | o | TSN | ve
c | Tct1 | Tc12 | TC13 | TC14 | TC15 | Tei6 | TC17 | Te1s | Tete | T | TS| ve
D | Tc21 | Tc22 | TC23 | TC24 | TC25 | TC26 | TC27 | TC2:8 | TC2:9 | <2 | TS| v
E | tc21 | To22 | Tc23 | Te24 | TC25 | TC26 | TC27 | TC28 | TC29 | <2 | TSZ | Meth
F | tc21 | Tc22 | Tc2-3 | Tco4 | Tc25 | Tc26 | TC27 | Tc28 | Tc29 | 'C¥ | TC% | et

G E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 E2-5 E2-6 E2-7 E2-8 E2-9 E2-10 | E2-11 Meth

H E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 E2-5 E2-6 E2-7 E2-8 E2-9 E2-10 | E2-11 Meth

W&3E : TC11-1~TCI-11 = YBRWE 1 OIREE (FIRED HIKREDIE) | TC2-1~TC2-11 = #BWE 2 OIRIE (BiREMN
SIKREDIE) . BE2-1~E2-11 = E2 ZIRZEEORE (FIRENDIKREDIE) | Meth = p,p’ A b %7 o — L5555 Hxt
MR, VC=DMSO (1% v/v) EFM IR,

B4: 723X rOaAERBDO 6V LT L— FOEE

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

A |7C1- [TC1- [TC1- [TCi- [TCt- [TCH- [TCH- [TCA- [TCI- [TCI- [TCI- [
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

g | TC1- [TCi-[TCi- [TCi- [TCi- [TCi- [TCi- [TCi- [TCI- [TCi- [TCI- |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

c [T¢- | TCi- | TCi- [ TCi- [ TCi- [ TCi- [ TCi- [TCi- [TCi- [ TCi- [TCl- | .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

p | TC2 [ TC2- [TC2- [TC2- [TC2- [TC2- |TC2- [TC2- [TC2- |TC2- [TC2- |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

g [TC2- | TC2- [TC2- [TC2- |TC2- [TC2- [TC2- [TC2- [TC2- |TC2- [TC2- |,
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

[ TC2 |TC2- |TC2- [TC2- |TC2- |TC2- [TC2- [TC2- |TC2- [TC2- [TC2- | .-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

G |Ra-1 |Ral-2 |Ral-3 |Ral4 |Ral-5 |Ral-6 |Ral-7 |Ral-8 |Ral-9 |E2 E2 Tam

H|Ra-1 |Ra-2 |Ra-3 |Ral-4 |Ral-5 |Ral-6 |Ral-7 |Ral-8 |Ral-9 |E2 E2 Tam

W&sE - E2 =F2 %tHR. Ral-1~Ral-9= 0¥+ 7 x> /B2 BIRIEREDEE (HEESIEKEEONE) . Tam= ¥ EXL 7

I//Ez FIGPEXT IR, TC1-1~TC1-11 = #BRW'E 1 (TC1) DORE (FRENOIKREDIE) | TC2-1~TC2-11 = #5514
22 (TC2) DRE (ERENSIKREODIE) | VC=1AMxE (DMSO (1% v/v EFM) )

/35 ERIOPE TN a“«f@?%ﬁﬁwxwknit%ﬁ?:w IXEEEEDE2 (9.18x 101'M) g Eh 5,

32, [AALEMEISKT 2 a R RBRIT A 2 O PR SN L, MSIME 2R 5, BLARRREBRIE

Dia L b 2[EER T D, MBRAERNAEWVICFET 256 (1 >ORBRTIEME, thi7 Tkt
E) L FRITRD 1 OB ARG THLHEITIE. F 3 OBINRERE T 5,

FADIE

33, BT AV xraryBEHAGBHLTA Y2V g vEERERBEZEIES 2 Y
7 hU=2TIZ L 5T 300 nm~650 nm D& CRIET D(7)e &V /LN LOFNITT 2L T LI
RLU T&E7,
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ECs0/ICs0 DXE

34.  ECso D (WBWE (7a=Z 1) O 50%NFHEE) BLOIC DIE (WEwE (74
T=AR) O 50%MHERE) ZRIENET 206K 5, 1| DL EOBEICBWTEETH D
WEIZOWTIE, Hill B HT £ 72 13@ B 2 R EEZ W T, Bl KRIGE (ICso 721X ECs) & b
7o OB E DR IE T e VBT E T ITE U R BT EE VTR T 5, e VBRI, L
TR A W THRBRE I LIS (— RIS 7B A FIIBRICIED) ZE#ESIT S 4 /85 2
—HDOTAT 4 v I BHFEETILTH D,

(Top — Bottom)

Y = Bottom +
1+10 (lgECSO—X) b /LA

X, Y=I0% (726 RLU) | X=REDOX#, Bottom = f/MNE5%Z . Top = KINZE . 1g ECso
(£721%1g ICso) = Top & Bottom & DHHDIEE L LTO X OxHE L, v /VARIZHIFR OB E
EARTHDETDH, RAET VL, Top, Bottom, t/LARL, 725 NI ICso 38 LY ECso D/3T A —
2L L THRERDEENT 5, ECso B8R ICs DIEDFHREIZIE, #UektatY 7 b =7 &4l
M7 % (Graphpad Prism®#igt Y 7 h o =772 &)

HNEDRIRE

35. QME (TA=APMBLOT ¥ A= NORBRFIEENESR) 2505 (ZL, Z
NBICIRESNARY) ZEICk ), F— S rbBAT s ERTERV] ¥ = 2T 5
129D ORIFEZLRERHHIHIET 2 RIS CTE D AREMDN H 5

36. B2ZRIEEOL TV r— b GBI A X2) I2onW T, REDOE2IREDO LT Y 7 — RZ
DNTOWNZe 5 RLU GRAEE L., TOMENERT — X X— A BNV TFDREEIZHOWVWTO RLU
FEEME LD 20% %22 CERl>TWA N TES> TWAEAIZIEL, MUETH D & AT,

EEREHARFDRES T7—F DIRES & UHE

37.  WEHOET—Z 7%, KRBIERICKGSNTEAT Ly F— DT o7 L— MIEET
Do BRONT DMEN D DIMUEDT —ZRA SR HDINE I AT 20BN H D, (T
TIRESND /T A—=ZIZHONTIE, REFARLELZ SR, ) ROFEZ I 5,

FI=X ~

ATv71 DMSOBREXE (VC) ICDOWTTEMELIHET S,
ATv7T2 DMSOVC DFHEZEZEV TIDENSEINT, T—2EERILT S,
ATy 73 SEIZE (E2) ITOVLWTTEHFEFEREZHET S,
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FRIT=X K

ATy 71
ATv T2
ATvT3
ATy T4
ATvT5

OECD/OCDE

WERMEICDWTTH EC BZFET 5,

455 s

DMSO VC [ZDWWTEHEZHET S,

DMSO VC DFHEEXE I T ILDEMNSE5ILVT, T—2 ZERET S,
SEBIZX (RallE2) [2DWTEHIFILEREEHET B,

E2 SBIZ4IC DV TENEZHET S,
BERMEIC DT ICo DFEHEEFTET D,

BIEABRFDREEES T—F DRES f UHE

38. MEFHOET—X %, KRBRERAICERGFSINIZAT Ly Ruy— DT 7 L— MIiRET
5o BT AHUENSANNEDT —HRA L SR HHZMNE I DNZHWTAMERD S, (RN
TREIND/NT A—=HZOWTIE, RBRTAERLELZ SR, ) ROFEZFET 5,

FI=X F

ATvT1
ATv T2
ATv73
ATv 74
ATvT5

FURIT=X K

ATv 71
ATv T2
ATvT3
ATy T4
ATvT5
ATvT6

DMSO VC [TDWTEHEZHET 5,

DMSOVC DFHEZED T IILDEMNSEIWLNT, T—2 FIEHRILT S,
SEIZE (E2) IZTDOVWTENBERZREHET S,

E2 BLUVHERMEIZDWWT ECso DEWMEEHET B,
ARX20—)LIZDONWT RLUFABEDENEEXTET S,

DMSO VC [ZDWTEHEZET 5,

DMSO VC DFEHEEXE I T ILDEMNSE5ILVT, T—2ZIERET S,
SEBIZE% (RallE2) ITDOWTEHNFEBXREHET S,

RallE2 & UHKERMEIZ DT ICso DEWMEEETET B,

BEFXFL T UDOVWTRLURREDFEHEZETET S,

E2 SRBIEHRICDWTENELHET S,

TS HERDEE

39.  VM7Luc ERTA L. invivo T® ED iRBRD 7= DWE OESNEN AT ITE T 5 72D DOFEHLD
BAMNTT T —F0—RELTERINTWS, ZOELIBAMATFIEO—EIX, #ERYE D
ER 7 A=A MEMEZIEZT & A=A MEHEOWT I HOW T E 7X@ IC 0ET 5 2 &
\272%, VM7Luc ER TA NV 57— 3 ViR CHE A SN DB £ 72 i3t oplE R L £ 1 1R
7T,
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£1:  BESIUBHOHELSE

7T I=X MEE
e ER 7 T =& MEMEIZOWTHHAZ DEIN DB E LT X T, X—
254 v, FNCIEEORE X, 7T h—F7713— 7 TRDbALEE
INEHBRERE L TCWDARERD D, HBARICE-TUEL, ZNEDFED 9
H 2D (R—2AT Ay - BARETITAE - ©©—7) OB ERZRI LT

TH Euy,
o FOAREERT HMIL, =T —"— (EH+SD) NER LRV 3D
(13 PLEDRA vV EREENTWRITIUIR DR, XR—=A T A U EAT

LA 2 MIBRANT D2, OB ICIIE—27 £ 7 b—0
BHIORA > REFNTWHTEH LW,

o [BMEAVKEICIEZ. BIREYE B2 IOV THRAED 20%LL FoZiEE (=
—RATA =7 LDE) DRETHL (Thbb, ZHREE (E2)
DI KIEAEAY 10,000 RLU IZFHFEE S 5854, 2,000RLU BLE)

o A[EETHILE, ECso DEIZIGIEME Z L IR T 5,

B f FIEDREIZRNT 5FHD RLU FEEE. DMSO *ED RLU EDFY T

S XA DMSO O RLUEDEERED 3BFLUTTH D,

FELEHMNELREIEENERRO-OICEEOAEEZRTIDIZAYTHS

CIEBRTELEVWT—FEFENERLG L. HEMELSEI I ZFH

ETAEDICHERATHZLEIEITERL, YZYVEIEARABRTLI2E0ET

5,

FE

FUoAOdZR MEHR

o WBMIE DT —H MM, N—RAT A4 EZNIH ADARN D725
A RS BN D,

o ADARLEEFRT DML, =TT —N"—=RELRLR 3 DL EDORA >
EREENLTORITNER LR, X—=AT A VEERTHERA - M
ok 208, MR OERESIIET T h—DRHYDRA » P EENRT

(13 WTH Iy,

o BIBAEHUE Ral/E2 (2D THeNAED D 20%LL EOTEMEHI 72 17 &
20 (Tabbh, 2REYE (Ral/E2) O KJSEMMAY 10,000 RLU (ZFHH!
ENnd84E. 8,000RLULLT) .

o BRI E DI RIEMIREERE L IX10SM UL F &35,

o A[EETHIUE, ICso DILIXBHEWE = L ICHEHT 5,

Bt 1.0x 10°MEKFEDREIZENT, $RXTOT—2 KRS 2 FHEDsDfiE (E2
ISED 80%. 9745 8000 RLU) = EEI->TLVS,

FELEMENFLEIEENRAD-DICEEDAEZRIDICENTHS
FE ERFBRTERVT—FRETEYNERG L. HEBRVENBENZENZH
EYAEHICHATSCLETELGL., WEFBREBRILILNET S,

40.  AREETHIIE., BHEORERIZ., IFHOBRERBLIOFOERZ L7206 LIZBEDOW FIZ L -
TS b s, BrE. BErE, BIXOREY 2T — % o 2K 5 B8 L O 6 1277,
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H5: 7= bl : BtE, Bk BIOREDRT—F

AN N
B 21 AN Y]
ey, 0 I 190
j]
E D 5 F4 é B
4 oo ynn i il K
é - A :3 g B by
E E M E A
i L P |
bl bl
2 2 o,
B = =
% & O 3 3 nha’ SR TR T TN TR T 1non
AHECHEE (M) AHALBEE (M)

AT B2 IS D 20%. 72 b Bisk s L OEMAE L7= 2,000 RLU %779,

®6:7vHI=2 hobl: Bk, B B IOTERDRT—F

= LA
[ (=358
12000- 14000+
3 10000- 3 2 a
2 . g 1w !
w‘j' 80004 ceeneForeecnnansanesasaatpanaonas] *‘5' 10000 =
N} A Ot esisss s
f‘dg . % 6000
}% 4000 }%
v o 4000
Q 2000 8 .
2000
£ o E
.:mor - 1) ——— e -
-13 -12 -1l - A3 12-1-10 9 8 7 6 5 4 322 2
B EE (M N =12 11 <10 9 -8 :'-' 6 -5 4 3 2
XPEORIE (M) XPECIE (M) SPECIIE (M)

R IE RalE2 [EE D 80%. i HHREE L PIEMRIE L1 8,000 RLU £7R7

ER(L1.00 x 105M 2FT ., BHEEEZONBBEE. 8,000 RLUDEEY £ T T, EBEA1.00 x 105 M KFHTHIF
NIEL S0,

meso-"NFEX C—IDTZTDTAREYRY (*) ODOWERER, £FXRRI7 2] UEERT,

meso-~NFE R b—JLIZDNTOHEEFERIL, 8,000 RLU RFEDIEZEH 1.00x 10°M TELTWVWDIDHATHD=H. T
—ANF+HEEZBND,

41, ECso BET ICso DEFFIZ, 4 T A—Z D VBIE GEIZT 3 =2 FRBROFIEE I K
O7 2 A= FRABROFIEENZZR) AL TTO 2ENTE 5, FRAEICHEET S
LIXMHERBRANELSEELTWD Z L 2R LTVEN, HORED T CIEMART — 4 115
BNDHZEERIET D LD TIER, BYIDOT U OFEREENRD Z L0, BT — X NERKS
NI EZRFAET DDITRBETHD (KRRTA N T4 D TERTARBRIEOHEKETR] 15—
VOB 19 25 H)

HEREBEE
44, ER TA RBREDOHEBRER ] (KB A RI 40D 8~15—) DB 20 x5 H,

©O0OECD 2021



OECD/OCDE 455 |55

S5 XH (3)

1.

(2)

3)

4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

ICCVAM. (2011). ICCVAM Test Method Evaluation Report on the LUMI-CELL® ER (BG1Luc ER
TA) Test Method: An /r Vitro Method for Identifying ER Agonists and Antagonists, National Institute
of Environmental Health Sciences: Research Triangle Park, NC.

