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TE7F 15 7 BT 11 (OECD) DL F ) E DRIz 75 01
NZa

IR +OSFUREE (ER) HERMELFVEORHOL-HD, £ FHEAMA TR O
2B (hrER) in vitro BREREICBAT B1EREICE S SRR A A FS A >

.

M=

MEEICE TS HAES 1 F51>

1. COMEERELENRER TS FS4 > (PBTG) Tk, IR MO VERKEAENMEZETIME
RTS8, £ MEAERZ in vitro AERiE (WER #5&HER) OFIBIZDOWVWTEHRBET S, D hrER ##&
HERE, TR MOSTUZBAR (F7%4H5 ERa) HEEMEHREDT=HD., BFEH L UHEEENICHTz 2 DDEE
LB EMNDRY ., [EBREEHTEO-OOHFRELTREREBEZON) T—2 3 VELUVEERMGZIT
ANIZET D OECD A4 VAXE (GD) 1 (1) IZRHESINTWANANYTF—2a VDRAIZHEL. *EM
L= L WEHERE OB ESN-HEBEDOHREZRET H2EDTHD, CDPBICGOEELEL S, T4 ITHREE
Sh-BHABRE WE2HLUVHEE3) ZUTIZRYT :

. Te&RE MEAHZ ERa Z ALV Freyberger-Wilson (FW) @ in vitro TR kA4S V2R
(ER) #HEHER (2) . XUV

EFEABZ VA RFEESRAALA AN BEFRWN LM ETMAEHEE (CERI) @ in
vitro TR b AT URBREERER (2) .

FR—DEREEEI Y RS ML, BURBREORESIUNIT—Ya v EREL. FIRBLER
ERERHO PBTG [CIBMMTES& 54K PBTG ZEEHNETAIREIZT HI12(E, thReE#E (PS) (3) AHAT
Hd, 2L, BEHBREDEME., HRREAEZEL-TCLERFLEELERICOA TONS, ARBRH
1 k34 /.:E%ka)ﬁ%ﬁlf’éﬁﬁb\ét IXMOTURBRBEEHBROBRICEHT 2EEDES~DFLRIZ—
RBICERATESEHIC, [T-20HERITAN] [TL5ARMZGELND,

PBTG FEBDABEZEDE R L RE

2. OECD (#ZZpNBARMELE) TIX. 1998 FICEREHEBD 1 D& LT, ARwH L EIERZE
FTEHAREOHZEEPEDR ) —=— VB L UVHBDE-HDOHELA FS54 VICEAL, BFEOLDEN
STL. FIRRICERILETEX 2B LIz, RO EERZE T 56D H S5 ILEMEBEDHERS &K UET
flil=BE3 % OECD m#tE##A (CF) (L. 2012 FIZHET iz, MRS K UHETHR®D CF X, TR WA
CEEEMEOHMICRE T 2ZELSINERBRAAN FSAVDHAMEFURAXE 4) | OWELE LTRES
NTW3, CF X 5 DOLANILMALEY, FELRILNIFELLGZLANLOEYEHEREICHELTNS, K
PBTG i2# M ER #EAKERIILANIL 2 128, TOLRIVIZIE TERS AL HiE - #EEICET 8T
— X FIEHT B in vitro FE DEET S, A PBTG Tld, E FIXR FOYUEZER a (ERa) 12T 3
HY REHETED L 5% SINT= in vitro ZRARESREEIC OV THET 5,

3. AEYFRIMEEICX T B in vitro ER #EAREBROZ S ME, BAMICIIEI STV S, ERFESHERIL,
IR +ATURLEVRRENCET HEREMEDHHLEYEZRETEDLORFSINATEY. ER OFf
BAMOFEZHONIT S0, £z ER7IZRA M "T7URITZRNERET S0, BE 20 F£/MIC
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HEYLELERSATER, CALGDERICRBENSDIE., TR AT T FHIVGERBOEKREET
HY. M OITRTOEMBYOLTEREICFARTH S, VAV FERBRLEDEEERATHS.

4. IXhOYUE ER EDMEERIF. TR MO VEIREEFOEGEEICEES®E5Z. S/ LIEA
ERFETHENDHY., COZENMIEIETE, EELRBRE. BIULEREHEICVELR ORI LGE,
BI7IOERDFEEEIIBEFIZOENLAEEELAHD (5) 6) (7) . EELEIRAMASFUZOMNELIZE,
EELFEE (BEERE) . £HEICETIEE. FLIUVEBROREEICHT 28ELERADFRE LS TEE
HNHD, FEYE ER ST FILUBEEIZE Y. RILEUREENA. ETEEE. BROKESLUREICH
(FTAREILDIVRYLERGE, BHOEEEL -0 aaEMEADHS (8)

5. In vitro $ERHERIT, BEFOESZHHT IHENRER) T FESHLENE L DERML
HEERICEDNTS, £ MAABA IR O VAR a (rERa) HBAHBROEEGERERLE LT,
WERILFEME (TLhHLLHEME) ORELFEHETT. BEHEHY AV K PHH7B-TRX 504 —L)
D ER~DIHEERRZAET 5. ER ICERMEDHEREFZMEX, ER [TERMIEDOBEREEMHEICLES, &£
VIERETHESHZER) AV FEBRET H. ARBERIE. 2 DOFELEAERNSH D, 1 DIE. ZBEK-VAH
VEHREERADNASIA—2ORFMZERALAICL ER DREMZIAY SBMBEERRE, <5 1203,
HERILFME SRR AV FED ERBEE~NDHEERFEZHALNIT IHERERRTH S,

6. CERI LU FW OFEEHERICOWNT, NUT—2 3 VERTE, BERARDOBMICKHT 2R4H
BXUEEMENIESA TS (2)

7. ARABRAA FSAVICHERLE-AEOEES S UREDSHAZHE 1 ITIRTT 5,
BEREEABRICEET SEFLES L VRF

8. NLDREEIR V) —Z VB IUVEEIBMTTZEME LTRESATVSA, (HDOE
A7 TO—FICEATRESFLRNIILOMNPER (ME) ICHTIERIE/ONDS, ChoDHEBREIL.
in vitro &IZH1TH ERa VAV FEERALAVEDILZHBICEAZHTTWS, LI=BN-T, #8% in
vivo IZB TR BEHANBRODERL LT T IVEES KUFHIEICEENMET 52X ETEAL,

9. RKARVAVETHS 1TB-TRA SO —ILDFEEIE. EHNELFDEEEEHL LREMWICEE
PHELEZLE0T. —EDDFLANILTODERDE 1 BREIZH=% 9) , LI=MN>T. ERa JHY K
BRAADEDESILZ. EREZNLE=RDBHNCE (ED) OFEBLAHDZALD 1 D2THBIEEZONBH,
ED A2 Y 3B ANZXAIFK, FOMIZE () VAL FEESKRY Y RS D ERa 2 & DMEEM. (i)
IRRATUOTFIEEICEET HMDZEETHS ERBBLUV G A UNVERABRIRX FAY UZRIK,
ZTOMDZERARBELIUVANBRAOBRREDOHEEMER. (i) RILEVEK. (v) RILECORBESE
EELUV A EHEFFEIE., (v) BHEABADORILECOSE. (i) AAANDRILEDOHEHE L EAE
Fond, KAPBTGODTT. I bDERBEFICHL L TLDEEEXAL,

10. A PBTG TIIMEL E b ERa EDFEEEEITHAL, EROATIZRX M7 2 TR FHD#EAI
FLAWL, £z, XRBETE, BEETFEEL. FEZFHNTLEVSELLELITROFTROVTALEY
‘g, NYT—2 a3 PICE—YEOHERLI-CEE2EEL., BEEMEHRRICERATREE T 5K
LLTLWaL, LM LERLEE, FEABRZISHAMELS S VEEGMORRICERTRETHS. HELDAE
MEBERLTREVMDT—2 25556, RNARAA K54 U EAVSHIC, TOEMICHILERHEENES
NHEZONEN. FEH/ONDFRICIIZTDEHERTT 5. EEVOHRREICEHT IRFESHNHLEE.
O LEZBREBERLY,

1. BHEIERRICINEEORBEN G, £, KBEBRREOHBICEATSINYT—a
FIThhisn ot TNTH, BT YA UAORBERHOBAANSETRETHDEEZ SN DM, T
FELHBEINIT—2a v~AORYBANBETHSEEZOND,
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12. 7yt HRERD pH ZXELSES 2FEAEEDECLERELGE. HEDF VNI E (Thabhb,
ZREZNVEH) EEMESESHEEVETE. HBZTHGLAN. S5 LEHEFRZECSGVEE
TOABBRETICENTED, CNITHEHBLELLTH, FEBRZICSVTHBRILEYVENARTRRLTRE
#gHEF., 7Y/ BERPTOIAZBREEVEDEREIZLIVGIREZT S,

BEIBU D=, & PBTG &EBD TR IR ENT- 2 DORBETHRZT o= 24 MEOHBERICOL
T. R1IZRY . EREBEEFERICET S in vitro BBRE LV FLREFEERERGEARSNEHREICE
DCE. TNOoDYEDS S 17 MEMN ER HEEWME. 6 MEA ER FEEVWEICHESND (9 (10)

(1) (12) (13) (14) (15) . R1ICENLET—2%28RBTHE. 2 DORBETEEKXR 104 M F
TYRTOYEDHTEITDOVTIIIF 100%—H L. EYEIT ER HEVENFHBEVEICEL L KT,
CO—HOYPESLIUN) T—23 VERROMIZ ER #ERBRETHRET-EMOYMEICET 5HEIE
. rER#EAHRICET SEREEE 3) #E2 (R1. 2. 3) ITFRY,

£1: FWHKIUCERI TO hrER #EHRICL 5 ER BEEVEEIHEBEEVE~NOFEL LUV
FREThDREEDHLE

FRSH

CAS EW OB CERI OiER MeSH L34
2R
wHE4% 2 | OFE

98

iREEE (M) 5348 iREEE (M) k]

T178-T 2 524 | 50-28-

z 25| gAmE | 1107 1x10°| BAME | x107-1x10° | #AME | RFAAFK e
2l nzss kein 0823 gramer |3:10°-30x10%| #AME |3x10°-30x10%| #AME | RTAA K Eﬁé#?*ﬁ
*|nzsray 0822 gramar |3x10°-30x10*| WAME |3x10°-30x10*| BAWE | RFAAE Eﬁé;@g?%m
HosnmonTs sz | ram| | oo o] wEam | oo o] swem | DF B aum. e
% 2 = + t " FEl K
° DES 56'153' BEYE | 1x10°-1x103| #EEWE | 1x10"°-1x10° | HEME §1b7kf1(1;% E;?:'[‘;‘;;%?%m
—

Y P
W7O-TF =LA NST63-| o ampor| 1x1070-1x10°| $AWE | 1x10°= 1x10°| #&WE | 2704 K

FSOF—IL 6
7 RIEKFE R | maw o
MeSONFLR b 184-16-| soaspmr | 1x1070-1x109| SEME | 1100 1x10°| @amE |X) . vz |, DA
a—J)L 2 - EEML
8 446 RAbKFE (8
FZATFA4 Y 72_6 BEYE [ 1x101°-1x10° | #E&WE [ 1x10"°-1x10° | #HaHE | FERX) . 7 RARY
SKR/I4A4FK
9 —_— 531- £ N -10 -3 A -10 -3 =+ O *IE%IZ |\ A K
IoF—IL 95-3 BEYE | 1x10°-1x10 EemE 1x109-1x10 E=eahE B R BEY) RARY

10| TFILIRSARY 94.26
4-ERFOXOR |77 BEYE | 1x107°-1x103 | #HEWE | 1x10"°-1x103 | #EE&YE TRy REHR
BE®Bn-TFI)

M|/ =T/ I N84852-] e mmpar | 1x1070-1x10°| AME |1x107-1x10°| wamE |~ VTV T | wpian
GEEW) 15-3 J =L

2l opwooT | 5% | gamer | 1x100-1x10°| gAME 11001107 | #ANE | HRER e

13 50-22- | F#HEE

J)FIRTAY 6 e 1x101°-1x10* | JEHEEME | 1x10"°- 1x10* | JEEEME | XTAA K RARY

14 750/ > |17924-| BEHE | 1x10"°-1x10° | #HEWME |1x10"°-1x10° | #EME | mIbKFE (& AW
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924 #ER) . 5
5 kY
15 =2 = =
sExsyzy 1090 ape |00 1x10°| #amE | 1x1070- 1x10°| gapy | FEAR R EXE. BHE
29-1 =) EEH
16[. o o= RFOA K,
SarvEFRTAR S0 | mamE | x100-1x10° | #EME | 110" 1x10°| @EME |FT/ 0| X%
%
Tezoz/—n a0 | gamer | 1x100-1x10°| #AME |10~ 1x10°| #ANE | Zz/— | {csprik
|4 TTNT =N 18T | grmppar | xr00-1x10°| TR | 1xi00-1x100 | gramm |7 TMIT |
19 7#> (HaLF| 143 : . : : RALKE N mg
o) 50-0 BEYE | 1x101°-1x10° | ##HEWME | 1x10°-1x10° | #HEWE 05 AL BE
S, N = £ A &
20“’*@7’*75%3 FBEW | 131070 1x10° | S AME °| 1x1070— 1x10° | st Amar o) 2 BBEK | pg e
v F E
Nrvrnss vy 843 gamer| 1x100-1x10%| #amE | 1x107-1x10° | sanmE E%;im AN
N
2| Sarzzaoy °T 8% #’f;: 1x10701x10 | FEAEAE | 1x1070— 1x10% | JEaME | RF 04 K FAY
£-PAN
m:rzz;:§u~§§? #@;% 1x1010-1x10% | JEAEAME | 1x1070- 1x10° | EREAME | T REHEH
£-PAN a0 Pay
2 7rsuy P #@; 1x1070-1x10% | SEREAME | 1x107°— 1x10* | JEREAWHE Eiﬁfm” BRI

* IREREMRSR - 1 x 10 M K,

T EEAMEELLTOIAILED-n-TFIL (DBP) OFERBSIUNEE. TLA)T— a3 UREBORBIZ—EDREESE
MEREERICHE LT, AMEMN 103 M THREE Bl BY) 2RHLH. RR10*M ETOHBRBRICE DLV,

TR F—=2aViEBOM. 2%V T-n-TFIL (DBP) (. ZX10°MEFTHEETI— FiESh-HR{tL2HE &
LTHEBRLI. AFHETICENT, —EHOAREREERTE. RKXEE (10° M) TOMRSHEZER) HY FKESDOET
BEU A F-EERTHEESHIRAD LN, Th5DS5 U T, CERI OFRBRZRAWREERBERD 35 LUV
FW QB Z FALV-RERERESRD 5/6 A°. DBP % ITRHEE] F/-(3 HEWMEL 98 (BEXH 2) 72
3/|VB3a bBLUVIAESE) |

a NENFRHINDZNEE—B LGN, REREREERD 3/5 T IAHEI F-1& TEEAME] EHEINT 4-n-
ATFLTz/ =L, FHICKY TFHEE] 0Bt FYBRBLHAERICLY. ZOHEIF. B2iiEaMhEg

DERTEGITHILZMNBEREORRICERT 52 LABALNIZSNT,

b NYT— a3 VERBORMIC. AUX@T Y IV, APEIZOVWTHRE SNz in viro TX FRSVEHE (16)
NEICFORBESICIKTET AL ZILELEARER (17) (18) IZEDE, EHEAYWE (Thbhb, BHY) 128
PEINT, BRICEDIAMEORBMIMEE. SEOESRE/ AN T—2avEHBRTHLWOA-EMBERO hER 45
HEBTEFRASINGWEEZOND, LEAD>T,. FW KLU CERI OB TOERBESH T TAYEEZRALVIGA.
ELWSEIL TEEEWME L5 5,

hrER # & BREDEAER

HBEEDOEBHES:
13. A PBTG [&. ER 2&E . AZBFEKICH LEYIGRED Y Y F—FHBREDY—h— /+b—

Y—ELTHATE., =, HREFVEORELFICHVERT 2 - ZRVEAZERISERY 5, 5
BRIE. 1) RAMEES & 2) BEHED 2 DOERLGHBRERNLGLH S, BNESHREIZRAERORFENS
BIWEEOHEZICAL., RERBRAERREBBRILEMED hrER fESREDETEICALS,

HRYE

14. RETHRAKFEEIACOSTVBLUVRBHBORLEZIERT S &, BULGIGEE. RFTR
© OECD, (2024)




OECD/OCDE 493

(GBEl Gat) xthE. BHEXE (ER #4YE  SHMME. EHAOME) . BENE GEEEYE) ) EHER
ENRBREGETCTENTHDILETTDICHRILE, RRMLEEBOBIE LS, REFEABIEES. IEDE
BOHBEED—EHTHD (1) . ESVDOM 1 TL—HrZBWNWT, EEIT R FOSF VB LUREYE (T
7:;1015 BEAYME. PLUEEEAYE) ORELETEEMBKEZANVNSG L, ZTOMITRTOTL— I,

) BRE (BAERY AU FZRERLICHEMIEIEE) BLUHREE (IC50 £E) O E2 8L UHRE
A#@‘ﬁ%h%m&soto 2) BRINEBES LI VIEHEMNHBEEEZINTNI DT OEHD I L,

REGEEEZFIE

15. BEREEEFRZEHBOERELSYRRT ST, FRHIELEZERME, ELWMEEMER
E. EERAVEHOL TV 77— bEBLRELERETHY ., F-. FREIN D ER HEEREEHBRIME
hREDLIHERT DL,

SRBREE IR D ERE DI AF

16. A PBTG OTF T, RHMDILEMEZ VT hORBREICIYEHRT 255D, ThizkiLs, &
BRRMERRE ER RROFEMS S VEREHET SBMER, SoVICEEIX MO U ELUXNEYE
(BHEMELSIUVEGEEYE) ICLIBEHARRERET S LT, SZAREERADKREOEREEIL
MY S &, ARERERET, ELSHBIC 3~5 MMILTEBLEEBRMAGTEONREIR FOSUE
FUHBMEDHRIZONT, BET—IN—REWIT S &, CNoDRRE, LAHABRERERDE
HEIA AT UEIVELRHHBOERLEGY ., [FEDS T, HEROFBRMEIC DUV TERS BTl A4 #
ELTALLNS,

HBRRORSHEDL, R 2 LTI EREEIVEOHRICKI YRS 5, EAEEEVEN—E[L. ER &S
HEROMRERE 3) EHOSEMEN—HTHDS, choDYEEITHRATHY. ERFEFEEFEELBREEE
THEEVMESEERRL. ERHEE (Thbhb, BROMEENGBIMESET) BLUVEREHME (T4b
5. BEEYME) I2O0WT. FPRSIAIEVNLERNDEEZTY . SEAERZVEOHARRERL. R2I1CF
YEEAZELZT L, EMEICOVT SELMERRZITL. BRERLNFPRSADELZMNEEE—HLTWLE
& HBRRIF. MIALT (ThHbb, RBREK, L2WE. AEOHLLHFRREANT) REZLIZ3 D0
LTVT— TS5 2E, BRER. SEREEIVEOELVWHE (B 121 (C&YiIiishd, B
RERARIT, SRMENABREZEZZE T IBRICKET S &,

£ 2: hrERBREHRSHBRAOHEMES L UERERZIMED—

FHEIhD HEREREmE MeSH b Eg o
No. mE% CAS RN?2 R 54 (M) 4R 5 EDES
B (BREIZX ATV, BEADEH. EEADE)

1 jZB'IZ bSO 50-28-2 EEME 1x10-" = 1x10° AFO4 K EEL. BYRAEE
JILIF/ KL 68-23-5

2 | (FERF) /LT é8_2'2_(fr) HanmE 3x10°°— 30x10°® AT7EAF EXA. BMAER
vrkay

3 [T7FTMRUTEE 9043751 EEEME | 1x107— 1x10° 25y S EREH
P g

BEREREDY °
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4 :Ei)’tz*”"\x 56-53-1 HEME | 1x107- 1x10° mt’;@% B | Exe pwRExs
z/—)L
5 gg;iiwIZF 57-63-6 HEME 1x10™" - 1x10°® RATFHEAR EXEL. BMAERR
6 Te}i""\jﬁzz MR 462 wamE 1x10 - 1x10° mt’;@% EV | Eme mmmRERs
x/—)L
7 | 2EFVIIY 10540-29-1 wEYmE 1x10M-1x10® | FibkE FERX) EEL. BIYAEER
mm e D
8 | H=RTAY 446-72-0 WwEMmE 1x10"°— 1x1073 @i%%m”@‘j KA
SHR/AF
9 |EXT7z/—ILA 80-05-7 wEYE 1x107°— 1x10° Jxz/ = =2l
€¥75L/ Y
BRERLEY.
10 17924-92-4 wEwE 1x107" - 1x10° fl RARY
Uy
LR B,
M | TFLIRSARY 94-26-8 WwEMmE 1x10™" = 1x10° REH
2x/—I)L
12 | 7h3DY 1912-24-9 FHEAME X101 -1x10¢ | BERIRXLEY BREHI
TANET-n-TFIL - . . | BieKkE GRKX) .
13| " Oapy 7 84-74-2 FEAMES | X107 1x104 | Ix——::lf AWHI, L2 hRk
14 | a)LFaRFAY 50-22-6 FEEME 11071 = 1x10* AFO4 K KAY

' BREEZMESBRICTRENTVEIMES, A—0 ER BE558E. REEORES S WMLEVELBOMEEER

TE %,

2B8EE : CASRN: I HILF7 TR 549 FH—ER (CAS) Z8ES,
SCERIBXUFW D hrER #5&RER T T /8N T—2 3 VEERICHE TS ERoEEMEF-ILEKLEMEL L TON

0@,

‘ER HAEMRE. ER BEHLVEEFENRL (TA) RBACHIIXREINERABEARAIETHEREES

(ICCVAM) &HFELEa1—XZE (BRD)
11 (12)

ZDHho1ER (10)

CREEIEFREEDEENET —F4A—XZAVT, EYEZE 1 DFLEFEHOH

(9) . BoVIT, BRBELVRIFA SN -SRABRS

(14) (15) I2&DULV=,
S ERMICEROONBEECINE-LEETHIXREEIEXZHNEENDEZHLIZER (MeSH) ZRAWNT. £ME % 1
DELIERDLEMESFEIZHE L= (hitp://www.nim.nih.gov/mesh & Y AFATEE)

(http:/ftoxnet.nim.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB & Y AFH8E) .
"DBP . KREBEOMBIEEEMEL LTHEATE. RKXEE 10*M THERZ1TX .
S AMENDABRERRIL 10 M THD, FEEMELLTOIZINLED-n-TFIL (DBP) OERESLUVSHEIL. TL
NYT—2 3 VEROMIC—HORBRERBRICEVNT, KYPEH 10° M TTBEHE (Bl : BY) 22D -H. &K
104 M ETORBRRICE D=,

HBRILFYE DERERB D & ViR ELHRE

17. FiRUAREREL. SERCEVEOEBRERREHET 5 LI,

~ /5

b5

BNT-RBRHT—4

mARBICTELE

HEBRERRICAVSEY

BREGEZRET S L. BHRRILEVEDOAREIRMICERTREL., SoICHBREHTTHERY 5.

