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[T CHIZ

1. AR RN CELIE. () AR BRICEET SIHAZBERENLIEZRILEAEA. (i) A704 FEE
BREZNLERILECEE, (i) RILECORBEEHIEEIEFFHEE. (v) EMEB~DRILE LS.
V) RILECDHEADNLD I YT S VREZEOHRABBFICLYRET S, AHBRAA K542 (TG)
X, 7Y ROF VRS LR—2 —EEFOEEEFHIELS L UVEENH MR ET S,

2. AHBRHA RS A VEHORBREZDHERZE, invivo DHIETOERFLIFEEZMNTIOLRIZE
157> Fa57 VR OERGIKRICERIMET 52X FTEHAL,
3. AABHA FSAUTEH, PTdZR MBEUT7UATRA MERET H7 Y FOS URBREE
AL (ARTA) HEREICOWTERBAT %, ANA FSAUIE, P RO UZBRT7IA B LU7T
VAIZRMRIEDOHD ., HENS S UEEEMICELU L-BRORBETERIATVS, KXERAA
FoAVIZERESN TS, TRICRIESN-SBEBREEIUTOESY THS,

e AR-EcoScreen™#fifa#k % FHL f= AR-EcoScreen™ % (1) (GRE&% 1. #E CIZEEH)

e AR-CALUX®Hifa#k % U = AR-CALUX®% (2) (FERi% 2. ##:E D IZEEE)

e 22Rv1/MMTV_GR-KO #lat Z AL 1= ARTA ;% (3) (GRB&i% 3. #iE E ICi8#)

4, hiod 3 DOREBEE,. BLEHEER. §8hbbU AV FAEELEZ7Y PO UZERERICEK
5LHR—2—EEFOEEEMIEEZRIRELTLD (BE 5LV 658 , HBRZEMOBLUARE LU
EBEHOBMEFMMEB (RB1BLUB2) IZTFRT, choD 3 DOHBEKFIRT IS YIILTL—+TE
MEnBh. AR-CALUXCHEREIZDWTIENAS RIL—T v FOBAGILBES TS (4) (LhL.
OECD H4 # YV RAXE 34, 2020 12k NIERIEIEELTHATOELY) , BHEE 1I12E, 7o2T=X b
TG T7IZR MEHO-HDHEMRMENEENDIDICH L. BHERE 2 B L UEERE 3 (2. AlEX
ENBENT VAT _RIMTHAICEERIET HE=HDIZ, PUAIR M7 vt/ D-ODOHEEREMN
BFEND, FHEREICE. BERST0 P ILELUVEHBRS D OHFREENH S, FHEEICIE, 7d=X
FEEUT7TUATR MNEREZHERMATE-OD. TAhTIhEEOT—2BITRENH D,

RRABHA FS1 D BBDABREDERE RE

5. In vitro BB F ML (TA) &, EZVEOEEDZERADEES. BEEFMHEIZHKELKR—42—
BEF (ucBEFE) DEESLUFRICEOVTWVS, ChoDRBETIEIKLALELR—4—&EFEH
WBIENTED, TAZIX, TR MOYUZENRK (ER) 7Y FOSFUZEE (AR) BEDEBEEMLZ
NEZRRIZE>THEMEINIEEFER IO I 7 IILOFEICAL SR TLS (5) (6) (7) (8) ShBlE.
BRZBANEEOGEETHEOREEE LTHREINTE (5)(6) (9).

6. FURRATUTPIZRAMBEUVT VI TZRAMEIARBERENLTARDY AV FELTHEAL.
7oA UBENEGFOREEENHEELEIBET SAREEAH L. COMEMERIE. T ATy
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FETR (MARIEE. EEGHRERE. £BEELGEICRELZTAER) #0KETHIEITEY . BEREA
DEZEZ5ISECTAIREENDH D,

7. OECD (ZFWMANFFEMIE) TIEL. 1998 FICEREFHEED 1 D& LT, NI CEERER
THAREMEDHDILEMEDR I ) — =V B L UVHBROEODOHRAA K4 VICEAL., BEIFOLOD
BETE K UHFRICER T DEXZRMB LIz, RBOKEERZET LMD HLHILEMEDORES &
VEHEIZRE 9 %5 OECD DOERIBMAIL. 5 DDLANILASERIN, ThENEL > -EYENERNE
DLANJLIZHIELTLS (10), COREEHA FS5 A VICEBEINTLS 3 DD ARTAEIL. LRV 2 [#
RENT-NH B EFE - FREEIZET 8T — X 48T B in vitro 7 vt 4 (HAFEH & NHEMFELERE L) |
AT D,

8. AREBRAOA RS54 VEBORBREL., BRTEREMFMOKIRICERT S LFETELRL, Ch
Bl&. invitro (1) 72 ROT VEREZET HILEVEORERIET -2 ZiRMHT 5. COT—2FX. R
V=T OBRIBRAFTOEMICERTESEM., SBROEAFFTT7TA—FICEVTHEFICET S
BHRELTELERAT S ENTES,

9. NYT—2 3 UHEBRICELY . AR-EcoScreen™ 5 Bz . AR-CALUX®RERE. B & U
22Rv1/MMTV_GR-KO REEOZUMELEEEAERIEIEIN TS (1, 3, 1),

10. EHRBEOE L. FREEFLIUVAVZELREBEOMELXWHEBICRYT (XBA1HSKUB2) ,
SEZED-H. HEBNDEXBI3aHLUB3bIZ, KFABRAS RSV D2 DU LDOHBRETHE L THER LS
ILEYEDREREZTRT ., DEOLEIL, 2003 F£0 ICCVAM ) X + (6) (2016 ZF£RAD AR-EcoScreen™ M
SBYRAMELTER) BLTEEEH NIz 2017 F£0 ICCVAM YR + (12) ZAHAWVWTTS, 7r424d=
A RMHBRICOWT, 3 DORBEOHERIFI—BLEN, IR FRBROKBRIT 4 DOHEITEWNT
22RVI/MMTV_GR-KO iZ & X —HE G o1z, COERELT, 3DODELGLIHBREICSVWTEL Sk E
AWt eNEZBNS (1,3,11) ERZIZRMELTHMONTWDILEMETH S 17-TRA S OA—
LIE. 3 DOHEBETATIZ AR 72X FEMZRTH. AR-CALUX®ETIFBLVEELMRSO Shigh
27,

11. INLDIEEMES &K U AR-CALUX® A THER Lz BND 137 8EDILEWE TR 2 BIERIL.
N TF—a VERBRESICEHIATLS (1,3, 1),

12. AAEBHA RS54 VRBEOHABECAWS— BB LI URBRECEADERS L UKEL, HEA
[ZEBEIN TS,

B R ERE DI

13. FEHUARMOLCEVEORARICEBREZZAVSANIC, EXREFBRL-EZBRZOFEAICET S
BRAEZEIALAGITAEGSGL, BRAEF, 7I=2X MNERICOWT 8 BEOEREHILEYVE (W
BEBNDXB4aSH) . TUAIZRMNERIZOVWT I BEOERERRLEYE HEEBODXRBA X
UBA4cBR) 2HBI DI LICKYERITIESND, CORBRTIIARRDOEEELHET D, REBRIIELD
BIZAG<EL 2EERL., BRMNKRBLa BLUBlaCREHBEEIATLEINELSSIWEL—HLGTAL
BHEW, Eolc, SREELSLVBR BHHMBEAVNVTEONET - 2DBEET -2 X—XZREL.
ABREOBHRUEZRERZEICEVTREMNICER LZTAEE S,

HARREE
14.  HREROHEICE, FHABRECOVWTHEBITRLIET Y IL—FEEATEH &,
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il A. FAEEDERE S VIS

AREBRHA FSA VEBBOTARTOREBRES LV F=EHE B OXRICEREIN S —§

HMAEEES & VRS

TRFEYE  ERREB L OSHIEEOMERRICE T 2 K EHE, | BIOEBRPENE RSN T
DIZIE, TR TOFEREELZH - S 2o zn

EREK (7= }F)  BRORZHAEIHES L, N TORE L2 & E b3 wE, [T
ZRRICHES T HNEMED U B RIZER LB 2 R E T 5

ForRAOy EE: 7RO UZBRRICESLEMHEIEDEEANICEL. BEDILEMELE
THRYHREEB LR

B (7= )  ZREHEETHZ LT, ARSI ZS EE T2 2 <,
T A=A NPINTDINEET 0y 7 FEMET 2% /EY) B RERIMEFEHE O 1

M7 ROTUER: 7o PO URBENERDTIZR M)A FOERZIGT 5, L%
MEDRESN, REHABRHA FS54 VTR AR M ERORENGIRT > FOS UEEOREN
AIEETH Do

AR: 7> ROy U2BHK

ARE : 7V RO UZBHERIL AV b

ARTA: 72 RO URBAREEFEMHIE

BDS : BioDetection Systems (#35 > 4)

BLR : e HBREE

CERI : {LZWEFMEARHKE (BX)

CAS &S : Chemical Abstracts Service Registry Number

CRISPR-Cas9 : ¥ 5 X2 —{t R{EfHERIXEEF|') E— b —CRISPR & 9
CV : ZEifriK

MRRERME © M O IE F 721 THEREI T 2 A FREM T BoRICHIfasE 2 5| Sl 297, #ifia s
PEVVEIC K DM ER IR OA& TS, RIRHABOG IR & Hei LT 7 = VNI D 72 i,
MIIREEED IR TR O DN D HENH 5,

DHT: 50-PE FOFX FRXFOV

DMSO : VA F IV ANLKRF TR

ECs : FIIHHERE (72T =2 K) O 50%%hFI2E
ED : N3 ins < EL'E

ER : =2 b/ U /K

FBS : 7 VRV i
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IF : 58450 5

InhF : [HEREfiF

GR: Z)vaa)LFaf REZEIR
ICso : FEEWERME (7oA I=X k) D S50%NREE
InChl : EFLFEYE BRI F
IUPAC : EFE#IE - [CRILEES
KO: /vO7k

Luc: L7 x5 —HEIEF
MTA: MEBEBESEE

MFDS : RREERREN (RE)
MMTV : T RELRIEZE VA LR

BRHEXIR - HBRRNCE LGV EAMON TS ILEYETRE L=, HABRROMIL L F-—E
Do BEMREE, REOT7 v/ DEGTTHERERANE LGN EZTRTARELD

NIHS : B EELRBABEMER (BX)
PCR: /R * S—EEHEHRIE
PR: 7O XTAVERK

BEXR : ARRVEETHEANHMoN TV DIEEMETREL -, HEBRROMILL=—E 5.
BRI, REDT7 v A DEGTTHERNANET S EETIARELD

R?: MERBO-F (FEMEXMRABROELE)

SRILPEYH  HBYELOEROEEZTRI-OICEASNHLEME

SHRRE  HBREORLMERAT I-OICERAT S, AHBRAA K54 TR, SREE L,
SHEENELFMEMNS L. 2 BENBHINEEZTL (RERLFEE 1 BEACEERET) .
1RRENRLERSGIMEEYMEEZET . 2BEOILFEMEDNSE. BIEtORERIEETT 1
BENSRIELEVETHD

EBEME: A0 FaLEAVTEREZER LGS, ERENS S UERERTERMIC
SVERETEEARGEEZRIRE. WLR £ BLRZHH L TEHlET 5

RI : 18t E5& /e
RLU : HERXE

7 v ABRIE D AW ERIRE RIS B DALFERIER 273 2 5] 0 L8, 57 1%, s o
DT = b [ARFCHERE S N o dOBER Y = L TERET 5 1 SO5ER LIEERTH 5

SD : fEHE(R =
SMILES : H#fi{b/3+7 A4 LV ANJJ AT A
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it BB FFEORBRIEZH W TH— O~ DLW EZ 7 I T 272 OICE S ND H 5
LEBRIER, KBRTA R T4 2B W T, BeHIaRE T oy E oA RRER, 7
(VA== 7T 0 BIONAEENT V%) | 7 — 2T, SWERRE, MR EEMEREAM 7
EOTRTOEMNL25, MAtOETIZE D, AW ERE CRME L 723 Eaic k35
BERE OVEME D 7B E S R L E & B LT S OHEER AIRE L 72 D

TA : fZEIEMAL, 7o Fa X v BIEK~DT v Ra P o OfiE 7 EOREDALER Y 7 Fic
JEE L C mRNA &R ABAES 5 Z &

WRYE . B os2mE T, Bl aWwE. ZHOWE. IREMORERICTT 57 v &A1 i H
P& IEBEfR 7R

REBE : 20 TG Tid, HBRE L 1I3AR TG IZRidi SN MRE R EZ - T OICE E RO L
FEDIBD 1 5ThHDH, RBRIEOHEKREFRITIL, Flx X, FEOMIRE & B4 2 s
F, RER A T3 2 FEORM, 7 L— N ORESME. HBRWE OR R JOFIR, £ oft
DOMEEBICHLBERIEFES LOEET LT —#5HMEAT v 713D 5

HEBR AR TERASNIEYEN., LZEMFELEYVEMRATLFEFLZEIZOERAEDHE., In
vitro MEBRRIF X ICEMFEN S X T L (MR, #H#%E) THD

UN GHS : EEE G O WE O33R L OFRRICE T 2 R 27 A
UVCB : FAAA RN E 721380 Lo WML B e SOSER 3 L OVER L

BRAE S NCRBRYE - FrE 0 BANISH 4 2 %491 (EMEE2ET) B LI OMEEEAZ WS 57200
NYF =g VRBRPSE T LIcRBRIE, BEES R BRIEIT, EME R K OMEEEO R T
RN ONT, BT ONTHMIZEE LTV D LT TER2WEan 5 2 L ICHE
TOMEND D

BRE (NVT—vay) BRANOREDIC, FEOT Fu—F, HiE, 7ot X £ 3EHEb
LY Ui SRS N Y i g i AVAS AR = e

BENE  HBRYMES S UVSREFEOBRRICAVDAR (B . LFVEZBRHREY. BED
#H THRERT D

WLR : ENBIRAEE

HREREER O A

AR-EcoScreen™ &88:%

AGref: 7A=A N7 v AIZBITHT7 IT=2 &M (500 pM DHT)

BPA: EX7Jx/—JLA

DCC-FBS : 7% =—/L « 7% 2 h 7 L T iR I i

DEHP : 72 LEEY (2-TFILAFIIL)

HF : EFAFZTILEZEF

ICs: 7V AR 7 vt/ TRAESINIZEMEN., £TL—LT500 pM DHT IZ&K YFEHK S
F=ERAKENEZE 30% T 5 & 5 GTHBEMEDRE
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PCaco : 10 nM DHT |Z L B BG5S & %7k 3 AR 7 = =& R X} H#
PCarc : 500 p M DHT 33 L OV 1 pM HF IZ L DB MHEINE 2 7~9 AR 7 > Z A=A LM%}
PCcr : MR (10 pg/mL &7 o ~F 3 K) DOINE

PCi: 7TH=ANT v EAITBITDINEN, /7 — b ETER{EEWHE (10 naM DHT) (2K
FHEINDINED 10% & 72 2 PeBRmE DO

PCso: 7 A=A T v EAIZBITBICEN, 71—+ ETERLEWE (10 oM DHT) 12X
FHEINDINED 50% & 72 HYRERYE DO

PCmax : RPCrax 2558 SR DHEBRMEDRE

RPCha : I EIC Lo THEINDIBERKDIEEL NV THY | [Al—7 L — b ET PCaco (10
nM DHT) (2L » CTHEINDIEEICHTHEIE (%) TEIND

RTA : HHxHIEEEM

AR-CALUXCH 8%
ARE : 7> ROFUIEEIL AV k
AU : IR

BT TV AR ) == 7T VERBICFEITINDIERT, LVEWEEDORT A—2%
HET LT, L0bnWFRAT 7 (BlxiX2, 3. £7201X5) T{1HoHD

DF : HR{EE

DMEM : &)Ly aEAS —4 LiEH

EC10, ECso : HERMBEDHRRFEMLED 10%FE =& 50% MR S BBE
FLU: Z)LB 3 K

hAR: E b7 FOXUZEK

HTS : N{ RIL—Ty bR Y—=2 45

IATA : RBrB L OGHEICRET 2 E0 T 7 a—F, IATA 1L, (LSFEWE O fERA EvE %2 B o
H- D DERMLRERIICEMT ONTT T —FTh v . AR 2 =87 2 5 H o
AR EHE) LT BEFEOEHROFEEHIATIZHE SN TN D

IC20, ICs0 : BHERMBEDRALED 20%F 11X 50%DEEMNER B S 5 EE
IP : JNAS PERE
LDH : ZLEERR KRB SR

PC1o, PCso, PCso : SHRILFEWE DHT (FId=X k) FIEBHXE (Fr2IJ=X ) OFKRK
FEREE LB LT 10%. 50%F =X 80%NFE (F=FMAE) Z2TIHEREVEDERE

PCmax, PCmin : IGEMNERK (RPCrax [THHH) FFIF&/ (RPChin) ELHHBRMEDRE
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TLROY—=2F5Y  RERIGZET 2R, T2LAERIGEBD=0OIC. (FIEETH
niE) BEEFIXKZTLHERATY T BIZIE 10) TEET b, RIEHE<QEKNS O CERAYT
HEEHHEHDREEITO.

REF RPC1o, REF RPCsy, REF RPCg : SRILZEWE DHT £/=IL 7% X FD 10%., 50%., Fi=
(X 80%DIEELAN)L (FERFERE (R 12X YHTE)

REFECs: (Fd=—AF7vEAIZEWNT) SEILEYE DHT ODRKIGED 50%NEHERI NS

B
REFICs : (FUAIZRFT7vEAIZEVNT) SRIEFEMEIILE I FORKEED 50%HEH
RENBRE

RPCrax : HERMBEDRKIGE L NI (RKRFERE)

RPCmin : BEEMEOR/NEE LA (RKEEHR)

RI : ¥ExE5E#E

ReRMERR . 70X T=X MEEDR AR EOFHAMMAICL 2D TH L0 E S &I+ 57
DIZFEHE S 2 R

Sc: HXFERETRLZ, FEDRE cICH T 2BFEURBOLE,

S HEXEFFEERETR LIz, BHEDEE cIZBTHERIE LI-HEEMBORE

SC : BHIME (FI=X b : HABREMIC 0.1%BFZHRM; 72T b HEREHIZ 0.1%
BH|E &K UV ECsoii=BE D DHT % %0)

VC : AR GRERISHIC 0.1%ARIZ /ML DT, FYRAI=R M7 vt4 THEH)
Yi: BEFERS L URMMRE (1~3) TRLEEEc (C1~C8) THZHILE

Ye : 3RDOEMUREIZE T DZHEIEE Yie DT

ZF : Z1&#%

22Rv1/MMTV_GR-KO &%

ATCC : KEEEMERKRTFHE

BEHT L T VLRI V== 77 CFERBIZIATSND IR T, LV RWEEDRT A= %
FETLEOIE, L0bnERAT v (FlziE3 £72135) T bo

DCC-FBS : v 2—/L « T A h T VALEE 7 R TG

DEHP : 72 LY 2-ZTFILAFIIL)

GF-AFC: J )Tz )T I ZI-FE/7)A0ITY Y

ICo: ART7UAI=X L7 vEAIZENT. TOMRFLENARTI=X bxtfE (800 pM DHT)
DEKRISED 30%ITHET HIEFMEDRE

KTR : BE{LFHAER R

NIFDS : REEIIRMAEEMREFTMBAER

PCiw: AR7IZRF7vtEAIZENT, ZDIEEN AR T7IZX 3t (10 nM DHT) OFXK
WED 10%IZHE T HEFMEDRE
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PCso : ART7T =R F7 v EAITEBNT, ZDIREN AR 7 F=Z Fx[H (10nMDHT) DK
D 50%IH YT DAL E DR
PCacor : 10nM DHT IZ X W (MBS EZ R T AR 7 T =2 b7 vt A xR
PCagoz : ART V' H I=A T vEA HOT7 A=A ~%}# (800 pM DHT)
PCanta : SOOpM DHT B XN 1 uM BB VX I RIZ KV GHISEERT 7 2 2= M3,
PCcr : Mifia < (1 mM SDS)

TLRY V=075 AERBEFET 2XR. T2LHERKERHHIC. (AETH
niF) BEFIRZLHERATY T BIZIEE 10) TEET S, RITHESSEHS OTERT
HIREHEDREZITI.

RTA : X EEE M
SDS: RKFUIEEEF )DL

ReBMERtHR . 7 X =X MRED AR EDOFAMRAICL DD THDHMNE I a5 7=
DI E S S 5 ik BR

Sc: 7UAIAZR M7 vt 4T 100 nM DHT (HFEMXE) ZAVGEED. RECITEITHH)
BRME DEx SR

Ye: 7UAd=ZR M7 vt4 T800pMDHT ZRAWIHZED. BE cIZHIT5HERME DR
Bhe
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818 B. 3 DORAEREIZBEET S5,

BREERCEVEOY R FEIUBER

xR BAKRBRRAA K54 VITHITS 3 DORBEDHEDOHME

458

HER A AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR_KO
REHEH/RASH., LE2DEF@EAR e - .
=] SEH: O o J’L .:: kol =h 4.
EEES #H (CER) . BUEERRSB4EH BDS SREIRmAL (MFDS) . BRATSLU
A (NIHS) +
bl AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR-KO
HHRafE FrAZ—ANLRAZ—RENAME £ ~NBAEME E FRIILARM A £ R HERE
B FHHBA ° E ~k AR cDNA ° E + AR cDNA NETS AR
BoavsRrRonNsETOE—4 TATA 70%E—4 —-3xARE-7R ARE-7R4 )L luc (Photinus pyralis) % &
— -4 C3 ARE- /& 2 JL luc 4 )L luc (Photinus pyralis) T MMTVLTR 7O0E—%—
(Photinus pyralis) e CRISPR-Cas9Iz&k5%/ v4o 7% kGR
e SV40 JOE—R—IIA43Y7
luc (Renilla reniformis) (i3
14 [R]85 8 7€ A
S EE 3L o BEYLTUFASUHBEILAY e GR, ER 8&U PR OFHEN ER F/[FPREBEEL
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AFAHE EWMER/INVY (JCRB) #ifg/\>9E BDS EDT A2 REH Korean Collection for Type Cultures Y1 E#E&
FUMBOREELDS M1 U RE2H EZ (MAT)
FECYEBBSEE (MTA)

#£B.2a.7Id=X MFHICEAT 5 3 DDRBRENDSRBIRE L BTELEOHE

HERE AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR-KO
FIa=RXk
SBILEME 50- > E FAOBFRMARAFAY 5a-EFAFRMRFAOY = _
-3 m| A
(DHT) (DHT) 5a-PkE FOTFX X7 OY (DHT)
logPCso #E -11.03/-9.00 (log[M]) ECso #5/7 1.10-10/1.109M logPCso 2 -10.6/-9.0 (log[M])
logPC1o & -12.08/-9.87 (log[M]) logPC1o &2 -12.2/-9.7 (log[M])
DU EA FHR LU EA FEfR DU EA R
IF PCaco>6.4 . IF PCaco213
i (PCaco . DHT 1.0 x 108 M) IF DHT 1.0x 107M> 20 (PCaco . DHT 1.0 x 108 M)
IF PC1o>1+2SD (VC:#&EHRE) IF PC1o>1+2SD (VC :5&EHE
3E Y TILTCV<20%NHE |CV| logECs0< 1.5%
ZF >05
5t %t R ARB/AY 170-AFILTRARRTAY ARB/AY
logPCso & -10.15/-9.26 (log[M]) RI > 30% logPCso B -10.2/-8.6 (log[M])
logPC1o i -10.92/-10.41 (log[M]) logPC1o 3B -12.3/-9.8 (log[M])
H#E DU EA FHER

3EJTILTCV<20%DHE

© OECD, (2023)
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458

HERIE

AR-EcoScreen™ AR-CALUX®

22Rv1/MMTV_GR-KO

PR

HiE
BEMENE (Fd=X )

£B2b.7UA TR MFHEICET 5 3 DDOREBREDSBIRE L TR EOHE,

THIIEY (2-ZFILAXI)L) a)FaRTFAOV
(DEHP)
PCio NEtETEA LN Rl <10%

NA
AR ENEMDILS D S—FFE
ZEHLMNZT D=, A4 AR T
UAIZX b+ (1 yM HF) ZFHmmL
THEER,

TJR2ILEES (22T FILAXT )
(DEHP)
PCio NEtETEALN

NA

HERE AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR-KO
FUoRAI=Xt
SBILEME EROXS T2 I K (HF) LA 2 F (FLU) EALZIFK
loglCso &EFH -7.80/-6.17 (log[M]) ICsorange 1.0 x 107/1.0 x 10M loglCso &aFH -7.0/-5.8 (log[M])
Range loglCs0-8.37/-6.41 (log[M]) loglC3o i BH -7.5/-6.2 (log[M])
PCatc D RTA< 46% InhF FLU 3.10°M > 10 PCatc D RTA<53.6 %
o (PCatc:500 pM DHT + HF 1 uM)) (PCaTc:800 pMDHT + EAJLAZ = K 1uM)
DU EA R T EA FHfR DU EA R
3™ TILTCV<20%DIBE |CV| logICso< 3%
ZF>05
5t %t R EXZ2x/—ILA J=a20> EX2z/—ILA
log ICso #3EH -7.05/-4.29 (log[M]) RI < 60% log ICso &5 R -6.2/-5.0 (log[M])
H#E Range loglCao-7.52/-4.48 (log[M]) loglC30 i BH -6.6/-5.4 (log[M])

© OECD, (2023)
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458

HERE AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR-KO
B 14 *of B DEHP LR/JILFR LI DEHP
i ICao ETE TEALY RI > 85% ICao WETE TE ALY
|F AGref>5 |F AGrefZ 10
A HE
T DD > (AGr:500 pM DHT) NA (AGr:800 pM DHT)
BEMEXE (Fr423= S .
A K)
o NA HERME R2<0.9 WEEYIE R2< 0.9
R2FLU<0.7
NA : SZ4EL

7 0 1) ICs0, IC30 DEEITEWNT, 3 DOHBETEELGHHFHBEZMEAT S (AR-EcoScreen™ FHERiEH L U 22RvI/MMTV_GR-KO

SHERETIENIE, AR-CALUX®

HEBETEI—TTavTa2Y) . 2) FURIZR M7 ytATlE, BHBEED DHT 5/ L7T= (AR-EcoScreen™ iE&i% Tl 500 pM. AR-CALUXPDERERE Tl

300 pM. 22Rv1/MMTV_GR-KO 5%E&3% Tl 800 pM)

5z B.3a.AHBA A F54 VEHO 3 SORBEN S/ON-RBROBE, LEMEE, 7I-X FORMEIIONT 2 0F 3 DORBETHRL:

HIhbE
i = = AR-Eco Screen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR-KO
_ LEYMENEE B 51,4345 6
BB | BBY | = . N T— RS 5 LFep=]
L CAS B2 ZI~ ZI~ NYT—2 logPCio?  log PCso? o log PC1o® logECs0® /NJT—Y  logPCio*  log PCso*
N 2 L S, 4tEH 3

(2003 o1y IR M) M) =3 (M) (M) 3 VR (M) (M)
50-PE FOFR FRFOY | 521-18-6 P P P -12.08/-9.87 | -11.03/-9.00 P -10.64/-10.14 -9.98/-9.42 P -10.60/-9.83 = -9.73/-8.95 3?;: /'f_'jl:& EXS
AR/ /O (AFLTE =R N o
Ay 521-11-9 P P -10.92/- 10.41 | -10.15/-9.26 P -10.26/-9.99 -9.53/-9.39 P 10361966 965/839 T T o EER
FRRRFAY 58-22-0 P P P -10.42/-9.73 | -9.46/-8.96 P -9.81/-9.60 -9.25/-8.80 P -10.28/-9.91 | -9.67/-8.66 3?;: /'f_'jl:& EXS

© OECD, (2023)
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17B-TR RS SF—L 50-28-2 P P -7.74/-6.75 -5.34/-4.88 P -6.70/-5.85 - P -8.76/-8.49 | -7.19/-6.03 é;?i )l}:ri EES
. RN N —oqk
i mg" KR¥TazR 71-58-9 P P P -9.64/-8.89 -8.77/-8.37 P -9.91/-8.32 -9.23/-7.75 P -8.77/-820 | -7.64/-6.01 ATHAE, EXES
FOov koz/—i
17a-TF LIRS SH ATAA K, o
L 57-63-6 N N - N - P -6.21/-5.27 - Sx EXR
TENBITFILAIIL 85-68-7 N N N - N - N - T2 LEE GEL
THELEEY (2-TFILAF LA,
-81- - - - 15
o 117-81-7 N N N N 75 VEkE T
EROFTILEER 52806-53-8 N N - N - P -5.54/-5.04 - 7=UFK EERRHY
EX7z/—ILA 80-05-7 N N - N - N - EX7z/—)L flcatli 12N
AFILTFRRRTFOY 58-18-4 P P NT NT P -9.73/-9.57 -9.11/-8.95 P -10.39/-9.99 = -9.63/-9.28 ATAAE, EXER
T/ —LtE
o= RFAA K, o
JaszFay 57-83-0 P NT NT N P -7.13/-6.19 | -5.50/-5.01 o) — It EXER
- 2704 K, o
QALFIARTFAOY 50-22-6 N NT NT N P -7.16/-5.47 , ot EER
. N RFAA K, o
LR WFZ RLIL 797-63-7 P P NT NT P -9.42/-9.26 -8.91/-8.61 P -10.28/-9.73 = -9.06/-8.46 EXER
*Tz/—LiE
gvsavyy 50471-44-8 N NT NT N - N - AHIER BE
Jasas5xX 67747-09-5 N NT NT N - N - A3I5J—L BE
= sen NUFPN -
TrSTY 1912-24-9 N N NT NT N - N EEET <Y 24
6-FREN-2-FAISVIL 51-52-5 N NT NT N - N - EJzoy EER
0,p-DDT 789-02-6 N N NT NT N - N - AHIER BE
EALEIR 90357-06-5 N NT NT N - N - F7=UFK EXEH
=i = 330-55-2 P NT NT N - N - Iz BE

% B.3b. KBBRHA K54 VEEHD 3 DORBENSBONEREOEE, tEMEE, PU4T=X FORBHIZOT 2 2FEIE 3 DORBRETH
BL-

#] 2=
FHS @ HHER AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR-KO
LEME N5 -
BRY | BRY | AT gicw? | logiCe? | T % l1ogPC e | l0g1Cw® | X2 T | logiCut | logICan® PROR | manme
fesma s CASES | Zb | Rb | avem' | O ol IEE . Ll Rt e el BEDZ - S s tecall Bas v
(2003) | (2017)
=l N =E D [ I 52806-53-8 P P P -8.37/-6.41 -7.80/-6.17 P -8.63/-8.01  -7.80/-7.54 P -8.17/-7.45 | -7.79/-7.11 T=UFK EXELSRHD