Monje P., Boland R. (2001). Subcellular Distribution of Native Estrogen Receptor a and B
Isoforms in Rabbit Uterus and Ovary, J. Cell Biochem., 82(3): 467-479.

Pujol P., et al. (1998). Differential Expression of Estrogen Receptor-Alpha and -Beta
Messenger RNAs as a Potential Marker of Ovarian Carcinogenesis, Cancer Res., 58(23):
5367-5373.

Weihua Z., et al. (2000). Estrogen  Receptor (ER) B, a Modulator of ERa in the Uterus,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 97(11):
936-5941.

Balls M., et al. (2006). The Importance of Good Cell Culture Practice (GCCP), ALTEX,
23(Suppl): p. 270-273.

Coecke S., et al. (2005). Guidance on Good Cell Culture Practice: a Report of the Second
ECVAM Task Force on Good Cell Culture Practice, Alternatives to Laboratory Animals, 33: p.
261-287.

ICCVAM. (2011). ICCVAM Test Method Evaluation Report, The LUMI-CELL® ER (BG1Luc ER
TA) Test Method: An In Vitro Assay for Identifying Human Estrogen Receptor Agonist and Antagonist
Activity of Chemicals, NIH Publication No. 11-7850.

Rogers J.M., Denison M.S. (2000). Recombinant Cell Bioassays for Endocrine Disruptors:
Development of a Stably Transfected Human Ovarian Cell Line for the Detection of Estrogenic
and Anti-Estrogenic Chemicals, In Vitro Mol. Toxicol.,13(1):67-82.

Escande A, et al. (2006). Evaluation of Ligand Selectivity Using Reporter Cell Lines Stably
Expressing Estrogen Receptor Alpha or Beta, Biochem. Pharmacol., 71(10):1459-69.

Thorne N., Inglese J., Auld D.S. (2010). llluminating Insights into Firefly Luciferase and Other
Bioluminescent Reporters Used in Chemical Biology, Chemistry and Biology,17(6):646-57.

Kuiper G.G, et al. (1998). Interaction of Estrogenic Chemicals and Phytoestrogens with
Estrogen Receptor Beta, Endocrinology,139(10):4252-63.

Geisinger, et al. (1989) Characterization of a human ovarian carcinoma cell line with estrogen
and progesterone receptors, Cancer 63, 280-288.

Baldwin, et al. (1998) BG-1 ovarian cell line: an alternative model for examining estrogen-
dependent growth in vitro, In Vitro Cell. Dev. Biol. — Animal, 34, 649-654.

©OECD 2021



OECD/OCDE 455 |56

(14) Li, Y., et al. (2014) Research resource: STR DNA profile and gene expression comparisons
of human BG-1 cells and a BG-1/MCF-7 clonal variant, Mol. Endo. 28, 2072-2081.

(15) Rogers, J.M. and Denison, M.S. (2000) Recombinant cell bioassays for endocrine

disruptors:development of a stably transfected human ovarian cell line for the detection of
estrogenicand anti-estrogenic chemicals, In Vitro & Molec. Toxicol. 13, 67-82.

©OECD 2021



OECD/OCDE 455 |s7
iR
ERa CALUX #filatk &AL ={EZ=MED
IRARMAF VIR MNBEUT7TAT
—AMEHEREOEOHD, EEICKER
ALf-E FI X FAYUZERK-0 EREF
M ERE

MHRHEEE S UHRER (1 R—20 I—BHGTHE] 188

1.  ERaCALUX Z HW =B EIEMEALRABR CiX, & b U20Sfiflaikx W <C, e h=X ha s
ZHRE o (hERa) ZN L7 A bl r 7 d=A MBIOT X I=A MNEWEHRET 5,
BioDetection Systems BV (47 4, 7T AART VK L) IZLDHZEICEEBA L ERo CALUX
ERAWEAALTT oA DN TF—v g Uil TlE, ZoRBREOEXT S HIOZ YR IO
fEHEMEMNSLRE X 72 (1), ERo CALUX MR IZZEICEEB A L7t N ERo DA ZFHELT 5
(2)(3)-

2. ARRBRIEE, AEMRETL FEA L R E LTRIET S 2 LICE Y . hERa 24 L7 i ETE
PEALZ AR T 5 & 5 ICHRIC R SN TV B, EMRIILS 7 F ARt A R E D, BEx
A AT A TN STV B (@),

3. M A MU OREN M EBATZSE, VYT 27— B LR —F —BIETOmIENE
BRI L0 ZRARFIENTEED RS 7 F AN EL D Z ENRME SN TODG)N6)(T). LT=N- T,
N7 =T —BRIAOEIEHEIEZS SR TR0 H 5 BREOFY =R ha 7/ Eiz o
WP AT, BEICIFEB A LT ER BEIEHRBRICB W CEEICHRF L 202 6w
(ffiE 2 22W) |

4. BRHEMNTARRBRZZERAT LA, —RAOLGEHE] LU TER TA HEREDEBRE
Fzl (1~15)R=2) /T &, RKRBREHA FSA VTHEATIEES K UEEIL. 8 1
[ZEEE L TLV%,

FEBREDFRE 1 R—20 [-RMLGHEI 1288)

5. KRARAFT vEAIX, ER VAV RS & ZUTH S SB/IR-U T v RESKROHaEE~D
BATZEI T 272 DICHW OGNS, O T, ZRE-U Ty NMESERITRRI 7 DNA IGE T L
AUREREE L, RENMNLL T 2T —PDULR—F =& E2EBEEEM T 52T, VYT =
T —VPREREROMEEHREMNESED, Vo727 —BRETHINLY 72 U ERINTHE, L
U7 = U UPNEYRNAERER I D, ARSI R, BEHE AW TES ISR - EE
T&E 5%,
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6. ARBRRIT, BEITEEBA Lz ERa CALUX #lfid % A5, ERo CALUX #lfiiid e M2
AR BB P U20S MllfaRRICH kR L Tnad, U B o 2pkiEE v, B kU208 #llfe
|Z 3xHRE-TATA-Luc 3 & O pSG5-neo-hERo & ZE I TEEB A LTz, U20S fllfatkis, WKRMSZSE
RIEPEDME & A ERninEL N E W) FTRICESE | U208 fifatkz =2 hr 7y (BLUME
DAT A RARNEY) JEEME VR —Z —Mlatk OB - & L TGRIRL 72, NIRMESZ AR
NI BNV T 2T B UR—H—TFTAI ROREHANCGGHELZE Z A, IRV TR
MU THIEEZ RS enoTz, S bIT, RAESEREZ —BIICEAN LT 2 A, Z Oflakk
B8R SI 72 ARV U EMIRE & R LT2(2)(3)(8),

7. ERo CALUX ffatkz W TIT O FME O R b a P UAEMEE i3 ii= X a7 sk
ORBRIIT, VAT V== 7T AT VRN EEND, VAT ) == 7T T,
AFERBRO =012, BRI E OV, flaErs X O EM 2 RERGH A2 RO 5, GfENT T
%, WEEBRME O IERE /R IR E#iDH 2 ERo CALUX & WA I T v B A I CRBR LT-1%. 5%y
BET7 A=A NELIET U TR MISET 5,

8. T —HROEEICONTIE, Bk 59 TIMICHMI L T o, Mk 5 &, Bl sl
e L7z 2 LA EOEE CHIRIEYE 178-= A T U4 —/L (PCh) 12K DIHKIED 10%LL LD
BrRmLlche, SsmE 27 2 =2 MERICOW TN & 723, g E 2 e L7z 2
DL EORETSHHEREZ EX 7 = (PCy) DRAIGEICZL D 80%LL T DISEZ 7 LTI-Hh,
M E 2T X T=A MERIZOW T & AT,

FIE
MR

9.  ZEIZFEBA LT U20S ERa CALUX flfuik 2 5, Z Ofakix., Hili o4 o x&
REREATE LT, 72 D7 AAT IVH AT D BioDetection Systems BV 725 AF9 25 Z &3
T& D,

10. ~A a7 I X~vxEEhWEEMROLEZHERTS, RIS Me Y NI, ~1 =277
R IEYRNEBETH D Z EMEEESNTWA L ORI 50, FHENC~Y A 27T XA~ &HiER
Bradiiid sl b, v 377 A% GRE TR 511X, RT-PCR (U 7V A LR
AT —BHHNIL) EEEHTL20ERD 5H9),

MRk D& REHE

11. CALUX Mifalx., ZEME KO E #7527 DIZRIKRE#E (-80°C) TERIFT 5,
R, fEOR L CHril-eism 2 Bth L2k, D7 &b 2 [k REEE L T ofbFEWME D= A F 1
FroT A=A NBIOT X TR MEHOFHMIIZEAT %, Mlaid 30 R EZEL THEEL T
1372 57200,

12. MR ORIF R LT EZ T =2 —3 57012, BIRIERED ECso £ 7213 1Cs 7l 2 =
LIZED, TA=ANBIOT U Z T2 NABRARDINVEM ZMEET D ERH D, Flo, Bt
KREEUEE (PC) & RatExiialEl (NC) OMXFFEREELE=4—75Z &, fRIL. ERaCALUX
EHWETI=A K (B3C) FHRETUHI=ARNDOAALFT vl A (3% 4C) OTFRIEUEC—
B LTI by, BIRERE BIEGRB L OEMEREZ, 7322 MBLORT 22 =X
FE— ROFNFNIZONWTE 1 BLUOE2ITRT,
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MRS & OB

13. U20S i, pH #R¥EE LT 7=/ — by R, v RIRME (7.5%) . FE0ET I/
fe (1%) . =3V (10 Bfi7/mL) . AL T h~A T BIONER~— D —L LTV =T
4V (G-418) ZIIN U 7-HsiEss e (DMEM/F12 (1:1) ) TH:EE T 5, 37°C. {JE 100%D CO;
A Fax—H— (5%C0,) I[ZHildE AiLd, HIIUEER D 85~95%IZ2 L= 6, AlfiaZ ik hs
T H0, AL TV i~ a4 X —FL— MNIIEHET D, BEDOEE, =Abarw
aEh0RBRE (72— Ly REGERD, Frya—L - TFA T 0By URRIRM
B 5% viv) . FEMET I (1% vv) . X= U2 (10 BA/mL) BXOA ML T h~A v
> (10 pg/mL) Z¥RAMN L7 DMEM/F12 (1:1) i) Ficiifas 1 x 10° fllfe/mL CHE&E L. 96
Vv I ad AL —T L — b OU VRS D E L AIEETL 100 pL) o HIRRE.
BREEATIZ COr A > FaX—F— (5%CO0,, 37°C, /¥ 100%) T 24 FFfpiE®E+ 5, 77 AF
v IIFTZA M U EEGEATHTIR B2,

4. WBWEOT7 A= MEMB IO 2 a3 =2 MEZ —HEORBR TR+ 5, —#HOR
B, K 6 O~ a4 —7 L — NTHERIND, —EHORBRITITZENEIN., SRR,
Bttt BREUEE, M BREUEL RS K OVARIRH RO/ 7e < b 1 DO—HOAREN S EN D, K 1
BLO2Z, 73=AMBIRT U T=A FO—HORERO T L — NREEZTRT,

15, ZWRIEME, RWE. T X TOBAIR, 72 5 NSl L ORI R OSSRk Z 3 [
TGN T 2, 3EIDOZHIIEN LI, FIAB L ORIANTTR T A2 S RT TR B0,

16. ZRRIE#®E (7 2= MEAIZOWTE 17p-=A M T VA=, T Z A=A MEAIZOWD
TEHAEXF VT =) OBEEL—EHOFRKRIT, —HORBRENZENORYIIO T L — KN TRIET
B FOD 5 DO~ A 7 al A X —T L — NOoHrfERE, ZRIERED TR EMGRZ S
DRMIDO 1 DO~ a4 F—F L —FEHBTEDL LT DHITIE, T XTOFL— KT,
RAIRTR, R L -2 RIEROR&SRE, BLUOSBIEEOBIBLZD ECsy (7a2=X21) £
IXICso (T Z A=) REDOISOMERHEEZEZOLMNENH D, RYIOTL—KEEOVDS
Ko7 v — b EOYS B O I, % 3¢ (T IF=& MEA) £7213% 4C (T FT=A |
TER) (R TE 27 ST U 7e 57w,

17. —HOBBANOZ~A 70X A X —TL— R IOWT, z B E2HET5(10), SREHED
ERER L ORKBECONEEHAWT 2 fEE23HET L, v~/ /&4 ¥ —7L— R I, &
3C (7= MEM) FigFk4C (T ¥ =X MEM) IORENTEEHZTTIHEIC, B
B A I

18. ZBIENEIZ Y VA NIROHEISEHREZ ~T 2L, SRIERD —HEOARIK DJRE )G
53D BCso £721% ICso 1%, F 3C (7= MEH) F£713FE 4C (T ¥ T=X MEH) TR
T E A 72 S22 T UE e B,

19. —HEHORBROZHZNIIE, BB L Ot Bl 250 5, BBt e & itk
KERREUEFO M I HOWTHEH L2 EXFEREIX, & 3C (7 a2=X MEA) F7/id&k 4C (T4
T=A MER) TR TEEETETHLERD D,

20,  TRTOMEEIZEWT, SREEORESREOFEREIL, BRIEE 17-= A N T U4 —
L ONE kxSt R (RLU) OINE % S REEHIR RO RLU JSE TRT 5 Z &Itk » TH
B35, ZOFESREIT, £ 3C (TI=A MEA) £72013F 4C (T X =2 MEA) (TR T
LB HEEROR/NEM AT SR iE e 570,
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21, BT RTCOFREELE-T~A 70 b A X —T L — bOBRDAENE RSN, R
WEDISE &Ml T 572 DI TE 5,

22, PAREMEZ, VA7) == 7T U BLOVERE T COmSFICEHATE 5,

=1 CALUX ZAWEZ7IdZA CDNAFT7 v AIZEITHSBIZHE, FEXE (PC) &
K UIEMEREE (NC) DEE
WE CAS RN SEREEEE (M)
SRIZE 17B-TRA RS oA —IL 50-28-2 1.0*107"3-1.0*10°
EHExER (PC) 170-A FILTRA FRATA Y 58-18-4 3.0%10%
IEMExtER (NC) JJLFARTAY 50-22-6 1.0*108
=2 CALUXZRWE=7UAIdZR MDNAFT v EAI2E T3S BIZE, IGEXE
(PC) B&LUIEMEREE (NC) DEE
e CASRN HEREE (M)
SHREE AEFXFLIT Y 10540-29-1 3.0¥10%°-1.0*10"%
[EHExtEE (PC) 4-EFOFPEAEXI TV 68047-06-3 1.0*10°
IEMExtER (NC) LARZ bO—)L 501-36-0 1.0*100
%3 ERa CALUX ZRW =7 d=ZXA MDNAAT7 vt 1 DHEBREHE
A-FL—EOEL2ORER yIEEE
1 3ENY T ILOEA%SD (NC. PC. HEBNMEH &L USRIELENEHRE. CO£K<) < 15%
2 3EDVIIDZRK%SD (BSRIZES L UVHBRMEDBFIXIE (CO. SC) ) <30%
3 LDH & RHE (MESHEOEEL L) <120%