FABRCHERZEZTOR
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Bl - BRERKICEDE 1 mMUT) MoBRY % BB BBRMERR. BY £ (EBROFEDOHER
Mo d, RE-RICHEOHEZLVBALNITL-H. 2REBEESLVIEHEOERTIE. BEICHELTE
EZRAEITLH L,

TRAPFSODHEEE

18. TRAFSUDETIE., EERICAVEREETIR PO VB LURBIZDOWNTE S M- R0
[ZEDL, 9. TFL—F 1220 T, EEBIASEBONE-RERBOTLEREEMEN. CERI XU
FW OFSETO ba—)L (##E&E 2. 8 3) ITEDV-ph#EES/NS A —% (fl : IC50, EILGELE)

EHESHERE. PLUARRBEERET 2RBERERNSBONE-EEHRBT—2E—BLTWDI L,
TRTOFE (REIX bOS Y, BEEYE. FEEEYME) BN, RRILICELLHEIND I E, RIZ,
FREDTL— FIRTOXMEBETIEH., TL—F 1 ED—HIZODVWTEHET Z2VENDH D, BAEAHBEDIE
REPREICERT S50, + R LEERBEOHBREEMEERANDI L, HEBRELEVEOREETOLTY
T—rEEURILE-3EDSVHEIZHEFAIELDEIL, AEMTREMICERETESZE, RNEHERET
N—EL=-E1Tie%d. REIRXR FAOS VB IUHBOBRET—23R—XDERS T UV#IFICKYNLET S
L, BHOEBIMOBONEREEII MO UVEFIURNBTHIBREAVEDHBRES/AZ A —FDTHE
[2DWTIE, FDEERE (SD) £HEEHEH (CV) . RRERBZINOBEEORELLTHEAT
5, £E50DTL— rRBELURERIEEVEOHKERZREIT 5156, EMROHIKEZERT 52 &,

Eolc, HREEICHITIUTORAZER:=IT &

o T—AMNERFEESDEEMNEEMI<+HRTHD L,
o HEREEX. HBRILEYVEDRBEENHZHEATHSZ L,

T—Z DA

19. BIEERLIUBERAEDT—AICEALERESNE T—2DO0HMFIBIE. ZHK-V L2 FHEEHE
A#HEOT32TERRAICKS L, @, BNFEEDT—21E. 2HARLIUVIEBEMNBEEN S LD
BRERRETILZENVTEITSND, Bmax &Y Kd 2ROBBE. UHY FHEBOMMIE (5l : Swillens,
1995 (19) ) ARELHY 553, BHEKEHABO T —2ILEFICHK- T, EEZEBRINE (B : $FENE
BE (%) BLUHBRILEMEDERE (log M) #E) , BUILEREBE I« v Y I b2z 7E#RANT,
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BRAICEEITREBEEIVBRA 1 R—Y0 THE| 3 3R)

1. XK invitro TX FAUZER (ERa) B BERERRETE. NFaO ML AREERM
fan o8B L UVERINI-EE2RE FZBATHD ERa (hrERa) ZALVS, Freyberger £ & U Wilson
[C&VYUERSN-TA Fa—LIZDOVWTERSHEAR/NY T—23 VEER (2) AMfThh. AERBRZOE
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TL—+% 10 2R E 5%, £ 2500 RPM T 10 2fE&E D9 5 2 & T, hrERa [2#E& L1z[FH]M7B-T X +
SO —IVEHERPH-TB- TR RSP — IO RHT 5 L, ATORPIHEE LIZPH-17R-T R +5
A —ILH hrERa DN fREE T 2D ER/IRICT HIZIE, BERSIVRBE I ILE 2~8°CIZREE. EFIE
HEEOMNIERETDHICENBOHTCEETH D, TL— FEHEMNHADODARIZNEBT B(ZIE, ¥4 05244
—JL—FHDIRESHMABETH S,

21. RIZ, DCC EDEMIZEL DV IILDFRZREEES 516, HOLDFIEZL, hrERa ITHEE L1
PH7B-TR FSOA—ILEFLESOUL ZIREL, 2BBOIA /0243 —TL—MIFBETHI &,

22. RIZ, BMHEDEBE TR —ERXIRILF—ICERTEBLLUFL—23 0K 200 L &9z
JL (A1~B12 & U D1~E12) [ZHMT 5, 7L G1~H12 (£ dpm &3R8 [EPH7B-T R F5¥F
© OECD, (2024)
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—JL (40 pL) DOEEAREZEZRL. COBRBERERE. X 3 ICRTLEBYAEITL— LDV IILADD Y
FL—YaVRICEEMASI L, Thbb, ChoDVLE, PUoFL—avik 200 ub & & UPH]-
17B-ZR I PFA—IDBEULHERBEDHERT 5. CcNoDBIERKRICEY ., 2HEESLVEFEMRKS
[ZDWT, ENIFEDPHTB-TR T D4 —)LA dpm BAET—EDEV )LIZFMENF-MMNILEESH
%o

K3 AAREEHBRTOYA /084 8—TL—rDLA 77+ BRETRERITE

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

0.03 nM [PH] E:

3 3 3
A +ER 0.06 nM [°H] E2 + ER [0.08 nM [*H] E2+ ER |0.10 nM PH] E2+ ER | agea
3 N
B|*30 ”NLé;” B2 10,60 "M [°H] E2+ ER 1.0 nM [PH] E2+ ER  |3.0 nM [°H] E2 + ER (a#l)
(04
p|0-03 nM PH] Ez + [0.06 nM [°H] E+ ER [ 0.08 nM [*H] E2+ ER | 0.10 nM [*H] E + ER
ER +0.03 uM E2 +0.06 uM Ez +0.08 uM Ez +0.10 uM Ez IR
0.30 nM [PH] Ez + [0.60 nM PPH] E2 + ER . 30NMPH]E2+ER+ | #&
ElErR+030uME, |+ 0.60 M E> TONMPHIE2+ ER 13 M E,
F
0.03 nM [*H] E2 0.06 nM [*H] Ez 0.08 nM [*H] Ez2 0.10 nM [*H] E2
G (total dpms)
£ dpms*
H| 0.30 nM [*H] E2 0.60 nM [*H] E2 1.0 nM [?H] E2 3.0 nM [3H] Ez

[BH] Ez2 : PH]-7B-TR kS A —)L

ER: IR FOXUZEIK

Ez: FEEH1TB-TRA S OH—IL

dpms : BEEH

*TCITOPHEEIR S O — IO HEBHEREIL. V)L GI~HI2D U FL—23 ik 200 uL
ICEERMNT S &,

23. BIEE 2 BEU ERBRICEIRL, HHERE 1V LE-Y 405ET52¢E, VI VFHES
AWT dpm/V z LEBRIET BICIE, 4988483 —TL—FRADUFL—2avho 04— %ERATS
& A4 3—TL—FRAIUFL—23 VAV E—2AFTELNGE., KBL LT, /KD
N3 —THHBZAETES. ChoDEHT T, AHHBRHOERAZERE SN 5,

HEEEHE

24. BAHARRTI. BUIEEOHRIEFVEDHFELET T, BE—EEOPH7B-TRA RS 4 —
LOHESEAET D, 1 HOSVOHENT, EEE 3 DORBLITUS— 2BV E, S5(2, HKE
It ME L ICEBPELTZ T 3ENDS VEERT S L, AL, 1 DEIEEHD 96 YT/ 4 0O
BAR—FL—FZBWTHRET B &,

25. AKRRZERT 556, FERICRAKFOBFS S URE (Thht, REIX MAS Y, BES
ME. BLUFEEYE) 28D ¢, EIVDM 1 TL—HMIBWT, EEIX MO UBELUXEY
B (bbb, BHEEVE. BLUEEEYE) ORLLEEMKEZAVNSG L, TOMINTOTL—+
121X, () BRE (RABRHEE) SXUTREE (IC50 18E) M E2 BLUBHEEMEEINENE 3 OF
© OECD, (2024)
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D, (i) BRANBESIUVEREMESZ TN ETNLLECED 3 DT D2EHBIE, Ty A EEHRKR. B,
BHI-7B-TR b5 VA —)L, hrERa. B L UHERILEMEARRDALFIEILZ. SEXH 2 (##:E K. FW D
HEE O ba—LESR) [CERBREIhTWLDS,

- JBHIXEE

26. BEMEBIE., BHARRREMEEMEAET. £88 (TB) vAEIT S LZEKRT H. EELWE
FlETH/—ILTHD, RRNEEQHBRILEMEN TR/ —ILIZERLGWNES, KB &L LT, DMSO %M
TE%, I8/ —)ILFEIL DMSO ZRAWSHE. EHGHERY TIILORER 1.5%& L. 2%EIZIXLAEL,

27. EERE (BC) ICE, BHILHEBREFEVEZR . FABRODINTORDEEDHDH &, &E
BABOBREBFIMBELRL., FRATHIRFVAABRRICEEEZRIFSHVI EZRIET S,

- EREEYE (BEIX FOTY)

28. 17B-T R b5 VA —JL (CAS FS 50-28-2) IFARMEYHY FTHY., ERHTEA T alz8WVEH
METHET S, fERa BEREHEBR L ITHEER 173-T RSP —ILZRV-REREZE/RL. B—
AEBRERERAN CTAHBERBBMNICERT 25812, (X5 D E5HERIGEICT S &, FEEZEH 173-T X +
SOA—IDIE/—ILiERE 8 BEANL., HBV T ILNOEREEEHEZE 100 nM~10 pM (-7[logM]~ -
11[logM]) . FEIf@EZ-7[logM]. -8[logM]. -8.5[logM]. -9[logM]. -9.5[logM]. -10[logM]. -11[logM]& 3 5 C &,
RAXEEDEEZERE 17-TRXA P4 —IL (1 uM) (&, FEFEMEEDEIEZEL L THLHET S, CDEED
BRERO—MWMTIEH SN, k4 TIE NBEHFEMNES (NSB) | OXRTRICKYEN SN D,

- e HE

29. BiEEME (JILIF/ FLJL (CAS BE 68-23-5) £/ )ILTF> KFO> (CAS HF 68-22-
4) ) ZRRITTEHI LT, BFEROBEZFILIL ., ARBREREFNICERT HBEIC. (X5 DEFZFF@T
REICT AL, BHEMEDIS/ —ILiak%E sBEREL. HBVIIILNOREHEZE 3 nM~30 pM (-
8.5[logM] ~ -4.5[logM]) . & % -4.5[logM]. -5[logM]. -5.5[logM]. -6[logM]. -6.5[logM]. -7[logM]. -
7.5[logM]. -8.5[logM]& ¥ 5 &,

- FEEHE

30. AOFILEYI XL 5Y (OTES, CAS S 2943-75-1) %, [EtExtiE CGEEEaME) &L T
AWaZ &, BB, BEREEZMED hrERa IZHALBRWMES., TOILE5 0L L TORREL KR
HTDIELZFRIT D, EEEMEDIIY/ —ILAKE 8 BHARL. HBRVIIILHNDOEEIIIHIES T
0.1 NnM~1000 uM (%4 TIE-10[logM]~-3[logM]) DEFET B &, 7R IILEED-n-TFIL (DBP) %,
REONBIEEAMEL LTHERATES, DBP DERKBMBEL, -4logM|THBZENTREN TS,

hrERa ;&
31. 1 nM DIRETIZRE) A2 KA 20 + 5%DEHENREERIZBRELZHANS L FE 2% 12~
13 %#5H08) ., hrERaF& L. FRERICHARET L &,

PH]-178-ZX F 54—/
32. HEYVTIILAOPHMTR-TRA S DA —IILDREIX. 1.0nM &5 &,

HERILZYE

33. FY. BRESREEREL. SERLEVEORRERRACHET £, ABRITOba—
KERICAVWSENCREERZHRET SVENH D, SHRIEFVEDOFRERR IRMIZHFHIF TRE
L. SHICHBREATCHRET S, AHRTHERZTORKRIREERX. 1 mM ZBAQW &, @BERERR

© OECD, (2024)
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(F. BARIFBERICRRHFERRE (fl  FRERFICEIE A mMLUT) HoFIAT % 8 BEOM MRS
M. BYFLIXEROFEDERENSLTS (B% 35 3R) . HREFEVERGR, ZOHBERTERERICELS
EEERY. S BENHRBOMNBREHRZAVWTHEBE IS L, RE-RICHROFEZIVALMNZT S
=6, 2EBEEIVIEAEDERTIE., BEICIHLTREZRET S &,

34. BERLEMEDOFRK(L., BULARZRAVTHET LI E (FE 2 K% 26 #388) . HERLF
MEDRKRNEETIEIIAZ/ —IL, DMSO OWTHNIZHLARET . M OBARIZILITEMT S EITKYER
BULBF1—THNDOBRBERENFRBERREBZSEEZONDGE. RRKEEZRIZEWVEEICTHFSZ &
MTEE, COFE. —EDEEDOTRIZENT, BMOBREFMASENTESD, —EDRENHT,
ZTOMDEEIIZEZR LGN &,

35. WERIEZMERREARY T LISHENT 556, HREZVESHBY TILA~OFMEFIZIERRY
BEBEMAH D=, BREICEBRT S L. MBREBSTIATOVIILOT—2 ZHRBEENGRNL. T
— S DBRNERZERRT S &,

36. ERICBFEOERE LT, thDEMI SHERIEZEMED log (ICso)NfFoNTWSIHEE. FREE
RIABRBB AR (THHh5E. FRISN S log (ICs)RTHR T 0.5 MEHA) [TFTHEMNBUTHESEERDL
nd, RRHGHRTE, BEHKROFENTDITHLNITES LS. THRI 8LV TER] B E.
log (ICso) DRI THARIRERERRSEDZ &,

R TL— DB

37. SRILRRLERAI A4 84—TL—rZ2EFEL. BEINE. FEHEMES (NSB) DEZEL
LTHHEET IRKEEDRETIR FOS Y, BLUBERABIZOVWTI—FRELT 6 D2FD21vFan
—YaVERERIL., £, 8 BEDOEREERE (XU FILMIIFFIISY) (. RREELVEWN 7
BEQOREIR OV Y, SEENHENOCLIBREEYE. LU 8 EENRHERILEME (TC) IZTDLY
TENFNRIA—FELT 3 DT DA oFarR—LaviEREZRHAITHE, HETI R FOSFUVE LK UREIC
MY LR ERKAIC. TL—FOLA 7Y FOBIZERIZLTTE 4 27T, #EEFEYEIZTEM
DIAY BB 2—TL—rZ&FEARAL. TL— B (FThbb, 1) BRE (RAROEMR) LUSE
E (IC50 12) D E2 BLUBREMEEEFNTN 3 29D, 2) BHNBELUVEEENREEEFNEN 6
DFDEEHBHIE (R 5) , 3 BENOKNMOERILEMEEZAVE-RARARBATI /024424 —TJL
—rDLATIORDT—=—FZDOWT, —BlZHEE 2R 3ICTT, RA4BLUVRSICSRTEEL. &
HBORKREETHD, E2ORKEEIL1x 10" MEL., BREEMETIE. TL—F 1 CTHIESYEICH
WE-RKEEZRWNS &, IC50 [T, RBRERERNETINBOBET —4A—XIZETVTHESL
BEINEESHEL, COfEIE. N)T—L a3 VRBRTROONTE (R 1%258) LREEICHEDIEDET
HEhs,

© OECD, (2024)
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£ 4: BEHEAERTOTAM/O248—TL—FOLAT7O L BEIRX M OSFUELURBOTLLR

1 2 3 4 5 6 8 9 0 | 11 12

A TB (BHIDHA) TB (BHIDH) NSB NSB

B E2 (1x107) E2 (1x10%) E2 (1x1085) E2 (1x10°9)
c E2 (1x1095) E2 (1x10°10) E2 (1x10 1) ISvy’

D NE (1x1045) NE (1x10) NE (1x10-55) NE (1x10°6)
E NE (1x1065) NE (1x107) NE (1x1075) NE (1x10785)
F OTES (1x1073) OTES (1x10%) OTES (1x10%) OTES (1x10)
G OTES (1x107) OTES (1x10%8) OTES (1x10°9) OTES (1x10-10)
H 73 ‘zbﬁq(}ﬁ&?ﬁ%’ﬁ% 73 ‘zbﬁﬁ()ﬁ{%ﬁﬁ'fi% 17 B 185 2 R

COBITIE, BREEMEIX/ILTF/ FLIL (NE) £F 5,

BTS00, FREATHEND L,
AFAR— 3 VRIZIFFERINGENTS U THAN, FNSn-AREsenrEEIZFER,

© OECD, (2024)
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®5: BARAERBRTOTSAHIO08483—TL—FOLAL4T7YO b+ BRIEEHMES LUV T L— FHBOTE

493

7 R B eh#R A
1 2 5 8 10 11 12

A TB GEHIDH) TB (AFIDH) NSB NSB

B TC1 (1x10%) TC1 (1x10%) TC1 (1x10%9) TC1 (1x10°)

c TC1 (1x107) TC1 (1x10°9) TC1 (1x109) TC1 (1x10°10)

D TC2 (1x10%) TC2 (1x10%) TC2 (1x10°9) TC2 (1x10°)

E TC2 (1x107) TC2 (1x10°9) TC2 (1x10°9) TC2 (1x10°10)

F TC3 (1x10%) TC3 (1x10%) TC3 (1x10°9) TC3 (1x10°)

G TC3 (1x107) TC3 (1x10%9) TC3 (1x109) TC3 (1x10-10)

H NE (IC50) NE (1x1045) E2 (IC50) E2 (1x10 7)

COFITIE, BEEMEIL/ILITF/ KFLIL (NE) &9 5,
IREREEABEDTET

38. R 6 ICTTEEY ., BEHE, BEEAR. EEIX 070, BREAVE. EEEYVE. &
U7 vt/ BERTHEL-HEBRILFEYE 80 uL £V T )LITFHEMT S5 & RIS, 4 nM DPH]-17B-T R k
SOF—ILBR 40 pL BV TIVITHEMT S5 &, 2~8°C T 10~15 HROMICEE S &, hrERa &
"A0 pL #HEMT S L, HBRAYAI 084 2—TL— k& 2~8°C T 16~20 B4 > F 2 R— b+ L.

A oFaR—Ya VEREPREO—T—2—ICHET S &,

R 6: hERZEAHAHABRTOEBRHSOBRE : 71/ 084452 —JL— A

FE (uL) Vo2
80 JEAZH 17B-TR RS OF—. JILIF/ FLIL, OTES. HERILFME. &
Fl, FIEBER
40 4nM DPH7B-TR kT A — LA
40 EHBLNTEED hrERa B&
160 BHBED T NDEFBE

39. RIZ, EAMBEEHBROEE 20~23 BEDEEY . FV I/LITHA L= DCC BEHK 80 uL Z A
952 &T, hrERa B LPHM7B-T R b5 OF — )L ZEBEPH]-17B-T R b5 D4 —ILh b 73 BER,
hrERa [C#E& LT=PHM7B-TR S A —ILDEEZEITIC &,

40. D)l HI~6 (R 4 TITIS52Y (MEEEHER) | 82 X, EHLEPH-ZR S OF—
LA UL D dpm #RT, DI HI~6 DI UFL— 3 ViKIZ, 40uL I OEERMT S &,

© OECD, (2024)
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ey
HEIREHE

41. BHM7B-ZTR S DA —ILDEELRICHD., HEMNESHEN TS F—IZEL, VAV FIZEK
% hrERa DEEFIZE TR Z &,

42. 1 nM OPHJM7R-ZTR FZ PF—ILOBREMBEEER. 7V ERTHRMEIN-RRGTERERRED
FHED 15~25%DHREENTHI L. COHEAMN SOOI N EBEMERITHFBEINLIN, EHD
SUN—BELTIOHEANTHY . HHIVE BEDSUNELL ZOFEEZNNLBE. F VNNV ERE
ZRELBANEEHBRZEEERET S L.

43. NEDT—4EHN 5. ¥ Scatchard Ay FABLNDBZ &I 5,

44, FREMBEAEIRBRE TRV &, FRENKEADEITER. £HE0 B%RHETHD &, 1=
2L, BEBRLEBSHER 178-TX S OF —ILORERETEBH TEL dpm ZBIE L=HE. FERFENKE
BEDEEGARICCHHERZEZ S FHEELHD.

RERERE

45. FERH 17B-TRA S OA—IILDRELFIZHEL, —FUBREHEOHRRAICH > T, PH-178-T R
PSSO —ILARBURN BT S

46. EEIZR bOTY (Thbb, 173-ZAXA FFVF—IL) D IC50 [F. PH-7B-ZRX b5 OF—ILD
ELRE+HENBEERRN ORO-KIDELIFERFIZLEDEITTH D,

47. BV TIVISHEMENT-HBRAERIEREDFHENS VEET I M THo =55, £RENES
T, —BELT20 + 5%DHBHEEARNTH S &, COHEEMNSDHLT NMEIBRMEFRIIHFESINLEMN, B
DN —BELTCOHEBENTHY., HHAWE. BEDS UNELL COBERENNDEHEE. 2 V0 ER
EZRAEITH L,

48. BRICEY ., FEBROBRELBRMELELELGNI L, BHXE (TB AV L) ORBRZERER
MBELERL, FRATHIBFNAERRICEEEREFSHN t’é?ﬁnﬁﬂ’éo BEINAHRICHEEERIES
TGS, TBEIUVEERNBORBRIIFEREIZLZSETTHS,

49. EESMETIE. |A 103 M (OTES) F1=(£ 104 M (DBP) £ TRERZ(To1=1B8&. PH7p-T
R b T TF—)LD hrERa A5 DRBEIL 25% E B2 VT &,

50. HEIZ AT UEEY 2 BEOBHKEEYWE (Bl : VILIF/ FLIL, JLIFoERY) &5t
RIZ. FW D hrER #EAE (BEX#E 2#E N) ONYT—2a VBT —2 RO THAERENER S
Ntz N)T—2a RBRICSNMULERRERERE CTERSINEZIRTOFEBETOS VIZDNNT, £
(n) +/- SD @ 5%EEXEINBRINTIND, BUEERMEIT. BEIX FOFUEIUBHEEMEDR
BI4 Y bNTA=4 (Thbb, TER, ER. E/LGE. log (ICs)) . BHUIZ, BESHEDREET R
OS2 IZxd % logio RBAIZDWTEH Shi-&., BHENBOMEREL LTRTINTIS, MEEEE
&Lfﬁmjﬁﬁﬁﬁ74vFK5}—9E9UT\%m3héﬁ@§§1E%To§%Eﬁ\mm@ﬁ@
. ZBREZEROKIBLUVVAY FOREICEDCE, HDIMCELLTEEELDH D,

51. WERILEME LY S 5BRFOMERZIKRICHI-Y., £, BEMLGHRNES L UHER Bl : =
SHHE. BoNGEiR, BMRESHL) ISESOENHI LMD, BEBIEEMED I 4y b/INTA—4
ICEAT DMREREESMERLEMN o=, =120, B3 VDHERILEMEDHER 2R T H5E. EMROHIE
© OECD, (2024)
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TERAT AL, BEREHROTERZHEICERT S (Bl : 90~100%DHEE) =&, +HBTRELFD
WRIEEVEZAVD L, BHREEVEOREETOL T — FELUVRBTHL 3ED T VEICE T
BIE5DEE. FEMTHEMICELETES L. HRIEFVEDES VIZHITHHEE. D FW O
BRICOVWTHE SN MREEETEL, MOTNETLDOHREEBRCEDERMHBT—2 &—HLTW
5 &,

T—8 DR

I B e

52. EREBLVIEHENBEOMAZTRET S5, CAhODENS., FEEETTREELFIZHES
BH7B-TR S P —ILDEEMEEEE. SREAEILCIBFENESEZR LS LICKYERT S,
BHIM7B-TR FS A —ILEEICRT 2BENEEEE TR LY 57T, PHHT7B-TRX S PF—ILIZ &K
% hrERa DEAMZ R I B AEEMBEAETTIS F—ITETBHI L, EBIT. T—ERMIZ&KY., BE—DF
HMERESEHHEADPH-7B-TR FS A —IILORAICDOVTILET AL, EHENRESE. 2HAE.
BEUBENBEAEZHNBEAHBLEIZRT L, CAODT—2DELREZ9HTIH., EBEERIIRSF

({5 : BioSoft ; McPherson, 1985 ; Motulsky, 1995) #FL\, &#&M74ET—4 % Scatchard 7By &L T
GNE H

53. T—ADHTIE, BOBFZEZOFERANELLINDIGEEFRE. FFENEEAIBRETHLI DR
EEAL, EET—20OHD 5 Bmax BEU Kd ZRkHBHZ &, £z, EHLIhBVRY., REEAF
HETHHE. AONR MEAREAWSZ E, AR FRIRICAITEIRLI-AEZEEHE TS L, BEseT
—AMEBmax B LU KA EZRODBIZE. VA2 FHHEBEDHIE (il : Swillens 1995 DHEFFER) #EICH
WwWsZ¢&,

BREtEase

54. FEfRARE, HEMEDRE (og 10 B ST BHPHT7E-TR bSO —ILDRFENFES
2LlLTTAY FEND, PHHTB-TR S DA —ILDORKOFENKEEZE 50%HEET HHWERILEMED
REM. ICofETH D,

55. ERBHBRAOEU GBI v bV T o7 (4l : BioSoft ; McPherson, 1985 ; Motulsky,
1995) #AWVNT., 4 DONF A=A ZEILDOKITHTIESH., BHERME (fl: REIX bOF OB LUBKES
ME) @ log (ICso)FMEEKRHEZ L, CNOoDHBEHTIIHAHHE. THR. BER. B, 5L log
(ICs)ICIXBERIZ DRI &, EHBESGUVRY ., RBEEAZHET HHE. ANX FEBGEAL
52E, UAVFHEBOHEFAVWGWI &, MEIOAIICHEE. EREEHBENETILAGENIZ T4y b T
5E5BHTEHI L, BREEVMEOHEIEESHRMME (RBA) #. 173-TX A —/L®D log (ICso)lZxt3
LEHEEMED log (ICo)DEIE (%) ELTEHT I L, BERBELUVIEHKERBOBRE. REE 2
& A5~50 REDOAREECH T HMREREZAVTEMET 52 &,