© OECD, (2023)
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EXTz/—ILA 80-05-7 P P P 7.52/-4.48 -7.05/-4.29 P -6.75/-6.12 | -5.93/- 5.81 P 5.92/-556  -5.68/-529 = EXTz/—J {2kl
TLEIR 13311-84-7 P P -6.20/ -5.69 -5.66/-5.43 P -7.51/-6.71 | -6.60/-6.23 P -7.11/-6.62 | -6.70/-6.26 F=U K EER
Josn3x 67747-09-5 P P P -5.77/-5.47 -5.44/-5.12 P -6.42/-6.02 | -5.78/- 5.59 P -6.02/-5.30 | -5.47/-4.95 138J—L R
Eronvyy 50471-44-8 P P P -6.83/-6.32 -6.47/-5.85 P -7.91/-7.00 | -7.50/-6.75 P 7.22/-6.74 | -6.94/-6.44 AiER mE
5¢-CE FAFR FRFOY 521-18-6 N N - N - N _ } Z%ID/»f_Ij‘LTzP EER
ARB/AY 521-11-9 N N - N - N - - X%Inf_j:éw EXER
)71/)61»@?9' QIFAAFY | oeis N N : N } N } } 55 LB 1t$ﬁg§1ﬂ$.
TrIOY 1912-24-9 N N N - N - N - - "');;)Zizﬁé BE
6-TAEL-2-FAIS I 51-52-5 N N - N - N - - EUzoy EXa
17B-TR RS SA—IL 50-28-2 P NT NT P -9.05/- 8.04 | -8.40/-7.64 P -7.98/-7.20 - X%?i )ﬁij * E¥ES
]Z”'I*:”’IX FI9F= 57636 N NT NT P -8.42/-7.75 | -7.57/-7.26 P 7.91/-7.29 | -7.541-6.88 Z%?i)a‘ij * 3]
TANBITFILRUDIL 85-68-7 N NT NT P -6.13/-5.46 | -5.81/-5.11 P -5.10/-4.57 | -4.86/-4.28 JAEE EEL]
JoszFaY 57-83-0 P NT NT P -8.78/-8.57 | -8.07/-8.03 P -7.40/-6.30 | -6.88/-5.97 xin /'f_'jl:éF Z EE&
aJLFIRTFOY 50-22-6 N NT NT P -6.85/-6.77 | -6.35/- 6.33 P -6.36/-6.11  -5.91-5.51 Ximf_'jl:gj E¥ES
0,p-DDT 789-02-6 P P NT NT P -7.33/-6.84 | -6.36/-6.24 P -5.82/-5.48 | -5.56/-5.21 HHER B
EALEIE 90357-06-5 P P NT NT P -8.18/-7.19 | -7.23/-6.69 P -6.92/-6.37 | -6.39/-6.10 F=U K EE&
y=aoy 330-55-2 P P NT NT P -6.64/-6.38 | -5.85/-5.70 P -5.64/-5.33 | -5.33/-5.11 RE B
gfyﬂ AEAFRZIATR 71580 N NT NT N . N - 27 /'f_'jl:éw 3]
LR/ WTR LIV 797-63-7 N NT NT N - N ; Zv‘-ID/»f_Ij‘l:éP EEM

£ B3aBLUB3DIEEE: M: EJ)L, P: B, N: &t NT: kAR

TFHRINBHER : 2003 F£0 ICCVAM FH-fl (5) & U 2017 £D ICCVAM AR-BHE X k (12) THRESN=55E, 2017 ENSRBYY X ~ZlX, SBUEEMEN 2 OULD
Tot4A TEE B £2RIH. 2 DULEDOT VA TEEEZRST. BEFEERIGL B ZLE2MILTHERTI-HODOEBMORENEENLTIND, TODI:
. 2003 FENSHR X FTHESINIEEMEDOFIZIE., ChLQOEEZFBLITOITTRET—EHRLEVEDOLAHY . EOSEY X FTIEERMN LT,

2 AR-EcoScreen™ (M /1) T—3 3 VIREE (TRTOBMEREICKD. TRTOEDLS VIZE T IR "HRKXIE)

SAR-CALUX®ZED /N T—2 3 VREE (TRTOSMEREICEL D, IRXTOEDLEI VIZHITIm/N"RKE)

© OECD, (2023)
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422RVI/MMTV_GR-KOED /Y T—2 3 VBREE (TRTOBMEREICEL D, TRTOEIDLEI VITE T HR/N/HTKIE)

SEEMICROONEBEELEINEPBEETCHIKREEILIEFNEEOEFXHLEBRR (MeSH) ZAWVT., FILEMEZ— DU LOILEMERFIZHFELE
(http://www.nlm.nih.gov/mesh & Y AFTATRE) ,

CREENEZREEOEEMET I\ EZRANT, KIEEWEEZ—DULOHZNHEICHFE L - (hitp:/toxnet.nim.nih.gov/cgi-bin/sis/htmigen?HSDB & Y AF A &E)

© OECD, (2023)
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OECD/OCDE 458

K BI3aEXERHA FS5A4 VRBBDIDORBE (FI=RX M7 vE4S) OFAEFNICOVTEMHBERELZRILT 57=HDF
REHERLELEVEDOIX

AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR-KO
AR
S| EEME A4S LT
£ = 2 log PC10? log PCso 2 5 log PC10 3 log ECso 3 A log PC10 4 log PCso 4
fmE CASER | | #M ) o 28 o m | #E o o
I. 1
??VEFDTXFX 521-186 | P P -12.08/-9.87 | -11.03/-9.00 | P -10.64/-10.14 -9.98/-9.42 P -10.60/-9.83 | -9.73/- 8.95 XTD{F\ EES
FOu ETT/—ILE
ARB/AQY (AF 2504 F
LSEFRBTFR MR 521-11-9 P -10.92/-10.41 = -10.15/-9.26 P -10.26/-9.99 | -9.53/-9.39 P -10.36/-9.66 | -9.65/- 8.39 AN EEL
_ . ETx/—ILHE
TAY)
FR RXFOY 58-22-0 P P -10.42/-9.73  -9.46/-8.96 P 9.81/-9.60 -9.25-8.80 P -10.28/-9.91 | -9.67/- 8.66 ATRAE, EEL
17B-T R SO 4— AFAA K, o
" 50-28-2 P -7.74/ 6.75 -5.34/-4.88 P -6.70/-5.85 P 8761849 -7.19-603 T T b EER
17-BFfg » FOx> 7 ATaO4 K,

. -58- -9.64/-8. -8.77/-8. -9.91/-8. 9.23/-7.75 8.77/-8.20 | -7.64/-6.01 =L
sla gy 71-58-9 P P 9.64/-8.89 8.77/-8.37 P 9.91/-8.32 P o) — Itk EEL
;i)bﬁ&ja‘—)b/\/ 85-68-7 N N N - N 745 )LEE G-
JRILEBEY (2-TF e A,

117-81-7 - LELIE
LAFIL) N N I3 CET]
EX7z/—JLA 80-05-7 N N - N EXZ7z/—J)L {t2EhREE

BREE -

M:E/), P: 5. N: &%

TICCVAM AR-BHE 1) X + (2017) (12),
2 AR-EcoScreen™EM /1) T—2 3 VREE (TRTOSMEREICKD. IRTOEMLEI VIZHEITIRDNRKIE)
3AR-CALUXSED /N T—2 3 VRBRIBREE (TRTOBMEREICELD, TRTOEILEI VITEFTHRINELUVRKIE) .
4 22RVI/MMTV_GR-KOED /Y T—2 3 VREE (TRTOBMEREICEL D, TRTOEHLEI VITETHR/N/HTKIE)
SERMICEDONEBEELINEZPBEETHIKEELEFXREFEDEFHREBER (MeSH) ZAWVT., BELEMEZ— DU LOLEMESFEICHELE
(http://www.nlm.nih.gov/mesh & Y AFATRE) ,
CREENMEZREEOEEMET —4/1\VIERAVT. HIEEMEZ—DOULOESNFEIZHFE LT (http:/toxnet.nim.nih.gov/cgi-bin/sis/htmigen?HSDB & Y AFaTHE)

© OECD, (2023)
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% B.4b ZRBH A FS5 1 VERO 3 SOREBE (FUIT=R FP vt4) OZhTAIZOLWTHAMSREL S
THEOOEREEDILENEDOY X I,

AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR-KO
AR
BB log PC 3 EEMEHE 5 HangEe
. 2 log IC3 2 log ICsp 2 5 log ICs0 3 a log IC30 4 log ICso 4
LenEs cASER | | %% ™ ™ #9E & w | 2E ™) ™
|. 1
ERBFSTILZ IR 52806-53-8 P -8.37/-6.41 -7.80/-6.17 P -8.63/-8.01 | -7.80/-7.54 P -8.17/-7.45  -7.79/- 7.1 =1 EZ S s
EXZ7z/—IJLA 80-05-7 P -7.52/-4.48 -7.05/-4.29 P -6.75/-6.12 | -5.93/-5.81 P -5.92/-556 -5.68/-529 EXTJx/—JL L[a=aleslis 17N
TILA IR 13311-84-7 P -6.20/-5.69 | -5.66/-5.43 P -7.51/-6.71 | -6.60-6.23 P -7.11/-6.62 | -6.70/- 6.26 7= K EEXS
JaosaosxX 67747-09-5 P 5.77/-5.47 | -5.44/-5.12 P -6.42/-6.02 | -5.78/-559 P 6.02/-5.30 -5.47-4.95 A IHJ—) BE
Ersnvyyy 50471-44-8 P -6.83/-6.32 | -6.47/-5.85 P -7.91/-7.00 | -7.50-6.75 P -7.22/-6.74 | -6.94/- 6.44 HigER %o
Sl =R N
o: RER _ _ _ o=
AR/ /BY 521-11-9 N N N T EEM
JRILEBEY (2-TF L [A=a=aTi5 7 S
117-81-7 - - - 15
LAET)IL) N N N IS NE B
— fUFTOULF o

o 1912-24-9 - - - =

TESPY N N N EH7 S BE
-7 0 )L-2- o N .

6-7aFEI-2-FASH 51-52.5 N _ N _ N _ EYyzTy EEL

o

FBACTUARAIRA MEEMEBRO-OD 2 BEOEREEZRLEMED Y X b (AR-CALUX®EDH)

AR-CALUX®
AR | %53
2R s | R B [ T
£ BREESSIUREBEDY Y FDHT ZHVERICHETS | tmELE o
EEmEA CAS &% 1% R HERBRORE 5 HAnEs
k1
Fharv—i 65277-42-1 N 2DONAERIGIZY 7 EABH Y., R?<0.9 ERXRS DY EXL. REEH

© OECD, (2023)
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soAaxTE R 66-81-9 N 2DONAERIGIZV 7 FABH Y., R?<0.9 EXY KRy EXm. ZEH

£ BAb H LU BAc DIEEE: M : EJ)L, P: B4, N: &M%

TICCVAM AR-BH 1) X k (2017) (12),

2 AR-EcoScreenTM EM /N T—3 3 VREE (TRTOSMERE(ICL S, TRTOEPLSVIZE T IR/N/HKXIE) .

SAR-CALUX®ZED /N T—2 3 VEBRBREE (TRTOSMEREIZL D, TRTOFDLEI VIZETI2RIMELUVRKE) .

4 22RVI/MMTV_GR-KOED /N T—2 3 VBREE (TRTOSMEREIZEL S, IRTOEMLI VITHE T HRD/HZKIE)

SERMICROONZELINEZNBETHIXEELIEZRNEEDOEZHAIEZEER (MeSH) ZAVT. FLtEMEZ— DU LOELEYELBICHELLE
(http://www.nlm.nih.gov/mesh & Y AFH4E) ,

CREENEZREEOEEMWET —FN\VIEZRANT, KILEWEZ—DULOHRNHEICHFE L= (hitp://toxnet.nim.nih.gov/cgi-bin/sis/htmigen?HSDB & Y AF Al &)

© OECD, (2023)
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ARBEE

1. 3200RRETXTIZONT, UFDOT 7 L— 2T 2L, RSO, Bk
WEAEDHLDTH D,
2. RBHEEIIIUTOHEREZED D,

— ARG -

o HERKFRE. AR, HREAEORAE SR
o TG458 B UHBRE~NDER
BRI HER

ERYEDSEHL -

o HEZDERMIC, HBRERAHBKECERLTVSLEZERAEEILEMERRICEK
2 THEIEL =Dk

SHEEE (SRILFYWE,. BIEL L VERIE) HLUBREYDE

AFHETHIUL, e, Ny F vy MES, AR, CASFK

FAET LA TIITARR THIUT, M, MO FRIGR G

N, KADBRE. DPFESSIVAFIRLGERDZDMOEEYT 2HELZEHLEE

Z4Y 556, REBRATOLE (FIZIX, IR

AFARLGERDOREEHS LI UVREN

PR EN R DA TP OEIRES & O D% 4%

BE—AMEFYE

bW EHAER (IUPAC &2 FE =1L CAS &, CAS &FS. SMILES F£/=I& InChl a— K. #&
R, ME. BDEMES IUERTAEEMEICKE C THRHEMDOILEEIER)

BRHMEZEYE. UVCB, EEY :

AFARLGHEEORS DILZHEAIFR (LSRR . SAESLUVEED H S YELFMME
BREICEDHTEHRY DRI DFFIE,

o

% DMSO., 7K, =& /J—)L
o fiti5E, N F vy FEE
o IAA VR DR L

SBREDFLE -
o ALK, TOMBT. RESIUVHREEY. ARICEAL-HROBRKE LT

iR R E
o FHERAIOFEICAVMREEEL. W—THRHBEERT D-HDOHE

© OECD, (2023)
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o HALLEBES (ETIL. EERESE) , FALLLY7zS—FEE (BEafh. #itx.
Ay k)

TL—LDEFEELEZTORBTE PO —F

O FaNVICHEESNE-ERFIES & VIRERM

W REHFREEDYR b+

HEBFIEEZZEE LGS, TORR

HMIEEEFIE~DER

AR-EcoScreen™ R4 CTRO W /-HE -
LT DSIEIZEDHTEDIEEK

o IRTODSBWREIIONT : BAVITFTILOERIET—4 ; FREEOERGER
o REMDAEME (BI. SD. % CV F1=IF 95%EREXFE)

LT DHGEYE DITRDIER

BEDGEESILBFBMET—IBLUREM
WMEIZHEH LT, BERYELN RN I Nt DEER D BIE
£S5 UIZDVT
o HRABMT—4
o HEREE
o EAELIFTIDERIET—FELIVREDAEME (B, SD. % CV F£i=1E 95%IEFER
i)
73X ER - EYIIE S, PChax. log PCio. log PCso. ECsofE. BRAFZERZE
7oA IR FAER : log ICs. log ICso. EXAPEEREE
HEREFREZRDILEYME L DHER (GHEE(XEHE)

QEZFELIFIEDT VOFFERICE D) EEMEBE L DER BHEEIZEHE)
ik
SHEREEMES S UVHEBRYEDRE - RICBRERT IS
ZDMDOEEYT SR DEL R

AR-CALUXPHER % THRONT-FEE -

LT DSIEIZEDITEDIEEK

o IRTOBEWBIZHIZDOWNT : BRI FILOERIET—42 ; ABEEDERER

o THIZ, BBILEWEIZDIVNT : DHTDEC1 1 E EUWECsE. ZILE I KDICxH KU ICs

&
o EEBFEHLTLEDREDAE

LT DHGEYE DITRDIER

o BADGEEEBABRET -2 BLUREMR
o MWE[IIIFL T, HEBRYENRMS NI DILE O RIE

© OECD, (2023)
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o TJLRHUY—ZUGTSUIZDT:

o HMMEMT—4 (LDHRH S L UVEMBEHR)

o HEREE
o EAIFILDERET—2EIVREZEDAEE (Hl. SD. % CV F£1=(X 95%I5FE
XFE)

o TWHEMSUIZDINT:
o HMIMEBMT—4 (FEMBEHE)
o FREHZEET. HEBRRE
o EAXIFIDERIET—EELVEREDAIEME (Bl. SD. % CV F1=1L 95%1538

XFE)

o 7I=-XMER : #YIHES. RPCraxs PCmax. EC1o. ECso. PCio. PCso. logECso
D|CV|

o 7UAIZXRFHAER : BUAIHZEE. RPChine PCrins IC20. ICs0. PCg. PCso.
|Og|Csoa)|CV|

o REMXER : R2
o (BREMFVIZED) HERLEFRARDILEVECLOHER (BEFEEMY)
o REMMBNISI7Z28T. SRILEVELSLVERMEDORE-RICERERT IS
7
o TOHMOEET SR DR

22Rv1/MMTV_GR-KO 5L TRLN/-#HE :

LT DEHEEEDFZRDIEL

o ITRTOBWFREIIONT : EAVIFTLOERET -2 ELVHBTEEDERBER
o REDRIEM (I, SD. % CV F1=IL 95%IERERX )

LT DHGEYE DITRDIER

BHDEEIEARBET— 2B L UREN
WMEICH LT, BERMENRIN SN P OTEY D RIE
BILRY )=V 508K UVEBENT VICDONT :
MRSET—4
FREREHZEEST. HBREE
ERTFILOERET—2EIVREDRTEE (EHEHS)
73d=X FRER : log PCro. log PCso, AFEMRER
7oA IR FiRER : log IC30. log ICso. BRAFEEREE
HEMXEE . R?
HIEREFREDILEMECLDRER (GHETIXEM)
QEFEREIFZEIOTLRI ) —=2 55 oFERIE2RZFRII3EOEEMNS VOHERIZE D)
LB L DfER (BHEEIXEN)
RHELEZoOEE (TLRY ) —=UT 8KV EBENRER)
HEMNBOIS 7280, SBEEVESLSUVEBRYEDOEREE - RICERERT IS 7
ZDDEEES SR DEEH
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fiE C. (FABiE1) REICEBEBAINTI-E F
AR-EcoScreen™{flifatk =z L =, {LEPE
DA N =L = =ty 8 B 3 § S IE e
A bEHEOBRBEZEEMELE, 7 FOTY
SRR DEEFEHILHER

RAICERTNERHE L URA

1. AHBREEMATAMIC NXLHIC) EHOTE (AX6~9H) .

2. AR-EcoScreen™ ;£ Tl&. AR-EcoScreen™ffifgtk#HUL\T () 72 kRS VERERET 5.
AREETIE, 325 M ARICEST D EICKYBIZFRISABD 7Y FOS VS LR—4—EE
FOEEEFHIES S UVEETERRE L TWSI26H, B invivo RTHLSHBBEDOT7 > KOy VR
ICEEMNMEL TIEXAESREL, Fi=. in vitro MIRDRBEARSNA TSI LEEET D E. ZDRER
X, B FOFEHEICEAT HERDAERL TLDAREEAE LY,

3. AHEEIL, TUFRRAVMELTAULY TS —EERZRETSHILITEY. E FARDNE
T AEEFEHILESUEEZHEMICEHTES LSRN TWS, PClELBIERHE 74— v %
FRATEHIIET. NMRAL—TY DT A THA VERRTHIENTED, LML, LTS
—HLR—2—BEFT7YEAVATLOBEFEEHILFEIIEFICEY ., B TFIILIZHT BHIEEY
BEREEDTFENRET S ENMOENTLNS (1)(2)(B) oT. P TS5—F LR—4—EizF &
DZD&ESHEFHEMNAR-EcoScreen™ILL T2 S5—ET7 vtA VAT ALAIZHLRET 8N DD, T—
AEFHET BRICIEINEZE LG ITAIELE DALY,

4. COMEKE, YILaalFaA FREEK (GR) N EMOREZR/IMRIZTEAESICHESL
f=8%, ARZERMICEAT HABRAGCGRIVDR =Y ZFE L SuEMENHD (4) (5) CDI=H. GRZF MK
It 21LEWENDHEBETHREICHEINLGENDH D, SOHICABTIVENHD LI
BEX, #HEYEEZ AR7UAD=-ZXAF (EFAFYINEZI K HF) HE) EM40FaR—LTE
BRENEHENLS 75 —EIITFILELIY GR FHILOMAZREL. BRYEICKDEENATOY
DEINEZNEIHLEZRERT HELL (F8k158) ,

5. HBREIE-—DEEVEZAVWTRII SO, HRESY~NOERAMREREEIRE A TN
T, LAMALERLER. ARREIZHNEEVES S VCESYORARICERTETH S, BEWITO
WT, RHEFIEDEHTT -2 ER/RIOITEKHBRI A FSA V2 FERATHIEEIF. TOHIIC. £DHE
BIZASHLWMERNTLONLDON. HLESLBLENEAIIOVTHLoNLOEET IBLELHD.
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EAYOSERICEAL TR LOEGAHHBEEIE. COLSIBERETILEILL,
AARECHEAL-AEOERS S UVREORAZARARN A 54 VOMEAITTT,

AR-EcoScreenn™ M itE&i% (L. OECD EEMRBRIIEE I IL—THh o DHBREEF—LDXIE
2T, BROILFEYETMEAEHE (CER) LEIEEGBREHEMNEFR (NIHS) OHRBHEIC
K YRS TLS (6).

8. LIRTO TG458 EZE (2016) 12, 0.1 yMHF ZAW=7 42 3d=X b7 v+ 4 T AR EcoScreen™
HEEAERIN-C ENBHEEINTIVS, CNE1OUMHF (RB2bBBR) [CEHLT, 7yvEAD
BREZEH, PUVAIZZA M7y EADON) T—2a v TRWVEEBEE—BSE, HRERENFS
nf=15E. 01 UM HF ZHVWVTCERE L -BEDHBOKRIEFETETHIEDTHS,

6.
7.

AEREDRE
9. LR—F —BEFETERAWVEIARER XL, MFICET L T —2 2RHT % in vitro DY —IL T

Hbd, COREBEEIET, VAVFIZK-TEIERRIEIND AR DT FILEHREERIETO Y Y #5EHT
BIBHICHAWS, YAV REEET DL, ZRE—-UHY FESRITHBEEARITL. TITHENS
DNAGBEILAVREFEESL, KAWL T S—FEDLR—F—BEFOEEEHILESIERIT
CIZKYLD TS5 —CEEBROMBARBRENSEMT 5, LTz 2IE, Lo Tx5—EBFRITELY.
BEHTCTOEEMWAENARELCEMRAEBRYICERINLIEETETH D, L7 7—EFHEEF., 1<
DEOHRENTWARRERTY FZAVWSZETHEOMDODLRMITAETZZENTES,

10. COHEISTTRERRIE., Fr4 ——XN\LRZ—IIEMAEK% (CHO-K1) IZHETHIREMNIC
BASKELUTO3IDDEEYWZE D AR-EcoScreen™#ifa#%ZHALNT W5 : () E FARFRIFEEY (21
BN CAG hYXHLAF R a— b2 UTLY E— %D Genbank ID M20132 £RI—D . EL2ED
ErLR—E2—EBEFZI—FTB) . BEUV (i) BRIV IvIAONETOE—4—IZ&K>TER
HEINDHAIR C3 BEGFIHEILAVID 4 DDA VTLYVE—FEFHTEHRE2ILILCT7S—FEL
R—2—1EEY, C3EGFHEDTURFAFVREILAY ME, GR MEMOREZZ/IRICHNZ S
KOBIRT B, £, (i) MEEFERFMT. MBL7 oI X MEALHRSBMHICEELEZLY D
IS—EEHDETLEERBNT S0, SV40 JOE—4F—TFT CREMMN DIEFEMNICRKIRI Y
AT TS —ELR—F—BEYMEREBRALZ, 2 DOBFRERIE. ARCHESELIURLCY
TIILVATRBIZAETZIENTES, COBMICKY., PFUATZXA FOBRENEZIZES (7) (8),
AR-Ecoscreen GR KO M1 (JCRB1761) (. EFERICIIBIIE SN TLELD, BGFRECLIYHE
SNf=GR KO #H9 2MifatkTHY . ARNEMT U2 IR MERZ S SICEEICKRETT 51201,
JCRBMWOLAFTBHZENAEETHD (9),

11. AR Zd=X MEAODOT—2HIEF. HBRVEICIYBRINDIZAEELARLIZEITNTL
%, COEEMN., AR7ZIZX B (PCaco) THSH 10nM5a-E RATR FRXTAY (DHT) [2&
YERSINEHED 10% (T80 5 logPCro) ULTHBIEE. TOBRBYMEZHIEEALTT ., HWERY
BOARTUAI=X MEADT—4HIEIL. 500 pMDHT 239 % 30%EERZE (T4 5 log ICao)

Dhy bATEIZCEDNTWS, BEHNID 30%AR TJOvX UV %#BZ D56, TOHBRMEZ AR
FUoRBIAZR MG EALT, T2 DBME L VHIEIZDONTIE, B%E 48~60 ITFFL <HBALTL
%, BEMLGTIZAMELUVT7 2T 2R FOSRILEYEMKR (DHT 8LV HF) & C.1[ZRY,
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B C.1. AR KGRI BOGE

F7d=Xk FUAIdZAR B
1501 150+ .
—Oo- MR AR
100-] 1004
oo #
{50 B %
0 0

b T T T T T T 1 T T T T T 1 1
10-® 102 10" 10 10° 10® 107 10° 10° 10" 10 10 10 107 10 10°% 10+
M M

R BR SR e I 3% T A FE D SRR

12. AR EcoScreen™ CEMMARMMDILEYME AR T HHIIC. HBRROLEHIZOVWT, #iFSh
DIERNBOND L ERERETHIRT S, FRIL. FHERERENORYE L., FHRICHRL -4
BRAEYIDONYFERFNRIZODNTALLHLCED 1 BfTS, COERIE. 7I=ZX MEARAIZDOWLTIER
HEEHA FS 4 U#iE B DX Bda, 7oA IR MERIZDUWTIEFER B.4b sCH D EAERHZILEY
BEMIILTHABTALIZLICE TS, CAEELGSHIZALGECEL 2EFERL., HERISEIEB DX
B.4a KLU Bab DR ELEE—HBLEFAELZLSLEL, RRAONIEZDELHEEZRT &, X B.2a
BLUB2 TIHEMOEFELGFRICLK > TERAERBYEZNBELTLSHA., BRAEFMIEIInEME
A3 %,

FIE

M

13. TytAI1ZIE, BEICHERHA LT- AR-EcoScreen™ffifatkZFEATH2LELAH D, — DMk
[X. S8 No. JCRB1328 & L T JCRB (Japanese Collection of Research Bioresources) #fg/\> 4 h
5, AV RAZHEESH-MEBHEEE (MTA ; Material Transfer Agreement) [ZEZ L1=ETA
FFEHIENTES,

14. RERCE, Y1 2T AV EEFRVI LA ER SN -MBEOAZFERAT S L, v12T5
AIBEFOERERHICIX, PCRIZEDSHEENHEE SN S (10) (11) (12),

MR D ZEIE

15. FOAZRARZYvEAIZHEITHHEHMRDOREEEE=2—F H=H. DHT, A XE/0 LV
TAINWEY Q-ZFILAXTI) (DEHP) ZSHRIZEL LTHERT LI L, B7 v A EHEEFICOE
KEH1EIE, RCADIZRIHBREESHBELS LUK CalzrmdT IL—FEEDEY HTT. 3D2NDSHE
ZEFTRTITDOVWTERELEERCHBENELON, BEHSKR C1laBLU CIb ITRIHBRE—BLET
nIEHE 540,

16. AR ZUADdZRA MERRAIEICE T 5MIE%OREREEE=_424—9 5=H. HF, EX 7/ —
JLA (BPA) 8& U DEHP #SHBIZE L LTHERAT I L, ET7 v EAERBHICOLGCED 1HIF. &
CAIZRTHREEGHBELSLURC2DIZRT TL— FEEDEY HTT., 3D2NDSWBEHEITRTIZDL
TEREHEERICHENSG LN, EENRCIACELIUCAAICTTRIHREE—BLAITAIEE S AL,
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HPEIEE L L SEER A
17. UTOBREERET B,

o FRALEH . 72/ —)LLy FEEFLZL D-MEM/F-12,
° RIS AL c D2/ —ILLy FE&EZFLEL D-MEM/F-12 [Z 5% viv T2 L RBIRINE
(FBS) . €4 <> (200 pyg/mL) . N4 BTA4 > (100 pg/mL) . R=> 1) >
(100 Bfi/mL) BLUR LT RIA L2 (100 ug/mL) ZFHMLE=H D,
° TytA4TL— A Dz /=)Ly KZEEFEHELD-MEM/F-12125% vivF v+ a—
L TXRX LS50 (DCC) -FBS, R=21) > (100 Bfii/mL) BEUR LT T
42> (100 ug/imL) Z#FmML=b D,

18. %, MAEERE E (2 CO2M vFa_R—82— (5% CO2) AT 37 + 1°C THET 5,

HMRZEEMN 75~90%I2Ho1=5 (THHE3~4BHITE) . 0100 mm OMEEET « v 1 IHA%E
AL, 10 mL, ZE 0.4~0.8 x 105#f2/mL 2T 5, FytA4 TL—F (96 VzILTL—F) DEH
Tk, HlZ7 vtEA4 TL— FEEHIZEFHL. 90 pL/y )L, 1.0 x 105 /ML 2B &ES2TA Y
A4 3—TL—bDUz)LICHERET S, RICHIEZE 5% CO24 Fa"—42—[CAh, 37°+1°CT24
R, AiEEL THLIEEME~DBEEFTS,

19. CEDTEEEEHFET S0, MBEEREREMNSRMYEB L%, BAEFHOMITETER
EiZT 2 R EBREIES, =L, #BREKE 40 REZBAE L SIZF S, AR-EcoScreen™ 4
HIIBEY L EBEESGTTRAI HABRETH D,

20. DCC-FBS [EIHIRGEEAFT B EMTE S, DCC-FBS OERIZ7Z vEA DItEEICE >TEE
Thb, #->T. BHEESLIUVSEBELEZRAV -7 v/ HEADEZEDOERIZE I T, BEY4L
DCC-FBS #ZERIRETH 5,

FFEEE

Bt & UIEIEDSIEIEE

21. HERRTS K UERERDIZ, | C1b KU CAd [TRTEYV L EEDERMOSEZE (Fd=X k
TytADGEEHSBEZREL LTDHTHEUARE/ OV, FUAIZA M7y A DGHSHEIZEL L
THF 8&UBPA, =, PdZRXAFBLUVT7UEATR 7y A DEESEEZERL LT DEHP) %
AWTHBROREUHEZRIT ILELNHD, NIT—2a R THROoON-FRGEEELZRC.IbH &
B CACIZRT (). HARF IR b/ PURT=R Pyt I2BH5. Chd 3 DORESEES
% AR 7d=R b /72 =X MER (MH. HIEOBRKBZEDORLEHT T, ALEMENE
) ICEDHIBENHY. TORBRIAEDHREBENT. GESEELEDRERIGHBEN ST EAF
KTHEEIFNIEELHL, CADBEEIABNEGEICEK, FREEZE -0 RERZHEL (M
OERYKL, MFECHREYMEORE. BEF) . 7TyE41Z0PVET, FBREEEZHB LS. log
PCso. log PC1o. logIC3o. logICso DIEDIX 5D EF&H/MRICHNIZ 51, BICR UM ZER L THIRE
BEZTSCENEETHD,

