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1. Invivo FRIEk Pig-a BIEFEALTERER (LUT. PigatBREER) T, AEBEEFEEDL

R—2—¢ LT, NAMOHEBEGRFTHEIRRIZFFIOILA/ O b—ILT VAU I TR A EEF

(Pig-a) AW, Pig-a SERGED in vivo B FRAZERARKE. ZERMEOFTHE & OBEHEMSEAFFIC
B, WHEL, HBEEMEOREMUENSDORIR., 2HBRENLEERREANDOHBRLENE
DHf. HoWITinvivo KB LU DNABE 7O REEDEBUERNDT R TAZTERERIGICES
TENLTHD., CNLDEEMNS., invivo Pig-aiRERIE. invitro RIZK YBRHE Shi-BEEMHOAEES
DELHEEBEHICFERTE S,

2. Pig-aft8R(Z. BERUVLLONARMDI Y FELREIVRICLKYRERETE() (R%E285]H) | &
MERERSETITHBREEETED, S LIEHHEICEY., <D invivo IF-&EERERTO Fa—)L
~D Pig-a HEBRODMENRBIZH D (BRET~8EIVHE 2SR (2)(3),

3. AREBHA K542 (TG) L. Pig-a HEBORZMFE, HMWERENS. HEE. BLUER
DERZEHAL TV SHMRIEE (DRP) REOHREFEQI)EILI\TILVS, MAT. X DRP T,
Pig-a SHERDFm &R A%, 1D in vivo BinHHRER & BEEM T THE L TULV5(3), ADRP (X, #B#®
Pig-aB 70 Fra—)LICET 2 EESHERBEET—V 23 v TITKBLEL—QQIZEIV L DTH
%, Pig-a BBOFELERERLS L UFIEICONT, UTIZET ., & TG OHREIEICH > -3l
ERRMEMEER 0 ba— LR &, Pig-a BEBRERICET 530G/ 4R IE, ik & U3 K
(4) (5) (6) (MIZRHEE 3,

4. In vivo FrM¥k Pig-a i85 FRARERRERG) ) TERIN-ER AR EHAETMEICAET 2L L1
E7LEa21—(8)Tl. Pig-a RERXEVEREET in vivo ZERZHET HDIZEY TH S EER/TT S
hfzo EZLEa—TI&, RELOHEROEMFIZCALGNS TC ORAFKIZEAL. Pig-a HERIT+52 12
HEhTWB I ENTENT,

5. ITECRABEOEREHE 1T,
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6. Pig-a B FREAZRIL. ZEROREXRSICLYBRT LI LARBOHLNTEY .. EEFMERD
SEEBME. RELPICEVTEER» ARERY 5(10) (1) (12) ChoDBHERRE. Pig-a TEM
EAMREENDHIBE K EHKT 5EEN, Pig-a BERMBODISELELULTWAIEETERLTH
Y. Pig-a MERICEWTAIESNZEEDN., HEHHEBMPIMNLGRERE, 34bhb. MIEHEEICHF
CHERFCBBELHBVRBEEFETEINDLSICIRDITFESI L ERLTWD, Piga REETIIHRLLERS
AEARASINATERLA., 28 BMEHRKRS (FEZFhUL, B%E 4335R) #FAL-70 ra—Lhs,
ZEAODERZAAL. ZEARZKBRICTHoLHMEL o L. EEMNLERERSEHREA~D Pig-a &
DHEBEBRZICLTWS, 28 BRSO ba—/LTIE, B in vivo ZERBREOEREEN, EH (3
Hhb, & 14 BEXRE) #5770 ra—LiUbIMIEVNIEERLE (Bl : 2 HOEEFA:
1BA 93%& 89%N—HERLEDIZH L., BEHBREDADT—2ZRANEBEIE 88%, T2HERIZD
WTIEB)Z!]) . Z#%IZ, 28 BEIOKRE IO Fa—LTIK, KYEWMEERZDa—)LICHER, (1 B
L) KYERWHAERET—HOZEEENRE SN SH(13),

7. 3RDREA (Fhbhb, RBEZDFEA. FREOEL. BMOEROER) SLURBRT—2M5,
AIEERPR Y . Pig-a MER L DR L DMENIHIND, 2L, ELOTHRMIZITS-OICEET
REZFELERIEHH D, Pig-a RERERICEH LRSS FIBICIE. 28 BREERE5RI(C Pig-a &ix
FREAREEHABREFITSIENBTOND (% 40) . &Ko T, Pig-aidigz. 25 LERERSERY D2
—LERAWSHRBRT YA VICHET S LIFBRA T, TOHIZ(E. OECD TG 407 (14)E LU TG 412 (15)
SLHD 28 BREAM—BEMRR. H50ME. OECDTG488 (16)RBHMD FS VR T =y IF o wiEE
EFEARERABRNAZE (TSNS, Pig-aitEilX., OECD TG 408 (17)B LU TG 413 (18)scH D E gt =1
HEBRAE., RUBEHRZESRBEMHRAI S LELTED, Piga REBEE. BHTORES L UHBR
MR a—hbihdREBEEDHEAELEIE. HE2 TEET D,

8. BETHEIUMHE2 IR I TVEIESTTIX, Pig-aB X UFRMEK/NMERERIE, TV RERA >
FEELIZOBDRBODABETHE-H. B—DRRICHETE S, LIzN>T. 2EBHREESFHEMLE
ZEAEHMEFRE IEER) BLTEGFEE (Piga BR) OmAZ. A—OHRTEHETES
(19). Pig-aiERICEE~N invivo a4 v FRERIZEG HFEFED I Y FRA >~ (UM, TO DNAEE) #
BT B LMD, Piga BRI, (EERXKBREEZEEETLRY) invivo a4y FREELHET S,
ady FRRIF. BRREASOERZFZRTIHERDEORERENMEV LLRLTLS(20)HY, Pig-a
HERIE. BRANKMERICEVTERINIZELZHENICAET S (B%10) .

9. Pig-a BEFIILBEHMAZL BDODIYYUERTS 1302 bp DA /0 Ea— FE3I) ., Pig-
a ZERRUVAZLELDZE (B% 15 88) (&, 30— FEES L UBIET X TS5 4 AEMENLAKIZH
Y. ZEREOEELRY ARy FELICREIATER(21) (22) (23) (24), Pig-a REICk YR EH
FEERDFEAELF. TVVIRRLLGIZEERZETCEENERE LUV IL—LI T FTHY. BESH
FEEQOMEICET BN/ 7RI HEI ST,

10. FRMIK Pig-a AERIL. FMMKAEBEMBICEVWTHERSNIEEZREL. ZEIRBAIToEED
BHICEICREDON D, BHITTHALGERLAONLBHTHLH-H. HOBBTOEREEFET H2<
DYMEIFEHTILEREFRT 5. Pig-a ABRIE. ERERELERTHIMRILFEMEL. ZEDFE
[TREEMHIEZET SHREFEHNE (Thhb, FIBEERR) OLTHIZLRENSW, f=7ZL. Pig-
ailBRIE, BEICIHELGVERIEEVES IV ZORBEDOZERMEDFTMICITBRATERL (B%E 71
SH) . —MRIC. K TG RHEHD Pig-a HER T, RAYDEMELTOEEGEREIRAETELL,

11. BHZEERZREG SNz, (FoEBEBHBEED Pig-a TERREICET R MBKATEMAZD DNA
AL Y Pig-a BIFRAZEDOHHIZOVTHEA/AITTON TS, ChLDEBRMSFELNT
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MRIZEY. Piga BRREUEREY 5MII0IE Pig-a ZRERVET 51, Piga BERMMAIZAE LA
C EAER SN B (21) (22) (23) (24).

12. A TG [F, (FoEBEMBRDFRMIRKICE D= Pig-a HERICOABERATE DM, Pig-a ZEIX. in
vitro, IEEHELEMEA. BEUVE FEZECHRLALHYEIZE LV TRIETFTEETH 5(3) (25) (26), fthoiE
AFEREORMHMZEA W -ELDOAEL. ERERUEDESSVFEERMEYVEORBICHILRRES L U
EEMNUESNEHRICIE, FITAETHYRENICHEENHSEEZ NS,

13. E7LEa1—FHD Piga BBT—2DEFEEAEIE. Ty rhLEOATINS, ChFETICIRE
INFEZIVRT—2(1) (25)IF. ¥VRY Pig-a HRICHEAAIETHSZLEZRLTLS3B), ==L, <
DRATORBEZHET H5BE. YVRET Y MIERBROBENDENGEE, IORXICED(HREBROE
HOBBEBEIZANDS (il : % 56 ) .

14. IXREESAE=T/HMHEERRT 256, ZRULEYR in vivo RERERTEMBAETOZEZRER

BREHBRTHIEEZAONQ2T). COEDYEDNHERTIL, Pig-a RBROZLUMEIIVIECLRY 55, =

2L, Pig-a BERIF. IXEESNI=FT/ MHDBHEEZEFTRASEY T4 EAATEHHEICF
(] - BARAIRER) . IXEESA-FT/ MHOZRRUEHRICBYTHD EEZX 5N 5H(28) (29),

AEBREDRE

15. TJUVAVIWKRRT7FIILA/ ¥ b—)L (GPl) HIBEET > h—DEERKICIE. Pig-a EIZFIT&
Ya—KREhB2 098N BETHSH(3B0), GPl 7oh—IE, # 150 BEOMBEDZ 2/ BERILLE
OMRENEEICHEES ST S, GPIEKICEAET 54 30 EDEETZFD S5 5. Pigald XEEBEALIZMET
HHE—DBILFTHD, HICIEXEBAN1BEOAFEL. HTHET IXEBRII1ETHIH, B
—ZEIC&Y., PigaBzFEMIFTELSN, GPI 7o h—F LUV IhICEET S GPI 7ohA—4%2 N
DBEEREKLEMBENECIAREENDH D, LEN-T., HHEEBWIE. Pig-a TZEARFRICRAZDORES
9 5(3), GPIAARKICEE T 2thDELRFIE. MALECFOEERTCOARFELNTARETHY .. GPIF
FIEDOBMIZIEZFNEESASHLLEL, Tz, ZOERIZKY., Pig-a BRTRAEINSEERERT
H5GPI7Uh—REEE L BHREMEIX L YIELV(31)

16. REMIZIX, <4200y MLESOEIZH 100 FEODKRMEK (RBC) NaEh [4: (32)] .

ZFODHEN—t 2 FIRFMER (RET) ELTHLHONDEKRAFMETHS, RET IXEE RNAEEZSH
L. FROBRATERAAAGICHEMA CD7T1 R EDKREY—H—2HIEIT 50, A RBCIIEZE RNAZSHE
TESLERAY—ND—ELRBELEWL, A4/ FSAUDBEME LT, RBC FEHICEFRELTRTO
BIRAMIKEEKRT SDICHNONS—A. RET EERFOBRORZRELRALESITERSNS, RET &
B RBC £ D#EAE. HERNABLIU  FITEVLZRABERD LJIRAZALZCO7TI REAY—H
—DEFEIZEIC L THETH D,

17. RHMHPD RBC & U RET Tl&. Pig-a ZERBRE (F%ahb. GPI 7oh—0DHEK) %#. GPI
FoN—2 VRV EICHT 2HNABERBENATOERICKY., JO—YA rA M)—ZRAVWTEFTSE
%(33) (34) (35), #D1=&. GPI7UoH—IE F—TIZBLTIL, Pig-a ZEMATENRZREES. Pig-a
BFPAERMARIEEAZRTHLICHDS, CDKIIZ. 100 HEDIEHE SN RBC LU RET D Pig-a
ZERBFERZDNT, 7O8—HA rA M) —ZRAVTREBRTE 5, B%23~258 LUV 60DIRRELY .