56. T—AMBYIZHTEN, D OEHRAESHBAELLHEINDIILEEZRIATEHEH,. TRT
DHEERIEEMEDT—FEBREHNT7 TO—FICKYRHTEHI &, BERIEEVMEDES U TlE, FTHET
HAIREIZ FOS VB LUBHEEMEICANVET— 20N ER—DEBELLINE-T—E2OWEITIEN
HREINDS (L% 55 238B) . ETLEL. ESVICDODWTT—42 LR LI-RAESHREDES
DEEICOVWT, 74 v bNSA—2DOEMMRFE L VBERICEIRABRINGE L 2 &, REM
BRET OB, PHM7B-T R FSOF—IILOBENEEE (%) DEREERGFHEOETIARBOONSZ L. LEY
BRECLDTIVZALLT)S— L EDELD2EDALE, BLU3IEDT UEIZHITHEER T v kX
SA—AD—EULABOLNEZ LIE. KRBRELIUT 20N BEIZIThhizZ L ERT BIFEIEEL
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A
T— % DEER
57. FTARTOHRBEEZH T LEVSEHT TR, HBEMRNBESHRETHY ., HhOT—L2HEERNT

D RIGHI R D F/IMEAS 50% R HNIE, HERIEFWEIT hrERa DFEEMETHLHEHET S (B1) o

58. ITRTOHFBREEZH-TLOVSEZHT T, UTOHE. #HEBRIEFHWER hrERa OIEEHME

EHIET D
o HEAMBEMNEASTETHY. MOBEEIEL-RICHEBELDT—2EHAORK/IMED 75%BIZHB. &
=13

o HMAHMRMNESTRETHY. NOT—FHADRERICETIHEEEE (%) DOFFREEHORIE
EA 75%H#I1ZH B,

59. EREFHOVTILE S LGS (Bl #EE LERICHBOR/IMEN 76~51%DMIZH D) .
BERIEZMEITHEE EHES B,

R THBILFHE OB AR A MBI ES S SEOF Y Y TS

Vo] HAE
ey e AN E A TEE,
o T—AHHENTORIGHEDR/IMEN 50%FKiHE.
FiEEmE " EEHEBEINEEARETHDIES.
e T—AHBERNTHOZNHEASLE-RIGHBOR/NMEN 75%
i,

HEEHMBRAESTRERTHDEE.
o T—ANDOREHMIZEITSHEEEE (%) OFTRETY
DHRABMED 75%iH.
THERE ° HAEVETLEBEEYVETHLLOLHRTRELES Y (Bl @ELER
LB R D& /MEAS 76 ~51% D)
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4 1. BE A MR 2 AW T BRI 2 E D5y

125-
X JFEREEE
< 1001
B
40
B 75 e E
=
AN
-R 50- ---------------------------------------------------
=~
Ik
< g5,
=
=
0-
42 41 10 9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
BE GI#%TEIIEE)

60. BERIEEYMEICOVWTHRERBERATITODAERDS VE, R 8 ITRTEHLY. T¢I
HEZRNVET, SUEARTOFHEEZRDDIZETHET 5, BBRERERANCLISHELEZS VOER
. SEBREFEVEIZOVWTFRESNSIDEELET 5,

* 8. RBREMHERN THEED 7 v & AW BRI EWE 0o

SYZEIZEIY LM THHIE
Vg ] e
wamE 2
HETE 1
EREEME 0
SULKTOBIEDFEHENSE :
N BE
WHEME THfiE =15
HETE 0.5<FyfE <15
FEEYE FH#iE <05
HERREE
61. KREEHA K54 > ThrER BERBRZOBRER] DB% 22(p9) %258,
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T8 1: AE—KE

PHIEz : M) FOLTHRHEBHLIZ17TB-ZTX S OF—IL

DCC: TR b5 UHEF MR

Ex: EZH17B-TR S VA —IL (FFEM)

FyEA &% : 10 mM Tris, 10 mg/mL D MEFZILII . 2 mM OFF L4 k=)L (DTT) . 10%
JYtO0—)L, 02mMOARTF>, pHT75

hrERa : £ MEAMZ I X FOYUZREKa (YA EFHEARASLY)

LAV —b . A—EBETCR—BS %284, 1 BOS VOHEREATRBICRBRINZ2EH YLD 1 D, X
7O 3= TlE, BRIEFEVEDREBEF 3 DT D2REET 5, Thbb,. HRIEFVEDREBE TREFIC
HEBENBLTIVS— N3 DBEET S,

S4B 43—TL—FILYRBFICETINSIGHABYVIL—KXD I &L T, HRILEYWED hrERa
~NDIFEEEHFEOTDIDICRELRTRTOER (ThHE. RALEEDOHRILEME CHERY o LIZHM
SNFEPHH7B-ZTA RS CA—ILDEE, PHM7B-TR S5V 4—ILE hrfERa EDBRAKEESE. FEHEM
HEE. BLULKEEE) #RET S, 1 EDOSVIE. 1 BEL-YDLTM 1 DOHBEY L (Thbb,
LTy —R) holhdEEZONEA, ATOFI—LIE 3 DT OTOHRERZET S0, 1EDS
VIFREZLIZ3IDDRABYVILNGES, 512, ATALI—)LTIE, EEYMEILIC3EDOMILL
(Thbhb, AETHL) SUERELT S,
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182 : 3IEDV T LZAVERENZPH]78-T X b5 DA — /L fafnilER
3EVIIILEFRANE-HBEMLEPH-7R-T R bS5 OF — JLEAFNER

P ® ol W R_ | B _ -

| |v.| B3| & Ws | 3| o, | 4% | @ P @

W bley| e | d3 | S | M= #3 # md | k3|
> > > H H = H = 4y = = = PG =
Ao | 28R & 2% | Ex| 4 gy : o

A1 1 H 0.12 40 0.03 — — — 80 40 160
A2 2 H 0.12 40 0.03 — — — 80 40 160
A3 3 H 0.12 40 0.03 — — — 80 40 160
A4 1 H 0.24 40 0.06 — — — 80 40 160
A5 2 H 0.24 40 0.06 — — — 80 40 160
A6 3 H 0.24 40 0.06 — — — 80 40 160
A7 1 H 0.32 40 0.08 — — — 80 40 160
A8 2 H 0.32 40 0.08 — — — 80 40 160
A9 3 H 0.32 40 0.08 — — — 80 40 160
A10 1 H 0.40 40 0.10 — — — 80 40 160
A11 2 H 0.40 40 0.10 — — — 80 40 160
A12 3 H 0.40 40 0.10 — — — 80 40 160
B1 1 H 1.20 40 0.30 — — — 80 40 160
B2 2 H 1.20 40 0.30 — — — 80 40 160
B3 3 H 1.20 40 0.30 — — — 80 40 160
B4 1 H 2.40 40 0.60 — — — 80 40 160
B5 2 H 2.40 40 0.60 — — — 80 40 160
B6 3 H 2.40 40 0.60 — — — 80 40 160
B7 1 H 4.00 40 1.00 — — — 80 40 160
B8 2 H 4.00 40 1.00 — — — 80 40 160
B9 3 H 4.00 40 1.00 — — — 80 40 160
B10 1 H 12.00 40 3.00 — — — 80 40 160
B11 2 H 12.00 40 3.00 — — — 80 40 160
B12 3 H 12.00 40 3.00 — — — 80 40 160
D1 1 HC 0.12 40 0.03 0.06 80 0.03 — 40 160
D2 2 HC 0.12 40 0.03 0.06 80 0.03 — 40 160
D3 3 HC 0.12 40 0.03 0.06 80 0.03 — 40 160
D4 1 HC 0.24 40 0.06 0.12 80 0.06 — 40 160
D5 2 HC 0.24 40 0.06 0.12 80 0.06 — 40 160
D6 3 HC 0.24 40 0.06 0.12 80 0.06 — 40 160
D7 1 HC 0.32 40 0.08 0.16 80 0.08 — 40 160
D8 2 HC 0.32 40 0.08 0.16 80 0.08 — 40 160
D9 3 HC 0.32 40 0.08 0.16 80 0.08 — 40 160
D10 1 HC 0.40 40 0.10 0.2 80 0.1 — 40 160
D11 2 HC 0.40 40 0.10 0.2 80 0.1 — 40 160
D12 | 3 HC 0.40 40 0.10 0.2 80 0.1 — 40 160
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3EY T ILERVRBHAPHTE-TR b5 4 — LR
— o % = % =
(IS, S| ® | &z | dg| 4, | 2| % |z | &
Bl Sai] 9| 93 @S | el 3 #o ) w3 | w3 ¥
E1 1 | HC 1.20 40 0.30 0.6 80 0.3 — 40 160
E2 | 2 | HC 1.20 40 0.30 0.6 80 0.3 — 40 160
E3 | 3 |HC | 120 40 0.30 0.6 80 0.3 — 40 160
E4 1 | HC | 240 40 0.60 1.2 80 0.6 — 40 160
ES | 2 | HC | 240 40 0.60 1.2 80 0.6 — 40 160
E6 | 3 | HC | 240 40 0.60 1.2 80 0.6 — 40 160
E7 1 | HC | 4.00 40 1.00 2 80 1 — 40 160
E8 | 2 | HC | 4.00 40 1.00 2 80 1 — 40 160
E9 | 3 | HC | 4.00 40 1.00 2 80 1 — 40 160
E10 [ 1 | HC | 12.00 40 3.00 6 80 3 — 40 160
E11 | 2 | HC | 12.00 40 3.00 6 80 3 — 40 160
E12 [ 3 | HC | 12.00 40 3.00 6 80 3 — 40 160
G1 1 [ Hot | 0.12 40 0.03 — — — — — 40
G2 | 2 | Hot| 0.12 40 0.03 — — — — — 40
G3 [ 3 | Hot| 0.12 40 0.03 — — — — — 40
G4 [ 1 | Hot| 0.24 40 0.06 — — — — — 40
G5 | 2 |Hot| 0.24 40 0.06 — — — — — 40
G6 | 3 |Hot| 0.24 40 0.06 — — — — — 40
G7 | 1 | Hot| 0.32 40 0.08 — — — — — 40
G8 [ 2 | Hot | 0.32 40 0.08 — — — — — 40
G9 [ 3 | Hot| 0.32 40 0.08 — — — — — 40
G10 | 1 | Hot | 0.40 40 0.10 — — — — — 40
G11 | 2 | Hot | 0.40 40 0.10 — — — — — 40
G12 | 3 | Hot | 0.40 40 0.10 — — — — — 40
H1 1 [ Hot | 1.20 40 0.30 — — — — — 40
H2 [ 2 | Hot | 1.20 40 0.30 — — — — — 40
H3 | 3 [ Hot | 1.20 40 0.30 — — — — — 40
H4 1 | Hot | 2.40 40 0.60 — — — — — 40
H5 | 2 [ Hot [ 2.40 40 0.60 — — — — — 40
H6 [ 3 | Hot | 2.40 40 0.60 — — — — — 40
H7 1 | Hot | 4.00 40 1.00 — — — — — 40
H8 [ 2 | Hot | 4.00 40 1.00 — — — — — 40
HO9 | 3 [ Hot [ 4.00 40 1.00 — — — — — 40
H10 | 1 | Hot | 12.00 40 3.00 — — — — — 40
H11 | 2 | Hot | 12.00 40 3.00 — — — — — 40
H12 | 3 | Hot [ 12.00 40 3.00 — — — — — 40
MHot] ERBDITILIE, A vFar—avdh, ETHICLITBETHE, YUoFL—2avOFEIZDH 40 L
EHmMY %,
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. T S Tooor Bg 2, ®m g TH o Eo
(R - 3 nooop &2 xRilg fs3 o83 ey mwS
RN H H Booaf 0T8T 2ER 227 B «f
> D o ®orT E : A BT
S A1 1 £ ey B TB1 - 40 - 40 80 160 -
S A2 2 s B TB2 - 40 - 40 80 160 -
S A3 3 £HEE B TB3 - 40 - 40 80 160 -
S A4 1 = ey B TB4 - 40 - 40 80 160 -
S A5 2 £ ey B TB5 - 40 - 40 80 160 -
S A6 3 £ ey B TB6 - 40 - 40 80 160 -
S A7 1 At E2 (&) NSB SO0 2.00E-06 40 - 40 80 160 1.0E-06
S A8 2 At E2 (&) NSB SO0 2.00E-06 40 - 40 80 160 1.0E-06
S A9 3 At E2 (&) NSB SO 2.00E-06 40 - 40 80 160 1.0E-06
S A10 1 s E2 (B) NSB SO 2.00E-06 40 - 40 80 160 1.0E-06
S A1 2 s E2 (B) NSB SO0 2.00E-06 40 - 40 80 160 1.0E-06
S A12 3 At E2 (&) NSB SO 2.00E-06 40 - 40 80 160 1.0E-06
S B1 1 JERSTE E2 S S1 2.00E-07 40 - 40 80 160 1.0E-07
S B2 2 JERSTE E2 S S1 2.00E-07 40 - 40 80 160 1.0E-07
S B3 3 FERSTTE E2 S S1 2.00E-07 40 - 40 80 160 1.0E-07
S B4 1 FERSTTE E2 S S2 2.00E-08 40 - 40 80 160 1.0E-08
S B5 2 FERSTTE E2 S S2 2.00E-08 40 - 40 80 160 1.0E-08
S B6 3 JERSTE E2 S S2 2.00E-08 40 - 40 80 160 1.0E-08
S B7 1 JERSTE E2 S S3 6.00E-09 40 - 40 80 160 3.0E-09
S B8 2 FERSTTE E2 S S3 6.00E-09 40 - 40 80 160 3.0E-09
S B9 3 FERSTTE E2 S S3 6.00E-09 40 - 40 80 160 3.0E-09
S B10 1 FERSTTE E2 S S4 2.00E-09 40 - 40 80 160 1.0E-09
S B11 2 JERSTE E2 S S4 2.00E-09 40 - 40 80 160 1.0E-09
S B12 3 JERSTE E2 S S4 2.00E-09 40 - 40 80 160 1.0E-09
S C1 1 JERSTE E2 S S5 6.00E-10 40 - 40 80 160 3.0E-10
S C2 2 FERSTTE E2 S S5 6.00E-10 40 - 40 80 160 3.0E-10
S C3 3 FERSTTE E2 S S5 6.00E-10 40 - 40 80 160 3.0E-10
S C4 1 JERSTE E2 S S6 2.00E-10 40 - 40 80 160 1.0E-10
S C5 2 JERSTE E2 S S6 2.00E-10 40 - 40 80 160 1.0E-10
S C6 3 JERSTE E2 S S6 2.00E-10 40 - 40 80 160 1.0E-10
S c7 1 IERGTIE E2 S S7 2.00E-11 40 - 40 80 160 1.0E-11
S Cc8 2 FERSTTE E2 S S7 2.00E-11 40 - 40 80 160 1.0E-11
S C9 3 FERSTTE E2 S S7 2.00E-11 40 - 40 80 160 1.0E-11
S C10 1 ISy IS5y B1 - - 160 - - 160 -
S C11 2 ISy I35 B2 - - 160 - - 160 -
S C12 3 I3529 529 B3 - - 160 - - 160 -
S D1 1 JIVIF/ KLIL NE WP1  6.00E-05 40 - 40 80 160 3.0E-05
S D2 1 JIVIF/ KLIL NE WP1 6.00E-05 40 - 40 80 160 3.0E-05
S D3 1 JILIF/ RLL NE WP1 6.00E-05 40 - 40 80 160 3.0E-05
S D4 1 JILIF/ RLL NE WP2  2.00E-05 40 - 40 80 160 1.0E-05
S D5 1 JILIF/ RLL NE WP2  2.00E-05 40 - 40 80 160 1.0E-05
S D6 1 JIVIF/ KLV NE WP2  2.00E-05 40 - 40 80 160 1.0E-05
S D7 1 JIVIF/ KLIL NE WP3  6.00E-06 40 - 40 80 160 3.0E-06
S D8 1 JIVIF/ KLIL NE WP3  6.00E-06 40 - 40 80 160 3.0E-06
S D9 1 JILIF/ RLL NE WP3  6.00E-06 40 - 40 80 160 3.0E-06
S D10 1 JILIF/ RLL NE WP4  2.00E-06 40 - 40 80 160 1.0E-06
S D11 1 JIVIF/ KLIL NE WP4  2.00E-06 40 - 40 80 160 1.0E-06
S D12 1 JIVIF/ KLIL NE WP4  2.00E-06 40 - 40 80 160 1.0E-06
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BERARBRTOVIILOLAT I
L ™ “© “ N D~ =y L 4
| ~ | T Re 23 ® CE o® <
| | & ? m n S T k3J lg32830 wg &S
~ 2 R 3 3 1 Tw x® oS (B3B3 £33 Sw
8l 0 g W e B AH R - o 40 g
A D D w3 gg.i 22 £~ = & X*E R gg.i w3
S E1 1 JILIF/ KLV NE WP5 6.00E-07 40 - 40 80 160
3.0E-07
S E2 2 JLIF/EKLL NE  WP5 6.00E-07 40 - 40 80 160
3.0E-07
S E3 3 JILIF/ KLV NE WP5 6.00E-07 40 - 40 80 160
3.0E-07
S E4 1 JLIF/ELL NE  WP6 2.00E-07 40 - 40 80 160
1.0E-07
S ES 2 JILIF/ KLV NE WP6 2.00E-07 40 - 40 80 160
1.0E-07
S E6 3 JLIF/KLL NE  WP6 2.00E-07 40 - 40 80 160
1.0E-07
S D7 1 JILIF/ FLL NE WP7 6.00E-08 40 - 40 80 160
3.0E-08
S E8 2 JLIF/FLL NE  WP7 6.00E-08 40 - 40 80 160
3.0E-08
S E9 3 JILIF/ KLV NE WP7 6.00E-08 40 - 40 80 160
3.0E-08
S E10 1  JLIF/ELL NE WP8 6.00E-09 40 - 40 80 160
3.0E-09
S EM 2 JLIF/ELL NE  WP8 6.00E-09 40 - 40 80 160
3.0E-09
S E12 3 JLIF/ELL NE WP8 6.00E-09 40 - 40 80 160
3.0E-09
s F1 1 OTES N OTES1 2.00E-03 40 - 40 80 160
1.0E-03
S F2 2 OTES N OTES1 2.00E-03 40 - 40 80 160
1.0E-03
S F3 3 OTES N OTES1 2.00E-03 40 - 40 80 160
1.0E-03
s F4 1 OTES N OTES2 2.00E-04 40 - 40 80 160
1.0E-04
S F5 2 OTES N OTES2 2.00E-04 40 - 40 80 160
1.0E-04
S F6 3 OTES N OTES2 2.00E-04 40 - 40 80 160
1.0E-04
s F7 1 OTES N OTES3 2.00E-05 40 - 40 80 160
1.0E-05
S F8 2 OTES N OTES3 2.00E-05 40 - 40 80 160
1.0E-05
S F9 3 OTES N OTES3 2.00E-05 40 - 40 80 160
1.0E-05
s F10 1 OTES N OTES4 2.00E-06 40 - 40 80 160
1.0E-06
S F11 2 OTES N OTES4 2.00E-06 40 - 40 80 160
1.0E-06
s F12 3 OTES N OTES4 2.00E-06 40 - 40 80 160
1.0E-06
s 61 1 OTES N OTES5 2.00E-07 40 - 40 80 160
1.0E-07
S G2 2 OTES N OTESS 2.00E-07 40 - 40 80 160
1.0E-07
s 63 3 OTES N OTES5 2.00E-07 40 - 40 80 160
1.0E-07
MHot] LMEDVTILIE, 41 oFarR— 30, ZTHEHZLICERBTSHI L, PUFL—2avDFRITDHA 40 L FmMT %,
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HEREHARTOIIILDOLATI b

A ™ 7 . = S ~ !~ o
-+ I v | T B s e Eﬁ'ﬂ iL Ny 12 g s
A noon B LS Egfad . gy g,
‘1? # ‘1:\\ 3 S o o i @& NE D& %v th
N & a 8 g® e R cEg ES by