22. 3ONEKSRIFLEDHBTREET., 7Y/ DEERENDEHEEZRIAITHIENTELIN. &
HHFEZEME T 556, REEENESNE, SRIFEDHBHEE (R C1b 5LV C.1c I
E) MoDRMEHABTEDENDH D, FERICSHIFEZEH. R C1b XU CAc ITRI /AT A
— BRI THREZHET IRENHH—AT. BUESREE SRILEVESSIUVBEXNR) ORE
RISHIRN S TEA FRTHITAFGZE S0,
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£ CAAARZI=-A 7 v LA DG ERAE
PCaco (10 nM DHT) FEfzs= >6.4
IF PC1o 1+2SD (VC FEHR) %28z 5
IF PC10: AR 7T =X kFxt8 (PCaco: 10 nM DHT) ® PC1o (10%) IZ#BX 3 HEE LR
SD : E#{FE. VC : AR
LUTDIZLE Y, PCuaco DAFEFEFEHT B -
PCaco (10 nM DHT) Mg RLU
SRSE LR —
PCaco DiFE{Z R VC O F5 RLU
RLU : fBxt&EE
RCADARZPIAZAR M7 vEAD=-ODSBIFEEDHEEHH
LM E A [CAS FF] HIE logPC1o logPCso A ER S0
50-CE ROF X FRFAY (DHT) [521- Stk _
18-6] PCozstd | 597 | 41.03~-900 | JOXITT
5ZENTED ' '
ARA/ 0[521-11-9] et _ _
oty | 0% | o5z | 193100
5ZENTED ' '
TRILES (222 FILAFXI)) P
(DEHP) [117-81-7] PCioZx8EHT ) ) 1.0 x 101
BIENTER ~1.0 x 10M
Ly
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HZCACARZUAI=RF7vEADRERE

AG ref DFEER

PCatc @ RTA (%) <46
AGref : POdZX b7 vEAIZHITHF7I=X F&H (500 pM DHT)

RTA : xRS EE

PCate : AR 7R Jd=X k58 (500 pM DHT. 1 pM HF)

LUTDIZ LY, AGref DiFEEEFEH TS -

AG ref (500 pM DHT) ®F15 RLU
VC ®¥15 RLU

AGref DFERER=

VC : BEXE, RLU : XRAE

LUTDRIZL Y, PCarec DRTA (%) ZEH TS :

PCate D F 15 RLU - VC D FEH RLU
PCarc @ RTA (%) = ( ) x 100
AG ref ®¥1t5 RLU - VC M1 RLU
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RCAJARTZUAIZRA M7y A D=-ODSRIZEDFEHHA
L2 ME R [CAS FBE] H|E log IC30 log ICs0 A ERER B
EROXS TSI K (HF) [52806-53-8] bR 10X 100
ICoo ZH T % | -8.37 ~-6.41 | -7.80~-6.17 | 1" 105
_EMTES '
EXZ7x/—JLA (BPA) [80-05-7] BRiE 1.0 x 1010
ICao 2T 3 | -7.52~-4.48 | -7.05~-4.29 |~1.0x 10°M
_ERTES
J2IVEY (2-TFILAFDIL)  (DEHP) R 1.0 % 1010
[117-81-7] ICx & HT 3 - - 10 x 10M
ZENTEHL '

BIEHIE. AR 7 T=X F3EH L AR 72 2 T=X F31HE

23. Z3d=X+7ytA4TIE. RAKY A2 F (10 nM @ DHT) TRE L AR 7T =X bXtHE

(PCaco) W)L (n=4) | BEDOAHTURELLBERNE (VC) V)L (n=4) BLUHBESEOE
Pt (PCer. 10 ugimL D4 OAFS I R) 1)Ll (n=4) %, KC2aBLUKRCIbIZRLET
L—bTHAS VIR, 87 vt4a4 TL— FTHET S,

24. FUBTZRA N7 vtA Tlk, BB (n=3) . AR 7I=X 3B (PCaco. 10 nM @
DHT. n=3) . AR7>A2d=X kxtB (PCarc. 500 pM DHT LU 1 yM HF, n=3) | fIlAEMED
IEtEXEE (PCcr. 10 pyg/mL D2 OAFXL I K, n=3) BLUF7I=X FEE (AG ref. 500 pM D
DHT. n=12) %, RC20 B LUK CIbIZRLETL—FTHAL Vi, £7vt4A4TL— FTH

#qe5p,
AR ZPI=ZXFF7 w1 DBERE

25. PCaco(10 nM DHT) DI 7z 5—EEZFMDTEHEN., FTdZA 7 vEADETL—FDFE
BVCODG6AEULETHZ L, COREE, N)T—2avHlBTHELONEIY FRSA Y MEDIEREN

[CEDVTERESNT=,

26. TyvtEADREEEIZEAL T, AR7IZR 3B (PCaco:10 nM DHT) @ log PC1o (10%) [Z
MY HFEME (IFPCro) H'. EFFVCDFEME (=1) D 1+2SD & YL KRELBITFRIEEGE SN,

ARFZIUET=ZRFFPvt1DEEEE

27. AG ref (500 pM DHT) DIILY 7 2 5—HEEDFEHEMN., FUoRAIZA M7 vEAIZEITHE

TL—FOEHVCOHOS50EULETHE L, COEEE, N)T—2 3 VERERT

MEDEREMEICEDWTERE ST,

28. PCate (500 pM DHT & U1 uM HF) D RTAD 46%KFETHDHZ &,

FHTEEL
29. HARHEEFLTOEBYTHS

ARZI=ZXFF7vELIZDUT :

A=

=b

h=T2 KR4 >

® PCuco (10 nM DHT) D/ 7 = 7 —BIEHOFEEN, &7 L — FDFHE VC D

64 FTHDHZ L,

I

o [fllKf PCago (10 nM DHT) @ log PCiofEIZHEY T~ 2358553, VC OFFEMEROME
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D1+2SD LD HRELIRITNITX B0,
o [BHUSHBIZLANEERICHEN DT EA FIKRTHITAIEE S0,
o JTEHOBMEMBEDMERN, FAFMBENICINEDZ & (R C.1b) |

ARZUEIT=ZXIFFZvELIZDIVT :

o AGref ([500 pM DHT]/ [[AiExtHR] ) OFEFZEN, £TL—FOFHVC D 5.0
BULETHEIFNIEZE S,
PCatc D RTAM 46%KiEm THHAZ &,
S IBIZHEDEERISHBEN DT EA FRTREINIELR SR,
JEBHENDSHIZLEDKRN. HFRHENITINESZ L (RCAd) ,

JBIE

30. BAGEERE, BEMBREIUOHEBYEICERLTVWSL0LERIEEDEYLBEI R VC
ELTHWS, BRMEZARI S ENTSE, MR S BIMATREAARIC, BERMEZ AT 5., K.
IR/ —)L (#E 95~100%) BLUTPAFILRIARFS K (DMSO) HNHEICEL-AETHE I EEZ
bhd, —ERIIZIE, DMSO #EAd 5, CDIFEE. VI ILADKKRREEK 0.1% (vv) #EBATIELES
B, ZTOMDBE Bl : T2/ —)L) I220WTIE, FRALE-RESEECHREEEZRST. 7yt1D
HREICHE LBV EEFRIELBEFNELRSHEWL (DALY T25—CEDREIZEYEDR .

BEYE DI
31. WERME Z@ELRH (BR%E30SM) ITHEMEL. RLUBAIZRALAL 1:10 TREFRY 5. HER

MEOHEEBRREZRET 5-0HIC, B C2 TR 70—RICH > THAREHRREREL G TNELRS
AN

B C.2. 5 ERER T 0—F

DMSO #n

’T

B 0.1M
AR 10°M *

®T
PR : 104 M 102 M 2> 5 5

RARE : 7YvEAREL LTHRY SRERE.
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[Ty EBREL., LWNE - IR H Y

32. BRERRI. TYL/OEREREZRET D-ODFECEEZERRATYITHY., 7ytda
DEREICEEEREFTAERENAHD. BERER. 7yta4TL— FABMPORERESD TLERMNE
CHBVEIIZHRET H. WTHDREICEVLWTHLEBRAHNITERL. KBRADBOHONI-GE, TD
REFIRAERICAMICITEZHEL,

2 e

33. AR 7URITZR MZIDWTIE, BLILANILOMBEENH S L ARG TEA FIEEEEL

KElEESERY, BOONEBLTEEERHDI=H. T—2EHETIERICIEIZEICANSZIDLELH S,
fMAaEM L. AR-EcoScreen™fifMKICHE T A II LA AT LI 7 S5—EEF R EFRANWCEMI S &

MNTEDL, >oT. ARNEMDEEEHLMEEHEZRILCT7 vEA4 TL— FTRBICFHEI RETH S,
AR7IZR +TH, HBEEMINEERCHEOKEZELAT 551 HD. TODHE. R—DHBEYMES

AW:=72U3d_XA 7yt DRI SHIBEEEZFTET 5.

34. MRS ERBOERE., HEIEBYWEREIZBVWTOI VALY T S5—EFEEN 20%LL L

BOLIBAE. COREIMESEHEEZTT AL, MREEEERIUVUINEBASBEEFTMMN S

BRNd 5, HEBEMEOYERS VD OFER. BEOHRSHZRDIEE. e REZESTEIRETH D,
RANITKYBI T )ILOMEEENE (%) ZEHL. EERPEREOHMESSE (%) I220WT. RIEED3
EVTIIDOFEYEZELRT S,
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FIZXIFFoE1IZD00T,

£ )LD RLU - PCer M FEH RLU
MpAETE (%) = 100 - ( i ) x 100
VC M FEH RLU - PCcr MFEH RLU

FUORTZRXR T vELIZDIVT,

£ )LD RLU - PCer MFEH RLU
MRAETE(%) = 100 - ( T )x 100
AG ref @ RLU - PCer @y RLU

BRENE~DEEZES L ST w1 TL— FERE

35. AR 7dZRA F7vtA TlE, FHEMEEZR) JOELVETL—FLEDO—FNFELEZDMHD
B ZEALT DMSO F£[E#EU AR TEREFR L TRENLGEREFREE. DFYSMERERT
RELEREEENSIROTALL 10 THERL BIXE, 1 mM, 100 pM, 10 ygM, 1 uM, 100 nM, 10
nMEBEU 1 nM [103~10°M] ) . Y4V B4 E3—TL— DO z/LIZ 3 EIDORERERE LTHNR
%,

36. BEMEORRBREEICOVT, tEYEFRFIE (RTyvT16&02) BLUMREEBRETFIE
(RTYT3) ZUTDESICEEBTHENTES,

o AT v 71 ALFME ORI « FTIHNEIE LT E 10 uL 2 554 90 pL (247
WT 2,
o AT v/ 2:RIZ, AT v/ 1 THBLL AP FWE 10 uL 2551 90 pL 2 AR 9
2o
o AT v 3 MIEOIFWE~DOGEEE . (X7 v 7 2 THE L) AR WE 10
uL 2, 9 x 103flifc/90 uL/ v = VA& T v A U = MZIRINT 5,
o KU VORI EIZ 100 L 725 Z ENREFE LU,

37. SRBERSIUBEERANZ, KRC2aBLUVURCIAIZTIRIICEYHTHENTE S,
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5% C2a. FAd=Ar7ZvEADT7vEATL— MBI+ 2SBIELDTL— MNEBES
Y HTOH

5 DHT AR&/0Y DEHP HERME"

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1uM — — | 1uM — - |10 |- |- 1mM — —
B 100 nM — — | 100nM |— — | 1uM - |- 100 yM | — —
C 10 nM — - | 10nM  |—> — ] 100nM | |—> 10uM  |— —
D 1nM — — | 1nM — - |1 10nM | |—> 1uM — —
E 100 pM — — | 100pM |— — | 1nM - |— 100 M |— —
F 10 pM - - | 10pM |—> — | 100pM |—> |— 10nM_ |—> -
G 1 pM — — | 1pM — — | 10pM  |—> |— 1 nM — —
H VC — — |- PCrco |[— |— — |PCct |— — —

VC : iAtExi#8 (DMSO)

PCaco : AR 73 =X kxtHE (10 nM DHT)

PCcr : #IBaEMXE (10 ug/mL 2 OAFX T 2 R)

# HBRYMEOREF—HITHS
38. AR ZFUAIZRA M7yt A TlE, EHEBRYWEZR) JOELVBETL— b LEO—HFELITZED
thoEL) 2% AT DMSO F /25 #) AR CHREAR L TRENGERBFEREE. DY AEER
BRTRELEREEENGIROHTALL 10 THRL (BIZE, 1 mM, 100 uM, 10 yM. 1 uM, 100 nM
HEUV10nM [1.0x103~1.0x108M] ) . Y49V B2 AZ3—TL—rDILIZ3EDREFAERE L
Tz 5,

39. BEMEORABREEIZOVWT., EEMEFRFIE (RTyvT1E5LU2) BLUHRREFIE
(RTYT3) ZUTOLSICERTEHIENTES,
o 27 v LbFWEOAHW « T EWHITHEMLI-HEBME 10 iL %= 56 nM
DHT/DMSO* & A7 551 90 pL 12 7R3 %,
o AT v/ 2:WIC, AT v 1 T LIZAFYLTFWE 10 uL Z 55 90 nL IZ AR
D
o A7 v 3 HlOILTFME~DIRE : (X7 v 7 2 THE L) &L FEWE 10
uL %, 9 x 10°ffR/90 uL/ v = V&2 & e T v A U = VTIRINT 5,
» KT o VORBHORKIREEIT 100 UL £ 725 2 ENEE LU,
* 56 nM DHT/DMSO Z %A1 L T, #B#IZ 500 pM DHT, 0.1% DMSO & 7¢
HE T D,

40. SHREBELSLUVHRBREMZ, RC2DBFIUVKRCIITTRTLIICEYHTEHZENTES,
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RC2.7UVAIT=ZRA TP vEADT7vEATL—MBITHSRBIEBEDODTL— FNEE

458

Y HTOH
5 HF EX7x/—)LA DEHP HwEmE
1 2|3 4 5|6 7 819 10 1 12

A 10 uM — |—> | 10 uM — |—> | 10uM — |—> | 1mM — —
B 1 uM — |—> | 1uM — (> | 1uM — |— | 100 pM |— —
C 100 nM — |— | 100 nM — |—> | 100 nM - |- | 10uyM |- -
D 10 nM — |—> | 10nM — |—> | 10nM — |—> | 1uM — —
E 1nM — |—> | 1nM — |—> | 1nM - |— | 100nM |— —
F 100 pM — |— | 100 pM — |— | 100 pM — |—> | 10nM |—> —
G AG ref - |— — - | — - |— — — —
H | vC — |— | PCaco — |— | PCarc — |—> | PCcr — =

VC : AiExi#E (DMSO)

PCaco : AR 7I =X +XfBB (10 nM DHT)

AGref : AR7I=R NS (DMSO)

PCatc : AR7UA =X bxtfE (1 uM HF)

PCcr : #IRaEMXHE (10 uyg/mL > OANF T2 F)
*IRBEDI T JLIE 500 pM DHT MiFEMEhTLVS

# BERYMBEDOEEF—FITHDS

41, (RC2aBELUC20ITTT &LSI2) BEERICEVTSHIZE (FI=X 7 vt A TIL DHT.

ARBZ/AOVEELVYDEHP ; 7UAd=ZX 7 ytA4 TlE HF, BPA & U DEHP) ZREBLAITNE
BoBW, PdZRA M7 YyEADETvEATL—FIZ, 10ug/mL> o AAFS I K (PCer) #RLVE
HiEE B OEMNIZ, 10 nM DHT (PCaco) THEE L= )L, DMSO (FIE@EULEHBEHF) OAT
MEBLETI)L (VC) Z&8%H5 (RC3a) , PYHAIAZR M7 yEADIHFE. 10nMDHT #R L = AR
73X bxtE (PCaco) . DMSO (Ff=IL#tN 7% 5% ZAL. 500 pMDHT ##FMLF-AR7I =X
FSHE (AGref) . 1 uM HF ZF0), 500 pM DHT /ML= AR 722 d=X bxEE (PCate) . B&
U 10 pgimL oA~ s FEAVHRSENE (PCer) 287 vtA4 TL—HMIEHD (X
C.3b) . HXEDELZ DM (MAKPCOY FEELNELDLIEEE) ZR—DERICAVSIHEIL. ke
DHERXZELICSRIZEDHABREITOVLELDH D,
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KCI3TFIA=ZARA 7YYL DT7vEALATL—FBT2BBHES LUV T L— IR
tEMEOTL— FMEESRY HTOH

458

5 HBRME 1 HBRWE 2 HERWE 3 HBRWE 4
1 2|3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Al BE1 - | > | 1mM — — | 1uM - | - 10 nM - | -
(10 uM)

B | EE2 — | — | 100 uM — — | 100nM — — 1 nM - | -
d uM)

C | RBES3 — | > | 10uM — — | 10nM — | — | 100pM - | -
(100 nM)

D | RE4 - |- | 1uM - — | 1nM - | — | 10pM - | -
(10 M)

E | RES — | — | 100 nM — — | 100pM | > | — 1 pM - | -
(1 nM)

F|RE6 — | — | 10nM — — | 10 pM — — 0.1 pM - | >
(100 pM)

G| RBE7 — | —>| 1M — — | IpM — — 0.01 pM > | -
(10 pM)

H | VC == | - PCaco | = | — — | PCcr | — - | -

VC : BEXE (DMSO)
PCaco : AR 7 I =X +XfBB (10 nM DHT)

PCcr : il (10 yg/mL o BAFT 3 R)
HERMEDOREET—HITHD
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RCI.ZFUVAI=ZA M7 vEADTvEA T L—FIHBITHHEBYESLIUTL—F
RBIEEMEND T L— MEERIY HTOH

51 RERME 1 RERWE 2 RERWE 3 HERYE 4

1 23 4 516 7 8[9] 10 [11[12
A (ﬁ%l\jl) == 1mM | > > 1uM | > | > 10nM | - | >
B (Jfﬁf) - | |100mMm || s]10M ||| 1M | S| -
o L[~ [ row [ [ roma [ rooon - -
P (ﬁﬁ) = | =] 1M [ 1M > > 10pM | = | -
E Zfﬁiﬁ —|—>|100nM | —» | - | 100pM | - | —>| 1pM | > | >
F (ﬁ%i&) —|—| 10nM | > | > 10pM | —» | - | 100pM | — | —
G AGref | - | —> — — | — — il s 2 il Mg
H VC — | - PCaco - | — PCatc = | = PCcr -1

VC : B %HE (DMSO)

PCaco : AR 7 =X +xtB8 (10 nM DHT)

AGref : AR 73J=X +5H (DMSO)

PCate. : AR 7 V& =R F5EB (1 uM HF)

PCcr : fMIRESEMMEE (10 ug/mL ¥V AANF LI R)
*RED™ = )LIE 500 pM DHT BFinEhTLNVS
HROMEDOREF—HITHS

43. REICIHELT, TYPHRNGNWI LEHRT S, LIV DHRSEDASBAIZEK, TL
—FDEEEZZEAT. COMRELGLCTLIICT B, BRI, BOMADVTILERNLI-TL— MEE
BETRDLREDHENEZADBND,

44. LEMEERMLIzE, 7yvEATL—F% 5% CO2M4 vFarR—F—IZAN, 37°C+ 1°C T
20~24 BERIEE ZTV. LR—2 —BEFENEFERBSE D,

45. BEEEOEWNMEEVEICH LTRIFIOERELIBLELSH D, COLIBIHE. AFEOXNE
MEDI LA BBREERIEENH D0, AEYEICTOVTREMNICEON TS FRAMBEEEX
EFETIORRICEIBEZLIVENH D, BERUNBEERERDIHEICE, TTL—Fo—5—1 D
FRANEBRERPICEVILEZHERICHET S LTERATHY .. COXSGHICIFHESINS,

46. MM EHERTEE=0I12, HFRECANLE7vEAHEZESLUVEBRYPEOFREZANT, A
CEEMEICONVTREMNLARBRZELDIHICRELZTAEE LGN, 1 BOS U TEHDILEME
FRIFFICHERT 25K, EEVEOMEDFEZERTH-O. EEMEEHBRY T ILIZHMT SIEF
EEZEDL, BLTL— b THAS UEHFTLHIENEFLLY,

N7 S5—EEFMDITE

47. HRHEELZFHETRY . AREBE RE2ILILST7IS5—EFEN) BLUHBEEE (WIS 144848
LoD S5—EENE) OMAZREICBRET DI, HEROTaF7ILLR—F2—TF vt AT L
(Promega, E2920 F-IERA%EmM) NEFEFLWL, Tyt REL, FRITIBEFTOREICEDNTE
R D, FIBIFREEEZEDIETRICHL., UTOEEZMATITS, HlZIE, Dual-Glo LTz 5—ET
vt A4 RT L (Promega, E2920) ZAWLS5HE. EBEZHMTLHIIC7TvA TL—FDI LD
560 LDLFZEREL. RNDEB A UL Z7 v A D IVICERSBML T, RE2LLS T S5—F
DT FIVEBRET D, BEIZ. 2 DEOEZ 40 UL 2D TL—FDT7 v A5 T)LIZMA T, &3
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VAR T T —EFERERET S, LT T —ET vEARE [Steady-Glo® Luciferase Assay
System (Promega. E2510 ¥ XEZED L D) F] FLEEELD Iz 53—ET7 VAV RT LA

(Promega., E1500 ¥ IEEAEDH®D) #. AR & (KAWL Tz 5—EEH) OADREIZER
T5EMNTES, Steady-Glo Luciferase Assay System (Promega., E2510) A WL\5i54(%. FAZL
FREAO UL Z7 VA D IVICEERNT S L, BELS T 5—FETvE4M4 X T L (Promega,
E1500 £-IEREFD L D) ZAWSGE(F. EFEZARMI ST Cell Culture Lysis Reagent (Promega.
E1531 £-IERAFED L D) Z#HFMLARFNIEES L,

T—32 D

48. FOd=ZRA M7 yvEA4DEBE. BEXE (10 nM DHT) [Cx T 2L EEEFEZRD B8,
B—TL— 0oL TFILORTE., RODRATYTITHLTITSIZENTES (MMOBRFDHHF
MFEL EATEE)
AT v 7 1R (VC) OSESEE R T 5,
AT w7 2. KT 2 )VDEND VC OFEBHEZ S\ T, WIS K DB E13 /A4 X
7L<,
AT w7 3 AHIE L7z PCago (= IERL L7 PCaco) D V-HIEZF T 5,
AT v T 4 TL— DK T 2 )VORIE LT-fE%Z . EHAL L7= PCaco D FHIE THEI S
(PCaco & 100% &3 5)
o KU /LDRMIIZEIL, PCaco PILENEIZKIT 5 M54 T = /L O 705 T
L5,
o AT w5 HERWE DK RIEIZ OV THXM IR EIEE O LB E R T 5, IGEI
X2 0DWITENRH D, 1 DI LTREEE (5F) THY., &5 12X DNE
DEZH|ETHS (B 51~60 &)
49, FURATZRA M7 vtA DBAE. HAMWEEEEERODE=HD,. A—TL—rhDHZELY
TTHILDRMERDAT Y FIZH-TITSI ZENTES (MOREOHFEMFEELFEATEE)
ATYT1IVC DEMEFEET S,
ATYT2EDTIIDEMI D VC DFEHEZESINT, BEICKIHEEE/ 4 X
#=L5I<,
ATy T IFMIELI=AGref (=1FEfIELT=AGrefl) DFHEFEHT S,
ATV T4 TL—FDEITILDFMWEIELI-{EZE. ERIELI=- AGref DEHETE|S
(AGref % 100% &9 5) o

50. EITILDORBHIGIERX. AG ref DRXIGEICHT HHZY T ILOBERMLGEEEFREL D,

o RTv 7 5HBYENREEHICOVTHMNESEHOTNELZHET S, B
2IX 2 DDREAHBD. 1 DIEFHLEEEFEE BF) THY. 35 1 20FFD
WENEZSRETHS (B%ES51~608H) ,

INGA—ZDEH : ECs. log PCso, log PC1o. log ICso 5k TN log IC3 iFEIZET 8 E/EFEE
51. ECso Z5t BT AICEREL L RERIGHBNLEL L LA, (BIZIE. HESECEEEDME
EMERT) HEYMEOEESEHICIZIFIELAH DO, COFEINBICERTREELIIEFENTHD &
IEEAGL, LML, ECoo BLURKFELANIL (EILDOHXF., Top DEIZHE) FERG/INTA—42
THDH. ARELBIFEEICEINEDNTA—F L RET IDLENH D, ECsoo BLURKFELANILD

© OECD, (2023)

39



OECD/OCDE 458

AEICIE, BUGHEEY T b 7 EERAT S (Graphpad Prism gtV 2 bz 7%)
52. ELDOACRT 4 v ABRKERERET—2ICERATES5E81E. ROKXITH-T ECso 2H
H9 5 (13):
— Y = Bottom + (Top - Bottom)/(1 + 10 exp((log ECso - X) x t /L AJfL))
— I IZTXITBEOXRME,
— Y ILEERT, Y I Bottom 22 HAAE Y . V7 EA Nili#RE 72 £ > T Top ~A
MH, BT AT 4 v 7 AT, Bottom X o Z[ElE IS,

53. MiaEtzid o7, MBEFERZ, B% 34 [TRLEKICHLD, PIdZA 7 v/ TR
BERBIILDII VA BTV TS —EEROEYEIZHNT S, PRI R T yEA4 T
AG ref (500 pM DHT) DT IOV I A 27V 725 —EFHOFEEBIZHT 5. LEMEREL -
DINDIIVA BTV TS—EFRDEE (%) ELTKRT,

54. FIZRAR7 A DEE. FHBEYEIZDODVWTUTOERE RILTAIEL S AL,
() B—FL—FLETPCaco (10NMDHT) &> THEBINBILEIZHT DEA
(%) TRIND, HERYEICE>THEEINBIEKREELAIL (RPCmax) »
(i) BHIEEMEICDONTIX, SEBIEEYME DHT OER®D 10%ICHY T 2R EFET

LEE (logPCr) &. #EYIHIGEITISEEEYE DHT D/ERAD 50%IZHAL T 3R %
FETHEE (log PCso) »

55. log PCx{E (x [X PCaco &LEEEL T 10%F =1L 50%DFEE L Vo 1=, BIRLEBEZEZTRYT) O
BE#KX C.3IZRT, logPCiofEH &K U log PCsofElL. PCaco (AR 7 =R Fx{BE ; 10 nM DHT) IZ& Y
BEINDEEFEED 10%FE 50%EFRITHEHTEINIBEBRYMERELERTE D, & log PCx
Ex. BREFHED 2 DOEHT—2RA 2 FERWEMABREEIRICEVERT LS ENTES, log
PCxEDT CLEETCTOT—FRDEREE. ThEhn (ab) LY (cd) & LI=FEE. log PCxE%E
RDXELUR CIEZRHWTHETE S,

log[PCx] = c+[(x-d)/(b-d)](a-c)
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C.3.log PCx {EQHIEX

100
90
80
70

60

%9 % RTA%

-
[

50

40

10 nM DHT {

30

20

10

0

-12 -11 -1'0 9 : -8 -7 -6 Byt R
! I log £ [M]
v v
PC10 PC50

FIdZRr7vtA TlL, PCaco (AR 7Id=X +%fHE ; 10 nM DHT) &7 vt/ TL—FrIZEDH S,
RTA : Xt ERE A

C.4.log PCso DETEHI

150
140
130
120
110

log PCso

56. FURAIZRA T vt/ DIHFE. EEHHEERMEIZDOULNT, 500 pM DHT THEE SN SEEEN
D 30%AEZETRTEE (log ICx0) &. #EYEIHEE(E 500 pM DHT DEMED 50%AEZETRTEE (log
|C50) %*ﬁ%ﬁ:j—éo

© OECD, (2023)

41



OECD/OCDE 458

57. log ICxfiE (x [& DHT BB & LEE L T 30% F 1= (L 50%DEEF &L LV of=, BIRLEEEZRT) O

BIZEZR C5IZ/RY, logICsofEFH & U log ICa0 fEIL. 500 pM DHT 2 & HEREEMD 50%F 7= 30% A

EOVWTIAEFERT HELHESNIBRYEDRELERTED, cNbDfEZE. log PCIEERLA

ETHETES, Blog ICEZLZ . BEFEMED 2 DOEHT —4 KA > FERAVEMARTBEIRICEY

BHI B ENTED, log ICKIEDT CLEFTCTOT—2RDERZE, TNEHh (cd) LU (ab)
ELHAR. log IEZRDAEIUVR C5ZRAVTHETE S,

log [IC] = a-[(b-(100-x)) /(b-d) ] (a-c)

B C.5.log IC {EDHER]

T
i
P

30%PH.5E

3 A

50%PBH.5E

*f4
®

.,.
(-
-1
-

500 pM DHT |
=

2
T T T T

7I=2 + SR 11 10 94 18 7 6
(AG ref.)
log[Conc.(M)] 1IC30  ICso
TR IT=ANT vEA TlE, AG ref (500 pM DHT Z¥#M L7 0.1% DMSO) %247 vtEA 7 L— MIE

w5,
RTA : #xt IR B 1%
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& C.6.log 1C30 M EHHE I

100

80 |

70

d 3oF |
@T " B U A
i |
10 | !
o b . ‘ !
H 7~
-10 ) -9 (-8
a~— N \->
¥
log IC30

58. fiLF7UA IR MEREMBEEEICEELELY I S—HEEEDETZRANT S-5HIZ,
AR-EcoScreen™([ZF ARSEBEI LAY MK YBEMICEKRTLHHRAINIILI T S5—FE, REMHIDIE
FBEMNICRBTEIZVIVAEZTIILLTS5—ED 2 BEDOIL I 5—FERBTDLS5%ETsnTW
%,

59. FaAaF7ILHR—E—TF vt A RTFLEZRNWSZET. 1EAOTL—FSUTRICHBEIZETS
MEBFRRELET7UAI_RA MERAOBEAZEMIT A2 ENTE S, MEFEERE (PCer. 10ug/mL Y
OAXTIR) IZXTR0EE,. TRTOHEBITILASPCeriE (LWhhd DI 4245FE] ) &
EZLSIVWT, 932437 EHERETL-OIZHERAT 5, AR Ecoscreen™7 w4 AV TILEYME
NEDHMBEMZTMIT ZI1CIE. COXSITBELE-HMBAEGERZFEATINENDH D, MEEFEMN
BEMEDETENDEET80%RENIZEE. COLILBT—ERA Y FEHENSBKRNT B,

60. HBR (TLOHLLBBRYMEDBETIFRMEHE) X, 2B EL2EFLEFIRDRILIEZ Y
[CEDSVTWETARELEN, 2EDT VOBESUTEYBRESRHONLHEICE,. 3EEDS
VEAOLGLCTH RN, FRTEORRLE. ROFUZEHETIDES S,

o HREEZHELTLD (B%E21~295])
o 3EMNVILTEERUEMNHS (CV<20%) .