ERATO 1 AL VYE 100 FECHEZIMET 510, RET LU/ F-IXEEMBRERET 25%
MNEFE IR TS,

18. RET &M &# RBC £HOMAICONT, ZERBFH AT 5., RIEOBEIRTIE. SHENE
BHKFMEK (MUT RET) MNZTEFME (MUT RBC) IZHERBLLHET S, #ATH. MUT RBC IZ.
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FEDENICETIEELHIIE L DHEEICN-5Z M5, MUT RETIZHAZ MUT RBC #5895 C
EFEETHD, FAMBROTMIAR— FTCEERRENIULTIND I E. CD LT, HERILEYMELFEHRT
PEERMEMORLBNGIAMIZL LY (8K 66 3H) . -, AXERHOKRE FMRAF 21—
L (B%% 40~45 $88) (X, MUT RET & U MUT RBC OMlIAN . ZEFRMUYWEREIZ L S1EmMI+5
BHREGDLSEESNT, FToREZBRANZEREMEICKRESE. 28 HERERS IO Fa—L
ZFIALBE. MUT RET E£7z(Z MUT RBC @ 1 EHDOAIZH 1T 5T FMICHEEREMORENEN
THHIDTHENTHD, LML, ZEE 1 BFELEIHEOABIEIMEFIZOABEINS-H. BERTEL
%5 RBC MZEAREEMFHMEEICHL TIX. MUT RET OBEHERIGIEZELCTH. MUT RBC ORIt IE4AE ALV
BEMLAHDE., HHWE, —AFIIMMAOFMERIAR— MZHEWNT, BERGHIEERMICKRESINS
ZEFEZALOND, IS5 LIEROEREMIE. BEBRILEMEOEERMUEILICEAT 2EZMROTMI, 55
Y (RS

19. Pig-a ZEFAZFRICET 5T —2REITMA., FOFMBERIICEHLEL-EEORELLT. #
RBC (29 % RET DEIGZHATE S, RET D&IG (%RET) ICEY 5T —2 (&, BHNEYENIZE
ERULANLOHERILEVEFT B ZORBYICBBE SN LEZHITIDICHERERZY S5 ((2) (7).
B%EA9BLUS53EHR) , HEFUEEN I BLRNICMERMZINE LI5S, BHSMHE. RREE
BEBBEOHYD%RET (2T 2HEMME%RETETELTLIFLERRT . —H., BEPIEERHS
BrYRICMAZRRAMZREL-5E. BHEMEE. RFERE SHIMREOEB YT I E%RET
ERELTHIZERBLS D EITBESNLNE6), BEEDWRET LFE, AETIE TVAD Y F3R ]
FrE TR FURAFRMBKRER] EFFEN, BE., HICFOXKERETZH# 56, BHELHHARBICHT S
RERGTHDZLERT . RRIC. HRIEEVENBMZ5ISEITIHS. %RETICAEKREFEMNLGEL
AELS H37), RRZMHY. %RET OREKRFHNLGELEL. EMFHICTHEEZLLANILTOLEBRET
HdEETY,

HRERRFERE R D B RE D REE

S L VEREORE

20. Bl LR UMD - HOREBREMERN Pig-a BEBRZEMT HR1C, BAIXFRM, MRS
DT, BEUBT7O0—HA FAMI—DOFIRIIOVWTHRBREBRIENEETH D, FRIIBEEICLER
BYBER/IMET B0, HEIRBEDLEEY. ANAMIVRRELTIHMONLIBBERREEETED
(38),

21. HEBRERHEROBZTREEZRILTIICIE. 2RT—ANDOTFASNIBEREFHTIVLENH D,
FNICE. (BEAE0ZERICKVEBERINIBRIGEZST) RE2DODZEER (R158) . B&LUE
BT BB ARIE (BR%3188E) 2RV T,. MUTRBC & MUTRET i ADEEIZDWTILIET 5,
S5 LI-EBRTIE. BBRERERCTORRBAZICEY. BRAENOASKFENLEEREERBEEDEM
ZLt=6L., T, BBRROBRERLIUVSIAFTIVvILUDENINTHIZEERICE2EHOAEZALS,
Z5 LE-EAERREORRICAVLGNS FoEELN L. BREMOMBRY (% 46 2B BLUAHE
SBRINBHABEIRE LB TSI LITLY ., HABRERESRABELRMIEERBT -2 XN —XDIERIZETF
TERIEIZBESINEND (LYEHEMIZOWTIE, BE 28X UME 4 E 41 HIZEH)
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%I HSsLUERERRRBICERESLIERF

RIBENDSy b+ | BIBSNDT DR | FEmMA°
CAS ®s5 XEHAE"® e AE"’

LEYHE 2 &= YL Er i (mg/kg/B) (mg/kg/B)
N-ZF)L-N-= b0 | 759-73-9 | ) VEREE | &% | 20 40 15-30
JyL7 £EEiEK | ORE

(B4 : ENU) ¢ (pH 6.0)
RoYalE LY 50-32-8 | dwiMEf | @®EIE 125 125 15-30

(A4 : B[a]P) © [Fa—im a%ks
TA2-DAFIIAY | 57976 | d<imEL | ®&EEE | 30 75 15-30
Ral- 7> bS5ty Fao—rim | O%S

(Al4 : DMBA) ¢

AEMGEAAHNIE, HOEERFRZFEATE S,

b3 HRESRS (Day 1~3) #BELE. —BICEZRUNSBF CTEEREABVEERME1) (39),

CIRMABICIE, HE5MEEEEMITA (F4dbs Day 1) £, Pig-a REICET RMMINEHEZEROHTEERHL TS,

RN ERERRERR, MAKIENEIO=6H,. ENUDBRICIEpH6 D) VEAEEEERIEKZEZAL S, ENUBRERIIFERBE Z&I2H-
ICHART 5, ENUTTRBIIZEDREREZEALTEY . BERARDERICEICDIEE2ERETIVLENH D,

CRBMEMHILEET 5,

BEREERET—42

22. BHERABTDBET, ERBERMBERE. MUTRET & U MUTRBC MHEEIZDLNT., BRME
MERBTOHESIUDTERILT 5, BRENBT—2(E 2 DOEBBENOAFTES, F 112, BEHEX
BTF—4%, $EBLEYERSEYMELICIEENB L LTHEBRSIA Y (LT, FEREEEXEEFES)
MOAFTED, CAoDEMICIE. BF. BH BEOABREINDZLIZHD (BE3) . $B2IC,
BERI Pig-a B L TV SREREREMR (B%46) Tk, BHEXBT—42 &, BEFIORKRSEL
BEFYNOAFTES BEMHBT—42EES) . K TG TR 5 28 BMREKRSLE IO L
—LDERICHRBRERE LGS, REMOBYIEL. B BERBENBEMEREFD Pig-a BRALEK
HMEEZEITHIENTIATLS@B), BEMBT—20O#BESVTIATHONL. BIZE. SANERE
IC&EUBESIND) FINNEESHRECERMEE RIBMIE. (B%E 46 BLUME 1 TEESIND) D
Yy ORY NEDEAREZESRZXRE L-AEENH DD, BEERBELHFOBEICAVSINETIEEL,
BRENBT—2 8L U209 HE. TERREHMIIOVWTEHETRAETR/IMEEEOEFE (BB% 60) . R
DHFBHOFME (B% 64) . BoUIC, HRIEEMEREDELEDTES L UHER (8% 66) ITHWLT
EETHD, BEFMEMERBT—4ty MERKICEAT 2K YSMAHRESREIL, ME 45 41 BICEHS
nThd,
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HBRAEDEREA
MM EEICRE T 5 FREER

23. EXRIOEER™ DNAEBEOEEMEICEAT 55 f. H& . GPI 7o h—REFMERICE DI, &
ER DNA BEZBEHL 5 2EFOMRICET HFE o TRV SN S HFHREEMO—8IE, KE.
AFF. BELUFIMD Litron Laboratories M FFHEZMAB L TS, CDFHFREIX. Pig-a HBRORE
BLUGPIEMEMEROT7) VT DLBMERETORMETELEVNI LIZTBE I, RABREEZERT
HHERERMEREX. (MutaFlow®* v FDHERITE L THISN D) Litron S HIBEETRAYY FEAFT
h ., Mm&EEFZ Litron v FTORERICHEE LI-HABRERERICEMT S5 ENTE S, MutaFlow F
Y FDERSA LU RIEBREMTHY . BLIETETHD. —A. Litron BLURBAShizFv FRFET
Noxy FEBALLGOEREBRERBERE. XKE. hT+4. BLUMIMNTOHTFORMR LT DEMDEREIC
[%. Litron Laboratories £ M5 4 & o A2 ERRE LB TNEHZ ST,

24. BRFMIKEMEICET 2RERIDEEZSE PIGRET #iX. BAOTZTAKRKESHO AN ETIES
FFELTEY. BROZOEMEFERT SICIE. FALEDSA U RABHEHIET ILELDH D,

25. ATG TlE, FMIKICE D Pig-aZRARBMOBEHS I UVEELHMEICOVTERT 5, 1HFFD
WA TIX, Litron Laboratories 8 & UFAMKXESHRAOEFHEZEELLVRERMZAL-TO
JI—LTHNIE K TG BROHAFUVREHAVWTEHRHICERETE S, FREE (% 64) @98
Y, ZHLGHABRERDOHIZ, Litron B L UHAOEHFHEMEFERAT 2DLETEL,

HE R
PEDLIER

26. KK HAONEIERERM THIBELERRAS Y FBLUBERRRAIVREZEERAWNS (T4
Hb, BEFREIZ6~12:88) . POEHTLFOOESHOBYLHERTRETHD Wl : H5EAREIC
4588 . =L, F53LEBHROELSHEERT L, ELHEICE, OREBREDHSIRE. HDULIE,
BRICHABEINTLAAFIEICERIATOLEVEMORLSERELZENEZ NS, &5 LI-EHDER
NELS ZERMEERBT—EAR—ADERF., WTFhEBEXIET S, Han Wistar 5 k. Sprague-
Dawley 5w k. Fisher344 5w b, BLUVCD-1 I IRBEDT Y FRMBLUIIRREMNL ALDS
nTWB(1), FoEEDELSLIUVURMOBRIZ. () (T—2OHEEAUERTENTE, Hic2ES
129 51=6) thosSHEHRICEVTRHVLLONIEBY. () (REEAEFZRITLEE) BRERUERER
TEEZRBE LS. HHLE. (i) BBHNTHSHE. E FERIBEEROHLIRBEETH58MIC
HEOCZ L,

B DEIE b & VBT

27. BMAEE0EREIFEEMICE 22°C (#3°C) &T %, AXEE, FAETEEREZRE 30%U
L. 7T0%UTHAEFE LA, BEMIZIX50~60%ET %, FBEAIX AT 12B5MEBARE. 12 BRHEBEHD
B &35, #HEBICE. BEOEBREAMEZANTEL, SRKIFERICERSE S, BERS5T H5E.
FROERIE. BHRIEEVEOBULEESEZHART ILERICIVEEINS 5, KEMTEN TR
BWSA., BMERMED/NTIIL—TF GBE. Sy FTIE2EUT, YOATIES5ELUT) ITRET S, &
— 2. BYEAICET HEE [§]: (40)] I L, HEMBELELHDIGEICRY. BIWEE
AMZINETEDS, IYEBRRES (FRERZFENDRER) OHRFHEICEDE, AHELERBRY VI Y FEZE
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AL, BYRRRIV )y FAUMERBT S &

BDEN

28. Bz, BHBEMBESIUVHERILFVERSHRICEARICAYR TS, BME—ERICH
L. BEFRBRAODLGCES S5 B (FE, ZLTLHVERBRZERL L{EIRFOZELORAEL
BY) AEZEOEHICEESE S, BIME—EMICHINT S, RLEREEDEVAEZAVS. BYLEA
EIZE. VDT, 847 R4 0F v TDER. SETERZBIALSZEToND, X TG OHBRTIE. Bit
BLUEDY Yy TEERFREHICESESNEN, 7—2F, TOMEICL 2EEDOATREMNR/IRIC
BHLIBAHETREY 5, HBRFMWKE. HEZTLAZTLOAKREDESDEE., FHEEDL20%UNET
%o

HE DR

29. EADHWER LB L, BUEBRELEBRISERFLEBEHL B - Kk, a—2ih; HlI2D
WTIKXEB)SER) . HDHVE. ARFLIEIBKITEELTHoEMICESET 5, BADHEBRILEMEL.
WHETHNITERRETEIN, FALGHAEZHAEL. BEEMRT—TEOREEFMHET 5126, #EULE
BETOHFEREANDS, RARZEOSH S, HRILEVEZ ZTOYELELEMIFEICELC T, AR, BR.
FEEEXR REODIF7OVILE LTERETZ5(15) (18),

30. TEMT—aM56. AVS2REFHEOHBUNIE S NG VRY . HEBRICLENEOH - LREY
AW,

B

BH B

31. BEBEE, BLVSREETEMEREELY. T, HRILFVELLERISER ZFEL
AN &, BMOBRRFIEBFEUNZRANSEE. HERILEVELDERISE. BT, HEREY.
BREBBRBELIUVIV FRSA U D OABEERERISRT—2ILY., ZOFERAEEMTSH, KEED
BEBEOERZ. TRGRYRVICRAIRETHES ENHESIND,
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xR

BIEAEL L N7 O0—Y 1 X Y —DERERK

32. FHEREMMERIE. B%E 20~21 EHD Pig-a ABRERICOVWTEREZHILLIZIZEENEZ LMD,
ZTDHEDNH, BB LICRBEEENBEHMESTHIDENGLLED, TERICEREL-BYITEKNT S
DTIEGEL, 7A=Y A M) —DEYEVIZELRBIPBINCLICEFNDS LT (BE% 33) . &H#
. SR IZAEH LK., HAROEEUHINICEELERICRERIIFROERZEKHERL I A TOEN
WMEBELD(2) (7) (1) BEEMICIE, MBER—RDT7O—H A A M) —ZEEHOFRICEYERSIH
500F. i) BB LUVHIEOEE ZEHEABEITHOhZ &, i) MAOEE ZHICAWERENE
MTH-o-2 &, i) 72— A FA—F—DLHFERMEMSETERREMBEZEICRANLI-CETH
b, RRIC, BREEREEDOEMZRET 2R GENLERAELHREICT 57120, HBRERBRIE. BE
21 REOERAERIHRBRICEUL:. TZERREFMICL2EMHABRERIC (DR EELE 1 A) i
ERAE

33. JO0—YA rA M) —DEYEMZEABDOEERZZEINIE. Pig-aZRAEBTEREDIZUIC
ZHEFHERALN LERTSIIENBETHD, TND=H, MUTRET ELK U MUTRBC & HAER RET £&
UHES RBC LI EARES I URNFEZIAT S [EEFREMEAR (mutant mimic)
(b, RRLEGSSICEEFNKOFEEZE I AL S5AR Ih-MREAR) FLEREBEOKE
(FHESSHR) #HAET L, TEKEMEHIL. BH FERBXBEBVMHRORSTORENET S
LTHRETES, COMBD—EIE. Pig-a BAZEREEFMAICERICAR I LA, BO—ERIE.
HARAKEHE IO b —ILRED GPI 7Uoh—RAEA NV BRADEA A ERET S ETHRESND
(11) (38), Xz, BERXMAED-H. Thd 2 20OMERMZFERLCEETEAT %, ZEKREMSR
# (FEFTHESEHOREY) M oRBEINZERBE. FEORESLVY IV T7 /T3
WMNNTA—2DESHELGY., £z, BHFIEOZLHICAT IABE LTORBEEZR-T (BB% 32)
ICERTH-0. ZEREREHEZHBRIECERL. BRAVIMRRAHE@BHTT 5, [FEOREN
Bishtzb, COBEDT—2RERHMEAEEL. ZEABNOUVEBEZ(T-IRXRTOREBIZDONT,
BEIFEOREZEALBI &,