P1 Al 1 2fa& B T - 40 - 40 80 160 -

Pl A2 2 24 B T - 40 - 40 80 160 -

Pl A3 3 24 B T - 40 - 40 80 160 -

Pl A4 1 48 B T - 40 - 40 80 160 -

Pl A5 2 28 B T - 40 - 40 80 160 -

Pl A6 3 24 B T - 40 - 40 80 160 -
Pl A7 1 ZEMSIMEE2 (B) NSB S 200E06 40 - 40 80 160 1.0E-06
Pl A8 2 ZEMAMMEE2 (B) NSB s 200E06 40 - 40 80 160 1.0E-06
P1 A9 3 JEMAMEE2 (B) NSB S 2.00E-06 40 - 40 80 160 1.0E-06
P1 A0 1 ZEMSMMEE2 (B) NSB S 2.00E-06 40 - 40 80 160 1.0E-06
P1 A1l 2 ZEMSMEE2 (B) NSB S 200E06 40 - 40 80 160 1.0E-06
P1__A12 3 3EMSMEE2 () NSB S 200E06 40 - 40 80 160 1.0E-06
Pl Bl 1 BRIEFWE TC1 1 200E-03 40 0 40 80 160 1.0E-03
Pl B2 2 #HERIL¥WME TC1 1 2.00E-03 40 0 40 80 160 1.0E-03
Pl B3 3 #HERILYWME TC1 1 200E03 40 0 40 80 160 1.0E-03
Pl B4 1 HER{LZWE TC1 2 200E04 40 0 40 80 160 1.0E-04
Pl B5 2 #ER{L¥WE TC1 2 200E-04 40 0 40 80 160 1.0E-04
Pl B6 3 #HERILPME TC1 2 2.00E-04 40 0 40 80 160 1.0E-04
Pl B7 1 #HERIL¥WE TC1 3 200E05 40 0 40 80 160 1.0E-05
Pl B8 2 #HERIL¥WME TC1 3 200E05 40 0 40 80 160 1.0E-05
Pl B9 3 HERILFWHE TC1 3 2.00E-05 40 0 40 80 160 1.0E-05
Pl B10 1 #HEBR{E¥WHE TC1 4 2.00E-06 40 0 40 80 160 1.0E-06
Pl Bl 2 HERIEPWE TC1 4 200E06 40 0 40 80 160 1.0E-06
Pl B12 3 #HERILPWE TC1 4 200E06 40 0 40 80 160 1.0E-06
Pl Cl 1 HERIE$WE1 TC1 5 200E-07 40 0 40 80 160 1.0E-07
Pl C2 2 #HERIL¥WE TC1 5 200E07 40 0 40 80 160 1.0E-07
Pl C3 3 #ER{LEWE1 TC1 5 200E07 40 0 40 80 160 1.0E-07
Pl C4 1 BERIEFWE TC1 6 2.00E-08 40 0 40 80 160 1.0E-08
Pl C5 2 #ERIL¥ME TC1 6 2.00E-08 40 0 40 80 160 1.0E-08
Pl C6 3 #HERILPME TC1 6 200E08 40 0 40 80 160 1.0E-08
Pl C7 1 #HER{LZWE1 TC1 7 200E09 40 0 40 80 160 1.0E-09
Pl C8 2 #HERIL¥WHE TC1 7 200E-09 40 0 40 80 160 1.0E-09
Pl CO 3 HERIL¥WHE TC1 7 200E-09 40 0 40 80 160 1.0E-09
Pl C10 1 #HERIL$WE TC1 8 200E10 40 0 40 80 160 1.0E-10
Pl C11 2 HERIE$WE TC1 8 200E10 40 0 40 80 160 1.0E-10
Pl C12 3 #HER{LZWE1 TC1 8 200E10 40 0 40 80 160 1.0E-10
Pl D1 1 #Bie¥®wE2  TC2 1 200E-03 40 0 40 80 160 1.0E-03
P1 D2 2 #Bie¥®wE2  TC2 1 200E03 40 0 40 80 160 1.0E-03
P1 D3 3 #EitxwE2  TC2 1 200E03 40 0 40 80 160 1.0E-03
Pl D4 1 #EREE®WE2  TC2 2 2.00E-04 40 0 40 80 160 1.0E-04
P1 D5 2 iERfe®wME2  TC2 2 2.00E-04 40 0 40 80 160 1.0E-04
P1 D6 3 #ERL¥®WE2  TC2 2 200E04 40 0 40 80 160 1.0E-04
P1 D7 1 #Bie¥mwE2  TC2 3 200E05 40 0 40 80 160 1.0E-05
P1 D8 2 #EitzwE2  TC2 3 200E05 40 0 40 80 160 1.0E-05
P1 D9 3 #ERe®®E2  TC2 3 2.00E-05 40 0 40 80 160 1.0E-05
P1 D10 1 #Bie¥®wE2  TC2 4 2.00E-06 40 0 40 80 160 1.0E-06
P1 D11 2 #Bie¥®wE?2  TC2 4 200E06 40 0 40 80 160 1.0E-06
P1 D12 3 #EitxwE2  TC2 4 200E06 40 0 40 80 160 1.0E-06
Pl E1 1 #@Ee®wE2  TC2 5 200E-07 40 0 40 80 160 1.0E-07
Pl E2 2 #Bie¥®wE2  TC2 5 200E-07 40 0 40 80 160 1.0E-07
P1 E3 3 #Bit¥mwE2  TC2 5 200E07 40 0 40 80 160 1.0E-07
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BmEfEeRERTOYIIILOLLAT I
' N ! | Rg >3~ |~ 12 2 es
& & B\ N n BS 132 3 83 dw m w
4 = = i S Ko 82 103 N g S
n I\ y 1w a® ™oy ¥ gg oy @
R R h & YT LFE ko ® &
HR <
P1 E4 1 1HEREEME 2 TC2 6 2.00E-08 40 0 40 80 160 1.0E-08
P1 E5 2 fERIEEWHE 2 TC2 6 2.00E-08 40 0 40 80 160 1.0E-08
P1 E6 3 fHERILEE 2 TC2 6 2.00E-08 40 0 40 80 160 1.0E-08
P1 E7 1 HERIEZEWE 2 TC2 7 2.00E-09 40 0 40 80 160 1.0E-09
P1 E8 2 #HERLEWME 2 TC2 7 2.00E-09 40 0 40 80 160 1.0E-09
P1 E9 3 #HERLEME 2 TC2 7 2.00E-09 40 0 40 80 160 1.0E-09
P1 E10 1 1HEREEME 2 TC2 8 2.00E-10 40 0 40 80 160 1.0E-10
P1 E11 2 fERIEEWHE 2 TC2 8 2.00E-10 40 0 40 80 160 1.0E-10
P1 E12 3 HERILEE 2 TC2 8 2.00E-10 40 0 40 80 160 1.0E-10
P1 F1 1 HERIEEWE 3 TC3 1 2.00E-03 40 0 40 80 160 1.0E-03
P1 F2 2 #HERLEME 3 TC3 1 2.00E-03 40 0 40 80 160 1.0E-03
P1 F3 3 #HERLEME 3 TC3 1 2.00E-03 40 0 40 80 160 1.0E-03
P1 F4 1 HERIEEWE 3 TC3 2 2.00E-04 40 0 40 80 160 1.0E-04
P1 F5 2 WERIEEYME3 TC3 2 2.00E-04 40 0 40 80 160 1.0E-04
P1 F6 3 HERILEME3 TC3 2 2.00E-04 40 0 40 80 160 1.0E-04
P1 F7 1 HERIEEMESI TC3 3 2.00E-05 40 0 40 80 160 1.0E-05
P1 F8 2 #HERLEME 3 TC3 3 2.00E-05 40 0 40 80 160 1.0E-05
P1 F9 3 #HERLEME 3 TC3 3 2.00E-05 40 0 40 80 160 1.0E-05
P1 F10 1 HERIEEWE 3 TC3 4 2.00E-06 40 0 40 80 160 1.0E-06
P1 F11 2 fHERILEME 3 TC3 4 2.00E-06 40 0 40 80 160 1.0E-06
P1 F12 3 #HERLEME 3 TC3 4 2.00E-06 40 0 40 80 160 1.0E-06
P1 G1 1 HERIEEMESI TC3 5 2.00E-07 40 0 40 80 160 1.0E-07
P1 G2 2 WERIEEME 3 TC3 5 2.00E-07 40 0 40 80 160 1.0E-07
P1 G3 3 HERILEME3 TC3 5 2.00E-07 40 0 40 80 160 1.0E-07
P1 G4 1 HERIEEWE 3 TC3 6 2.00E-08 40 0 40 80 160 1.0E-08
P1 G5 2 fHERILEME3 TC3 6 2.00E-08 40 0 40 80 160 1.0E-08
P1 G6 3 #HERLEME 3 TC3 6 2.00E-08 40 0 40 80 160 1.0E-08
P1 G7 1 HERIEEMES3 TC3 7 2.00E-09 40 0 40 80 160 1.0E-09
P1 G8 2 WERIEEME3 TC3 7 2.00E-09 40 0 40 80 160 1.0E-09
P1 G9 3 HERILEME3 TC3 7 2.00E-09 40 0 40 80 160 1.0E-09
P1 G10 1 HERIEEWE 3 TC3 8 2.00E-10 40 0 40 80 160 1.0E-10
P1 G11 2 #HERLEME 3 TC3 8 2.00E-10 40 0 40 80 160 1.0E-10
P1 G12 3 #HERLEME 3 TC3 8 2.00E-10 40 0 40 80 160 1.0E-10
P1 H1 1 JILIF/ KL NE IC50 40 0 40 80 160
P1 H2 2 JILIF/ KL NE IC50 40 0 40 80 160
P1 H3 3 JILIF/ KL NE IC50 40 0 40 80 160
P1 H4 1 JILIF/EFLIL NE 1.00E-4.5 40 0 40 80 160
P1 H5 2 JWLIF/EKLIL NE 1.00E-4.5 40 0 40 80 160
P1 H6 3 JILIF/KLIL NE 1.00E-4.5 40 0 40 80 160
P1 H7 1 JERRETHE E2 S IC50 40 0 40 80 160
P1 H8 2 JERRETiE E2 S IC50 40 0 40 80 160
P1 H9 3 JERkgTE E2 S IC50 40 0 40 80 160
P1 H10 1 JERRETE E2 S 1.00E-7. 40 0 40 80 160
P1 H11 2 JERkgtE E2 S 1.00E-7 40 0 40 80 160
P1 H12 3 JERkatE E2 S 1.00E-7 40 0 40 80 160
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1HE 3 : ErFEAMEZ ERa YAV FHEESRAAM VARV BZRAVEEEDETMATRHEE
(CERI) @ invitro X FAOF U ZBREKEEER

BRAICEEITREBEEIVBRA 1 R—Y0 THE| 3 3R)

1. Xinvitro TR A UZEEK (ERa) fafl #HeEaEEE T, £+ ERa (hrERa) DAY
FfEE FAA > (LBD) ZRAWVS, KA NV EREMIE. BAROILEMETMATEHE (CER 2LV
ERINt=, TILBFF-S-FS5SURT25—F (GST) &2/ EELTHEEL. XBBE (E coli)
ITEWTHERT S, CERIOTA Fa—)LIZDOWTEBSHERER/ ) T—2 a3 VB (2) MMThh, KK
BENDERT 2EMNICHT 2RSS EEEMNIIE SN,

2. ARHEBEIX, hrERa TS FIREGMEEZRET 4-ODR IV —Z VT FIETH D, RABREF.
hrERa & LBD L D#EEICEAL. HEBRILEME L 17T3-TR I OF—ILEDFEEBRETRIET HDICHL G
%, EERBROIERICIL. ICs0 (hrERa MSPH7B-TR S DA —IILDFE N ZMBH S 5D ITRELHER
LEVMEDREORE) . XU, hrERa [T 2 WERILEMED 178-T R b3 OF —ILITH T HHEXHE
BRMENZE TN D, EEVEDRI V-0 T B E LEHBAREESRROBRIZIE. &a
WMICEALRBBEINEEITEN L -BERIEEMWED hrERa HEEWE. EREEVE. FLETHEEVNT AL
~DRENEITFENS B,

3. AREE T, RERERELRTOMGFEYEDRTZET MG ZEHR) LY FEFERT S, Mt
HRMETESLVERESTIEEYEICETITIRTOFIEE. BDEXERBIZEHDON-HHS L CFIEIZHRES
Z &,

4. RELOBTARBREZFERT HRICIE. FallC THE] &V ThrER HRERBREDEHER)
(1~14R—=2) ZBFET S L. RABAA FIAUTHERATHIEERS S UBREL. #HiE1(I1CREHT 5.

HREZORE (1 R—D0 FE] +88)

5. hrERa fE&HERE. HBRILFEME (TLHLLHEEYE) OREZLFSELAL, KHEHY A
vk (PHM7B-TRX FS5 P4 —)L) & ER EDFEEREZAET . ER IZEHMMEDOHRILFEMEL. ERIC
ERMEOHEBRILEYVEICER, FYEBRRETHRIER) A FEHET .

6. RABEF. 2 ODXFELEBRERNGH D, 1 21F. ZEEK-VAY FHEEERD/INZ A —2 0%
MEALMNMIT HEMBEERRE., H<H S 1 2E. ER AOHEEITDNTHEBRILEME EMSHREH ) H >
FEDBRERIEZHONICT EHARERRTH S,

7. RANFEAEROBMNIEE., BERAEBRTOEMRELT, KERMMEEIURKRERIZOVT, BE
DNy FORBREREOITHLTHS, ANBAERTIE, TERKET T, —ERENIX AT UE
BERORRIVA Y FITHT 28t (BEEHR Kd TREND) BIVEHZRETLDOIRE (Bmax) %
AET B

8. BAHEAERIL. ER AOEASIZDOVWTPHHTB-TR RS OA—ILESAT 2MBEORMMEEAE
T3, BHMMHEIX, FERET, BHHM7B-TRA FS A —ILOBENEE Z 50%BET 2HERLFEDEDE
E ( T50%BAFTRE] FfE 1Co EFT B) ICKYUEEILT D, ML, EXEESHRMNE (RBA, R—0D
SUTHRIZAEINDIRA I DA —ILOD ICxo 2T 25HE) #RAWTCEHET S &LE£TE S, ek
BEEBRTIE. —TREIZBWT, LELEE (8 #HOHE) OHEBRLEMEGFEAET T, BHH7B-TR ST
A—ILDEESIZOWTHET S, AR THDIES. KRIT, —HBUTOHRESEESDEIC K ZMEHEHR) H VR
DfEEERT EILDOX (Hill, 1910) FICT—2 % EHAT 5, FEKRETOMRSERIR b5 OF— L DR
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DEEZAVT. HREEVEZREEVE. FEEVE. FLETHEDORISEZERE L THHEDIT5,

FIE

hrERa Z 2/\0 BH BTG IEBETH S C S DITAF

9.

gl BAHEHREEEMICERT SRS, #H=& hfERa DNy F I &S, ERYT HHEBRER

MERICEWTIELSCHEELTWA I LEERT &, MEEDIIEEICIE, 2 BEOTORREZHAWNSZE, Z0D
EEREIRDEEY TH S,

BH-7B-TR S OA—LEafN#ESHERZEME L. hrERa OHEMS K VEIKEEIHT 5. =
nNo5DT—42 OIEZREIFSH (Bl - BioSoft ; McPherson, 1985 ; Motulsky, 1995) & UZhIZ
%5 < Scatchard 7O w FZ&k Y, PH-7B-TR b5 PF—/L®D hrERa fES R (Kd) L U—E
DYFED hrERa ITD VT RERE (Bmax) #iRixdTdHI L,

EWME (BREIX O 1TB-TR S VF—IL) | BEEWE Bl VILIF/ FLILEE
X/ LITForROY) | EEEHE FI9FILEF)IFFIOSY, OTES) ) ZRAVTHARKS
HRREERT 5, SHABRERERIBRET —IR—REZHITHET, £HEII MO UELD
BRAVMEDEBEELUVENLS hfERa Ny FREITO ICso BLVBEET HEN—E M %L T S
E, K2, WEMEICETIBRARESHBDNAS A —2(F, KRBEONYT—2 3 VRBRSM
HBERTHBONET—2FZRAWVTHER Lz 5% EERBORARN (R1%381B) I2HZHZE (2)

F1ELZTIR FOFVELUBEESYERICER SN -1EEES . CERID hrER £&6H R

o 95%{E MR °
WE noi—s | wwpe | WEEE
TR LR
TEA 104.74 13.12 (70) 101.6 107.9
178-TR 5S4 EA 0.85 2.41 (70) 0.28 1.43
—\ EILBE -1.22 0.20 (70) -1.27 117
LogICso -8.93 0.23 (70) -8.98 -8.87
TEA 101.31 10.55 (68) 98.76 103.90
. KA 2.39 5.01 (68) 1.18 3.60
JIVIF/ ELL
ELEE -1.04 0.21 (68) -1.09 -0.99
LogICso -6.19 0.40 (68) -6.29 -6.10
TEA 92.27 7.79 (23) 88.90 95.63
JATFU AL EA 16.52 10.59 (23) 11.94 21.10
ELEE -1.18 0.32 (23) -1.31 -1.04
LogICso -6.01 0.54 (23) -6.25 -5.78

NP F =g DGR, 4 DODFBRER S TER ST ETD Z AT SR T 1 > PN T X — 5
JEME (ENADHDNT X —5 4 D) FHiT, FB + (ZiffgsE (SD) BLOYV > 70910 X ) #HHL
7= (BEXG HEN 2 2H)

FBRBEDIERE LT, SIS #1rd 3,

WY F =g DHBER, Y IX R 4TI NT T N a e DFBIFEE TCH o (BRELHE 2, 74X
24 2BMHE) , LSS T, 2 DODFBEMMZR TEHM S TD 7 AT S R 5T A — 5 HEE
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M (ENDIDNT A —542) /T, FE+SD ) 5L~
IC50 D#EGHHIT, 7l E Rl 1y TR 75 LB EHEY D Kd 35 L O EER U 7> N OJRSEIC
Tl IR G, KEBREDERIZ I R EIZ ST, IC50 DFS5IH & 81275835 = F 7R S
H3,

HREHHRDEBEDITEF
10. AREEHA K54 D ThrER HEHBREZDOERER] OERE 17, 18 BLUKR 22BN L,

FHEBR (BN HeHEe) X BEGSHOMHILEZ3ENS Y (FTahs, RERK, (LEWE. HEOHT-
BERREAWVD) oY, FSUEF3D2OLTYSr— EET I &,

REBMH (hrERa) REDATE

1. EMRBARDORERE. N FEIUREFEFHICEIYDTINIRLE S, TOoH. #iGEILZS
LEERRBROREZAESTS L, THISKY., SUOKRATEYNGREDEEZTARNFTOND,

12. BARASHEUEHE (Thbb. 05 nMBH-Z R FSTP4A—IL) OF. KBLDEE 0.1, 0.2, 04,
06 NMDZEAXRZEZ 1 UM DIFEZHBIR FSOF—ILEBFEAET (2HEE8) FLUEAET CGEEHEMEESS)
TAVFaAR—+TB5L, BENBEEE—SRECELEBEENBESRENEL L TEYH—%. ZRANDEAE
rToREICHLTTOY FT D, FMULEBREEE Y FD 40%ICHET IEEMNESELZRTZER
BEIE. MECTIZBREELEELTEY. COZRREEZLEN HREAKAERICAWNS 2L, <D
BE. hERDBREE 0 2nM A OEEHIZEEST 5,

13. AW%DEEZBEFB-EETVGEE, REROBREICRKRY OFRTEENGZVHIERT S &, 40%DE
HEERTELENS-HE. —HOMAMAZBERICETFUEZBENFILEALELGV I EEZRLTUVSATREY
BHY. RICHDZEERNYFOERZRFAT S &,

BB

14. SERMEDREELFFHTT, PHHM7B-ZRA S OA—ILERD 3 DDEHT I DT DT S &
(R2%=35H)

a. FFEHI17B-TRA S OA—ILEFETTOD ERFAET : KEHE. PHHM7B-TRA KD
T—IDHEETI TIILOBRHERAEICLSGEREEDAEICEHS,

b. #F# 17B-TR VA —/LD 2000 EFEDRETOIFH 178-TRA S OA—ILEFET
T. ™D ER F&ET : AEH(E., FUEESIHLEEEH 178-TRX M5 OF— LTS
. VI LOBHERAEICEY. FREMNBEREAE TSI LEZERIL TV S, FEHT
ArSOF—IUDNZRBERLETRAARELGIRTORENBULICHEATSIEENETRETH
BIFTTHE-. XBRITKATESIRYDKMHFUIR FSOF—LEWThb,
BN TOREELHLE SN D,

c. FFEHITB-TRA I OA—IEFAETTMDERFHFEAET (RN AE)

PHJ-17B-IT X S 2F— L 5%, FHEH1TB-TX S5 T —ILE &k, HLE U hrERa DFFE

BHM7B-ZR FS A —ILR by DBR 1 uM Bi&H 5. FET DMSO (200 nM IZFAR) XU 7 vtEq
ZE® (40 nM IZEAR) #FMI B2 E T, DMSO T 40 nM DPRHJM7B-T A S OA— LB REFANS
52¢, CDA40 M BRERERAVWTERTT v EABEERZMA., (F2L—2 12I1TRFTEHEY) 0.313~
40 M DEE T, —EDPH]M7B-TR FSH—ILEREZ AT S,

15. NOEDBRIOUL Z B I ILIA O34 3—TL—rDRRBRO T ILIZHAMT A ET, &
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UL HEBREESEFTHS 0.0313~4.0 nNM #1855 (R2BLUVUKRIFSH) . Ty BEROAE. 45
BREHICEDCTOPHTR-ZRA FSIPA =LA Py Y BRDER. FREDHAE., SLVEEDRIEIC
B89 SEEMIE. CERIO7O Fa—)L (2) IZ8sEh TS,

16. FEEH17B-TRA S CA—IIUFFRIZ. 1 M 17B-TR FSCA—ILR MY I BRADT v A 1E
EROFMIZEY ., BEEHBFE 0.625~80 yM D) 8 BREDEENBOND L S5HAMT S, Ch5DBER 10 uL
., EREMESIEERD 6 9T/ 00843 —TL—bORHABY T IILIZHENT B LT, &R
ML RBREESEE THS 0.0625~8 UM E182 (R2BLUVEKR3E2SHE) , FEH17B-TRXA SOA—ILF
FORDARICET S5EMIE. CERIOTO Fa—)L (2) IZBREIhTLS,

17. 40 + 10%DHEMESZTIZRREEZANSGZ & (&% 12~13 #38) , hrERa B&IEK
ALE7YyEA/M BERERAVWT., FREIM—T AhE, €6, FEHEMNES. BLUMRSEHER Y FE
HMADYD I LT AR TOEBETE—ICANT L L,

18. 96 VT ILIA VAL A—TL—rETER 2ICRTEBYRARL., PH-7B-TR RS SA—IL
BECELIZIDOLTUHS—FTITICE, BHHTB-ZTA S OA—IL, FEEH 17B-TR RS SA—IL,
BE®R. BLUZREKIZDONT, BEDEYFFERIIZET,

x2: ANHEESHABRTORM /B84 49—TL—FODLALT7VF

1* 2* 3* 4* 5* 6* 7* 8* 9* 10 11** 12**
cTL—brAh | TFL—th
N . WEHZE ) AV RE o 7L4~6 ZL1~9
TB % NSB I ; st
A% A RIEM 0D I5E B FOFEH | AOPH E:
- Ex &K FRE
0.0313 nM [*H] E2
3 . ~
A | 00313 nlg/IR[ HIE2+ | ') 0625 uM E2 0.0313 nM  0.625uM | 0.313nM
+ER
0.0625 M *H] Ez 5
3
g | 0.0625 nEl\/IR[ HIE2* | 0125 uM Ez 0.0625 nM ~ 125uM | 0.625nM
+ER X
0.125 nM [*H] E2
3
c | 0125 nl\E/IRE HIE2+ | (o UM E2 0.125 nM 2.5uM 1.25 nM
+ ER %
0.250 nM [*H] E2 S
3
D 0.250 nl\E/lRE Hl B2+ | | 0.5 uM Ez 0.250 nM < 5uM 2.5nM
+ER X
0.50 nM [*H] E2 +
E |050nM[H]E2+ER | 1pMEz 0.50 nM 10 M 5 nM
+ER 4
1.0 nM [?H] E2 + :
X <
= 1.00 nl\/llﬂ[?H] E2+ 2 UM Ez 1.00 nM » 20 uM 10 nM
+ER 3
2.00 nM [3H] E2+
3
G 2.00 nN||E|[QH] E2+ 4 UM E2 2.00 nM 40 pM 20 nM
+ER
4.00 nM [°H] E2+
3
H 4.00 nl\/ll_:l[?H] E2+ 8 uM Ez 4.00 nM 80 uM 40 nM
+ER <

TB : £FFA

NSB : FEFF R 9555
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FH] E; : PH]-178-TX 54—
C IEHATB-IR PS5 SF— L
*EZCRIREIZ, B A DERIRETH S,
**# W Ey 35 ONFH] Ex B, #l oo 7L— k TOHEE A,

= 3. fANFEARRTOYI /081442 —TL— rOBREE

L—2 &S 1 | 2 | 3 4 ‘ 5 ‘ 6 7* ‘ 8* | 9*
TR H s, K
Eo2 T TB Fo /b NSB Aoz /L AT gg é’b L
rRREY L BE® 60 L 50 L 90 L
DRARBLT "5~ 1 g
7‘%1][]"@ 3F*¥E§E E2 - 10 IJL -
£2L—>120 10 uL 10 pL 10 pL
[*H] E2
hrERa 30 pL 30 pL -
BREE 100 L 100 L 100 L
SRBIE % DS RE
fvFarR—say 2B ¥ 1R— 3 VERORG TR, fUF1_—
a3V,
0.4% DCC TOiE HY HY TL
0.4% DCC DAE 100 pL 100 L -
B HY HY L
DPM DFE
SUFL—a v h s FILIZEMLE 100 pL** 100 pL** 50 L
EERE

*dom DHEIZV1LoOaTL— FFEES FL—32h0208— (LSC) FREFT SEE. HHEZ#H > FEMH
FTBHIIINELUNSB AT A—DEBETL— F CHET EDIETEY TH S, HEEZ# > FEHIE, F
DIL—FTHHETEZ L,

*DCC DA BEIZZDHBEFFVEE S, DCC DEA #1378, LESO0UL #LSC/IZLYBETEZ L,

19. EREBLIVFRENBSAERAORBRAY/ /08248 —TL— I, ER (22~28°C) T 2
Bl ¥ a"—+F 5 &,

hrERa [Z#2 4 L /=PH]-178-TX F 54— L DBIE
20. 2BERlA ¥ a~R—S 3o, KALT=-04% DCCEEKR 100 yL £ T ILIZHEMT B &I2& Y,
hrERa [Z#E& L=PH-17B-T R bS5 A — L ZBEEEPH]7B-TR FS A — IO NS H &, RIZ, T
L—br%& 10 SREIKEICHBEL. 942084 9—TL—FRITAILE—~ADOBHIZLYRIGEEYME LUV

DCC A RZERBL TDCCEBETHE, D&, JER 100 yLZ LSCAHNSA FZILADL VFL— 3
VRIZHEML, BARDUOFL—2a U BICKYNA TS EDEEESD (dpm) FRIET S &,

21. A4 TL—rRAITAILEA—FAFTEHRWNGES., RBELLT. E0NBIZKY DCC #{RET
T35, RIZ, DCC L DHFEMIZL DI T IILDFEZEEEHT S8, MLDEEZL., hrERa [THE L=
BHH7B-ZR S OFA—ILEFLEESOUL ZIWMEL., P UoFL—2a VEtBUZERT A2 &,

22. HE Y TILICHEMT BPH-7B-T R S A —ILDELEES (dpm) DBIFEIZIX. HMEHER)
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FEBOEENARALNON D, KRR, ARERICEET S L, CAOHDI LT, 1 vFax—3
~3 DCC BARICLHPNELET. TOBARNEL U FL—LaVRICEEMASZ E. ChbDRIE
BRICEY., 2HEBIVERENBEICOVT, ENFEEDPHTR-TR S OF—ILA dpm B T—
BOED TIVISFMENI=IAILESND,

ﬂinf ﬁfﬁ

23. BAHARRTI. BUIEEOHRBRIEFEVEDHFELET T, BE—EBEOPH7B-TRA RS+ —
ILWOREEEBET 5, 1EDOSVDEHEFHENT, FEE I DORIKELIVSF—FERAWNSZ E, SHIC, #HER
EEMECELICHPELT AT IEDS VEERT S L, AREBRIT. 1 DFLIETEHD 96 v ILTA(4 4o 0O
BAB—TL—FZEWTEETDI &,

24. ARBREERT 5. FERICRBFOBFS LIURE (Fhhs, REIX OV Y, BES
ME., BLUEEEYE) 285052 L, K001 TL—HRZEWT, EREIX FOFUELUXREY
B (Thbhb, BHEAYE. BLUFEEEYWE) ORLLEEMBREAVNSG L, ZOMMIRTOTL—F
121X, () BEE (RXBEHILHLE, MHEHEZEBRY AV ENZFIEZLICHEMTIEE) BLUDERE
(IC50 F2E) M E2 B L UBHEEMEZE 3 09D, (i) BREINBELUVEFENESZETNEN 3 DT D
EHBI L, TYEAHBEERE. PHHM7B-T R FZ DA —)L, hrERa. B & UVHEBRILEMERRDAXFIED
M. CERIOT7A Fa—)L (2) IZEBdBEN TS,

- JBHRIATAR

25. BEIMBIE. BEANHABRREBEERET. €6 (TB) AEITHLEZEKRT S, EFLL
B#IE DMSO TH b, RRXREDHKERILEMEN DMSO ITEBRE LG WNMES, RBELT. T4/ —ILEE
ATE5, REMLGHEBY )L TOHO DMSO REF 2.05%EF 5 &, HRIEEVEDBRENMENGSIC
[T, &K 25%FTLIFTE &L, BENSSHITHREICED EARRICTFST 520, RE 25%ED
DMSO [FAWVEWNZ &, DMSO ITBEE LGS TR / —LIZIEBHET S HBIEEMEDEZE. TX2%0DT
B/ —LTHNEFSHLLICKHRBRTHERATE S,