B-1#%OD<A4 /0834 53—TJL— A
SIBIZEREIRIE (CO; TL—k 1) LHBRMEBFRE (SC. TL—+k 2~x) Ok

4 0.5~2.0
4-_~
TL—r1DECyDIEMES KUSHBIELDRSREL., TL—k2~x (C4, C8) D 0.70~1.30
ECso DIELUMES K UBSRIZENDREREDLLE ' ’
6 BTIL— D Z1HH >0.6
C-H—ND—EDHITA (BE—D—EDRHHRDTRATHOTL—F)
7 SRIZED ST EA R HY ATR-TRXFSTA—IL)
8 SIBIZHE 17R-T X bS5 POF—IL 0D ECs &EH 4x10"2-4x10"M
9 SREBLERFIHVBIZHT S 17R-TR FS A — L BERENR/INFERER 5
10 PC OMEXFEFERE (%) > 30%
11 NC DX EEERE (%) <10%

Appr : SEBUE. PC: IBHEXER. NC : [ZMEXIR. SC: HERMEARFIXME. CO: SREBLEBHIXIE. SD : 2%/, LDH : FLEEHIK
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*x4 ERa CALUX ZRWE7Z VA IR MDINA AT A4 DHEREE
A-7L—FEDO@E2OSEHE $I|5E M HE
SEDVIILDERA%SD (NC. PC. BBMBEL LS USHREZLEDRFRKE. BHIXR < 15%
(C0o) ) o
2 3EDNIIILDTEK%SD GEEXE (VC) BFLUSHBELDRERE (C8) ) < 30%
3 LDH R=REE (MHiaSEOEZLE L) < 120%
B-1#O=/4 90484 58—TJL— A
4 BSRBIZERFIE (CO; TL—F1) LEBEMEBHINE (SC. TL— bk 2~x) DLLE 0.70~1.30
5 TL—F 1 ODBBIELD ICs DERUEE, TL— bk 2~x (C4) DBEBIZED ICs DIELUE
DL 0.70~1.30
6 TL—hr 1 DBBEBEDESEELTL—F 2~x (C8) NBRBIEZELDEEEEDLLE 0.50~2.0
7 £TL— D ZEH >0.6
C-H—D—EDHRHTA (BE—D—EDRHHRDTRTOTL—F)
8 SBIZED ST EA Fihig HY (BEXFPT1Y)
9 SEEE (REXVTIV) OICEEA 1%*10%- 1*107 M
10 AEXV T UREEREICHT S BIZERFNBOR/NEELE 25
11 PC OEXFEERE (%) <70%
12 NC DX EEERE (%) >85%
Appr : EEUE. PC: [BHERER. NC : MR, VC : BHINE (AEEENC7 IR FSRBIEZELZ LOAFIXE) . SC: HERMER

Fixtf@, CO: SHBIZEBRKIXE, SD : F#(FE. LDH : ZLBBKRER

BHE TR, SRR, BYEXR, B

23, TVLAZY—=U T I 0oBIATERNT L OWTIZOWT S, B UEKL IS, &
FRAEYE  BVERTR IS L OeMEB A2 2 &, F72. SIRERE BB IREB X O R o
PRI E— TR uuEze b e,

BT

24, HERYEOARICHWSRARIE. BFIEE L THEERT 5, ERa CALUX ZHUMV=/A\1 7
TIvtEADN)T—3 0T, BEEELTSAFILRILKRFTS K (DMSO, 1% (viv)
CASRN 67-68-5) Z ML \fz, DMSO USNNDBFIZERT DIGEICIE. SHBIZE, MBS L UHER
MEIEITRTRILAETRERET 5, 7o IR FHERICEWLT, BEREBICIX. BEREDT
O FSRBIBEATB-IR S VA —IL (ECooimEITER) NEFNDIILICBET DL, 7
VAT FRERICAWSEBRL., BFEXMBEREL THET 5,

JBIRAEE (P22 T=X FMEM)

25.  T7UAOZRMEERTE., AREBICEERENCTY I=X FSRIEE 17-T X I UF—
U (ECso iIREITER) ZF/MY 5, HEBMEDBRRICAVSBEFOT7 V2 I =X MERIZDT
HBTLICEF, BEREDT IR FSRIFE 17B-TR S VF— )L L TRHEEMZRART S
DLENHDH, COXNBHMEZBERNE LT S, ERa CALUX ZRWV=NAF T vtA4 DN T—
a3V T, BFEELTIOAFILRLEKRFL K (DMSO, 1% (viv) ; CASRN 67-68-5) ZHL =,
DMSO LS DRFIZ AT H5RI1CE. SHIFE, dRELUVHEBRYERTATH UBETHER
ERR

sIEE

26. FI-RSRBIEZEFI 17TB-TR S OA—ILTHD (R 1) ., SEBIZEL, 8 DDEED
17B-TR RS VF—J)L (1.0x10™3, 3.0x 10", 1.0x 102, 3.0x10"2, 6.0x 102, 1.0x 10",
3.0x10", 1.0x10" M) O—EDHFREN 575,
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27. TFURdZRISEE(IFIEXTIIIVTHD (R2) , SHIZE#EL, 8ODDREREDEE
FT7zx2 (3.0x10%, 1.0 x 10, 3.0 x 10%, 1.0 x 10°7, 3.0 x 10°7, 1.0 x 10%, 3.0 x 10
% 1.0x10% M) O—EDHFRENGLE D, FEEDTUVAI_X NSRIZEL, BEREDT
J-X FSEBIEBE1TB-TR LS VX —IL (3.0x1012M) LEREET S,

IG1ETEE
28. FOAZRFHEROBEEBILZ 170-AFILTRACRTFAVTHD (K1) ,

29. TFUAITZXMHABROBMXREIX 4-E FOXL2EXLT0THD (R 2) . COTF Y
AR FEUXEIE. BEEEDT7 I=X FSHRIZE 173-TX 5 P4 —)L (3.0 x 102 M)
LIRBEET S,

Bt
30 FOd-—XRMHAEBORMEXMEBEXIILFaRTOVTHD (K1) ,

3. FURAIAZRMHABORMHBIILARS FO—ILTHD (X 2) ., COFVRI=R b
BRI, BEEREDND7 IR FSEBIZ#E 17TB-TA S TA—IL (3.0 x 101 M) LBRAKESE
I 5,

ABRERDEREIE (KRBT FS51> (8~15 X—2°) DEE 14 %45 NI« ER TA BB %
DIEHEF» DE 3 HiUFE 4 Z5/F)

B

32, WEBRWE ORI T AT, SBRME SRR b L, MifasRH & ORFIMED B
5O TRIFAIZZR B 720, DMSO, KBLORTZ /—)L (FE 95%~100%) »u#EY) 7285 TH
%, DMSO Z%HIE U THEMRT 234, 5280 DMSO OREEE T 1% (viv) B2 IR
2, BN, WANZHIOEEES 220y, 72, REBREOMHEREDIT & 72 B 720 a R4 5
VENBH D,

SHIRE, BHNE. BENEL L UEBEWE DR

33, ZHREYE BHMEXTER. RERMEXTRRE L ORI E T 100% DMSO (F 72 iX@E Ul e iaAl) 2 3%
w5, wic, FUEATCEY 7 (BRE) MIRKEZHRT 2, g EILT T, BHanc=E
AP S S5, BriclCif Lo SRR BRMERHIR, MR fds KX ORI E O JFR 21,
PR £ I TRE 2RO IR b0, SRIERBS I ORROFIKIZ, O THELTYH
T, HEBRMEORIKIL, ERILITH LR 5, SRS, BYEIRL R fas KO
BRWVE OBAEAIRIT, EBRZ L1 LSRR L, 8% 24 FERILINICER 35 2 &

BREE, MIEEEL L NREBEREAS

3. FVRZY—=2 7T TR, SR L TEEAIR OB E OVRfRE 2RO D, 0.1 M DK
A by 7RSS, O CIRMIEICRIEN H DA, HRWE N SRR T 5 E
TEEZ TS CURKAERET 2, LA ) —= 75 Tld, BWED 1:10 BRI~ 3=
B9, TA=AMRBRELIIT VX2 =2 VRO EERBREEILX | mM THDH, 7L AT Y
—= U t%, AR T TR R &Y CIEM R ERE A ST 5, SENRBRICER TS
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TG, 165, 3%, 1065, 30£%. 100f%. 300f%. 1000 {3 L OV3000 {5 & 3 %,

35 MfFEMREBRIL., TI=A RBLOT U =X FRBRIEOFIEEICTEH S LTV A1),
Fo, MREERBRIT, VA2V —= 0 L AEN T O FICHAAER TS, ERa
CALUX Z W= A FT v A DR F—2 g o CHIIREEME O FIIC 7= 71T, #BRWE ~
DOIEFE% OILEEI K FEEEFE (LDH) JRHRBRES X O SR B HBE (g 1 2R) Tho
2o 12720, MEMEEZRNET D70t EENTE (7 7Y 7 AR—Z2ADHE (MTT)
IATEE 7213 CALUX ZHWTMaE A 47 v A2 ) 2FHTHIZENTE D, —KIZ
AR AR DY 20% % 2 TR N 2B E IR E IR EEN o 5 L AR SND T, T—2 D
FEAMC 1A T & 22y, LDH JeHERERICES L CiX. LDH JWHZRN 120%% B2 58546, & OBk
YERE TN D L A E N5,

BHENEDIRZEL L UT v 1 TL— FDEE

36. 77 AaOar7)xy NRREEMEEZ R TV U L%, MlleA 1 x 10°f/mL T=
A haFrEEER OB HPICHERRE TS, BB LICMIEE WL 2 96 v~ A s A
Z—7L— hONRO Y = VIS 5, SMUO T =i ) CEEfRE A AR (PBS) 200 uL
ERETSH (X 1BIOX2EM) , £ LMRIE, CO A v FaX—%— (5% CO,, 37°C,
TR 100%) T 24 BRI E T 5,

37. HiEEE%. MioENE WE 1 2R | RSB LIOCMRELEEICONT T L— & B THR
EHT 5, BRTHREBEHERIZEO OIT, MIEEED 85%LL LD 7 L — kDI i BRIzl
M3 2, NAIOT = VO EEIZID frE . SREE, WERME. B R s X
WAHIXT R OE Y 72— O MR L F H». = A ha by o2 E R0l 2000l IZTEEH# X 5
(FS5: 7= B, R6: 7 H7a=A NER) , TXTOSIERE BBRWE., Bk,
Fex sk PRk K OVAAI R 3 B3 ORI 25, X 11 \7:%xbﬁ%@7v—%ﬁ%%r¢o

B2z, 7o I =2 N BROT L — M MEEL RS, LAY —=r 7R e afERRO 7 L
— MEEIXR—CTh b, 7o ¥ T=X MR T, BEXHROT 21 (VC) ZFRL< T X TONH
DY /W, BEEREDY =2 hSIRIEHE17B-= A F 7 U4 —/L 3.0x 102 M) NEENT
Wb, FTCT L — MIZHIEHECSB LN CAZHWM LTI bW EICEET D 2 &,

38. T RTCOLFEWE I ZIRE SE72%, 96 Vo /b~vA 7 XA X —T 1L — & COA
F 2 _N—H— (5% CO,, 37°C. IBJE 100%) WTX HIZ 24 R4 5,
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1 TLRY )=V 5BV 7I=X MERFMD =D 96 DL 024 3—TL—+
a)jb_ FEEEO

FL—Hh1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B co c1 c2 Cc3 c4 Cc5 Ccé c7 c8 PC

C Cco c1 c2 Cc3 c4 Cc5 Cc6 c7 c8 PC

D co c1 c2 Cc3 c4 Cc5 Ccé c7 c8 PC

E SC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 NC

F SC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 NC

G SC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 NC

H

UBEOFL— bk
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)

(o3 SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)

D SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)

E SC TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C4 (EC50)

F SC TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C4 (EC50)

G SC TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C4 (EC50)

H

Co = BRIZERH,

C(1-8) =  BEEZEO—EFEOFRAEZ (1~8, E~FEE) .

PC = [GExE,

NC = [EMEXEE,

TCx-(1-8) = TLRY -V TS5 0BLUEBEYE x 07T MEAFEO O DHEBEMEDOFRE

(1~8, E~ZEE) .

sC = WEAMEAFINE (CO LRULBETHLIIENEELLAN, OBy tOELDTHSHHE
1H5) .