BEEHE

34. R REYIE. BRIOEBRIEFICHRICED., HREEVEERE LGV EZRE.
ENLUNEIBREFOBMER—ICHKS . HERIEFVDERSORICHABEEZRAVSEE. XREFICIELHE
CBHlBEE1RE5T 5. TEDHRICEY 2R BEYO MUT RET & & U MUT RBC O4EE (.
BEMEERBONME—BLTNS L, £S5 LEERERBICT 5012, FRAATRLGTRES IV
EREZREHT SRLALGAENERHY . TOFEITOVTIIFHELIFE 42RICERT B,

35. [ O R HREERF A ER I R E YA SRR L 2 RDBITESE., RE5HOME
HAHORES S VBN ZECHRICLERSIND (% 46) . 3740bb. ALSIETFEICEADLY L,
REMOMmMZRRAM L. BRRHSEABROKBICEIZ L,
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36. HHENTIAOOBYOMBEZRNT Pig-a BIEFRALZEARZRET 5 &1F. BRIMHIZET
AHETH D (3). HBRILEME~ADE FREZA, BIZE—HMOEXRFKLRAKRICHERENTHIEEZON
B5E. Pig-aiRITEGMERNIZE YRET 5,

37. MHE—FOEDH L DHHBRERET 56, BATRCBNERIE 6 LIZF S LZEMIC.
HERFIRE (BRUBBREREROEMEEILIOM) ICHOKXKESEZHITS [HORKESSODESHEICD
WTIE, @)EHOHEAPHRENDELZSRE] . LA -T, B% 47 THISNDNITA—FITH)
STHHE—ADHEZEZRAN. 3SOORAERSLUVRREMEMEBERITTRES 5HBRTE, REFIMFICZ24
COEBMHIBEIZEDEEZDND, BE 46 BED LB Y. BREFMOMBAFRMZRAVTHNIEZIRNT
A, HHWVE, BYPERED LELGLETROFEICHIET H-OEBMOBYEHRAANDEE. BYHRIT
BZ2BHZLITHD, WITIHODEOBYHEL 6 ERFEDKR (Bl : Ovv IRy FMEORREERIGETR
LE=BDRRSCER) TIE. T2 BROBRICEMROHIMER LS.

38. T—Am6b, MR THERCFVEICEET S (Bl AEREARZECL5SEE. K8, &
FUNAFTRASE) T4 DE) MNAMEIBEE. MEREZRANHBROEBALZELL,

39. R LAERMETHEMMEICRES T HHRTE., M L ICLELCBYRIIEE I7TISTRLEHKE
RLT, 1#HEYBEMLUESIUVM 6L ETHS, RILASRETH#EmMMEICIRE T HHBR TR,
BRFEOERICEY. 1 BLA-YOBYRAEIRALIELIEETH D (HE 4% 2.1 HSHR) , #HEHIc
EOKERHETR. BEZATIhOERBMBEL VDG TE A, +OLRHAENRHNEHIETT
&5,

BER 72— B L UER R

40. Pig-a SREADEMIZIX. 28 AERERSE 70 Fa—ILAHESIhDE, ChETIZARE LK UEM
SNTWBERERZ 21— ILDS55, 28 HEREHRESR TP a1—)LiEk, ZERMHORBHERNEETH
5LEVSHRILFBAOHZIBEMERLTLD [l : EEFADEELSZILEI3)] . HEMICELES
h3BEICIE. REOBRERYD21—ILEMATES (B% 45 31B) . #BRIEEYMEEX. 1 ALY
BAENREIAE (Thhb, FBIC2EULEE) LLTERETSHILET,. RKEREERHICTTES,

41. YA 28 BRMES L CHEBRIEZMEICBESINISA. BEFLOHBERNSHBLUA ()
Day'28~31) 244 < &4 1ERMY b, HLAGEGFERABRIODOIRET—FI2& Y. Day28~31 D
HEHEEE MUT RETH8 & U MUT RBC ORIGERIZHRLGHME LS T &, T, EHELGHAMNREDS
ASUTICERBEREBVDI ENTEINA TS, CORTPa—)LIE, Piga REéL. EFFASH
TW5—REERBRELIUVMOBECEEHARLEDOHEEBTRICTIEVSHENDHD (BE 7~8) . In
vivo 32w FREREZERT 2B E0MEBINEERS(CT S0, Day 29 ITHERELEWEEZEMIRELT
MNOHEFRRICEHMZIET I201E. FBRAEKETHIZLITBEINLY,

42. EET., FERBXTOLTARAGESIZE, 28 BERERS 7O FI—IILDOESSIZEFDERDE
ATIRELEMERBICDONT, Pig-a BIERD AU Y bAHZEEZONDS, FIZIE, —SBOEMEE
BTk, 5T IUEBOSHEROBRBZEMT 50, Y754 ~ TEE) BEi-(k B BEHRTT

T KBRESIOMOERICE T, ABRBIRESEHE EBERT. Day 1 EEET 5
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W5, £5 LEmER#FIRSHIE®R 2~4 BRI TEFERE SN, ZEAXRICET S EMHMEAERD
Pig-a ZERBHICOVWTHRMHKZFTHT R LT D,

43. REHMN 28 BAEIRERSHBOYMEEZ 51548 (] : 90 BFEEIEHRER) . £128 AMKRS
% ({5l : Day 28~31) (244K & 1 EIMARAHEZNET 5, BE 42 DOFHBAELSY ., BT ra—)L
D% Bl BE5FIEBRBMALRN) TROZTI5AYY MEHDIEEZONEHN., EREZOHKBIRIERT.
FRIBRAERMAED Y O— UBENRAETERFEEICTHY S VEEEERIFL S LS ATREMEARE S
nTWd [l:(42)] . I, BMICETEL LG YEORERTOREBEIR (4l :8 » ARMLLOEYD
HAHEE) [2OVLWTIE., KYESHOBYICET 2EEMNEERBT —IR—XEEPBETHDEEZDL
hd @EE4IFEL41EBSH)

44. 28 HfERBRBARRE L L HIRER 7V a—)L (fl: 1 BFEEE 3 BREROKS) X, R1E
BRETOZEEFRBRHAD 28 BEZE IO P — LI YHEWNVREZ RSO, BEMICELLETEL
(B%6) . @GO Fa—ILEAWVSSE., BRI L VMERTIIDE< &S 2E, Day 158T&E
S UEE Day 30 BIRIZITS. SRTOXERRERENLYSVERAKRER S D1 —)LiE, REROFR
./ mEFFERN 1 ETEE 2EDA EFRASNSH(13),

45. TNUNDERES S UEMBERA 71— LEFERATESDE, BHEMICELESNLEE.
2, OEUHREOKEFFMMDOECELRREOHAZEZICTHHEEATHD, HlIAE, ERKRS
CRESET. HBRIELEVEOREZBHE., $AFAWNS IO Fa—L T, thDEGSERRE DH
ANBSTHS—A. Piga BRICEVTEREZRIFIT S EN/RENTINSDA3), EEEDEBY. =
S LB TIE. MUTRET 8& U MUTRBC ORISHEBHREIZEBDoNEE, BoUIZ, Pig-aiBRD—
RELTERSINSIMOECEEHBRTORBRHNMEZEZET ILENH S (BHRERAT V1 —ILTD
Pig-aiiBiE . OB EGCEMHBRTOT v EDOHRICEAL T, #ME2E 2HOEESR) .

46. WThDBRERTDa2—ILTH->TH., HEBRIEEMBEOWEIR SR Pig-a fENZERT S L
ICEFENHEEEZOND (2L, BATEHGY) . #HRIEEMERSR 1 BRURNIZ, B5FHTDR
HERWNT S (ARAYORAZANSEE. EOROEEEBHEILZAEICT 526, BEFOFHHMIRRE
BEDOH 7 BREICERT 5 EAHEREIND) . RAZEREENERRICECERNEERBOS T (£
DHMDEBRAEIZDONTIEL, #HE4FE 421B8HR) OHEENELGED Dr v IRy b TEE, £5EH
A E I (XHARMERAEEMAEOERICERLTEL S5, 5 LERALEFREEZE T 28MEHTET
5T LI, RETIHEMETHBRNSKRAL. BEEMNEENBOSHEENDORAEEREELZET 58
MADEBEERETREIZT HICIE. ARATHDIEEZOND,

AEBRELURERRE

47. &IE 3 DOBRCFVERSEHSSIVREENREE. BEAVD. AERCOFMGRERIZE,
BMORERNMBELLLIIENHY (B 48 2R) . AVSAERZLIYDLITBHICE. TDEY
METRYT &, RFEERREOCSYMET. HRILEVEORELN. HREZVEREHROHMER—D
FAETEYERS . #RIEEVEDOREISHA BEEZAVSEE. ANARERIVINTORSHICE
BEDREFLFIBRFEHRET S,

48. AEREREORICE., HRILFVEOBFOZEES IV XX T4V RXICEHTHT—%
ZEET S, AEEROERLT ST, BRICAFARGEYNLGT —408FT+7THS EDEHRT, Tl
METABRERREEET 5156, THRTOERAEEA—DORME. #HiGT. Hil. BLUVRERRICEY.
R—ORBREERFZICEVTREY 5. ReORERMEE. SEEREZFEXITLIN. RLLEEOERED
LoV ELEZEMELTERT S [(44)BH] . COERIE TG 407 (14)MB5IASATEY. X
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TG ITBWTHWSZ LT, MOREXRSHRED Piga DTV RFRAY MEGERZICL. ThIZELY
BonLEMERERKNILT D, ZEORAERESMMOERICKYFIREINDIGEE. AL BERSD
LS ZERKIBEE TOREIFE (B&LURFROKRSORESTAEE) . T, RARSTOBRRELFNE
DBREMERGEICEIYHNERTHER. RITURGRAAEELT 5. T0R. AEKFERISOILE
ZEMIC. AZBRBORIEEZEINT 5, EEEUEOIY FRA Y F&THET 5156, BIBTOREERRE%
EICF, 2~4 BOMRENERIND, FEALEDHEREEVETIE. AVLRAEREIX. RXOFMHEHN
LEMNFEAEF R RVEEZHEET 5. BMOEEI Y PRS2V % Pig-a RRICKE T 515
BIZE, ThUNOREMRZEETE S, 4 DEORARBEMT, BEICKELAEMFEOERAICETE
FLWLWI EAZLY,

49. EaHEd. BHREAICERZTL-O0THELLERTEDS (BE1988) . TOIRUA%RET
DFEHEERT FZE 28 BEERERTS1—IILD 1~3 BRIZERIWEMERTAE SN, REAH
SBERBOFELDOLE) ITEYREINDIGEE. TOEBETEFEAZNICERLLGDITTHLIN, B
HHIZIX 80%ZEBATIXALAHL, TOEHIL, Pig-a HERTIE., EEYEICLIYBZRINIZELTHS
MMZF BT, F-LHFROREREET S5-HDTH5,

50. EMFELLEL. HAIWVIMOERICKIFIBEEZTHWNVEEREEYE (R%E4838H) (DT
(X, E#H 14 BELEDOZRE O ra—)LOKRERAE(F 1000 mg/kg/BTHH—AH. & YEHDERSIZH
595370 bra—LOREAEIX 2000 mg/kg/BTH S,

BR RE S BR

51. tdn LY., HERTERAE. 3 DOBBRILEVERERE L VBABERERRNBHZERAT
%, fzfZL. BOT—42DFHAN S, 14 B EDKRSHER TIX 1000 mgkg AE/BDHBRESHE.
EFt=1X, 14 BREAXRFEZHERA L% 55 TIE 2000 mg/kg/BH (8% 50) T. (BHRIEEOIMHEILNAALN
9. EMABOMRSEE RTAIOMENERO oG VEE) BEAELGSHEERANFRIAGNEER
SN, £z, invitro BEHEUHBELIBENICEET 2YERRT—FICEDE, EEEUENFRSH
BWEEZLONDEES., LEDO 1 AEEREZERATE S, RARZDGEE. REARREEX. AR, BE
2R (ZT7AYVIL)  BEUEARIZTDONT, EREh 20 mg/L. 5 mg/L. 20,000 ppm TH 5, £k
BETE. JYBSLVAEERBZRAVILEENTINDGEBE. BREHROBEZEA LG TE KLV15),
Ff-. Pig-a BREZMORBRLEMEFT-IHAT L5E. RERROERAIC. B—DRAAEZZSL
FthDREBRICAWNS L2 BRATESLS5HRTE L, BlAE, E—0RAAZICET 2B, &2
123 DOBEHEEBEAT S TG 489 (45)[IFE ER TV,

RAEO®RE

52. BRERBEBROBOIELGBSEEIT., FMNEBTHIBER~DEZOHERTH LA, £ MEE
DFARBIERT S L, LEN-T, (&) OKE, RERE. KkKE, BAkE. RTHRE.
HIRAIRS . RARS, [ERRS. FEREERSGEOBRERBEELTHIELTRRTED, &
ERESE., £ MEEOBEORBTELC, HEOHFNELMLAH L GEEICOHARANEINETH ST
O, —RICHEESIAGL, BKERIEFMESLFARFERKICSEESATVLGEE, BICEERSF-ERE
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BREDGE,. BEESLVKOERNCIRMETOEBENZERERAME LS LEEHRT S0, F
BEILSINETHD (BEA40~458H) .