T—RHEEE

61. FI=ZRLT7YEAIZONWT, T—2HIEEEER Cla IZRT, GHEOHKRIE. FRAOEES
FUZDERFH -6 LERED 2 gIc&>THLMIZH S, T4HbHE. 50% (log PCso) F=(X 10%
(log PCio) MIBONDEEETTEICLY., BMZEERTAHIENTES, L. HEYWEICK
STHEINTE-FEREE (RPChnax) M, 2EDOS>DS5b2EEE. L LLIEF3EIOT>NDS5H 2ET
SHEIELEMEDRED 10%ERFFHEINETBAIGEICHZEEYWEZBEEHIE L. RPCrax HY.
PiCEL2EDSONDS53b20EE, LELLEFS3EDTUNDSE 2ETSRIEEMEDHEEZD 10%I2
o =B EICIEEEAET,
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FClA.7I=RA M7 vEAIZHEITHEBES L UVEREDHIERAE

REi BT HR DS D 10% & RIS £ 721X 2N E B 2 D RPCoax M5 HILIZIBE
Rtk RPCoax D3BEVERT FR D TS D 10% 257272 > T2 834,

62. FUORBTZR N7V EAIZTODNT, T—RHEREEZRK C4b ITFRT, BHEOERIE. EHDFE
EBLUVZDEAZLELLEEBED 2 A& >THLMNIZHS, THbHE, 50% (og ICs) Fi=I%
30% (log IC30) NEONBIEEZEZTRT _EICKY., BHNZEERTHIENTES, L. bt
2D NS562EEE, HLLIEIEDNDST NS5 2ETloglC #EE TEIGEIIHBEME LS
HEHIEL, 2ENDS D55 2HEE. LLLIFIEDS 2 NDS552ETIloglCaoZHEHTELMN T
BEIEBEMEEREEEALTT,

RCAL.FTUATZR M7 EAIZBITABES L VEMOH EELE
(33 log ICso MEH S NI=HE,
=1 log ICs #EHE TEHNMEE,

63. FIdZRA M7 9EAIZEIT S log PCio, log PCso. RPCmax, ZUV A IR K7 v EAI2EITS
log ICso. log ICs0 M&ETHEIE, OECD AKXV = THA FDRHBRAA K54 L DR—ONSAFTESHRE
BO—FERAVWTITS 2ENTE S,

64. log PCxEFE 1= (3 log ICKERHEH I DK 3 2AEHET 2 EAH S, =1L, RLCRESEREIC
BIFET—EDR—R54 HEDQELD2ENKEL, BBERHY (%CV) AEWNEE., COT—2ZEHE
MICRITHEHBTL, REGELD2EZB L LERERZHE LG TNELR 5%, log PCx F1=(3 log
ICxDEHEICAVWSIE—T7 vt TL—bEDT—ERA U MIBETE3EVIILDET—4F (Thbb,
RABET—4H) O%CV IF. 20%RFETHEINIEELEL, EBLEDLENIINFRFITHEELERN
ZEAONDBEEF. BMOSVFERLRFFIvIERETHELL,

65. HFREEITHEET DA LBFT YA RNELLEBL TSI LEZERT HM, BENS VT
EHEGT—ANMEONECEEZRIATHIDTELGL, MEDZ VTORENBREINSZ LA, EHE
BT—ARRONTVWAZLEDREBDRIEE LD,
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1% C.1

BB : AR FENEHE DA S JF /L D

1. BBHEIE. AR SENEMDILY 7z 5S—HEEFDERE. COBGFEDDOERMGEMRE.
FRRIEBRRORELICEYEEZ0END, COLIBERANEELCLE. FREFEFIEREGARER
ISHRICE > TREN D, COLSBERAPRONDBEIF. ARTE2IZX + (EEUREOE FO
FOTIEIF (HF) %) PEEICREITEEEZRETILENH D,

2. A7 TO—FORYUMEZERT H-HICE, ROTIZXA MEAZR—OTL— L THERT
PLENHD.

e 1UMHF DEFET. EFETICETHEEMEO7I =X MEA (BEIKRE)
e VC (3[EXRTE)

e UMHF (BEIRE) GREZE:1uMHF EBbhd)

e PCaco & LT 500 pM DHT (3 [EIX1E)

T HEEE
3. E I RTOVIILNE, A—REQBFETRELAGFNAEE S,
o LEMEBENDT7I=_X MEAMN. HF ZAWVW-LEOEEZZITHRWEE(E, HZKEE
ME%E T2t [TH5ET 5,
o LEYMHEDT7I=X MEAMNHEINDIGEIE. HEEEZEHAT S (RC4da) ,
¢ 1TUMHF (AR72AI=X k) ME[ZLY., WTIAHLDEEIZEITHIT7I=X ME
ARG ENBEE. AR7UAIX MEREY T )LE ART7UAT=X MLED

IILDIGEDEEZEERT S, COEZEDIEELEALELT, LIdRENTA—42
DEHICAL., 2EOHIEERREICT 5,

BEDEE =HFELOIEE)- HF EYDIEE)

T—4 DEEHT

4, HEARE LR T D,

5. R—&HTCRELI-EHDOY T ILEOD CV 52T 5.

VC DEHEZFHET S

HF TAUE L TLOWEWED T )LOEMNS VC DFEHEZESI<

HF OEHIEZEET S

HF TRELEZZED T ILOEN S VC DFHEZFSI<

PCrco DFHEZEETET S
ZOHMDTRTDI )LD, PChco X T HHEMMETFHEZ5HET S

- O QO O T o
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R D. (BRE%k 2)  REICKEBAZHQ
=& b AR-CALUX®fHa#kZ AL =, 1L
WMBO7 FAY O 7Id=RAMSELUT Y
AR FEHEOBRHZBRE LT,
FRSTUZBEDEEEMHIEHE 1

BRUICERTAREEESLUBR
1. AREEZERT DN NIALBHIZ) 2HELE (KAX6~9H)
2. AR-CALUX®MEL B FMHLRERTlX., £ FBEREU20S AR-CALUX®Hifatk AL T, E+7 Y

Fo4s#o2EK (hAR) 2735 (1) 7Y FOS U ER%EHRET 5, AR-CALUXCHIR K IZ R EMIIZ T2
BRASNIE-hARZHBE L, thORXRT0A FRLEVRBREIFEAEFTEIECHEBLAL (1),

3. AHABEIE, TUFRAUPELTEMRAZAET S LICEY. AR BNET HESEMELE
FHEMICRETEDLIRI SN TLS, EMERIEI TR/ 4 DB W=, HRAGENAF
TytEA DAEEICKSFEREINATLNS (2), HED luc MEERBRMBRK TR T FILIZHT B1LE
MEKREEDTENRESN TSN, CALUXHIfRICIEIED NI o1,

4. C DHERERR D RBIEEIXIEL, DEZEHBRERICHRAT S LICEY . REVBEBRMEDFEL
CRIFTHZEERFTHC &b\Tﬁ‘Et&U (3). MEBREMNITHNITLVS (2020) ,

5. COREEF. N RIL—TY bR —ZVF5Z2BMELTAHLLOATNNS 4), CODRERE
[XOECD HA X VAXE M I ST=-/1\) T— 3 U FZ(FTULEL,

6.  ERLE. ARBREISHAMCENESLCRANORBRICHERTETSH D, RABRED/NY
F—LaVRBTI, ECE—OBRNEEEA L, BAMEREHBAERTEENE BIZE,
RRELNE) COVTHBRERTT 28, 25 LERBROBRANRENCEROHSHRESLT S
THBERNCOVTERICEERT BEAHD.

7. AR-CALUX®RERED /NN T—2 a3 VERER T, ERILEEMICHT 27 v/ DEEES L UR
LENRIEENT- (5), RAEETO FaLFSEXEIZESH SN TLS (6),

8. AAREICEAL-AZROERS L UVBEOHRAZEAHRA A FS5 14 D OMEAIZTET,

T3E(*) . TCALUXI I Abraham Brouwer HFiE 9 5 &R E1ZTH 5. BioDetection Systems BV (BDS) [&. Z®
BEEFEAL. YIS o RTHHRANGHMEEZIELTL S,
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AREREDRE
9. CORBREE. LIR—2 —BEFOEBESEHILEZTHE T S-BHICALLGINS, AR IFYH Y KIS

AT HERKIZHBITT S, BATREER -V AL FESRKIIEED DNAERSIIZHESL (FY ROy VG
ZEILAVEF:ARE) . RIS Tz S5—FEDULR—F—EBEFEEEEFEHELT, ZOHEEILL D
IS—FPEREOHMAXRRNEZENESES, HEILL T oORMEEIUVFDOROMEREILIZEY.
KARHEEND, BAFBEFZHANT, BIITRE., EETHENTES,

10. ARBRRIIZENICHEBASINT AR-CALUXCHIRZ A%, AR-CALUXCHIRAIZ E ~B 34
faR B ARE U20SHifatkICHEL TS, VBRI LEEEFRALT., £ FU20SHIRE(Z 3XARE-
TATA-Luc & U pSG5-neo-hAR #REMICHER A LT, U20S HlgtkIIHNEMHSZEREENFT LA
EFREFE<LHBVEVNSHRICEDE, U20S filga%kE7 > FOy Yy (BXUMORTO4 FARIILEY)
SEELR—2 —HEEOEN-EHE L TREIRL, AEMZREENGEN EZELY T S—F LR
—A—TSAZTFOHAEFRAVWTCEELIzEC A, ZRARUA UV FEZFMLTHLERZRSIEMN oz, &
S5I2, a9 %A FZEREZ—BRICBALIECA, COHBEKITBALGKRILEONEEIGEFIIL
= (1),

1. AR-CALUX®HIa% Z AW TITSEEMED (n) 7o FOF UiEHOHERICIE. LR ) —
ZU0SUBLUINIZHELSBENS U BEERBEHENEENS, LRIV Y-S5 0TI,
WERME DRMRE., MBRStDEF,., AENARBROEOOEELEESHEZRET 5, ChicH< 7T
—AMEABLUVTUA IR MEADOEHDOBENS U TlE, EEGEESEE L ZORDT—FHE
FAVTHEBRYE£FMT 5, P24 I=-2X MERIZDOWTIX., #BYEOQIENS VB L UEEMES
B x REFIZEHE T 5,

12. HEMEGBHRE., EOBSMNT7T V2T X ME. (HESME. MR FLRAE-ITEEEN
EHEFIZELD) BEET7 U AIX FERANTEE=012175, 8 ENREOHEBEYWE CLET HI55.
Mpa%E, SEB73=X F DHT ® ECsoBEEH LU 100x ECso ;EENMAIZIRET 5, ChZER—DTL
—FrTFS5, ChIF2DODAEREELESL. COSHENOEY A FEE (100xECs) THLNT-H
ERIGIFAEICOT7RTS (R D6 BHE) ., COVT FETEEMICAET S ENTE, HBREEERD
=z (R) , T—AHIEDREZERETOICHRT S, BHEICES L. EHRLEZ2OULOHBRMEDEE
[2HWT., SHBIZHE DHT ICLKERKRIGED 10% (PCro) ULEDIEEZRLIZIGE. COHBYEET
O=R MEAIZDOWTREM AT, EELT: 2 DULOEBRMEDREICSNT, SBIELI)LE
FORKIGED 80% (PCso) UTDIEEETRL., HEMNBEELE-TEE. COHEBMEEZT7 V4
J=X MERIZDOWTEEEHET,

P ER SR T e B B R BE D SRALE

13. FEENRMOEENEORRICAAREZZAVDENC, EXEREFHEBEOFERICEATLER
EERIELGIFAEGRSGL, BRER, TIZAMBSLUVT U2 IR MNERIZOVWTERERRIL
FYE FHEB DR B4aHLU B4 BHE) #HRI S LICKYREEESND., CORABRTEIHRRD
BEMLHERT . AREELDSBICDLBCLEL 2EFERL., HBRNKR Bla LU B4b [TRESNT
WEADEESIMEE—HLABTAELE LR, 612, SREESIVBRE BFHMBZANTELN
ET—20BBET—2~"N—RZREL. HRZOBRMEZEEREICSVTREMICHER LB TAERE
BIELY,
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FIE

HEHF

14. AREEICIX, BEICHEBA LTz U20S AR-CALUXCHIfak 2 E AT 2 ENH D, - D
Wi, Bl oAt REUEHRALLT, #5050 7 LXTILE LIZH S BioDetection Systems BV
MoAFTEHILENTED,

15. RAATSAREEFHLVHRBEZEOHZHEAT S, EATHMEOY I, Y123 T5X<
BEMNEMTHLICENRIEASNTVDHLDEFERT A, EAMYA TSI AYEERRERET
52 ¢&, YAATFXTRBREDOKREICIF, PCRAEDESHEREDREZRAVETAIEE S (8, 9),

MR D ZEIE

16.  AR-CALUX®HifEld. REMR L UEEMZMHRFT H1=DIC-130°C Rl (ARERF) TRET
ST &, MifEE, HI-BGHBZMABT A-OICHERR. 2GLD 2 ARRBERL THLELEMED
) 7 FRTUERAOFTMICHERYT 5. ML 0 MREBX THEREL TEHELELY.

17. MO BRENLEEEEETE=_FI—T 5=0IZ, ECso £/21E ICs0 ZFEMT S &I2kY. (7
A MB&UT7U2I=XRMARD) SREEVEICH T IHMBHEOEETEERIETILELH D,
Fi-. BEXE (PC) BLURMXE (NC) OEMZEEEEZE=2—9 5 &, BEMN. 7d=X b+
(2 D3) £IE7r2d=X F AR-CALUX®ERA (R D4) OHFREBEEIZ—HBLAITNIELZSEHL,
SBIZE (THHLLSRBIELEYWE. BESEIUVEERE) 2, PTdZXA FE—FE&LU723d=X +
E—FOERENICONT, FRTIREZEHTERDIHLUD2ITRY,

IR TS £ UBERM

18. AR-CALUX®#iRE(X, pH fEREFEELE LTI/ —ILLy FEFHFML., D RRME (7.5%) . 3F
WABTI/B (1%) . R=ZDUY (10Bf/mL) . ARLT RIS Y (10ugmL) L URIRY—H
—¢LTYzHRTaLY (G-418) (0.2 mg/mL) ZFHmL f-ighEsE#w (DMEM/F12 (1:1) ) THEET
5, MBLE=37°Cx-1°CHDCO2M4 oFarR—F— (5% +1% CO2) IZHIlEHFAND, MIBZEEEN 85
~05%IELI=5, HMMEMRIEET SM, 96 DI IRA 7084 3—TL— MIBRET HEHET S,
BEBOGE. 72/ =LY FEEFHL, Fra—IL- TEFR LS VREBHIURBRRME (5% viv) .
EWBTI/BE 1% viv) . R=ZU Y2 (10 Bii/mL) EXUVR LT FIA4T Y (10 pg/mL) ZFmM
Liz7vt1i5th (DMEM/F12 (1:1) ) HIZHIfEZE 1 x 105#if@/mL THEEAL. 96 V)31 04
A A—TFL—bICHBIET S (WEE L-MESRER 100uL) . #BEIX. BERIIC CO2M ¥ aN—4—
(5% 1% CO2, 37°C £ 1°C. MNiE) T 24 M. RIEET 5,

19. RERZFIBT 2E1IC. HBRPICEATIIRTOME (HSRAE. 88, 75RAFvIHREE)
BELUREE (IE. DMSO %) 122UV T, 7O k3L (6) DIMEIZHL, BIFEIZFHT B ATEEMEMN LY
MRAETHZ L,

HERE

20. BEYMEDT7I_A MBIV TUAIRNEREE, SV (FLRYY—ZVFS5vELUE
FEHSY) TREBT S, F5VIERKX 6 MORA4 /084 83—TL— FTHERENE, &5 VICZEF, &
BILEMED—EDNHFRK (C1~C8) . EITERENBMEE. EBEREDIEMEXE, AFIXE (&
V7 URIdZR M7 yEAIZHITRAEE) . $LUHREEOBEBEAEENS, K D1 LUV
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D2Iz, PdZAMBLUT7UEAI=ZA SO TL—FEEETT,

21.

22.

23.

BESVDRYDTL— kT,

SHBIEEYE (FId=ZX MEARIZHEITS DHT LU 74X MERIZEBITAT7IILE2 32 K)
D—ENHERRERET S (RDSBLUERDB) , COSRBILEMWEN. AEREVIEAR
BERSIBFAELZSHZL, SEBEEMEO—EOEREDILENMNLEHTLNT ECso £1-(%
ICso. SHBILZEME®D log (ECso) LU log (ICs0) M CV A, £ D3 (FIA=X MMER) Ff=
R D4 (FUAI=ZRMERA) ITRIBHREF-SLITNELZSEN,

BEHINBES KU IBOMBEMFELREN, KRDIBIV DA ICTRIEHEFFH - ITAE
LY,

1TEIOS VDEIAIAZ AL E2—TL— IO T, XOEZELET S :
TRTHDATFEIZEWT, SBRIEZVEOFTEREEZ. RE=E (C8) IZHIT5UKILEMED
EHERFENLE (RLU) £BFIXMBOTEY RLU TEI-TKRDH B, COFEZRHME. £ D3 B
U DA ISR FERROREBEGHE B IR ITNIELE S,
BHREBITL—RZDOWT, UTORICH-ST Z BEEZEHT S, D Z Z#HE. X D3 LUV
DAIZTRYT ZRBOFKEEHFF - HITNIELE S,

(SD RLU 51—t no. [SC] + SD RLU 51—t no [C8 BHB])

Zﬁ;‘%ﬁj —tkno. — 1-3x
v I(FE RLU 50—t no. [SC] - T4 RLU 51— 1 no. [C8 BEE])|

TRIDS AR DIE LU DAICRESNLIEGER-TEES. COSVEAMEAT L. BER

MEDLEZTFMIT S5 ENTES,

24.

HBREEEF, TLROVY—ZUFSUBLVEENT OmAICERATE S,

DA T7I-XFRERICH T2 HBIBELEDRE

EFME CAS &5 Dz )LAOBEBRRERGE (M)
SRILFEYE DHT 521-18-6 1.0x10"-1.0x 10
EtExtEg (PC) 170-AFILTALRATOY 58-18-4 1.0x 10"
PEtExtER (NC) JJJLFIRTAY 50-22-6 1.0 x 10
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£ D273 d-X MRRICEIT5SRIZEDEE

458

EEME CAS &S5 T VAORBRBESEE (M)
SR EmE JILBEFK 13311-84-7 1.0x 109 -3.0x 100
BEiExtEE (PC) =N =0V 330-55-2 1.0 x 1005
FEtExtEE (NC) LR ILFR LI 797-63-7 1.0 x 10

DI FI-AMERIZET 5T LR ) —= V5Bl UEENRBOIFARE

&5 HEEE

BRALFEWE DHT 23 78 A FHI#RTH S

IR ZEE DHT O ECso #ilH

LMWL DHT O log (ECs) HEEMEDICV]

PC 170-A F VT A f 27 1 OFRFHEERE (%)

NC /L F a 25 o OMHEERE (%)

%7 L— D OEAIRIR (SC) 1Zxtd 2 i DHT IRE (C8) DEARFHEFE
DHT C8 BE U SC#HAWTHE L& 7 L— D Z {75

~NoO a b WwN -

=LA
1.0x 10 -1.0 x 10 M
<1.5%
>30%
<10%
>20
>0.5
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RXDATFUAARAMEAICAT AT LRI 58S UVEENRBROGAEAE

55 HREE
1 SHBILEWMEIILE I FAVY EA FRIETH S [F4A
2 SBILFEMEIILE I KD ICs 85 1.0x 109 —=1.0x 10% M
3 SBILEYMWEIILE S FDlog (ICs) HEEED|CV| <3%
4 HEXFEEREPC (Y=a0OY) < 60%
5 HXEFEEEENC (LR LTR FLIL) > 85%
6 ZITL— FOBEIXE (SC) 1T E2HRETILE S FEE (C8) ORIEM ~10
EfEE
7 TILEIRC8BLUSCEAVWTEHLEETIL— D ZEH >0.5
8 TILEZIRD Y, ESTDR? <07

BH| BRI B £ VSR

25. TLRONV—ZV TS5 0BLUVBEMI Y OVTRIZONTE, RLREHBESR, SR
# (SRIEFEVE. BESRELVEERR) 2EATEIL, T SRELEORERZR—ET 5,

BHIEF L BRI

26. HERMEDBRICANDBHIE, BRYEZZLITHEBRL. Ty EhEEBMLGTAER
57y, DMSO. KELUIT R/ —)L (§iE 95~100%) MBFFIE L THEL TLVS, DMSO (CASRN
67-68-5) NE—FIRTHY . BFEPOERSRE 0.1% (vv) ZBATEGESLEL, AOBEFEERT
BHINC, EREFHZVIAL—FLEBBREICAVTHEASHZ5IZREIET. 7yt/DHBEEEY
ELBVWILERIATHIVELH D,

27. T, BRYEOBRREICAVSBRIX. BEBEYMEXIELEWVGAEORBRLERET S (BExt
BB (SC) ) ,

28. FIAZR MEADOHEERIZEWNT, SC IZIFBARIZMA =7y A EhEED, 702 IR ME
AORERIZH T, SCIZIFBHFBLVETEENT I =X FSRBILZWE DHT (ECsoiBE) ZMAT
TytAEmEEL, =1L, BEXE (VC) IZIXBEIZMAL7vEAEMZESTHN. BEEREDT
J-XR FSRBIEEMEES T,

SHEILZYE

29. TIAZRXMSRIEEYEL DHT THY. 8 RORED—EDFREMN LS (R D1 XUV
D.5) »

30. TFUAIZRASRILEVERIILEZIFTHY ., 8 ADREN—EDHFRARMN LGS (R D.2
LUV DB) . FREDTUVEAI-ZXAMSREZEHEIC. BERRENTI =X FSRILEYWE DHT
(ECs0iRE =3.0x10"°M) ZARML T, FIZRX FEEDBRERET %,
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31. BENXMBO7 U2 =X FSRBILEMEIE. 7)L3 2 FORIREIZ 100X ECsoi=ED DHT &
AMLE-tDTHS, ChlE BRDERED—EDHFRENLLES (RD2ELUDS) .

G IR
32.  TF7IZR+EBROBEABE 17a-AFILTFRAMRTFALTHS (RD.1) ,

33. ToAIZX MRBROBHREE)Z200THS (kD2 . COXBEICE, BEREDNTI

=R FBRLEHME DHT (3.0x10°M) ZHFMT 5.
BT AR

34. 73d=-X FREBOEMEREBXIILFIRTOVTHS (RD.1) ,

35. FUoRAdAZRA FRBROBEERBILAR/ILSXFLILTHS (RD.2) , COXRIZIX. BEEE
EO7I=X FSRBILFEYWE DHT (3.0x101°M) #FmMT 5,

SRS & UIRBEYE DR

36. SRIFE (SRILFVE. BESR. BEEMR) SLUHBEYMEZE 100% DMSO (F1=(Li#EY]
HAE) ISHERT 5. SEREESSUEERYMEICOVT, RLBHZAVTETG (—&D) fFR&kE
RAHT D, IRTOLLEYEL. BRANBERIIRT &, SREBLESIVERMENDA vV BERE
H=ICEAR LR, IBRFELITEEEROTIE SN,

37. SRIEEMWE DOHTELUVILEZIF) DR MY IBRIT, FEOTREL, FHEILT-20°C
t1°C THRE3HARRET SN TED, HEIRERHELI=L, -20°C £ 1°C THREL . &K 3:EH
BER (BEERE) $52E0TED. HEMER MYV BREIRBRILICH L CHART .

38. SHREBELR S UVEBRYEORRARR (THOLLEXABRR) X, ERBAITHISRARL.
RHE 24 BELAICERAT S &,

BHEE, MREEED L VR EHER TG

39. HERMEL. ZREREE00IM (R by YRk THET S &, EHMMEFEME. &HF. EE
#. UVCB%. HEBMEDHFENFEHTERMEEIZIE, 50mgmL MG 2EEXRZEAT S
to

40. NYT—2aVvEdBRTHERLLZBEEITO FILESEXHITTT (10), BRAERRLEME
DHEBRFICL>THUTHADCENTENTVDEEE, O TO FaLEFEALTE LD, BIRL
BHICHT SHBMEDBRBRERX. FERA MY IBERRE 01 MMNOIROTRET 5, "DRETHMRE
HICHENHDEEE. HEYESRRICEMIDIFETREZTHF TR MY I BRERZERET 5, LT,
Tyt BMPTORERE BHERERIX MY 7 BRERED 0.1%. 9405 0.1 mM) (28611 HHER
MEDBREZE L ZTRIEE S,

41. TLRY == TS UTIE, HBRMED 1110 BREFREEZRABRT 5, TLRYIV—=UT3F
COBERMOHEREFHMEOHEY TERGREBEZRD., ChZzaBENS U THERT 5. 2EMHR

[CERAT HFMER (DF) FUTDEEY T 5 : BHEENBOONBEE (FIZX MEATRERI
210%. 7R I=X MERATIERI<80%) . XEICDF3BI3ZEAT S ; RBE T oI-REEEDH
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M. 10%RFEZEZ S (FI=RX MEAHER) F/-(& 80%REZTRES (743X MEARER) 15
B. DF2%ERAY 5 ; RENROLONGEMGS, DF5 @AY S (RDSELUD6SH) .

42. HMBESHOFIHEE. 7TOd-RA FBLU7UEd=R FRBETO FOLIZEERTEY., TL
AROY—ZVFSU0BKUVEENS VOBAICHEARATNRTINS, HEBEME~DEER., TLRXY1—
— VU5 UTIREAEBKRKEFRESR (LDH) REEBRSLIUEHMERRE (Thabhbb. BEFEMNEILIZD
WTOHIOIEMBEE) OmAZRAVWCTHRSEE M3 5. LDH RHEHARITMIEIE (MEEHE) 0
HERETDHEND, BEBEREELT@EY—ILEEZOND, BENSVICOLTIE, MasH
*RATHADICEMMBRBRETHSTHSD., LDHRHARKRICE L TIE, LDH RHEAMESHE OB
B (0.01% k1) b2 X-100) @D 15%%HZ 5156, TOHBRYMERESHRESELH LI EAHTIND,
ERERETIELEYEORBREICL -THEHYTHAICENTINATNSIESIE. thoMMiaEEHEREZRAL
THEUY,

HRYEDIEREZES L 7 vt 14 TL— MEFE

43. J75RAAMAVIILIY MEEEREE N TOUMIBLI-E,. #EE 1 x 105 H#/mL T7 v
A EMPICERET S, BREL-MEI100LZ 6V ILIA I A2 (4 2—TL— DI )L B1~
G111 ICHEET B, FxoTf=V T)LIC 200 uL D) U EEEAERIEK (PBS) #F%iETSH (I D1 LU
D2SMR) , BEL-MIEE. CO2M vFarR—4— (5% + 1% CO2, 37°C £ 1°C, MNiE) T 24 + 8B
M. ABIEET 5,

44. AIEER. MRORKEZEHRTHERT S (HMieEE. . MREEE (BMEHR) ) . B
RTHASELFEN G, IRTOVILERRT 2 —HOV T ILOMBEREL 85%ULTHE T
L— bDHERRICERT 5. 7 T)LBI~G11 OIS, SRFE, HBRYE. BHNBE L UMREE
M BOBEY L —EDHFRKEMZ =7 v A EH 100 yL ZHMLCTEFESESH (RDS5: FI=X b+
HBR. ®XD6: FUHAI=ZX +HER) .

