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1. OECD (R BHZ M I AE) 13, W< ELERZE T 2 AligtEo &
HDALFEEDA Y V== T B L ORBOT-OOEGFORBRT A K74 Dk
AR IO, W2 A R7 A L OFER D T2, 1998 IS D @ W ESE
ZBtR L7z, 2002 40> OECD WN3wens < BUALSWE ok & S B3 2 &
PHIIL S DD LM BIER SN TEY | K L-ULVETRR D LV O AR
BHEMEICRIGE LT D (1) o KRBRAF A K74 > (TG) \[ZFe#3 5 in vitro
H295R A7 1A RpEAiABR (H295R) Tix. b MEIEEAIEEE (NCI-H295R
) ZHWCED, A7V —=2 7B I OMERIENATO7=DIZHND UL 2
O [HEREICEET 57 — 2 2125 in vitro B ZHERNT 5, AT a A REA,
FRZ17B-= A 7 V4 —/L (E2) BIOT A AT vy (T) OFELICKT DL
FEEBOA Y ) —= 7L LTORBROBREES XL OMEREL 2 LB 0 X
\ZTIT o 72, H295R kBRI A b 4, faEsiniz 2) 3) @) (5) .

2. H295R A7 v A RpEEARERO BEX, E2 BEX O T OpEAEICEEL KT
THWEEHRHT 2L ThD, H295R BRiL, 2L AT o —/L/nh E2 BLOY
T T OFEAETOEORISITHEE Y . MIEN AR 2 /a3 2 NIK
PERK Gy 2 2 DRERIEL & U TR OB A ZRET 52 LA HEE LTV 5,
H295R #BRI%, WK TiB- FEMAR-MER (HPG) #hiCk3 2 BICL AT A
RPEAICHE L RIETWELEET A2 AME LT, ARBOED
. AEFWED THB L O B2 OFEAZFEE IIFAET L REMEICE L T, Ty
NN ZOEEEZRMIET D ZETH D, 72720, AL > TUTEEM RN
BondZ bbb (B 53 Bk X O 54 B2 2) . RBoBRZ, &
BESEHIR (SC) & bl L7 aR V| U EEA DRI L E LTHRT, Z 0B,
BEERE & N Wk O AAERIZ BT 2 R E OB ICEE T 2 2 1fit 325 =
EEEME LTV, FFEOHMEB LT a 27 2 8o RLE S
WX T DB L MR T D720, Mlakz O ThhTnsg (2) |

3. KRBT A RTA4 L CHEATHERB LOWEEEIT, #E 1 ICFE#HET 5,
© OECD, (2023)
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R OFR, ML OREE I L ORBR Ok~ 7ol o FM A IEICBET 2R Ee &
TerffiZz 7 e FaLiX, OECD X#E [ FX AX T BLINT X 7274 —
GEAEDE P 2 L— K —F 4T 5 /200D HI9SR X712+ Nk D Z e
[Ny =g (4) O I~MINSREH ST D,

LERMIZBETREEFEB LURA

4. 6 FEIHDOMEAT v A RAR/VE U OESGRIZIE, 6 FEEDOKIGE i+ 2 5
FEOBENEE LTS, F hZa—2Aa P450 (CYP) =L AT o— LOfHIEH
CIkiE#E (CYP11A) 12X A2V AT a— LD L7 R 0y ~DEEFELEHT,
2T uA REEERYDOERICE D —HEDOACFHR S DRI DB TH 5,

WD 2ODIEDNAFIZIE T, A7 aA REARKIZIA-E FrXF v X7 aA
FREB IO AL b AT a A RO 2 DOREITHP L, ZblidT v ke
AT UV FUREAIIET S (M) .

5. Ty RBRAT UL, 17B-8E Rrd v AT A KT Kart—+8
(17B-HSD) 12X VT A MART Y (T) IZEMEIND, TARNATR U, H
MR L OBREFILVESESMTH S, BHETIE, T XAV RS L ONEER L
DT v Ra AR OB O MG, ZE X OVNERICFET 5 Sa it
FERIZEY, YERFeT7rX A7 ry (DHT) IZE# NS, DHT I£, T L9
L7 R LTIHEFITENTHY | BKERBRLVE BRSNS,
H295R 7% Cid DHT Z#IE L2V (5 10 BB IR)

6. TR UmEET A Sl UWEICEBRT D AT a A REARKIC
5T 5EEITT r~%—E (CYP19) ThDH, CYPIOIZT % 17B-= A T
F—n (B2) &, TV RaRAT oA v aT A M BT 5, R2BLOT
AT oA RPEEARBOREAERBLVEL EBZ LTINS,

7. CYP17 DY 7 —BIEVEDRe ML, R CHRIEIZOWTRR S, &
FTIE, ZOEEFEITA-E FaFv AT o4 RREORE (FLr7x/0r) (I
FRTHDLDIZH L, 7> FTIEAYT bAT a1 RREOKE (Fenrxrn
V) WICHERTHS (19) . CYP17 U7 —BiEMHICBIT 22D X 9 727E1E, in
vivo TAT A REAZENIELWEITHT D0 DOFEKAFNED 2% 7l
B3 2 AEEMERH D (6) . H295 Mifdix., & PR ADRIBEE ORI LA
TaA REEANSY—VERDISKMT DL ENRINTNDEN (20) . T
R 7 BRRICOWT AS-k Fad v Ara A REEBLIO A7 b AT rA R
R OW G OBREZRATHenmonTnsd (7)) (1) 13) (s .
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Bl 1.H295R I B +5 R T 04 FELEREK

EeITA 2 v 7R, RILEIKRTE, KANIERO T M EZ 7T, EmBNKEO%ESIT, =
NFazxTFaA NREIERMEZ T, AT A R/ AERDIITHENAL TS, CYP
=F FZm—AP450, HSD=t Fu¥ 250 A Kt Fr4 4 —+¥ . DHEA=5t Run=Tt
VAV AN =Sl =

CYP11A CYP17 cYP17
aLRFO—L EE) FLY¥*/0y EE) 17¢-0H FL¥%/m>y [EEE)  DHEA
38-HSD 3B-HSD ﬂ 3B-HSD
\ 4 cypiz \ CcYP17
Fos250y EE) 170-0H FOSFRFHY E:$r’fppux;>gtg\\
CYP21 CYP21 176-HSD CYP19
N2 A4
M-FAFLaLFaRXTAY FTAFaANFI—L FRFRFAY TR MO
CYP11B1/B2 Cviia Cypr Qﬂ 17B-HSDﬂ
\%4 v
JNFIXTAY aLFI—IL \ 178-T.& Fa:);}-_b
CYP11B2
A4
7L ERFAY

8. b b H295R BB AIARRIL. AT oA Rkt Aicxd 5 8%
BT A7 OF M inviro ET AV THD (2) (7)) (8) (9 (10) ., H295R
MRk, Lo RT oA READETOREREFL T a— R+ 58 %
EKETH Q1) (15 (K1) . 2 DOBEEFD invivo BEITHRE L OFRAE
BEREICRF R TH Y . B 1 OOMBE 721X 1 DORAEEETIIAT 2 A FiEA
BT TR TCOBLBFEZRA LN, ZOZEIFEAORETH D
(2) . H295R ffaix, EXBEMIZRMED b MR ERIBALO A B F 0 R 2
T2 (11) . HHEDNRY F—2 3 L TB LW E2 OREORITITOITZN,

AHIEIE, RARIBEEBS L OEMBRCTROONDITXTDOAT A Rk/LE
VEEATOHRRNDEAL, aLTFaRToaA RERZLRNCT v ek
N R a7 EYEAT O A RRAE Y OELEDOTE HIZRT A1EHOREBRN
HEETHABLE WV HT, BFAED invitro 2 ThH 5, TBIOE2EADE/LE WD
TR RICL VD Bk Sn =2 ki, H295R fifRlc L BB ESNH AT A R
PEARERE LB L E L DL ORI DM EEROERTH D AREMNH 5.
IHBIZIE, AT A REVEVORELE, BHEIINEKICEET HEED3
B, ARERIIEEORE NGNS (12) (13) (14) . FLEVEEDNM
FHiX, ZORKICK T DME~DOEZEDOFH GG, NADPH (=2 F 7 I R
TTF UV I VUVAF R UEE) BLOcAMP BRIKT T /v o — U VUig) 7o &
ORI THHE, BIWELIZAT oA FMUBOEIMEZIZAT e A R
PEARKICB T D2 H5FOMRDOBEFRIOMENZLS EEXOND, HE
m%w%/ﬁé B3 2 BN EZIIMEN R 7 v 2O G5 OEETH 5
AREMEN B DN, FHBEILINADPHEB X O cAMP (7422 U DFED X H12)
72 EOHR A ~DFE, AT A MUGHORD (13) . BEIWELITZAT oA
REABGTREOT v 7L X¥al— g 7 KI iéﬁ%mﬁﬁ 5 CTh D,
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9. H295R FRBRIZIT W O DFENR B 5,

o TLE2DOMFOEEIHONT, BIMEBHDOFHEINT 5 2 LRTE
5.

o AR EEIC KT AL E OB I T A Z £ T
X5, fbFWE L AT u A REAREK & OB AEERIC X 51EH
&L MIRREMEIC L DERHE ZXBITE 5720, BEERRH THD, T
&, B R R L OWERENE A A T D O/ & 72 D ARk ME R
AT A TIEIARARETH D,

o W AT HMENZN,
o H295R MlfakRIZHAR SN T\ 5,
10. ARBRO TR BRIILLFTOLBY TH D,

o MEIREIZAMIEL, BELIMOTROENTWND, L7edi> T, AR
TIPS 6 E2 B IR S 7 W ATREME DS |,

e H295R IE., EIMHMHETHY ., FrvaalrFas RBIUOWE 2 LF
a4 RRLNIMERNLVE LV ZEATEOMELZAT D, LTEBR->T, 7
NaanFad RBLOIRE a VT aA ROEAICKT 2R8I, R
TEEINTETEIOE O L LT HET 5 RN H 5,

e DHT ZHETHHLDTIHARV, ZTD®, Sa BRI ET 2WE
TR SR EB X B, EO%E . Hershberger it (16) AT
L EMWTEXD,

e H295R AR Tix, R TE-FEMA-MERR (HPG) IR EL KITT 2
LICL Y AT aA REAICEREZ KT TWEITHRE SRy, ZiidE
WLE DB TOHRREBTEX 5720 Th D,