53. 1 B CHHBORSEFEFLILIFTEIRMMORKEFFERBMOKREZSIZEL S, RKETEE 1
mL/100 g AELIRE T BH%, KBEDBERIIFNT, FERK2mL/100 g ZFATES, ChEBADEE
AWAIBEIXZOELMEETRL. TRXRTOEIL. ZLUITIHVEREZEES (FLERAFNVEER) OHA
FoAVE—HLTWWSIE, FYBERECELERAZRAELRSYSIZTECITRAMEITBRHEDHER
tEZMEERE. IXNTORERKETHREICHEL-—EENREZHET H=-H. HBREDIESD2E%H
EEREICKYRNDERICHZ S,

#ix

54. WERIVO—MHUTHERERETV. BREERZEELGCLEL 1 B, EF LIRS
L. BERICFRSIIZEDE—VHMEEZERT H5(44). TRTOBYMDFIPKES LUETIZDONT,
BH2EIULEBRET 5, INTOHYOREZEBE1BLULE, BXURERSELIHERICAET 5, KR
LENEZRERET S5, BEEOTEMATZLLGC LB 1EREL. F-. BIYORERKEZ
R 5=, BEECHT I —RHUTEEZTS. BREFVEZHRKEN LRSS H54. BKEZ
HKkBC LI, FRPLCLEHB1RAES 5. IPERZESR (FEERFNEER) OHA K512
EEFIANETHHH, —RIZ. BRCSHOEBEEDERETITHVIEL. HABRPBRTHIICREIL S
5,

ReEBORE

55. BHRBZEOREZINT HSEMT, T, WOBET—E2AFELLWMES (Bl : %RET IZEYT
DERGRENRE, BRE19BFLV492R) (2. HREFVES IV FEZORBHONEHREEE
AIERREICT 510, BYUIGRATHMRAHEZHRMT S (SR HBEITOVTIIEE 71 2R) . m&
HHE, IMTAE SN SIEYFEHNEBISEA ZE-T 4K, ZALREOHRRILFEVEL L UVED
KEMZRET DDICHRBELT D, BRIIKHEMBIIRICEY T+ CERSA, DMEHEDRK 15%
22T, T, HREFEVES I VCZORBDOMBHREEDREIX. BHEZEOEMMNREAT SN
%(46) (47) (48) (49),

Pig-a SABRE MR DM

56. BYEAEELZERT ST, LEDOKRMEM (§9300 L RiE) ZEFHIR. HR, =D
B MESN D DRME ERBRBMNERETELHEEANDID. BYELRERLN T HEEITIDERZFE
EERMEASHBERIMT E5DVNTIANIEIYAFT S5, BIVESVHYMBEAEZEORRICEIY. AL
BHEDEFRIIFRENS D, 7A—Y A A M) —FFICEE-OHRBERNVLETH SO, I
BEEZEEMTHLIFBREILINETHY., SO EFE ANYUBLUV/E-(FEDTA L EDHAE
FEZAVWCTEEEREND, AHOBERS LI TLETE, BEICEHALTERIET S, TJOVITHS Y
ZERAYTS WEA4FE11R)
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57. NERFEFET T, MR, EETHRESATOLSINERRELGEVRY (Bl : 2~8°C DAE
E) . 2A—YA rA M) —BITOLNEELETHRE 5 BERFETES(2), -, ERBEFFEET T, @
BRAMESTRERRICEETE., TOHE. MRAMPEEE LUV ZORORESLAEE CER THE
ENFERESNGNIE, EHITNENGH 5 BLURNICLEBELUVBNENEZLE5HETH(2), T
NOREBFIV/ E£EEEAZEFATHEETH. EHBRERRRE. COFHZEFTIHBEDOT
—3EERT DL,

58. Pig-aZEICET 5 ZDHDUEBE LU TA—HA A ) —@BIFICAITITS . MAAHOELES
KUVZFDEHDEBEICOVWTIE, FIENTZH SN TLNS(50), B[BENDTES. Pig-a T—2IEOHIBELR.
BLUBHTZESRHE L THWSZERESHYHEOMABDRE (#& 5) H& (L. ThLIZR
FENGL) OEEHICEYBHNEBET DHE. COFIBFERELRY S5, &5I12, EEMRHA H
EEREBCEEEMIBFTERY (Bl FSAT7A4RDER) . REOBYERERIER, S S TERA~DH
EEAEETH S(50). WTIDERES L UVHEEAZZRAT SEE6TH. RBCOBOMNR/MRTHY . F
=, B#EH L URRENIEL S UICEEH/BA MUT RET. MUT RBC. 8L U%RET OMEEICRIZFTHE
FR/IRTHIEAMTIENEETHD,

AER*E

59. JO0—H A A MY—EITIE. REMERBDO%RET. MUT RET. & U MUT RBC D4EEERIFEIZ
Auhonbd,

60. FEMBBEEOSRARYMEED (0x 100 AT LN, BEFECSTHICELD L SHET
5, ERENDEVHARBREREERTE. E2<AVLMBITOWEBETIVIZCONT, R=XSM4VIZEITS
MUT RET & U MUT RBC D3EEDTHEIRBE 1~3x 108 ENERTHSEERLTWS, ZDZ
LERBITE L. FEAEDHBRERERTIE, EFR0BMEY. &IE RBC 1~3 x 100 EE LU
RET1~3x 10¢EFHET 2 LN BEMLETHH. REOBERTIIRETHNENTHHILEZEET S L.
migEHEMNS RET 1 x 100U LZEETMT 52D(E,. BEMNTIEBZWI LICEESINL, COBES
BRI B, TEMBEEDATHICRASINDIRETH (LU, BAIZE>TIEIRBCH) ##EmME
H5L5. REBISOEEINIEAREINT(5B1) (52), COREEIVEE. FHEIBRIEFHFORBEEZAL
52 &T. Pig-aBBOERERBIZTE S,

61. BEe0EEHNDEHY .. HHREMERIS. EERMBBENZARVEYODOREEZR/NMET H &
S, BRIYT AMBRZEHRES S, TNATH, BHEDHRTIE., ZEMBBEDOHARY EX OAFFIZER
BOONDAAREENH D, &5 LEHBIAENCLGLIDZEET 5726, BUICRESALEY OmMER
HENESHET, BYL-YOFMEMRKEENSES (B%ES57~58) .

62. MUT RET & U MUT RBC OFEIRED X7 ) U7 ITHFENDHARIE. v FTIEICD59, <
DRATIEH CD24 THY . ThEN GPI 7o H—E A2 /U8 CD59 LU CD24 %12 LT B, fhd
GPl 7oh—BA N BN, AJgERE LT Pig-a BTRHWAZENEZONDFHER D RBC RE
(f5 : CD55) ICFEL. HELMBLEEERABMIE AN T S57-DIC. GPI 7o h—82 /U EIC
W BRAEEFHATHILELETAEETHSD (Bl : 1 CD59+#1 CD55) ., BEAN Pig-a RICEZE L SBE(N)E &L
VRBREREROERENIESIN-EE (BE21388) | PigaZEFRMKRS L UVHERFRMBKEEHTE
TEHERBRADEAZTIIREOHAETZ 5,
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63. BEROEMT—42. BOVICHEHESIUHERNDILSDZTORE (§l : ZEREFITZER
#) #&®MKATHRT, RET. RBC. MUT RET. & U MUT RBC #R a7k L=#lE(L. T L=
CEBLUBRAIERRIZ—EEL, ERHDOEY EIZ RET. MUT RET, & U MUT RBC O4EE %
89 5, RET DHEEFEEN—tET—UTRINSH. MUT RET QOSEE (I RET 100 A EHAY®D
MUT RET #{. MUT RBC M4EE($# RBC 100 AL =Y D MUT RBC #1& L TRITDAFELLY, EH
23 2EMES L UVBERMIRICET 2T —23MET S,

HET PR & VR DOER

FFEEE
64. ZYGHRBRISOVTIE, BRE3B~2EHDBMH. R5E. HAHRIFR. ZERBERZEDE
RMD, Pig-a ABMAFBREZIRNTHLIHEOHAT—FBINEERT 5. UTOEEITLY. Piga
HEROHFBAMNHESND,
o RKEEMEXMBOHEES, HRREEEROEBERHREERBT —2R—X(CLYRiRshi-omE—
BMLTWS, BEMEMRBT—2~A—X(F, BIZEFE, BE2ELUHELIFE 41 BOHEL
BY) BUIEEShC L, -, BEMREUEARORREERFAEELS LV ZTOSMIE. XEK
DEE—HBLTVWEIENEETHS(1) () (7).

o RKBHRBERAVSES. RKBGENRIIRREEME (B% 34~358K) LOLEKIZKY.
MEAFMIEE BN EFRT S &,

o BEBEIVMHESTHNLELY ., REHAMTMAOIO—HY A M A—2—D7—+ERET S
. RERARMABREEBESBNERESYHEEOERMEMASAV LT,

o FEREH. BERERE. FLURSAEDEREEN, BEIT~2EHRNETL-—HL TS,

o BEYIEED MUT RBC & U MUT RET AEHiEh TV S (&% 60)

TR DEHE 5 & VB

65. Pig-a EET— 42 (X, WERLFEMWERESEHD MUT RET & U MUT RBC MMEEM. FREHL A
W RBREICLEAREML TVWAINENMIET S EZBRIC, BEEEING, 25 LI, REREA
ELTOEMERW-, BULGHHAFEICIYERINEZIRETHD, FALEHAFZETI L,
66. RIGZFHET 5156, IRTHOT—E2Z2EZEL. IXNTOBEICEMROHIHEERT 5.

o BE 64 DHREENFHL-INDLEE. BREEVERL. UTOEEEZTATHELEE, Aohi
BEEHEEIND,
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a) RIFRE BEMBEOLRICKY., D EE 1 DO/EEMN, MUT RET &K U
MUT RBC OESBEIC DV THHFENICHEELEMNEZRY,

b) RAZEMMEEICEYT ARWGE. A, BUGERRE (HE 4% 318 RER
BRICERATZRZL) [CLYFHEISh=HEE. AEKFETH S,

c) (FEEH#OWTIhOEATYH) WThHhrOHERIEEMERSETO MUT RET & MUT
RBC OWSEEMN. BEFMEMENBT 20O LEEZBZI TS,

BIERERMN D, Pig-a REREAHT T, HEILFEVER. HEBRIMEDFRMIKEEMABIZE LT Pig-
aBILFRAEEREFHEI S LENTEIND,

o HBREENELINDGBE. BRIELEVER., REASTEIRTOEREHICEOVTUTOEE
EIANTHEEEE, Aot LATIND,

a) WIhDOBEREFWERERICET S MUT RET 8& U MUT RBC D#EE L+, FEk
Pt IR ICEE R EME RS AL,

b) BAZEKFEICETHIVThORIGDL, FIZEE, BULGEREE (RERERISER
TERL) [CRYFish=15E. REKRFEETEL,

c) WIFhDHERIEFEWEIREEETO MUT RET & MUT RBC M3EE L+, BRAEMEX
BTr—20O2HDLEREZBZ TV,

d) #EBRLEVESIV/ FLEZORBEY~NOERBEENELE (BRET1SH) .

EHERENS, Pig-a s lBBREHT T, BERIEFEMEIL. HEEWEOFMBRELMABIZE LT Pig-
aBEFEARZEZFELLEVI ENRESN D,

67. LRER% 66 REE DA FRICE L TIX. MEABAEREDOE—DIELWVAXFBEWERHEIT S L
NEETHD, REMNLGFERRL. RITURCHIBEDTMO—HlE LT, —EDRHEDHHETIZON
TRETDHETHD, SO &N, L5 3 BEDEN (A~C) ZRLEBRICG 2TV S, HEBEE
MRS L VAHBERELELN, HEORMENICOVTEUMNEN., F. T—2HERICOVTRZEMIC
ZUENEMEF T HIEE. BRLHIEL S 5ERICOVTIE, #E 4 FE 1~3BEZSRBOIL, LWTHhO
Mt FEZRALTL, ABRERICELLZDFEEZLRI S ENEETH D,

68. AL EEEEREIALHEBEFERICONT, I RTORERETIEBEVA—ENE:-SNT-
HE. BRERABENEREOVWTNINERT 2-OEMAROHMZERT 5. EMRICK SFIBOBERAIL.
2013 FICHFTZDAZTIZBE LTz OECD BEHFEMT—F U J VI —THERICKHHEBREL LT
BY. ATL—TE 1. 7—2(F, HHALEYFHZLEOBAICESIVTHRIRETHS] LEHL
1=(53),

69. BRIZE-TIE BIZE, BUICRESA-ENOMBNIAFARLES) . FYZOHED
fEfr (B% 61 2 A, HAoHLEMETELHCHGEMETELLUVMRDORRICAERERY 55, EMR
D¥EEEALEMOMBEZENLTEL. BEMEEOVWTNHORGMERTERWGES., F—F=ER
ELEEREH Bl ELGLHRM. v FTREAELSTVR, ELGLHEBRERR. RUSEERARKEHM) %
RAW-BERNIVLETHIEEZADOND,
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70. EMROYIMEERAL, AaMtE LTENT -2 E@BITLEETH-TH. HBREREBMENIZ
MOVWTIANBERTELWNMEENEZ SN, £5 LI5S, Piga SBTRFEELALEIND (HE 4
B 6IH)