45. TRTHDSHBIEE, HBRYEL L CBRIXBIXIET DHER L. MEASHEXRO M1+ X-100
x 6 EDHYTIITRET D, DI, PTAZAMRBROTL—  MREZTY., “hld, TLRY Y —
ZUTRBE LUVAENHBRTRILTHD, I D22, PUEIZR M TLRY Y —ZUFHBROTL
— B ZRT, AEMBEYITIL (VC) ZBRCIRTOBREYILIZ, BEREN7I=ZX FSHRILE
& DHT (3.0x 10"°M (ECs0) ) &%, B D.312. DHT @ 100x ECso Z ALV =R M BHRERZ S
. FUAI_ABENFHBROTL—FREZTT, ChiE. TL—FERE®D C (1~8) 100 [ZH1=
%,

46. WBIIINIA OB B —TL— % CO2f oFarR—52— (5% +1% CO2, 37°C +1°C, i
B NTEBIZ24 + 2R ET 5, BER. JTL—FE2HBEEE LI WERIIOVWTHRTRET %,
TLRY)—Z U FHBRTE., £ TIILH SHIREEM 100 L 2RO TL— ZF L. MiaStREBRTHE
Bd% (8% 42) . D)LADEYD 100 L OREFMZIRYKRE, Do )LNOMEEZAHEEE (K
FEA7) ICBELTERAZAET S,
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D=HD 6 IIA O824 3—TL— DT L— MRE,

458
B DA7I=-R DT LR )—= 5 LEENRR., $LU07d=X FMEAODOFEM

FJL—Fk1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A
B Triton X-100 sSC C1 DHT C2 DHT C3 DHT C4 DHT C5 DHT C6 DHT C7 DHT C8 DHT PC
[+ Triton X-100 SC C1DHT C2 DHT C3 DHT C4 DHT C5DHT C6 DHT C7 DHT C8 DHT PC
D Triton X-100 sC C1 DHT C2 DHT C3 DHT C4 DHT C5 DHT C6 DHT C7 DHT C8 DHT PC
E Triton X-100 SC c1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 c8 NC
F Triton X-100 sSC (03] c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 Cc8 NC
G Triton X-100 SC c1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 c8 NC
H
ZDIEFEH,rDTL—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A
B Triton X-100 sC c1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 Cc8 C8 DHT
(o3 Triton X-100 SC Cc1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 Cc8 C8 DHT
D Triton X-100 SC Cc1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 c8 C8 DHT
E Triton X-100 SC c1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C8 DHT
F Triton X-100 sSC Cc1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 c8 C8 DHT
G Triton X-100 SC c1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C8 DHT
H
C(1-8) DHT = BEB{L¥WE DHT D—EDHERE (1~8, E~EZEE)
C(1-8) = HEBRMEO—EOFRE (1~8. E~FTEE)
sSC = HERME DAFINESBIZE (C (1-8) LELEAEAD
PC = BHERE (17a-AFILTRARIFAY)
NC = EERE (QLFaxFOoy)
JL—0tI: =200 uL ® PBS ZiEf=-Li=s ElDH )L
kU k2 X-100= #iR2ES M4 DS M TR
> 1 = 7 ——VIRBRELUT AT 1E i
D27 AR MDTULARY)—=VJBELUVOT7 U 23X MEADEEM®D
HD 6 I IIA DA 2—TL— DT L— FERE,
FJL—Fk1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A
B Triton X-100 sSC C1FLU C2FLU C3 FLU C4 FLU C5FLU C6 FLU C7 FLU C8 FLU VC
[ Triton X-100 SC C1FLU C2 FLU C3 FLU C4 FLU C5 FLU C6 FLU C7 FLU C8 FLU VC
D Triton X-100 sSC C1FLU C2FLU C3 FLU C4 FLU C5FLU C6 FLU C7 FLU C8 FLU VC
E Triton X-100 NC c1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 c8 PC
F Triton X-100 NC Cc1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 Cc8 PC
G Triton X-100 NC c1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 c8 PC
H
ZDIEFEH,rDTL—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A
B Triton X-100 SC Cc1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 Cc8 C8 FLU
[ Triton X-100 SC c1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 c8 C8 FLU
D Triton X-100 sSC c1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 Cc8 C8 FLU
E Triton X-100 SC c1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C8 FLU
F Triton X-100 sSC Cc1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 Cc8 C8 FLU
G Triton X-100 SC c1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C8 FLU
H

C(1-8) FLU = (ECsoiEEM DHT &L 1=) SHIEEYEILL S FO—EDFRE (1~8, E~FRE)

C(1-8)
NC
PC
sc
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vC = BAEXER (DHT Zim LA LVEFIx )
JL—ontiL = 200 yL @ PBS Ziif= L=5MAlD D =)L
FURY X100 = HEREEEOBMERER

DI3.BFRMMBRBLEEY. 74X FOAEMNRBRE LUV T U2 T =X ME
AOF@N=6nD 9% 94 A4 32—TL— DT L— FERE,

TL—hk1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B Triton X-100 SC C1FLU C2FLU C3 FLU C4 FLU C5 FLU C6 FLU C7FLU C8 FLU vC
c Triton X-100 sc C1FLU C2FLU C3FLU CaFLU C5FLU C6FLU C7FLU C8FLU ve
D Triton X-100 SC C1FLU C2FLU C3 FLU C4 FLU C5 FLU C6 FLU C7FLU C8 FLU VvC
E Triton X-100 NC | C1FLU100 C2FLU100 C3FLU100 C4FLU100 C5FLU100 CBFLU100 C7FLU100 CBFLU100 | PC
F Triton X-100 NC C1FLU 100 C2 FLU 100 C3 FLU 100 C4 FLU 100 C5 FLU 100 C6 FLU 100 C7 FLU 100 C8 FLU 100 PC
G Triton X-100 NC | C1FLU100 C2FLU100 C3FLU100 C4FLU100 C5FLU100 CBFLU100 C7FLU100 C8FLU100 | PC
H
EFDEMDOTL—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B Triton X-100 SC c1 c2 C3 C4 C5 C6 c7 c8 C8 FLU
c Triton X-100 sc c1 c2 c3 ca cs c6 cr cs C8FLU
D Triton X-100 SC c1 c2 C3 C4 C5 C6 c7 c8 C8 FLU
E Triton X-100 SC C1100 C2100 C3100 C4 100 C5 100 C6 100 C7 100 C8 100 C8 FLU
F Triton X-100 sc c1100 ©2100 ©3100 c4 100 €5 100 €6 100 C7 100 cs100 |csFLu
G Triton X-100 SC C1100 C2100 C3100 C4 100 C5 100 C6 100 C7 100 C8 100 C8 FLU
H

C(1-8) FLU = (ECsoitED DHT #iHMLTz) SHBRIEEWEIILI I FO—EDFRE (1~8. E~TEE)

C(1-8) FLU 100= (100X ECs i=E® DHT #iHxML7Tz) SHRIEEMEIILE S FO—EOHFRE (1~8. E~7

RE)

NC = (ECsoEEMDHT Z&MUL7Tz) [EMRBLAR/ LTR LI

PC = (ECsoieEEMDHT Z&HmUL71z) EHExtEY =20y

sc = (ECsoiRE®D DHT #FHmL7Tz) HEBRMEDBHIXER SHIZLE (C (1-8) LR LAFAD VC

= BRI (DHT &350 L7 LEHFIxER)
C(1-8) = (ECsRE®DHT Z&HML171:) HEBMEO—EDHFRE (1~8. BE~mEE)

C(1-8) 100 = (100x ECsoiRE®M DHT Zi/ML1z) #HERMEBED—EDHFRK (1~8. E~SEE) GFEMHHR)
S L—0IL = 200 pL ® PBS %= L1=5MAID™ T L
k1 kY X-100 = $ERAETE D ISR

FEHDIE

47. FEIEDBFEIZIZWL L DHODBIREAH S, AR-CALUXORER;ZD /N T— 3 o TRWE=AEIC
. mlRFy FOFER (759 2aFEI0—FEXxTy FOWThD) FHIIEBRECTHAMUL-FEL
EEOWIhrEEad, WThOBESIZTELNTH., 24 + 2 BREIOEEER., YT LHhSEMEIRYKRE.
WP EABEETILL I S—EEHERNET S,

48. RAFAETSICIE, BEAIVETHD, SHTL—+2FEATHHE. BESIC 2 B4
DT E—IPRBETHD, LT 5—EDOREE. BB I VEFATHILICKYRHET
%, WYLAR] (BESHZKE LT 0.2 M NaOH F1=1% 25% viv Bfs%) #MA CTREEEILESE, 1D
DIIILDBHDDTINADEIEDF v ) —F—N—%ZH <, TlRFY FEFERTSESE. v RIS
RSN TOVWBERICEDLDETAEESHEWL, ABTL—RICZIE, FATS Ty MIELTAI YD)
A—T|LELIE1 DDA PV 3 —ZRARBEHZFERT S ENTES,
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49. YT IDSMEINDRIE. YT LHYDHESEELE (RLU) ELTREINDB,
FIA=RF (FXEIT=XPF) BBEDT LR —=2T5>

50. TLRO—ZUTHOER%E,. SENRRO-OOHBYEDEHLEESBEDREIZAH
Wb, TLRV Y —ZV I nHEROFES L UVEENHBRO-OOHEBEMED EHLZEESZEDORE
[2DOWTIE, Pd=R B LUT7UoAT=XMRBEETO FaLIZE#ERT S (6), CZTlEk, 7d=X +
BFLUT7UAIXR MNEABRO-ODERYMED EEHBEZRET 2FIEOBMEETYS, —EOFRET
A ODHAFURIZDODVTIE, EDSBLUDBESHENI L,

51. TLRHYY—=2F5TlH, DS (FId=ZRMEA) 8&LUVEXR D6 (FrE2Id=X MMEA)
IZRT—EDHEFRELTRANT., FRYWELZRBRLAETAELGSHEL, TRTOEES®. B D1 (3=
R MEA) £IEED2 (FUAId=X MEA) IZRT T L— FREIZHSTIENDY T ILTHET 5,

52.  TLRHU—ZLRERHEBESBEMRENCEDST. TLRIU—ZV TS5 0%
SRBSEENS U ERET 5. & D7 OHUEREICH>THRRZESHTIIE. 1 BOBENS VT
+5TH%.

FIZRXhk (F2ZTZ=XR) 1EFFHD=0DREZER

53. HEEE (RD3BLUDA) Zal-IHEDAZEMEAG L, BEMEICHT HIEE D
[CAWS, 1RO VIZEVWTIRULEDI A/ 0842 —TL— MAIHFRBEEEH -SLA - 1BE.
ENENOIRA/ 0848 —TL—rZ2BERRT 5. SRIEEVEO—EOFMREAZELCHRIDT
L— AR REZBE-SRWMGEE, SUK 6TL—F) 2BREBRLATAEGSRN,

54, BAZFE (FId=-XAMERA) FHIEMEE (ZFUA23=2X MERA) £38H. M OMlaSHERS
B (RIE) BEZRET S, SENS O CTHEBRIIBBRMEORSEEIL. COFBRLEZEED 3 &,
HAIWEEINEENTRALGLEYMEDSSIIRESBREEREE 0.1 mM E£7=(X 50 uyg/mL &35,

55. BEYMBEOLEEE—EDFRRE. LETREL-REEENGHIBL. RDSEXUD6IZFR
THERATY TRV TCHET 5,

56. WABRBZF7IZRAL (PRI b)) ERIBRELEVEEYEICOVLWTIX, LAY —
U TCHEELEERETEERSAVEESRENSHIBL. RDS5BKLU DO ITRIFRATYITEH
WT., BEMS U TEHERLETFAIEZE S0,

FI=X FRGEICH 1 EEIFHIS >

57. EHGREHEZERLEZ, XRD5 (FI=X MEA) ICRT—EDFRRZTAHLT. HEY
BZAENICHRT 5. IXTOREZ. B D1 (FI=X MEA) TR TL— FEREIZH-T 3 &
DI T)ILTHERT S (K 453H) .

58. HAREE (RDJI) FHE-ITHEDAZEMEALL., BRMEICHT HREDFTMIALS,
1EDSUIZENT 1 MUEDIA O848 —TL— bAHFBREFFH-SLH-E=BE. ThEh
DIA4 084 83—TL— rTHREBLEIEEVMEIZODVWTS VEZEETL. BRRKIT 5, SRIEEYE
ND—ENFRBELEAREEOCRVODTL— IHIHFREEZBL-ILMEE. SV 6 TL—L) 28
HEE L IThIEE S AL,

FoEITZX FRBIZH T EEBIFH S > F UTFRIEAFHRR

59. FHEGREGEZERLEZ. XD6 (FU2Id=X MEA) ISRT—EOFREZANT, #
BRYEZLENERS SUREEIBHRTRARIC (RLTL—bET) HBT 2 (B%4588R) . ¢
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BEFB-IHTWHEE., 02K 6TL—F) Z2BHBRLETIAEGE S,
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RTHDEEX. IID3 (FUAI=ZRMERA) IZRIT TL—FREIZH-TIEDY T ILTRERT 5,
HARE (RD4) ZHRE-ITHEODHEEDEALL, HERYEORBDEMALD, —ED

DHICENT 1 MULDTA 7024 3 —TL— bAFBREEEZHE -SLEMNSHGE. ThTIADTA
Y0248 —TL—+eBHRRT S, SHRILEVEO—EDHFRELAREZECHTID T L— MR E

458

KDS57I-X MEARICERT 3SRIBFLELS L UBBRNEORES L UAM

T LADOSER 7 T LADOHEERE WEME FLZRYY) ok
el L . ;,;,307 DF5 DF3/3.33 | DF2
c1 1.0 x 10 PC 1.0 x 107 c1 10,000,000 x | 78125 x 3,000x | 128x
c2 3.0x 107 NC 1.0 x 10°% c2 1,000,000 x 15625 x 1,000 x 64 x
c3 1.0 x 101 sc 0 c3 100,000 x 3125 x 300 x 32 x
c4 3.0x 107 c4 10,000 x 625 x 100 x 16 x
c5 1.0 x 10%° c5 1,000 x 125 x 30 x 8 x
cé 3.0x 10 ce 100 x 25 x 10 x 4x
c7 1.0 x 10%8 c7 10 x 5 x 3x 2 x
c8 1.0 x *10°%7 cs 1x 1x 1x 1x
PC- BB (170-AFILTRFRTOY)
NC- [EHRE (ILFaXFOY)
SC- HERMEARFIXE
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wRYE FLRA7 J— .
Wifgéfﬁ;”’ Y = LAORERE (M) = oy a7
DF 10 DF 5 DF3/333 | DF2
Cl 10x 10% PC 1.0x 100 Cl 10,000,000 x 78125 x 3,000 x 128 x
2 3.0x 109 NC 1.0x 109 2 1,000,000 x 15625 x 1,000 x 64 x
C3 1.0 % 107 C3 100,000 x 3125 % 300 x 32 x
C4 3.0x 1077 SC 0 C4 10,000 x 625 x 100 x 16 x
cs 1.0 x 10 vC 0 cs 1,000 x 125 x 30 x 8 x
C6 3.0x 109 C6 100 x 10x 4x
C7 1.0x 10% C7 10 x 3x 2x
C8 3.0x 109 Tz AVHNOTEMT T=X M EE C8 1x 1x 1x
(M)
DHT 3.0 x 1070 (=ECs)
U = VN OR RSB T 2
=2 RE (M)
DHT 3.0 x 10°(=100x ECs)
PC- B (V=amY)
NC- (MR (LR ILEZ L)

SC- AEIxtHE

VC- RBEMNE (ATREQCT7I=X +FSREEHMEETEFELLY)

T—32 D
T—H DIEFHE
61.

BEFODET—2IERIU ELTREND, RD3IBLUDAITTT LI,

FEREENES

N=HE. BDELGNRIA—FEZRET DEOICUTOHERTY TEEHET . £T—%%. TLRY

J—Z U FERFEENS VRAICER SN T -2 0 RFAE S — FMZANT 5,

FIZXFFoE1IZD00T -

62. BWBRMELSIUSRIEEMEDHT ICOVWTUTZEHET S

o 3EIDHEMIREICEH T 50

RE c. BfHRIEIIZH T HEFEE (Vo) -

R E D RLU (/x{8i) - SC DFERLU

Yi=

DHTcs DFEJRLU - SC D] RLU

Yo=YV Y

FORI=ZR T w1120V T

FEEDOTH (Yo

63. BEBRYMEL L UVUSBIEEMED FLUIZDWTUTZEET 5,
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Yi=
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SC DFEIRLU - FLUcsy DV RLU

FERDOTIY (V,)
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Yo = 7K Y
E:FURTZR T vEAI2814% SC (E. ECso BED DHT £HEMLET vt 1 HHTH
%

1FE AT ARHEFIZ DUV T

o REc. REIICETAHBRMENHEMEMRB S:ZELHTHHIZ, LROT7U2T=X +
TyvtA ERLARZERY A, HEMED RLU (R1E ) X, BEMEREE (100x
ECso DHT &0 THEBDDET S,

o Ff-. HERMBEDEEMEME (So) D C1IREZ 100%& LT, HEYMEDERLLL-EHE
xR () 285HT 5. b5,

S
St =100 X —, c=cy,...,Cq
€1

Mt

64. TLROY—Z VG THEBLETRTOBBYEREIZCONT., UTOXICH-T., Mg
EHDOBHERE 0.01% ) b2 X-100 US—E 2 T—T% 100%IZHRE) 1239 5 LDH BHEREZEHT
V3

N [ fi@‘//‘AU'SC@‘/;AU
9% LDH /15 = 7%’%4?5 Dy A -
PGHESTHE D V-] AU - SC D] AU
I AU = IREEBAL

65. Enl. BHRME~OBRERICHBOEMHHBERREZRRELGZTNEGLEL, UTDIHE,
WERYMEIFEDRE THIRSENH D EHIT 5.

o 3[EIREHMD LDH 5%&@0)311"]/{—‘& OT—UDBHERED 15%EEA TS
L4 ii‘:'is Eﬁﬁﬂﬁ—cffﬂﬂ@ Ii‘t%nlb\

INSX—BZDEH

66. T—ADERLEE. RXZAVT. Ve T2 ICEEHER (ATEQE. 4 "S5 A—4) F#EH
ERRE

(Top — Bottom)

= Bottom + T
Y (1+10((LogEC50—x) e /[/fﬂ))
X= Fﬁ%it(ilﬁr@ﬂﬁ
y= ISE (HExEZHERE (%) )

T0p= E—jiu%ﬁﬁﬁ (%)
Bottom = =/NFEERE (%)

LogECso = ®mARMED 50%HEE SN b iEEDOX
EILAE = EIILAROAEFRE

67. FId=ZRXA AR TIX., SHBIEEYWED EC1o 8K U ECso ZRE L. HEEMED ECro. ECso.

PCioBELU PCoo HFRET D, PUHAIA_RMRABRTIE, SHBIEEYWED ICo 8LV ICo FREL.
ERYIE D 1C20. ICs0. PCoo B LU PCso FRET D, HBRMEDRSZ S SICHALANIZT 12612, EA
DIRE (FA=-XAMEA : RPCmax ; ZV#d=X FMEA : RPCmin) BEXUERARIERE (Fd=-X ME
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F:PCmax; 7R IR MER : PCnin) ##ET %, KID4 (FI=X MEA) 8KUEDS5 (724
=X MEA) 2. SZIZEIF NS A—2ZRTT %,

B DA47I=RAM7YvEA TRELI-HENED/NAASTA—2DHE

120m

110 —4¢— DHT
100 & —0— WM
90=
80=
RPCnax — 3 70= ® 100%
é 60
REF RPCs — fg 50
®
& 40= 50%
30=
20=
REF RPCio —— 10 5 10%
o-—-—.--=.-’?/...... —r m L LI T
15 -10 -5 L]
| Log [ME] i
3
W 2 2 3 3 £
z 28 88 g
ECio = FREPEDRKEED 10%NEHH SN S5RE
ECso = BERPEDORKIEED 50%NEH SN DRE
PCio = SBIEEYMED EC EFELVVRENEONIHERMEDEE (REF RPCy)
PCso = SBIEEYED ECs EF L VVREN R ONIEHRMEDEE (REF RPCs)
PCrax = RENRKEGLIERMEDREE (RPCraxITHHE)
REF ECsy = ZRILZME DHT ODRKIGED 50%NERINLHBE
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B D57V T=R b7 vt A TRELHBNED/ (S X — 4 OBE.

1204 —— JLESF
1104 —— HBME
100+ —2
17 TN
REF RPCs — 80 20%
__ 70
€ 60 50%
REF RPCs — ﬁ 50
& 404
g
RPCwn ~ — 304 °
204 100%
10+
"15 :.:..5| | | ™
IC2 = BEMBEDORKIGED 80%MHA SN DEE (20%EE)
ICs0 = BEMBEDORKIGED 50%HHASNDEE (50%EE)
PCeo = BBILEMED ICHo EF LULIEE (REF RPCq) MM HMBMEDRE
PCsy = BRILEME®D ICs EZLLVGE (REF RPCx) 21851 2 HEME DME
PCuin = [EEDR/ND (RPChin[THE) LLLEBRMEDRE
REF ICsy, = ZRILEMEDRRLEED 50% LG HRE
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68. WEMEBEICOLWTIE, MiRSEHOARABREOREMIS., T LI AERCHENELND
EIEFRLGL, COKSIHHEE., PTI=ZRX MRERIZE TS ECso 8K U ECro. BLUTUEZIT=ZX A
BRICHEITD IC0 BEV IC0 ERET B EMNTERL, > THARETHNIX, PCio. PCso. PCmax (7
=X k) &LV PCso. PCso. PCmin (FUAI=ZR L) ORETHHLTHD, NoDEIF. FHE
W2DDT—3HRA Y FMEDBHBERENSEETHIT I ENTE S,

69. T—RHERE (RD7) ITFRTESY., FUAIRXRMSBEDOEENE bbb, EOHRAN
FURID_RMTHDI L) #HET S, BEMDNBORBREZHET H5E81E. 2 DOAERGHER
(Ye&sr) 2RT. FUoAd=XAMABOFE 1 DEHRENH TITEINESMERIELEITNIELES
B (RD7SHE . £RETS > 80%) » HAHWLIL., EZECEDHEXFERE (Vo) LHEEBEMEDIERIL
HEMLEOMRFERE (s7) LORMOMBERBO-E (R) #5tET5H, COT7 A I=X MHAEOD
F2NGMEELRIITSHE (RD7SHB  R<09) , (AR-CALUX®/NJF— 3 Uik (5) ITRS
NTWBESIZ) ZOEEFK 100%EREFIEZHNE=O., FENDETH D, HBEORKROHANED
FEEZITHUARNENH D, BEFIROHIEFHALERIGEENH D,

ED.6.EMHMEMT 2 T=X | (R2£0.9) O, BFELEOHMFERIE ¥) LU
EREHRECEOHEMNFRE (S7)

FILES R
140=

120=
100=
80m=

60

AR FEEE (%)

40=

20=

Log [®EE]

F— SR

70. T2 DHEES FVHEBEMENGETHEINEETHIMDHIWICIE, R D7 OREZFERY
%, HREBESHTICE, 1EDBFEMHZ o THITH S,
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=& D.7.4EEAE
7 =2 MER
[ 1 WeERE OFARTERERE (Y.) 232 DLl EoiEEE U7- 2 EE T 10% (REF RPCy) LLET
HHGA,
Rex i FNLS DT R TOLGAE
TvyEI=R L
YEH
[ 7S WeERYE OFARTERERE (Y.) 232 DL g L7~ EE T 80% (REF RPCg) LLFT
HDHGE. o
PLTFoWTN»roO%E,
o BBFEICIHNT., WERWE O IE VR Rl et RO FE R R RE ST A% 80% &
%)

70X, UTFD200%tEZ2iT-4854
o IREIEEEIZINT, BERIE O EH L B R IR ORI X AR 80% L)
FCh s
o WERMIE O EHLE R IR O RIRERE (7)) LHIXTRERE (V) & o
OREMEHRO "% (RD) 209U FTHS

(341 TSN DTN TDGEE
71. K D7ITRTEED, HIREEEZROLIILLLBET—RIIR>TERAEINDS,
72. 274% (RD.7) [TMAT, BEDAEEIMENT TO—FICAVSZ EATED,
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fHE E. (BB% 3)  BEICKEBAZHL
f=E k 22RvI/MMTV_GR-KO #fifatk %= >
f=. E¥EMEOT7 FAFF7I=R+E
FUOTFUAI_REMHOBEHZEHREL
f=. 7Y FRS o Z2BEOEREFHILHER

BAICERITRERRE I VRR

1. ARREEHEATAHIC (ELHIC) EHOTE (RAX6~9H) .

2. 22RV1I/MMTV_GR-KO ZHl = AR NMEMDREICHEBA SN -EEEMELL (TA) HREEE.
AR ZNEAMIZRIRT 5 FRILIEAAMREE 22RVvVI ZHWNT, AR EOHEEBEEREZN LIRS WEEIC
DWTILEMEER Y ) —= 0T 5=OICHEL SNz (1,2), AEHEEK. TUoFRRA U RELTILY
TJx5—F¥EHFRETDEIZEY, EFM AR ZNLEEEERIES L UVEEERETES L 545
ZEREFEATWS, BALTFIVICHT HIEEMERFEDTFHICOVTOERIE. GR /v o7k
22RVAI/MMTV HEBERRIZIEIZIFAE LY,

3. BRMICERT R AR (X 22RVI/MMTV #ifa THRIET 555, UIETE AR (LEMHICKELRE
BERIFSHL, BRREBLARIL (R—ZALARL) NELHEL, DHT BEIZK Y AZC&KE L THER
ENEFL, thOLR—F —BIEFDT7 v EHBLTEREDLRLAFEEICEVWS ENRIESNT
W3 (2,4), 512, T2 E ARIZLNCaP #ifa & RZEIZHRIBT 5 (2),

4. FIaa)FaoA FEZEAKR (GR) (X, 22Rv1 &REMET AR LEIZNEAMIZHIET 5, GR L
AR [CHEEMICELULTE Y. AR EDVOR M=V ERTIRILEVERBILAVFEXBELTWS=H.
GRENLEDIHBIEENAR ZN LEZISEIZTF ST DAEEMEAH S (1, 3, 5), MR TH GR DHFKIR
ERETEHED. V15AEZ—bREERXES|') E— k (CRISPR) ./CRISPR & (Cas) 9 AT L
AWT, GR/ v2 7k 22RVI/MMTV #fakABFE SN T= (1, 2, 5)0

5. NYT—2a3VEHRICEVNT, GR / w277k 22RVI/MMTV #RaMRISELMEBLEMEZR LT
6)e NUT—2avE, BE—HOEEVMEDHEZRAVTEES N, CORBRET, BRUICITES
DRBRIERFIEETHD, CORBELZESYICEAT HAIIC. REMNITEKRDHLIBERMNFON LM
ESMERFT DL

6. KABRAA FSAVICHERL-AEOEES S URKEDSHAZMHE A TIRTY 5,

7. 22RVI/MMTV_GR-KO 7 vt 1 [, OECD VMG-NA RS IL—TD A oN—THHR ISR
BREBEF—LOXEZZTT. BEELRREERRZTLMMIEA (NIFDS) . BECFHBRAR
(KTR) 8L URBEXENRIILTz. CORBREE., TR CEMEOHRS L VEFEICET S
OECD O#l S A]) (6,7,8)ICBIFALANIL2OARFIZRA S LUVT7 A IR FOBREBIZHER
SN b, 22RVI/MMTV_GR-KO EMD/\Y) T—2 3 VERERIL. OECD A4 ¥V AXE (GD) 34 [>T
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Eigshtf-, ERLE-BHIZHTE7 vt/ DREMES S REESEARIEEE1T= (9, 10),

AEEDRE

8. CORBRETRESN SRR TIE. 22Rv1 HfatkERD 22RvI/MMTV_GR-KO #lifatk % AL
%, 22Rv1 fIEHRIZE FL FADA LR XMRV (EREERMYODRABME VA IILABEEDAILR) FE
$£9 5718, 22Rv1 #il8X ATCC IZCKUNAFAE—TTFT 4 LRI 2 MERICHEINTLNS (1),
22Rv1 #RE%ERAVWTERZTOHEE. £EPFENREUEZEBRELGTAEE LA, S L-Mak
IZ. 1 XD pGLA[luc2PIMMTV/HygrolX9 2 —Z%FH W TR EMICHERA L1- 22Rv1 HiIlETER I 5,
PGL4[luc2PIMMTV/Hygro]XY 24— A kaJLi&, 7B AH (Promega) #tEDREFAS AR %
REINTHY, i) TOAHUDSBALLEXLT v AREOFER. £ i) BEMAIV -1t
VAEBRTEEHDTAAHTHADERLR, OVWTIAMIBETHD,

9. 22RVI/MMTV_GR-KO #ifatZ FALV-AR7ZI=ZR b /7oA TR b7 vt A (LEBBEMIZE
LBEFNEGESREL, TLRIV—ZUTSUDEKER. @8NS VB VEHEMSEBHRE (AR7U42
TR MT7yEADH) 175, AFENSVIE, PdZAMERERET7ZUAd=ZA 7 yvEA4OVNT RN
I2BEBVWTTLRY == A BHEEEERLIEEEICOAERT 5, BENS VICEITA2HEBEMED
FIREEIX., TLRVU—ZV TS VTRET ., EEMELEDHEN AR BEET7U2AI=-XMTH
EMEINEHERT HICIE. BEERBHABEZAVGETAE RS (5% 288818)

10. AR7IZR MEADT—HHIEIE., HBRYEICIYFRINDIREREELANILIZEDNTILS,
COBEN, AR 7I=ZX FIBTHS 10 nM 50-DHT ICL YEBEHK EINTFIEE (PCaco) D 10%LLETH
HI5E. TOHBRYEE AR TOIRA MEHET, BHEBEMED AR 723X MEAICET 52 T—42 %
EFRD 2B TRESNS ;i) 800 pM DHT ZET TOHEBRMED 30%EELENDLY b4 7{E. &
Vi) HEMEAHBERERO REN0IXRE (BREIAI LUV 438HE) , MELEZFH-ITIHEE. FOILLEYE
FEDARTZUVAIDZRMEAET, T—EBMICODVTIIRE7T~41 55T 5, 7d=RXA B &LU7
VAOIZR FSBRIEEME DHTEEUVEALEZ S F) OHRBMAERERIGHEEZR E.1IZFRT,

EAARZIZRAFBEUZUAT=ZRAM7yvEAIZBLNT, FLRYY—Z=VF5
UTCHLNIBRBNLTBENBOGSE

TI== k TrvEI=A B =—=Ftl ol
120 120 ——
rE
100 100
S 80 80
Ko 60 g 60
o s
2 40 2 40 \
20 20
0 0
-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -11 -10 -0 -8 -7 -6 -5
Log JR£[M] Log 2 £ [M]
© OECD, (2023)

67



OECD/OCDE 458
BB EREOEIE

11. 22RVI/MMTV GR-KO ZDBREZIRILT 57-0I2, EEREFTFAEHABRZER LG TIERE
BV, PTdZRAMBLUVTURAIZRA M7y EAD-ODBRAERDRLEYMEEZ. KERTA K34
UFHE BNRB4a BELUBADIZFRY, COEFREHARIELGSBIZOGCLL 2EAEEL . ERITH
HBNDKRB4aHE LU BAb DEREHEDILEVEDNEE S MEL —H LB TNEE LA,

FIE

HEHF

12. 22Rv1I/MMTV_GR-KO #lifatki&. 22Rv1 E FEIZRDSAMARICHE T 2XENICHEBA SN
7Ry UREHEoMiEkTHY . fEET ARBGETHD, S%MEKIE. DEBRBSESE
(MTA) 224 L 1= £ T Korean Collection for Type Cultures (KCTC) 2h S AFTHEMNTES,

13. CORBETE, R4 375X EEFLVEREZAVGTAERZLHN, Y42 TSR
ZOEEIX. PCR 2MELENBREDHEZAVNT. H50 H5EBROBMEBHEIICITHLEITAIEG S0
(12),

AR DL EE

14. IEENDREMETE2MEHZIT 012, HBE (T4—T 7 —HF—VOERAEEBRZFDHT)
-80°C KB THRELETAEASAL, ML, FEEdEd st 2 EHREEL, EEPED (1)
FoRATUEEOFEICERT 5, #iEE 30 #HAREBATESEL TIEA LAV, MEREMEERIL 48
BETH D,

HFERR DIEFFH £ UIBTER

15. UTOEERET S GEMIT/NY T—2 3 VIRES (10) D SOP [ZREH)

o = HEFFEH : RPMI1640 12 FBS (10% v/v) . GlutaMAXTM™ (2 mM) . R=< 1) > (100 BfiL
/ImL) . RLT R4S 2 (100 pg/imL) B8KUTLERTU > B (0.25 uyg/mL) ZEFHMLT=
LM,

o HERIEM . Jx/—LL vy FEEFLEL RPMI640 ITF¥a—JL - THX 5 VUE (DCC) -
FBS (5% viv) . GlutaMAXTM™ (2 mM) . R=> 1) > (100 Bfi/mL) . A kLT bRy
(100 pg/mL) B&UT LHRTIUS 2B (0.25 pg/mL) ZFMLIEZED,

16. 22Rv1/MMTV_GR-KO #ifatk M » T+ X270 kajLlk, ATCC 22Rvl * > 5+ o700k
JJLIZEDNTLNS (1), MREERICHNOTERAT H:HIC. LTz 5—EEGEFERY—D—L&
LTNnNA45B8T4>> 200 ugimL 25T tEHch T, 22RVI/MMTV_GR-KO il = #1595,
22Rv1/MMTV_GR-KO #ifatk D2, 0.05% b 1) T U-EDTA &Y 4 0.1% k1) T U-EDTA A
FLL, Thix. BENESVZEMREEZEIL— A ODMBOSBENREEINSEOTHD, 7Tyt

2 22 Rv 1/MMTV_GR-KO #ifatkls. BEIRAREDEMERELV2—DVLEOTHY .. £EMERDER - RE -
5 B % 4T 5 Korean Collection for Type Cultures (KCTC) ™5 AF a gt TH 5, #l l2 ¥ (& KCTC
(https://kcte kribb.re.kr/En/) IZTERFEESN TS,

R4 : 22Rv1/MMTV_GR-KO cell line (KCTC No. HC30009)
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£ Tl #18% 3.0 x 105 MR/mL TRERKMICEB S €5, B8 LK 100uL (3.0 x 1044/ = )L
[SHH%) £ 96 T LEBTL— MIHET 5, BEFIC, MEI% 5% + 05% COz A V¥ 1 _R—4—K
T 37°C T 48 BSRY. FIEET 5.