SJL—t)L: = 200ul®PBS &#E~-LEMIOY TIL,
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B 2 FURATZRAMDTLARY ) —Z o5 BLUV 742X MEASHED=6HD 96 Dz IL<TA
HsafA48—JL—rODTL— FEEE,
TL—Hk1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B co c1 c2 C3 Cc4 C5 C6 c7 c8 VvC
C co c1 c2 C3 Cc4 C5 C6 c7 c8 VvC
D co c1 c2 C3 Cc4 C5 C6 c7 c8 VvC
E NC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 PC
F NC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 PC
G NC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 PC
H
LBEOTL— b
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B sC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)
C SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)
D sC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)
E C4 (1C50) TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C8 (max)
F C4 (1C50) TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C8 (max)
G C4 (1C50) TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C8 (max)
H
co = BRIEERA,
c(1-8) = BRBREEO—EORWE (1~8, E~SRE) .
NC = EMRE,
PC = BHRE,
TCx-(1-8) = TLRHIY—ZUHSUBLUBERYME x 07 I=X MERFED -0 DHBRME DERR
(1~8. BE~EEE) .
sc = BEBYMERSINE (CO LRUBETHIIENLEELLA., BOOY FOHOTH DAL
£H5) .
VC = BEE (BAEEEN7 IR MSBIZEATR-IR IV —ILEEFHLAFRINE) .
gL—+tI = 200 ul @ PBS Zimf= LI=s\MBIDD = )L,

pas BESRO T =1 (VO) ZEBRSTRTORMO Y =12 h, BEREDY 2 =2 s S RIEYHE
17B-=A FZ U4 —/L (3.0x1012M) BEEN TS,

BADIE

39. BEOWEEIZOWTIE, TI=AMBLOT v ¥ =2 FlBRIEO FNEECTEEMIZHAA L
TW5(10), AIREAZBHWTA Y 7 2T —BIE%REZRETE D L HICT 570, 24 RpEE&E%ZIC
U VIR A ELD BRE | AR D,

40.  FBHEAXWET AT, ZOFIETIE 2 2O V7 X —%E 2 -IREHNLE L 72 5,
N7 27 —PIREKiL, ETHHNL T2 ) U EFEATDHZ EICLVERKRT 5D, 0.2 M NaOH %
M CIEEREILESTS, IGEEZEIELT, 12902 ANnEH 9 150D = L ~DOFIEOEF B
L&B5<,

41, HU o ANBEHEND NI, T dHio 0 OMEFEEE (RLU) & LTHET,
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LR Y—=205>
2. TLRIVV—ZVUFTRHOEREZRNT, EEABO-OICERMED IR EESEFR%
KDB, TLRY Y —Z U DERDOFEEE & VAIFHEBRD =D DWRERYE O 1E 13 B FE &5 5
DRFEIZDOVWTIE, PAZRMBEU 720X FMHAEBREDOFIBZ(0)IZEMICES L TNV S,
T, A=A BLUT7 VAT MRABROI-ODHEBEMEDEESLFHERET SFIED
BELZRT, EOFFRETHFA VDAL T URIZDONTIE, R5BLUR6EZSEBOI L,

FIZX MMEBEFFED /=80 DR EER

43.  TLRH V) —=2FS50T, £5 (Fd=ZRAMERA) BLUER6 (FUA2d=-X MERA) IZ
TT LS, " EDFRBEEFRVNTHEBEYWEZRERT S, IXTOREICOLNT, B 1 (Fd=
A MEA) FER2 (P2 3R MEA) IZRT TL— MEEIZH-DT., 3EDD )L TRER
5,

44. FFBREE (R 3) ZEEININMBEROAZEMNEALT L. BEBRYEICHT DB
AW, —EOAHIZENT 1 BUEDIA 08142 —TL— O HBEEZR-SAMN o1
BE. TNEADIA VD848 —TL— eBRNT 5. SRIFLED—EOFREEAREET
RODTL— bAHBREEZH-SBNGEE, —EDOFHREME (6 TL—F) ZEAMLETH
ESANY A A

45. LUTOBE. HRPEONMRERELREL. TLRYU—ZVI 5 EBEERT 5.
- HRBEESEDHONIBAE. TURY UV FIRR. BRNEOEERSEREET
FCBEEHT 2LEND .

- HBMEOTLRIU—=UI T, HREEICLYBRABENSEL IO, REHAE
BEBBAHSNENSE, HRNEOREETFTILRY U= IS5 4 BEERT 5
BN 5.

46. B GRAEKFEUHLENRDONEGEE. RAFENEBHLN, HREEEZTIGL (&
B) REZERI S L, BEMNS U THRERI 2BV ENREREL. CORRLERED 3
BTREINEGE S,

47. HERYMEO—EDERLGHFNEENRZER 5 ICRIFMRETHAEL, LETRELEZRS
REMNLEIKT .

48. TFOAZRMERAZEZFRLLVERYER. TLRIY—Z U/ THEL-HMEEEERS
TUOERERENOHIE L TRENS V THERY b,

F2EIT=X MERFHED /= 8 DR EER

49. HFBREE (R 4) ZREIDMBROAZEDNEALG L, HEDEICHT HHEDFTMIC
AWg, —BEORFIZENT 1 BUEDTA 08142 —TL— OB EEEH-S LM o1
BE. TNENADIA 0348 —TL— b 2BINT 5. SRELEO-—EDHFNEEKRZET
BODTL— FAHBEELH-SLNGEE, —EDORR2MK 6 TL—F) Z2BAMLATH
FSAU=YAYAN

50. LTOHE, #BRYMECHNREGHERABL, TLRIY—ZVISVEBEERET S,
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- HEsUENROONDEE. TLRAIVV—ZUJFIER., HBRYEOFMESEREEZT
FTRBERET 2LENDD.

- BERYMEDT LRV -7 T, BRREEICLYEKBEAENELS-HIZ, T2LHE
CEHBEAAONLEMES, HBRYEDREEZ T CILRI V-V eBEERRT HREN
Hdo

51, BAMCRERFEMLENROONESHE. RRKEENIROON, MOMBEEEZTIGL
(RIE) REZRRI S L, BEMI VTHEIT IBBVEOESRERX. COEBRLEEE
D 3BEBTHREIFNIEE SR,

5. HEYMEO—EOEHLGHNEEAZER 6 ICRIHFRERMETHRAEL., LETRELEES
REMNLEIRY .

53. TFUAOdZRAMERAZFRLGVERMER. TJLRIV V-V THERL-MlaEEE
RERLREIREMN ORI L TAREMNS VO THERT 5,

BIEHZ >

54, EREZLREEHAZER L%, £5 (Fa3=X MEM) BLOE6 (T a=x MEH)
WRT X9, —EHOARIK &2 AW TR E 2R k45, T X TOREIZONT,
1 (7a=2MEH) £ 2 (Tr& 3= MEH) IZR"T7L— MELEICES T, 3 #HDOT
)V TCREBT 52 L,

55. EFAHEME (R 3 BLUER 4) NI ONRROAL LAY E R L, HBRMEIZRT D5
BOFHHIZHWD, —#HOOHTIZEBWT 1| kD~ 7 a X A 2 —F L — M FFREREE T
ERmol-HE., TNEND~A 7 ub A Z—F L — s E2EoNT %, ZRIERO —#HOFRIK
BREEGETLRYIO T L — PR EEE T S WS, —EORBREE (6 71— &HY
BrLZgid g7 o 7auy,
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x5 7 A=A NRABRIZEE AT 2 2 AR RE . IR L OMEER B DR L O IR
BR1TB-TAFSSH— | TCX-TLRHY—=F5Y - .
DREM) DEIRE TCx-BIEMS Y OFRE XEOREM)
co 0 TCx-1 10,000,000 x TCx-1 3,000 x PC 3.0%10%
c1 1.0*10" TCx-2 1,000,000 x TCx-2 1,000 x NC 1.0*1008
c2 3.00" TCx-3 100,000 x TCx-3 300 x co 0
c3 1.0*102 TCx-4 10,000 x TCx-4 100 x scC 0
c4 3.0%10"2 TCx-5 1,000 x TCx-5 30 x
c5 6.0*10"2 TCx-6 100 x TCx-6 10 x
c6 1.0*10" TCx-7 10 x TCx-7 3x
c7 3.0*10" TCx-8 1x TCx-8 1x
c8 1.0*10°°
TCx - WeBRME x
PC - PP (170- A FLT A R AT 1Y)
NC - fapEstif (arFazxray)
Co - 2 PR YEVA T s
SC - B BRI B A e B
%6 7o A= NRBRICHE T 2 S RUEEE, 3t X ORI E O L3 X O IRE
< s ] - 1) —= >
BRETALITORE | T m | Tocamms onmeE SO BEM)
co 0 TCx-1 10,000,000 x TCx-1 3,000 x PC 1.0*100°
c1 3.0%10° TCx-2 1,000,000 x TCx-2 1,000 x NC 1.0*1005
c2 1.0*1008 TCx-3 100,000 x TCx-3 300 x co 0
c3 3.0%10°8 TCx-4 10,000 x TCx-4 100 x scC 0
c4 1.0*10%7 TCx-5 1,000 x TCx-5 30 x
c5 3.0%10%7 TCx-6 100 x TCx-6 10 x —
c6 1.0*10°%6 TCx-7 10 x TCx-7 3x AMW7I= FOBREM)
c7 3.0%10% TCx-8 1x TCx-8 1x 17B-
4005 IR+ 3.0%10"2
cs 1.0*10 Tt
TCx - WeBRE x
PC - PR 4-8 Rex v ey 7o)
NC - faphsxtft (L AT ha—)L)
Co - 2 PR YEVA T st
SC - B SR B A e B
VC - VRIETE (7 = A FBBIEYE 17p-= A b 7 VA —/LOEERE (3.0x 102M) 2&ER0)

T—H DIREH & I T— 5 FHT

56. VA== 7T 0 BIOVRER T otk T A= MBRO T2 DITHEBRYE D ECio.
ECso. PCio. PCso B8 L O K#FEE (TCxmx) RO D, 7o X T=A FlBRTiE. ICyn. ICso.
PCso. PCso 8 X O/ NiFE (TCxmin) ZHEHT 5, K3 (TT=X MEH) BIUOXK 4 (T &=
=2 MERD 12, INHDONRTG A= EXRT D, MER/NT A—2 L, SHEYE O XY
B (ZHRIEEORKFERE (=100%) (ZkF25) 1ZEOWTEMT S, FEEER (AT AR,
4ODIRFTA—E) ZHANT, UTORUH > TF—Z 23+ 5.

(Top - Bottom )
(1+10 ((LogECs() —x) * £ LAk ))

y = Bottom +

Top = RRFERE (%)
X = REFIXEEDRE Bottom = &/INEERE (%)
Y = H%E (HEXEFEEE (%) )
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LogECso= BRAMZD 50%MBEAlEh
RE DR
IR = EIILAROAEFRE
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57.  FERIFEEE (RLU) TEINWHIMEFHOET—XiF, L2 7 ) —=0 770 BLIO
R T CRIHERR SN2 T — T A 7 Ly Ro— NMCERET 5D, AT —X 1L, £ 3A B
FOFE 3B (TI=AMEA) . FHITE4ABIOVOE 4B (T I=A MEM) (TRTHEY
TFRFEEL - L TR U b7, AT — X NHFREELZM - L TV DS, HEpaR
TA=BERET DHIZOICLL FOHERT » 72T 5,

73d=-X MMEA
- SREEORMMET -2 5. SRIZERFINEBEOTY RLU £51<,
- HRYMEOEAIMET 20 5. FHERYMEARFIREBEOTEY RLU £51<,
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	エストロゲン受容体アゴニストおよびアンタゴニストを検出するための、安定に形質移入した転写活性化In Vitro試験法に関する性能に基づく試験法ガイドライン
	はじめに
	性能に基づく試験法ガイドライン
	1. この性能に基づく試験法ガイドライン（PBTG）では、エストロゲン受容体アゴニストおよびアンタゴニストを検出するための、安定に形質移入した転写活性化In Vitro試験法（ER TA試験法）について説明する。本試験は、エストロゲン受容体（すなわち、ERαおよび／またはERβ）アゴニストおよびアンタゴニストの確認試験に関する機械的および機能的に類似するいくつかの試験方法からなり、危険有害物評価の新規または更新済み検査方法の国際的承認 についてのOECDガイダンス文書（GD）（1）に規定されるバリ...

	本PBTGに含まれる試験法の背景と原理
	2. OECDでは、1998年に優先的活動項目の一つとして、内分泌かく乱作用を有する可能性のある化学物質のスクリーニングおよび試験のための試験ガイドラインに関し、既存のものを改訂し、新規に作成し直す作業を開始した。内分泌かく乱作用を有する可能性のある化学物質の試験および評価に関するOECDの概念枠組み（Conceptual Framework: CF）は2012年に改訂された。当初のCFおよび改訂されたCFは、内分泌かく乱性評価のための標準化された試験ガイドラインに関するガイダンス文書に補遺として...
	3. エストロゲンとERとの相互作用はエストロゲン制御遺伝子の転写に影響を与え、細胞増殖、正常な胎児発生、および生殖機能に必要なものを含む細胞プロセスの誘導または阻害につながる可能性がある(9)(10)(11)。正常なエストロゲンシステムの混乱は正常な発生（個体発生）、生殖に関する健康および生殖系の完全性に対する有害な作用を引き起こす可能性がある。
	4. In vitroでのTA試験は、レポーター遺伝子産物の転写を制御する特異的受容体と物質との直接的または間接的な相互作用を基にしている。このような試験は、ERのような特定の核内受容体により制御される遺伝子発現を評価するために広く用いられてきた(12)(13)(14)(15)(16)。これらは、ERにより制御されるエストロゲンの転写活性化の検出に対して提案されている(17)(18)(19)。核内ERには、それぞれαとβと呼ばれる少なくとも2つの主要なサブタイプがあり、これらは異なる遺伝子によって...
	5. STTAおよびVM7Luc TA試験法のバリデーション試験では、意図する目的に対するそれらの妥当性および信頼性が実証された(3)(4)(5)(30)。乳房細胞株を用いた発光ベースER TA試験法の性能基準は、LUMI-CELL® ER（VM7Luc ER TA）試験法に関する（米）代替試験法の検証に関する省庁間調整委員会（ICCVAM）試験法評価報告書：化学物質のヒトエストロゲン受容体アゴニストおよびアンタゴニスト活性を確認するためのin vitro試験法に記載されている (3)。これらの性...
	6. 本試験ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺1に記載している。

	適用範囲およびTA試験法に関連する制限
	7. これらの試験法は、スクリーニングおよび優先順位付けの目的で提案されているが、証拠の重み付けアプローチで使用できる機構的情報を提供することもできる。これらは、in vitro系において化学物質がエストロゲン受容体（ER）に結合することで誘発されるTAに対応するものである。したがって、in vivoでの完全な状態の内分泌系の複雑なシグナル伝達と調節に結果をそのまま外挿するべきではない。
	8. ERを介したTAは内分泌かく乱（ED）の主要な機序の1つであると考えられている が、EDが生じる可能性のある機序には他に、（i）内分泌系内の他の受容体や酵素系との相互作用、（ii）ホルモン合成、（iii）代謝活性化および／またはホルモン不活性化、（iv）標的組織へのホルモンの分布、（v）身体からのホルモンのクリアランスなどがある。本PBTGに基づくいずれの試験法も、これらの作用機序に対応するものではない。
	9. 本PBTGは、化学物質が活性化（すなわちアゴニストとして作用）し、またER依存性転写を抑制（すなわちアンタゴニストとして作用）する能力を扱っている。化学物質の中には、細胞型依存的にアゴニスト活性およびアンタゴニスト活性の両方を示し、選択的エストロゲン受容体調節因子（SERM）として知られているものがある。これらの試験法で陰性であった化学物質は、その化学物質が受容体に結合しないと結論する前に、ER結合試験で評価することができる。また、本試験法は、in vitro細胞系の限られた代謝能を考慮して...
	10. 参照のため、本PBTGに記載した十分に検証された両試験法で試験を行った34物質のアゴニスト試験の結果を表1に示す。ER結合およびTAに関するin vitro試験法、および／または子宮刺激性試験法などの公表成績(2)(3)(18)(31)(32)(33)(34)に基づくと、これらの物質のうち26が確定的ERアゴニストおよび8つの陰性物質に分類される。本PBTGに記載した十分に検証された両試験法で試験を行った15物質のアゴニスト試験の結果を表2に示す。ER結合およびTAに関するin vitro...