7. B (BEU/FRELEER SHREENES LU FLETORMICBBEIALLLS
AT ENBADH, BIERRIEEBESY EABSND (% 66 £% D) , BENEOBE. &
RBC () RET O#I& (%RET ; Bi% 198M) OFEFHMICHELLILISEY . BRBEOEENL N
MEENBH, 25 LA MBE . BHRICEMES & UTORBMOMIED S /= (E0PREDIE
(Bl : B5E 55 RROMBRHOER) . BEOLLIARLEY 55, SOT— BT 2B,
M BRRLSBENTLTNS(54), HoLIE. A—REEBENOR-BNE (EF. ESESh 5B
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iR 1—ERE & VISR

3R: REZDEFA (Replacement) . #FHHE®DFE 4 (Reduction) . L UEYWDOERDER
(Refinement) , 3R DRAIIE. & U NEMNEEMAREROLEAEFTRT

ADME : 4% (Absorption) . %% (Distribution) . fX# (Metabolism) . & &k U#kit (Excretion)

H/0—VRE : HEEHAICEVTHROFENSBRICRRT S L, BF. SEROMOMAIZLER, &
MRS VD FROBEAMEYT S LISERT S

EHERERE (C) : —ENEHEETBEAEZEA TS HRENS MEDTEER

BERR RIS TL2EERICEMBIKEARADI A V. COTA VIEHREBICLIYERSN., FH
EHICEASNDETHD. REEEOSH T, EECOEFHENOTYL3 RERETH LM, Th
LAz, BEREISHTHVLO0OEH Bl 2EF=(31.96 %) AERATHLBENHD

FRIER (Erythrocyte) : s & (FEBAMROFKMEK, ANEDBEH L., COMFEIIRBC EXMAETH S
FMIRERR - FRIMBKAIZD DNABI ZEILSEHENTELHILEYME
ZO—YA rAR)—: JO0—YA rA—F2—ZRAV=. HREEORFEDHIEE

GPl: YAV KRRT7FIIA /S b—Ib, #1150 BEDOMBD S /0 Bx . HEILEOMADEREE
HICEESIE M7 o h—D—FET., Pigald. GPI7 Vv hH—HRICHELRBEFND1D2THD
CSoyh Ry FER  ETEMBOZER., F-EAREEALYSVVEHAMBKAEEMEOEZEEDZETHY.
EARTEREENERE IS BERMEEBOSMOEEN 15

EEFAEMEE ED Pig-a TEFMEREB—DOHENAFEERTAEICEYREBSIA-FMmEk, ZoOFFMm
BRIL, Al BRI EBEHYBEEORSGMEZMNEL, EARAKER IO Fa—ILEHOENLGPI 7 U H
—BRARERET D EICEY LIELIEARE I NS, TEFEREHIE. BEOREF LUV I o7
S T—RBINSA—ADIEHETIDIZERTHS

MUTRBC : ZE#iMik, AXEDBEMLE. CORMER. Pig-aZERRE (F4hb, GPI7 U Hh—0DH
K) Y. FhEFEBEROBRFMBKZEZRT

MUT RET : ZEMKF Mk, AXEDBH L. COAEE. Pig-aZERERE (F4hH6. GPITUH—
MDHEK) €79, BERNAB LV EIF CDO7T1 REAY—N—OFEICLYFESNS, BIRFRMKD
RURAGERERY

PRIEXER - FEAEDIZE. Pig-a RERTIE. MEREOHEELCERAOKEICAVONIBYDBEHE
(TREREH, PIAE, BERBT—2RA—XDEILGE, BEICE>TE, BEMT—2ABHFELE
BEBREYOT—2ORBEERY IS

FIMBRBEER  hvivo ITEWTEFIZHLFFICLSEICERSIWGOVEERMRRZRT-HICALWGNDS
BET. HlaX, BHEOBERMRERREOMBER U EE TEET 2MBENETFLND

Pig-a BEF : KRR T 7FONA/ Vb= TVHUY SR ABEF
FRARXM : BRICBOONT-RBRZEFR. FROBERBERICT—EOHEETLRLILEEAONLIRBOEEE
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FIRREZERF  ZEOFEIC, BEFIEBRMIABICIIBELLEETHLEYE

SR EESMELIRESMERZOIEF T on=YTIIL—TIZLERSDO I ET, HIZE,
DUBONR—E U FALDETOND

RBC : FRifi¥k, AXEDEM L, Fn & FEBRIC. INTORIRFMKZEST

RET : #KARMEk (KRICK > TSR MEFMEKEFFITN D) . BREFRFERNSRET HRAFMIKT,
ZTOEFERNAB LV EIFCOTI RAY—H—DFEICLYBEINEINID

BESH  BEE. FRHISAEREGIOOBAINEREZELSIVWTEONDIEREEDHEBETH S,
FRENE-RIGIE, BEBRT—IDNSETILORIMNSA—FIRTEHTEER. COBRETILMASEHS
hd, BESHDRFIEL, ETILORES L CENEICHAT IEREZRBET I ENSCEETHD
MERME  AHENRSI-BEFAOEEDEIEHN. HIEEDNEBEKETH I FEIMETNERM

UVBC : fERMNRAF-(IETILT 2HE. PR T I3EH LT RICERY

DEOY— . PEOH—ME, BIEILEYUTILD t BEB LU ANOVA (8N LE. FEAE
DINTARY)YIREDIREIZCH-Y, IRXRTOLEBEIRILDEEZET S EEFRT S, B LY
DTILDtRES LV ANOVA TlE, ThENHFAERS LUV FHEEZRAVEH, BOXKESIAZELL
BY., ChoD#HEHEIEENERICH LB L CrERTH S,
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i 2—/I\BERABREL U Ay FRER & Pig-a
SER D 7t A

1. IZNEERP L UTA Y F T vt1 & 28 ARFRS Z0 F3—/L L 7= Pig-a st DHH

INEERBRE LU Ay FRERF, EHBS5T0ra—)L (Bl : 2~3 BEIOEHKES) OHER, LA
BICERINDZENZ L, —A. invivo/MNZERERIZBET 5 TG 474 (56)B KU invivo LAY a4y b
HERICEET 5 TG 489 (45)Tld. ChoDEEFURBZLYRMORERS IO ba—LIHET S
EHRBABLTLD, LIz >T. Thbd 2 DOEGEMEHRIE. #EIND 28 BRIRERS IO Fa—
IWERWS Pig-aifBREBHATE S,

In vivo INGFRER7E EMBR—RADT v A EZTORMIE, Pig-a RERORERSFNER 72 12— )LD

(f5 : Day 4) IZEBETE S, IHIT, MBER—ADPMEERELVEHOHEBETOIAY FT7vEA
(X, 28 ARG TA Fa— L& T#H, Z<DIFEDay 29ICEETE. Ay FT7 v/ EEDHE.
BUREERTD Day 29 [T’ 5 ZEBMTE S,

2. ZBEBH LTSy FT vt LIRS ZO FI—/LER L /- Pig-a A8 DHF

Pig-a HERENMBEHBRE LUV A Y b7 vt OHRAIIRMHICAIRETH SN, ChoDHRICE—DE
HRETOPa—LZAVSER. 2 DNEELGERFRICHLT S L, B 1S, BMBRER 7D 21—
IWERWT Pig-a T—2 45T %156, €5 LERRTE, #ILTEMH 28 BRIOREKRS 70 O
—LOBEELYEN 1 BRETHREZ TS, BRICEVEORAELFTE SO, Pig-a TV FRA
VMNAEDRFMELEZFIRNETHS, T LIKRETO Pig-a RALEFFEEF. JYRHOERE
R7O2—ILTOERFBELYRBREELSLGES, B 22, Pig-a RBRTREZEEARRRICRIAB—EE. RIE
2~4BE—ZZEL Q). BHKRETOI Ay FRERFLI/IZARIYVEINICRALLG D,

IEEBRELVAAY b Tyt . BHRKRESERMALE Pig-a BEBREDHFFAIZONT, FAIEELE 3 D2DT
YA UEUTITTRY,

1. B—R#iOBMEE—DREHAKRES (Bl 2~3 AMERKS) ZAVS, o0 ka—L%E
AW3i5E. Pig-a MRENMBEEBRE LV FEFaty FRBRZHATHSET, IV H
HRESCIEERIE. BMERERSETITERTRELMBEN—IXDBFICRE SN D,
ZD1=H, MBA—ZADPMEEBRE LV Ay FABRZRYREGRICERE L. Pig-a ZEAKR
Bof-o0EMBARS (B : 55t 28 BRE) BMEEABT NG, MBRFICRES S &Ea
Ay FABRTIXMET. miE$H D DNA #BIFRHOEEEETARINATINS(20), L1=A >
T, cO7Abra—ILZRAVSIEE. Pig-a AEBREMBR—IADEH/NMEEER & DHAD A A,
BHOAY FABREDHRAEY BLEEINIEHTH S,

2. Pig-a ZEARBRAMOREBROKBERIC. 2 HEOERHKREEHAAND, COIHE. T4 Y
bERER S K WIMKERBR A 5 U Pig-a BRI, CHO 2 RIBDEHRJBRICERTES, COT
A ka—)LIZHELY, Pig-a BT, 1 BBORESICEIYFBRESNEEEZECRAEL. M &K
RBRELUIAY FMRERTIE, 2 AEOBRSICEYBRIN-BEEUHEATT I ENER
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ohbd, RETHNIE, 1 BEDOEHBRERICMBEN—AD/MIRBRLEHRTELLICEE
Snt=Ly,

3. BRIZFNIFESSTHOLLAVREERICIE, a4y FRES IV FHFIHABRERZ B
ELEE—DEHABRENZETFON, TGAT4 B LU TG489 fEHD EH Y . EEEM B CFH
DEMEREFRSHE D, Pig-aitBiERDH. ZYDOEYIE. BEMRBEOLEY. ROEFE
meF (5l : Day 15 & U Day 30) £FTHET 5, &Y. Pig-a EERRUEORERIC+
NGB ZEET SEBMOAFIERSINDS,
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1B 3—Pig-aRBRTHUVW LN B EEICMIT-
BWICEL W ElFEES

Pig-a B THWVWOLNS2BYOMNE. Fiil. MAERVE, SLXUT0—HA b4 M —BITEEFICAIT
3R IZ5EH LLEERAY, (I8)ICEBEINTULVD, REEETIE, E—DIF -5 1 EAROGEMNERR
HILEME (Bl R1ITRLE 198 ICBEESNS, SHEED MUT RET £ & U MUT RBC AN RIEMTE
RBPICHEAREE G ST LBREMERABORER,. BEL(FoEENSOFRMEHKIC, BB LU
EREIVFIELERETMFE - TBE BRXEIBYIACOFRNLEITZ S, EERBEZSHYHEXD
BRABGEOM®E (Thbhs, FMEH) 280, —E02 >ONAEAKNEEMEZRRNT S, TERZHRE
SNFEITF o EES L UEMEEBIF>®EEIC DL T, MUT RET & U MUT RBC M3EE #RIE#®. Bt
BMRICEMENE-ERRFRE LT oEEOMRDB|GICEDE, HFMEBICOVWTFREINS (f
M) HEZEHTE S, EHERNADEBSICEEEEREERL. FMERCLICERRBIREERETS
ZEIZkY, BEKRBROEELERIIOVLCIIFETE, ZEMBEEORAB L FAEL DEN-—H
FIUMTHILICELY, BENDTRAEZHITE D, AMEBRINBEERETTLHI LF. BE 21 ZHFOR
EREMEMRDERERAEICONT, BATIRIZATHLWVERHERE S,
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g 4A—RE RIS LU T— 28R

1. Pig-a T — % OFFEICHT SHEHE

MEBTERDOE—DIELWAZREFGE L, MAEMARICEY., FENLIAZRIBRLGIEENH D, Rk
BEFEE, RTURGHIBEDTHEO—FIE LT, —ENOHEDHABMICOVTIRET S LTH
Do COCENERERY ., KXHABRAA RS54 V% 66 SLHD 3 BEDMHBITMEREIN=, ChITRE
ENFHETELGL, £, —EOT—FIRTICHELTREVWGEWEER DI LEZHEICLTE <, FIZ,
RESNEHAENEUTHENEALGEINDEE, RBZOFERIHFRTRERTHSIEEADND, ES5LE
e, BIREE. HREABAICZEDOAE (Tobb, EAICIAHERIBETEINIT—Y 3 VETEE)
ZHRL. F=. BEORAFHHRLZANVTEDAEEZELLT S EREZITS.