26. RERXE (BC) ICE, BAILHEBREFEVEZR . FABRODINTORDEEDHDH &, &E
BABOBREBFIMBELRL., AT HIRFVAABRRICEEERIFSHVI EZRILT S,

-EREYE (REIX FOT)

27. 17B-TR b5 PF—)L (CAS HS 50-28-2) FHEK) AV FTHY., ERYTEA T aliELE
MMETHET b, hrERa BEHEHBRIEICHERH 173- TR S OA—LEZAVREREZERL. B—
HREFERNTARRZREENICERET 25T, FoDETEFMATAEICT S &, EFEH 178-TX b
SVUF—IViEKRE DMSO &V 7 v/ EERF T 8 BERREL. RERICAVSERY TILRNORKER
EomRREZE 10°, 107, 108, 1085, 109, 10°5, 10°, 10" MIZF 52 &, RRREEDEFH 173-T X +
SOF—IL (1 uM) (&, FFFEMFEESOERE L THET I LITHD, CORELVRERD—BTESH
Hh. &4 TIE NEFEMKFES (NSB) 1 ORTICIYHEI SIS,

- BEEYE

28. BEAWME (JILIF/ KL (CAS BFS 68-23-5) . EFEREBETHA/ILITFFrFOY
(CAS &S 68-22-4) ) #RIZTBHI LT, EXRBOBREFIIIL. KB ERENICEET 5581,
ES5DEZFTMEAIREICT A&, BHEAYMERKE DMSO 8L U7 vt A BERP T 8 FMEALRL., B

DI LHROREEEE 1045, 1055, 106, 1065, 107, 1075, 108, 10°MIZF B &,

© OECD, (2024)

39



OECD/OCDE 493

- FEENE

29. FO9FILRYI XI5 (OTES, CAS HE 2943-75-1) %, EMxE GEEEWE) LLT
RAWWaZ &, EMEXEIX, hrERa IZ#HE LA WEERIEEMEIZDONT, TOMEES VL LTORTHBRN R
HI B ELERIET D, EEEYEARKE DMSO LU 7 v A EE&KkD T 8 BERASEL., RBRYT LKA
DRAEEEZ 103, 104, 105, 106, 107, 108, 10°, 10" M &9 B2 &, 7R IILEED-n-TFIL (DBP,
CAS &5 84-72-2) #. REDFEEYWEL L THERATE SN, HERTAEELEAITRK 104 M ETIZRS
h3d, KRR TODBP OEKABMEIL., 104 M THDZEMNILLESN TS,

hrERa ;2

30. 40 + 10%DHENESETIZRAREZTRANLI L (#HE 3 B% 12~13 288) , hrfERa &%
. HEEM hfERa KA LE7 v A/ BERICERT S 2 LICKY., FRERICHAET DI L,

PH]-178-ZX F 54—/
31. HEBOTIILHDOPH7B-ZR S DA —IILOREEEIL, 0.5nM&ETFTH 2 &,

HERILZYE

32. FY. BRESREEREL. SERLEVEORRERAEHET LA, ABRITOba—
KERICAVWSENCREERZHRET SVENH D, SHRIEFVEDOERERR ERYITHFHIF TRE
®., SHOICHRFHTTHRY 5, AABRTHRZTOSRBERER. 1 mM ZB ALV &, BEARERR
(. BEABERICRRERRE (Fl . FRERFICEDIE 1 mMLUT) HoMIRT 5 8FERHELI LD R
PEFRR, BY ETLITRROFEQHERLGEN LTS (FHE 3 % 35 1 2HR) . ABRTOREHEEINRE -
b, RTTFEHEARERBROEREL Y. BYILCRHRD 8 BEORNBREZAL. HEREFHMEDHEKRZE
152 ¢, RE-RICHROBMHEZIVHALHCT H5-0REAHNIE, 2EBE LV IEBEDOERRTIE, &
s s. REZSLISHEBT D L.

33. BERMLEMEDOFRKR(E., BULARZEZRAVCTHET L (#E 3RE 25 #31) . HERLE
MEDRKEETIE DMSO, T4/ —ILOWVWTHIZHLABET. M OBRZILITEMT S EIZLYR
BULBF1—THNDOBRBERENFRRERREBZASEEZONSGAE. RREEZRIZEVEREICTIFSZ &
MNTED, COBE. —EDREDTRICEWLT, ENMOBEZMALENTEDE, —EDEEDH T,
ZTOMDEEIIEZ LGN &,

34. BERIEZMERRERRY T ILICHENT 558, HREZVESHBRY T ILAOFMEFITIEERY
BEREMEAH S0, BEICERT S L, MREECIRNTOVIILDT -2 ZHRESHOBRHL. T
— 3 DORNERZERLRT S &,

35. ERIBFOERE LT, thDEMI SHERIEZEMED log (ICso)NFoNTWLDIHEE. FRRIC
(T, PRSI D log (IC0)RIE T, & YEBICKMMBHBAILER (005, 0.5 FAHEL) EHRTHIEN
BUITHAHEEZZA NS, REMLGHERTE., HEHKOBFEN+FCHLMITEDS LS. TER] &
U IMNER] GE. log (ICo) DB THRICRHRERZETT C &,

AT L— FDER

36. SRLRRLIEIAI B34 3—TL—r&#EEL. BRIFE, FHFENKES (NSB) DIEIEL
LTHEHBEETIRANEEOREIX bOS Y (E2) | BERXE. 8 REOEFEEXE (AU FILFUIH
FIUSY) BREELVEW7 BEQOR#EIR bOYY (E2) . S EEMBKEAYME (VILIF/ FL
WERF/LIFoRFOY) ( BEUBEEDRHWEREEZME (TC) ITDWLT, 62T 24 0Far—T 3
VIEREFRWA L, REIX MO VEIURNBICEAT AL EEMBKAIZ. TL—FOLAT7I D
BlELALAT7D MERIZLTTER 41277, #EBREEMEICIXEMDIA /D24 2—TL—rEFAL., 7

© OECD, (2024)

40



OECD/OCDE 493

L— xR (Fabhs,. () BRE (RAXEREE) BLUFRE (CoEE) O E2 5LUBHKENEZ
3292, (i) (Z#EAELT) BANBEIVEREMNBESZENENE6DT D) 28HHE (K5 .
3BEORMOBERILENELTAVREHERBRAYA /034 2—TL—rOLAT O FDT—Y P —
MZDWT, —HIZFE S SISTY . 7—V > — bk, R4, BLUKRSITRTRER, SRRV LT
AWSRKREELT D, E2ORKERERL 1 x 107 MEL, BHEEYMETIE. TL— 1 THHEMEICH
WEBRKEEZAWVSHI &, IC50 [F, HABREEESZNET IRBOBET — 2 R—RZEDVWTRHESH
BEHNELELE, COERK. N T— a3 HRTEOLNEE (R1228) (RBEICLLILOET
Azhd,

T4 GAEAERTOTA /084 3—TL—FDLA 7R 2. BETZ FOF VB LIUREBORESE
BEMBAE (FL—K1)

1 ‘ 2 ‘ 3 4 ‘ 5 ‘ 6 7 | 8 ‘ 9 10 ‘ 11 | 12
BEENBE L UBHE BB 1S R
= o BB 3
A8 (E2) JIWIFJ L) EfEXtEE (OTES) TB LU NSB
A T332y’ 1x10°M 1x10-10M TB GAHIHE)
(2.05% DMSO)
B E2 (1x10°11 M) 1x108 M 1x109 M
¢ E2 (1x10°10 M) 1x1075 M 1x108 M
NSB (10 M Ex)
b E2 (1x1095 M) 1x107 M 1x107 M
E -9 6.5 K
E2 (1x10°M 1x1065M 1x10% M o
( ) EERxE
F E2 (1x1085M) 110 M 1x10"5 M
e E2 (1x10 M) 1x1055M 1x10% M ISy (fghENE
y m)
E2 (1x107 M) 1x1045M 1x103 M

1 BREBRTETINBIZEV I oO0X 1 EZ—TL— DY TIRE,

22XV, oO08LEZ—TL—FE, CAFTDES >3 DFEEEICTZEHDEFRTL — F CHESI W EFHTEEFHL
THEREIABZELICBEETEZ L,

CDHITIE, HBREYEIF/ILIF/ FLIL (NE) 7B,

TBEDIS U, ASATLVELD /L,

YA FaR— T B FRFEAGNT S0 THB, FME N BEDEE = .,
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® 5 BABEAERTORIIO0848—TL—FrDOLA4TY b+ BEBREEYME (TC) BEUVTL—bxt
BRAOEMIL—F

493

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MR ME-1 MR ME-2 MR ME-3 i
(TC-1) (TC-2) (TC-3) =
A TC-1 (1x10° M) TC-2 (11010 M) TC-3 (1x10° M) E2 (1x107M)
TC-1 (1x109 M) TC-2 (1x10° M) TC-3 (1x10° M) E2 (ICs0)
c TC-1 (1x108 M) TC-2 (1x108 M) TC-3 (1x108 M) NE (1x1045M)
D TC-1 (1x107 M) TC-2 (1x107 M) TC-3 (1x107 M) NE (ICs0)
E TC-1 (1x10° M) TC-2 (1x106 M) TC-3 (1x10° M)
NSB (10 M E2)
F TC-1 (1x105M) TC-2 (1x105M) TC-3 (1x105M)
G TC-1 (1x10 M) TC-2 (1x10*M) TC-3 (1x10 M)
TB (AHIxHR)
H TC-1 (1x103 M) TC-2 (1x103 M) TC-3 (1x103 M)

CDBITIE, FZREYEIZ/ILITF/ FLIL (NE) &9 8.
BRERERBRDTT

37. LREAP LV (BEEHER) JSV7BADYIILERE. X6 IZRTELY., £YTILIZT
vt/ BER 50 yL #MZ. BFIE, HET I O Y (E2) | BHEAYE. EEEYME. L UHER
EEMEZFTNEFN 10 UL &, 5 "M DPRH]M7B-T R RS PA—ILBR 10 yL £ FEBTH I L, RIZ, kA
LE=ZBERBHEI0O UL Z, ETL—FZHEMLTEBONIERT S, hrERaBRIE. BREICHENT HEREL
T5E, TytAIA4 90234 3—TL— %, EE (22~28°C) T2HMEA vFaR—+35 &,

R 6: MERBEHABRTOEREREROTE . v/ 8 14—TJL— A

L—2EERBRE TBAYZ LS | TBAV I j? ’; (B
TRREY IV ERTO7 v/ BEHR 50 pL 60 pL 90 uL
DERRTES
K UEFHMNIE JEAZH E2. BEEME. kEED
B, B, BLUHEBRLEHE" 10 pL - -
BEEMN0.5n0M &2 BPH]-78-T
AbSTFH—IL (FT%EHE 5nM) 10 pL 10 pL 10 uL
BIE NS rERaEE (K% 12~13
E=SH) 30 pL 30 pL -
BHBRIYIILDEHEE 100 L 100 L 100 L
RIRENFBRARGBRREICG S & D EYIZHR,
38. RIZ, BEAFMEERBROMEE IRE 21~238HNDEB Y. BV o )LIZKA LT DCC BE&Ei% 100 L

#HRMT B E T, hrERa [ZFEEA LI=BH7R-T R b S PA— L EEHBH]-17R-T R S oA — LS ok
#%. hrERa IZ#EA L=PH]7B-TR FSCA—ILDEEZEITIC &,

39. D)L G10~12 BXU H10~12 (R 4 TTIS52y (REHEEMER) | L8 (X, E#L:
BHIFZRA RS PA =L 10uL D dpm ERT, Vo FL—I 3 VRIZ, 10uL T O2EERMT S &,
© OECD, (2024)
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FFEEE
RS HEER
40. PHH7B-ZR FS A —ILDORELFZRAVEE. HEMBEHMKRA TS b—2EL. UFY

FIZ&k % hrERa DEAMZRT Z &,

41. 0.5 nM DPHIM7B-TR 3 oA —ILDREMFESIX. T 2R THRMS N =HRBSREAEFZRD
FHED 30~50%DHFREENTHAS . COEEMNSDHT M FBEREEBREHR SN LD, EHO
SUN—EBLTCOHEENTHY ., HHWE. BEDSUNELL COEBRZNNLSEHEE. 2 0\ VERE
RELBRNEARREBAERRT S &,

42. NLEDT—EM5S, $87 Scatchard 7Oy FABELNBZ EIZH B,
43. EHEMNESEITARETHNI L, FFENFEESDETEE. 260D B%RFETHS L, 1-

2L, BEBRLEBSHER 178-TX S OF —ILORERETEBH TEL dpm ZBIE L=HE. FEFENKE
BEDESIRICCOEREZEEBZ DAIREMENDH D,

BEREHR
44. JEZBH 17-TR S OA—ILDEELEFRICZH#L., —EUBEHEDOHEAICH > T, PH7R-T R
FSOA—ILDZEREI ST D,

45, REIZ bOYY (Thabhb, 17TB-ZA RS VF—IL) @ ICso (&, PHIM7B-ZR S DA —ILD
ELEBE+HBANESREBEN ORO-KIDELIFZERFIZLZETTHS,

46. F T IVITHEM SNBSS RAEREDEHENS V2T 0.5 nM THo=5E. £FEMNRE
BlE. —BLT 40 + 10%DHBHEENTH S &, COHEEMNSDHOTHLRBREMEREIHFETENDH.

BHEHOSUN—BLTIOHEEANTHY., HAWVE. BEDS UNELL COERENINDEER. F /%7
BREZHRESI D&,

47. BRICEY ., AEBROBRELBRMELELELAGNI L, BHIXE (TB AV L) ORBRZRER
MBELERL, FRATHIBARNABRRICEEBERIFSHVI LERILET 5, BRIDVKRHARICHELRIZS
BTWEE, TBELUVBEERMNBOBRIFRREICLLEITTHS,

48. ERAMETIH., RK 102 M (OTES) £1I1£104M (DBP) £ THEZF1To=BA&. BH]-17p-T
ARSVF—ILD hrERa i > DFEBEIL 25% E B AN &,

49. HETIZbASFUELY 2 BEOBEEYE Bl : /ILIF/ FLIL, JILIFrFAY) %X
%12, CERI @ hrER #£A8 3R (B&Xm 2 #& N) ONYT—2a VBT —2 ZRAVTHEEEENER
SNtz N T—=2 a3 VRBRICSNLE: 4 RBREREEEB CERIN-TRTORBTOS VIZDOWLT, F
¥) +SD (n) M B%EBEREMNMBERINTINS, BREERXRMEIL, HREI X OV U LUBEEEYMED
BB S /NS A—4F (ThHb, THA., ER. EJLEE. log (ICs)) . HHUWIZ, BREEMEOEEIX +
A4S UIZ%Y % logio RBA IZDWTEH I NI, MhAER#EL L THEAFMRELHE I 1 v /S A—=42(2D1
T. FRHISNZEFEEZER 1 27T, ERIZIE, ICso DEFHIEL, RERICKYBZON-ZBRIEZELD Kd, &
URBREEIZCAVWSLND Y AU FOEEIZEDCE, bIFNZELDEREENH D,

50. WERILFME LR Y S 2BREFEOMERZIKICHZY, £z, BENGENMESIVHER (B =
LR, MOMNGEER, BHREALL) CES2ERHLeh o, HBRIEEVEDHIRE I « v /AT A
—RICET SMREEBER LGN oz, EL. &5V OHBRILEVEORERERNT 2155, EMRD
HZERT S L, BERAHMBOTERZHAEICERT S (Bl : 900~100%DHEHE) =, +HRREER
BEOHBREFVEZRANS & HREFVEOEFERETOL TV 77— FELUVREBETHEL 3EDS VRIS

© OECD, (2024)
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BHBIEL DS, AEMNTHENCELIETESS L, HRALENEOES VICBFEHEBIE. 0
CERI OHBREICDVNTHRE SN MEREITEL, N DOTLENORBREMMER S L OEL B T—4
E—BLTLBIE,

T—2 DR
I B e

51. LREERSLVEFENBEOMAZRET 5, ChodDEIL., FHEFHETTEELRICHD
BHHM7B-TR F S VA —IILDBFEMEEEZ. SREENLFFEMBEEZTRLSZLICKYERT S,
BHM7B-TR FS oA —ILEREICHT AHEMBEEE R LY 5 7 TIE, PHHM7B-TR S VA —ILIZEK
%5 hrERa DN Z RIBABENBEETTIS F—IZET S L, SHIC, T—E29MICKY, BE—DF
BIMEESEMEADBHT7B-TRA S OA—IILOBEEIZCDWTIHAIET A &, FFEMNESE. 2HAE.
BLUVEHENESEZHANEAHBLEICRIZE, ThoDT—2NDE L5350 M TR, EEREIRSHT

({5 : BioSoft ; McPherson, 1985 ; Motulsky, 1995) #FL\, &#&M7%T—4 % Scatchard 7By &L T
G B

52. T—ADHTIE, BOBFZEZOFERANELLINDIIEEFRE. FFENEAIBEETHLILEDR
EEAL, ERET—2DOHH 5 Bmax LU Kd ZRkHBHZ &, £z, ESLIhBEVRY., RREAF
HETHIHEE., ONR MEFBZAWSZ E, ONR FERICHAITRBIRLEAZZEH TS &, BaANEAET
—AME Bmax B LU KA EZROBHE. VA FHBDHIE (] : Swillens 1995 DHEFFER) #EICH
WsZ ¢,

HEEEHE
53. BAREHRE. HEYMEDRE (og 10 BAD) [ZXY HPHI7B-TR b3 VA —ILDRFEMES

2éLTTOy bEND, PHHTB-ZR S OHA—ILDEXDIFERNFEES E 50%EET HHERLEMED
EEMN, ICETH D,

54. ERBHBRAOEU GBI v bV T b7 (4l : BioSoft ; McPherson, 1985 ; Motulsky,
1995) #AWVNT., 4 DONFA—2ZELDOKITHTIESH., BHERME (. REIX FOSFUELUBKES
ME) D log (ICso)EEMEERDDH L, TNODHEEHTIEHSHEE. HR. ER. BAf. LU log
(ICs)ICIXBERIZ DRI &, EHBEIhGUVRY ., RBEAZHET HHE. ANX FEFGEAL
52L&, UAYVFHEBEOHEFIAVWGEWI &, MERIODIICHEE. EREEHBENETILAENIZ T4y b
5X58FTEHIL, BRHEESMEDOHEMEERIME (RBA) &, 17-TR KF A —)L® log (ICs0)l=xtd
LEHEEMED log (ICo)DEIE (%) ELTEHT I L, BERBELUVIEHKERBOBRE. REE 3
BE A4~A9 BEHOAREEICH T HMREREZAVWTEMET 52 &,

55. T—AMNBEUICHTESN, MOBHAKBAHBAELLABESINDSIZLERIET 5D, T
DHEBRILENEDT— 2 EBRENT TO—FITLYHRITH &, HBRILEVEDRES TR, FFHET
HABEEIZA O VB LUBREDEICAWNV T — 32N ER—DFEELLSNET -2 DMEITSIEN
HESND (KHE3IKRELZER) . TTLEL, EIVICDOVTT—2 LERLE-HAKEHRED
BEEDEBEICDONT, BRI 1 v bNASA—SORMMURHELIUVERICKIRFARBRENGEC I &, &K
MEREFCE VT, PHH7B-ZR S OF—ILOREMBEEE (%) ITREKEFEOETAROONS L.
BREEVWERECLEDTIZALLT Y7 — MRIODELD2ZDOLLE, LUV 3EDS UEIZE T HHAER
BENTA—2O—BEMNBOONS LT FRRE LV T2 0HIENITHON - EERTRIFA
EREG D,

T— % DEER

56. TARTCDHFBREEZFH T LEVSEHT T, HEHBENBESRIETHY . M OT—FHERNT
D RIGE RO TR/MED 50%RBIZHNIE. HEBRIEEMEIL hrERa DFEEMETHSEHET S (B1) .
© OECD, (2024)
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57. TRTCDHFBFEREZH =T LEVOSEHETTIE, UTOHE., #HEREEYEIX hrERa DEEEYE
EHIET D :
o HEAHEAESTEETHY. N OBEAIEL-RIGHBELDT—2EERNDOR/MEN 75%BIZHSB.
ESFY

o HMAHMRMNESTRETHY. NOT—FHADRERICETIHEEEE (%) DOFFREEHORIE
EA 75%H#I1ZH 5,

58. LEEFHEOVWTIhLFLSHNEES (B #@E8 LERIGHEOR/MES 76~51%DREIZH D) .
BERMEEMEILTHEE EHIET S,

x7. BRILFEME OB AR A HBRICE S S HEOFI Y 4 TEHE

S4E A
Eemy e N E S ETEE,
o T—AHBERNTOREHBEDR/IMED 50%K .
JEiEAME L AN EEARTHIBA.

o T—AHEEANTHZDES LI=RIGHEDR/IMEL 75%H.
HEHRNAEESTRTHIEA.
o T—HRNDREBRMBICETIHABE (%) OIEFRIELFHOREMEA
75"/0&0
THERE © HEVMETHLHREAMETL R VERTRELS v
Bl - EE L= RIGEHRD&/IMED 76~51%DFHE)

SREX : [RE abc B4 L

B1. HefmEamie AV g e wE 08

1251
IEREEWE

—~ 1004
s
.|§i'|- 75.
40 RHeTE
+ 50
AY -
= (i
o
-T:ﬁ 251
f_‘:g‘
N
B o

42 41 10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
BE GI#%TEIIEE)

© OECD, (2024)
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59. BEILEYEICOVWTHBRERBRATITOAERDOS VE, R 8 ITRTEHY. ST EIC
HEZRNVET, SUVERTOTEHNBEEZRDEZETHET S, ABRERERACEITHELS VDR
. EHBREEVEICOVWTTFREINEIDELLEKT 5,

®8 HEREERNTHEHAOS Y EZRAVEHBRLELENEOSEE

SUCEICEIY L TOHHIE :
S BE
EemE 2
THRE 1
EEEME 0
SUERTOREDOFIHEDSE :

D e
EEmE THE=15
THETE 0.5< FHfE <15
EEEMmE THfE < 0.5

BEEE

60. AREBHA FS4 200 ThiERBERBREODERER DK% 22(p9) 25 H,

© OECD, (2024)
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T8 1: AE—KE

PHIEz : M) FOLTHRHEBHLIZ17TB-ZTX S OF—IL

DCC: TF R S UHMBEF MR

Ex: FEH17B-TRA FSOA—IL (FFEM)

7 vt A &K : 1mM EDTA, 1mM EGTA. 1mM NaVOsz, 10%% ) tO—)L, 02 mM OA4 RTF >,
MMM OFFRALA b—JL, BLUP10mg/mL D2 ME7ILT I VEH 10 mM Tris-HCI, pH 7.4

hrERa : £ MEAMZ I X FOYUZREKa (YA EFHEARASLY)

LAV —b . A—BETCR—B5 %284, 1 BOS VOHEEATRBICRBRINZ2EH YLD 1 D, X
7O bra—LTlE, BRIEFEVEDREBEF 3 DT 2T 5, Thbb,. HRIEFVEDREBE TRFIC
HEBENBLTIVS— N3 DBEET S,

S4B 43—TL—FILYRBFICETINSIGHABRYVIL—KXD I LT, HRILEYWE®D hrERa
~NDIFEEEHFEOTDIDICRELRTRTOER (ThHE. RALEEOHRILEME CHERY o LIZHM
SNFEPHH7B-ZA RS TA—ILDEE, PHM7B-TR S5V 4—ILE hrfERa EDBRAKEESE. FEHEM
HEE. BLULKEEE) #RET I, 1 EHDOSVIE. 1 BEL-YHLTHM 1 DOHBY L (Thbb,
LTYr—R) holhdEEZONEA, ATOFI—LIE 3 2T OTOHBRERZETS=-0H. 1ELDS
VIFBREZLIZ3IDDRABIVILNGED, 512, ATALI—)LTIE, EEYMEILIC3EDOMILI
(Thbhb, AETHL) SUERELT S,

© OECD, (2024)
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. v, & # Bw %5 o
" < T Rs S, W e T2 2 =
| il 5 & mn n = J_\—':/L %3 bx D@ m B
A 1= =~ Y 2 ] = 2 E: |
SR N no® wl Fg 87 lwm Dwoow @