3. RBROFH

11. ARREBRO HIIE, TEBXOE2 EAICEELZ NI TWEORETHL, T
1L B2 #EAET HREOFRIIATHL H D, KRB, AT oA REERKORESR
Z WA LE F 23S T 2 E 2T 5 2 LN TE 5,

12. AGRBRIL, WE. 24 7 2 UEER T L — b & O TR R A i R A S 1
FTTHEET D, HDHWE, oOTL— b A XeH L CRERZFEET 5 2 &
HTEDH, UL, MERBIEMEDMEST ZHEFF 270012, #FfEl L OVERSE %
WEEHFHETZ2LERH D,

13. ~NF T VT L— T 24 IFRIOFHEHIM Z BV o2, it 7 IRE
DOYRACFIE N 48 WFFNRER S B 232 D7 L b 3RIKIET 5, R
BIXOBMEAEE LT, RS ONCEER O R LVE o FEALERF X O EH|
T EORETRRT 5, BMBEHIHK TRIZ, &£V oV bEfZRET 5,
BEHh A BRds L7z E %L %?:w®ﬁméﬁ4%\ﬁ¢é B ORIV E R
X, RO RLEVHIES Y MR EDOREA R FIERB IOV EZIZ, ko~
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N7T 7 4 —EE&SHE (LC-MS) R EOMEE2HWTHIET S Z ENTX D,
T2k, B RRCH T SRR X O/ NP E (LOEC) & LT
T, AR EMEOSE, R Lok mIRE L EBEERE (NOEC) & L THd
T 5, AT A NEAICEEL KT TEFWEOERICET o5, 2 72<
Y 2 [BIOMSL LTRSS BN H D, At F 72 1IiaE=rE o R
BNAE TG E. D WL E OTEMENRER L Z R ERE ORI H D & E
PIDEE, ST AEAF. WEORBRIZEZFD 2 FHB L 3 B HORER
DIREFFREO - D OFPAREERBR L T 52 LN TE 5,

4. & FIE
4.1. FufaRE

14. NCI-H295R #ifcid, WEBEEEE (MTA) (284 Lo L CKRERAE
F#Eal 7y ay (ATCC) MHHlEiTuna |

4.2. 1T HIT

15. MR DI L > CR2BEARNE (LT 5720 (2) . MlEEEHT 5
ANCHREED T 1 h 2 /UIZiE-> TR L, M2 R L Ch b O EE LR
i U QIR BRI RE L2 COMMNER 2 R8T D ER H 5, it
DFSITEBEOMNRIE R L., 2 FHOF S ITHRERE LIRS ToMA %
Y, 7ol IAE SHMRUARICHEGRE L, MR, BORSE L7cBIZ3EIRA 7Y v R L
T AN (FRBRIE S OB A S TS L LT T4 11T, B a5k e
FREND, MEFHEOHZN) F— g VifiE 4) O TITRT,

16. WINEEHds KONGRSR oD Je A & U CIRIFES 2 W 5, ERINES XM
JAEEER IC VMBI CTh A, BHEREHIE, BRHRGFO DI EE 5 2 3 12H
Mz T& 5 X 2 EICERH I N TWD, EHANC, Moy Tch 5
Nu-serum (F721%, HEMERES LOWMEER (QC) Ef:&il 77 — & & 4Emk
95 2 ENFFES LTV D IRIFEDOFHEDINTE) Oy 7 777 RTEIOE2
REZGNTHLERD D, ZNOOEROPFEIL, NV TF—ra Uy HiEE @)
DA IR H# T 5,

17. JED ATCC 73 F7v 5 H295R Mk # Bldt L 7%, Ml % SkfRisa®
T2 (Thbb, Mz 4 BATY v 895) . Ok, F 5 HECHIIEZ K
EFRPCHHE LRTET D, Mz T 200, BEOFE 4 aoRE %
QC 7L — hTHIEL (536 BB B L OV 37T Bk 25 1R) | /LT v ORLEpE
AT L OGERH LB SR 2 RO, & 5 ICHET 2B S & P L vE
AT B0 E 9 0 EERT 5,

18. T8 B R MR/ O R 2N E IS E R L OME R A RETH 5 7212, H295R
M, B, BB X ORARZERE T CRIFET 24ENH S, H295R B CHF

! ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, USA, [http://www.lgcstandards-atcc.org/].
© OECD, (2023)
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RENDMAREE LT, Hoip 257203800 Lz Sy F a8 Ef Lz
BORKMREIL, 10 2B IR b0, & 20IE, # 5 TR Lz
v F NS DML OB IR SN AT 45 05 105 THDH, Zh b OHHE
Ny FBBAG LTI OV TIE, 19 BRICRLE S LTV A FIEICHE S 2
Lo, IO OMIIIE, RBRICHERT RN, S5l &b 45K @ B
4.5/ BERTHLENRD D,

4.3. WRERTED> D OHIFADBARR

19. BB L ORBRE B E L CIRIRER RGN S el Ny F2H0
H5Ea1E, lERE»SMIaZBtET 2 FIHEZ W5, AFIEOFEMIZ, N
UF—a ViliEE (4) Ofgk MHITED LTV, MEERIKERZRGEDN
HEDH L, 2R L., mOENOTIME I AN, FiRCTEODBEL.,
WG HERE L, 8587 7 A 228d, #H, BHZ2Hd 5, H295R
% KEH T 5% COLFAE T, 37°C DA o F a—H —TH#E L, #H2~3 Ak
HAZHL AT 5. MK 85~90% > 7Ly MIpoT-b, A7 v T 5,
AR OREEE L AR L, SA AT v A 2EiET 50Oz R 5
7Oz, MROATY v NBRKETH 5, Minz Y CEfEmEm AR K (Ca?t
Mg>FEE 4 PBS) T 3 [mlH L, PBS (Ca? Mg 3E& M) [TMAlzhY 7y v
RO HEEREE AR L CTHE 7 7 A ahbHEET 5, MNEEE 7 5
A ap bR L7CERIC, BRI LR ED 3 50HIE Tl 2
WML CEERERZEIESE 5, Mgz 0B IcAn, SERTELOEEL, &
HEEREL, MLy b 2RI BB TS5, TLWEEEY 7 220
BEOMIBRIE 2 AN D, Mlas 5~7 HURNIZa 7 vz M7 X5 IZHila
WAL D, HEIESNDHMUESEEIX 13~14 THDH, 7L— MIITEE
2T VBT 5, ZHCHBIERBRICHEH T 2 RBIC o 72, REAQ
I3 20 BRURICREHE Lm0 | IRIRER CHiiE T 5,

4.4. H295R IO B (KEZBREEDO = HOMEOTHER)

20. HUEH O H295R Mifia 2 R 2354, EitoMlao 27V v kN FlR%
ELOEOROMENL Y NEaHBRETHEAFETCEMT D, 22T, MiE
Ly N &SRB T 5, 2 OWIKEBKERG A AL 7B L,
PNZ T~V FEIR L, -80°C T 24 Bl ifG Lo, MAKIERAFH A A T L 2 iRIE
BRIBL TRET D, ATIEOFEMIT, NV T —va VEE 4) Offi
MIIZED BN TS,

2 THHA YT i, ATCC B AF L72FH RO DRy F 261,
STEAE Ny T &k, ATCC LA ORERER CrRTCE R L, WS LzMiazisd,
© OECD, (2023)



OECD/OCDE 456
4.5. RBRAMBOBER X ORikEE

21. BI9BRE T LBV HEH LT- 24 U= L L— FOXLERIL, iR
B 2L E OB LOBENNOMEo a7 vy NEIZK - TR D,
JFHIE LT, 80~90% = > 7/ hOMIEBOEE T 7 A2 1# (75em?) (&,
B 1 mL 8729 200,000~300,000 flifia > BAEEE T, 105 1.58 24 7 =)L)
D7 L— M+l a4tk U, 24 REEFRER O ¥ = /LT 50~60% =1 > 7 )L
T MZhD (K 2) . ZHudds, REBRICEIT D AR E v pEA T i 72 M
BETHD, LVEBETE. TBXOE2 OfEARY—UNELT 5, Wl
B A& EhE4 5 R02. 200,000 7>5 300,000 FMAE/mL 0% 7p 2 FEREER L & 7 Bk L.
24 FERAFEIZ 7 = LN T 50~60%D 1L 7 )L NI DB ZRIN L TE D%
DREBREITH Z ERHERRSR S,

T e

N

X2 : H295R #f 0D 24 7 = VEEHE 7 L — MBS D REFEE T 50%, 24 Wit o
U Oh (A) BLOHR (B) 28T 2SI 5HE,

22. AR 7 7 Aanb ey hTE L, BE PBS (Ca®Mg¥ A~"E) T
AlaAE 3 BIBES ., BEREER (PBS H) ZINx T, £ 7 7 A anbillaz sk
T %, HIEOFIBEIZE LR AR - 7ot BERALEICHE T 2iED 3 50
EA TN 2N 2 CEESRER 2 EIESE 5, iz E0EICAN, |ET
wHLOBEL, BIEEBREL, MLy AR HICHRE T 5, Mg B
X, MERFHFEBRSCEL DY 2 —Te EERHWCEHET 5, MIRERZITLOR%
R FEICAIR L, MR N —I12 5 LI HaIcdRE 3%, 1| mL AllaianR
/U 2V CHIZREREL, L — e U o VTV RN S, LT L

© OECD, (2023)
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— A2 RGP TS5% CO, F, 37°C CABRIEEL, At o VICEEIY S,

5. mEEHEH

23. BEHPICRRB L ORE O EMfR &2 T 2 VICHEATDHZ ENEETH
Do TNHDOEIZE ST, WEMROHFEIHEAT H2RENRET H1-HTH
50

24, MfuEE g L O 0% OREBR 2 BItE T DRI, FRbritax i, Rirer
HIE S AT LORKSE 2 FZE LR TR 7wy (58 29~31 B %) .