LTEREEDHEFEE. IRTERIARNETHALEVWSEELGERRAUNH S LICBESIN-L, B
BIZIE. ShoBITENUNORERETIE, RERTH A V& BEAMHEFLELGELTOY
DEICEDICERET D, BEALSLUV FET70 vV bld. ERERICHULGEZEZRIZTEES
HNE, TREEMPYTHVREEZRETESIHY S ERDZEZRBT ADITRIDEELAHET
HHN, REARNROETEGERTIILZL, EHITEK, BESBRSYHEOMABRSEMF -t —EBiEkZ.
ABRERERORKEM 1 BATLICNELS L VBENYT S5 —F. SRERSHICEL TIAOKE 1 218 ZED
AT TIRTEEETIHEENETFONDS, COZLIF. BEALENTOVIIEOVT AN EE LD
TREERTH A ODOFAHMEERL TS,

2. *FHLER

—EDHETRE L. RENAE.EF B MBEIZH TS MUT RETRBC 8L RET DHEE L. #®
BEtEYERSHETAETIAE-ZOHEELORNLETHS, BULZELRREICKI0BOM
(ANOVA) #HWE/X54 M) v BRABEBERVLONEN, DA ELELLHEDTRETHD, — i
2. ShODBEDIRSA MY IREF. PHOERES KU —MHICET I RENZRYLIBEICOH
T S, ERES IV FLETFTEIHNEESNBE. TOELHZFE T =HIC. Xtk (ogn) F
FITIBRERGE EBUNLET—2EBRZLIELIEERATE S, ZREEFXEEDEN 0 (£A) OFYH L
BBE. O LMW LAEWE COEEFTRIYLIBEICASHED., IREBRIICIRTOBYWDOLEEM
FRSEEIZ 01 BEDINSHERA 7Y MEZMABDIRETHDHZEICBESII-L, COERIZKIYE
PEMENEOSNLEMES., EATE (DEMIE) ANOVA BV F-IE t BEEZBEATE. HHUE.
J VRS ANy YEOBEEMERTES, REIC. RBRICHERENZRAVSIGE. RS EHEHOM
FHEZEETIHIERFEENBEERTHD. CNITOVTIE, UTTESICERT B,

2.1 ERGTE

FYBMBERGE®D 1 DTHAREIL. HAELUVBREFNENCHERBZEINR LTS -REE
DRAHICHET S, T—2(E. IMP, SPSS. SAS. STATA. Genstat. %5 UIZ R & U RStudio %
E. ZLOBEENLGHFAY I b0z 7N\ r—CFERHVWTETITE S,

TR, T2ty tOEFo2ZF %, HHEOES0ZF. AERBEOESDE, LU, KA EHE
BREEDROXREERBEDEL DEITHENT 5. ERAMLGHEDEFHMIE. £ ORENTRETZEDT
FRIO, #HEHNV T —DERICRBENTNDS IANLT ] BETAFAETH D,
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f#tTIL. ANOVA RDOMAEAENREFREZRMNICHAET S LICLYVEDH D, (—REEETILO
FRABEETY VT EERATIMAEMARE. ChEBELIZNTNICEBRT 2 AETHEFTICIRYMED S
M, BT LEREED ANOVARZBDEFBRLAWI LICEBESINEL, ) BELAXEEREN LSS,
MR EEELIIRERE2ARZHAEHOEREN D, ANOVA D T—ILEN=BHADELDEEIZEDE,
LRIIVETORELGHARERRILFTOLN D,

AEREROIE S DEDHEEMBICOVT, BE BHRKNRE & VHEBRILEVEORERELAETOR
WICET 5. MBIV ZRBROZEDREZE TR WEHERICHENT S LT, CORFETMET 5, %
AxFAERBOAELGREERAAHDIEE. COBEERMMEMNE Z VRN DO EERAXLLIER
CHLREITED, ChoDIAIE, AERBORGHIEERETETTHLINEL. HAHLIE, MR
TRISICENHHIDENDRERBRERMT 5,

T—ILENT-HADELDEDHTEEZRANT, FHEMOEDORLBREEITA S, L oDHEI,
R GRH B RRABOLANLELRRT H5EGE., BlEMEOTER. & UK TRERRE
DEHBEETITICENEZAOND, AELGREFRALNH LI5S, ME—FDOUETORALGRAEREDOF
MER. H5HVE. R—RAERE TOMBRMED FHERICE TS EBRNAIRERTH S,

3. {ERIRE

KHEBRAA RS54 VREBD 2FEEOHENE. AERCEREZEET SIERARETHL, ERREEER
T 5%5HE. MUT RET & U MUT RBC T— 2 A RIBEMENBRES L UEERAEMNOAFARETH D
&, ARITE. BREHR (Tabb, B% 51 CBOE—OHEBRILENEDORAZERMEICET 555K (<
FEEBEATELGVILICBEINL, ChoDBENEZERT 5158, —HOBEOERNRERRZMHE
RIBBITTENBETH D, FIAIK. BHLGERIERKRETE, AERGHFEEFATHSHIHE. ERZE
BRHETELRWZ ENHSD., 5 LI=1BA. Bretz and Hothorn (57)IZ & Y #2718 & 1uf= Downturn Protection
(HfRIER) REL L., FEARZRETEHERARENFEATHSIEEZAOND, AERKETRT IS
JE, BUGERBREDEE, BL P/ FLEEROVLEHOBERZHET SEICHEILE S 5,

4. BRHEMERMEBT—209%H

FERMEEREBET—2 00 MmE. ZEXRBRCOVTHEBETRER/NMBHOHE., BLU., ZyEA4D
HEMOFME-EETHD, 3 BEICEELGHEL. WTIHOERIEEMERZELEFHICOLT, MUT
RETH & U/ F71=[E MUTRBC DHEEDTFHEN . BEHEEHBT —202HOLREZEZ S50EHL
HETEHZLTHD. TOEEHZEEL. BEMEMXNEBT 42ty FOBERICETIHM TR EU
TIZRY .

41 BRHREEREBET -2ty FOBE

ERERBEDBIET., FRERAEMEMR(E. MUT RET £& U MUT RBC MEEEIZDINT., FEERIEME R
TOHEREESLUVUDPWEHEILIT S, BEUENBT—2F 2 DORBENOAFTES, £1(2. BEAIEBET—
A(E. HERIEFZYMERSSHMELICIEERNBE L THEBRINEZEY (X TG TlE. FRKEMEXEEMER)
DOAFTES, ChLDOEWICIE. EE. BE BEOAREEIND I LIZHDS, £ 21, BEH Pig-
a HEBEERL TV HBERMERTIE. BENBT—42%. REHIORBRSELEBWHSAFTED
(FBERIFET—42 EMER)
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FESHIE T ER D MUT RET 8 & U MUT RBC DBERHT—2 MO TIET 8. BHEIBEAFAET
BBEBICIEAREBFAT—RE—HBLTWVWE L), BORBOZUMTMERZICT 2METFMICTER
BT—4R—X, oW, BERMEEXBOSHICHT 2BRILEVEBRZTHYMO MUT RET LU
MUT RBC DHEEDLLEZERT 5. ERT—F &5 EHZEMT B,

ZH5L-BHNnt=®., HBEEREHEETIE. BEMICEHEBRICAVWSEKIToEERFENS. 30 TLLEDE
X BEEED MUT RET & U MUT RBC DIEERIEEZIMBT 5L 58 HT 5, ThboDiEtEXE
TR ILBER . AERRNBHMEEE L, £, T—4XAFIURTHZHE. BLE (BR5H) 9
HELT S, &£ MUT RET & U MUT RBC DHEENEIX. BERHDOEMILIMBIRETHDI=HD. TD
BT, A—$YHEOEGMZMARBEIHFRITELRL, 512, RAGEBERHMISBON-EY
FEINETNAVS, 3 ELULDHMIILIE-ERMNST—RZIET S, ARELZRY . RELORBRLREE
DEGTCEEBEERT S,

AR¥H ARETOEHRDOELGSBMETIE, BHENBORARZRFEEICHEREZFIRESATOA LA
(3). BHHAABYDRALEREEE (fl : 2~5 » Alh) ITESKEBERMT—2OHEEZANT. &YUF
EBOEY B :8» AEEFT 121 Al NoFBMLEEHNBEROERT—F I DOWTEHET 5 - &3,
SR HEMNGLC ., BUTHDSERFEALL,

XERIZE D &, BRIARELGEE T >®ED MUT RET 8L U MUT RBC D4EEICEEZRITSHLVE
RNZHET ZEILHBAEETH Y (58) (43) (7). BEFMEENEBOEEIMBENT UADEMERINT
BETES, LHL, RBRERERTIE. RRICAVDEIT - EERROIHEMEICET SEENEBT—
ANENZHMEINTEY.,. COHKXT, HHEHEE FoEERMEDOED MUT RET & U MUT RBC M
BESTORSEHELITEREEHEZREILL TS, HINEELERLBOONLGEVREYIX, HHE—FD
MUT RET 8 & UkfE—7 (BE¥k) O MUT RBC DR HEBETES, EELHENBHONIGE.
DIEMNL., HHFENLBREERBONFEBEIRETHIETTIENBEZLND,

ARERERIEERGZEDREEEE [H] : I-bar XU X-bar EEF(59)] #ANNS LT, TDT—
BIZOANCESDELNHEIMNMFEL., BREMERDAEN BEET) ITHEELERT. BEMT—4
DEEFESLIVOERAAZ (Thahb, BEMT—4N—RIZETET -2 DEREELS K URMEE) |
BHUIZ, MEDEBRDHABEEHNICEHT S 00 HHEREICONTIE, XEK [#]: (60)] [CRHT
CENTE. UTEET B,

ERTO - LIZEEASNIEE, Fohf-T—20, HBREEEROBEFOELMEERBT—42 A—
RERE—HLTLENENMIDNT, ZOREOHANGRFAT S, RELF—HLH--BEDH,
H-TERMEEREBET -4 R—RZ2HIY 5, BEILIOM. ZTORKEEIBROEN. BEDT—42A
— ARG T DRRT—E2OVNTIANE—BLTNS C L2 LHABRERBRNILAETEDHEICE, £
BROFABREEZAREICT S-ODRELREMRBT —IR—AFFETHDIEEA N D,

Pig-a RERDEMXEBT—42 (X, EWIZEH+5 MUT RET £& U MUT RBC DIEEMN 545, ERIDIE
M BEHMBERET —2AELMNEERNBOSAENLLANTVNSEE. () SALDT—2HBIHTHL
Z& (il RERICEVREAZERFEEZE D, BICROONS vy iRy b EENFRISh, R
TEDHZE) . (i) HERA TEET)] ITHHA2EWVWSEUAHLIZE, BLU i) Hfiaaizd ABIZ
LBRYERTIEMALE N EEZFHIC, T—ER—AADHEAANIIHBRRETHDIEEZOND,
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4.2 EREIIZIER IR D 5 O 1T

BREIZERBT—2 O HOR/FHT FICFERDZ L LA EAHY . FHBREEERITEDOT—% %58
MY HBEYNEHEERNINETHD, TORHAMTIE. BESRBYOEORSHAEERNICESED
EFRSNHRRELY. LRESI VA FETREZEHT IBRZ—MRICEDILIZHD BREY
NEBFIZF, YTV A XBELVT—EIDNERDPANENGENH D, LRES KV FITTRIE
DEHAKRIZOVNT, BMEZLUTIZTRY, SoBHHEMICDONTIE, (61) (62)B X U(63)IRHE S,

TER LA E

gF - AL X, RABEOR/NMELRKENETHS, FALGLRES IV FLETRENHEIZEN
EL5E, SR, BREMEMERBOSMOTSGHAICELEN., TOEHT, Y2 TILBOEMIC
DNEEIFIEAL., 2 DOBE (BEESNNE) ITEESNS505THDH, BEDILKIZEY ., HER
REBRORTRRENDS T8IV 2R FE2EETWLH 5.

ERERME : ERREEE. ERSNz (Bl : 95%) EHRETOTHELGE. BRADE (K54 —-4%) %
BATVLAREEASWEEBENERNDC L THS, BRADFHEICEYT HERREIX. ARG LRIE
BFEV/EETRIEDCHILEDEETIE, BEMEREMBOS MO+ LHRBICERATIEEZLN, EER
MICBET 2 EELREIE. Yo T4 XOEMICONEBERENEEY . BEEDE INFA—4) I
DVWTEWMEERENRBENEZETH D,

BY) 277 iE

EEHRSR  REEHEONFTTHE. BEREOEH. BELTHYLI EEREZEERRELLTHWS, C
NODEFEEREICTOY PSR THY . ERBRALFENLFNOEBEREDEE (B : 2x) ##
SEELNHD, EEREHET. EERABLIUVERRBRRIL. REVLEBEFIIRERELS FET) ICE
MMTWSREEDFTFMICERLEY—ILTHD, ERAHHLY EETI CHINEBELRELZBE. T
— 3D 99.73%M IIZERENIZHY ., T—FDH B5%MN 2 IZERENIZHD L, LI=N-T, B
FU/FRIFERBRE. BEMEEMBT—2OFEICERALERTHY .. REBET—2 OFERIZHKILD
FAGLERES LUV FLETREZRETES, LEVZ. ERIAT—20H 5%NESEFH &
(R21BERE) #RXRITRRAOAN. BE. SBERZCEOI(RRALVILEYNTH S, FIEILthd OECD
HERHA FS4> (ffl : OECD TG474) &—HLTHY. BBIEBIZENL A BELT—ARI b+
AT TWA-6, ERTSBMICIEILET EIMREEZE LD, FERATE, LZOLEN TEET) IS
H55E. ERALGEERASLVEHRBREZBS(CIE. EAHNOT—21KA4 2 bA 25 BAULETHREL S,