A D o i g K TR A ke § 03

o _E AR X*E 0 I]]L‘i(; R

S Al 1 ISy BK BK1 — - = = — — —
S A2 2 I35 BK BK2 — S — — — —
S A3 3 IS5y BK BK3 — S — — — —
S Bt 1 JERGTE E2 S S1 1.00E-10 30 50 10 10 100 1.0E-11
S B2 2 JERaTE E2 S S1 1.00E-10 30 50 10 10 100 1.0E-11
S B3 3 JERGTE E2 S S1 1.00E-10 30 50 10 10 100 1.0E-11
S cCf1 1 JERGTE E2 S S2 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
S C2 2 JEMEHE E2 S S2 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
S €3 3 JERGTE E2 S S2 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
S D1 1 JERatE E2 S S3 316E-09 30 50 10 10 100 3.2E-10
S D2 2 JEMEHE E2 S S3 3.16E-09 30 50 10 10 100 3.2E-10
S D3 3 JERGTE E2 S S3 3.16E-09 30 50 10 10 100 3.2E-10
S E1 1 JERatE E2 S S4 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
S E2 2 JERGTE E2 S S4 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
S E3 3 JERGTE E2 S S4 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
S F1 1 JEMEHE E2 S S5 3.16E-08 30 50 10 10 100 3.2E-09
S F2 2 JERGTE E2 S S5 3.16E-08 30 50 10 10 100 3.2E-09
S F3 3 JERSTE E2 S S5 3.16E-08 30 50 10 10 100 3.2E-09
S Gt 1 JEMEHE E2 S S6 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
S G2 2 JERGTE E2 S S6 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
S G3 3 JEMEHE E2 S S6 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
S H1 1 JERatE E2 S s7 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
S H2 2 JERGTE E2 S S7 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
S H3 3 JEMEHE E2 S s7 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
S A4 1 JIIF/ ELJL NE WP1 100E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
S A5 2 JIIF/ ELJL NE WP1 100E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
S A6 3  J)LITF/EKLJL NE WP1 100E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
S B4 1 JIIF/ ELJL NE WP2 100E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
S B5 2 JILIF/KLJIL NE WP2 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
S B6 3 J)oLTF/EKLJL NE WP2 100E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
S c4 1 JIIF/ ELJIL NE WP3 3.16E-07 30 50 10 10 100 3.2E-08
S €5 2 JIIF/ KLJIL NE WP3 316E-07 30 50 10 10 100 3.2E-08
S €6 3 JJLIF/EKLJIL NE WP3 3.16E-07 30 50 10 10 100 3.2E-08
S D4 1 JIIF/ ELJIL NE WP4 100E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
S D5 2 JILIF/KLJIL NE WP4 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
S D6 3 JJLIF/EKLJL NE WP4 100E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
S E4 1 JIIF/KLJIL NE WP5 3.16E-06 30 50 10 10 100 3.2E-07
S E5 2 JIIF/KLJIL NE WP5 3.16E-06 30 50 10 10 100 3.2E-07
S E6 3 JJLIF/EKLJIL NE WP5 3.16E-06 30 50 10 10 100 3.2E-07
S F4 1 JILIF/KLJIL NE WP6 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
S F5 2 JILIF/KLJIL NE WP6 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
S F6 3 J)LTIF/EKLJIL NE WP6 100E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
S G4 1 JIIF/ KLJIL NE WP7 3.16E-05 30 50 10 10 100 3.2E-06
S G5 2 JIIF/ ELJIL NE WP7 3.16E-05 30 50 10 10 100 3.2E-06
S G6 3 JJLIF/EKLJIL NE WP7 3.16E-05 30 50 10 10 100 3.2E-06
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EARAHBRTOYIILDOLAT Y+
W& &4 0 #
-z N 73 " e JE = ¥3 &~ - T
n | - | | g o 2 =2 ¥3 3 @
| ol - » m n Rg NG | ijMI | ~ o g
A = > = = i s L2 w P g @ m
™ n H H i 5 X ® | ~ D@ o &
2 o TN a = @ N3 Ee % a
2 ¥ m iE ® b
s  H4 1 JILIF/ FLL NE WPS8 316E04 30 50 10 10 100  3.2E-05
S H5 2 JILIFJ ELL NE WP8 316E-04 30 50 10 10 100  3.2E-05
S  He 3 JILIFJ ELL NE  WPS8 316E-04 30 50 10 10 100  3.2E-05
s A7 1 OTES N OTES1 100E09 30 50 10 10 100  1.0E-10
s A8 2 OTES N OTES1 100E09 30 50 10 10 100  1.0E-10
s A9 3 OTES N OTES1 100E-09 30 50 10 10 100  1.0E-10
s  B7 1 OTES N OTES2 100E-08 30 50 10 10 100  1.0E-09
s B8 2 OTES N OTES2 100E-08 30 50 10 10 100  1.0E-09
s B9 3 OTES N OTES2 100E-08 30 50 10 10 100  1.0E-09
s c7 1 OTES N OTES3 100E07 30 50 10 10 100  1.0E-08
s c8 2 OTES N OTES3 100E07 30 50 10 10 100  1.0E-08
s c9 3 OTES N OTES3 100E07 30 50 10 10 100  1.0E-08
s D7 1 OTES N OTES4 100E06 30 50 10 10 100  1.0E-07
s D8 2 OTES N OTES4 100E-06 30 50 10 10 100  1.0E-07
s D9 3 OTES N OTES4 100E-06 30 50 10 10 100  1.0E-07
s E7 1 OTES N OTES5 100E-05 30 50 10 10 100  1.0E-06
s E8 2 OTES N OTES5 100E-05 30 50 10 10 100  1.0E-06
s E9 3 OTES N OTES5 100E05 30 50 10 10 100  1.0E-06
s F7 1 OTES N OTES6 100E-04 30 50 10 10 100  1.0E-05
s F8 2 OTES N OTES6 100E-04 30 50 10 10 100  1.0E-05
s F9 3 OTES N OTES6 100E-04 30 50 10 10 100  1.0E-05
s &7 1 OTES N OTES7 100E-03 30 50 10 10 100  1.0E-04
s G8 2 OTES N OTES7 100E-03 30 50 10 10 100  1.0E-04
s G9 3 OTES N OTES7 100E-03 30 50 10 10 100  1.0E-04
s H7 1 OTES N (B);7ESSD 100E-02 30 50 10 10 100 1.0E-03
S  H8 2 OTES N OTES88 100E-02 30 50 10 10 100  1.0E-03
S HY 3 OTES N OTES8 100E-02 30 50 10 10 100  1.0E-03
s A0 1 248 TB  TB1 ; 30 60 10 ) 100 -
s AN 2 248 B TB2 ; 30 60 10 ; 100 ;
s A2 3 248 TB  TB3 ; 30 60 10 ; 100 ;
s B10 4 248 TB TB4 ; 30 60 10 ; 100 ;
s BN 5 248 TB TB5 ; 30 60 10 ; 100 ;
s  B12 6 248 TB TB6 ; 30 60 10 ; 100 ;
s c10 1 G E2 () NSB 1 100E-05 30 50 10 10 100  1.0E-06
s ci1 2 JEmEMEE2 (B) NSB  S2  1.00E-05 30 50 10 10 100  1.0E-06
s c12 3 JEmEEE2 (B) NSB  S3  1.00E-05 30 50 10 10 100  1.0E-06
s D10 4 FEMEMEE2 (B) NSB  S4  1.00E-05 30 50 10 10 100  1.0E-06
s D11 5 JEmEMEE2 (B) NSB S5  1.00E-05 30 50 10 10 100  1.0E-06
s D12 6 JEmEMEE2 (B) NSB  S6  1.00E-05 30 50 10 10 100  1.0E-06
s  E10 1 BB TR BC  BCf ; - 100 - ; 100 ;
s EN 2 BB TR BC  BC2 ; - 100 - ; 100 ;
s E12 3 EERA R BC  BC3 ; - 100 - ; 100 ;
s Fl0 4 EERAE BC  BC4 ; - 100 - ; 100 ;
s F11 5 BB TR BC  BC5 ; - 100 - ; 100 ;
S F12 6 BB TR BC  BC6 ; - 100 - ; 100 ;
s G10* 1 IS5Uh (REHEMER)  Hot H1 ; 90 - 10 ; 100 ;
s Git* 2 IS51h (REHEMER)  Hot H2 ; 90 - 10 ; 100 ;
s G2 3 IS5 h (REHEMER)  Hot H3 ; 90 - 10 ; 100 ;
S Hi0* 4 IS5 h (REHEMER)  Hot Ha4 ; 90 - 10 ; 100 ;
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S Hi11* 5 TSy (RELEHER) Hot H5 - 90 - 10 - 100 -
] H12 6 TSy (RELEHER) Hot H6 - 90 - 10 - 100 -
*: THot)] EBEDITILIE, /1 oFarR—avdh, BTHHEICEET D E, VUFL—2 a3 DEHRIZOH 10 uL Z5Hm
ER

FeakeaERTOIIILDOLLATO

. gl K a ~ ~ l

. T ° T g = w °® %3 03 &

| i IS M 0 [ B g _2 R R =~ I
A = = RN Y n o= S BadbPgz M ] im %

N h N 1 A jiid Sy N &> | 5~ D e )

ﬂ,L 40 L= ow A= ®e & 40

2 o o 452 = L R X 42

HOX < **E 10 ml‘“‘( HIR
P1 A1 1 KA1 u1 1 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
P1 A2 2 KA1 u1 1 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
P1 A3 3 KA1 u1 1 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
P1 B1 1 RE01 u1 2 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
P1 B2 2 RE 1 u1 2 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
P1 B3 3 KA1 u1 2 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
P1 C1 1 KA1 u1 3 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
P1 C2 2 RE01 u1 3 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
P1 C3 3 RE 1 u1 3 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
P1 D1 1 KA1 u1 4 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
P1 D2 2 KA1 u1 4 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
P1 D3 3 RE01 u1 4 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
P1 E1 1 RE 1 u1 5 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
P1 E2 2 RE 1 u1 5 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
P1 E3 3 KA1 u1 5 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
P1 F1 1 KA1 u1 6 1.00E-04 30 50 10 10 100 1.0E-05
P1 F2 2 RE 1 u1 6 1.00E-04 30 50 10 10 100 1.0E-05
P1 F3 3 RE 1 u1 6 1.00E-04 30 50 10 10 100 1.0E-05
P1 G1 1 KA1 u1 7 1.00E-03 30 50 10 10 100 1.0E-04
P1 G2 2 KA1 u1 7 1.00E-03 30 50 10 10 100 1.0E-04
P1 G3 3 RE01 u1 7 1.00E-03 30 50 10 10 100 1.0E-04
P1 H1 1 RE 1 u1 8 1.00E-02 30 50 10 10 100 1.0E-03
P1 H2 2 KA1 u1 8 1.00E-02 30 50 10 10 100 1.0E-03
P1 H3 3 KA1 U1 8 1.00E-02 30 50 10 10 100 1.0E-03
P1 Ad 1 RE1 2 u2 1 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
P1 A5 2 RE1 2 u2 1 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
P1 A6 3 KA 2 u2 1 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
P1 B4 1 KA 2 u2 2 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
P1 B5 2 RE 2 u2 2 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
P1 B6 3 RE1 2 u2 2 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
P1 C4 1 KA 2 u2 3 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
P1 C5 2 KA 2 u2 3 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
P1 C6 3 RE 2 u2 3 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
P1 D4 1 RE1 2 u2 4 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
P1 D5 2 KA 2 u2 4 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
P1 D6 3 KA 2 u2 4 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
P1 E4 1 RE 2 u2 5 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
P1 E5 2 RE1 2 u2 5 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
P1 E6 3 RE1 2 u2 5 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
P1 F4 1 KA 2 u2 6 1.00E-04 30 50 10 10 100 1.0E-05
P1 F5 2 KA 2 u2 6 1.00E-04 30 50 10 10 100 1.0E-05
P1 F6 3 RE 2 u2 6 1.00E-04 30 50 10 10 100 1.0E-05
P1 G4 1 RE1 2 u2 7 1.00E-03 30 50 10 10 100 1.0E-04
P1 G5 2 KA 2 u2 7 1.00E-03 30 50 10 10 100 1.0E-04
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P1 G6 3 R0 2 U2 7 1.00E-03 30 50 10 10 100 1.0E-04
P1 H4 1 REI2 U2 8 1.00E-02 30 50 10 10 100 1.0E-03
P1 H5 2 REI2 u2 8 1.00E-02 30 50 10 10 100 1.0E-03
P1 H6 3 RE02 U2 8 1.00E-02 30 50 10 10 100 1.0E-03
P1 A7 1 R 3 u3 1 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
P1 A8 2 REI3 u3 1 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
P1 A9 3 REI3 u3 1 1.00E-09 30 50 10 10 100 1.0E-10
P1 B7 1 R 3 u3 2 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
P1 B8 2 RH 3 u3 2 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
P1 B9 3 REI3 u3 2 1.00E-08 30 50 10 10 100 1.0E-09
P1 c7 1 REI3 u3 3 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
P1 C8 2 R 3 u3 3 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
P1 C9 3 R 3 u3 3 1.00E-07 30 50 10 10 100 1.0E-08
P1 D7 1 REI3 u3 4 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
P1 D8 2 REI3 u3 4 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
P1 D9 3 R 3 u3 4 1.00E-06 30 50 10 10 100 1.0E-07
P1 E7 1 R 3 u3 5 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
P1 E8 2 R 3 u3 5 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
P1 E9 3 REI3 u3 5 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06
P1 F7 1 REI3 u3 6 1.00E-04 30 50 10 10 100 1.0E-05
P1 F8 2 R 3 U3 6 1.00E-04 30 50 10 10 100 1.0E-05

P1 F9 3 RE0 3 u3 6 1.00E-04 30 50 10 10 100 1.0E-05

P1 G7 1 RE0 3 U3 7 1.00E-03 30 50 10 10 100 1.0E-04

P1 G8 2 RH3 U3 7 1.00E-03 30 50 10 10 100 1.0E-04

P1 G9 3 RH3 u3 7 1.00E-03 30 50 10 10 100 1.0E-04

P1 H7 1 RH3 u3 8 1.00E-02 30 50 10 10 100 1.0E-03

P1 H8 2 RE0 3 U3 8 1.00E-02 30 50 10 10 100 1.0E-03

P1 H9 3 RE0 3 U3 8 1.00E-02 30 50 10 10 100 1.0E-03

P1 1A10 1 B E2 (FX) S E2max 11.00E-06 30 50 110 10 100 1.00E-07

P1 1A11 2 IXEBE2 (&XK) S E2max 11.00E-06 30 50 110 10 100 1.00E-07

P1 1A12 3 IMEE2 (&K) S E2max 11.00E-06 30 50 110 10 100 1.00E-07

P1 1B10 1 B E2 (ICs) S E2ICso E2IC5x10 130 50 110 10 100 E2ICso

P1 B11 2 (®EE2 (ICs0) S E2ICsy E2IC5x10 30 50 10 10 100 E2ICso

P1 |B12 3 [XEEE2 (ICs) S E2ICso |E2ICs0x10 30 50 10 10 100 E2ICso

P1 [C10 1 [ NE (&X) S Nemax [1.00E-3.5 |30 50 |10 10 100 1.00E-4.5

P1 1C11 2 |XENE (&X) S Nemax }1.00E-3.5 30 50 110 10 100 1.00E-4.5

P1 1C12 3 IXENE (&X) S Nemax !1.00E-3.5 130 50 10 10 100 1.00E-4.5

P1 D10 1 I NE (ICs0) S NEICs, NEICso 30 50 110 10 100 NEICso

P1 D11 2 ixtBE NE (ICso) S NEICso INEICso 30 50 110 10 100 NEICso

P1 D12 3 ixtBE NE (ICso) S NEICso INEICso 30 50 110 10 100 NEICso

P1 E10 1 JEMSTMEE2 (B) INSB S1 1.00E-05 30 50 110 10 100 1.0E-06

P1 E11 2 JEMSIEE2 (B) INSB S2 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06

P1 |E12 3 [FERSTEE2 (F) (NSB S3 1.00E-05 30 50 10 10 100 1.0E-06

P1 [F10 4 (FEMEMEE2 (B) |NSB S4 1.00E-05 30 50 |10 10 100 1.0E-06

P1 IF11 5 IJEMSIEE2 (/) INSB S5 1.00E-05 30 50 110 10 100 1.0E-06

P1 1F12 6 IJEMSIMEE2 (F) INSB S6 1.00E-05 30 50 110 10 100 1.0E-06

P1 [G10 (S B TB1 - 30 60 110 - 100 -

P1 |G11 2 wa B TB2 - 30 60 |10 - 100 -

P1 1G12 3 &fEA TB TB3 - 30 60 10 - 100 -

P1 |H10 4 |=HE TB TB4 - 30 60 |10 - 100 -
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1. hrERa i EfEEHB T, HREEVMEDREZ LRI LGNS, B—REDPH-7-T X +5
CH—IDWEEEAET S, HEKEAHRE. HEVEDEE (og 10 BfL) (THTFT BPHI7RB-TR S
F—ILOEEMBESELLTIAY FENE, PHHTB-ZR S A —ILDBADHENIESZ 50%EE
T HHERILEMEDREN. ICoTHS,

BETIX OS2 ELUBBHEYRDT—Z 5 (1)

2. SLBEZNHDIH. HBTOSVDT—REEHRT D (Thbhs. HEIEMEIZT HPH]-
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77 (§7%4 5. BioSoft #t GraphPad Prism 7% &) #RWT, 4 DDNFTA—2ZEILDKXICTEESED
CET. GHEHEGE . BEEIR M OSUBLIUBHEEYME) O log (ICo)HEEEZRHLHTLE (2) « Th
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3. T—ANBEUICHTEN, MOBHABAHBEAELLABESINSZLERIET 5D, T
DHEBRILEMNEDT— 2 EBRBENT TO—FITLYRITH &, HBRILFVEDRES TR, FFHET
HAREIR bOTUBLUVBREVEICAWNV T 22 ER—DRELEN-T—20HETI &,
FTTLEL, &EIVICDOVWTT— 2 ERLEBGARAMKREOBESDREEIC DT, BRI 4 v b/IF5 4
— A DERMHRAB L VBRICKSBRFARENSE L T &, AEMHREFIZE VT, PHH7B-TR S DF
—ILOBEHEMEEE (%) DEREEERFEEQETIAROONSI L. LEMERESLDTIZALLTYr
—rMEOEE2ZFDLLE, BLUIEHOT VEIZEFHHBES/ N A—2O—EENROLND Z LIT,
FEBRBELUVT 22N EYIATON-CEERTRIFGIRIREL LS. B VDBBRILENEOHREER
HT4EA. EFROHMEERAL. T, FHERECEVEEHEVETIEREEMEICHET S5-0R
Wohi=T—%I(F, BFEMICEZLLTES &,

4. BFIC. hfER & T— 2 Z@UICOWMB L UBRT 5126, SHISFEZETLIT—206H1HY
5%, BEOHENS., EEVMEEZHRREETHRLIZSGE., BENEESE (%) OLRIZKY. ZEEH
BIREABT—ADOMBE LUBRAREIZKY 555 —AMRENnt:: (B 2) . CODZEF, ELDOZREK
AREARBO IO ra—ILZAVSEE, EBLTE-BAMOBETHS 3) . 253 LESF—RTIE, B
EERFURENEVIEEETEIRDOONDIH., BERILEMERENAEERRISEDICIZON, FH]-178-T
ARSOFH—IDOREBICKBZEBETHABLIEIOEOHONELESE, FDGEE. T—2RKYEREIZHESE, K
HERAEYEHMBRRIZZELECEETT, HlIZIE. COBRT. t¥EYWEOESEETORAES LU E
BELTWAIENZL, HDHWVE, EEMEORRKEETONEEFIEDNME. TFR M UHEBEEMRICK
HIEEEMEMER ) HY FOHIREEBAEZRMLTWAZ L1 EZ OND, BRARKAT 4% A4 Kl
RISEESIEDIE., S5 LET—A2RA U EFERLTHELCE, BIZ, BEREEYMED ER #6482 > TH
FELTLESHAHRESELHS (B2 . chEEITHE=8H. FWE XU CERID hrfER#EAKABO 7O ra—)L
[ZIE. PHHM7B-ZR S PA—IILOBEMESE (%) I220WT, LTUS—LDOFHEDL., EEETE
LONF-FEHELY 10%ULEEWMEE. 2T —2RA 2 EhSBRNT 5:ERE (T, ZOBRKIL.
—fBIZ 10%IL—ILEFEEN D) BNEFENTLVS, 10%IL—ILIZEEOHIRICDONNT 1 IOAFATE, dh
MEELSHDFETES LS., 6 BEULDRET—2HAE > TULEITAIERE S,
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5. CS5LI-EBREHET S 10%/IL—ILOBEYEFERIZDOVTIXEEIZHRE L. fER #EaMETH S
AREMENEETHIESITHATHELL I E, FW @ hrER #AHBRIZTDOWLWT, NYT—2 3 VEHBRADER
EED., 10%L—ILABICERNTHEVWFHLAWMERZ3L 0T 2 EARBOLN-, ZREREMBEERAL
BUMEEWE (Thbhb, EOEEEME) (X, HBRLE-EESHFALAE T, 100%REOKSER ) H R
HAERDLEFHN 10%EHBA D ENERICEEIN:, R/IMENERETELEES. ThELRELZTAR
TOBRET—2I1E. SZLEYENEEEMETH I LEMIUTLHICETNODRENEATHDILE
ZAbNBICTHEEHLT. 10%IL—ILDFERAICKY. AlEEHE LTHTHSHIBRESND I ENEZ LN S,
10%I/IL—IILDFERNTET HH ZE. B 3IZFRT,
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	1. この性能基準準拠試験ガイドライン（PBTG）では、エストロゲン受容体結合親和性を有する物質を検出するため、ヒト組み換えin vitro試験法（hrER結合試験）の手順について説明する。このhrER結合試験は、エストロゲン受容体（すなわちERα）結合物質特定のための、機序および機能的にみた2つの類似試験法からなり、「危険有害性評価のための新規または改正試験法のバリデーションおよび国際的な受け入れに関するOECDガイダンス文書（GD）」（1）に記載されているバリデーションの原則に従い、類似した新...
	• 完全長ヒト組み換えERαを用いたFreyberger-Wilson（FW）のin vitroエストロゲン受容体（ER）結合試験（2）、および
	• ヒト組み換えリガンド結合ドメインタンパク質を用いた化学物質評価研究機構（CERI）のin vitroエストロゲン受容体結合試験（2）。

	2. 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、既存のものを改訂し、新規に作成し直す作業を開始した。内分泌かく乱作用を有する可能性のある化学物質の試験および評価に関するOECDの概念枠組み（CF）は、2012年に改訂された。初版および改訂版のCFは、「内分泌かく乱化学物質の評価に関する標準化された試験ガイドラインのガイダンス文書（4）」の補遺として記載されている。CF...
	3. 生物学的機能に対するin vitro ER結合試験の妥当性は、明確に立証されている。ER結合試験は、エストロゲンホルモン経路をかく乱する可能性のある化学物質を特定できるよう設計されており、ERの組織分布の特性を明らかにするため、また、ERアゴニスト／アンタゴニストを特定するため、過去20年間にわたり広く使用されてきた。これらの試験に反映されるのは、エストロゲンシグナル伝達経路の初期段階であり、かつすべての脊椎動物の生殖機能に不可欠である、リガンドと受容体との相互作用である。
	4. エストロゲンとERとの相互作用は、エストロゲン制御遺伝子の転写に影響を与え、非ゲノム作用を誘導することがあり、このことが細胞増殖、正常な胎児発生、および生殖機能に必要なプロセスなど、細胞プロセスの誘導または阻害につながる可能性がある（5）（6）（7）。正常なエストロゲン系のかく乱は、正常な発生（個体発生）、生殖に関する健康、および生殖系の完全性に対する有害な作用の誘因となる可能性がある。不適切なERシグナル伝達により、ホルモン依存性がん、生殖障害、胎児の成長および発達における変化のリスク上昇...
	5. In vitro結合試験は、遺伝子の転写を制御する特定の受容体リガンド結合部位と物質との直接的な相互作用に基づいている。ヒト組み換えエストロゲン受容体α（hrERα）結合試験の重要な構成要素として、被験化学物質（すなわち競合物質）の濃度上昇条件下で、放射標識リガンド（[3H]-17β-エストラジオール）のERへの結合能を測定する。ERに高親和性の被験化学物質は、ERに低親和性の被験化学物質に比べ、より低濃度で放射標識リガンドと競合する。本試験は、2つの主要な構成要素からなる。1つは、受容体-...
	6. CERIおよびFWの結合試験について、バリデーション試験では、試験本来の目的に対する妥当性および信頼性が立証されている（2）。
	7. 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1に提示する。
	8. これらの試験法はスクリーニングおよび優先順位付けを目的として提案されているが、証拠の重み付けアプローチに使用可能な分子レベルの初期事象（MIE）に関する情報も得られる。これらの試験法は、in vitro系におけるERαリガンド結合ドメインとの化学結合に焦点を当てている。したがって、結果をin vivoにおける健全な内分泌系の複雑なシグナル伝達および制御に直接外挿するべきではない。
	9. 天然リガンドである17β-エストラジオールの結合は、標的遺伝子の転写を活性化し最終的に生理学的変化をもたらす、一連の分子レベルでの事象の第1段階に当たる（9）。したがって、ERαリガンド結合ドメインとの結合は、ERを介した内分泌かく乱（ED）の主要なメカニズムの1つであると考えられるが、EDが起こりうるメカニズムは、その他にも（i）リガンド結合ポケット以外のERα部位との相互作用、（ii）エストロゲンシグナル伝達に関連する他の受容体であるERβおよびGタンパク質共役エストロゲン受容体、その他...
	10. 本PBTGでは物質とヒトERαとの結合能に対処し、ERαがアゴニストかアンタゴニストかの識別はしない。また、本試験法では、遺伝子転写や、生理学的変化といったさらなる下流の事象のいずれも取り扱わない。バリデーション中に単一物質のみ使用したことを考慮し、混合物を試験に適用可能とする扱いにもしていない。しかし理論上は、本試験法は多成分物質および混合物の試験に適用可能である。規制上の目的を意図して混合物のデータを得る場合、本試験ガイドラインを用いる前に、その目的に十分な結果が得られるのか否か、また...
	11. 無細胞受容体系には内因性の代謝能がなく、また、代謝酵素系との併用に関するバリデーションは行われなかった。それでも、試験デザインへの代謝活性の組み入れは可能であると考えられるが、それにはさらなるバリデーションへの取り組みが必要であると考えられる。
	12. アッセイ緩衝液のpHを変化させうる界面活性物質や化学物質など、特定のタンパク質（すなわち、受容体タンパク質）を変性させうる化学物質では、試験を行わないか、こうした相互作用を起こさない濃度でのみ試験を行うことができる。これに該当しなくても、本試験法において被験化学物質が試験可能な濃度範囲は、アッセイ緩衝液中での当該被験化学物質の溶解度により制限を受ける。
	a 分類が予測される分類と一致しなかった。試験実施施設の3/5で「不確定」または「非結合物質」と分類された4-n-ヘプチルフェノールは、平均により「不確定」と分類された。より厳密な調査により、この分類は、完全な結合曲線の提示を妨げる化学的溶解度の限界に起因することが明らかにされた。
	b バリデーション試験の間に、ベンズ(a)アントラセンは、本物質について報告されたin vitroエストロゲン活性（16）が主にその代謝活性に依存することを立証した公表文献（17）（18）に基づき、非結合物質（すなわち、陰性）に再分類された。酵素による本物質の代謝活性は、今回の施設間バリデーション試験で用いられた無細胞系のhrER結合試験では予測されないと考えられる。したがって、FWおよびCERIの試験での実験条件下で本物質を用いた場合、正しい分類は「非結合物質」となる。
	試験法の必須構成要素