25. PR —Z2DH T JERBRZHHAT 2856, RBRE2BRBI 2RI,
BRI DML IZ oW T, 3 R BREICHH T2 L7912, TBLXWE2 o8&
WA HIES AT DT 2R 2 0 5,

26. REBRICHESE SN D IABLIIDMSO Th 5, RNERE A AT 28546, LT
ERETDHI L,

o WELTFWME., 74N A2 BIOT vl a T XOUEEH T OEMENE,
BIO

o HHLREOMEL LT oMM,

B RIPR IR R 1T IO MINRFEIED B BARVVERE D 10 (24 R A B 2 7o 2
EDRHELEEI N D,

27. FRBR O WM ESERTIZ, 7B AR AR AR KR 24TV . BRBRERR S
33~35 ERIRICEHE STV DB I L B 2 i ) A N s 8 & FEBR S A
Fr, B TEX A Z L AFEIFLRTIUL 57220,

28. LWy FEFEH L CTREZGT 25813, Mizof Ly F%
FERT DRIZKIR T L — R CTRER 21TV, 55 36 BRI KOS 37 BRIRIZREH =
NTWD ERB MO MEEZ TG 5,

5.1. FIVEHEY AT LD

5.1.1. HBEDRE, [EHE, BEBLOHE~ FY 2 X EDIEERIME

29. FRBR MR X, EERA (LOQ) Z&ETetEREiEA/-JBRY . H295R
MIRICED TBIOREEDITOT-DITEEDOFRNVE L RES AT L&
THZENRTED, Ihbld, N TFT—va R EfrsLrE s
RIS X 4 H B, TIX100 pg/mL, E21X 10 pg/mL TH 5, 72721, Eh
55 BRI R TIEAR SN D FERE AR L B IS U T, [H OB Y 225 E
Bd5, QC7L— rBLORBROFETEZAGT HAMC, HBRhsIL, NHAL
TURRZUI LNt Z2 o842 2 Llc kv, T R0E RS
1 BLORKRS TR Iz QC HEHEZ /- T DT+ 70 ERERE 35 L OVEEE TR
IEEHR DOFRNVE YEEZRETE S 2 L2 EINTHUNENRH S, IINEEHIC
X, D7 EHBAEYIRE (B : T? 100, 500 3 & TN 2500 pg/mL, E2 @

© OECD, (2023)



OECD/OCDE 456

10, 50 3 LT 250 pg/mL FE721%, BIR L7 AT PES AT LORBHRRIZ
AW FARFREIEE A T 3L B2 OERIEE L LTHWAS Z LN TE
%) WML, ST 5, fHH L TORWEREI ORIV E IR E ORI E A AT
RED 30%LLNTH Y, [F LB O AR RIEM OEE ) 25% % B2 V2 &
GBEM®D QC HEHEIZHOWTIEER 8 M) . b d QC EENH - I
. BRINTZANLVE CPERBRII 02 EMEEEELZ AL TRY, Bk
5 BB~ FY w7 R) LRBFRICEREELRITT N TRINDIEK
ERISE LisWwe Bile&ivd, ZOWE, AE CHIERTOFRE O I A ZE
Th b,

30. F£1BLVFEK 8D QC KA S WGE, B~ Y v 7 AFHE
NECDAREMEN S D72, i L2tz - E8r a2 L9 5 2 &,
HHFIEOHFIL, NYTF— a3 vfEE (@) OfFFRINIIEREH SN TWD, i
B ORNE REORIEIX 3 BIKET S 4 ik, o2 QC e
WERINTWARNLVEVRHINEIC T LW EREINTSE1E, L
T2 N TEDORDOT R TOERZIERT 5, HHEZIC QC EIEA -7
ZEMTERWES, A LZARLE VHIEY AT AlX H295R AT 1A RpEA
AR O HIIZE L T iWned REDOFRVE CRIELZHT 5 2 &,

5.2. HEYERLR

31, RIEXEE (SC) OFRE R, EEMBROBERS SN TH D Z &,
FRVEVEAOHEL LOMHEAZHERICHETE 5 X 912, SC EIZERREE S D
HFES THD ZENEE L, METLHEM (7213 OFRITEE
BT 5, EARABRITE ) G FEN T T e —FIC KV IRET S,

53. {LZEWE I X B TFHRBR

32. FEFRE AW AR EE (ELISA) B X OB ERIEE (RIA) 7oL
DHURIZES HIEEZ FVE L OREIHERT 256, (EFWEIZE > TX
INHORBRICTHTAAREMERH D720 (17) . EBERO(LEWE AR % Bt
T DRI, FEHTLHRAEANES AT L LT T 5 REMEIC OV TEALF Y
BERBRTIM0ENDD (N)F— g UliEE (4) offe 1) , sres
RIEIZIBWNT, TRIZOVE L E21TxT 2 R VT VEAED 20%LL Eo+3
WEUTSGE, BB Q0%LLE) FUN4A U 2BEMEREZFET 579012,
FTR_RC OB FE IR TR OV TEEWE R VT L HIE TR (N
V7 —vargls®E @) FS5.0HOMNEk IR 2Ed 20883 H 5, T
BN 30%ARTEDBE . ERETHIZOVWTHELTH LWV, THEN 30%% 82
LSBT —AIXEHTHY, TRODOREDT —XIIEET RETHDH, R
CFE L RVE AES AT L EOFERTFEN., 2 SLL EOIEMaEE R
FETHEUTEGAIE, ORVENES AT L EMEHTHZ L, HEMEICE

iEB A RERGE . SEWIC OV T 3 MOREIEZAT O, AR O
X 1 RIOZRET 5,

© OECD, (2023)
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DT AT D720 ORI EZ W TR D R Ve 22 2 e n
RSN D, BEHATRRZRFEEIANY T —va vildEE @) IZid#Hshicnsd

1. RILEVRES R TLOMRERSE

INSA—% HERE

B FT R DR EE  EERESR (LOQ)
T:100 pg/mL., E2:10 pg/mL?

RLEVHENE RHABELGREED FILEVEMEICHSTHEYEIRE 3 BREAEICEDIC) LFnm

H) ENEIT30%UTTHD &,

LEMBEDOTFH HIARR—RDIRATL  HELNEET IHOPZHRILEVEDRENE (FhTAORILEY

DH) DEBRILEVEED I0%LUL) RERBHEERSIBZWNI LS,
5

a: SOWEORIERMEIZ, % 5 17T EBERLE VFEARDMEIZESNTEY | PEREICHESD
WTW5, LVEZL OREBERVEVEAZERTE VUL, RBIMEIZ LD KE L 72D aREMEN
H5,

b: —EDO THHARBLO E2 AL, ThFhT vy Fuxr o oFr B0 A bnr e, &
DEWR—t T — U TREMGTDAMEERN DD, 20X 97284, 17p-HSD (X3 55
BAEMIZHET D Z LT, L2L, 7—Z06iE, =AM rEEZ7 o Re
FUBEEIRT DRI L CHRRERNS DN D AREER D D, T D LD R
G T A ERBLOT TR Ty R/ A haF VB L LTRIRETH S,
cC:UTFHREEND : avATr—)L, LI xR/ uy, TuFAsuy 1I-T4Fvan
Fazsory, alrFazxsor FIVRATur 1Te-7v7x/ vy 1Ta-7 a7 AT
ny, FARVALFY = ANF Y=/ DHEA, 7V RRAT V4 TR hRry,

5.4. ABRMEERE BB

33, RHMOWEE ﬁ%?éﬁzxﬁ%mm B ERBRZ FEE+ 5 2 LIk
0. REROEY) 7 FEhE M T e i U e MR R 5 K OBRBR A 2 MERE, BT
x5z &%%ﬁb@fﬂi&%&woﬁ%@% X, B A S 2 e BR i X

B EEREET -0, Bk a Zﬁﬂ%ok%é@\:ﬂ%@iﬁ
ERATEIICHR VIR S 2R B 70,

34. BAERBRIL, 5 39~41 B E CICRRE LKL R UL T,
Mz 7 BEPED R DR, #“E%;U%w%ﬁﬁﬁ;@m%ﬁ\&%wmﬁ
AL EICIRBE ST D Z &1 iwimfé(%zﬁ%) iz, REBT 51k
BT, £ 2T L 5'@7372?3?%%“72“/1/1:1 ) > (CAS &=
%W&N@)\%ﬁQM%ﬁ7H7B7X(Oﬂ%ﬁﬁﬂlwé)\¢ SR D
HANIT RV (CAS FHE 1912-24-9) | HEEOREAT I ) 7 V7T IR
(CAS %= 125-84-8) . 9\ \iFiHl (B2 PEAE) B L OSIWAER (TFEE) v
A7 x /)= A (CAS No0.80-05-7) BXO, Mt ®E e kBT Kb
2t (HCG) (CASES9002-61-3) NEEind, T XTOLFEWEIZHOWNT,
%6pﬁﬁﬁffﬁﬁ®7V%%T@Eﬁé i H OB AR LS E O
BIEIZIZ, 1D QC 7L — |k (F4, FHI6~3TEREK) 285050 HER’H D,
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®2 ERERBALCLEVES I UVRRRE

LiE HEREE (M)