	ER TA試験法の構成要素
	試験法の必須構成要素
	11. 本PBTGは、1つ以上のエストロゲン応答エレメントの制御下で、安定に形質移入し た、または内因性ERα受容体および安定に形質移入したレポーター遺伝子構築物を用いる手法に適用される。ただし、ERβなどの他の受容体が存在する可能性がある。これらは試験法の必須構成要素である。

	対照物質
	12. 各アゴニストおよびアンタゴニストアッセイについて、提案された同時参照標準の根拠を説明すること。必要に応じて、同時対照（陰性対照、溶剤および陽性対照）は、試験法が試験条件下で作動していることの指標となり、実験間比較の基礎となる。これらは通常、任意の実験の許容基準の一部である(1)。

	標準的品質管理手順
	13. 細胞株が複数回の継代を通して安定を維持し、マイコプラズマを含まない（すなわ ち、細菌汚染がない）状態を維持し、期待されるER介在性の応答を経時的に示す能力を維持するようにするために、各試験について記載したとおりに標準的な品質管理手順を実施する。その正確な同一性および他の汚染物質（真菌、酵母、ウイルスなど）について細胞株をさらに確認する。

	試験施設の習熟度証明
	14. 本PBTGに基づくいずれかの試験法で未知の化学物質を試験する前に、各試験施設は当該試験法の使用における習熟度を証明する必要がある。各試験施設は、習熟度を証明するために、表3に挙げた14の習熟度確認物質でアゴニストアッセイを実施し、表4の10の習熟度確認物質でアンタゴニストアッセイを実施する。試験系の応答性は、習熟度確認物質の試験によっても確認される。習熟度確認物質の一覧は、ER TA試験の性能基準(6)に示す参照物質のサブセットである。これらの物質は市販されており、ERアゴニストまたはアン...
	15. 性能を証明するために、また品質管理の目的で、各試験施設は、参照標準（17β-エストラジオールおよびタモキシフェンなど）、陽性対照および陰性対照の化学物質および溶剤対照（DMSOなど）のデータとともにアゴニストおよびアンタゴニストの履歴データベースを編集する必要がある。まず、アゴニスト（17β-エストラジオールなど）とアンタゴニスト（タモキシフェンなど）についてそれぞれ10回以上の独立したランを行ってデータベースを作成する。これらの参照標準および溶剤対照の今後の分析結果を追加してデータベース...
	表4：アンタゴニストアッセイ用習熟度確認物質の一覧(10)


	テストランの許容基準
	16. テストランの許容または破棄は、各実験で用いた参照標準および対照について得られた結果の評価に基づいて行う。参照標準のPC50（EC50）またはIC50の値は、選択した試験法について規定されている許容基準（STTAについては補遺2、VM7Luc ER TAについては補遺3を参照）を満たしていなければならず、また、許容された各実験についてすべての陽性／陰性対照を正確に分類する。参照標準および対照の履歴データベースを作成し、維持することにより、当該試験法を一貫して実施できることを証明する（段落15...

	データの解析
	17. 陽性応答と陰性応答の分類には、各試験法について規定されたデータ解釈手順を用いる。
	18. 許容基準（段落16）への適合は、当該試験法が適切に作動していることを示すが、特定のテストランで正確なデータが得られることを保証するものではない。初回ランの結果が再現されることが、正確なデータが得られたことを示す最良の指標である。2回のランで再現性のある結果が得られた場合（いずれのテストランの結果でも被験物質が陽性であることが示されている場合など）、3回目のランを行う必要はない。
	19. 2回のランで再現性のある結果が得られない場合（被験物質が1回は陽性、もう1回は陰性である場合など）、またはこの試験法の結果に関してより高い確実性が必要な場合は、少なくとも3回のランを個別に実施する。この場合、分類は3回の結果のうち2回の一致した結果に基づいて行う。

	一般的なデータ解釈の基準
	20. 現時点では、ER TAデータの解釈に関して普遍的に合意された方法はない。しかし、ERを介した活性の定性的（陽性／陰性など）および／または定量的評価（EC50、PC50、IC50など）は、経験的データおよび科学的に妥当な判断に基づくものでなければならない。可能であれば、陽性結果は、溶媒（溶剤）対照または基準エストロゲンと比較したときの影響の大きさおよび影響が生じる濃度（EC50、PC50、RPCMax、IC50など）の両方によって特徴付ける。

	試験報告書
	21. 試験報告書には、以下の情報を含める。
	試験法：
	対照／参照標準／被験物質
	単一成分物質：
	多成分物質、UVCB物質 (組成が不明または不定の物質、複雑な反応生成物または生体物質)、混合物：
	溶剤／溶媒：
	細胞：
	試験条件：
	許容性確認：
	結果：


	参考文献 (1)
	定義および略語

	初期検討事項および制限事項（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	1. この転写活性化（TA）試験では、hERα-HeLa-9903細胞株を用いて、ヒトエストロゲン受容体α（hERα）を介したエストロゲンアゴニスト活性を検出する。hERα-HeLa-9903細胞株を用いて、ヒトエストロゲン受容体α（hERα）を介したエストロゲンアゴニストおよびアンタゴニストの活性を検出する、日本の化学物質評価研究機構（CERI）による安定に形質移入した転写活性化（STTA）試験法のバリデーション試験で、この試験法の意図する目的の妥当性および信頼性が立証された(1)。
	2. 本試験法は、化学発光をエンドポイントとして測定することにより、hERαを介したTAを検出するように特別に設計されている。しかし、1 μMを超える植物性エストロゲン濃度では、ルシフェラーゼレポーター遺伝子の過剰活性化による非受容体媒介性発光シグナルが報告されている(2)(3)。用量応答曲線は、ER系の真の活性化が低濃度で起こることを示しているが、ルシフェラーゼレポーター遺伝子の植物性エストロゲン様過剰活性化を引き起こすと疑われる高濃度の植物性エストロゲンまたは類似化合物で得られるルシフェラーゼ...
	3. 規制目的で本試験法を使用する前に、「一般的な緒言」 および 「ER TA試験法の構成要素」（1～14ページ）を読むこと。本試験法ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺1に記載している。

	本試験法の原理（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	4. 本試験法は、エストロゲン受容体とリガンドのシグナル結合に用いる。リガンドと結合すると、受容体-リガンド複合体は細胞核へ移行し、そこで特異的なDNA応答エレメントと結合し、ホタルルシフェラーゼのレポーター遺伝子を転写活性化することで、ルシフェラーゼ酵素の細胞内発現量を増加させる。ルシフェリンは、ルシフェラーゼ酵素により照度計での定量的測定が可能な生物発光生成物に変換される基質である。ルシフェラーゼ活性は、市販されている数多くの試験キットを用いることで速やかに、かつ低廉な費用で測定することができる。
	5. 本試験系では、ヒト子宮頸部腫瘍由来に由来する安定的に挿入された以下の2つの構築物を持つhERα-HeLa-9903細胞株を用いている：(i) hERα発現構築物（完全長のヒト受容体をコードする）および (ii) マウスメタロチオネイン（MT）プロモーターTATAエレメントによって駆動される、ビテルロゲニンのエストロゲン応答エレメント（ERE）の5本のタンデムリピートを有するホタルルシフェラーゼレポーター構築物。マウスMT TATA遺伝子構築物は、最良の性能を有することが示されており、一般的に...
	6. ERアゴニストアッセイの場合、データ解釈は、被験物質によって誘発された最大応答レベルが、陽性対照（PC）である17β-エストラジオール（E2）の最大誘導（1 nM）濃度により誘発されたアゴニスト応答の10%以上であるか否か（すなわちPC10）に基づいて行う。ERアンタゴニストアッセイの場合、データの解釈は、細胞毒性のないスパイクインコントロール（E2の25 pM）により誘発された応答から、応答が30%以上の活性低下を示すか否かに基づいて行う。データの解析および解釈については、段落34～48で...

	手順
	7. 試験には、安定に形質移入したhERα-HeLa-9903細胞株を使用する。この細胞株は、JCRB（Japanese Collection of Research Bioresources）細胞バンク1F から、物質移動合意書（MTA、 Material Transfer Agreement）に署名した上で入手することができる。
	8. 試験には、マイコプラズマを含まないことが確認された細胞のみを使用すること。RT-PCR（リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応）は、マイコプラズマ感染を高感度で検出するために選択すべき方法である(4)(5)(6)。
	9. 細胞株の安定性をモニターするため、アゴニストアッセイの参照標準としてE2、17α-エストラジオール、17α-メチルテストステロンおよびコルチコステロンを使用し、試験実施ごとに少なくとも1回、表1に示す試験濃度範囲における完全な濃度応答曲線を測定し、結果は表1に示す結果と一致しなければならない。
	10. アンタゴニストアッセイの場合、タモキシフェンとフルタミドの2つの参照標準の完全な濃度応答曲線を各ランで同時に測定する。この2つの化学物質について陽性か陰性かの定性的分類をモニターする必要がある。
	11. 細胞は、60 mg/Lの抗生物質カナマイシンおよび10%のチャコール・デキストラン処理ウシ胎児血清（DCC-FBS）を添加した、フェノールレッドを含まないイーグル最小必須培地（EMEM）で、37±1 CのCO2インキュベーター（5% CO2）内で維持する。細胞密集度が75～90%に達したら、100 mmの細胞培養ディッシュに、1mLあたり0.4 x 105～1 x 105細胞、10mLで継代する。細胞を10% FBS-EMEM（DCC-FBSを添加したEMEMと同じ）で懸濁してから、1 x...
	12. 応答の完全性を維持するため、細胞は凍結保存状態から取り出した後、調整済みの細胞増殖用培地にて2代以上継代させ、継代回数は40代を超えないようにする。hERα-HeLa-9903細胞株の場合、これは3ヵ月未満である。ただし、不適切な培養条件で培養した場合、細胞の性能が低下することがある。
	13. DCC-FBSは付録2の記載通りに調製するか、市販品を入手することができる。
	14. 試験前および試験中に、濃度の強力なエストロゲン：E2、弱エストロゲン（17α-エストラジオール）、非常に弱いアゴニスト（17α-メチルテストステロン）および陰性物質（コルチコステロン）を適切な濃度で用いて試験系の応答性を検証する必要がある。バリデーション試験(1)で得られた許容値の範囲を表1に示す。これら4種類の参照化学物質について同時に行う検証は、実験のたびに行い、結果が規定の許容範囲内に収まらなければならない。もし収まらなかった場合には、許容基準を満たせなかった原因を特定し（細胞の取扱...
	表1：ERアゴニストアッセイの参照標準の許容値の範囲

	ERアンタゴニストアッセイの陽性および陰性の参照標準
	15. 試験前および試験中に、適切な濃度の陽性物質（タモキシフェン）および陰性物質（フルタミド）を用いて試験系の応答性を検証する必要がある。バリデーション試験(1)で得られた許容値の範囲を表2に示す。これらの2つの同時参照標準を各実験に含めなければならず、その結果は基準に示された通りに正確に判定されなければならない。もし収まらなかった場合には、基準を満たせなかった原因を特定し（細胞の取扱い上の問題、血清や抗生物質の品質および濃度の問題など）、試験をやり直す。さらに、陽性物質（タモキシフェン）のIC...
	表2：ERアンタゴニストアッセイの2つの参照標準の基準および許容値の範囲

	16. ERアゴニストアッセイ（1 nMのE2）およびERアンタゴニストアッセイ（10μMのTAM）の陽性対照（PC）は、各プレートで3回以上試験する。被験物質の溶解に使用する溶媒は、溶媒対照（VC）として各プレートで3回以上試験する。このVCに加え、PCに被験物質とは異なる溶媒を使用する場合、PCと同じプレート上で別のVCを3回以上試験する。
	17. 陽性対照（1 nMのE2）のルシフェラーゼ活性の平均値は、各プレートの平均VCの4倍以上でなければならない。この基準は、バリデーション試験の評価項目の値の信頼性（従来は4～30倍）に基づいて設定されている。
	18. 試験法の品質管理に関して、同時PC（1 nMのE2）のPC10値に相当する誘導倍率は、同時VCの誘導倍率の値（= 1）の1 + 2SDを超えていなければならない。優先順位付けのために、PC10値は統計解析と比較して必要なデータ解析を単純化するのに役立つ可能性がある。統計解析では有意性に関する情報が得られるが、統計解析は濃度に基づく潜在的可能性に関しては定量的なパラメータではないため、優先順位付けにはあまり有用ではない。
	19. スパイクインコントロール（25 pM E2）の平均ルシフェラーゼ活性は、各プレートの平均VCの4倍以上でなければならない。この基準は、バリデーション試験の評価項目の値の信頼性に基づいて設定されている。
	20. 試験法の品質管理に関して、1 nMのE2の相対的転写活性化（RTA）が100%を超え、範囲0.1 μM～1 μMの4-ヒドロキシタモキシフェン（OHT）濃度のRTAが40.6%未満であり、100 μMのジギトニン（Dig）のRTAが0%未満でなければならない。試験施設は、試験法を設定する際に、OHT予備試験に基づいてOHT濃度を選択できる。タモキシフェンのIC50を含め、他のすべての習熟度および許容性基準を満たす必要がある。

	試験施設の習熟度証明（本試験ガイドライン（8～15ページ）の段落14ならびに« ER TA試験法の構成要素» の表3および表4を参照）。
	溶媒
	21. 様々な陽性対照、陰性対照および被験物質に使用しているものと同濃度のジメチルスルホキシド（DMSO）または適切な溶剤を同時VCとして用いる。被験物質を溶解することができ、細胞培地と混和可能な溶剤に被験物質を溶解する。適切な溶媒は、水、エタノール（純度95%～100%）およびDMSOである。DMSOを用いる場合は、濃度が0.1%（v/v）を超えてはならない。いずれの溶媒についても、最大使用量で細胞毒性を示さず、試験の性能に影響しないことを実証しなければならない。

	被験物質の調製
	22. 一般に、培地で希釈するための溶液を調製するためには、被験物質をDMSOまたは適切な溶剤に溶解し、同じ溶剤を用いて、公比1:10で段階希釈する。

	溶解度および細胞毒性：範囲設定のための検討
	23. 予備的試験を実施し、被験化学物質について適切な濃度範囲を決定するとともに、これらの化学物質に溶解性および細胞毒性上の問題があるかどうかを確認する。まず、1 μL/mL、1 mg/mLまたは1 mMのうち、最も低い濃度にあたるものを最高濃度とし化学物質の試験を行う。予備試験で認められた細胞毒性の程度または溶解性の欠如に基づき、初回の確定用ランを実施し、最大許容濃度（1 mM、100 μM、10 μMなど）からの対数段階希釈法により化学物質を試験し、混濁や沈殿、または細胞毒性の兆候の有無を確認...
	24. ERアゴニストおよびアンタゴニストについては、高いレベルの細胞毒性があると、典型的なシグモイド応答を有意に変化させたり、認められなくする場合があるため、データを解釈する際には考慮に入れる必要がある。細胞毒性の試験法は80%の細胞生存率に関する情報が得られるものを選択し、実験室での経験に基づいた適切なアッセイを利用して実施する。
	25. 細胞毒性試験の結果、被験物質のある濃度において細胞数が20%以上減少した場合、この濃度は細胞毒性を示すとみなし、細胞毒性濃度およびこれを超える濃度は評価から除外する。