FRXME : TRARMIE, BEOT—2IZEDNT, 1 DFLIFEHOFEOBEEERZTATIEL5EK
INTWS, HlZIE, 5% FRRXRETHNIE, FH-LHRIE BSUOEEROEHBERNICADZENFRAIN
5EEZbN%, (EERBOEBEEELERLL. ChiFBEHbesn-EHETHY ., EELESRTLVYEHT
HDHZEIZBESINFL, ) FERT—2E2DEISHLTEHRL, RESLVEADEOIZTOEAIC
BEHRT S, HHWNE, —EDAVE1—42Y T Dz 7TATSLTIE, ERSTGERELEL U
SARYYYLBEHNARETH D, RERATE, BIOT—2/KRA > A 30 BLULTEYBN-HEE
B9, FARMOEHICIK., YN TILGA XEZANEZRETIEREL,
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HARM : FERMIKE. 2 —Y—HAERL- ERAGEE] AT, ZLOFENLGHEERETAUTLIELS
EREIhTWS, flZIE, HEOBERERED 95%(E. BUHBREAICESFTI I LICHSE, (KAE
[Z2D2W0WTH, CHIFEMIESNI-EETHY . EREERIILIVYERTHD., ) FERT—2ZREIC
ISCTEBL, |ESLVFERDOEOIZTOBAEICEERT S, HHWE, —HDavEL1—2YT+Y
T77ATSLTIE. ERPMERELAEWL DS A M) O LBEENTAEETH D, FERMEIE. FEM
AEBETHLSFARMICHER, SENK YL LZIMERANHD FIFE. SVEIETORKXDEZFRT S
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	はじめに
	1. In vivo赤血球Pig-a遺伝子突然変異試験（以下、Pig-a試験と呼ぶ）では、体細胞遺伝子変異のレポーターとして、内因性の哺乳類遺伝子であるホスファチジルイノシトールグリカンクラスA遺伝子（Pig-a）を用いる。Pig-a試験などのin vivo遺伝子突然変異試験は、変異原性の評価との関連性が特に高い。何故なら、被験化学物質の曝露部位からの吸収、全身循環を介した試験系全体への被験化学物質の分布、ならびにin vivo代謝およびDNA修復プロセスなどの生理的要因のすべてが変異原性反応に寄...
	2. Pig-a試験は、通常用いられる系統のラットまたはマウスにより実施でき(1)（段落28参照）、動物を安楽死させずに試験を実施できる。こうした特性により、多くのin vivoげっ歯類試験プロトコールへのPig-a試験の統合が容易になる（段落7～8および補遺2参照）(2) (3)。
	3. 本試験ガイドライン（TG）は、Pig-a試験の科学的原理、技術的な実施内容、性能、および使用の背景を説明している詳細総括書（DRP）記載の推奨事項(3)に基づいている。加えて、本DRPでは、Pig-a試験の利点と欠点を、他のin vivo遺伝毒性試験と関連付けて比較している(3)。本DRPは、複数のPig-a試験プロトコールに関する遺伝毒性試験国際ワークショップによるレビュー(2)に基づいたものである。Pig-a試験の主要な構成要素および手順について、以下に記す。本TGの推奨事項に従った詳細...
	4. In vivo赤血球Pig-a遺伝子突然変異試験(3) (9)で実施された後ろ向き性能評価に関する独立したピアレビュー(8)では、Pig-a試験は高い正確度でin vivo変異原を特定するのに適切であると結論付けられた。ピアレビューでは、規制上の判断の裏付けに用いられるTGの開発に関し、Pig-a試験は十分に検証されていることが示された。
	5. 主要な用語の定義を補遺1に示す。

	最初に考慮すべき事項および限界
	6. Pig-a遺伝子突然変異は、変異原の反復投与により蓄積することが認められており、変異赤血球の頻度増加は、末梢血中において通常数ヵ月間持続する(10) (11) (12)。これらの観察結果は、Pig-a変異細胞が血液循環から出現および消失する速度が、Pig-a野生型細胞の場合と類似していることを示唆しており、Pig-a試験において測定された変異が、あたかも比較的中立的な表現型、すなわち、細胞増殖に有利にも不利にもならない表現型を有するかのように振る舞うことを示している。Pig-a試験では様々な...
	7. 3Rの原則（すなわち、代替法の活用、使用数の減少、動物の苦痛の軽減）および実験データから、可能な限り、Pig-a試験と他の試験との統合が支持される。ただし、きわめて効果的に行うために考慮すべき重要な要因が複数ある。Pig-a試験実施に関し推奨される手順には、28日間連続投与後にPig-a遺伝子突然変異試験を行うことが挙げられる（段落40）。よって、Pig-a試験を、こうした反復投与スケジュールを用いる試験デザインに統合することは容易で、その例には、OECD TG 407 (14)およびTG ...
	8. 段落7および補遺2に概説されている条件下では、Pig-aおよび赤血球小核試験は、エンドポイントごとに少量の末梢血のみ必要であるため、単一の実験に統合できる。したがって、染色体異常誘発性／染色体異数性誘発性（小核試験）および遺伝子変異（Pig-a試験）の両方を、同一の試験で評価できる(19)。Pig-a試験に比べin vivoコメット試験は異なる種類のエンドポイント（鎖切断形でのDNA損傷）を検出することから、Pig-a試験は、（変異体発現期間を考慮する限り）in vivoコメット試験も補足す...
	9. Pig-a遺伝子は比較的大きい（5つのエクソンを有する1302 bpのタンパク質コード配列）。Pig-a変異表現型を生じる変異（段落15参照）は、コード領域および隣接するスプライス部位配列全体にわたり、変異の主要なホットスポットなしに検出されてきた(21) (22) (23) (24)。Pig-a試験により検出された変異のほとんどは、エクソン欠失となる変異を含む塩基対置換およびフレームシフトであり、検出された変異の性質に関する既知のバイアスはなかった。
	10. 赤血球Pig-a試験は、赤血球前駆細胞において誘発される変異を検出し、変異は成熟げっ歯類の骨髄に主に認められる。骨髄は十分な潅流がみられる組織であるため、他の組織での変異を誘発する多くの物質は骨髄でも変異を誘発する。Pig-a試験は、直接作用型変異原である被験化学物質と、変異の誘導に代謝活性化を要する被験化学物質（すなわち、前駆型変異原）のいずれにも感度が高い。ただし、Pig-a試験は、骨髄に到達しない被験化学物質およびその代謝物の変異原性の評価には適用できない（段落71参照）。一般に、本...
	11. 既知変異原を投与された、げっ歯類骨髄由来のPig-a変異表現型に関する赤血球前駆細胞のDNA配列解析により、Pig-a遺伝子突然変異の範囲について解析が行われている。これらの試験から得られた知見により、Pig-a変異表現型を決定する細胞はPig-a変異を包含するが、Pig-a野生型細胞は包含しないことが指摘される(21) (22) (23) (24)。
	12. 本TGは、げっ歯類血液の赤血球に基づいたPig-a試験にのみ適用できるが、Pig-a変異は、in vitro、培養哺乳類細胞株、およびヒトを含む様々な動物種において検出可能である(3) (25) (26)。他の哺乳類種の末梢血を用いた類似の測定は、変異原性物質および非変異原性物質の検出に十分な感度および特異度が立証された場合には、実行可能であり最終的に価値があると考えられる。
	13. ピアレビュー済みのPig-a試験データのほとんどは、ラットから得られている。これまでに収集されたマウスデータ(1) (25)は、マウスもPig-a試験に使用可能であることを示している(3)。ただし、マウスでの試験を計画する場合、マウスはラットに比べ循環血液量が少ないなど、マウスに基づく試験の複数の特徴を考慮に入れる（例：段落56参照）。
	14. 工業生産されたナノ材料を試験する場合、最も適切なin vivo試験法は接触部位での影響を測定可能な試験であると考えられ(27)、この種の物質の試験では、Pig-a試験の妥当性はより低くなりうる。ただし、Pig-a試験は、工業生産されたナノ材料の骨髄または全身アベイラビリティを立証できる場合には（例：静脈内投与後）、工業生産されたナノ材料の変異原性試験に適切であると考えられる(28) (29)。

	試験法の原理
	15. グリコシルホスファチジルイノシトール（GPI）細胞膜アンカーの生合成には、Pig-a遺伝子によりコードされるタンパク質が必要である(30)。GPIアンカーは、約150種類の独自のタンパク質を哺乳類の細胞膜内腔面に結合させる。GPI合成に関与する約30個の遺伝子のうち、Pig-aはX染色体上に位置する唯一の遺伝子である。雄にはX染色体が1個のみ存在し、雌で機能するX染色体は1個であるため、単一変異により、Pig-a遺伝子産物が不活化され、GPIアンカーおよびこれに関連するGPIアンカータンパ...
	16. 末梢血には、マイクロリットル単位の量に数100万個の赤血球（RBC）が含まれ［例：(32)］、その数パーセントは網状赤血球（RET）としても知られる未熟赤血球である。RETは残存RNA量を含有し、赤血球前駆細胞に典型的なCD71などの表面マーカーを発現するが、成熟RBCは残留RNAを含有せずそうした表面マーカーも発現しない。本ガイドラインの目的として、RBCは年齢に関係なくすべての循環赤血球を意味するのに用いられる一方、RETは循環赤血球の最も未熟な画分に適用される。RETと成熟RBCとの...
	17. 末梢血中のRBCおよびRETでは、Pig-a変異表現型（すなわち、GPIアンカーの消失）を、GPIアンカータンパク質に対する蛍光色素結合抗体での標識により、フローサイトメトリーを用いて解析できる(33) (34) (35)。そのため、GPIアンカーエピトープに関しては、Pig-a変異細胞は蛍光を発せず、Pig-a野生型細胞は蛍光を発することになる。このように、数100万個の標識されたRBCおよびRETのPig-a変異表現型について、フローサイトメトリーを用いて試験できる。段落23～25およ...
	18. RET集団と総RBC集団の両方について、変異表現型を評価する。末梢血循環では、高頻度の変異網状赤血球（MUT RET）が変異赤血球（MUT RBC）に比べ早く出現する。それでも、MUT RBCは、変異の遅れに関する重要な確証となる指標に当たることから、MUT RETに加えMUT RBCを計数することは重要である。赤血球の両コホートで変異体発現が立証されると、このことは、被験化学物質が誘発する変異原性活性の最も強力な証拠に当たり（段落66参照）、また、本文書記載の投与／採血スケジュール（段落...
	19. Pig-a変異体誘発に関するデータ収集に加え、赤血球細胞区分に合わせた毒性の尺度として、総RBCに対するRETの割合を使用できる。RETの割合（%RET）に関するデータは、骨髄が生物学的に顕著なレベルの被験化学物質またはその代謝物に曝露されたことを確立するのに有用となりうる（(2) (7)、段落49および55も参照）。投与中止後約3日以内に血液試料を収集した場合、骨髄毒性は、同時溶媒／溶剤対照群の動物の%RETに対する相対的な%RET低下としてしばしば発現する。一方、投与中止後約3日より後...

	試験実施施設の習熟度の検証
	訓練および習熟度の調査
	20. 規制上の安全性評価のため試験実施施設がPig-a試験を実施する前に、職員は採血、血液ラベリング、およびフローサイトメトリーの手順について経験を得ることが重要である。予備訓練実施に必要な動物数を最小化するため、補遺3記載のとおり、スパイク実験としても知られる再構築実験を実施できる(38)。
	21. 試験実施施設の習熟度を確立するには、公表データ(1)から予測される結果を再現する必要がある。それには、（低用量の変異原により誘発される弱反応を含む）最低2つの変異原（表1参照）、および適合する溶媒／溶剤対照（段落31参照）を用いて、MUT RBCとMUT RET両方の頻度について立証する。こうした実験では、試験実施施設での採用方法により、再現可能かつ用量依存的な突然変異体頻度の増加をもたらし、また、試験系の感度およびダイナミックレンジを立証する変異原による複数の用量を用いる。そうした習熟度...
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	25. 本TGでは、赤血球に基づくPig-a変異体解析の要件および重要な特性について記述する。特許の適用地域では、Litron Laboratoriesおよび帝人株式会社保有の特許を侵害しない代替技術を用いたプロトコールであれば、本TG提示のガイダンスを用いて自由に実施できる。許容基準（段落64）を満たす限り、妥当な試験実施のために、Litronおよび帝人の特許技術を使用する必要はない。

	準備
	26. よくみられる実験室系統である健康な若齢成熟ラットおよび若齢成熟マウスを通常用いる（すなわち、投与開始時に6～12週齢）。やや若齢またはやや高齢の動物も許容可能である（例：投与開始時に4週齢）。ただし、そうした逸脱の正当性を示すこと。正当性には、他の試験との統合促進、あるいは、既に飼育されているが手順に使用されていない動物の殺処分回避などが考えられる。こうした年齢の逸脱が生じうる歴史的陰性対照データベースの変更は、いずれも明文化する。Han Wistarラット、Sprague-Dawleyラ...
	27. 動物飼育室の温度は理想的には22 C（±3 C）とする。相対湿度は、飼育室清掃時を除き30%以上、70%以下が望ましいが、理想的には50～60%とする。照明は人工照明で12時間明期、12時間暗期の順序とする。給餌には、通常の実験室飼料を用いてよい。飲水は自由に摂取させる。混餌投与する場合、飼料の選択は、被験化学物質の適切な混合を確保する必要性により影響されうる。攻撃的行動が予測されない場合、動物は同性の小グループ（通常、ラットでは2匹以下、マウスでは5匹以下）に収容する。ケージは、動物福祉...
	28. 動物を、溶剤／溶媒対照群および被験化学物質投与群に無作為に割り付ける。動物を一意的に識別し、投与開始前の少なくとも5日間（または、該当する動物実験委員会もしくは同等の委員会の規定どおり）飼育室の条件に馴化させる。動物を一意的に識別する、最も侵襲性の低い方法を用いる。適切な方法には、リング、タグ、マイクロチップの装着、および生体認証が挙げられる。本TGの試験では、足趾および耳のクリップ装着は科学的に正当化されない。ケージは、その位置による影響の可能性が最小限になるような方法で配置する。試験開...
	29. 固体の被験化学物質は、適切な溶剤または溶媒に溶解または懸濁し（例：水、コーン油；例については(3)参照）、あるいは、飼料または飲水に混合してから動物に投与する。液体の被験化学物質は、必要であれば直接投与できるが、様々な用量を調製し、投与群間で一定の投与量を維持するため、適切な溶媒での希釈を用いる。吸入曝露の場合は、被験化学物質をその物理化学的特性に応じて、ガス、蒸気、または固体／液体のエアロゾルとして投与できる(15) (18)。
	30. 安定性データから、用いる保存条件の許容性が立証されない限り、被験化学物質の新たな調製物を用いる。