Jososx 040.01,0.03,0.1,0.3,1,3,10
TFNRTY > 02 0.03,0.1,0.3, 1, 3, 10, 30
FrSSY 04,0.03,0.1, 1, 3, 10, 30, 100
FE/ITNTFIF 02,0.03,0.1, 1,3, 10, 30, 100
EX7z/—/LA 02 0.03,0.1, 1, 3, 10, 30, 100
HCG 02 0.03,0.1, 1, 3, 10, 30, 100

%

a: L (DMSO) %t (0) . 1uL DMSO/V = /b

B B ERBR I, 24 7=/ L — F T H295R ZEAERBALEME ICRE SE
%, BHEEITT X TOWRILFEWEIREIZOWT pM TRT, FIRFEIC-OE DMSO H1ic 1 ¥
VETEY 0.1% viv TERGT 5, TRTORBRIRELZ 3 DOXEY =L TRRT S (K 6) .
FALFEE IOV TREMO T L — N THET 5, EHORETLIZ 1 20 QC 7'L— G
EF R

35. MR LR VE OG5 43~47 BRSO T 5 ik T E
L2 iudze e, BE (R/2ZiRE (LOEC) ) B XU EOWRE % H
HL, RIDMHELETHZ L, £ 3D LOEC BXOWREDEEZW-THA.
TR IXHFREARE L A& D,

® 3. EREHIMEODORIE (LOEC) H&URELHE

CAS &5 LOEC (pM) RESE
T E2 T E2

Faososx 67747-09-5 <0.1 <1.0 +a (T + (FE)
TFNARTYS 66575-29-9 <10 <0.1 + () + (5H)
FrZS> 1912-24-9 <100 <10 + (FE) + (F8)
FSS/ITNTFIF 125-84-8 <100 <100 + (BAE + (FAE)
EFX7z/—/LA 80-05-7 <10 <10 + (FBE + (FF8)
HCG 9002-61-3 EEL Y BELTL (=X (=X

% -

at : itk

n/a 1 [RVE IR O FEMIA TV I B~ DIR BRI T ZL A U ARV E T Th BT, 4 LA,
55. WEEHESL—b

36. B PE (QC) ' L— FAEMEH LT, BERERER S T T H295R AN
DOPEREZ FRAE L., ISR BEPExr RIS K OEMEt BB o R L B E R 5O
WA ORI 72 QC HIEMICEE T 2 T T — X N— A &ML 3 5,

o H295R M DMEREIX, HTLWATCC Ny F 22 QC 7 L— &2 HWNT
AT s, LIRSS L7 A B > 7 200D TR L7 % ICRH3 %,
72720, %Ny F ORI & O 7 iR B i a5 R B R BR (B 33~35 B
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%) ZFEELESEASIXZORY T,

o QC 7L — M, (bW EOMBRIFIZRBRAN (Ml Err=R, Wi,
VeI, BSPET IR, SRBRA B K OSBRI A B 72 &) 5872 il A 12
T o6 DT, FRBROWED —EICFZORTITR S0,

37. QC#bRIX24 U = LT L— N THIE L, (LFWEORBRDI=, 5 39~
47 BIZREHET 2 0 LR UER R, &G, MlA AR Mlam e, AvE A,

RAEVNTOFIEICHE D, QC L — MZiX, 777, WEERTROIED,
E2 B LT AROBEFMOFLER (74 A2V 1 uM, 10 uM) I L OFHE
F (Faorzuas X, 01 uM, 1 uM) O 2 ODOEENGEND, £/-. MR
KAMRAEERBR OB E LT, BIRL7ZT =L CMeOH 2725, 7L
— MEEE OB AR 4279, QC 7L — F Tl _RE HKUEE K 5 TR
T WEIRB I ONT 7 07 OW O 2V T, TR IO E2 O/ NEfER LT
VEEED T SR T T e H e,

£ 4:BESATUEL H295R #ila. B5UIC E2 8LV T EEOBAMOMEEH
(PRO=704%05X) BLUREHF (FOR=T7#+IRXaYY) [ZBBEIE-#HBD
HREEZEBRT I-ODOGREEE S L— MNRE

BEERZERTL, BEMERELER. 70%A %/ —ILiBRETNTO MeOH 7 = )LIZHM

LT. MlasttoBtdBedd NI T—2a  lREE 4) 15 I oMaEtRRES
) o

1 2 3 4 5 6
CEDYZE CEDYZE CEPYZE
A T5uye s EDVE S EDVE (+ MoOH)P (+ MoOH)? (+ MoOH)?
DMSO® DMSO* DMSO® DMSO°1pL | DMSO1pL | DMSO°1 L
B 1L 1L 1L (+ MeOH)P (+ MeOH)p (+ MeOH)P
C  FOR1uM FOR 1 uM FOR1uyM | PROOApM  PROOAWM = PROO.1uM
D FOR10uM  FOR10uM | FOR 10 uM PRO 1 uM PRO 1 M PRO 1 M

5

a: 7777 /LOMIIITEOLZTNT S (Thabb, WEEZRINLRY) |
CBREBAATRICA X J—v (MeOH) ZIRML, ZNHD D Wb EZRET D,
cDMSO RIS (1ul/ v = V)

&5 MEEEITL— FOMEREE

T E2
RIEHEE (SC) hORLEVOERESE  LOQ M 5L L LOQ® 2.5 L E
FE (10uM 74X ) SCMH 15t SCMH75LtE
FE (1uM 70405 X) SC M 0.5 EUTF SC M 0.5 EUTF
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5.6. BB L — PO B

38. QC 'L — hORMEITHAET H Z LT, KEY = VI OFFR e
EE), KEFEHR, STV REY AT AOBERRES X ORE, [ UilEto K8
FECREMOEE), B X ORI EZ OB VE A3, 7 ORIERIZEE T
LEOMOGEERE GZYT 256, MHERICEL TEE 30 B2 ) %
W2 L TCWARERHY , £ 8T, T —HIiX, IORLFHMIZMET &
FNTG A= FIZONWTHIE SNTFFAEHBENICS S Z &, b OIEENE-
INRWEAE, A7 Ly RU— MIYEZABHI DWW T QC ATl S 72 h o
et EisR L, REEFEONTT o0, 7%ty b BRSNS,

% 8: H295RFHBRTL— b D/35 A — 2 O ARBEAL L WEITES (%) LOQ: &
WEVAEVATLDEEZRSR CV : EIFRH. SC: BEXIE, DPM : REES

HER T E2
SCI=# 1+ 2 RRBAILE L EE | LOQITHT AEEE | 5ELLE | 25#EHE
BREEBR -SCOIL—FR CV (REYT $ExHEE 30%LUT 30%LUT
L)
HRILEVBIES R T L — SC DRERIZE CVa HoxtiEE 25% LT 25% LT
Eihimt — A °H Z2EDER (BRET 55 DPM NMED 65%LL E
Py
&)
5% -
a: BBl o ERIE 2 S
6. {LFWE ~DIRE FIE

39. AT L ze A o F 2 _X—2 =0 0 L (F 21 B%) | BEM
BECHER L, BERNCMIES BAF7200R0E (1535, BIE) ThDHZ L a2fERd 5,

40. MR Z A A —T77 4 —F ¥ EX vy MTAIL, IRIEEHIZTY bR,

HUWIRINES N 223 % (1mL/™7 =/L) . DMSO . ARB A A RF A4 T
HRINDEETH D, 72720, thoREEZFEHT 28BN S 256121F, B
FHRILE T 25 2 L, ImL ORISR (7 = V5 &) H7-0 1ul O] 7
JFHE D DMSO ¥R A2 W L CRilia 2 8 b P B IRz S &5 (N T —v =
VEEE (4) OfHE I AR . 2k, v LNO DMSO DR HEEE
1201%E 725, WUI/RRA ZHGET 2 720120, #ERIL2%E O DMSO IRk D
WY R FR 2 RN ERE L CRIBEOLRE LWRKIEE L L, Wiz
Bk LIERICE T 2 VIZRBRETRINT 2008 — K Th D, ZO4 73
CEEAT 584, DMSO OEE (0.1%) (F2 7 = /L T EIROVLEND D,
2 ODFLEWVRED T = )VIZONWT, WBRWE ORMENRREETHD Z &
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DOFFEL LT, (RO E - I XIRE % B CEMRBMEEE AV CiHMET %,
DL TGN (Y, WWEMOK) BNEO LTS AE. IRIERWREED Y
zVHRE L (BATFRER) | SERICEMR Lo TR, DREOFGR X O
TN LERANT D, T —hEAfrFaX—F—|ZRL, KKHF 5% CO, T,
37°C T 48 ffilIE &+ 5, #BIb T EDO 7L — MidiEA R 61T, A hv 7
1-71%, #BRAL P ERE O SIAORLE %~ 7,

#£6.249 T )LTL— FIZHLVT H295R MIRGIZHER L A E 2 BRET 5 -ODEER

1 2 3 4 5 6
A DMSO DMSO | DMSO | Rkw%4  RkvyH4 | Rkws4
B Abvo1 Abvo1 Abvo1 Abvy 5 AbvY5 AbvY5
c Abvy2 Abvy2 Abvyo2 Abv76 Abvo6 Abvo6
D Abvo3 Abvo3 Abvy3 Abvo7 Abvo7 Abvo7

41. ARHRREII%, MRS L — h A A ¥ a—F —bE0 L, BEEE T
RTCOY = /VOMIAOIREE (175, RE, a7V AORE) B8 XU
BIEDBUER 2V Z iR T D, £V = /VOBMEZERET D 2 D200 (B
490 pL) . WENZ T~V EAET LT 2 ROJx DAL T NVICET (Thbb,
BTz L TEOREIE LTI 7 U a— 1) , HIROEZRE D, B
X 14T7E7203 1509500 L, MaAGRMEEER B Oh5# & 23 #a
%o MIRAETERMARBEZESICHE L2WEEE, £V oLl CaB LD
Mg &4 PBS % 200 uL IR 5, A/VE L PEEE 259 58I (55 45~47
Bk 2B IR) MThbh b £ T, BHiZ-80°C THAET 5, —i%IZ. -80°C TIRAF
LTWAEHF D TEIOE21ED72< &b 3 5 AMITRZETH DM, RIFFHD
TIVE L OREVEL, AR IS CRigkT 5 Z &,