	13. 本PBTGは、ER受容体と、本受容体に対し適切な強度のリガンド―本試験法のマーカー／トレーサーとして使用でき、また、被験化学物質の濃度上昇に伴い解離する―とを用いた方法に適用する。結合試験は、1）飽和結合と2）競合結合の2つの主要な構成要素からなる。飽和結合試験は受容体標品の特異性および活性の確認に用い、競合結合実験は被験化学物質のhrER結合能の評価に用いる。
	対照物質

	14. 提案する同時基準エストロゲンおよび同時対照の根拠を記述すること。適切な場合、同時対照（溶剤（溶媒）対照、陽性対照（ER結合物質；高親和性、低親和性）、陰性対照（非結合物質））は試験法が試験条件下で有効であることを示すのに役立ち、実験間比較の根拠となる。同時対照は通常、所定の実験の許容基準の一部である（1）。各ランの間1プレートにおいて、基準エストロゲンおよび対照物質（すなわち、弱結合物質、および非結合物質）の完全な濃度曲線を用いること。その他すべてのプレートには、1）高濃度（放射標識リガン...
	標準品質管理手順

	15. 標準品質管理手順を各試験の記述どおり実施することで、活性化した受容体、正しい化学物質濃度、信頼限界が複数のレプリケートを通じ安定した状態であり、また、予測されるER結合反応を試験期間中示せるよう確保すること。
	試験実施施設の習熟度の立証

	16. 本PBTGの下で、未知の化学物質をいずれの試験法により試験する場合も、それに先立ち、各試験実施施設はER標品の特異性および活性を確認する飽和試験、ならびに基準エストロゲンおよび対照物質（弱結合物質および非結合物質）による競合結合試験を実施することで、当該試験法使用の際の習熟度を立証すること。試験実施施設は、異なる日に3～5回独立して実施した実験から得られた基準エストロゲンおよび対照物質の結果について、履歴データベースを確立すること。これらの実験は、当該試験実施施設の基準エストロゲンおよび歴...
	被験化学物質の溶解度試験および濃度範囲設定

	17. 予備的試験を実施し、各被験化学物質の溶解度限界を判定すると共に、試験実施時に用いる適切な濃度範囲を特定すること。各被験化学物質の溶解度は最初に溶剤で決定し、さらに試験条件下で確認する。本試験で試験を行う最終濃度は、1 mMを超えないこと。範囲設定試験は、溶剤対照と共に最大許容濃度（例：溶解度限界に基づき1 mM以下）から開始する8種類の対数段階希釈、濁りまたは沈殿の存在の確認からなる。濃度-反応曲線の特性をより明らかにするため、2回目および3回目の実験では、必要に応じて濃度を調整すること。
	テストランの許容基準

	18. テストランの合否は、各実験に用いた基準エストロゲンおよび対照について得られた結果の評価に基づく。まず、プレート1について、各実験から得られた基準対照の完全な濃度曲線が、CERIおよびFWの各試験プロトコール（補遺2、補遺3）に基づいた曲線適合パラメータ（例：IC50、ヒル勾配など）を伴う測定成績、および本試験を実施する試験実施施設から得られた歴史的対照データと一致していること。すべての対照（基準エストロゲン、弱結合物質、非結合物質）が、実験ごとに正しく分類されること。次に、その後のプレート...
	● 試験濃度は、被験化学物質の溶解度の範囲内であること。
	データの分析

	19. 飽和結合および競合結合のデータに関し定義されるデータの分析手順は、受容体-リガンド相互作用を特徴づける主要な原則に従うこと。通常、飽和結合のデータは、全結合および非特異的結合からなる非線形回帰モデルを用いて解析される。BmaxおよびKdを求める場合、リガンド枯渇の補正（例：Swillens, 1995（19））が必要となりうる。競合結合試験のデータは通例に従って、値を変換される（例：特異的結合率（%）および被験化学物質の濃度（log M）など）。適切な非線形曲線フィットソフトウェアを用いて...
	20. 許容基準（段落20）を満たせば、本試験系の適切な処理を意味するが、どの試験でも正確なデータが得られるということを保証するものではない。初回試験の正しい結果をレプリケートにより示すことが、正確なデータ作成の最も優れた指標である。
	一般的なデータ解釈の基準

	21. 現時点では、ER結合データの解釈について広く合意された方法はない。しかし、hrERを介した活性の定性的評価（例：結合物質／非結合物質）および／または定量的評価（例：log IC50、相対結合親和性（RBA）など）は、いずれも経験的データおよび妥当な科学的判断に基づいていること。
	試験報告書

	22. 試験報告書には、以下の情報を含めること。
	試験法：
	− 使用した試験法
	− 入手可能である場合、供給元、ロット番号、使用期限
	− 既知の場合、被験化学物質それ自体の安定性
	− 既知の場合、溶剤中での被験化学物質の溶解度および安定性
	− 必要に応じて、被験化学物質が添加された培地のpH、浸透圧および沈殿物の測定値。
	− 外観、水溶性および、さらに関連する物理化学的特性
	− IUPAC名またはCAS名称、CAS番号、SMILESまたはInChIコード、構造式、純度、必要に応じ、また実質的に実行可能な場合には不純物の化学的同定などの化学物質識別情報
	− 構成成分の化学物質識別情報（上記参照）、定量的組成および関連する物理化学的特性等による可能な限りの特徴づけ。
	− 特性（性質、供給元、ロット番号）
	− 溶剤／溶媒選択の根拠
	− 既知の場合、溶剤／溶媒中での被験化学物質の溶解度および安定性
	− 受容体の供給源（供給者、カタログ番号、ロット番号、受容体種、供給者より提供された活性受容体濃度、供給者の証明書）
	− 受容体の特性（飽和結合試験の結果を含む）：Kd、Bmax
	− 受容体の保存
	− 放射標識リガンド
	− 供給者、カタログ番号、ロット番号、特異的活性
	− 試験条件下での溶解度の限界
	− 結合緩衝液の組成
	− 受容体濃度
	− トレーサー（すなわち、放射標識リガンド）の濃度
	− 被験化学物質の濃度
	− 最終試験での溶媒の割合（%）
	− インキュベーションの温度および時間
	− 結合／非結合分離の方法
	− 陽性対照、陰性対照、参照物質
	− 試験結果を陽性、陰性、または不確定と判定する基準
	− 同時陽性対照／参照物質に関するIC50およびヒル勾配の実測値
	− 生データおよび結合／非結合データ
	− 必要に応じて、変性の確認チェック
	− 存在する場合、最低有効濃度（LEC）
	− 必要に応じて、RBAおよび／またはIC50値
	− 可能な場合、濃度反応関係
	− もしあれば、統計解析結果と、併せて誤差および信頼度の尺度（例：SEM、SD、CV、または95% CI）およびその値の取得方法の記述
	− 10%ルールの適用
	補遺1： 定義と略語
	補遺2： 完全長組み換えERαを用いたFreyberger-Wilsonのin vitroエストロゲン受容体（ERα）飽和／競合結合試験
	最初に考慮すべき事項および限界（1ページの「概要」も参照）

	1. 本in vitroエストロゲン受容体（ERα）飽和／競合結合試験法では、バキュロウイルス感染昆虫細胞から作製および単離された完全長ヒト受容体であるERα（hrERα）を用いる。FreybergerおよびWilsonにより作成されたプロトコールについて国際多施設共同バリデーション試験（2）が行われ、本試験法の意図する目的に対する妥当性および信頼性が立証された。
	2. 本試験法は、完全長hrERαに結合可能な物質を特定するためのスクリーニング手順である。本試験法は、hrERαへの結合に関し、被験化学物質と17β-エストラジオールとの競合能を測定するのに用いられる。定量試験の結果には、IC50（hrERαから[3H]-17β-エストラジオールの50%を解離させるのに必要な被験化学物質の濃度）、および、hrERαに関する被験化学物質の17β-エストラジオールに対する相対結合親和性が含まれる。化学物質のスクリーニングを目的とした許容可能な定性試験の結果には、結合...
	3. 本試験法では、試験実施施設での放射性物質の認可を要する放射標識リガンドを使用する。放射性同位元素および危険有害化学物質に関するすべての手順は、国の法律に定められた規制および手順に従うこと。
	4. 規制上の目的で本試験法を使用する際には、事前に「概要」および「hrER結合試験法の構成要素」（1～14ページ）を閲読すること。本試験ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺1に記載する。
	5. hrERα結合試験は、被験化学物質（すなわち競合物質）の濃度を上昇させながら、放射標識リガンド（[3H]-17β-エストラジオール）とERとの結合能を測定する。ERに高親和性の被験化学物質は、ERに低親和性の被験化学物質に比べ、より低濃度で放射標識リガンドと競合する。
	6. 本試験法は、2つの主要な構成要素からなる。1つは、受容体-リガンド相互作用のパラメータの特性を明らかにする飽和結合実験と、続くもう1つは、ERへの結合について被験化学物質と放射標識リガンドとの競合特性を明らかにする競合結合実験である。
	7. 飽和結合実験の目的は、競合結合実験での準備として、結合親和性および結合数について、特定のバッチの受容体を特徴づけることである。飽和結合実験では、平衡状態下で、一定濃度のエストロゲン受容体の天然リガンドに対する親和性（解離定数Kdで表される）および活性受容体部位の濃度（Bmax）を測定する。
	8. 競合結合実験は、ERへの結合について[3H]-17β-エストラジオールと競合する物質の親和性を測定する。親和性は、平衡状態で、[3H]-17β-エストラジオールの特異的結合を50%阻害する被験化学物質の濃度（「50%阻害濃度」またはIC50と称する）により定量化する。親和性は、相対結合親和性（RBA、同一のランで別々に測定されるエストラジオールのIC50に対する相対値）を用いて評価することもできる。競合結合実験では、一定濃度において、広範な濃度（8桁の範囲）の被験化学物質存在下で、[3H]-...
	hrERαタンパク質が許容可能な性能であることの照明

	9. 飽和／競合結合試験を定常的に実施する前に、hrERαの新たなバッチごとに、使用する試験実施施設において正しく機能していることを示すこと。性能の立証には、2段階のプロセスを用いること。そのプロセスは次のとおりである。
	b 許容基準の指針として、95%信頼区間を提示する。
	c バリデーション試験中、サブタスク4ではノルエチンドロンの試験は任意であった（参考文献2、サブタスク4を参照）。したがって、2つの試験実施施設で実施された対照でのランに関する曲線フィットパラメータ推定値（ヒルの式のパラメータ4つ）を用いて、平均 ± SD（n）を算出した。
	IC50の範囲は、各試験実施施設内で使用する受容体標品のKdおよび放射標識リガンドの濃度に左右される。本試験法の実施に用いた条件に基づいて、IC50の範囲を適切に調整することは許容される。
	試験実施施設の習熟度の立証


	10. 本試験ガイドラインの「hrER結合試験法の構成要素」の段落17、18および表2を参照のこと。各試験（飽和／競合結合）は、異なる日の独立した3回のラン（すなわち、受容体、化学物質、試薬の新たな希釈液を用いる）からなり、各ランは3つのレプリケートを含むこと。
	受容体（hrERα）濃度の測定

	11. 活性受容体の濃度は、バッチおよび保存条件によりわずかに異なる。そのため、供給者から受領した活性受容体の濃度を測定すること。これにより、ランの時点で適切な濃度の活性受容体が得られる。
	12. 競合結合相当条件（すなわち、1 nM [3H]-エストラジオール）の下、名目上の濃度0.25、0.5、0.75、1 nMの受容体を1 µMの非標識エストラジオール非存在下（全結合量）および存在下（非特異的結合量）でインキュベートすること。特異的結合量―全結合量と非特異的結合量の差として算出―を、受容体の名目上の濃度に対してプロットする。添加した放射標識リガンドの20%に相当する特異的結合量の値を示す受容体濃度は、対応する受容体の名目上の濃度と関連しており、この受容体濃度を飽和／競合結合実験...
	13. 20%の基準を繰り返し満たせない場合、実験の設定に誤りの可能性がないか確認すること。20%の基準を達成できなかった場合、組み換え受容体バッチには活性受容体がほとんどないことを示している可能性があり、次に別の受容体バッチの使用を検討すること。
	14. 8段階の濃度上昇条件下で、[3H]-17β-エストラジオールを次の3つの条件で3つずつ評価すること（表2を参照）：
	15. [3H]-17β-エストラジオール希釈液は、12 nMの[3H]-17β-エストラジオールストック溶液にアッセイ緩衝液を加えることで、まず濃度範囲0.12～12 nMを得るよう調製すること。これらの溶液40 µLを96ウェルマイクロタイタープレートの各試験ウェルに添加することで（最終容量160 µL）、最終的な試験濃度範囲である0.03～3.0 nMを得る。アッセイ緩衝液、[3H]-17β-エストラジオールストック溶液、および希釈液の調製、ならびに濃度の測定に関する詳細は、FWのプロトコー...
	16. 17β-エストラジオールのエタノール希釈液は、アッセイ緩衝液の添加により、濃度範囲0.06～6 µMの8段階の濃度が得られるよう調製する。これらの溶液80 µLを96ウェルマイクロタイタープレートの各試験ウェルに添加することで（最終容量160 µL）、最終的な試験濃度範囲である0.03～3 µMを得る。個々の非特異的結合試験用ウェルにおける非標識17β-エストラジオールの最終濃度は、標識[3H]-17β-エストラジオールの濃度の1000倍とすること。非標識17β-エストラジオール希釈液の調...
	17. 20 ± 5%の特異的結合を示す受容体の名目上の濃度を用いること（段落12～13を参照）。hrERα溶液は、使用直前に調製すること。
	18. 96ウェルマイクロタイタープレート上では表2に示すとおり調製し、濃度ごとに3つのレプリケートで行うこと。[3H]-17β-エストラジオール、非標識17β-エストラジオール、緩衝液、および受容体について、プレートでの濃度および容量の割り付け例を付録2に示す。
	表2：飽和結合試験でのマイクロタイタープレートのレイアウト

	19. 試験用マイクロタイタープレートは2～8 Cで16～20時間インキュベートし、インキュベーション時間中はローテーターに静置すること。
	20. 各ウェルに冷却したデキストラン被覆活性炭（DCC）懸濁液80 µLを添加し、マイクロタイタープレートを10分間振とう後、約2500 RPMで10分間遠心することで、hrERαに結合した[3H]-17β-エストラジオールを遊離[3H]-17β-エストラジオールから分離すること。本プロセス中に結合した[3H]-17β-エストラジオールがhrERαから解離するのを最小限にするには、緩衝液および試験ウェルを2～8 Cに保ち、各手順を速やかに実施することが極めて重要である。プレートを効率的かつ迅速に...
	21. 次に、DCCとの接触によるウェルの汚染を回避するため、細心の注意を払い、hrERαに結合した[3H]-17β-エストラジオール含有上清50 µLを収集し、2番目のマイクロタイタープレートに静置すること。
	22. 次に、核放出の運動エネルギーを光エネルギーに変換できるシンチレーション液200 µLを各ウェル（A1～B12およびD1～E12）に添加する。ウェルG1～H12（全dpmと認識）は[3H]-17β-エストラジオール（40 µL）の段階希釈液を示し、この段階希釈液は、表3に示すとおり測定プレートのウェル内のシンチレーション液に直接加えること。すなわち、これらのウェルは、シンチレーション液200 µLおよび[3H]-17β-エストラジオールの適切な希釈液のみ含有する。これらの測定結果により、全結...
	表3：飽和結合試験でのマイクロタイタープレートのレイアウト：放射能測定

	23. 測定は2時間以上経過後に開始し、計数時間は1ウェル当たり40分とすること。クエンチ補正を用いてdpm/ウェルを測定するには、マイクロタイタープレート用シンチレーションカウンターを使用すること。マイクロタイタープレート用シンチレーションカウンターを入手できない場合、代替として、従来のカウンターで試料を測定できる。これらの条件下では、計数時間の短縮が考慮されうる。
	24. 競合結合試験では、異なる濃度の被験化学物質の存在下で、単一濃度の[3H]-17β-エストラジオールの結合を測定する。1回のランの範囲内で、各濃度3つの同時レプリケートを用いること。さらに、被験化学物質ごとに時期を変えて3回のランを実施すること。本試験は、1つまたは複数の96ウェルマイクロタイタープレートにおいて設定すること。
	25. 本試験を実施する場合、各実験に同時の溶剤および対照（すなわち、基準エストロゲン、弱結合物質、および非結合物質）を含めること。各ランの間1プレートにおいて、基準エストロゲンおよび対照物質（すなわち、弱結合物質、および非結合物質）の完全な濃度曲線を用いること。その他すべてのプレートには、（i）高濃度（最大解離濃度）および中濃度（IC50程度）のE2および弱結合物質それぞれを3つずつ、（ii）溶剤対照および非特異的結合をそれぞれ少なくとも3つずつ含めること。アッセイ緩衝液、対照、[3H]-17β...
	26. 溶剤対照は、溶剤が試験系と相互作用せず、全結合（TB）も測定することを意味する。望ましい溶剤はエタノールである。最大濃度の被験化学物質がエタノールに溶解しない場合、代替として、DMSOを使用できる。エタノールまたはDMSOを用いる場合、最終的な試験ウェルの濃度は1.5%とし、2%超にはしない。
	27. 緩衝液対照（BC）には、溶剤も被験化学物質を除く、本試験のすべての成分を含めること。緩衝液対照の結果を溶剤対照と比較し、使用する溶剤が本試験系に影響を及ぼさないことを検証する。
	28. 17β-エストラジオール（CAS番号50-28-2）は内因性リガンドであり、ERサブタイプαに高い親和性で結合する。hrERα競合結合試験ごとに非標識17β-エストラジオールを用いた検量線を作成し、同一試験実施施設内で本試験を経時的に実施する場合に、ばらつきを評価可能にすること。非標識17β-エストラジオールのエタノール溶液を8種類調製し、試験ウェル内の濃度範囲を100 nM～10 pM（-7[logM]～-11[logM]）、間隔を-7[logM]、-8[logM]、-8.5[logM]...
	29. 弱結合物質（ノルエチノドレル（CAS番号68-23-5）またはノルエチンドロン（CAS番号68-22-4））を対象にすることで、各実験の感度を立証し、本試験を経時的に実施する場合に、ばらつきを評価可能にすること。弱結合物質のエタノール溶液を8種類調製し、試験ウェル内の濃度範囲を3 nM～30 μM（-8.5[logM]～-4.5[logM]）、間隔を-4.5[logM]、-5[logM]、-5.5[logM]、-6[logM]、-6.5[logM]、-7[logM]、-7.5[logM]、...
	30. オクチルトリエトキシシラン（OTES、CAS番号2943-75-1）を、陰性対照（非結合物質）として用いること。陰性対照は、被験化学物質がhrERαに結合しない場合、そのことをランとしての本試験が検出することを保証する。非結合物質のエタノール溶液を8種類調製し、試験ウェル内の濃度は対数増分で0.1 nM～1000 µM（対数増分では-10[logM]～-3[logM]）の範囲とすること。フタル酸ジ-n-ブチル（DBP）を、代替の対照非結合物質として使用できる。DBPの最大溶解度は、-4[l...
	hrERα濃度
	31. 1 nMの放射標識リガンドが20 ± 5%の特異的結合を示す受容体量を用いること（補遺2段落12～13を参照）。hrERα溶液は、使用直前に調製すること。
	32. 試験ウェル内の[3H]-17β-エストラジオールの濃度は、1.0 nMとすること。
	33. まず、溶解度試験を実施し、各被験化学物質の溶解度限界を判定すると共に、試験プロトコール実施時に用いる適切な濃度範囲を特定する必要がある。各被験化学物質の溶解度限界は最初に溶剤中で測定し、さらに試験条件下で確認する。本試験で試験を行う最終濃度は、1 mMを超えないこと。範囲設定試験は、溶剤対照と共に最大許容濃度（例：溶解度限界に基づき1 mM以下）から開始する8種類の対数段階希釈、濁りまたは沈殿の存在の確認からなる（段落35も参照）。被験化学物質は、先の範囲設定試験による定義どおり、8種類の...
	34. 被験化学物質の希釈液は、適切な溶剤を用いて調製すること（補遺2段落26を参照）。被験化学物質の最大濃度ではエタノール、DMSOのいずれにも溶解せず、かつ溶剤をさらに追加することにより最終的なチューブ内の溶剤濃度が許容限界を超えると考えられる場合、最大濃度を次に低い濃度に下げることができる。この場合、一連の濃度の下限において、追加の濃度を加えることができる。一連の濃度の中で、その他の濃度は変えないこと。
	35. 被験化学物質溶液を試験ウェルに添加する場合、被験化学物質が試験ウェルへの添加時に沈殿する可能性があるため、厳密に監視すること。沈殿を含むすべてのウェルのデータを曲線適合から除外し、データの除外理由を記述すること。
	36. 事前に既存の情報として、他の資料から被験化学物質のlog (IC50)が得られている場合、希釈液を幾何級数的な間隔（すなわち、予測されるlog (IC50)前後で0.5対数単位）にすることが適切であると考えられる。最終的な結果では、結合曲線の特性が十分に明らかにできるよう、「頂点」および「底点」など、log (IC50)の両側で十分な濃度幅を反映させること。
	37. ラベル表示したマイクロタイタープレートを準備し、溶剤対照、非特異的結合（NSB）の指標としても機能する最大濃度の基準エストロゲン、および緩衝液対照についてコード化して6つずつインキュベーション結果を検討し、また、8濃度の非結合対照（オクチルトリエトキシシラン）、最大濃度より低い7濃度の基準エストロゲン、8濃度の用量からなる弱結合物質、および8濃度の各被験化学物質（TC）についてそれぞれコード化して3つずつインキュベーション結果を検討すること。基準エストロゲンおよび対照に関する完全な濃度曲線...
	表5：競合結合試験でのマイクロタイタープレートのレイアウト：被験化学物質およびプレート対照の完全な濃度曲線用

	38. 表6に示すとおり、溶剤対照、緩衝液対照、基準エストロゲン、弱結合物質、非結合物質、およびアッセイ緩衝液で調製した被験化学物質80 µLをウェルに添加すること。次に、4 nMの[3H]-17β-エストラジオール溶液40 µLを各ウェルに添加すること。2～8 Cで10～15分穏やかに回転させた後、hrERα溶液40 µLを添加すること。試験用マイクロタイタープレートは2～8 Cで16～20時間インキュベートし、インキュベーション時間中はローテーターに静置すること。
	表6：hrER競合結合試験での試験成分の容量：マイクロタイタープレート用