	試験条件
	31. 溶剤／溶媒は、用いる投与量で毒性作用を生じず、また、被験化学物質と化学反応を起こす疑いがないこと。周知の溶剤または溶媒以外を用いる場合、被験化学物質との非反応性、ならびに、被験動物、投与経路およびエンドポイントからみた適合性を示す参照データにより、その使用を裏付ける。水溶性の溶剤／溶媒の使用を、可能な限り最初に検討すべきであることが推奨される。

	対照
	32. 試験実施施設は、段落20～21記載のPig-a試験実施について習熟度を確立した場合が考えられる。その場合のみ、試験ごとに同時陽性対照動物を含める必要がなくなる。変異原に曝露した動物に依拠するのではなく、フローサイトメトリーの生物学的標準試料が解析ごとに含まれることで（段落33）、試料は、3Rにふさわしく、試験の信頼性立証に重要な要因に品質保証手段の重点を置く有用なタイプの解析対照となる(2) (7) (11)。具体的には、血液ベースのフローサイトメトリー標準試料の使用により確保されるのは、...
	33. フローサイトメトリーの生物学的標準試料の重要性を考慮すれば、Pig-a変異体解析実施のたびに標準試料を調製し使用することが必要である。そのため、MUT RETおよびMUT RBCと野生型RETおよび野生型RBCとを対比させた光散乱および蛍光特性を立証する「変異体模倣試料（mutant mimic）」（すなわち、試験した場合に変異赤血球の特性を有するよう調製された血液試料）または同程度の試料（補遺5参照）を調製する。変異体模倣試料は、溶剤／溶媒同時対照動物由来の余分な血液を処理することで調製...
	34. 同時陰性対照動物は、毎回の試料採取時に試験に含め、被験化学物質を投与しないことを除き、それ以外は投与群の動物と同一に扱う。被験化学物質投与の際に溶剤／溶媒を用いる場合、対照群には同じ溶剤／溶媒を投与する。所定の試験に関する同時陰性対照動物のMUT RETおよびMUT RBCの頻度は、歴史的陰性対照の分布と一致していること。そうした比較を容易にするために、使用可能な下限値および上限値を算出する妥当な方法が複数あり、その方法については補遺4第4.2項に記述する。
	35. 毎回の試料採取時に溶剤／溶媒同時陰性対照動物から採取した血液の解析要件は、投与前の血液試料の収集および解析を含む試験にも適用される（段落46）。すなわち、用いる統計手法に関わりなく、投与前の血液試料は、同時溶剤／溶媒対照の代替にはならない。

	手順
	動物数および性別
	36. 雌雄いずれかの動物の血液を用いてPig-a遺伝子突然変異試験を実施することは、技術的に実行可能である(3)。被験化学物質へのヒト曝露が、例えば一部の医薬品と同様に性特異的であると考えられる場合、Pig-a試験は適切な性別により実施する。
	37. 雌雄一方の性のみによる試験を実施する場合、解析可能な動物を最低6匹にすることを目的に、試験開始時（および試験実施施設の習熟度確立の間）に群の大きさを確立する［群の大きさの正当化については、(41)記載の統計学的検出力の算出を参照］。したがって、段落47で確立されるパラメータに従って雌雄一方の性を用い、3つの用量群および同時陰性対照を設けて実施する試験では、投与開始時に24匹の動物が必要になると考えられる。段落46記載のとおり、投与前の血液試料を用いて外れ値を除外する場合、あるいは、動物数減...
	38. データから、雌雄間で被験化学物質に関連する差（例：用量設定試験を含む全身毒性、代謝、およびバイオアベイラビリティの差）が立証される場合、雌雄両性を用いた試験の実施が望ましい。
	39. 異なる用量段階で雌雄両性に投与する試験では、性別ごとに必要な動物数は段落37に示した数と同じで、1群当たり雄6匹以上および雌6匹以上である。同じ用量段階で雌雄両性に投与する試験では、要因計画の活用により、1群当たりの動物数削減がしばしば可能である（補遺4第2.1項参照）。統計に基づく要因計画では、雌雄それぞれの使用動物数をより少なくする一方、十分な統計学的検出力を維持できる。

	投与スケジュールおよび試料採取時期
	40. Pig-a試験の実施には、28日間反復投与プロトコールが推奨される。これまでに公表および解析されている投与スケジュールのうち、28日間反復投与スケジュールは、変異陰性の試験結果が正確であるという最も説得力のある根拠を示している［例：陰性予測の割合が最も高い(3)］。科学的に正当化される場合には、代替の投与スケジュールを利用できる（段落45参照）。被験化学物質は、1日当たり単回用量か分割用量（すなわち、同日に2回以上曝露）として投与することで、大量投与を容易にできる。
	41. 動物が28日間連続して被験化学物質に曝露された場合、曝露中止の数時間から数日以内（例：Day0F  28～31）に少なくとも1回採血する。様々な遺伝子毒試験からの収集データにより、Day 28～31の試料採取はMUT RETおよびMUT RBCの反応発現に十分な期間となること、また、正確な試料収集のタイミングに重大な意味はないことが示唆されている。このスケジュールは、Pig-a試験と、通常利用されている一般毒性試験および他の遺伝毒性試験との統合を容易にするという利点がある（段落7～8）。I...
	42. 任意で、また試験遂行の上で可能な場合には、28日間反復投与プロトコールのさらにその後の時点で収集した血液試料について、Pig-a解析実施のメリットがあると考えられる。例えば、一部の毒性実験では、投与中止時の毒性作用の強弱を評価するため、サテライト「回復」群または「離脱」群を設けている。そうした血液試料は投与中止後2～4週間で通常収集され、変異体発現に関する追加期間経過後のPig-a変異表現型について赤血球を評価する機会となる。
	43. 投与期間が28日間反復投与試験の期間を超える場合（例：90日間亜慢性試験）、約28日間投与後（例：Day 28～31）に少なくとも1回血液試料を収集する。段落42の説明どおり、実験プロトコールの後（例：投与中止後数日以内）で採血を行うメリットはあると考えられるが、延長後の試料採取時点で、赤血球前駆細胞のクローン増殖が突然変異体頻度に不釣り合いな影響を及ぼしうるという可能性が認識されている［例：(42)］。さらに、動物におけるかなり後の時点での試料採取（例：8ヵ月齢以上の動物の試料採取）につ...
	44. 28日間連続曝露日数未満となる投与スケジュール（例：1日または3日間連続の投与）は、反復投与での変異原検出用の28日間投与プロトコールよりも低い感度を示すため、科学的に正当化すること（段落6）。短期投与プロトコールを用いる場合、採血および血液解析は少なくとも2回、Day 15前後および再度Day 30前後に行う。試験での変異原検出感度がより高い短期投与スケジュールは、投与後の採血／血液解析回数が1回ではなく2回の方と予測される(13)。
	45. それ以外の投与および試料採取スケジュールを使用できるのは、科学的に正当化される場合、特に、他の毒性試験との統合または他の遺伝毒性試験との併用を容易にする場合である。例えば、連日投与には関与せず、被験化学物質の投与を週数回、数週間用いるプロトコールでは、他の遺伝毒性試験との併用が容易である一方、Pig-a試験において高感度を保持することが示されている(43)。上記のとおり、こうした試験では、MUT RETおよびMUT RBCの反応発現期間に認められる差、ならびに、Pig-a試験の一環として実...
	46. いずれの投与スケジュールであっても、被験化学物質の初回投与前にPig-a解析を実施することには利点があると考えられる（ただし、必須ではない）。被験化学物質投与前1週間以内に、投与前の試料を採取する（成熟マウスを用いる場合、造血系の恒常性再確立を可能にするため、投与前の試料採取を投与の約7日前に実施することが推奨される）。突然変異体頻度が異常に高く歴史的陰性対照の分布（その分布の記述方法については、補遺4第4.2項参照）の範囲外となる「ジャックポット」変異は、生殖細胞または初期赤血球前駆細胞...

	用量群および用量段階
	47. 最低3つの被験化学物質投与群および陰性対照群を、通常用いる。用量反応の詳細な解析には、追加の用量群が必要となることがあり（段落48参照）、用いる用量群をより少なくするには、その正当性を示すこと。同時陰性対照群の動物は、被験化学物質の投与以外、被験化学物質投与群の動物と同一の方法で取り扱う。被験化学物質の投与に溶剤／溶媒を用いる場合、同時対照群およびすべての投与群に等量の溶媒または溶剤を投与する。
	48. 用量段階設定の際には、被験化学物質の既存の毒性およびトキシコキネティクスに関するデータを考慮する。用量選択の指標とするには、既に入手可能な適切なデータが不十分であるとの理由で、予備的な用量設定試験を実施する場合、主試験での使用と同一の系統、供給元、性別、および投与経路により、同一の試験実施施設において実施する。最高の用量段階は、毒性作用を誘発するが、死亡も重度の苦痛ももたらさないことを目的として選択する［(44)参照］。この定義はTG 407 (14)から引用されており、本TGにおいて用い...
	49. 最高用量は、骨髄区分に毒性をもたらす用量とも定義できる（段落19参照）。その根拠が%RETの平均値低下（例えば、28日間投与スケジュールの1～3日後に採取された血液で測定された、同時溶剤／溶媒対照の平均値との比較）により示される場合、その低下は統計学的に有意となるはずであるが、理想的には80%を超えてはならない。その理由は、Pig-a試験では、化学物質により誘発される影響を明らかにするために、新たな赤血球生成を要するためである。
	50. 毒性を生じない、あるいは他の要因による制限を受けない被験化学物質（段落48参照）については、連続14日間以上の投与プロトコールの最高用量は1000 mg/kg/日である一方、より短期の投与に関与するプロトコールの最高用量は2000 mg/kg/日である。

	限度試験
	51. 上述のとおり、試験では通常、3つの被験化学物質投与群および溶剤／溶媒同時対照群を採用する。ただし、別のデータの評価から、14日間以上の投与試験では1000 mg/kg体重/日の試験最高用量、または、14日間未満を採用した投与試験では2000 mg/kg/日（段落50）で、（骨髄増殖の抑制がみられず、標的組織の細胞毒性を示す別の証拠も認められないなど）観察可能な毒性作用が予測されないと考えられ、また、in vitro遺伝毒性試験または構造的に関連する物質由来データに基づき、遺伝毒性が予測され...

	用量の投与
	52. 投与経路選択の際の主要な懸念事項は、標的組織である骨髄への曝露の確保であるが、ヒト曝露の予測経路も考慮すること。したがって、（強制）経口投与、混餌投与、飲水投与、局所投与、皮下投与、静脈内投与、吸入投与、気管内投与、または埋植投与などの曝露経路を正当であるとして選択できる。腹腔内投与は、ヒト曝露の通常の経路ではなく、特定の科学的正当性がある場合にのみ用いるべきであるため、一般に推奨されない。被験化学物質が飼料または飲水に混合されている場合、特に単回投与または短期投与の場合、食餌および水の摂...
	53. 1回で強制経口投与または注射できる液体の最大量は被験動物の大きさによる。最大量は通常1 mL/100 g体重以内とするが、水溶液の場合は例外で、最大2 mL/100 gを使用できる。これを超える量を用いる場合はその正当性を示し、すべての量は、該当する動物実験委員会（または同等の委員会）のガイドラインと一致していること。より高濃度で悪化作用を通常どおり引き起こす刺激性または腐食性の被験化学物質を除き、すべての用量段階で体重に関連した一定量の投与を確保するため、試験量のばらつきを濃度調整により...

	観察
	54. 被験動物の一般的な臨床観察を行い、臨床徴候を毎日少なくとも1回、望ましくは同時刻に記録し、投与後に予測される影響のピーク期間を考慮する(44)。すべての動物の病的状態および死亡について、毎日2回以上観察する。すべての動物の体重を毎週1回以上、および安楽死させる場合に測定する。被験化学物質を混餌投与する場合、摂餌量の定量的測定を少なくとも週1回実施し、また、動物の健康状態を確認するため、摂餌量に関する一般的な観察を行う。被験化学物質を飲水を介し投与する場合、摂水量を換水時ごとに、また少なくと...

	標的組織の曝露
	55. 骨髄曝露の発生を立証する目的で、また、他の曝露データが存在しない場合（例：%RETに関する重大な混乱状態。段落19および49参照）に、被験化学物質および／またはその代謝物の血漿中濃度を測定可能にするため、適切な時点で血液試料を採取する（さらなる考察については段落71参照）。血液試料は、動物で測定される生物学的処理に混乱をきたすことなく、妥当な濃度の被験化学物質およびその代謝物を検出するのに十分な量とする。骨髄は末梢血循環により十分に灌流され、心拍出量の最大15%を受け、また、被験化学物質お...

	Pig-a試験実施用の採血
	56. 動物福祉基準を適用することで、少量の末梢血（約300 μL未満）を尾静脈、頸静脈、または他の適切な血管からの採血など被験動物が生存できる方法を用いるか、動物を安楽殺処分する場合に心穿刺または大血管から試料を採取するかいずれかにより入手する。動物および動物福祉基準の規模により、用いる方法の選択肢は制限されうる。フローサイトメトリー解析には単一の細胞懸濁液が必要であるため、血液凝固を回避するよう注意を払うべきであり、このことは、ヘパリンおよび／またはEDTAなどの抗凝固剤を用いて通常達成される...

	血液の保管
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