42, ERMOREREDIZ, FRE T L — b O AR RN A HE T
60

6.1. MpEAEFEROHE

43. HIR U 72 MR AR AR A R FE R B 2 VL B b S B SR AR AT
RICKIETEBO RS ZHET LN TE D, ZORRIT., 7o /VITHEE
THEMPOEEOEOHEHEEZIRILTE D0, HDHWEZFI Live/Dead®
Assay (DOFYEZEIH) LEELKAIETHDL I L E LTI HXLERHD (NN
T—Ya REE @) offek I 25 , RFICEHTHLZ ENRINT
WBHIRERE L LT, MTT [3-(4.5-V AT NT TV —)b2-A V)25V T = =)L T
N7V U LRA] BB H D (18) . EiOHEE AW AFROFE
MR 22 RETHY . LT L H 7 = LNOREE O & BB E =T
DI TRV, LEN-ST, O YFICL D% T = /b0 EEN 72T HRRE
iz £+ 2 0ENH Y, %I -> TRENE U5 ICEOHIE E O
ZAREICT 27201, SCEB LV 2 O KRIEMIaEEEREDT V¥ VE R Ak
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WURTT 2, MEEIT—RICy 2 A OF R I L0 F T DT KE N
7, U= NVDEDEREE 2~3 L v 2 VRO B EY 2~3 MERGFTOF
AR D, AR £ 73R w B TR S KO ISR B 1
LTS LD ThIIE, HL»RENEREES 2 6EZN D 5, Mo
PR SN AR, £ O F 2 BREEFICR#T 5, MieEsRiE, Ak
100% & B 2 Hivd SC OFEEISUSITR L THER L, T 2 e A& 7R M 5
PERRBRIZIS U CRIET 2, MTTREBRIZIZLTOREZ MWD Z &N TE S,

AR (%) = (7P ORIE - MeOH ALFE [= 100%45E15] 7 = /LHID
YIEE) = (SC v = VOB - MeOH LR [= 100%45E15] 7 = LD
PIROE)

44, SC OYEJHELFR (= 100%DAELFH) 1TxF L THEFERD 80%AI D 7 =
L, BT — ZRITIZE D DR & TIEARW, 9 20%DHIEE O FFEE T ¢4
CBAT8aA READHFIZOWTIIEREICFN L, MR BEEOJRK T
XN L EERTRETH D, £o, MIEGTEN 1205282 5551, 4
BPE D ATREME A2 3BT D720, T—ZIZT7 T 7 24T 5,

6.2. ARIVEVSHT

45. ZARBHEZRIT. TE L RE2 DM DI DR IE SE S AT bR
L\ﬁﬁﬁé_k#f%éo%F%@E@ﬁ@ﬁﬁ%%ﬁﬂf%twmx%m
BN OEEMOTHET UV a— M2 AW THRE AR ST 2 N TX S,
529 BRIKICELHEO L B0 . ARlBRitEkiT, QC MIE L 72 b T E oA 52
FEd DRNT, WEBRLVE IR E RN L 2RI 2 o+ 5 2 ik v, &K
w%yMny%A(mBAImeCMsLCM%@@E)ﬁQC%ﬁ:L
ALTWEZ EEIFEFEL T UL 6720, RERRD S DA LVE CREICT
WL22WE DI T A0, BIERNICHRLE L ZEEHASHIHTALER D 5
HAWDH D DAL R F T IR E R R OWTIEE 30 B 22 M)
X, N F—va CHEE @) (T OFNEICHES TITH 2 & A HESES
Do

46. RVEVEAZIET H0ICHROMES v 2T 5858, BE
Xy NUEENRET D=2 T W THRLVE U O EE_T 5, 1FEA
EORLEF L, ATV O A2 LT D720 0MEOFIEZ A L TW5, IR
ﬁ%®%ﬁfw%/%fﬂ@a@ﬁ%@ﬁﬁ@ﬁ@ﬁ%%l@#bﬁﬁﬂié
Xoliz, MBOFREEFAEST L20ERNHD (N F—v a3 VHfiEE 4) off
FRI) , FEEHERRAR O By &S T B TERT 5,

47. EAEHIIRARVE REIIDITO L O IR IS5,
b
o filitt : 450 uL K5Hh
o FIAMR : 250 uL ARBATE EK
o HERIZHITOAMN : 1:10 GUBIZ AR HEAIFR DORIEFLIH I AN D T2 8)
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o RBRICHBITDHRILTUPE 150 pg/mL GHIERE 1 mL H7- 0 ORI
FREE A

o [AIYEE : 89%

o AT ARIE = CRLEARE (1mLb7Y) ) R
%)

o If&ANEVIREE = (150 pg/mL) + (0.89) x (250 uL/450 uL) x10 =
936.3 pg/mL

6.3. & ORIE DT IZ IS < HERIEE DORIRFIE

48. Bk, FEtE. EI3RHEEOREDEMEER K 31TR7, Dl &b 20
DML LR Z T T 20BN 5, WIEIRE F 72 ISR EIC B3 2 15
72 EOFERFIERDRERIEE OZBINORPL L 72 5720 RV . wIEIHIE O BRI
X103 M Z iR fE & LClogio M CHIET 2 2 LR S D, (LN
AEMETH Y, BB LW T oRECHMiaEEN 2 <. FIEORIEN TR
TORETEMETHST25E, PIRIORE &R CAREEZRAWZIEZS O 1 [E
Eha L., LT D (F 7)) . VIEIOREGE RN AECE T IIEMETH - 7255
FITBIOX 3 OME Ta) (T X Hic, BIR L7-RBRIEE 2L L CRBR
EHEERT 5, WE2BLO3 GEYTH5E) ORBRIEEIX, LOEC ZERK
THREOIRBELZFHTI2LENS D55 2RE, WIRHEEORRICKESE,
12 log EMEZ AT, REZFELRELZ SO GRET D (728 202,

HIEAE 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100, 1000 pM IZHWT 13K 10 uM Tk
HMNEUTSE, 2 BHOWE CRERT 2¥EIX 0.1, 03, 1, 3, 10, 30, 100
uM E5°%)  BREOEA. 2 [BIHOWE T, FIEE CRlBR L 7o SRR E X
D 1/2-log A7 —/LC 5 DL HEWREZ 35,

2 [\ 3 OHE THIERIEZ BT 5 2 R TE R o051, PEORBRS
¢ 3 Bl H ORER A Ehid 5,

#HiD 2 BEIOPEDONT BN TH, #IERHIE CBE SN TR R T
o T E . PIEIIE O ARSI Rt & A3, RHEFERRERIL, £1
DOREIE /> TEHIC 2 FILLEORIE TG Z MR TE D856, 33V G S
GhIR) LA Ensd 5 (BEWNeT — ZERFIEIZ OV TIEE 55~56 Bk
LU 3 #2H) , B TRWRERESY —TENTH D2, "R H
5, IKRETHIEMEOH 22BN RO LIV, SIRETHAT S, BLWERIZ
KERECEET 2568, 207228 L O3k b T, RBREZICED
HZ &,

SHERIENELCHREDO DT N B 2R T HEHIX. Mg X—2DRERIEIC
EADOEMZLDLEDTHD,
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B 3.4 DBRIERNDT—5 ERFIEOHE

5

a RTBIOE 48 B ITHESNT@Y 2 [ B F7213 3 B H ORGEERVRERZ FEfi§ 2,

WA B DA
(107 M = BARE)

TG 456 HEBRDORIE (RKRE =&KX
JEfRREEIRE)

M PIERMEOFE (p<0.0.5 &V

AYAY4

RAZELE2SCD 1.5F°)

38

= RIS
(#9552 RELLET
p<0.05 B L UHAEILE 2SC D 1.51F ")

=4

A4

fE1% 2

(AYAY-4

75 : Conc=JEJE, SC =A% R
b SCO15F5%, HSOERETHHLI-L oI, MU LEEOmMFIZEMAINS,
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KT BIYBIERSTUFIZOVWTOREY RV IR

456

B 1 BE 2 AE 3 B
SHYL RE LU RE LU RE

Rt wETD et EiEv 3 Rt
Rt BRT ST BHRHEEC  BELETS° EH R S Y
Rt wRTD B EEIET B Bt BT B
Rt BETH B BEILT B FHE B2 BB
Rt BET D FHEE BEILT 50 BHRREE B2 BB
FREEC BEILT S I R Y T S Y
FREEC BEILT S I BRT D BHREEC BiETE BB
FHEC BEILTH° FHE-C BET D THEE B B2 BB
FHEC BEILTE° B T3 Bt
Bt BEILTE B T3 Bt
Bt BEILT 5 et BET L B BT 2 B

%

© OECD,

a [A CHEBRT WA /I 2 W CRIOHE 2 #3895
b 12 log IREERMIE (AT TAERENROONIRELZED D) THREZBEITT 2,

2[EAE 3EHEORE TREMBZ /NS T2 2 & 2RI 28 M,

10 fEOMEIZE 15

ORE LA ERMIGE RS ROBENZRAREER S 2720 TH D, 12 log £/21F X 51T/
SWEIBOBS 2B T L. Dt b 2 SOABRIGENMFONLITTTH D, KIEE
D 172 log 27—/ TOREGRRERBIEDS & Y bFWEIIGMETH S, LL, Fhic,
1 DORETOHRNRERT (R0 OKISBELDZERDHY, ZITZORET 1
BRIZLH->TIRZBND,
c 1R TOMEREN SC EFEHFERNCEND D
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7.7 —Z R KOs
7.1. T — X BT