	化学物質への曝露およびアッセイプレート構成
	26. 化学物質の希釈（ステップ1および2）および細胞への曝露（ステップ3）の手順は、以下の記載に従って行う。
	表3：ERアゴニストアッセイにおけるアッセイプレート中の参照標準のプレート濃度割り付けの例

	27. 参照標準（E2、17α-エストラジオール、17α-メチルテストステロンおよびコルチコステロン）を各ランで試験する（表3）。E2を最大に誘導できる1 nMのE2で処理したPCウェルとDMSO（または適切な溶剤）のみで処理したVCウェルを、各アッセイプレートに含める（表4）。由来の異なる細胞（異なる継代数、異なるロットなど）を同一の実験に用いる場合、各由来源の細胞について参照標準の試験を行う必要がある。
	28. 化学物質のアンタゴニスト活性を評価するため、A列からG列までのアッセイウェルに25pM E2を添加する。参照標準（タモキシフェンおよびフルタミド）を各ランで試験する。hERα-HeLa-9903細胞株の品質を管理できる1 nMのE2で処理したPCウェル、DMSO（または適切な溶剤）で処理したVCウェル、 「スパイクインコントロール」 に対応する添加したE2にDMSOを添加して処理した0.1% DMSOウェル、最終濃度1 μMのOHTで処理したウェル、および100 μMのDigで処理したウェ...
	29. 必要に応じて、エッジ効果が認められないことを確認する。もしエッジ効果が疑われる場合には、プレートの配置を換えて、この効果をなくすようにする。例えば、周辺部のウェルを除外したプレート配置とするなどの方法が考えられる。
	30. 化学物質を添加した後、アッセイプレートを5% CO2インキュベーターに入れ、37 C±1 Cで20～24時間培養を行い、レポーター遺伝子産物を誘導発現させる。
	31. 揮発性の高い化学物質に対しては特別な考慮を払う必要である。このような場合、近傍の対照物質のウェルが偽陽性を示す場合があるため、対照物質について経験的に得られている予測値を踏まえた上でこの現象に注意を払う必要がある。揮発性が懸念要因となる少数のケースでは、 「プレートシーラー」 の使用が試験実施中に各ウェルを確実に分離する上で有用であり、このような例には推奨される。
	32. 同一化学物質に対する確定試験は日を改め再度実施し、独立性を確保する。

	ルシフェラーゼアッセイ
	33. 許容基準を満たす限り、試験には、市販のルシフェラーゼ測定試薬（Steady-Glo ® Luciferase Assay System（Promega、E2510または同等品）など）または標準的なルシフェラーゼアッセイシステム（Promega、E1500または同等品）を使用することができる。アッセイ試薬は、使用する照度計の感度に基づいて選択する。標準的なルシフェラーゼアッセイシステムを用いる場合、基質を添加する前にCell Culture Lysis Reagent（Promega、E15...


	データの分析
	ERアゴニストアッセイ
	34. ERアゴニストアッセイの場合、PC（1 nMのE2）に対する相対的な転写活性を求めるため、同一プレートから出る発光シグナルの分析を次のステップに従って行うことができる（他の同等な数学的手法も使用可能）。

	EC50、PC50およびPC10誘導の検討
	35. EC50を計算するには完全な濃度応答曲線が必要となるが、被験物質の濃度範囲には制限があるため（例えば、細胞毒性や溶解性の問題等の原因で）、この計算が常に実施可能で実際的であるとはいえない。しかし、EC50および最大誘導レベル（ヒルの式中、Topの値に相当）は有用なパラメータであるため、可能であればこれらのパラメータも報告する必要がある。EC50および最大誘導レベルの計算には、適切な統計ソフトウェアを使用する（Graphpad Prism統計ソフトウェアなど）。
	36. ヒルのロジスティック式を濃度応答データに適用できる場合は、次の式に従ってEC50を算出する(7)。
	37. 各被験化学物質について、次の値を求める。
	38. PCXの値は、XY座標系上においてPCX値のすぐ上とすぐ下の2点間を補間することにより計算できる。PCX値のすぐ上とすぐ下に置かれたデータ点の座標を、それぞれ（a, b）および（c, d）とした場合、PCX値は次の式を用いて計算できる。
	39. PC値の説明を、下の図1に示す。
	図1：PC値の導き方の例。PC（1 nMのE2）を各アッセイプレートに含める。


	ERアンタゴニストアッセイ
	40. ERアンタゴニストアッセイの場合、スパイクインコントロール（E2の25 pM）に対する相対的な転写活性（RTA）を求めるため、同一プレートから出る発光シグナルの分析を次のステップに従って行うことができる（他の同等な数学的手法も使用可能）。

	IC30およびIC50誘導の検討
	41. 陽性の化学物質については、IC30および適切な場合にはIC50を誘導する濃度。
	42. ICXの値は、XY座標系上においてICX値のすぐ上とすぐ下の2点間を補間することにより計算できる。ICX値のすぐ上とすぐ下に置かれたデータ点の座標を、それぞれ（a, b）および（c, d）とした場合、ICX値は次の式を用いて計算できる。
	図2：IC値の導き方の例。スパイクインコントロール（25 pMのE2）を各アッセイプレートに含める。

	43. 結果は、2回（または3回）の独立したランに基づいて算出する必要がある。2回のランの結果が近似しており再現性が認められる場合には、3回目のランを行う必要はない。許容できる結果とは、次の条件を満たすものをいう。

	データ解釈の基準
	表7：ERアゴニストアッセイにおける陽性および陰性の判定基準
	表8：ERアンタゴニスアッセイにおける陽性および陰性の判定基準
	44. データ解釈基準を表7および表8に示す。陽性の結果は、作用の程度およびその作用をもたらした濃度の両方によって説明づけられる。アゴニストアッセイではPC値の50%（PC50）または10%（PC10）が得られたときの濃度、アンタゴニストアッセイではスパイクインコントロール値の50%（IC50）もしくは30%（IC30）を抑制する濃度として結果を表すことにより、この2点の目標が達成されることになる。ただし、被験物質によって誘導された最大応答（RPCMax）が、2回のランのうち2回とも、もしくは3回...
	45. ERアゴニストアッセイにおけるPC10、PC50およびPCMax、ならびにERアンタゴニストアッセイにおけるIC30およびIC50の算出は、OECDの公開ウェブサイト上の試験ガイドラインで利用可能なスプレッドシートを用いて行うことができる2F 。
	46. PC10またはPC50およびIC30またはIC50の値が少なくとも2回得られれば十分である。ただし、同じ濃度範囲におけるデータとして得られたベースライン値に容認できないほど高い変動係数（CV；%）を有するばらつきが認められた場合は、データに信頼性が欠けると判断し、大きなばらつきをもたらした原因を特定しなければならない。PC10の計算に用いるデータポイントについて得られる3連による生データ（すなわち、発光強度データ）のCVは、20%未満となる必要がある。
	47. 許容基準に適合することはアッセイ系が正しく動作していることを示しているが、ある特定のランで正確なデータが得られることを保証するものではない。初回のランでの結果が再現されることが、正確なデータが得られていることの最良の保証となる。
	48. ERアゴニストアッセイでは、陽性の被験化合物、とりわけPC10～PC49に当たる化学物質およびルシフェラーゼを過剰刺激することが疑われる化学物質に関して、本試験法ガイドラインで目的とするスクリーニングおよび優先順位付けに加えてさらに情報が必要な場合には、観察されたルシフェラーゼ活性がERα特異的な応答のみによることを、ERαアンタゴニストを用いて確認することができる（補遺1参照）。


	試験報告書
	49. 「ER TA試験法の構成要素」（本試験法ガイドライン8～15ページ）の段落20を参照。

	参考文献 (2)
	補遺1 - 偽陽性：受容体非介在性の発光シグナルの評価
	1. ERアゴニストアッセイにおける偽陽性は、ルシフェラーゼ遺伝子のER非介在性の活性化、またはこの遺伝子産物の直接的な活性化、すなわち被験物質とは無関係の蛍光発光によりもたらされる。このような作用が起こったことは、不完全または異常な用量応答曲線によって示される。このような作用が疑われる場合は、ERアンタゴニスト（無毒性濃度の4-ヒドロキシタモキシフェン［OHT］など）が応答に及ぼす影響を検査する必要がある。純粋な拮抗薬であるICI 182780は、182780濃度が十分に高いとVCの値を低下させ...
	2. 本手法の妥当性を確保するためには、次の項目を同一のプレート上で試験する必要がある。
	1. VCの平均値を計算する。
	2. OHTで処理していない各ウェルの値からVCの平均値を引く。
	3. OHTの平均値を計算する。
	4. OHTで処理した各ウェルの値からVCの平均値を引く。
	5. PCの平均値を計算する。
	6. その他のすべてのウェルの、PCに対する相対的転写活性を計算する。

	補遺2 - チャコール・デキストラン（DCC）処理血清の調製
	1. チャコール・デキストラン（DCC）による血清の処理は、血清中の残留エストロゲンにより応答に偏りが生じるのを防ぐため、細胞用培地に添加される血清からエストロゲン化合物を除去するのに用いる一般的な方法である。本手法により、500 mLのウシ胎児血清（FBS）を処理することができる。

	構成品
	2. 以下の材料および装置が必要となる。

	手順
	3. 50 mLの遠心分離管を使用するために以下の手順を調整する。

	初期検討事項および制限事項（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	1. 本試験法では、VM7Luc4E2細胞株3F を使用する。本試験法は、（米）代替毒性の試験法の評価に関する毒性プログラム省庁間センター（NICEATM）および（米）代替試験法の検証に関する省庁間調整委員会（ICCVAM）によって妥当性の確認がなされてきた(1)。VM7Luc細胞株は、主に内因性ERαおよび少量の内因性ERβを発現する(2)(3)(4)。
	2. 本試験法は、ジメチルスルホキシド（DMSO、CASRN 67-68-5）に溶解させることがで き、DMSOまたは細胞培養培地と応答せず、また、被験濃度において細胞毒性がない限りにおいて、幅広い物質に適用することができる。DMSOが使用できない場合には、エタノールまたは水といった他の溶媒を用いてもよい（段落12参照）。VM7Luc ER TAアゴニスト（アンタゴニスト）の試験法の実証された性能は、本試験法で作成されたデータがER介在の作用メカニズムに関して情報をもたらす場合があり、さらなる試験...
	3. 本試験法は、化学発光をエンドポイントとして測定することにより、hERαおよびhERßを介したTAを検出するように特別に設計されている。発光が高い信号/バックグランド比を持つことからバイオアッセイにおける化学発光の利用が広がっている(10)。ただし、細胞ベースの試験におけるホタルルシフェラーゼの活性は、ルシフェラーゼ酵素を阻害する物質により見かけ上の阻害や蛋白質安定化に起因する発光増加の両方を引き起こし、混乱することがある　(10)。さらに、いくつかのルシフェラーゼベースのERレポーター遺伝子...
	4. 規制目的で本試験法を使用する前に、「一般的な緒言」 および 「ER TA試験法の構成要素」（1～15)ページ）を読むこと。本試験法ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺1に記載している。

	本試験法の原理（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	5. 本試験法は、ERリガンド結合とそれに続く受容体-リガンド複合体の細胞核への移行を示すために使用される。核の中で、受容体-リガンド複合体は特異的なDNA応答エレメントと結合し、レポーター遺伝子（luc）を転写活性化し、ルシフェラーゼの生成とそれに続く発光を引き起こし、照度計を用いてこれを定量化することができる。ルシフェラーゼ活性は、市販されている数多くのキットを用いることで速やかに、かつ低廉な費用で測定することができる。VM7Luc ER TAは、マウス乳癌ウイルス（MMTV）プロモーターの上...

	手順
	細胞株
	6. 試験には、安定に形質移入したVM7Luc4E2細胞株を使用する。現在、本細胞株は、米国カリフォルニア州デービスのカリフォルニア大学デービス校4F （University of California, Davis, California, USA）、および米国ノースカロライナ州ダラムのXenobiotic Detection Systems Inc.5F から技術ライセンス契約によってのみ入手可能である。

	細胞株の安定性
	7. 細胞株の安定性および完全性を維持するため、細胞を凍結保存状態から細胞維持培地で2代以上継代させる（段落9参照）。細胞は30代を超えて継代させない。VM7Luc4E2細胞株の場合、約3ヵ月で30継代に達する。

	細胞培養および播種条件
	8. 細胞培養の優良規範に関するガイダンスに規定されている手順(5)(6)に従い、実施する作業の完全性、妥当性、および再現性を維持するため、すべての材料および方法の品質を保証する。
	9. VM7Luc4E2細胞は、0.9%ペニシリン-ストレプトマイシンおよび8.0%ウシ胎児血清（FBS）を添加したRPMI 1640培地で、37±1 C、湿度90%±5%、5.0%±1%CO2/空気に設定した専用の組織培養インキュベーターにて維持する。
	10. VM7Luc4E2細胞密集度が約80%に達した時点で、細胞を96ウェルプレートに播いて被験物質に曝露させてルシフェラーゼ活性のエストロゲン依存誘導を解析する前に、48時間継代培養してエストロゲンを含まない環境に馴化させる。エストロゲンを含まない培地（EFM）は、4.5%チャコール／デキストラン処理FBS、1.9% L-グルタミン、および0.9%ペニシリン-ストレプトマイシンを添加した、フェノールレッドを含まないダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）を含む。いずれのプラスチック器具もエストロ...