17. FERIE D DCC-FBS [X. fhDIMERSDFHER/MRICHIZAS=-DIZFERAT 5.

JBIEHIE, AR 7I=X FPHEBHLEULAR P2 ¥ T=X FHIE

18. AR7IZR 7 ytATlE. £FL—FIZ, 10nMDHT TR L7 T =X FxtBB (PCacor)
2zl (n=4) . 0.1% DMSO DA ZSLHFEXE (VC) Z )L (n=4) . BLUHEEHEXE
(PCct; 1mMSDS) mxJ)L (n=4) #5ART S, ARFIZArT7vt4A4T100%DEEEBB-OHIC
10 nM DHT EE #:&RT 5,

19. AR Z7UVADdZA L7y EATIE. VC D)L (n=3) . 7Id=X +xtEE (PCacoz; 800 pM
DHT) 9zl (n=3) . AR7ZYAIT=X bt (PCanta; 800pMDHT LU 1UM EAILEZ I K) &
)L (n=3) . BLVHBEEEXE (PCcr; 800pMDHT LU 1mMSDS) )L (n=3) 2&7L
— hZEHRITRIER S,

BltH k VB DEFIRE

20. BT7vLADSREBEEEZ, ES50D1HOTL—FEDLBTFAELELEWL, ARZPIZRX T
vAIE, HELATRICHLMIIA TS 3 BEOSHEIZE  BEAMIZIE 2 BEOGHSRIZE
DHT 8&UARZ/0V) &V 1 BEORESRIZE (J2ILEBOIFILAFTIL (DEHP) ) H
515, ARZUAIDZR T vt DSBIZE(L, 2BEDOBHESEIZE (EHAILFI FELKUVUERT
T/—ILA) BLU1BEDEMESEIZE (DEHP) 55,

ARZPI=RF " FoAT=RF7vt1DIEEE

21. PC (AR 7d=X k7 v+t4 : 10 nM DHT (PCaco1) ;AR ZYAI=ZA 7 vt4 : 800 pM
DHT (PCaco2) ) MEHIL LTz S5S—EFMHILZ. ARFIZRA P yvEATIEHEETIL—FDFEHVCDH 13
B, ARZUATZA M7 yEATIEFES VC O 10 EUETHITFAELZSEL, Py DREBEE
HZEAL TIE. PCioDREERZEMN, VCDFERED 1+ 21 BHFE (SD) #HALITAIELSAL, EH
LA S FORERIGHEDIE L, 1BETO PCavta (800 pMDHT EX U1 uM EAHILAE 2 F) DEXTHY
EEEM (RTA) M, ARZUATZA T v EAIZEITS PCacoz M 53.6% K THITHIEL DALY,

P2

REAARZ7IZR M7 vEA DUBFRE

A=k Log PC1o Log PCso HEREE
Su-YERATFRARRATAY | 5o~ 97 ~106 ~-9.0  |1.0x106~1.0x 1072 M
(DHT)
ARA /Oy ~12.3 ~ -9.8 ~102~-86  |1.0x106~1.0x 1072 M
79””%%;'?;;”\*9”’ - - 1.0x 105~1.0 x 101 M
PCaco1 DFEEEER >13
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PCioDFEER 1+2SD (VC MiFEERE) %#BZA 5

PCioDFEEE . AR PId=X FxtB8 (PCacot : 10 nM DHT) ® PC1o (10%) [Z4B24 SD : ZE#RE. VC :
BRI AR

22. LTDRKIZEK Y. PCacot DEERBZREZELHT S -

PCacot (10 nM DHT) ¥ RLU
B EOFEY RLU

PCaco1 DEFEEER =
* RLU : xRN E

HE2AR7UAIRAM7vEA DEBEE

L&Y Log ICs0 Log ICso S ER &G
EAILEZF -7.5~ -6.2 -7.0~ -58 1.0x104~1.0x10°1°M
EX7x/—IJLA -6.6 ~-54 -6.2 ~ -5.0 1.0x105~1.0x 107" M
DEHP - - 1.0x105~1.0x10"" M
PCaco: DEEEEER >10
PCanta® RTA (%) <53.6

23. LTDRKIZEKY ., PCacoo DFEERZERZELHT S -

PCacoz2 (800 pM DHT) ¥ty RLU
B EOFEY RLU

PCaco: DEEE(EE =

PCanta D ¥ RLU - VC M ¥4 RLU
PCaco2 D1 RLU - VC M5 RLU

PCanta® RTA (%) = x 100

* RTA : AxtMEREEHE

BREHR

24. BREHERIE OECD GIVIMP [2ED< (13), DMSO F- (3@t LB F P TRE 1M (Rbvyd
BR,MREEETVIILFRIC01%R FY VBRI GEHE 1 mM) DEEOEBRMER by VB REHRR
T 5, MENROONIGEEIE. TORX MY IBRED 10 5D 1 ODREOFHEERA MY I BREBHAE
L. ShEHENIBOONLGLLEZETRYIRT,
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WENEDBRES S U7 vt 1 T L— At

ARZI=ZX,FPYvELICHEIFIBEBTLIO—=205>

25. BMRERR (LLSE) TRELEEESEAMYIVBREEDRSHEBRYMEE. DMSO (F1=1E7
DB LBED) T 1:10 DL TEREMIZHEIRT 5, DMSO DRIEEEMN 01%EEB L3112, FRREREFK
TEIERIZINZ B, HEINDZEVIIILDORKREEIZ100uL THD (Fyvt4 TL— bh o REREH % E
URE., BRYEZSOHARIEHMTERT S) . KEEICOEIEDVILEFERT S, ARFI=X+
TytADSEEE (DHT, A RE2/0VEELV DEHP) 2& 7 vt4A CTRHETH&, AR 7I=R
F7vt4 TlE, 10nMDHT TUE L= )L (PCaco1) . 0.1%DMSO DHTHMEL = )L (VC)

HELUV 1 mM SDS TUHELED )L (PCer) 28 TL— MZEOHRITAIEHESHEL (RE3) . HEBERY
BOTL—+bTHA OB EREAIZTRT, HEBEYWEEZHRME. 7yE4TL— % 37°C+1°C, 5% +
0.5% CO24 »F 1 R—4—RIZ 20~24 BfEIFFE T 5.

KE3SRIEEMEOTL—FRE (M) BIYHTOH,

DHT ARE/BY DEHP wEME

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A [1.0x10%| — — 1.0x107® —  [1.0x107° —  [1.0x107%| — —
B [1.0x107| — — 1.0x1077 — —  [1.0x10°%| — —  |1.0x107%| — —
C /1.0x108| — — 1.0x1078 — — |1.0x107| — —  |1.0x107%| — —
D |1.0x10°| — — 1.0x10°| — —  [1.0x1078| — —  [1.0x107%| — —
E |[1.0x107"° — - [1.0x107'°] — —  [1.0x107°| — —  [1.0x107| — —
F [1.0x107" — -  [1.0x107"] — —  [1.0x107% — —  [1.0x1078| — —
G [1.0x107"?| — - [1.0x107"%] — - [1.0x107" — —  [1.0x10°| — —
H vC — - - PCaco1| — — — PCcr — — —

= VC : BiEXIER (0.1% DMSO)
* PCaco1 : AR 7I =R kxtBE (10 nM DHT)
= PCcr : #IR@EMXEE (1 mM SDS)
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R EAHBRMEOTL—LEBE (M) EY HTOH,

HERYEA WERYE 2 HEYE 3 WERYHE 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A [1.0x1073%| — — 1.0x1073 — — 1.0x107°| — —  [1.0x10°%| — —
B [1.0x10™%| — — 1.0x10™ — — 1.0x10°%| — —  [1.0x107| — —
C 1.0x10%| — - [1.0x10°%| — — 1.0x107 | — —  [1.0x1078| — —
D |1.0x10%| — — 1.0x1076 — — 1.0x10°8| — —  [1.0x107°| — —
E |1.0x107| — - [1.0x107| — — 1.0x107°| — - [1.0x107°| — —
F [1.0x108| — — 1.0x1078| — —  |1.0x107"°] — - [1.0x1°"1 — —
G [1.0x10°] — — 1.0x107° — —  |1.0x107""| — —  [1.0x107"?| — —
H VvC — — — PCaco1| — — — PCcr — - —

= VC : At (0.1% DMSO)
* PCaco1: AR 7I=X k%tEB (10 nM DHT)
» PCcr : #ifaB M (1 mM SDS)

AR ZI=ZX F7 w1 IZHITBEEZHS >

26. TLRIY—ZV TS TARTZIZR MTHD EHESN-HRYMEICOLTIE, QEHS >
TEHITRRLETAEESHEL, TLRYY—=U TS5 0T LIZRERGHELN SHBRME D&
BIREZREL. DMSO AT 1:3 £1=1& 1:5 DL TEEMIZERT 5 (T8 E.1 S8) . DMSO M
ERIREN01%IZHEDEIICCoDHERBZKEEIZHML, EREZIETHRT S, ITD
HRE, RERICHROFUENTDICALOHICLGIRETRET S L. COXIBEHEERT ST
. TBREOERYHNRD o HBFROCHMIAKIZH L THIRSHERZFRT S ENHBALLEREZ.
RRMASMICEOTEALEL, HEINDIEIVIIIORREEF100LTHS (Fyta1TL—F
MNORERIEMZRYBKRE, HEYEZSTHREMTERT D) . QEHNSVICETLISBEER IV
HENEDTL—FREKX. TLRYV V-V IS VERLTHD. WBMEEFIME, 7yvw1TL
— k& 37°C+1°C. 5% £ 0.5% CO24 »F 21 RX—4% —[ANIZ 20~24 FFEEFHET b,

ARFZUOEIT=ZR,FvELIZHIFEBILRO—=205>

27. BEEHER (LK) TRELEREA MY BAREEDEBERYMESE. DMSO T 1110 DL
TEHRREMIZFERT 5, DMSO ORKEEN 01%EHB L3112, ChOLDFRKEKEERIZMZ 5,
HREINLIZZEVILDOREBEFX100UL THD (TyvtEA TL— bHhSHREBEEMZRYKRE. HBRYE
FEUHRISHMTERT D) . ARFUAIR N/ DSHEIZE (EAILFZIF, EXT7/—)L
ABELUVDEHP) 287 v EA TRBRTSHE, ARZUBATZRA M7y EA Tl AR 7I=R FRER

(PCaco2 ; 800 pM DHT) . AR7 A2 =X FxtHB(PCanta ; 800 pMDHT LU 1 UM EAIILEZ S F) |
B L UVHEESEXE (PCcr; 800 pM DHT & U1 mM SDS) %% d 5 (RE5) ., #HBEMENDTL
—rTHA UEREGBIZRT, VC 2BE, IRXTOIILICEERENT7I=X FSRBILEME (800
PM DHT) Z&HML T, FA-R MEEDOREZATET 5, #HEBEMEEHRMNE. Tyk/ATL—+ %
37°C+1°C. 5% +0.5% CO2 4 ¥ 1 _R—4 —R[Z 20~24 BB T 5,
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RESSHBIZLEDTL—MNEBE (M) Y HTOH
EhLES R EX7x/—ILA DEHP HWERME 1

» VC : AR (0.1% DMSO)

* PCrgo2 : ARZUA DA 7Y EAHDO7I =X F%HB (800 pM DHT)
* PCantA: AR7 VA DR MR 1uyM EAIILAZ 2 K)

» PCcr : #iRaEMXtB (1 mM SDS)

s GL—D I T)LIZIEZ800pMDHT #&8H 5
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K EGHERMEOTL—FNEBE (M) BY HTOHOH

HEBEYME1 HEBYE 2 HERYES3 HEBYE 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A [1.0x1078| — —  [1.0x107%| — — | 1.0x107° — —  [1.0x107%| — —
B [1.0x10™%| — —  [1.0x10™*| — — [ 1.0x107® — —  [1.0x10*| — —
C |[1.0x107%| — —  [1.0x107%| — — [1.0x107| — —  [1.0x107%| — —
D [1.0x10°% — —  [1.0x10°%| — — [ 1.0x10°8 — —  [1.0x107%| — —
E [1.0x107| — —  [1.0x107| — — [1.0x107°| — —  [1.0x107| — —
F [1.0x108 — —  [1.0x1078| — —  [1.0x1071%  — —  [1.0x1078| — —
G [1.0x10°| — —  [1.0x107°| — —  [1.0x107"| — —  [1.0x107°| — —
H vc PCaco2 PCanta PCcr

« VC : BEEXE (0.1% DMSO)

* PChaco2 : ARZUAIT=ZR 7 vt/ ADT7I=X >t (800 pM DHT)
* PCantA: ARZ VA TR MR (1uM EALEZ 2 F)

« PCcr : #IBEE X (1 mM SDS)

» JL—M 7z )LIZIX 800 pMDHT 2585

AR 722 TZX f 7wt 1 57 EEIZHIZ > F & D IFE X FE R

28. TLRY)—=ZoFS5oTHREEHTFEENE AR PO TR F2HEICRET =5HIZ1FE.
800 pM DHT & U 100 nM DHT Ol A ZAHWVWTEENS VB L UEEMRBREEZRE L2 Th(Ek
S5, TN 2 E5DEEMDHT 27 VA d-A M7 yEAI2EDHBEIZKY., TED] ARTUA
IR FDEERICHEDOREIZCO I FAEL, CAODIEEYEEEBEMNLBEBEELERATESLLSIC
BHRZENPFEEIND, TLRY Y —ZV S VTR LERERIGEHEBN SBERVENDRSEEFR
FL. DMSO 2B T 1:3 £ 1:5 DL TEHREMICERT 5 (115 E.1 B38) , DMSO OREEEMN
0.1%IZHB LSO DFFEEKEEMISHML., FBEEZ 3 ETRERT S, #HREIWDZZEIL
NDREBEIZ100UL THD (TyvtATL— D oiRBEEmERYKRE, BRYWEZSORRIEHTE
#9353 . SBEEODTL—MEREIX. TLRYVIV—ZUI50ERLETHD, BEMEDTL—LE
BEXRE7TIZRY, ARZUAID=ZRA 7 vytA Tld. AR7I=X +xtBB (PCacoz ; 800 pM DHT) .
AR 72A#d=ZX 3B (PCanta ; 800 pM DHT & U 1 uM EAIILEZ 2 F) | &L UMEEMEXR

(PCct; 800 pM DHT & U1 mM SDS) #H&ET 5, TL— FREZRE.7IZFRT . HEMEZHM
%, 7ytEA4TL—F%#37°C+1°C, 5% +0.5% CO24 »Fa_R—42—R(Z 20~24 BB T 5.
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R ETHBRMEDOTL—FEBE (logM) ElY HTOH

HERE 1 WERMHA 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A -5 — — -5 — — -4 — — -4 — —
B -5.7 — — -5.7 — — -4.7 — — -4.7 — —
C -6.4 — — -6.4 — — -5.4 — — -54 — —
D -7.1 — — =71 — — -6.1 — — -6.1 — —
E -7.8 — — -7.8 — — -6.8 — — -6.8 — —
F -8.5 — — -8.5 — — -7.5 — — -7.5 — —
G -9.2 — — -9.2 — — -8.2 — — -8.2 — —
H VC PCaco2 PCanta PCcr

= VC : AEXIE (DMSO)

* PCaco2 : AR 7IJ =X +xtHE (800 pM DHT)

* PCanta: AR 7 UA TR b (1UMEAILE S R)

= PCcr: HIf@EMXHR (1 mM SDS)

= JL—®M™)LIZ 800 pM DHT %&MMd %

BN L—OH T ILIZ 100 nM DHT #%&m3 %

I RFi1> FDAE

29. AR G Z 2D ULV T I Steady-Glo Luciferase assay system (Promega, E2510 £/ IXREFD 1L D)
. RS OVWTIREME IO T 7 —E#H&H P X7 L (Cell Titer-Fluor™ Cell viability assay.
Promega. G6080 F=IERAZENE D) ZAVWTI YV RRA Y F2BIET 5, MBABRERLSELIULY T
S—EEMHOAEEIE—DTL— FTITS,

30. MEEFERT v EA(ZDNT

. HEXEDERIZHK - T, HRERFE (CellTiter-Fluor™) HEZRHT 5,

. 20 U7 TV OMIREGFERT v EARHEEL, WBRYMEZAMLERAA T vtEAa
JI)LIZEEMNZ %,

° TFyvtEA TL—bEA—ER L T —h—TERMEST 5,

) TytA4 TL—r#%#37°C+£1°C. 5% £0.5% CO24 »F 1 R—42 —AT 1~3 BEEE
ERCE

o AoFar—F—hoTL—rZBRYHL, HEHXLEE (380~400 nm Ex/505 nm Em)
FRVTHIRSEZAEYT 5.

31. W2z 5—ET7vEA4IZ2DLNT
o HFEXEEMDIBRICK-LT, WP Tz5—HETF7vtA (Steady-Glo) REFHRHET S,

o MIMABERTYEARIZ. 0 ULV T ILDILS Iz 5—ET7 v A REEZT7 v 4D TILIC
BEEMZ 5,

o 7ytATL—FrDLEEETILIRAILTENENLL, BRETS5~102MHBHET 5,
o EAATFEEZAVTLLIIS—EERZTATET S,
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F—5 DB

HEE T
32. BASEFTRE Lz RFU BfLDMREtZiLEk L. ROKSITEBRT D,

o ARZ7IZRAIMEBLIUVARTUAITZZXIHE (AR 7IZRX 7 vt4 : 10 nM DHT, AR
FURIAZRX M7 v+tA : 800 pMDHT) OFHEZE 100%ET 5,

o ffaFZMXE (AR7I=ZXFr7vyt4 :1mMSDS,. AR7VAI=X 7 vyt4 :800pM
DHT & U1 mM SDS) DFHEZE 0%ET S

33. HMREFESROBR. HOREOHRYENSMBEFERE 20%ULETS LGS, H&R
EITHAEENH L EHT 5, MIASEUELIHLIEEZONIIRTOREZFENGKRNTEH &

34. MEEREERT7 v EAI2HE1T5 RFUBNALDT—2ERIILUTOELSYTH S,

Y o BERMEOFH RFU - PCor OF 1 RFU
MIERE (%) = PCOFHRFU-PCoOFHRFU  * 100

*RFU : fAxfRHSCE

T 1 S—HFME
35.  BBEILYBLNERIUBROERSTFILTF—LERHBL. ROLS BT S

e ARZ7IZRIMBLUVARTUAI=X 5B (AR 7Id=X 7 v+t : 10 nM DHT, AR

FUATZR RF7 vt 4 : 800 pMDHT) DFEHIEZE 100% & T 5,

o HIEXE (0.1% DMSO) DFEHEE 0%ET S
36. FIAZRAMBEIUVT7UATZR M7 vEAI2ETS RLU BEAMASDT—2EHRIIUTOES Y
TH%,

, WERME D FH RLU - VC OFH RLU
RTA (%) = PC ®F# RLU - VC OF 4 RLU x 100

«RLU : #5565 8- RTA : HAxIMEEE M
INSHA—ZDEH

37. AR7IZR M7 vtA Tlk, BEOHEEMEIZDOLT., BEAXED 10%D%HE (log PCio) I
HYTIHRZSISEHEITEE. BLUEYRGSICE. BERED 50%0D%E (log PCso) [CHEHT
DNBEFEIEFRITREZRTLETNIEASEL, log PCxfE (x £ PCacor EHLLEL T 10%F =1
50%MFEREE LV otz BIRLEZEEZTRY) OFBAZER E.2 (ZRT, log PCio & & U log PCso fEI.
PCacot (10 nM DHT) 2K YFEINDEEFEMED 10%F /=1L 50%FFHRT LTSN BERYE
BELEETED, RlogPClEx. BEEMHD 2 DDLEHT—4 R4S v FERAWN-BEMAZEREIRIC X
YUEHETEZENTED, log PCIEDT CLEFTCTOT—2RDERERE, ThTh (ab) LU
(c,d) &L1=ZE. logPCHEZRDKXEZRAWVWTEETE S, log[PCso) DEH A EZRE2IZRT,

log[PCx] = c+[(x—d)/(b—d)](a—c)
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B E.2. log PCx{E& H D BR&E

*AR7IJ=X +F7vtA Tl&. PCacor (10nNMDHT) #&7vtA4 TL—FrIZEDHB,

x93 %
=n

b
: [
eo =

-
-

10 nM DHT {
==

110
100
90
80

-12 -11 -10 -9 -8 -7

a
Log & EE[M]

6 Bo Pt Rt

458

38. AR7UBIZR T vt/ DHFE. BHEHKBRMEIC DT, 800 pM DHT THE SN LHEEE
D 30%HEZRTIEE (og IC) . H&LVEYAIHE(L 800 pM DHT DEHED 50%HEZEZ RTIEE
(log ICs0) Z#1BTRT B, log ICx{E (x & PCacoz &LE#E L T 30%F 121 50%DEAF L L o1z, FEIRLT
BEZETRY) OFRBAERE E.3 TR, log ICs fEFH & U log ICs0 fElX. 800 pM DHT IZ & 2EEEHED
50%F 1= 1E I0%AED VT NI EFERTHEHEESNIBERMEDRELERTE D, & logICkiEZE.
BRESEMD 2 DDEHT—FRA U PRV -BHALBEERICEYVERT S ENTES, log ICKE

DEFCLETCTDOT L RDERE. ThEh (cd) BLY (ab) &Lf

ZRAWTEHETZ %, log[lCso) DEHEDHMEEZR E3ITRY,
log [IC4] = a—[(b—(100-x))/(b—d)](a—c)
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[ E.3.log IC {EE H D RS =

110

—
[=2
(=]

=2
=)
S

30%ME

0
o

=
[=]

50%fR &

800 pM DHT {23 % %

a
Log JBE[M]

*AR7UA IR 7 vt4 TlE, PCaco2 (800 pM DHT) &7 vt4 TL— &L,

39. BEMTEBEHREDOES. 2 DORBED DHT ICXARIGERAIT H1-HI1Z, 800 pM DHT %{FMA
LEROERE cCIZBIT5HxEEREE Yc& L, 100 nM DHT Z#ER L-EBOEE c (28T 2 BExiEER:
#ScéT D, YeFERIEScORLUMNSODT—EREHRIZILUTOERY THSB,

FERME DT RLU - VC DF RLU
— 0\ —
Yo &1l Sc (%) PCaco2 D1 RLU - VC M5 RLU x 100

40. BERMENED GREM) AR 7UAT-X NTHAINHMT 5102, ZERBEDHEXFERE
Yo EHFEMLEDHMFEERE ScOBMDRERBO-ER2ZEH L=, RZA 0.9 KREDIHZE. Z DOHER
MEEZEDART7UAT_RAMEHTELz, ENARTFUAITZR FEHEMNT B0 RZOK (X, /N1
T—oa UBREEITEHEIN TS (6), (AR-CALUX®NY T— 3 VEBRBEZICREIATVS LS
2) COEET 100%HEEFEZLRNVED., TENVETHD, HBOBMKONANEDEZEEZZTD
AREMENH D, BEFIRDFIENADLELRISEENH D,

41. BOLNLOMBREENH D ERBHMLEDTEAN RBEEELL(ELSERLY, BHONAL
TREGENHA-H, PTIZRA MBIV TUVEAITZR M vEAIZEVTT—2 28 RT HERICIEER
[CANDRLENHD. #>T. ARNEMDETEELMIESHEEZRLT vt4 T L— F TREICEFHET
RNETHD. MEASUEARROER. FRVEOHLIRECSVTHIREFEAS 20%U LB LI5S,

COREIMEELEETT EALGL. MREERESLUVINEBA DREZTMA, SRNT 5,

TS EE

42. HMEEELATVNERICETA3T—2DHER L UVHEMELNGETHIMIZETH DH O HE
R ESBIZERY,

© OECD, (2023)

78



OECD/OCDE 458

43. ILEYEEART7I_AMELTHETSICIE, log PC0ERETHENTESBENT LR
D=2 0I2%NWT, 2 AOABEMS U T—BT3EEAEONDLILS., —HLEWGEX 3 EE
DEFEMS VEITORENH D, TLRYVY—ZUFSUNEMDESE. Q EBE®) 72+0—7v 7
DTLRY) =TSO THREHERT D, 1 AEDTLRIY—=V TS5 0MEET 2 BEOTL
ROV —Zo 0S5 ohBETH =58, SEBED T LRI —Z UGS U%BMTERET 5, ART7 Y
AR FDIGE. loglCa0E LRI —ZV TS 0TEHL, BHEMMBREBEKICOLECED 20
(BX 3 @) O MiEEEEEHLLEL) BENS U THRT S, BEUXRBIZH IT52HEMED R2A
09XKETHIEE. HBMBLZEDARTZUATZAMEABRTIENTZEN., THIZEMDEMR
DHENDHELBEENHS (BE40SB) . ARTFUFZIZRXMTEHABWMEEYEX, V< EL 2H
DITVLRY )= TS5 0I2HITHEEOHER (EGHEERIEN) ITEDWTHET S (RES8) .

K ES.BEE S UBIEDHIEELE

s FOITE RPCoax BHERTHRDIEE D 10% & FBFEE LTI NEBAD
ART F=2Z | 5t

> o q
7 Bt | 2R DTS TOEA,

i PeBRVE UL T 272954 1) MREEZ2 kb TICHBRME O log
AR7 V& d= IC NEH &, if) K5 S BRI BV T R28 0.9 R T 5,

AN oA
7 Bt | 2R OFRTOEA,

s IARTORBRTHESEZADEL,
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R EA

1. AEMS VICEIT5REREDREE
2. TLRO Y=V 5 U THEBYENGELHESINIEE. @BV VEEEL CTHEYE
DERDEEZEHEICEITET 5, ARFIZX MERHICEAL THEICHEINIBEMEILNTLE, N
—RATAVEEDEEN OB LIEERICHBERE T ILENH D, ARTUAI=X MERIZE L THBHE
[ZREINIBERMEIEINITNE, R—XASAVEEDEENLLBIERERICHRZETILELH D,
ARETHNIE. BEHEHIE T &LI1Z PCro, PCso, IC20 B XV ICoEZEHT S, @HEMARTZ7IZRA /7
VAIZR T yEAE. REEZ 6 V)T L—FtD 3B IVIIILTHEL 7 BBEO—EZDOHFREK
(MB3FEIF15DEBFER) THEREINDG, BREROS VOFBEEFRETDHICIE. UTOREZEFER
ERGR

s TLRYVY—ZVI 5V DHEERENL, HBRYMEN AR T IR 7 v EAIZE T PCofEDHTH
MTHEHCENTRINGEE (MESENLGC., BHOHEAEZEZ SHBRNEDREHRLE
DRA, 1DEFTHASER) . BENS VIE. RRBBREMNSHRT 5 7RED 1:3 FREZH
WTERT S (BI13]) .

s TLRYY—ZVTZVDHEERNL, HBRYMEN AR TIZX 7 v EASIZE VT PCofEDH T
MTHEHCENTRINEGEES (HESUENGC, BHOHEAEZEA SHBRNEDOREMHRLE
DRA. BHEHHEE) . BENS VL. ZRXBBRENSHIBT S 7TRED 1.5HFNEEANTE
&Y 5 (288 .

c TLRY V==V TS5V DRENL. HEMENART7I=ZX 7 v EAIZHE LT PCio 8 & U PCso
ETHEETHEENATREINIEE (MREEALC. BHOHEEEZBEZ SHERVEORE
B EoRMN. BHHDHHE) . BENS VU TERT S 7 REOFREAOFBRERX. TLRY )
—Z VIS VICETARE LANLDBEERTREN 105ET S (BI3SR) .

c TLRYY—ZVIZVDHERENG, HBRYMEN AR TIZX 7 v EAI2E T PCo EDH T
MTHD (FEPCoENFEHTERVARKEEN 10%LULTHD) ZENTRSNEEE (M
fREUNG, HRYEOREHRLOINTORNGHDOHEEEZEZ55E) . BFENS Y
TEAT S 7 BREOARROFBREEE. TLRI V-V TS VLB 5RELANLDIGEE R
TRED10EET D (BFl43H) .
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BENS VIZEIT5 1:3 BREROBLERE AENS VIZHITS 1.5 RERSROBIRIEE
120 \ 120 \
110
o 100 .
o 90 :;
= 80 o
?{?} 70 :{:}
£ 50 PCxo PCsy
#H 40 Eal
s 30 s
20
10 PCio PCyo
0
- 12 1 10 9 8 7 6 5 -4
Log iE%E (log M) Log iEE (log M)
511 151 2
BIEHS VIZHEIT D 1:5 REFROBRRE VRS VIZEITS 1:5 REFROBBEE
120 / 120 S
110 ¥
= 2
;ﬁ e
Tor
& ®
U u
RE PCsyp g
5 ?ﬂ; PCsy
= o
PCyo e,

-7

-12 11 10 9 -8

-12 -11 -10

-9
Log iR (log M)

-8
Log iBE (log M)

51 3 151 4

s TLROUY—ZUTS VDRI L., BEYMEN AR TR IR T vEAI2ETS IC0 EDH
TEHETHLIZ ENRBEINIEE (HREENAEL, BRENGHOHEREZBZ 2WHEMED
EERBLEOAN DT THDIEE) . BEENKRIEI. R RBEEEENGEHBLT7TERED1:3%F
RBREBAWNTERT S (Hl558) ,

s TLRYN—ZUTS VDRI L., BEYMEN AR TR IR T vEAI2ETS IC0 EDH
THEHETHIZEATREIN-EE (HRFENEL, BREINGHEOHERELZBX 2HEMED
EEMR EOANEHHIEE) . AEMNRRIL. BABEEENSRBLT7TERED 155 RE:E
AWTERT S (fl6sHE) .