49. (LI 2L U T2 R V8 o PEAE DR 72 BN % 54 2 7= 012,
FERARHABR T L — O SCETESLL, #E2E# BR7L— D SC I
T HEE LTET, T X3 T X COEYEL] FE¥ERFZ (SD) Trd,

50. T HRHTICIE. HIRTEEDS 20%KEO T 2 VBB LA LE ST
— X DHEED D, HHHEMIILTO XL S ICHHT 2,

FRE= (T =V DOFRNVERE) + (BB Y = OYE A€
%)

51 BB 43 BERICREERL 72 X DS, U = v BEURAR F 7o i3 AR e e
AR TR END L O ICHIBE I L TV D K 9 ThiuX, B o0 RBnZ i
AET D MEDN B D, MIREOBEMAHR I N HEIX, €O 2R RS EFIC
LT D,

52. W AT 2 FEh 9 2 A, IEBMERS XLV BOWEMEORE ZF 5
&, BT, EERRMEE Y ey N EIIMOEY) R FE (6
Shapiro-Wilk &) #HWTEHIiTXE Th b, 7 —% ((EFREl) NEHS
MCTHRWEE, ERSAICEET 2720107 — % OEMEZ R DNERH D,
T—=EBNERSHLTOD0, HDIVTERSHEEL T L5E51E, BE
HMNIEEL, WA (FERE) ZUERARE T 237 A MY v 7 & (Dunnett
RERE) ZHOWT, \LFWERER L SCOEEZGTTRETHD, T —F N
ERGATRWEGAIL, W, T A M) vy mEERAWDSZ L (f
Kruskal Wallis, Steel's Many-one rank test) , p <0.05 xHEZEZHV L35, #Hit
FHIRHIIE, ML LB T — # R R T4 T = /L OSERREIZ SV TT 9,
%< O%E ., PIEREIZB T HREDOMIE (logio A7 —/V) BRENWTZD, 2
DDIRKIREDN > 7 A NHBROEBRER I & 2 R IR E-ROSER 2 & Z
EIETERVWETHRIND, LIER-T, ZORMENHEA LIYIRE £ 721X
ZTOMDT—FEy b (RRIREHETERWEERE) 1T LT, B
D& D7 A T TEEERLGHF 2w T 5,

53. HEBR D EARER 0 3 LA LT =2 KAV "R3BV, KRR EZHE T
X %G CEEMMRORERREE Z AW CERSND 2 [ HOEIED—ETT
s L9212) . ety b, vYy b, ERIEEOMOEE R EFET L
A U CAHESIEE (] : EC50 38X OVEC20) #H 45,

54. I, 77 7R (FEB+-1SD 2FTH 277 7) BLUOERERX
(LOEC/NOEC, #hEoJrmk, 83X OT —F ORE-FISH T O—HTh 5 i
KREGDOIRE) O GFTRTZE (FHHOWTIEK 4 258) , 5 — i,
Dl &t 2 BIOMNT L CEM SNREIZE SO TV DEAEIZOARFER) & I
REND, BHLW—HOBKE L O RZ W THIO BIZEE S -8R E 7
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WTHIEL, S LTV ERREND, HIE2B L O3 CHAT L IRERPE (X
FE) 13, LOEC 2 & el ERILEH 2 LV MICERT 5729012, JIE 1
DOFRERICEANWTHET L ZENTED (FBA8EELSM) |

H4.93 78 L UVRBXTOH295RABDORERICH oNf=T—2 DRTE & UEH
Dl

TAZY R ILBEEMBEDREFFHARTEZEZTRY (p <005 . LOEC : R/INEER
E. RKELE: ¥ SC IBF (=1) [IXT 5. FEDRETEHEINZNEDRK
SRR,

J4ILRAY Y Lrravy—i
100 " 1.2
S * I % = 1]
n L ™ n
@ 10 * — — H| | 8 o817 u
& * Pl *
ﬁ 177 — — M E_ﬁ 04 17 T il
~ H ~ <r‘ * * * J"»
w W g2 H T =S
0.1 T T T T T T 0 T T T |-L| T T r-‘ T
0.00010.001 0.01 0.1 1 10 100 0.00010.001 001 01 1 10 100
M M
ILEYE LOEC mRAXEIE
JAIILRON) A 0.01 29 f&
Lkay—ji 0.001 0.15 {&

7.2. R T — X IR FIE

55,  BEERFIIEEGESTEHENICERSD (p<005) | Dk
t 2 [ OIS L2 IEIC BN T, BT 5 2 DO NIRE R & g LT 1.5
FOFHEEIIHEORMEE LRI 220 TR 254, & O/LFEWEIXBE & fE
Ehs (&7 . FVEVBEOHENEIOWDOWTICEH, 1.5 fFOBIEN
WHEINS (T7hbb, O 150%%2 8 2 5541 L OVEESH RO 66.7%
K OEGA HIEMET>(=)80%) ) o 2EIOMN Lz EoflE, 72123
OUED H 6 2 BINEMET | BIAREEEC B THLGE. Z0/FEWE
IRk & HE S LD, 3EOMSL LIZEBRTHE LN T —2 0, RTITRTHE
FEWEZ T SR WGE . ERERIIMIAETH 5, AARIRE F 72 13
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	1. はじめに
	1. OECD（経済開発協力機構）は、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既存の試験ガイドラインの改訂および、新たな試験ガイドラインの作成のため、1998年に優先度の高い作業を開始した。2002年のOECD内分泌かく乱化学物質の試験と評価に関する概念枠組みは5つのレベルから構成されており、各レベルは異なるレベルの生物学的複雑性に対応している（1）。本試験ガイドライン（TG）に記載するin vitro H295Rステロイド産生試験（H295R）では、ヒト副腎...
	2. H295Rステロイド産生試験の目的は、E2およびTの産生に影響を及ぼす物質を検出することである。H295R試験は、コレステロールからE2および/またはTの産生までの一連の反応に始まり、細胞内生化学経路を構成する内因性成分をその標的部位として持つ生体異物を特定することを目的としている。H295R試験は、視床下部-下垂体-性腺（HPG）軸に対する影響によりステロイド産生に影響を及ぼす物質を特定することを目的としていない。本試験の目的は、化学物質がTおよびE2の産生を誘導または阻害する可能性に関し...
	3. 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に記載する。溶液の調製、細胞の培養および試験の様々な側面の実施方法に関する指示を含む詳細なプロトコルは、OECD文書「テストステロンおよびエストラジオール産生のモジュレーターを特定するためのH295Rステロイド産生試験の多施設共同バリデーション」（4）の付録I～IIIに記載されている。

	2. 最初に考慮すべき事項および限界
	4. 6種類の性ステロイドホルモンの生合成には、6種類の反応を触媒する5種類の酵素が関与している。チトクロームP450（CYP）コレステロールの側鎖切断酵素（CYP11A）によるコレステロールのプレグネノロンへの酵素変換は、ステロイド最終生成物の合成に至る一連の生化学的反応の最初の段階である。次の2つの反応の順序に応じて、ステロイド産生経路はΔ5-ヒドロキシステロイド経路およびΔ4-ケトステロイド経路の2つの経路に分かれ、これらはアンドロステンジオン産生に収束する（図1）。
	5. アンドロステンジオンは、17β-ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ（17β-HSD）によりテストステロン（T）に変換される。テストステロンは、中間体および最終ホルモン生成物である。男性では、Tは前立腺および精嚢などのアンドロゲン作用の標的組織の細胞膜、核膜および小胞体に存在する5α還元酵素により、ジヒドロテストステロン（DHT）に変換される。DHTは、Tよりもアンドロゲンとして非常に強力であり、最終生成ホルモンともみなされる。H295R試験ではDHTを測定しない（第10段落参照）。
	6. アンドロゲン物質をエストロゲン物質に変換するステロイド産生経路に関与する酵素はアロマターゼ（CYP19）である。CYP19はTを17β-エストラジオール（E2）に、アンドロステンジオンをエストロンに変換する。E2およびTはステロイド産生経路の最終生成ホルモンと考えられている。
	7. CYP17のリアーゼ活性の特異性は、種間で中間基質について異なる。ヒトでは、この酵素はΔ5-ヒドロキシステロイド経路の基質（プレグネノロン）に有利であるのに対し、ラットではΔ4-ケトステロイド経路の基質（プロゲステロン）に有利である（19）。CYP17リアーゼ活性におけるこのような差は、in vivoでステロイド産生を変化させる物質に対するいくつかの種依存性の差を説明する可能性がある（6）。H295細胞は、ヒト成人の副腎酵素の発現およびステロイド産生パターンを最もよく反映することが示されてい...
	図1.H295R細胞におけるステロイド産生経路

	8. ヒトH295R副腎癌細胞株は、ステロイドホルモン合成に対する影響を検討するための有用なin vitroモデルである（2）（7）（8）（9）（10）。H295R細胞株は、上記のステロイド産生の全ての主要酵素をエンコードする遺伝子を発現する（11）（15）（図1）。これらの遺伝子のin vivo発現は組織および発生段階に特異的であり、通常1つの組織または1つの発生段階ではステロイド産生に関与するすべての遺伝子を発現しないため、このことは固有の特性である（2）。H295R細胞は、段階的に未分化のヒ...
	9. H295R試験にはいくつかの利点がある。
	● TとE2の両方の産生について、増加と減少の両方を検出することができる。
	● 細胞生存率/細胞毒性に対する化学物質の影響を直接評価することができる。化学物質とステロイド産生経路との直接的な相互作用による作用と、細胞毒性による作用とを区別できるため、重要な特徴である。これは、様々な感度および機能性を有する複数の細胞からなる組織外植片システムでは不可能である。
	● 動物を使用する必要がない。
	● H295R細胞株は市販されている。