	許容基準
	11. 試験の合否判定は96ウェルプレートで実施した各実験からの参照標準と対照の結果の評価に基づいて行う。各参照標準を複数の濃度で試験し、各参照および対照濃度の複数の試料が存在する。結果を、各施設が習熟度を確認する際に作成したアゴニストおよびアンタゴニストの履歴データベースに由来するこれらのパラメータ用の品質対照（QC）と比較する。履歴データベースは参照標準および対照の値で常に更新される。装置や試験施設の条件を変更すると、更新した履歴データベースの作成が必要になる場合がある。

	参照標準、陽性対照、および溶媒対照
	12. 被験物質の溶解に用いる溶媒は溶媒対照として試験する必要がある。VM7Luc ER TA試験法のバリデーションの際に用いる溶媒は、1%（v/v）ジメチルスルホキシド（DMSO、CASRN 67-68-5）であった（段落24参照）。DMSO以外の溶媒を用いる場合には、必要に応じ、参照標準、対照および被験物質をすべて同じ溶媒で試験する。
	13. 参照標準はE2（CASRN 50-28-2）である。範囲設定試験の場合、参照標準は4濃度のE2の4つの濃度の段階希釈（1.84 × 10-10、4.59 × 10-11、1.15 × 10-11、および2.87 × 10-12 M）で構成され、各濃度を2系列のウェルで試験する。
	14. 包括試験用のE2は2系列のウェル内の11の濃度（3.67 × 10-10から3.59 × 10-13Mまでの範囲）からなるE2の1:2段階希釈で構成される。
	15. 参照標準はRal（CASRN 84449-90-1）とE2（CASRN 50-28-2）の組み合わせである。範囲設定試験用のRal/E2は2系列のウェル内にRalの3つの濃度の段階希釈（3.06 × 10-9、7.67 × 10-10、および1.92 × 10-10 M）と固定濃度（9.18 × 10-11 M）のE2で構成される。
	16. 包括試験用のRal//E2は1:2段階希釈のRal（2.45 × 10-8から9.57 × 10-11 Mまでの範囲）と固定濃度（9.18 × 10-11 M）のE2で構成され、9つの濃度のRal/E2を2系列のウェル内に入れたものである。
	17. 弱陽性対照はEFM内の9.06 × 10-6 Mのp,p'-メトキシクロール（メトキシクロール、CASRN 72-43-5）である。
	18. 弱陽性対照はEFM内のタモキシフェン（CASRN 10540-29-1）3.36 × 10-6 MとE2 9.18 × 10-11 Mで構成される。
	19. E2対照はEFM内の9.18 × 10-11 MのE2であり、ベースラインの陰性対照として用いられる。
	20. 参照標準（E2）のルシフェラーゼ活性の誘導は、最大のE2参照基準のRLU値の平均をDMSO対照のRLU値の平均で除することによって計測し、結果が4倍よりも大きい必要がある。
	21. 参照標準（Ral/E2）の平均ルシフェラーゼ活性は、最大のRal/E2参照基準のRLU値の平均をDMSO対照のRLU値の平均で除することによって計測し、3倍よりも大きい必要がある。

	試験施設の習熟度証明（本試験ガイドライン（8～15ページ）の段落14ならびに« ER TA試験法の構成要素» の表3および表4を参照）
	溶媒
	22. 被験物質は当該被験物質を溶解することができ、細胞培地と混和可能な溶剤に溶解する。適切な溶媒は、水、エタノール（純度95%～100%）およびDMSOである。DMSOを用いる場合には、濃度が1.0%（v/v）を超えないようにする。いずれの溶媒についても、最大使用量で細胞毒性を示さず、試験の性能に影響しないことを実証しなければならない。参照標準および対照を100%の溶剤に溶解した後、EFMに適切な濃度に希釈する。

	被験物質の調製
	23. 被験物質を100%のDMSO（または適切な溶剤）に溶解した後、EFMに適切な濃度に希釈する。被験物質はすべて、溶解および希釈前に室温に平衡化させる。被験物質の溶液は、各実験用に新たに調製する。溶液には目立った沈殿または混濁があってはならない。参照標準および対照のストックはまとめて調製してもよいが、最終的な参照標準、対照希釈液および被験物質は各実験用に新たに調製し、調製後24時間以内に使用する。

	溶解度および細胞毒性：範囲設定のための検討
	24. 範囲設定試験は2系列の1:10段階希釈ランの7つのポイントからなる。まず、アゴニスト試験の場合は最大濃度1 mg/mL（約1 mM）まで、アンタゴニスト試験の場合は20 μg/mL（約10 μM）まで被験物質の試験を行う。範囲設定実験は次のことを決定するために用いられる。
	25. 細胞の生存率／細胞毒性の評価は、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順(7)に含まれており、範囲設定試験および包括試験に組み込まれている。VM7Luc ER TA（1）のバリデーションの際に細胞生存率を評価するために用いた細胞毒性試験法は、スケーリングによる定性的目視観察法であったが、細胞毒性を判定するための定量化法を用いることができる（手順(7)を参照）。生存率を20%を超えて低下させる被験物質濃度のデータは使用できない。

	被験物質の曝露およびアッセイプレートの構成
	26. 細胞を計数して96ウェルの組織培養プレート（2 × 105細胞／ウェル）のEFMに入れ、24時間培養して細胞をプレートに付着させる。EFMを取り除き、EFMに入った被験物質および参照物質で置き換え、19～24時間培養する。近隣の対照物質ウェルが偽陽性の結果を示す場合があるため、揮発性の高い物質には特別の配慮を払う必要がある。このような場合、 「プレートシーラー」 は、試験中に各ウェルを効果的に分離するのに役立つ可能性があるため、推奨される。
	27. 範囲設定試験では、96ウェルプレートのすべてのウェルを使用して、2系列の7ポイントの1:10段階希釈として、最大6つの物質を試験する（図1および図2参照）。
	図1：アゴニストの範囲設定試験の96ウェルプレートの配置
	図2：アンタゴニストの範囲設定試験の96ウェルプレートの配置

	28. 各ウェルに必要な最終的な培地の推奨量は200 μLである。すべてのウェル内の細胞が80%以上の生存率を示す試験プレートだけを使用する。
	29. アゴニストの包括試験用の開始濃度の決定については、アゴニスト試験手順書(7)に詳細を記載している。略述すると、以下の判定基準を使用する。
	30. アンタゴニストの包括試験の開始濃度の決定については、アンタゴニスト試験手順書(7)に詳細を記載している。略述すると、以下の判定基準を使用する。
	31. 包括試験は、11ポイントの段階希釈（包括試験の基準の開始濃度に基づいて1:2または1:5段階希釈のいずれか）で構成され、各濃度を96ウェルプレートの3連のウェルで試験を行う（図3および図4を参照）。
	図3：アゴニストの包括試験の96ウェルプレートの配置
	図4：アンタゴニストの包括試験の96ウェルプレートの配置

	32. 同一化学物質に対する包括試験は日を改め再度実施し、独立性を確保する。包括試験は、少なくとも2回実施する。試験結果が互いに矛盾する場合（1つの試験では陽性、他方では陰性など）、または試験の1つが不十分である場合には、第3の追加試験を実施する。

	発光の測定
	33. 発光は、インジェクション照度計を使用してインジェクション量と測定間隔を制御するソフトウェアによって300 nm～650 nmの範囲で測定する(7)。各ウェルからの発光はウェルごとにRLUで表す。


	データの分析
	EC50 /IC50 の決定
	34. EC50の値（被験物質（アゴニスト）の50%効果濃度）およびIC50の値（被験物質（アンタゴニスト）の50%阻害濃度）を濃度応答データから求める。1つ以上の濃度において陽性である物質については、Hill関数分析または適切な代替法を用いて、半最大応答（IC50またはEC50）をもたらす被験物質の濃度はヒル関数分析または適切な代替手段を用いて算出する。ヒル関数は、以下の等式を用いて被験物質濃度と応答（一般的にシグモイド曲線に従う）を関連づける4パラメータのロジスティック数学モデルである。

	外れ値の決定
	35. Q検定（アゴニストおよびアンタゴニストの試験手順書(7)を参照）を含める（ただし、これらに限定されない）ことにより、データ解析から除外する「使用できない」ウェルを判断するための的確な統計的判断を容易にできる可能性がある。
	36. E2参照標準のレプリケート（試料サイズ2）については、任意のE2濃度のレプリケートについてのいかなるRLU調整値も、その値が履歴データベースにおいてその濃度についてのRLU調整値より20%を超えて上回っているか下回っている場合には、外れ値であると見なす。

	範囲設定試験用の照度計データの収集および調整
	37. 照度計の生データを、本試験法用に設計されたスプレッドシートのテンプレートに転送する。除外する必要がある外れ値のデータポイントがあるかどうかを判断する必要がある。（解析で決定されるパラメータについては、試験許容基準を参照。）次の計算を実施する。

	包括試験用の照度計データの収集および調整
	38. 照度計の生データを、本試験法用に設計されたスプレッドシートのテンプレートに転送する。除外する必要がある外れ値のデータポイントがあるかどうかを判断する必要がある。（解析で決定されるパラメータについては、試験許容基準を参照。）次の計算を実施する。

	データ解釈の基準
	39. VM7Luc ER TAは、in vivoでのED試験のための物質の優先順位付けに資するための証拠の重み付けアプローチの一環として意図されている。この優先順位付け手順の一部は、被験物質のERアゴニスト活性またはアンタゴニスト活性のいずれかについて陽性または陰性に分類することになる。VM7Luc ER TAバリデーション試験で使用される陽性または陰性の判定基準を表1に示す。
	表1： 陽性および陰性の判定基準

	40. 可能であれば、陽性の結果は、作用の程度およびその作用をもたらした濃度の両方によって説明づけられる。陽性、陰性、および不適切なデータの例を図5および図6に示す。
	図5：アゴニストの例：陽性、陰性、および不適切なデータ
	図6：アンタゴニストの例：陽性、陰性、および不適切なデータ

	41. EC50およびIC50の計算は、4パラメータのヒル関数（詳細はアゴニスト試験の手順書およびアンタゴニスト試験の手順書(7)を参照）を使用して行うことができる。許容基準に適合することは当該試験系が正しく動作していることを示しているが、ある特定のランで正確なデータが得られることを保証するものではない。最初のランの結果を重ねることが、正確なデータが生成されたことを保証するのに最適である（本試験ガイドラインの 「ER TA試験法の構成要素」 15ページの段落19を参照）。


	試験報告書
	44. 「ER TA試験法の構成要素」（本試験ガイドラインの8～15ページ）の段落20を参照。

	参考文献 (3)
	初期検討事項および制限事項（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	1. ERα CALUXを用いた転写活性化試験では、ヒトU2OS細胞株を用いて、ヒトエストロゲン受容体α（hERα）を介したエストロゲンアゴニストおよびアンタゴニスト活性を検出する。BioDetection Systems BV（オランダ、アムステルダム）による安定に形質移入したERα CALUXを用いたバイオアッセイのバリデーション試験では、この試験法の意図する目的の妥当性および信頼性が立証された(1)。ERα CALUX細胞株は安定に形質移入したヒトERαのみを発現する(2)(3)。
	2. 本試験法は、生物発光をエンドポイントとして測定することにより、hERαを介した転写活性化を検出するように特別に設計されている。生物発光はシグナル対ノイズ比が高いため、様々なバイオアッセイで一般的に使用されている(4)。
	3. 植物エストロゲンの濃度が1 μMを超えた場合、ルシフェラーゼレポーター遺伝子の過活性化により受容体非介在性の発光シグナルが生じることが報告されている(5)(6)(7)。したがって、ルシフェラーゼ発現の過活性化を引き起こす可能性のある高濃度の植物エストロゲンまたは他の類似化合物は、安定に形質移入したER転写活性試験において慎重に検討しなければならない（補遺2を参照）。
	4. 規制目的で本試験法を使用する前に、「一般的な緒言」 および 「ER TA試験法の構成要素」（1～15)ページ）を読むこと。本試験法ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺1に記載している。

	本試験法の原理（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	5. 本バイオアッセイは、ERリガンド結合とそれに続く受容体-リガンド複合体の細胞核への移行を評価するために用いられる。核の中で、受容体-リガンド複合体は特異的なDNA応答エレメントと結合し、ホタルルシフェラーゼのレポーター遺伝子を転写活性化することで、ルシフェラーゼ酵素の細胞発現を増加させる。ルシフェラーゼ基質であるルシフェリンを添加すると、ルシフェリンが生物発光生成物に変換される。生成された光は、照度計を用いて容易に検出・定量できる。
	6. 本試験系は、安定に形質移入したERα CALUX細胞を用いる。ERα CALUX細胞はヒト骨芽細胞型骨肉腫U2OS細胞株に由来している。リン酸カルシウム共沈法を用いて、ヒトU2OS細胞に3xHRE-TATA-LucおよびpSG5-neo-hERαを安定に形質移入した。U2OS細胞株は、内因性受容体活性がほとんどないか全くないという所見に基づき、U2OS細胞株をエストロゲン（および他のステロイドホルモン）応答性レポーター細胞株の優れた候補として選択した。内因性受容体がないことをルシフェラーゼレ...
	7. ERα CALUX細胞株を用いて行う化学物質のエストロゲン活性または抗エストロゲン活性の試験には、プレスクリーニングランと包括的ランが含まれる。プレスクリーニングランでは、包括試験のために、被験物質の溶解度、細胞毒性および正確な濃度範囲を求める。包括的ランでは、被験物質の正確な濃度範囲をERα CALUXを用いたバイオアッセイにて試験した後、被験物質をアゴニストまたはアンタゴニストに分類する。
	8. データ解釈の基準については、段落59で詳細に説明している。略述すると、被験物質が連続した2つ以上の濃度で参照標準17β-エストラジオール（PC10）による最大応答の10%以上の応答を示した場合、当該被験物質をアゴニスト作用について陽性とみなす。被験物質が連続した2つ以上の濃度で参照標準タモキシフェン（PC80）の最大応答による80%以下の応答を示した場合、当該被験物質をアンタゴニスト作用について陽性とみなす。