« TLROY—ZUFSUoDEREIS., BRYPEMN AR PUATZRA M7 ytAI2E1F5 ICao BEU
ICo ETIHMETH D EMNTRESIN-IHE HBESENLEL. BENGHEOHERLEFBZ SHER
MEDREHRBLOANERHDIER) . AIENRBRTHERAT S 7 REOFTREDRKEEIX., 7
LAY Y —Z oS UIZBH2RELRILDGEEZRTEEL TS (Bl 7S8E) |
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s TLRYVY—ZVIZVDHERNL., HBRYMEN AR TV TR M7 v EAI12E1T % ICso EDH
THEMETHS ENTRBREINT: (FE, ICo EAEHTERLY) HE (MESENG . BERY
BEOREHBLEDIANTORNGHDOHELELZEAS15E) . BRMNHRTERT S 7 REOH
RBROFREEIX. TLRV)—Z TS VICBTRELANILOGEERTEEET S (Bl 8 &

’) .
AENS VIZHEITS 1:3 RESRORREE BIENT VIZHBIT S 1:5 BEFRORBEE
120 f

=
B o
I\l for
o ICa = ICs0
& 0
U ICsq REE ICsq
& sl
a 5
)
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B el
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	1 はじめに
	1. 内分泌系かく乱は、(i) 内分泌系に関連する核内受容体を介したホルモン作用、(ii) ステロイド産生酵素等を介したホルモン産生、(iii) ホルモンの代謝活性化または不活性化、(iv) 標的組織へのホルモン分布、(v) ホルモンの体内からのクリアランス等を含む様々な機序により発生する。本試験ガイドライン（TG）は、アンドロゲン調節性レポーター遺伝子の転写活性化および阻害のみを対象とする。
	2. 本試験ガイドライン記載の試験法の結果を、in vivoの細胞プロセスまたは生理学的プロセスにおけるアンドロゲン調節の複雑な状況に直接外挿するべきではない。
	3. 本試験ガイドラインでは、アゴニストおよびアンタゴニストを検出するアンドロゲン受容体転写活性化（ARTA）試験法について説明する。本ガイドラインは、アンドロゲン受容体アゴニストおよびアンタゴニスト同定のための、機構的および機能的に類似した複数の試験法で構成されている。本試験ガイドラインに記載されている、十分に検証された参照試験法は以下のとおりである。
	4. これらの3つの試験法は、同じ評価項目、すなわちリガンドが結合したアンドロゲン受容体によるレポーター遺伝子の転写活性化を対象としている（段落5および6参照）。試験法間の類似点および相違点の概要を補遺B（表B.1およびB.2）に示す。これらの3つの試験法はすべて96ウェルプレートで実施されるが、AR-CALUX®試験法についてはハイスループットの適用例も報告されている (4)（しかし、OECDガイダンス文書34、2020によれば検証はまだ行われていない）。試験法1には、アンタゴニストではなくアゴ...
	本試験ガイドライン記載の試験法の背景と原理

	5. In vitro転写活性化（TA）法は、化学物質の特定の受容体への結合、転写活性化に続くレポーター遺伝子（luc遺伝子等）の転写および翻訳に基づいている。これらの試験では様々なレポーター遺伝子を用いることができる。TA法は、エストロゲン受容体（ER）やアンドロゲン受容体（AR）などの特異的な核内受容体によって制御される遺伝子発現プロファイルの評価に用いられている (5) (6) (7) (8)。これらは、核内受容体介在性の転写活性化の検出法として推奨されてきた (5) (6) (9)。
	6. アンドロゲンアゴニストおよびアンタゴニストはAR結合を介してARのリガンドとして作用し、アンドロゲン応答性遺伝子の転写を活性化または阻害する可能性がある。この相互作用は、アンドロゲン調節系（細胞増殖、正常な胎児発育、生殖機能などに必要なプロセス）をかく乱することにより、健康への悪影響を引き起こす可能性がある。
	7. OECD（経済協力開発機構）では、1998年に重点活動項目の1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、既存のものの改訂および新規に作成する作業を開始した。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の概念的枠組みは、5つのレベルから構成され、それぞれ異なった生物学的複雑性のレベルに対応している (10)。この試験ガイドラインに記載されている3つのARTA法は、レベル2「選択された内分泌機構...
	8. 本試験ガイドライン記載の試験法は、単独で安全性評価の判断に使用することはできない。これらは、in vitro（抗）アンドロゲン活性を有する化学物質の濃度反応データを提供する。このデータは、スクリーニングや優先順位付けの目的に使用できるほか、証拠の重み付けアプローチにおいて機序に関する情報としても使用することができる。
	9. バリデーション試験により、AR-EcoScreenTM試験法、AR-CALUX®試験法、および22Rv1/MMTV_GR-KO試験法の妥当性と信頼性が実証されている (1, 3, 11)。
	10. 各試験法の主な特性、許容基準および用いた主な略語の概要を補遺Bに示す（表B.1およびB.2）。参考のため、補遺Bの表B.3aおよびB.3bに、本試験ガイドラインの2つ以上の試験法で共通して試験した化学物質の結果を示す。分類の比較は、2003年のICCVAMリスト (6)（2016年採用のAR-EcoScreenTMの参照リストとして使用）および近年更新された2017年のICCVAMリスト (12) を用いて行う。アンタゴニスト試験について、3つの試験法の結果は一致したが、アゴニスト試験の結...
	11. これらの化学物質およびAR-CALUX® 法で試験した追加の13種類の化学物質に関する補足情報は、バリデーション試験報告書に記載されている (1, 3, 11)。
	12. 本試験ガイドライン記載の試験法に用いる一般的および試験法に固有の定義および略語は、補遺Aに記載されている。
	試験実施施設習熟度の実証

	13. 活性が未知の化学物質の試験に試験法を用いる前に、各実験室は選択した試験法の使用に関する習熟度を実証しなければならない。習熟度は、アゴニスト活性について8種類の習熟度確認化学物質（補遺Bの表B.4a参照）、アンタゴニスト活性について9種類の習熟度確認化学物質（補遺Bの表B.4bおよびB.4c参照）を試験することにより実証される。この試験では試験系の応答性も確認する。試験は異なる日に少なくとも2回実施し、結果が表B.4aおよびB.4aに記載されている分類および値と一致しなければならない。さらに...
	試験報告書

	14. 試験結果の報告には、各試験法について補遺Bに示したテンプレートを使用すること。
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	最初に考慮すべき事項および限界

	1. 本試験法を使用する前に「はじめに」を読むこと（本文6～9頁）。
	2. AR-EcoScreenTM法では、AR-EcoScreen1細胞株を用いて（抗）アンドロゲン活性を検出する。本試験法では、もっぱらヒトARに結合することにより引き起こされるアンドロゲン調節レポーター遺伝子の転写活性化および阻害を対象としているため、複雑なin vivo系である細胞過程のアンドロゲン調節に直接外挿してはならない。また、in vitro細胞系の代謝能が限られていることを考慮すると、この試験は、親分子の活性に関する情報のみを示している可能性が高い。
	3. 本試験法は、エンドポイントとしてルシフェラーゼ活性を測定することにより、ヒトARが介在する転写活性化および阻害を特異的に検出できるよう設計されている。PC値と固定用量フォーマットを使用することで、ハイスループットのアッセイデザインを実現することができる。しかし、ルシフェラーゼレポーター遺伝子アッセイシステムの過剰活性化または阻害により、発光シグナルに対する化学物質依存性の干渉が発生することが知られている (1) (2) (3)。従って、ルシフェラーゼレポーター遺伝子とのこのような干渉がAR-...
	4. この細胞株は、グルココルチコイド受容体（GR）介在性の応答を最小限にするように開発されたが、AR選択性に関する弱点がGRクロストークを生じる可能性がある (4) (5)。このため、GRを活性化する化学物質がこの試験法で陽性に分類されることがある。さらに調査する必要があると判断された場合は、被験物質をARアンタゴニスト（ヒドロキシフルタミド（HF）など）とインキュベートして受容体非介在性ルシフェラーゼシグナルおよびGR活性化の両方を試験し、被験物質による応答がブロックされるかどうかを確認すると...
	5. 試験法は単一の化学物質を用いて検証されたため、被験混合物への適用可能性は検討されていない。しかし理論上は、本試験法は多成分化学物質および混合物の試験に適用可能である。混合物について、規制対応の目的でデータを得るために本試験ガイドラインを使用する場合は、その前に、その目的にふさわしい結果が得られるのか、もしそうならその理由についてあらかじめ考慮する必要がある。混合物の試験に関して規制上の要件がある場合は、このような考慮を行う必要はない。
	6. 本試験法に使用した用語の定義および略語の説明を本試験ガイドラインの補遺Aに示す。
	7. AR-EcoScreenn™の試験法は、OECD非動物試験検証管理グループからの試験管理チームの支援を受けて、日本の化学物質評価研究機構（CERI）と国立医薬品食品衛生研究所（NIHS）の共同研究により検証されている (6)。
	8. 以前のTG458草案（2016）に、0.1 μM HFを用いたアンタゴニストアッセイでAR EcoScreen™試験法が実施されたことが記載されている。これを1.0 μM HF（表B.2b参照）に更新して、アッセイの感度を高め、アンタゴニストアッセイのバリデーションで用いた濃度と一致させた。性能基準が満たされた場合、0.1 μM HFを用いて実施した過去の試験の結果は信頼できるものである。
	試験法の原理

	9. レポーター遺伝子技術を用いる本試験法は、機序に関するデータを提供するin vitroのツールである。この試験法は、リガンドによって引き起こされるARのシグナル活性化またはブロックを証明するために用いる。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の転写活性化を引き起こすことによりルシフェラーゼ酵素の細胞内発現量が増加する。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...
	10. この補遺に示す試験系は、チャイニーズハムスター卵巣細胞株（CHO-K1）に由来する安定的に挿入された以下の3つの構築物を持つAR-EcoScreen1細胞株を用いている：(i) ヒトAR発現構築物（21回のCAGトリヌクレオチドショートタンデムリピートを持つGenbank ID M20132と同一の、完全長のヒトレポーター遺伝子をコードする）、および (ii) 最小熱ショックタンパク質プロモーターによって駆動される前立腺C3遺伝子応答エレメントの4つのタンデムリピートを有するホタルルシフェ...
	11. ARアゴニスト作用のデータ判定は、被験物質により誘発される最大応答レベルに基づいている。この応答が、ARアゴニスト対照（PCAGO）である10 nM 5α-ジヒドロテストステロン（DHT）により誘発された応答の10%（すなわちlog PC10）以上である場合、その被験物質を陽性とみなす。被験物質のARアンタゴニスト作用のデータ判定は、500 pM DHTに対する30%阻害応答（すなわちlog IC30）のカットオフ値に基づいている。応答がこの30%ARブロッキングを超える場合、その被験物質...
	試験実施施設習熟度の実証

	12. AR EcoScreen™で活性が未知の化学物質を試験する前に、試験系の応答性について、期待される結果が得られることを各実験室で確認する。確認は、凍結保存状態から取り出し、新規に調製した細胞ストックのバッチそれぞれについて少なくとも1回行う。この確認は、アゴニスト作用については本試験ガイドライン補遺Bの表B.4a、アンタゴニスト作用については同表B.4b記載の習熟度確認化学物質を独立して試験することによって行う。これは異なる日に少なくとも2回実施し、結果が補遺Bの表B.4aおよびB.4bの...
	手順
	細胞株


	13. アッセイには、安定に形質移入したAR-EcoScreen1細胞株を使用する必要がある。この細胞株は、参照 No. JCRB1328としてJCRB（Japanese Collection of Research Bioresources）細胞バンクから、ライセンス契約を含めた物質移動合意書（MTA；Material Transfer Agreement）に署名した上で入手することができる。
	14. 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。マイコプラズマ感染の高感度検出には、PCRに基づく試験法が推奨される (10) (11) (12)。
	細胞株の安定性

	15. アゴニストアッセイにおける細胞株の安定性をモニターするため、DHT、メスタノロンおよびフタル酸ジ（2-エチルヘキシル）（DEHP）を参照標準として使用すること。各アッセイ実施時に少なくとも1回は、表C.1bに示す試験濃度範囲および表C.aに示すプレート濃度の割りあてで、3つの参照標準すべてについて完全な濃度反応曲線が得られ、結果が表C.1aおよびC.1bに示す結果と一致しなければならない。
	16. ARアンタゴニスト作用測定における細胞株の安定性をモニターするため、HF、ビスフェノールA（BPA）およびDEHPを参照標準として使用すること。各アッセイ実施時に少なくとも1回は、表C.1dに示す試験濃度範囲および表C.2bに示すプレート濃度の割りあてで、3つの参照標準すべてについて完全な濃度反応曲線が得られ、結果が表C.1cおよびC.1dに示す結果と一致しなければならない。
	細胞培養および播種条件

	17. 以下の溶媒を調製する。
	18. 細胞を、細胞増殖用培地と共にCO2インキュベーター（5% CO2）内で37 ± 1 Cで維持する。細胞密集度が75～90%になったら（すなわち3～4日ごと）、φ100 mmの細胞培養ディッシュに細胞を継代し、10 mL、密度0.4～0.8 × 105細胞/mLにする。アッセイプレート（96ウェルプレート）の作製では、細胞をアッセイプレート用培地に懸濁し、90 μL/ウェル、1.0 × 105細胞/mLになるようにマイクロタイタープレートのウェルに播種する。次に細胞を5% CO2インキュベー...
	19. 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代以上継代させる。ただし、継代回数は40代を超えないようにする。AR-EcoScreen1細胞株は適切な培養条件下で最大3ヵ月間安定である。
	20. DCC-FBSは市販品を入手することができる。DCC-FBSの選択はアッセイの性能にとって重要である。従って、増殖能および参照標準を用いたアッセイ性能への影響の確認に基づいて、適切なDCC-FBSを選択すべきである。
	許容基準
	陽性および陰性の参照標準

	21. 試験前および試験中に、表C.1bおよびC.1dに示す適切な濃度の既知の参照標準（アゴニストアッセイの陽性参照標準としてDHTおよびメスタノロン、アンタゴニストアッセイの陽性参照標準としてHFおよびBPA、また、アゴニストおよびアンタゴニストアッセイの陰性参照標準としてDEHP）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で得られた許容範囲値を表C.1bおよびC.1cに示す (2)。各ARアゴニスト／アンタゴニストアッセイにおける、これら3つの同時参照標準を各ARアゴニスト...
	22. 3つの同時参照標準の許容基準で、アッセイの定量感度の正確度を保証することができるが、定性的評価を目的とする場合、品質基準が満たされれば、参照標準の許容範囲（表C.1bおよびC.1cに規定）からの逸脱を許容できることがある。各実験に参照標準を含め、表C.1bおよびC.1cに示すパラメータに従って結果を判定する必要がある一方で、陽性参照標準（参照化学物質および陽性対照）の濃度反応曲線がシグモイド状でなければならない。
	表C.1a.ARアゴニストアッセイの品質基準
	以下の式により、AG refの誘導倍率を算出する：
	以下の式により、PCATG のRTA（%）を算出する：

	表C.1d.ARアンタゴニストアッセイのための参照標準の許容範囲
	溶媒対照、ARアゴニスト対照およびARアンタゴニスト対照


	23. アゴニストアッセイでは、内因性リガンド（10 nMのDHT）で処理したARアゴニスト対照（PCAGO）ウェル（n = 4）、溶媒のみで処理した溶媒対照（VC）ウェル（n = 4）および細胞毒性の陽性対照（PCCT、10 μg/mLのシクロヘキシミド）ウェル（n = 4）を、表C.2aおよび表C.3bに示したプレートデザインに従い、各アッセイプレートで調製する。
	24. アンタゴニストアッセイでは、溶媒対照（n = 3）、ARアゴニスト対照（PCAGO、10 nMのDHT、n = 3）、ARアンタゴニスト対照（PCATG、500 pM DHTおよび1 μM HF、n = 3）、細胞毒性の陽性対照（PCCT、10 μg/mLのシクロヘキシミド、n = 3）およびアゴニスト参照（AG ref、500 pMのDHT、n = 12）を、表C.2bおよび表C.3bに示したプレートデザインに従い、各アッセイプレートで調製する。
	ARアゴニストアッセイの品質基準

	25. PCAGO(10 nM DHT）のルシフェラーゼ活性の平均値が、アゴニストアッセイの各プレートの平均VCの6.4倍以上であること。この基準は、バリデーション試験で得られたエンドポイント値の信頼性に基づいて設定された。
	26. アッセイの品質管理に関して、ARアゴニスト対照（PCAGO:10 nM DHT）のlog PC10（10%）に対応する誘導倍率（IF PC10）が、同時VCの誘導値（ = 1）の1 + 2SDよりも大きくなければならない。
	ARアンタゴニストアッセイの品質基準

	27. AG ref（500 pM DHT）のルシフェラーゼ活性の平均値が、アンタゴニストアッセイにおける各プレートの平均VCの5.0倍以上であること。この基準は、バリデーション試験で得られたエンドポイント値の信頼性に基づいて設定された。
	28. PCATG（500 pM DHTおよび1 μM HF）のRTAが46%未満であること。
	要約すると：

	29. 許容基準は以下のとおりである：
	ARアゴニストアッセイについて：
	ARアンタゴニストアッセイについて：
	溶媒

	30. 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。水、エタノール（純度95～100%）およびジメチルスルホキシド（DMSO）が細胞に適した溶媒であると考えられる。一般的には、DMSOを使用する。この場合、ウェル内の最終濃度は0.1%（v/v）を超えてはならない。その他の溶媒（例：エタノール）については、使用した最高濃度で細胞毒性を示さず、アッセイの性能に影響しない...
	被験物質の調製

	31. 被験物質を適当な溶剤（段落30参照）に溶解し、同じ溶剤を用い公比1:10で段階希釈する。被験物質の最高溶解濃度を決定するために、図C.2に示すフロー図に従って溶解度試験を実施しなければならない。
	図C.2.溶解度試験フロー図

	32. 溶解度試験は、アッセイの最高濃度を決定するための非常に重要なステップであり、アッセイの感度に影響を及ぼす可能性がある。最高濃度は、アッセイプレート用培地中の最高濃度域で沈殿が起こらないように設定する。いずれの濃度においても沈殿があれば記録し、沈殿が認められた場合、その濃度は用量反応分析には含めない。
	細胞毒性評価

	33. AR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著しく変化させたり、認められなくする場合があるため、データを判定する際には考慮に入れる必要がある。細胞毒性は、AR-EcoScreen1細胞株におけるウミシイタケルシフェラーゼ活性を用いて評価することができる。従って、AR介在性の転写活性と細胞毒性を同じアッセイプレートで同時に評価すべきである。ARアゴニストでも、細胞毒性が濃度反応曲線の形を左右する場合がある。その場合、同一の被験物質を用いたアンタゴニストア...
	34. 細胞毒性試験の結果、ある被験物質濃度においてウミシイタケルシフェラーゼ活性が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を評価から除外する。被験物質の初回ランの結果、固有の細胞毒性を認めた場合、最高濃度を低くするべきである。次式により各ウェルの細胞毒性（%）を算出し、各被験物質濃度の細胞毒性（%）について、同濃度の3連ウェルの平均値を算出する。
	アゴニストアッセイについて、
	アンタゴニストアッセイについて、
	被験物質への曝露およびアッセイプレート構成

	35. ARアゴニストアッセイでは、各被験物質をポリプロピレン製プレート上の一列またはその他の適切な物を用いてDMSOまたは適切な溶剤で段階希釈して最終的な段階希釈濃度、つまり溶解度試験で決定した最高濃度から始めて公比10で希釈し（例えば、1 mM、100 μM、10 μM、1 μM、100 nM、10 nMおよび1 nM［10-3～10-9 M］）、マイクロタイタープレートのウェルに3回の反復試験として加える。
	36. 被験物質の各試験濃度について、化学物質希釈手順（ステップ1および2）および細胞曝露手順（ステップ3）を以下のように実施することができる。
	37. 参照標準および被験試料を、表C.2aおよび表C.3aに示すように割りあてることができる。
	38. ARアンタゴニストアッセイでは、各被験物質をポリプロピレン製プレート上の一列またはその他の適切な物を用いてDMSOまたは適切な溶剤で段階希釈して最終的な段階希釈濃度、つまり溶解度試験で決定した最高濃度から始めて公比10で希釈し（例えば、1 mM、100 μM、10 μM、1 μM、100 nMおよび10 nM［1.0 x 10-3～1.0 x 10-8 M］）、マイクロタイタープレートのウェルに3回の反復試験として加える。
	39. 被験物質の各試験濃度について、化学物質希釈手順（ステップ1および2）および細胞曝露手順（ステップ3）を以下のように実施することができる。
	40. 参照標準および被験試料を、表C.2bおよび表C.3bに示すように割りあてることができる。
	41. （表C.2aおよびC.2bに示すように）各実験において参照標準（アゴニストアッセイではDHT、メスタノロンおよびDEHP；アンタゴニストアッセイではHF、BPAおよびDEHP）を試験しなければならない。アゴニストアッセイの各アッセイプレートに、10 μg/mLシクロヘキシミド（PCCT）を用いた細胞毒性対照のほかに、10 nM DHT（PCAGO）で処理したウェル、DMSO（または適切な溶剤）のみで処理したウェル（VC）を含める（表C.3a）。アンタゴニストアッセイの場合、10 nM DH...
	43. 必要に応じて、エッジ効果が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、プレートの配置を変えて、この効果をなくすようにする。例えば、縁の部分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。
	44. 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。
	45. 揮発性の高い化学物質に対しては特別の考慮を払う必要がある。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場合には、「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。
	46. 独立性を確保するために、新たに調製したアッセイ試薬および被験物質の希釈液を用いて、同じ化学物質について確定的な試験を異なる日に反復しなければならない。1回のランで複数の化学物質を同時に試験する場合は、化学物質の位置の影響を避けるため、化学物質を試験ウェルに添加する順序を変えながら、同じプレートデザインを維持することが望ましい。
	ルシフェラーゼ活性の測定

	47. 許容基準を満たす限り、AR応答（ホタルルシフェラーゼ活性）および細胞毒性（ウミシイタケルシフェラーゼ活性）の両方を同時に検出するのに、市販のデュアルレポーターアッセイシステム（Promega、E2920または同等品）が望ましい。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。手順は製造業者の指示に従い、以下の変更を加えて行う。例えば、Dual-Gloルシフェラーゼアッセイシステム（Promega、E2920）を用いる場合、基質を添加する前にアッセイプレートのウェルから60 μLの上...
	データの分析

	48. アゴニストアッセイの場合、陽性対照（10 nM DHT）に対する相対的な転写活性を求めるため、同一プレートからの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（他の同等の数学的手法も使用可能）：
	49. アンタゴニストアッセイの場合、相対的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（他の同等の数学的手法も使用可能）：
	50. 各ウェルの最終的な値は、AG refの最大応答に対する当該ウェルの相対的な転写活性となる。
	パラメータの算出：EC50、log PC50、log PC10、log IC50およびlog IC30誘導に関する考慮事項

	51. EC50を計算するには完全な濃度反応曲線が必要となるが、（例えば、細胞毒性や溶解度の問題等が原因で）被験物質の濃度範囲には制限があるため、この計算が常に実施可能または実際的であるとは言えない。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、可能な場合には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統計ソフトウェア等）。
	52. ヒルのロジスティック方程式を濃度反応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 (13)：
	53. 細胞毒性を評価するため、細胞生存率を、段落34に示した式に従い、アゴニストアッセイでは溶媒対照ウェルのウミシイタケルシフェラーゼ活性の平均値に対する、アンタゴニストアッセイではAG ref (500 pM DHT）ウェルのウミシイタケルシフェラーゼ活性の平均値に対する、化学物質処理したウェルのウミシイタケルシフェラーゼ活性の割合（%）として表す。
	54. アゴニストアッセイの場合、各被験物質について以下の情報を示さなければならない。
	55. log PCx値（xはPCAGOと比較して10%または50%の誘導といった、選択した応答を示す）の概要を図C.3に示す。log PC10値およびlog PC50値は、PCAGO（ARアゴニスト対照；10 nM DHT）により誘導される転写活性の10%または50%を誘発すると推定される被験物質濃度と定義できる。各log PCx値を、転写活性の2つの変数データポイントを用いた単純な線形回帰により算出することができる。log PCx値のすぐ上とすぐ下のデータ点の座標を、それぞれ（a,b）および（...
	56. アンタゴニストアッセイの場合、各陽性被験物質について、500 pM DHTで誘導される転写活性の30%阻害を示す濃度（log IC30）と、適切な場合は500 pM DHTの活性の50%阻害を示す濃度（log IC50）を提示する。
	57. log ICx値（xはDHT対照と比較して30%または50%の阻害といった、選択した応答を示す）の概要を図C.5に示す。log IC50値およびlog IC30値は、500 pM DHTによる転写活性の50%または30%阻害のいずれかを誘発すると推定される被験物質の濃度と定義できる。これらの値を、log PC値と同じ方法で計算できる。各log ICx値を、転写活性の2つの変数データポイントを用いた単純な線形回帰により算出することができる。log ICx値のすぐ上とすぐ下のデータ点の座標を、...
	58. 純粋なアンタゴニスト作用と細胞毒性に関連したルシフェラーゼ活性の低下を区別するために、AR-EcoScreen1はAR応答エレメントにより誘導的に発現するホタルルシフェラーゼと、安定的かつ非誘導的に発現するウミシイタケルシフェラーゼの2種類のルシフェラーゼを発現するよう設計されている。
	59. デュアルレポーターアッセイシステムを用いることで、1回のプレートランで同じ細胞における細胞生存率とアンタゴニスト作用の両方を評価することができる。細胞毒性対照（PCCT、10 μg/mLシクロヘキシミド）に対する応答を、すべての試料ウェルからPCCT値（いわゆる「ウミシイタケ活性」）を差し引いて、ウミシイタケ活性を調整するために使用する。AR Ecoscreen1アッセイを用いて化学物質の真の細胞毒性を評価するには、このように修正した細胞生存率を使用する必要がある。細胞生存率が被験物質の特...
	60. 結果（すなわち被験物質の陽性または陰性判定）は、少なくとも2回または3回の独立したランに基づいていなければならない。2回のランの結果が似ており再現性が認められる場合には、3回目のランを行わなくてもよい。許容できる結果とは、次の条件を満たすものを言う。
	データ判定基準

	61. アゴニストアッセイについて、データ判定基準を表C.4a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2点によって明らかになる。すなわち、50%（log PC50）または10%（log PC10）が得られる濃度を示すことにより、目的を達成することができる。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回のランのうち2回で参照化学物質の応答の10%と同等またはこれを超えた場合に当該化学物質を陽性と判定し、RPCmaxが、少な...
	表C.4a.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

	62. アンタゴニストアッセイについて、データ判定基準を表C.4b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2点によって明らかになる。すなわち、50%（log IC50）または30%（log IC30）が得られる濃度を示すことにより、目的を達成することができる。ただし、少なくとも2回のランのうち2回とも、もしくは3回のランのうち2回でlog IC30を算出できた場合は被験物質を陽性と判定し、2回のランのうち2回とも、もしくは3回のランのうち2回でlog IC30を算出できなか...
	63. アゴニストアッセイにおけるlog PC10、log PC50、RPCmax、アンタゴニストアッセイにおけるlog IC50、log IC30の計算は、OECD公式ウェブサイトの試験ガイドラインのページから入手できる表計算シートを用いて行うことができる。
	64. log PCx値またはlog ICx値の算出は少なくも2回実施する必要がある。ただし、同じ濃度範囲におけるデータのベースライン値のばらつきが大きく、変動係数（%CV）が高い場合、このデータを信頼性に欠けると判断し、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。log PCxまたはlog ICxの計算に用いる同一アッセイプレート上のデータポイントに関する3連ウェルの生データ（すなわち、発光強度データ）の%CVは、20%未満でなければならない。どちらともとれるかまたは不確定な結果が考...
	65. 許容基準に適合することはアッセイ系が正しく作動していることを意味するが、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。
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	付録C.1
	偽陽性：AR非介在性の発光シグナルの評価


	1. 偽陽性は、AR非介在性のルシフェラーゼ遺伝子の活性化、この遺伝子産物の直接的な活性化、または無関係の発光によりもたらされる。このような作用が起きたことは、不完全または異常な用量反応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、ARアンタゴニスト（無毒性濃度のヒドロキシフルタミド（HF）等）が応答に及ぼす影響を検査する必要がある。
	2. 本アプローチの妥当性を確保するためには、次のアゴニスト作用を同一のプレート上で試験する必要がある。
	データ判定基準

	3. 注：すべてのウェルを、同一濃度の溶媒で処理しなければならない。
	データの解析

	4. 性能標準を確認する。
	5. 同一条件下で処理した複数のウェル間のCVを確認する。
	1. 本試験法を使用する前に「はじめに」を読むこと（本文6～9頁）。
	2. AR-CALUX®(*)転写活性化試験では、ヒト骨肉腫U2OS AR-CALUX®細胞株を使用して、ヒトアンドロゲン受容体（hAR）を介する（抗）アンドロゲン作用を検出する。AR-CALUX®細胞株は安定的に形質移入されたhARを発現し、他のステロイドホルモン受容体をほとんどまたは全く発現しない (1)。
	3. 本試験法は、エンドポイントとして生物発光を測定することにより、ARが介在する転写活性化を特異的に検出できるよう設計されている。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の測定値によく使用されている (2)。特定のluc形質転換細胞株では発光シグナルに対する化学物質依存性の干渉が報告されているが、CALUX細胞株には認められなかった。
	4. この細胞株の代謝活性は低い。S9分画を試験法に併用することにより、代謝が被験物質の活性に及ぼす影響を検討することが可能となり (3)、現在検証が行われている（2020）。
	5. この試験法は、ハイスループットスクリーニングを目的として用いられている (4)。この試験法はOECDガイダンス文書34に従ったバリデーションを受けていない。
	6. 理論上は、本試験法は多成分化学物質および混合物の試験に適用可能である。本試験法のバリデーション試験では、主に単一の被験物質を使用した。混合物または試験が困難な化学物質（例えば、不安定な物質）について試験を検討する場合、そうした試験の結果が科学的に意味のある結果をもたらすか否かについて事前に考慮する必要がある。
	7. AR-CALUX®試験法のバリデーション試験で、意図した目的に対するアッセイの信頼性および妥当性が実証された (5)。試験法プロトコルは参照文献に記載されている (6)。
	8. 本試験法に使用した用語の定義および略語の説明を本試験ガイドラインの補遺Aに示す。
	試験法の原理

	9. この試験法は、レポーター遺伝子の転写活性化を評価するために用いられる。ARはリガンドに結合すると核に移行する。核内で受容体－リガンド複合体は特定のDNA配列に結合し（アンドロゲン応答エレメント：ARE）、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して、その結果ルシフェラーゼ酵素の細胞内発現量を増加させる。基質ルシフェリンの添加およびその後の触媒酸化により、光が放出される。発光は照度計を用いて、容易に検出、定量することができる。
	10. 本試験系は安定的に形質移入されたAR-CALUX®細胞を用いる。AR-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3xARE-TATA-LucおよびpSG5-neo-hARを安定的に形質移入した。U2OS細胞株は内因性受容体活性がほとんどまたは全くないという所見に基づき、U2OS細胞株をアンドロゲン（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...
	11. AR-CALUX®細胞株を用いて行う化学物質の（抗）アンドロゲン活性の試験には、プレスクリーニングランおよびこれに続く包括的ラン／特異性対照試験が含まれる。プレスクリーニングランでは、被験物質の溶解度、細胞毒性のほか、包括的試験のための正確な濃度範囲を決定する。これに続くアゴニスト作用およびアンタゴニスト作用のための包括的ランでは、正確な濃度範囲とその後のデータ判定を用いて被験物質を評価する。アンタゴニスト作用については、被験物質の包括的ランおよび特異性対照試験を同時に評価する。
	12. 特異性対照試験は、真の競合的アンタゴニストと、（細胞毒性、細胞ストレスまたは非特異的阻害等による）偽陽性アンタゴニストを区別するために行う。8点の濃度の被験物質で処理する場合、細胞を、参照アゴニストDHTのEC50濃度および100x EC50濃度の両方に曝露する。これを同一のプレートで行う。これは2つの用量反応をもたらし、このうちの高リガンド濃度（100x EC50）で得られた用量反応は右にシフトする（図D.6参照）。このシフトを定量的に測定することができ、許容基準を求めた（R2）。データ...
	試験実施施設習熟度の実証