	10. 本試験の主な限界は以下のとおりである。
	● 代謝能は不明だが、おそらく極めて限られている。したがって、本試験では代謝的活性化が必要な物質は検出されない可能性が高い。
	● H295Rは、副腎組織由来であり、グルココルチコイドおよび鉱質コルチコイドならびに性ホルモンを産生できる酵素を有する。したがって、グルココルチコイドおよび鉱質コルチコイドの産生に対する影響は、試験で観察されたTおよびE2のレベルに影響する可能性がある。
	● DHTを測定するものではない。そのため、5α還元酵素を阻害する物質は検出されないと考えられ、その場合、Hershberger試験（16）を使用することができる。
	● H295R試験では、視床下部-下垂体-性腺系（HPG）軸に影響を及ぼすことによりステロイド産生に影響を及ぼす物質は検出されない。これは無処置の動物でのみ試験できるためである。


	3. 試験の原理
	11. 本試験の目的は、TおよびE2産生に影響を及ぼす物質の検出である。TはE2を産生する経路の中間体でもある。本試験は、ステロイド産生経路の酵素を典型的に阻害または誘導する化学物質を検出することができる。
	12. 本試験は、通常、24ウェル培養プレートを用いた標準的な細胞培養条件下で実施する。あるいは、他のプレートサイズを使用して試験を実施することもできる。しかし、性能基準の遵守を維持するために、播種および実験条件を適宜調整する必要がある。
	13. マルチウェルプレートで24時間の馴化期間を置いた後、細胞を7濃度の被験化学物質に48時間曝露させる試験を少なくとも3回反復する。陰性対照および陽性対照として、溶媒ならびに既知のホルモン産生阻害剤および誘導剤を一定の濃度で試験する。曝露期間終了時に、各ウェルから培地を除去する。培地を除去した直後に各ウェルの細胞生存率を分析する。培地中のホルモン濃度は、市販のホルモン測定キットなどの様々な方法および/または、液体クロマトグラフィー質量分析法（LC-MS）などの機器を用いて測定することができる。...

	4. 培養手順
	4.1. 細胞株
	14. NCI-H295R細胞は、物質移動合意書（MTA）に署名した上で米国標準培養コレクション（ATCC）から市販されている0F 。
	4.2. はじめに

	15. 齢/継代の増加に伴ってE2産生能が変化するため（2）、細胞を使用する前に特定のプロトコルに従って培養し、細胞を解凍してからの継代数および凍結して液体窒素保存庫に保存した時点での継代数を記録する必要がある。最初の番号は実際の継代数を示し、2番目の番号は凍結保存した時点での継代数を示す。たとえば、5継代後に凍結し、解凍、再び培養した後に3回スプリットした細胞（解凍直後の細胞を第1継代として計数して4継代）には、第4.5継代と表示される。付番方法の例をバリデーション報告書（4）の付録Iに示す。
	16. 添加培地および凍結培地の基剤として保存培地を用いる。添加培地は細胞培養に必要な成分である。凍結培地は、長期保存のために影響を与えずに細胞を凍結できるよう特別に設計されている。使用前に、補充培地の成分であるNu-serum（または、試験性能および品質管理（QC）要件を満たすデータを生成することが実証されている同等の特性の血清）のバックグラウンドTおよびE2濃度を分析する必要がある。これらの溶液の調製は、バリデーション報告書（4）の付録IIに記載する。
	17. 元のATCCバッチからH295R細胞培養を開始した後、細胞を5継代培養する（すなわち、細胞を4回スプリットする）。その後、第5継代細胞を液体窒素中で凍結し保存する。細胞を凍結する前に、過去の第4継代細胞の試料をQCプレートで測定し（第36段落および第37段落を参照）、ホルモンの基礎産生および陽性対照化学物質に対する反応が、表5に規定する試験品質管理基準に適合するかどうかを確認する。
	18. 適切な継代/齢の細胞が常に培養および使用可能であるために、H295R細胞は、培養、凍結および液体窒素中で保存する必要がある。H295R試験で許容される継代数として、新たな1F または凍結した2F 細胞バッチを培養に使用した後の最大継代数は、10を超えてはならない。たとえば、第5継代で凍結したバッチからの細胞の培養に許容される継代は4.5から10.5である。これらの凍結バッチから開始した細胞については、第19段落に記載されている手順に従うこと。これらの細胞は、試験に使用する前に、さらに少なく...
	4.3. 凍結保存からの細胞の開始

	19. 培養および試験を目的として液体窒素保存から新たな細胞バッチを取り出す場合は、凍結保存から細胞を開始する手順を用いる。本手順の詳細は、バリデーション報告書（4）の付録IIIに定められている。細胞を液体窒素保存から取り出し、急速に解凍し、遠心管内の添加培地に入れ、室温で遠心分離し、添加培地に再懸濁し、培養フラスコに移す。翌日、培地を交換する。H295R細胞を大気中で5% CO2存在下、37 Cのインキュベーターで培養し、週2～3回培地交換を行う。細胞が約85～90%コンフルエントになったら、ス...
	4.4. H295R細胞の凍結（液体窒素保存のための細胞の調製）

	20. 凍結用のH295R細胞を調製する場合、上記の細胞のスプリット手順を、遠心管の底の細胞ペレットを再懸濁するところまで実施する。ここで、細胞ペレットを凍結培地に再懸濁する。この溶液を極低温保存用バイアルに移し、適切にラベル表示し、-80 Cで24時間凍結した後、極低温保存用バイアルを液体窒素に移して保存する。本手順の詳細は、バリデーション報告書（4）の付録IIIに定められている。
	4.5. 試験用細胞の播種および前培養

	21. 第19段落で概説したとおり準備した24ウェルプレートの必要数は、試験する化学物質の数および培養皿内の細胞のコンフルエント度によって異なる。原則として、80～90%コンフルエントの細胞の培養フラスコ1個（75 cm2）は、培地1 mLあたり200,000～300,000細胞の目標密度で、1から1.5枚（24ウェル）のプレートに十分な細胞を供給し、24時間時点のウェルで約50～60%コンフルエントになる（図2）。これは通常、試験におけるホルモン産生に最適な細胞密度である。より高密度では、Tおよ...
	22. 培地を培養フラスコからピペットで移し、滅菌PBS（Ca2+Mg2+不含）で細胞を3回洗う。酵素溶液（PBS中）を加えて、培養フラスコから細胞を分離する。細胞の剥離に適した時間が経った後、酵素処理に使用する液量の3倍の割合で添加培地を加えて酵素作用を停止させる。細胞を遠心管に入れ、室温で遠心分離し、上清を除去し、細胞ペレットを添加培地に再懸濁する。細胞密度は、血球計算盤やセルカウンターなどを用いて計算する。細胞溶液を所望の播種密度に希釈し、細胞密度が均一になるように十分に混合する。1 mL細...

	5. 品質管理要件
	23. 投与中に溶液および試料の正確な量をウェルに注入することが重要である。これらの量によって、測定結果の計算に使用する濃度が決定するためである。
	24. 細胞培養およびその後の試験を開始する前に、各試験施設は、ホルモン測定システムの感度を実証しなければならない（第29～31段落）。
	25. 抗体ベースのホルモン測定試験を使用する場合、試験を開始する前に、試験する化学物質について、第32段落に概説するように、TおよびE2の定量に使用する測定システムに干渉する可能性を分析する。
	26. 試験に推奨される溶媒はDMSOである。代替溶媒を使用する場合、以下を決定すること。
	● 被験化学物質、フォルスコリンおよびプロクロラズの溶媒中での溶解性、および
	● 溶媒濃度の関数としての細胞毒性。

	27. 試験の初回実施前に、試験施設は適格性評価実験を行い、試験施設が第33～35段落に記載されている化学試験に必要な適切な細胞培養と実験条件を維持、達成できることを実証しなければならない。
	28. 新しいバッチを使用して試験を開始する場合は、細胞の新しいバッチを使用する前に対照プレートで試験を行い、第36段落および第37段落に記載されているとおり細胞の性能を評価する。
	5.1. ホルモン測定システムの性能
	5.1.1. 試験法の感度、正確度、真度および試料マトリックスとの交差反応性


	29. 各試験施設は、定量限界（LOQ）を含む性能基準を満たす限り、H295R細胞によるTおよびE2産生の分析のために任意のホルモン測定システムを使用することができる。これらは、バリデーション試験で観察された基礎ホルモン濃度に基づき、名目上、Tは100 pg/mL、E2は10 pg/mLである。ただし、実施する試験施設で達成される基礎ホルモン濃度に応じて、値の増減が適切な場合がある。QCプレートおよび試験の実行を開始する前に、試験施設は、内部ホルモン対照を添加した添加培地を分析することにより、使用...
	30. 表1および表8のQC基準を満たさない場合、重大なマトリックス効果が生じる可能性があるため、抽出した添加培地を用いた実験を実施すること。抽出手順の例は、バリデーション報告書（4）の付録IIに記載されている。抽出試料中のホルモン濃度の測定は3回反復する3F 。抽出後、培地の成分がQC基準に定義されているホルモン検出法に干渉しないことが示された場合は、抽出した試料を用いてその後のすべての実験を実施する。抽出後にQC基準を満たすことができない場合、使用したホルモン測定システムはH295Rステロイド...
	5.2. 標準曲線

	31. 溶媒対照（SC）のホルモン濃度は、標準曲線の直線部分内であること。ホルモン産生の誘導および阻害を確実に測定できるように、SC値は直線部分の中心近くであることが望ましい。測定する培地（または抽出物）の希釈は適宜選択する。直線関係は適切な統計学的アプローチにより決定する。
	5.3. 化学物質による干渉試験

	32. 酵素結合免疫吸着測定法（ELISA）および放射免疫測定法（RIA）などの抗体に基づく測定法をホルモンの測定に使用する場合、化学物質によってはこれらの試験に干渉する可能性があるため（17）、実際の化学物質試験を開始する前に、使用するホルモン測定システムと干渉する可能性について各化学物質を試験する必要がある（バリデーション報告書（4）の付録III）。ホルモン測定において、Tおよび/またはE2に対する基礎ホルモン産生の20%以上の干渉が生じた場合、有意な（20%以上）干渉が生じる閾値濃度を特定す...
	表1. ホルモン測定システムの性能基準
	5.4. 試験施設習熟度試験