	手順
	9. 安定に形質移入したU2OS ERα CALUX細胞株を用いる。この細胞株は、技術ライセンス契約を結んだ上で、オランダのアムステルダムにあるBioDetection Systems BVから入手することができる。
	10. マイコプラズマを含まない培養細胞のみを使用する。使用する細胞ロットは、マイコプラズマ汚染が陰性であることが保証されているものを使用するか、使用前にマイコプラズマ否定試験を実施すること。マイコプラズマ感染を高感度で検出するには、RT-PCR（リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応）法を使用する必要がある(9)。
	11. CALUX細胞は、安定性および完全性を維持するために液体窒素（-80 C）で保存する。細胞は、解凍して新たな培養を開始した後、少なくとも2回継代培養してから化学物質のエストロゲンアゴニストおよびアンタゴニスト作用の評価に使用する。細胞は30継代を超えて培養してはならない。
	12. 細胞株の経時的な安定性をモニターするために、参照標準のEC50またはIC50を評価することにより、アゴニストおよびアンタゴニスト試験系の応答性を検証する必要がある。また、陽性対照試料（PC）と陰性対照試料（NC）の相対誘導能をモニターすること。結果は、ERα CALUXを用いたアゴニスト（表3C）またはアンタゴニストのバイオアッセイ（表4C）の許容基準に一致しなければならない。参照標準、陽性対照および陰性対照を、アゴニストおよびアンタゴニストモードのそれぞれについて表1および表2に示す。
	13. U2OS細胞は、pH指示薬としてフェノールレッド、ウシ胎児血清（7.5%）、非必須アミノ酸（1%）、ペニシリン（10 単位/mL）、ストレプトマイシンおよび選択マーカーとしてジェネティシン（G-418）を添加した増殖培地（DMEM/F12（1:1））で培養する。37 C、湿度100%のCO2インキュベーター（5% CO2）に細胞を入れる。細胞密集度が85～95%に達したら、細胞を継代培養するか、調製して96ウェルマイクロタイタープレートに播種する。後者の場合、エストロゲンを含まない試験培地...
	14. 被験物質のアゴニスト活性およびアンタゴニスト活性を一連の試験で試験する。一連の試験は、最大6枚のマイクロタイタープレートで構成される。一連の試験にはそれぞれ、参照標準、陽性対照試料、陰性対照試料および溶剤対照の少なくとも1つの一連の希釈液が含まれる。図1および2に、アゴニストおよびアンタゴニストの一連の試験のプレート設定を示す。
	15. 参照標準、被験物質、すべての溶剤対照、ならびに陽性および陰性対照の各希釈液を3回ずつ分析する。3回の分析はそれぞれ、表3Aおよび表4Aに示す要件を満たさなければならない。
	16. 参照標準（アゴニスト作用については17β-エストラジオール、アンタゴニスト作用についてはタモキシフェン）の完全な一連の希釈液は、一連の試験それぞれの最初のプレートで測定する。残りの5枚のマイクロタイタープレートの分析結果を、参照標準の完全な濃度応答曲線を含む最初の1枚のマイクロタイタープレートと比較できるようにするには、すべてのプレートに、溶剤対照、試験した参照標準の最高濃度、および参照標準のおおよそのEC50（アゴニズム）またはIC50（アンタゴニスト）濃度の3つの対照試料を含める必要が...
	17. 一連の試験内の各マイクロタイタープレートについて、z係数を計算する(10)。参照標準の最高濃度および最低濃度での応答を用いてz係数を計算する。マイクロタイタープレートは、表3C（アゴニスト作用）または表4C（アンタゴニスト作用）に示された要件を満たす場合に、有効とみなす。
	18. 参照標準はシグモイド状の用量応答曲線を示すこと。参照標準の一連の希釈液の応答から得られるEC50またはIC50は、表3C（アゴニスト作用）または表4C（アンタゴニスト作用）に示す要件を満たさなければならない。
	19. 一連の試験のそれぞれには、陽性対照および陰性対照試料を含める。陽性対照試料と陰性対照試料の両方について算出した相対誘導能は、表3C（アゴニスト作用）または表4C（アンタゴニスト作用）に示す要件を満たす必要がある。
	20. すべての測定において、参照標準の最高濃度の誘導係数は、参照標準17β-エストラジオールの平均最高相対発光量（RLU）の応答を参照溶剤対照の平均RLU応答で除することによって算出する。この誘導係数は、表3C（アゴニスト作用）または表4C（アンタゴニスト作用）に示すとおり、誘導倍率の最小要件を満たさなければならない。
	21. 上述のすべての許容基準を満たすマイクロタイタープレートのみが有効とみなされ、被験物質の応答を評価するために使用できる。
	22. 許容基準は、プレスクリーニングランおよび包括的ランの両方に適用できる。
	表4 ERα CALUXを用いたアンタゴニストのバイオアッセイの許容基準

	23. プレスクリーニングランおよび包括的ランのいずれについても、同じ溶剤／溶媒対照、参照標準、陽性対照および陰性対照を使用すること。また、参照標準、陽性対照および陰性対照の濃度は同一でなければならない。
	24. 被験物質の溶解に用いる溶剤は、溶剤対照として試験する。ERα CALUXを用いたバイオアッセイのバリデーションでは、溶媒としてジメチルスルホキシド（DMSO, 1%（v/v）；CASRN 67-68-5）を用いた。DMSO以外の溶剤を使用する場合には、参照標準、対照および被験物質はすべて同じ溶媒で試験する。アンタゴニスト試験において、溶剤対照には、固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオール（EC50濃度に近似）が含まれることに留意すること。アンタゴニスト試験に用いる溶剤は、溶媒対...
	25. アンタゴニスト試験では、試験培地に固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオール（EC50濃度に近似）を添加する。被験物質の溶解に用いる溶剤のアンタゴニスト作用について試験するには、固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオールなしで試験培地を調製する必要がある。この対照試料を溶媒対照とする。ERα CALUXを用いたバイオアッセイのバリデーションでは、溶媒としてジメチルスルホキシド（DMSO, 1%（v/v）；CASRN 67-68-5）を用いた。DMSO以外の溶剤を使用する...
	26. アゴニスト参照標準は17β-エストラジオールである（表1）。参照標準は、8つの濃度の17β-エストラジオール（1.0 × 10-13、3.0 × 10-13、1.0 × 10-12、3.0 × 10-12、6.0 × 10-12、1.0 × 10-11、3.0 × 10-11、1.0 × 10-10 M）の一連の希釈液からなる。
	27. アンタゴニスト参照標準はタモキシフェンである（表2）。参照標準は、8つの濃度のタモキシフェン（3.0 × 10-09、1.0 × 10-08、3.0 × 10-08、1.0 × 10-07、3.0 × 10-07、1.0 × 10-06、3.0 × 10-06、1.0 × 10-05 M）の一連の希釈液からなる。各濃度のアンタゴニスト参照標準は、固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオール（3.0 × 10-12 M）と混合培養する。
	28. アゴニスト試験の陽性対照は17α-メチルテストステロンである（表1）。
	29. アンタゴニスト試験の陽性対照は4-ヒドロキシタモキシフェンである（表2）。このアンタゴニスト陽性対照は、固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオール（3.0 × 10-12 M）と混合培養する。
	30. アゴニスト試験の陰性対照はコルチコステロンである（表1）。
	31. アンタゴニスト試験の陰性対照はレスベラトロールである（表2）。このアンタゴニスト陰性対照は、固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオール（3.0 × 10-12 M）と混合培養する。
	試験施設の習熟度証明（本試験ガイドライン（8～15ページ）の段落14ならびに« ER TA試験法の構成要素» の表3および表4を参照）
	溶媒
	32. 被験物質の溶解に使用する溶剤は、被験物質を完全に可溶化し、細胞培地との混和性があるものでなければならない。DMSO、水およびエタノール（純度95%～100%）が適切な溶剤である。DMSOを溶剤として使用する場合、培養中のDMSOの最高濃度は1%（v/v）を超えてはならない。使用前に、溶剤に細胞毒性がないか、また、試験法の性能の妨げとならないかを試験する必要がある。

	参照標準、陽性対照、陰性対照および被験物質の調製
	33. 参照標準、陽性対照、陰性対照および被験物質は100% DMSO（または適切な溶剤）を溶解させる。次に、同じ溶剤で適切な（段階）希釈液を調製する。被験物質はすべて、溶解前に室温に平衡化させる。新たに調製した参照標準、陽性対照、陰性対照および被験物質の原液には、顕著な沈殿または混濁を認めてはならない。参照標準および対照の原液は、まとめて調製してもよい。被験物質の原液は、実験ごとに新しく調製する。参照標準、陽性対照、陰性対照および被験物質の最終希釈液は、実験ごとに新しく調製し、調製後24時間以内...

	溶解度、細胞毒性および濃度範囲設定試験
	34. プレスクリーニングランでは、選択した溶剤中の被験物質の溶解度を求める。0.1 Mの最大ストック濃度で調製する。この濃度で溶解性に問題がある場合は、被験物質が完全に溶解するまで濃度を下げて原液を調製する。プレスクリーニングランでは、被験物質の1:10段階希釈液を試験する。アゴニスト試験またはアンタゴニスト試験の最高試験濃度は1 mMである。プレスクリーニング後、包括的ランで試験すべき適切で正確な濃度範囲を導出する。包括的試験に使用する希釈倍率は、1倍、3倍、10倍、30倍、100倍、300倍...
	35.  　細胞毒性試験は、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順書に記載されている(11)。また、細胞毒性試験は、プレスクリーニングと包括的ランの両方に組み込まれている。ERα CALUXを用いたバイオアッセイのバリデーションで細胞毒性の評価に用いた方法は、被験物質への曝露後の乳酸脱水素酵素（LDH）漏出試験および細胞の定性的目視検査（補遺1参照）であった。ただし、細胞毒性を測定するために他の定量的方法（テトラゾリウムベースの比色（MTT）分析法またはCALUXを用いた細胞毒性バイオアッセイ...

	被験物質の曝露およびアッセイプレートの構成
	36. フラスコのコンフルエントな培養細胞をトリプシン処理した後、細胞を1 x 105個/mLでエストロゲンを含まない試験培地中に再懸濁する。再懸濁した細胞百 μLを96ウェルマイクロタイタープレートの内側のウェルに播種する。外側のウェルにリン酸緩衝生理食塩水（PBS）200 μLを充填する（図1および図2参照）。播種した細胞は、CO2インキュベーター（5% CO2、37 C、湿度100%）で24時間前培養する。
	37. 前培養後、細胞毒性（補遺1参照）、汚染および細胞密集度についてプレートを目視で検査する。目視で細胞毒性や汚染が認められず、細胞密集度が85%以上のプレートのみを試験に使用する。内側のウェルの培地を慎重に取り除き、参照標準、被験物質、陽性対照、陰性対照および溶剤対照の適切な一連の希釈液を含み、エストロゲンを含まない試験培地200μLに置き換える（表5：アゴニスト試験、表6：アンタゴニスト試験）。すべての参照標準、被験物質、陽性対照、陰性対照および溶剤対照は3回ずつ試験する。図1に、アゴニスト...
	38. すべての化学物質に細胞を曝露させた後、96ウェルマイクロタイタープレートをCO2インキュベーター（5% CO2、37 C、湿度100%）内でさらに24時間培養する。

	発光の測定
	39. 発光の測定については、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順書で詳細に説明している(10)。細胞膜を開いてルシフェラーゼ活性を測定できるようにするため、24時間培養後にウェルから培地を取り除き、細胞を溶解する。
	40. 発光を測定するには、この手順では2つのインジェクターを備えた照度計が必要となる。ルシフェラーゼ応答は、基質であるルシフェリンを注入することにより開始する。0.2 M NaOHを加えて応答を停止させる。応答を停止して、1つのウェルからもう1つのウェルへの発光の持ち越しを防ぐ。
	41. 各ウェルから放出される光は、ウェルあたりの相対発光量（RLU）として表す。

	プレスクリーニングラン
	42. プレスクリーニング分析の結果を用いて、包括試験のために被験物質の正確な濃度範囲を求める。プレスクリーニング分析結果の評価および包括試験のための被験物質の正確な濃度範囲の決定については、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順書(10)に詳細に記載している。ここでは、アゴニストおよびアンタゴニスト試験のための被験物質の濃度範囲を決定する手順の概要を示す。一連の希釈液デザインのガイダンスについては、表5および表6を参照のこと。
	43. プレスクリーニングランで、表5（アゴニスト作用）および表6（アンタゴニスト作用）に示すように、一連の希釈液を用いて被験物質を試験する。すべての濃度について、図1（アゴニスト作用）または図2（アンタゴニスト作用）に示すプレート配置に従って、3連のウェルで試験すること。
	44. 許容基準（表3）を満たす分析結果のみを有効とみなし、被験物質に対する応答の評価に用いる。一連の分析において1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再分析する。参照標準の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、一連の試験全体（6プレート）を再分析しなければならない。
	45. 以下の場合、被験物質の初期濃度範囲を調整し、プレスクリーニングランを再度実施する。
	46. 有効な用量依存性応答が認められた場合、最大誘導が認められ、細胞毒性を示さない（最低）濃度を選択すること。包括的ランで試験する被験物質の最高濃度は、この選択した濃度の3倍でなければならない。
	47. 被験物質の一連の正確な希釈液全体を表5に示す希釈段階で調製し、上記で決定した最高濃度から開始する。
	48. アゴニスト作用を誘発しない被験物質は、プレスクリーニングで特定した細胞毒性を示さない最高濃度から開始して包括的ランで試験する。
	49. 許容基準（表4）を満たす分析結果のみを有効とみなし、被験物質に対する応答の評価に用いる。一連の分析において1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再分析する。参照標準の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、一連の試験全体（6プレート）を再分析しなければならない。
	50. 以下の場合、被験物質の初期濃度範囲を調整し、プレスクリーニングランを再度実施する。
	51. 有効な用量依存性応答が認められた場合、最大阻害が認められ、かつ細胞毒性を示さない（最低）濃度を選択すること。包括的ランで試験する被験物質の最高濃度は、この選択した濃度の3倍でなければならない。
	52. 被験物質の一連の正確な希釈液全体を表6に示す希釈段階で調製し、上記で決定した最高濃度から開始する。
	53. アンタゴニスト作用を誘発しない被験物質は、プレスクリーニングで試験した細胞毒性を示さない最高濃度から開始して包括的ランで試験する。

	包括的ラン
	54. 正確な濃度範囲を選択した後、表5（アゴニスト作用）および表6（アンタゴニスト作用）に示すように、一連の希釈液を用いて包括的に被験物質を試験する。すべての濃度について、図1（アゴニスト作用）または図2（アンタゴニスト作用）に示すプレート配置に従って、3連のウェルで試験すること。
	55. 許容基準（表3および表4）を満たす分析結果のみを有効とみなし、被験物質に対する応答の評価に用いる。一連の分析において1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再分析する。参照標準の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、一連の試験全体（6プレート）を再分析しなければならない。

	データの収集およびデータ解析
	56. プレスクリーニングランおよび包括的ランの後、アゴニスト試験のために被験物質のEC10、EC50、PC10、PC50および最大誘導（TCxmax）を求める。アンタゴニスト試験では、IC20、IC50、PC80、PC50および最小誘導（TCxmin）を算出する。図3（アゴニスト作用）および図4（アンタゴニスト作用）に、これらのパラメータを図示する。必要なパラメータは、各被験物質の相対誘導率（参照標準の最大誘導能（ = 100%）に対する）に基づいて算出する。非線形回帰（可変勾配、4つのパラメー...
	57. 相対発光量（RLU）で表される照度計の生データは、プレスクリーニングランおよび包括的ラン用に作成されたデータ解析用スプレッドシートに転送する。生データは、表3Aおよび表3B（アゴニスト作用）、または表4Aおよび表4B（アンタゴニスト作用）に示す通り、許容基準を満たしていなければならない。生データが許容基準を満たしている場合、必要なパラメータを決定するために以下の計算ステップを実施する。
	58. 結果は、2回（または3回）の独立したランに基づいて算出する必要がある。2回のランの結果が近似しており再現性が認められる場合には、3回目のランを行う必要はない。許容できる結果とは、次の条件を満たすものをいう。

	データ解釈の基準
	59. データの解釈および被験物質を陽性または陰性とみなすかどうかの判断には、以下の基準を使用する。
	60. 被験物質の陽性応答の力価を特徴付けるため、作用の大きさ（アゴニスト作用：TCmax、アンタゴニスト作用:TCmin）およびその作用が生じる濃度（アゴニスト作用：EC10、EC50、PC10、PC50、アンタゴニスト作用:IC20、IC50、PC80、PC50）を報告する。
	61.


	試験報告書
	62. 「ER TA試験法の構成要素」（本試験法ガイドライン8～14ページ）の段落20を参照。

	参考文献 (4)
	補遺1：細胞生存率の目視検査