	13. 活性が未知の化学物質の試験に本試験法を用いる前に、各実験室は試験法の使用に関する習熟度を実証しなければならない。習熟度は、アゴニストおよびアンタゴニスト活性について習熟度確認化学物質（補遺Bの表B.4aおよびB.4b参照）を試験することにより実証される。この試験では試験系の応答性も確認する。試験は異なる日に少なくとも2回実施し、結果が表B.4aおよびB.4bに記載されている分類および値と一致しなければならない。さらに、参照標準および溶媒／溶剤対照を用いて得られたデータの履歴データベースを保...
	手順
	細胞株


	14. 本試験法には、安定に形質移入したU2OS AR-CALUX®細胞株を使用する必要がある。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。
	15. マイコプラズマを含まない細胞培養のみを使用する。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の検出には、PCR法のような高感度の検査を用いなければならない (8, 9)。
	細胞株の安定性

	16. AR-CALUX®細胞は、安定性および完全性を維持するために-130 C未満（液体窒素等）で保存すること。細胞は、新たな培養を開始するために解凍後、少なくとも2回継代培養してから化学物質の（抗）アンドロゲン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。
	17. 細胞株の経時的な安定性をモニターするために、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の）参照化学物質に対する細胞株の応答性を検証する必要がある。また、陽性対照（PC）および陰性対照（NC）の相対誘導能をモニターすること。結果が、アゴニスト（表D.3）またはアンタゴニストAR-CALUX®試験法（表D.4）の許容基準に一致しなければならない。参照標準（すなわち参照化学物質、陽性および陰性対照）を、アゴニストモードおよびアンタゴニストモードのそれぞれにつ...
	細胞培養および播種条件

	18. AR-CALUX®細胞は、pH指示薬としてフェノールレッドを添加し、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（10 µg/mL）および選択マーカーとしてジェネティシン（G-418）（0.2 mg/mL）を添加した増殖培地（DMEM/F12（1:1））で培養する。加湿した37 C ± -1 CのCO2インキュベーター（5% ± 1% 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、96ウェルマイクロタ...
	19. 試験を開始する前に、試験中に使用するすべての材料（ガラス管、容器、プラスチック製器具）および試薬（血清、DMSO等）について、プロトコル (6) の規定に従い、測定に干渉する可能性がないか調査すること。
	許容基準

	20. 被験物質のアゴニストおよびアンタゴニスト活性を、ラン（プレスクリーニングランおよび包括的ラン）で試験する。各ランは最大6枚のマイクロタイタープレートで構成される。各ランには、参照化学物質の一連の希釈液（C1～C8）、固定濃度の陽性対照、固定濃度の陰性対照、溶剤対照（およびアンタゴニストアッセイにおける溶媒対照）、および細胞毒性の陽性対照が含まれる。図D.1およびD.2に、アゴニストおよびアンタゴニストランのプレート設定を示す。
	21. 各ランの最初のプレートで、
	22. 1回のランの各マイクロタイタープレートについて、次の値を算出する：
	23. 1回のランが表D.3およびD.4に記載される要件を満たす場合、このランを有効とみなし、被験物質の応答を評価することができる。
	24. 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。
	溶剤／溶媒対照および参照標準

	25. 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（参照化学物質、陽性対照および陰性対照）を使用すること。また、参照標準の濃度は同一とする。
	溶剤対照および溶媒対照

	26. 被験物質の溶解に用いる溶剤は、被験物質を完全に溶解し、アッセイ培地と混和しなければならない。DMSO、水およびエタノール（純度95～100%）が溶剤として適している。DMSO（CASRN 67-68-5）が第一選択であり、培養中の最高濃度は0.1%（v/v）を超えてはならない。別の溶剤を使用する前に、実験条件をシミュレートした曝露濃度において細胞毒性を引き起こさず、アッセイの性能を妨害しないことを実証する必要がある。
	27. また、被験物質の溶解に用いる溶剤は、被験物質を溶解しない場合の試験も実施する（溶剤対照（SC））。
	28. アゴニスト作用の試験において、SCには溶剤を加えたアッセイ培地を含む。アンタゴニスト作用の試験において、SCには溶剤および固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（EC50濃度）を加えたアッセイ培地を含む。ただし、溶媒対照（VC）には溶剤を加えたアッセイ培地を含むが、固定濃度のアゴニスト参照化学物質を含まない。
	参照化学物質

	29. アゴニスト参照化学物質はDHTであり、8点の濃度の一連の希釈液からなる（表D.1およびD.5）。
	30. アンタゴニスト参照化学物質はフルタミドであり、8点の濃度の一連の希釈液からなる（表D.2およびD.6）。各濃度のアンタゴニスト参照化学物質に、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（EC50濃度 = 3.0 x 10-10 M）を添加して、アゴニスト応答の減衰を測定する。
	31. 特異性対照のアンタゴニスト参照化学物質は、フルタミドの各濃度に100X EC50濃度のDHTを添加したものである。これは、8点の濃度の一連の希釈液からなる（表D.2およびD.6）。
	陽性対照

	32. 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D.1）。
	33. アンタゴニスト試験の陽性対照はリニュロンである（表D.2）。この対照には、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（3.0 x 10-10 M）を添加する。
	陰性対照

	34. 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D.1）。
	35. アンタゴニスト試験の陰性対照はレボノルゲストレルである（表D.2）。この対照には、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（3.0 x 10-10 M）を添加する。
	参照標準および被験物質の調製

	36. 参照標準（参照化学物質、陽性対照、陰性対照）および被験物質を100% DMSO（または適切な溶剤）に溶解する。参照標準および被験物質について、同じ溶剤を用いて適切な（一連の）希釈液を調製する。すべての化学物質は、溶解前に室温に戻すこと。参照標準および被験物質のストック溶液を新たに調製した時、沈殿または混濁を認めてはならない。
	37. 参照化学物質（DHTおよびフルタミド）のストック溶液は、まとめて調製し、等分割して-20 C ± 1 Cで最長3ヵ月間保存することができる。分割液を解凍したら、-20 C ± 1 Cで保存し、最長3週間再使用（解凍／凍結）することができる。被験物質ストック溶液は実験ごとに新しく調製する。
	38. 参照標準および被験物質の最終希釈液（すなわち作業用溶液）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こと。
	溶解度、細胞毒性および濃度範囲設定試験

	39. 被験物質は、最高濃度0.1 M（ストック溶液）で評価すること。多成分化学物質、高分子、混合物、UVCB等、被験物質の分子量が算出できない場合には、50 mg/mLから開始する重量法を適用すること。
	40. バリデーション試験で使用した溶解度プロトコルを参照文献に示す (10)。習熟度確認化学物質の試験等によって適切であることが示されている場合は、他のプロトコルを使用してもよい。選択した溶剤に対する被験物質の溶解度は、最高ストック溶液濃度0.1 Mから始めて決定する。 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ストック溶液を調製する。続いて、アッセイ培地中での曝露濃度（曝露濃度はストック溶液濃度の0.1%、すなわち0.1 mM）における被験物質の溶解度を評価し...
	41. 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。プレスクリーニングランの結果から試験化学物質の適切で正確な濃度範囲を求め、これを包括的ランで試験する。包括的試験に使用する希釈係数（DF）は以下のとおりとする：陽性応答が認められた場合（アゴニスト作用ではRI ≥ 10%、アンタゴニスト作用ではRI ≤ 80%）、交互にDF 3/3.3を適用する；試験を行った最高濃度のみが、10%閾値を超える（アゴニスト作用試験）または80%閾値を下回る（アンタゴニスト作用試験）場合、DF...
	42. 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プロトコルに含まれており、プレスクリーニングランおよび包括的ランの両方に組み込まれている。被験物質への曝露後、プレスクリーニングランでは乳酸脱水素酵素（LDH）漏出試験および定性的目視検査（すなわち、形態学的変化についての細胞の顕微鏡観察）の両方を用いて細胞毒性を評価する。LDH漏出試験は細胞死（細胞溶解）のみを報告することから、目視検査は重要な評価ツールと考えられる。包括的ランについては、細胞毒性を採点するのに定性的目視検査で十分であ...
	被験物質への曝露およびアッセイプレート構成

	43. 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細胞/mLでアッセイ培地中に再懸濁する。再懸濁した細胞100 μLを96ウェルマイクロタイタープレートのウェルB1～G11に播種する。残ったウェルに200 μLのリン酸緩衝生理食塩水（PBS）を充填する（図D.1およびD.2参照）。播種した細胞を、CO2インキュベーター（5% ± 1% CO2、37 C ± 1 C、加湿）で24 ± 8時間、前培養する。
	44. 前培養後、細胞の状態を目視で確認する（細胞毒性、汚染、細胞密集度（顕微鏡観察））。目視で細胞毒性や汚染がなく、すべてのウェルを代表する一部のウェルの細胞密集度が85%以上であるプレートのみを試験に使用する。ウェルB1～G11の細胞に、参照標準、被験物質、溶剤対照および細胞毒性対照の適切な一連の希釈液を加えたアッセイ培地100 μLを添加して曝露させる（表D.5：アゴニスト試験、表D.6：アンタゴニスト試験）。
	45. すべての参照標準、被験物質および溶剤対照は3回ずつ試験し、細胞毒性対照のトリトンX-100は6連のウェルで試験する。図D.1に、アゴニスト試験のプレート配置を示す。これは、プレスクリーニング試験および包括的試験で同じである。図D.2に、アンタゴニストプレスクリーニング試験のプレート配置を示す。溶媒対照ウェル（VC）を除くすべての曝露ウェルに、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（3.0 x 10-10 M（EC50））を含む。図D.3に、DHTの100x EC50を用いた特異性対照試験を...
	46. 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% ± 1% CO2、37 C ± 1 C、加湿）内でさらに24 ± 2時間培養する。培養後、プレートを細胞毒性および汚染について目視で検査する。プレスクリーニング試験では、各ウェルから曝露培地100 μLを別のプレートに移し、細胞毒性試験で使用する（段落42）。ウェル内の残りの100 μLの曝露培地を取り除き、ウェル内の細胞を溶解基質（段落47）に曝露して発光を測定する。
	発光の測定

	47. 発光の測定にはいくつかの選択肢がある。AR-CALUX®試験法のバリデーションで用いた方法には、市販キットの使用（フラッシュまたはグロー発光キットのいずれか）または実験室で調製した発光基質のいずれかを含む。いずれの場合においても、24 ± 2時間の培養後、ウェルから培地を取り除き、細胞を溶解させてルシフェラーゼ活性を測定する。
	48. 発光を測定するには、照度計が必要である。透明プレートを使用する場合、照度計に2個のインジェクターが必要である。ルシフェラーゼの反応を、基質ルシフェリンを注入することにより開始する。適切な溶剤（照度計に応じて0.2 M NaOHまたは25% v/v酢酸等）を加えて反応を停止させ、1つのウェルから別のウェルへの蛍光のキャリーオーバーを防ぐ。市販キットを使用する場合は、キットに添付されている指示に従わなければならない。白色プレートには、使用するキットに応じてインジェクター無しまたは1つのインジェ...
	49. 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）として表される。
	アゴニスト（アンタゴニスト）試験のプレスクリーニングラン

	50. プレスクリーニング分析の結果を、包括的試験のための被験物質の正確な濃度範囲の決定に用いる。プレスクリーニング分析結果の評価および包括的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プロトコルに詳述する (6)。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D.5およびD.6を参照のこと。
	51. プレスクリーニングランでは、表D.5（アゴニスト作用）および表D.6（アンタゴニスト作用）に示す一連の希釈液を用いて、被験物質を試験しなければならない。すべての濃度を、図D.1（アゴニスト作用）または図D.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。
	52. プレスクリーニング中に認めた応答が陽性か陰性かに関わらず、プレスクリーニングランの後には必ず包括的ランを実施する。表D.7の判定基準に従って結論を導き出すには、1回の包括的ランで十分である。
	アゴニスト（アンタゴニスト）作用評価のための濃度選択

	53. 許容基準（表D.3およびD.4）を満たす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。1回のランにおいて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試験する。参照化学物質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、ラン全体（6プレート）を再試験しなければならない。
	54. 最大誘導（アゴニスト作用）または阻害（アンタゴニスト作用）を認め、かつ細胞毒性を示さない（最低）濃度を決定する。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、あるいはモル濃度が不明な化学物質の場合は最高曝露濃度0.1 mMまたは50 μg/mLとする。
	55. 被験物質の正確な一連の希釈液を、上記で決定した最高濃度から開始し、表D.5およびD.6に示す希釈ステップを用いて調製する。
	56. いかなるアゴニスト（アンタゴニスト）作用も誘発しない被験物質については、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、表D.5およびD.6に示す希釈ステップを用いて、包括的ランで試験しなければならない。
	アゴニスト試験における包括的ラン

	57. 正確な濃度範囲を選択した後、表D.5（アゴニスト作用）に示す一連の希釈液を用いて、被験物質を包括的に試験する。すべての濃度を、図D.1（アゴニスト作用）に示すプレート配置に従って3連のウェルで試験する（段落45参照）。
	58. 許容基準（表D.3）を満たす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。1回のランにおいて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で試験した化学物質についてランを再度行い、再試験する。参照化学物質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、ラン全体（6プレート）を再試験しなければならない。
	アンタゴニスト試験における包括的ランおよび特異性対照試験

	59. 正確な濃度範囲を選択した後、表D.6（アンタゴニスト作用）に示す一連の希釈液を用いて、被験物質を包括的試験および特異性対照試験で同時に（同じプレート上で）試験する（段落45参照）。すべての濃度を、図D.3（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。
	60. 許容基準（表D.4）を満たす結果のみを有効とみなし、被験物質の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試験する。参照化学物質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、ラン全体（6プレート）を再試験しなければならない。
	データの分析
	データの正規化


	61. 照度計の生データはRLUとして表される。表D.3およびD.4に示すように、許容基準が満たされた場合、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。生データを、プレスクリーニングまたは包括的ラン用に作成されたデータ分析表計算シートに入力する。
	アゴニストアッセイについて：

	62. 各被験物質および参照化学物質DHTについて以下を計算する
	アンタゴニストアッセイについて：

	63. 各被験物質および参照化学物質のFLUについて以下を計算する。
	特異性対照試験について
	細胞毒性

	64. プレスクリーニング分析で評価したすべての被験物質濃度について、以下の式に従って、細胞毒性の陽性対照0.01%トリトンX-100（パーセンテージを100%に設定）に対するLDH漏出率を算出する：
	65. さらに、被験物質への曝露後に細胞の定性的目視検査を実施しなければならない。以下の場合、被験物質は所定の濃度で細胞毒性があると判断する。
	パラメータの算出

	66. データの正規化後、次式を用いて、𝑌icデータに非線形回帰（可変勾配、4パラメータ）を適用する：
	67. アゴニスト試験では、参照化学物質のEC10およびEC50を決定し、被験物質のEC10、EC50、PC10およびPC50を決定する。アンタゴニスト試験では、参照化学物質のIC50およびIC20を決定し、被験物質のIC20、IC50、PC80およびPC50を決定する。被験物質の強さをさらに明らかにするために、作用の程度（アゴニスト作用：RPCmax；アンタゴニスト作用：RPCmin）および作用発現濃度（アゴニスト作用：PCmax；アンタゴニスト作用：PCmin）を報告する。図D.4（アゴニスト...
	68. 被験物質については、細胞毒性や溶解度の問題から、必ずしも完全な用量反応曲線が得られるとは限らない。このような場合、アゴニスト試験におけるEC50およびEC10、およびアンタゴニスト試験におけるIC50およびIC20を決定することができない。従って可能であれば、PC10、PC50、PCmax（アゴニスト）およびPC80、PC50、PCmin（アンタゴニスト）の決定で十分である。これらの値は、最も近い2つのデータポイント間の線形補間等から導き出すことができる。
	69. データ判定基準（表D.7）に示すとおり、アンタゴニスト応答の特異性（すなわち、真の競合的アンタゴニストであること）を判定する。特異性対照の結果を判定する場合は、2つの用量反応曲線（Yc と ）を見て、アンタゴニスト試験の第1の陽性基準があてはまるかどうかを検証しなければならない（表D.7参照：全濃度で > 80%）。あるいは、標準応答の相対誘導能（𝑌𝑐 ）と被験物質の正規化特異性応答の相対誘導能（ ）との間の相関係数の二乗（R2）を計算する。このアンタゴニスト試験の第2の陽性基準を検証...
	70. データの判定および被験物質が陽性であるか陰性であるかの判断には、表D.7の基準を使用する。結論を導き出すには、1回の包括的ランで十分である。
	71. 表D.7に示す基準は、細胞毒性を認めることなく得たデータに限って適用される。
	72. 2分類（表D.7）に加えて、強さの測定値も統合的アプローチに用いることができる。
	1. 本試験法を使用する前に「はじめに」を読むこと（本文6～9頁）。
	2. 22Rv1/MMTV_GR-KOを用いたAR介在性の安定に形質移入された転写活性化（TA）試験は、ARを内因性に発現するヒト前立腺がん細胞株22Rv1を用いて、ARとの相互作用を介した内分泌活性について化学物質をスクリーニングするために確立された (1, 2)。本試験法は、エンドポイントとしてルシフェラーゼ活性を測定することにより、ヒトARを介した転写活性化および阻害を検出できるよう特別に設計されている。発光シグナルに対する化学物質依存性の干渉についての情報は、GRノックアウト22Rv1/M...
	3. 構成的に作用する切断型ARは22Rv1/MMTV細胞で発現するが、切断型ARは活性に大きな影響を及ぼさない。溶剤対照レベル（ベースレベル）が高くなく、DHT処理により用量に依存して誘導倍率が上昇し、他のレポーター遺伝子のアッセイと比較して上昇のレベルが非常に高いことが検証されている (2, 4)。さらに、完全長ARはLNCaP細胞と同程度に発現する (2)。
	4. グルココルチコイド受容体（GR）は、22Rv1起源細胞でARと共に内因的に発現する。GRはARに構造的に類似しており、ARとのクロストークを示すホルモン応答エレメントを共有しているため、GRを介したわずかな応答がARを介した応答に干渉する可能性がある (1, 3, 5)。細胞内でのGRの発現を除去するため、クラスター化反復短回文配列リピート（CRISPR）／CRISPR関連（Cas）9システムを用いて、GRノックアウト22Rv1/MMTV細胞株が開発された (1, 2, 5)。
	5. バリデーション試験において、GRノックアウト22Rv1/MMTV細胞株は低い代謝活性を示した (6)。バリデーションは、単一成分化学物質のみを用いて実施された。この試験法は、理論的には混合物の試験に適用可能である。この試験法を混合物に適用する前に、科学的に意味のある結果が得られるかどうかを検討すること。
	6. 本試験ガイドラインに使用した用語の定義および略語の説明を補遺Aに提示する。
	7. 22Rv1/MMTV_GR-KOアッセイは、OECD VMG-NA専門家グループのメンバーで構成される試験管理チームの支援を受けて、韓国国立食品医薬品安全評価研究所（NIFDS）、韓国化学試験研究院（KTR）および東国大学が検証した。この試験法は、「内分泌かく乱物質の試験および評価に関するOECDの概念的枠組み」(6, 7, 8) におけるレベル2のARアゴニストおよびアンタゴニストの検出に使用される。22Rv1/MMTV_GR-KO法のバリデーション試験は、OECDガイダンス文書（GD）3...
	試験法の原理

	8. この試験法で提供される試験系では、22Rv1細胞株由来の22Rv1/MMTV_GR-KO細胞株を用いる。22Rv1細胞株はヒトレトロウイルスXMRV（異種指向性マウス白血病ウイルス関連ウイルス）を産生するため、22Rv1細胞はATCCによりバイオセーフティレベル2細胞株に分類されている (11)。22Rv1細胞株を用いて実験を行う場合は、生物学的安全性を考慮しなければならない。開発した細胞株は、1本のpGL4[luc2P/MMTV/Hygro]ベクターを用いて安定的に形質移入した22Rv1細...
	9. 22Rv1/MMTV_GR-KO細胞株を用いたARアゴニスト／アンタゴニストアッセイは段階的に実施しなければならない。プレスクリーニングランの実施後、包括的ランおよび特異性対照試験（ARアンタゴニストアッセイのみ）を行う。包括的ランは、アゴニストまたはアンタゴニストアッセイのいずれかにおいてプレスクリーニングが陽性活性を示した場合にのみ実施する。包括的ランにおける被験物質の開始濃度は、プレスクリーニングランで決定する。化学物質が真の競合的AR結合アンタゴニストであるかどうかを確認するには、特...
	10. ARアゴニスト作用のデータ判定は、被験物質により誘発される最大応答レベルに基づいている。この応答が、ARアゴニスト対照である10 nM 5α-DHTにより誘発された応答（PCAGO）の10%以上である場合、その被験物質をARアゴニストとみなす。被験物質のARアンタゴニスト作用に関するデータ判定は次の2段階で決定される：i) 800 pM DHT存在下での被験物質の30%阻害応答のカットオフ値、および ii) 特異性対照試験のR2値が0.9未満（段落40および43参照）。両基準を満たす場合、...
	11. 22Rv1/MMTV GR-KO法の習熟度を検証するために、各実験室は習熟度試験を実施しなければならない。アゴニストおよびアンタゴニストアッセイのための習熟度確認化学物質を、本試験ガイドライン補遺Bの表B.4aおよびB.4bに示す。この習熟度試験は異なる日に少なくとも2回実施し、結果は補遺Bの表B.4aおよびB.4bの習熟度確認化学物質の分類および値と一致しなければならない。
	細胞株

	12. 22Rv1/MMTV_GR-KO細胞株は、22Rv1ヒト前立腺がん細胞に由来する安定的に形質移入されたアンドロゲン応答性の細胞株であり、付着性でAR陽性である。当該細胞株は、物質移動合意書（MTA）に署名した上でKorean Collection for Type Cultures （KCTC）1F  から入手することができる。
	13. この試験法では、マイコプラズマを含まない細胞を用いなければならない。マイコプラズマ感染の検出は、PCR分析などの高感度の方法を用いて、あらゆる実験の開始前に行わなければならない (12)。
	14. 応答の安定性と完全性を維持するために、細胞は（ディープフリーザーや液体窒素等の中で）　-80 C未満で保持しなければならない。細胞は、解凍後少なくとも2回継代培養し、化学物質の（抗）アンドロゲン活性の評価に使用する。細胞は30継代を超えて培養してはならない。細胞倍加時間は48時間である。
	15. 以下の培地を調製する（詳細はバリデーション報告書 (10) のSOPに記載）：
	16. 22Rv1/MMTV_GR-KO細胞株のメンテナンスプロトコルは、ATCC 22Rv1メンテナンスプロトコルに基づいている (11)。細胞解凍後に初めて使用するために、ルシフェラーゼ遺伝子選択マーカーとしてハイグロマイシン200 μg/mLを含む培地中で、22Rv1/MMTV_GR-KO細胞を維持する。22Rv1/MMTV_GR-KO細胞株の継代には、0.05%トリプシン-EDTAよりも0.1%トリプシン-EDTAが望ましい。これは、濃度が高いほど細胞培養プレートからの細胞の分離が改善され...
	17. 試験培地中のDCC-FBSは、他の血清成分の干渉を最小限に抑えるために使用する。
	溶媒対照、ARアゴニスト対照およびARアンタゴニスト対照

	18. ARアゴニストアッセイでは、各プレートに、10 nM DHTで処理したアゴニスト対照（PCAGO1）ウェル（n = 4）、0.1% DMSOのみを含む溶媒対照（VC）ウェル（n = 4）、および細胞毒性対照（PCCT；1 mM SDS）ウェル（n = 4）を調製する。ARアゴニストアッセイで100%の応答を得るために10 nM DHT濃度を選択する。
	19. ARアンタゴニストアッセイでは、VCウェル（n = 3）、アゴニスト対照（PCAGO2；800 pM DHT）ウェル（n = 3）、ARアンタゴニスト対照（PCANTA；800 pM DHTおよび1 μMビカルタミド）ウェル（n = 3）、および細胞毒性対照（PCCT；800 pM DHTおよび1 mM SDS）ウェル（n = 3）を各プレートに含めなければならない。
	陽性および陰性の参照標準

	20. 各アッセイの参照標準を、各ランの1枚のプレートに含めなければならない。ARアゴニストアッセイは、特性が十分に明らかにされている3種類の参照標準；具体的には2種類の陽性参照標準（DHTおよびメスタノロン）および1種類の陰性参照標準（フタル酸ジエチルヘキシル（DEHP））からなる。ARアンタゴニストアッセイの参照標準は、2種類の陽性参照標準（ビカルタミドおよびビスフェノールA）および1種類の陰性参照標準（DEHP）からなる。
	ARアゴニスト／アンタゴニストアッセイの品質基準

	21. PC（ARアゴニストアッセイ：10 nM DHT（PCAGO1）；ARアンタゴニストアッセイ：800 pM DHT（PCAGO2））の平均ルシフェラーゼ活性は、ARアゴニストアッセイでは各プレートの平均VCの13倍以上、ARアンタゴニストアッセイでは平均VCの10倍以上でなければならない。アッセイの品質管理に関しては、PC10の誘導倍率が、VCの誘導能の1 + 2標準偏差（SD）を超えなければならない。ビカルタミドの用量反応曲線のない、1濃度でのPCANTA（800 pM DHTおよび1 ...
	22. 以下の式により、PCAGO1の誘導倍率を算出する：
	23. 以下の式により、PCAGO2の誘導倍率を算出する：
	24. 溶解度試験はOECD GIVIMPに基づく (13)。DMSOまたは適切な溶剤中で最高1 M（ストック溶液；細胞を含むウェル中に0.1%ストック溶液すなわち1 mM）の濃度の被験物質ストック溶液を調製する。析出が認められた場合は、元のストック溶液の10分の1の濃度の新たなストック溶液を再調製し、これを析出が認められなくなるまで繰り返す。
	25. 溶解度試験（上記参照）で決定した最高ストック溶液濃度の各被験物質を、DMSO（または別の適切な溶剤）で1:10の比で段階的に希釈する。DMSOの最終濃度が0.1%となるように、希釈液を水性培地に加える。推奨される各ウェルの最終容量は100 μLである（アッセイプレートから試験培地を取り除き、被験物質を含む試験培地で置換する）。各濃度につき3連のウェルを使用する。ARアゴニストアッセイの参照標準（DHT、メスタノロンおよびDEHP）を各アッセイで試験すること。ARアゴニストアッセイでは、10...
	26. プレスクリーニングランでARアゴニストであると判定された被験物質については、包括的ランでさらに試験しなければならない。プレスクリーニングランで作成した濃度反応曲線から被験物質の最高濃度を決定し、DMSOを用いて1:3または1:5の比で段階的に希釈する（付録E.1参照）。DMSOの最終濃度が0.1%になるようにこれらの希釈液を水性培地に添加し、各濃度を3連で試験する。すべての試験は、濃度反応曲線の特性が十分に明らかになる濃度で実施すること。このような条件を達成するため、不溶性の固形物が認めら...
	27. 溶解度試験（上記参照）で決定した最高ストック溶液濃度の各被験物質を、DMSOで1:10の比で段階的に希釈する。DMSOの最終濃度が0.1%となるように、これらの希釈液を水性培地に加える。推奨される各ウェルの最終容量は100 μLである（アッセイプレートから試験培地を取り除き、被験物質を含む試験培地で置換する）。ARアンタゴニストアッセイの参照標準（ビカルタミド、ビスフェノールAおよびDEHP）を各アッセイで試験すること。ARアンタゴニストアッセイでは、ARアゴニスト対照（PCAGO2；80...
	28. プレスクリーニングランで陽性と判定されたARアンタゴニストを確実に同定するためには、800 pM DHTおよび100 nM DHTの両方を用いて包括的ランおよび特異性対照試験を実施しなければならない。これら2点の濃度のDHTをアンタゴニストアッセイに含めることにより、「真の」ARアンタゴニストの濃度反応曲線の間にシフトが生じ、これらの化学物質を潜在的な偽陽性と区別できるようになることが期待される。プレスクリーニングランで作成した濃度反応曲線から被験物質の最高濃度を決定し、DMSOを用いて1...
	29. AR応答についてはSteady-Glo Luciferase assay system（Promega、E2510または同等のもの）を、細胞毒性については生細胞プロテアーゼ検出システム（Cell Titer-Fluor1 Cell viability assay、Promega、G6080または同等のもの）を用いてエンドポイントを測定する。細胞生存率およびルシフェラーゼ活性の測定は同一のプレートで行う。
	30. 細胞生存率アッセイについて：
	31. ルシフェラーゼアッセイについて
	32. 蛍光光度計で測定したRFU単位の細胞毒性を記録し、次のように変換する。
	33. 細胞生存率試験の結果、ある濃度の被験物質が細胞生存率を20%以上低下させた場合、当該濃度は細胞毒性があると判断する。細胞毒性があると考えられるすべての濃度を評価から除外すること
	34. 細胞生存率アッセイにおけるRFU単位からのデータ変換は以下のとおりである。
	35. 照度計より得られたRLU単位の発光シグナルデータを記録し、次のように変換する：
	36. アゴニストおよびアンタゴニストアッセイにおけるRLU単位からのデータ変換は以下のとおりである。
	37. ARアゴニストアッセイでは、陽性の被験物質について、陽性対照の10%の効果（log PC10）に相当する効果を引き起こす濃度、および適切な場合には、陽性対照の50%の効果（log PC50）に相当する効果を引き起こす濃度を提示しなければならない。log PCx値（xはPCAGO1と比較して10%または50%の誘導能といった、選択した応答を示す）の説明を図E.2に示す。log PC10およびlog PC50値は、PCAGO1（10 nM DHT）により誘導される転写活性の10%または50%を...
	38. ARアンタゴニストアッセイの場合、陽性被験物質について、800 pM DHTで誘導される転写活性の30%阻害を示す濃度（log IC30）、および適切な場合は800 pM DHTの活性の50%阻害を示す濃度（log IC50）を提示する。log ICx値（xはPCAGO2と比較して30%または50%の阻害といった、選択した応答を示す）の説明を図E.3に示す。log IC50値およびlog IC30値は、800 pM DHTによる転写活性の50%または30%阻害のいずれかを誘発すると推定され...
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