	33. 未知の物質を試験する前に、試験施設は習熟度試験を実施することにより、試験の適切な実施に必要な適切な細胞培養および試験条件を維持、達成できることを実証しなければならない。試験の性能は、試験を実施する試験施設職員に直接関連するため、試験施設職員に変更があった場合は、これらの手順を部分的に繰り返さなければならない。
	34. 習熟度試験は、第39～41段落までに記載した条件と同じ条件下で、細胞を7段階の濃度の強い、中等度および弱い誘導剤および阻害剤、ならびに陰性化学物質に曝露させることにより実施する（表2参照）。特に、試験する化学物質には、表2に示すように、強力な誘導剤フォルスコリン（CAS番号66575-29-9）、強力な阻害剤プロクロラズ（CAS番号67747-09-5）、中等度の誘導剤アトラジン（CAS番号1912-24-9）、中等度の阻害剤アミノグルテチミド（CAS番号125-84-8）、弱い誘導剤（E...
	表2. 習熟度試験用化学物質および曝露濃度

	35. 細胞生存率とホルモンの分析は、第43～47段落に提示する方法で実施しなければならない。閾値（最小影響濃度（LOEC））および分類の決定を報告し、表3の値と比較すること。表3のLOECおよび決定分類を満たす場合、データは許容可能とみなされる。
	表3. 習熟度確認物質の閾値（LOEC）および決定分類
	5.5. 品質管理プレート

	36. 品質管理（QC）プレートを使用して、標準培養条件下でのH295R細胞の性能を検証し、溶媒対照、陽性対照および陰性対照中のホルモン濃度ならびに他の経時的なQC測定値に関する実績データベースを確立する。
	● H295R細胞の性能は、新しいATCCバッチごとにQCプレートを用いて評価するか、以前凍結した細胞ストックを初めて使用した後に評価する。ただし、当該バッチの細胞を用いた試験施設習熟度試験（第33～35段落）を実施した場合はこの限りではない。
	● QCプレートは、化学物質の試験時に試験条件（細胞生存率、溶媒対照、陰性対照、陽性対照、試験内および試験間変動など）の完全な評価を提供するもので、各試験の測定の一部に含めなければならない。

	37. QC試験は24ウェルプレートで実施し、化学物質の試験のため、第39～47段落に記載するのと同じ培養、投与、細胞生存率/細胞毒性、ホルモン抽出、ホルモン分析の手順に従う。QCプレートには、ブランク、溶媒対照のほか、E2およびT合成の既知の誘導剤（フォルスコリン、1 µM、10 µM）および阻害剤（プロクロラズ、0.1 µM、1 µM）の2つの濃度が含まれる。また、細胞生存率/細胞毒性試験の陽性対照として、選択したウェルでMeOHを使用する。プレート配置の詳細な説明を表4に示す。QCプレートで...
	表4：曝露されていないH295R細胞、ならびにE2およびT産生の既知の阻害剤（PRO = プロクロラズ）および刺激剤（FOR = フォルスコリン）に曝露させた細胞の性能を試験するための品質管理プレート配置
	表5. 品質管理プレートの性能基準
	5.6. 試験プレートの品質管理

	38. QCプレートの基準に適合することに加え、反復ウェル間の許容可能な変動、反復実験、ホルモン測定システムの直線性および感度、同じ試料の反復ホルモン測定間の変動、および培地抽出後のホルモンスパイクの回収率に関するその他の品質基準（該当する場合。抽出要件に関しては第30段落を参照）を満たしている必要があり、表8に示す。データは、さらなる評価を検討すべき各パラメータについて規定された許容範囲内にあること。これらの基準が満たされない場合、スプレッドシートに当該試料についてQC基準を満たさなかったことを...
	表8：H295R試験プレートのパラメータの許容範囲および/または変動（%）LOQ：ホルモン測定システムの定量限界CV：変動係数、SC：溶媒対照、DPM：壊変毎分


	6. 化学物質への曝露手順
	39. 前培養した細胞をインキュベーターから取り出し（第21段落）、顕微鏡で確認し、投与前に細胞が良好な状態（付着、形態）であることを確認する。
	40. 細胞をバイオセーフティーキャビネットに入れ、添加培地を取り除き、新しい添加培地に交換する（1 mL/ウェル）。DMSOは、本試験ガイドラインで推奨される溶媒である。ただし、他の溶媒を使用する理由がある場合には、科学的根拠を記載すること。1 mLの添加培地（ウェル容量）あたり1 µLの適切な原液のDMSO溶液を添加して細胞を被験化学物質に曝露させる（バリデーション報告書（4）の付録IIを参照）。これにより、ウェル内のDMSOの最終濃度は0.1%となる。適切な混合を保証するためには、被験化学物...
	表6. 24ウェルプレートにおいてH295R細胞に被験化学物質を曝露するための投与図

	41. 48時間後、曝露プレートをインキュベーターから取り出し、顕微鏡ですべてのウェルの細胞の状態（付着、形態、コンフルエンスの程度）および細胞毒性の徴候がないかを確認する。各ウェルの培地を等量ずつ2つに分け（各約490 µL）、適切にラベルを貼付した2本の別々のバイアルに移す（すなわち、各ウェルに対し予備の試料として１アリコート）。細胞の乾燥を防ぐため、培地は1行または1列ずつ取り出し、細胞生存率/細胞毒性試験用の培地と交換する。細胞生存率/細胞毒性を直ちに測定しない場合は、各ウェルにCa2+お...
	42. 培地の除去後直ちに、各曝露プレートの細胞生存率/細胞毒性を測定する。
	6.1. 細胞生存率の測定

	43. 選択した細胞生存率/細胞毒性試験を用いて、被験化学物質が細胞生存率に及ぼす影響の可能性を判定することができる。この試験は、ウェルに存在する生細胞の割合の真の測定値を提供できるか、あるいはそれがLive/Dead® Assay（の線形関数）と直接比較可能であることを実証できる必要がある（バリデーション報告書（4）の付録IIIを参照）。同等に有効であることが示されている代替法として、MTT［3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-2,5-ジフェニルテトラゾリウム臭化物］試験がある（18）...
	44. SCの平均生存率（= 100%の生存率）に対して生存率が80%未満のウェルは、最終データ解析に含めるべきではない。約20%の細胞毒性の存在下で生じるステロイド産生の阻害については慎重に評価し、細胞毒性が阻害の原因ではないことを確認すべきである。また、細胞生存率が120%を超える場合は、偽陽性の可能性を識別するために、データにフラグを付ける。
	6.2. ホルモン分析

	45. 各試験施設は、TおよびE2の分析のためにホルモン測定システムを選択し、使用することができる。濃度を標準曲線の直線部分内にするために、各処理群から得た培地の予備アリコートを用いて希釈液を調製することができる。第29段落に記載のとおり、各試験施設は、QC測定または化学物質の試験を実施する前に、内部ホルモン対照を添加した添加培地を分析することにより、ホルモン測定システム（ELISA、RIA、LC-MS、LC-MS/MSなど）がQC基準に適合していることを実証しなければならない。試験系の成分がホル...
	46. ホルモン産生を測定するために市販の検査キットを使用する場合、検査キット製造者が提供するマニュアルに従ってホルモン分析を実施する。ほとんどの製造者は、ホルモン分析を実施するための独自の手順を有している。溶媒対照の予想ホルモン濃度が個々の試験の標準曲線の線形範囲の中心内に収まるように、試料の希釈液を調整する必要がある（バリデーション報告書（4）の付録III）。標準曲線の直線部分を外れた値は棄却する。
	47. 最終的なホルモン濃度は以下のように算出される。
	● 抽出：450 µL培地
	● 再溶解：250 µL試験緩衝液
	● 試験における希釈：1:10（試料を標準曲線の線形範囲に入れるため）
	● 試験におけるホルモン濃度：150 pg/mL（測定試料1 mLあたりの濃度に調整済み）
	● 回収率：89%
	● 最終ホルモン濃度 = （ホルモン濃度（1 mLあたり）÷回収率）（希釈倍率）
	● 最終ホルモン濃度 = （150 pg/mL）÷（0.89）×（250 µL/450 µL）×10 = 936.3 pg/mL
	6.3. 個々の測定の評価に基づく試験濃度の選択手順

	48. 陽性、陰性、または不確定の測定の基準を図3に示す。少なくとも2回の独立した試験を実施する必要がある。溶解限度または細胞毒性に関する情報などの事前情報が試験濃度の選択の根拠とならない限り、初回測定の試験濃度は10-3 Mを最高濃度としてlog10間隔で測定することが推奨される。化学物質が可溶性であり、試験したいずれの濃度でも細胞毒性がなく、初回の測定がすべての濃度で陰性であった場合、初回の測定と同じ条件を用いた測定をもう1回実施し、確認する（表7）。初回の試験結果が不確定または陽性であった場...
	図3.個々の測定内のデータ解釈手順の概要
	表7：起こり得る転帰シナリオについての決定マトリックス


	7. データ解析および報告
	7.1. データ解析
	49. 化学的に変化したホルモン産生の相対的な増加/減少を評価するために、結果を各試験プレートの平均SC値で正規化し、結果を各試験プレートのSCに対する変化として表す。データはすべて平均値±1標準偏差（SD）で示す。
	50. データ解析には、細胞毒性が20%未満のウェルから得られたホルモンデータのみを含める。相対的変化は以下のように算出する。
	51. 第43段落に記載したように、ウェルの目視検査または生存率/細胞毒性試験で示されるように細胞数が増加しているようであれば、明らかな増加を検証する必要がある。細胞数の増加が確認された場合は、その旨を試験報告書に記載する。
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