	39. 次に、飽和結合試験の段落20～23記載のとおり、各ウェルに冷却したDCC懸濁液80 µLを添加することで、hrERαに結合した[3H]-17β-エストラジオールを遊離[3H]-17β-エストラジオールから分離後、hrERαに結合した[3H]-17β-エストラジオールの定量を行うこと。
	40. ウェルH1～6（表4で「ブランク（放射活性量用）」と認識）は、標識した[3H]-エストラジオール40 µLのdpmを表す。ウェルH1～6のシンチレーション液に、40 µLずつ直接添加すること。
	41. [3H]-17β-エストラジオールの濃度上昇に伴い、特異的結合曲線がプラトーに達し、リガンドによるhrERαの飽和を示すこと。
	42. 1 nMの[3H]-17β-エストラジオールの特異的結合量は、ラン全体で添加された総放射能測定結果の平均値の15～25%の許容範囲内であること。この範囲からのわずかな偶発的逸脱は許容されるが、複数のランが一貫してこの範囲外であり、あるいは、特定のランが著しくこの範囲を外れる場合、タンパク質濃度を調整し飽和結合試験を再度実施すること。
	43. これらのデータから、線形Scatchardプロットが得られることになる。
	44. 非特異的結合量は過剰でないこと。非特異的結合の値は通常、全結合の35%未満であること。ただし、試験した放射標識17β-エストラジオールの最低濃度で極めて低いdpmを測定した場合、非特異的結合量の割合が時にこの範囲を超える可能性がある。
	45. 非標識17β-エストラジオールの濃度上昇に伴い、一部位競合結合の様式に従って、[3H]-17β-エストラジオールが受容体から解離する。
	46. 基準エストロゲン（すなわち、17β-エストラジオール）のIC50は、[3H]-17β-エストラジオールのモル濃度＋飽和結合試験から求めたKdの値とほぼ同等になるはずである。
	47. 各ウェルに添加された総放射能測定濃度の平均値がラン全体で1 nMであった場合、全特異的結合は、一貫して20 ± 5%の許容範囲内であること。この範囲からのわずかな偶発的逸脱は許容されるが、複数のランが一貫してこの範囲外であり、あるいは、特定のランが著しくこの範囲を外れる場合、タンパク質濃度を調整すること。
	48. 溶剤により、本試験の感度も再現性も変化しないこと。溶剤対照（TB用ウェル）の結果を緩衝液対照と比較し、使用する溶剤が本試験系に影響を及ぼさないことを検証する。溶剤が本試験に影響を及ぼさない場合、TBおよび緩衝液対照の結果は同程度になるはずである。
	49. 非結合物質では、最大10-3 M（OTES）または10-4 M（DBP）まで試験を行った場合、[3H]-17β-エストラジオールのhrERαからの解離は25%を超えないこと。
	50. 基準エストロゲンおよび2種類の弱結合物質（例：ノルエチノドレル、ノルエチンドロン）を対象に、FWのhrER結合試験（参考文献2補遺N）のバリデーション試験データを用いて性能基準が作成された。バリデーション試験に参加した試験実施施設間で実施されたすべての対照でのランについて、平均（n）+/- SDの95%信頼区間が提示されている。95%信頼区間は、基準エストロゲンおよび弱結合物質の曲線フィットパラメータ（すなわち、頂点、底点、ヒル勾配、log (IC50)）、ならびに、弱結合物質の基準エスト...
	51. 被験化学物質となりうる既存の物質は多岐にわたり、また、潜在的な親和性および結果（例：完全な曲線、部分的な曲線、曲線適合なし）にばらつきがあることから、被験化学物質のフィットパラメータに関する性能基準は作成しなかった。ただし、各ランの被験化学物質の結果を検討する場合、専門家の判断を適用すること。競合結合曲線の頂点を明確に定義する（例：90～100%の結合）ため、十分な濃度範囲の被験化学物質を用いること。被験化学物質の各濃度でのレプリケートおよび同時でない3回のラン間におけるばらつきは、合理的...
	52. 全結合および非特異的結合の両方を測定する。これらの値から、平衡条件下で濃度上昇に伴う[3H]-17β-エストラジオールの特異的結合量を、全結合量から非特異的結合量を減じることにより算出する。[3H]-17β-エストラジオール濃度に対する特異的結合量を示したグラフでは、[3H]-17β-エストラジオールによるhrERαの飽和を示す最大特異的結合量でプラトーに達すること。さらに、データ分析により、単一の高親和性結合部位への[3H]-17β-エストラジオールの結合について立証すること。非特異的結...
	53. データ分析では、別の方法の使用が正当化される場合を除き、非特異的結合が線形であるとの仮定を用い、全結合データのみからBmaxおよびKdを求めること。また、正当化されない限り、最良適合を判定する場合、ロバスト回帰を用いること。ロバスト回帰に向け選択した方法を記載すること。飽和結合データからBmaxおよびKdを求める場合、リガンド枯渇の補正（例：Swillens 1995の方法を使用）を常に用いること。
	54. 競合結合曲線は、競合物質の濃度（log 10単位）に対する[3H]-17β-エストラジオールの特異的結合量としてプロットされる。[3H]-17β-エストラジオールの最大の特異的結合を50%阻害する被験化学物質の濃度が、IC50値である。
	55. 非線形曲線用の適切な曲線フィットソフトウェア（例：BioSoft；McPherson, 1985；Motulsky, 1995）を用いて、4つのパラメータをヒルの式にあてはめ、陽性対照（例：基準エストロゲンおよび弱結合物質）のlog (IC50)推定値を求めること。これらの曲線をあてはめる場合、頂点、底点、勾配、およびlog (IC50)には通常制約をつけないこと。正当化されない限り、最良適合を判定する場合、ロバスト回帰を用いること。リガンド枯渇の補正は用いないこと。初回の分析に続き、各結...
	56. データが適切に分析され、かつ各競合結合曲線が正しく分類されることを保証するため、すべての被験化学物質のデータを段階的アプローチにより分析すること。被験化学物質の各ランでは、まず対照である基準エストロゲンおよび弱結合物質に用いたデータ分析と同一の標準化されたデータ分析を行うことが推奨される（上記段落55を参照）。完了したら、各ランについてデータと作成した競合結合曲線との適合の程度について、曲線フィットパラメータの技術的検討および目視による検討結果から導くこと。本技術的検討の間、[3H]-17...
	57. すべての許容基準を満たすという条件下では、結合曲線が適合可能であり、かつデータ範囲内での反応曲線の最小値が50%未満にあれば、被験化学物質はhrERαの結合物質であると判定する（図1）。
	58. すべての許容基準を満たすという条件下では、以下の場合、被験化学物質はhrERαの非結合物質と判定する：
	59. 上記条件のいずれも満たさない場合（例：適合した反応曲線の最小値が76～51%の間にある）、被験化学物質は不確定と判定する。
	図1. 競合結合曲線を用いた被験化学物質の分類例

	60. 被験化学物質について試験実施施設内で行われた複数のランは、表8に示すとおり、ランごとに数値を割り当て、ラン全体での平均値を求めることで統合する。試験実施施設内ごとに統合したランの結果を、各被験化学物質について予測される分類と比較する。
	61. 本試験ガイドラインの「hrER結合試験法の構成要素」の段落22(p9)を参照。
	補遺3： ヒト組み換えERαリガンド結合ドメインタンパク質を用いた化学物質評価研究機構（CERI）のin vitroエストロゲン受容体結合試験

	1. 本in vitroエストロゲン受容体（ERα）飽和／競合結合試験法では、ヒトERα（hrERα）のリガンド結合ドメイン（LBD）を用いる。本タンパク質構築物は、日本の化学物質評価研究機構（CERI）により作製された。グルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）融合タンパク質として存在し、大腸菌（E. coli）において発現する。CERIのプロトコールについて国際多施設共同バリデーション試験（2）が行われ、本試験法の意図する目的に対する妥当性および信頼性が立証された。
	2. 本試験法は、hrERαに結合可能な物質を特定するためのスクリーニング手順である。本試験法は、hrERαとLBDとの結合に関し、被験化学物質と17β-エストラジオールとの競合能を測定するのに用いられる。定量試験の結果には、IC50（hrERαから[3H]-17β-エストラジオールの半分を解離させるのに必要な被験化学物質の濃度の尺度）、および、hrERαに関する被験化学物質の17β-エストラジオールに対する相対結合親和性が挙げられうる。化学物質のスクリーニングを目的とした許容可能な定性試験の結果...
	3. 本試験法では、試験実施施設での放射性物質の認可を要する放射標識リガンドを使用する。放射性同位元素および危険有害化学物質に関するすべての手順は、国の法律に定められた規制および手順に従うこと。
	4. 規制上の目的で本試験法を使用する際には、事前に「概要」および「hrER結合試験法の構成要素」（1～14ページ）を閲読すること。本試験ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺1に記載する。
	5. hrERα結合試験は、被験化学物質（すなわち競合物質）の濃度を上昇させながら、放射標識リガンド（[3H]-17β-エストラジオール）とERとの結合能を測定する。ERに高親和性の被験化学物質は、ERに低親和性の被験化学物質に比べ、より低濃度で放射標識リガンドと競合する。
	6. 本試験法は、2つの主要な構成要素からなる。1つは、受容体-リガンド相互作用のパラメータの特性を明らかにする飽和結合実験と、続くもう1つは、ERへの結合について被験化学物質と放射標識リガンドとの競合特性を明らかにする競合結合実験である。
	7. 飽和結合実験の目的は、競合結合実験での準備として、結合親和性および結合数について、特定のバッチの受容体を特徴づけることである。飽和結合実験では、平衡状態下で、一定濃度のエストロゲン受容体の天然リガンドに対する親和性（解離定数Kdで表される）および活性受容体部位の濃度（Bmax）を測定する。
	8. 競合結合実験は、ERへの結合について[3H]-17β-エストラジオールと競合する物質の親和性を測定する。親和性は、平衡状態で、[3H]-17β-エストラジオールの特異的結合を50%阻害する被験化学物質の濃度（「50%阻害濃度」またはIC50と称する）により定量化する。親和性は、相対結合親和性（RBA、同一のランで別々に測定されるエストラジオールのIC50に対する相対値）を用いて評価することもできる。競合結合実験では、一定濃度において、広範な濃度（8桁の範囲）の被験化学物質存在下で、[3H]-...
	9. 飽和／競合結合試験を定常的に実施する前に、新たなhrERαのバッチごとに、使用する試験実施施設において正しく機能していることを示すこと。性能の立証には、2段階のプロセスを用いること。その段階は次のとおりである。
	表1.基準エストロゲンおよび弱結合物質用に作成された性能基準：CERIのhrER結合試験
	a バリデーション試験中、4つの試験実施施設で実施された対照でのランに関する曲線フィットパラメータ推定値（ヒルの式のパラメータ4つ）を用いて、平均 ± 標準偏差（SD）およびサンプルサイズ（n）を算出した（参考文献2補遺Nを参照）。
	b 許容基準の指針として、95%信頼区間を提示する。
	c バリデーション試験中、サブタスク4ではノルエチンドロンの試験は任意であった（参考文献2、サブタスク4を参照）。したがって、2つの試験実施施設で実施された対照でのランに関する曲線適合パラメータ推定値（ヒルの式のパラメータ４つ）を用いて、平均 ± SD（n）を算出した。

	10. 本試験ガイドラインの「hrER結合試験法の構成要素」の段落17、18および表2を参照のこと。各試験（飽和／競合結合）は、異なる日の独立した3回のラン（すなわち、受容体、化学物質、試薬の新たな希釈液を用いる）からなり、各ランは3つのレプリケートを含むこと。
	11. 活性受容体の濃度は、バッチおよび保存条件によりわずかに異なる。そのため、供給者から受領した活性受容体の濃度を測定すること。これにより、ランの時点で適切な濃度の活性受容体が得られる。
	12. 競合結合相当条件（すなわち、0.5 nM [3H]-エストラジオール）の下、名目上の濃度0.1、0.2、0.4、0.6 nMの受容体を1 µMの非標識エストラジオール非存在下（全結合量）および存在下（非特異的結合量）でインキュベートすること。特異的結合量―全結合量と非特異的結合量の差として算出―を、受容体の名目上の濃度に対してプロットする。添加した放射標識リガンドの40%に相当する特異的結合量を示す受容体濃度は、対応する受容体濃度と関連しており、この受容体濃度を飽和／競合結合実験に用いるこ...
	13. 40%の基準を再度満たせない場合、実験の設定に誤りの可能性がないか確認すること。40%の基準を達成できなかった場合、一群の組み換え受容体には活性受容体がほとんどないことを示している可能性があり、次に別の受容体バッチの使用を検討すること。
	14. 8段階の濃度上昇条件下で、[3H]-17β-エストラジオールを次の3つの条件で3つずつ評価すること（表2を参照）：
	15. これらの溶液10 µLを96ウェルマイクロタイタープレートの各試験ウェルに添加することで、最終的な試験濃度範囲である0.0313～4.0 nMを得る（表2および表3を参照）。アッセイ緩衝液の調製、特異的活性に基づく元の[3H]-17β-エストラジオールストック溶液の算出、希釈液の調製、および濃度の測定に関する詳細は、CERIのプロトコール（2）に記述されている。
	16. 非標識17β-エストラジオール希釈液は、1 nM 17β-エストラジオールストック溶液へのアッセイ緩衝液の添加により、濃度範囲0.625～80 µMの8段階の濃度が得られるよう調製する。これらの溶液10 µLを、非特異的結合測定専用の96ウェルマイクロタイタープレートの各試験ウェルに添加することで、最終的な試験濃度範囲である0.0625～8 µMを得る（表2および表3を参照）。非標識17β-エストラジオール希釈液の調製に関する詳細は、CERIのプロトコール（2）に記述されている。
	17. 40 ± 10%の特異的結合を示す受容体濃度を用いること（段落12～13を参照）。hrERα溶液は氷冷したアッセイ緩衝液を用いて、使用直前―すなわち、全結合、非特異的結合、および放射標識リガンド単独用のウェルすべての準備完了後―に調製すること。
	18. 96ウェルマイクロタイタープレート上では表2に示すとおり調製し、[3H]-17β-エストラジオール濃度ごとに3つのレプリケートで行うこと。[3H]-17β-エストラジオール、非標識17β-エストラジオール、緩衝液、および受容体について、容量の割り付けを表3に示す。
	19. 全結合および非特異的結合測定用の試験用マイクロタイタープレートは、室温（22～28 C）で2時間インキュベートすること。
	20. 2時間インキュベーション後、氷冷した0.4% DCC懸濁液100 µLをウェルに添加することにより、hrERαに結合した[3H]-17β-エストラジオールを遊離[3H]-17β-エストラジオールから分離すること。次に、プレートを10分間氷上に静置し、マイクロタイタープレート用フィルターへの移動により反応混合物およびDCC懸濁液を濾過してDCCを除去すること。その後、濾液100 µLをLSC用バイアル内のシンチレーション液に添加し、液体シンチレーション計数によりバイアルごとの壊変毎分（dpm...
	21. マイクロプレート用フィルターを入手できない場合、代替として、遠心分離によりDCCを除去できる。次に、DCCとの接触によるウェルの汚染を回避するため、細心の注意を払い、hrERαに結合した[3H]-17β-エストラジオール含有上清50 µLを収集し、シンチレーション計数に使用すること。
	22. 試験ウェルに添加する[3H]-17β-エストラジオールの壊変毎分（dpm）の測定には、放射標識リガンド単独の条件が用いられる。放射能は、調製直後に定量すること。これらのウェルでは、インキュベーションもDCC懸濁液による処理もせず、その構成成分をシンチレーション液に直接加えること。これらの測定結果により、全結合および非特異的結合について、どれほどの[3H]-17β-エストラジオールがdpm単位で一連の各ウェルに添加されたかが立証される。
	23. 競合結合試験では、異なる濃度の被験化学物質の存在下で、単一濃度の[3H]-17β-エストラジオールの結合を測定する。1回のランの範囲内で、各濃度3つの同時レプリケートを用いること。さらに、被験化学物質ごとに時期を変えて3回のランを実施すること。本試験は、1つまたは複数の96ウェルマイクロタイタープレートにおいて設定すること。
	24. 本試験を実施する場合、各実験に同時の溶剤および対照（すなわち、基準エストロゲン、弱結合物質、および非結合物質）を含めること。各ランの間1プレートにおいて、基準エストロゲンおよび対照物質（すなわち、弱結合物質、および非結合物質）の完全な濃度曲線を用いること。その他すべてのプレートには、（i）高濃度（最大解離すなわち、放射標識リガンドがほぼ完全に解離する濃度）および中濃度（IC50程度）のE2および弱結合物質を3つずつ、（ii）溶剤対照および非特異的結合をそれぞれ3つずつ含めること。アッセイ緩...
	25. 溶剤対照は、溶剤が試験系と相互作用せず、全結合（TB）も測定することを意味する。望ましい溶剤はDMSOである。最大濃度の被験化学物質がDMSOに溶解しない場合、代替として、エタノールを使用できる。最終的な試験ウェルでのDMSO濃度は2.05%とすること。被験化学物質の溶解度が低い場合には、最大2.5%まで上げてもよい。溶剤がさらに高濃度になると本試験に干渉するため、濃度2.5%超のDMSOは用いないこと。DMSOに溶解しないがエタノールには溶解する被験化学物質の場合、最大2%のエタノールで...
	26. 緩衝液対照（BC）には、溶剤も被験化学物質を除く、本試験のすべての成分を含めること。緩衝液対照の結果を溶剤対照と比較し、使用する溶剤が本試験系に影響を及ぼさないことを検証する。
	27. 17β-エストラジオール（CAS番号50-28-2）は内因性リガンドであり、ERサブタイプαに高い親和性で結合する。hrERα競合結合試験ごとに非標識17β-エストラジオールを用いた検量線を作成し、同一試験実施施設内で本試験を経時的に実施する場合に、ばらつきを評価可能にすること。非標識17β-エストラジオール溶液をDMSOおよびアッセイ緩衝液中で8種類調製し、検量線に用いる試験ウェル内の最終濃度の間隔を10-6、10-7、10-8、10-8.5、10-9、10-9.5、10-10、10-1...
	28. 弱結合物質（ノルエチノドレル（CAS番号68-23-5）、または代替であるノルエチンドロン（CAS番号68-22-4））を対象にすることで、各実験の感度を立証し、本試験を経時的に実施する場合に、ばらつきを評価可能にすること。弱結合物質溶液をDMSOおよびアッセイ緩衝液中で8種類調製し、試験ウェル内の最終濃度を10-4.5、10-5.5、10-6、10-6.5、10-7、10-7.5、10-8、10-9 Mにすること。
	29. オクチルトリエトキシシラン（OTES、CAS番号2943-75-1）を、陰性対照（非結合物質）として用いること。陰性対照は、hrERαに結合しない被験化学物質について、その物質をランとしての本試験が検出することを保証する。非結合物質溶液をDMSOおよびアッセイ緩衝液中で8種類調製し、試験ウェル内の最終濃度を10-3、10-4、10-5、10-6、10-7、10-8、10-9、10-10 Mとすること。フタル酸ジ-n-ブチル（DBP、CAS番号84-72-2）を、代替の非結合物質として使用で...
	30. 40 ± 10%の特異的結合を示す受容体量を用いること（補遺3段落12～13を参照）。hrERα溶液は、機能性hrERαを氷冷したアッセイ緩衝液に希釈することにより、使用直前に調製すること。
	31. 試験ウェル内の[3H]-17β-エストラジオールの最終濃度は、0.5 nMとすること。
	32. まず、溶解度試験を実施し、各被験化学物質の溶解度限界を判定すると共に、試験プロトコール実施時に用いる適切な濃度範囲を特定する必要がある。各被験化学物質の溶解度限界を最初に溶剤中で測定後、さらに試験条件下で確認する。本試験で試験を行う最終濃度は、1 mMを超えないこと。範囲設定試験は、溶剤対照と共に最大許容濃度（例：溶解度限界に基づき1 mM以下）から開始する8種類以上の対数段階希釈、濁りまたは沈殿の存在の確認などからなる（補遺3段落35も参照）。試験での濃度範囲が決まったら、先行する範囲設...
	33. 被験化学物質の希釈液は、適切な溶剤を用いて調製すること（補遺3段落25を参照）。被験化学物質の最大濃度ではDMSO、エタノールのいずれにも溶解せず、かつ溶剤をさらに追加することにより最終的なチューブ内の溶剤濃度が許容限界を超えると考えられる場合、最大濃度を次に低い濃度に下げることができる。この場合、一連の濃度の下限において、追加の濃度を加えることができる。一連の濃度の中で、その他の濃度は変えないこと。
	34. 被験化学物質溶液を試験ウェルに添加する場合、被験化学物質が試験ウェルへの添加時に沈殿する可能性があるため、厳密に監視すること。沈殿を含むすべてのウェルのデータを曲線適合から除外し、データの除外理由を記述すること。
	35. 事前に既存の情報として、他の資料から被験化学物質のlog (IC50)が得られている場合、希釈液には、予測されるlog (IC50)前後で、より厳密に幾何級数的な間隔（すなわち、0.5対数単位）を設けることが適切であると考えられる。最終的な結果では、結合曲線の特性が十分に明らかにできるよう、「頂点」および「底点」など、log (IC50)の両側で十分に足る濃度幅を示すこと。
	36. ラベル表示したマイクロタイタープレートを準備し、溶剤対照、非特異的結合（NSB）の指標としても機能する最大濃度の基準エストロゲン（E2）、緩衝液対照、8濃度の非結合対照（オクチルトリエトキシシラン）、最大濃度より低い7濃度の基準エストロゲン（E2）、8濃度の弱結合物質（ノルエチノドレルまたはノルエチンドロン）、および8濃度の各被験化学物質（TC）について、6つずつインキュベーション結果を用いること。基準エストロゲンおよび対照に関する完全な濃度曲線用に、プレートのレイアウトの例をレイアウト略...
	37. 全結合用および（放射活性量用）ブランク用のウェルを除き、表6に示すとおり、各ウェルにアッセイ緩衝液50 µLを加え、溶剤対照、基準エストロゲン（E2）、弱結合物質、非結合物質、および被験化学物質それぞれ10 µLと、5 nMの[3H]-17β-エストラジオール溶液10 µLとを混合すること。次に、氷冷した受容体溶液30 µLを、各プレートに添加して穏やかに混合する。hrERα溶液は、最後に添加する試薬とすること。アッセイマイクロタイタープレートを、室温（22～28 C）で2時間インキュベー...
	38. 次に、飽和結合試験の補遺3段落21～23記載のとおり、各ウェルに氷冷したDCC懸濁液100 μLを添加することで、hrERαに結合した[3H]-17β-エストラジオールを遊離[3H]-17β-エストラジオールから分離後、hrERαに結合した[3H]-17β-エストラジオールの定量を行うこと。
	39. ウェルG10～12およびH10～12（表4で「ブランク（放射活性量用）」と認識）は、標識した[3H]-エストラジオール10 μLのdpmを表す。シンチレーション液に、10 μLずつ直接添加すること。
	40. [3H]-17β-エストラジオールの濃度上昇を用いた場合、特異的結合曲線がプラトーに達し、リガンドによるhrERαの飽和を示すこと。
	41. 0.5 nMの[3H]-17β-エストラジオールの特異的結合は、ラン全体で添加された総放射能測定結果の平均値の30～50%の許容範囲内であること。この範囲からのわずかな偶発的逸脱は許容されるが、複数のランが一貫してこの範囲外であり、あるいは、特定のランが著しくこの範囲を外れる場合、タンパク質濃度を調整し飽和結合試験を再度実施すること。
	42. これらのデータから、線形Scatchardプロットが得られることになる。
	43. 非特異的結合量は過剰でないこと。非特異的結合の値は通常、全結合の35%未満であること。ただし、試験した放射標識17β-エストラジオールの最低濃度で極めて低いdpmを測定した場合、非特異的結合量の割合は時にこの範囲をを超える可能性がある。
	44. 非標識17β-エストラジオールの濃度上昇に伴い、一部位競合結合の様式に従って、[3H]-17β-エストラジオールが受容体から解離する。
	45. 基準エストロゲン（すなわち、17β-エストラジオール）のIC50は、[3H]-17β-エストラジオールのモル濃度＋飽和結合試験から求めたKdの値とほぼ同等になるはずである。
	46. 各ウェルに添加された総放射能測定濃度の平均値がラン全体で0.5 nMであった場合、全特異的結合は、一貫して40 ± 10%の許容範囲内であること。この範囲からのわずかな偶発的逸脱は許容されるが、複数のランが一貫してこの範囲外であり、あるいは、特定のランが著しくこの範囲を外れる場合、タンパク質濃度を調整すること。
	47. 溶剤により、本試験の感度も再現性も変化しないこと。溶剤対照（TB用ウェル）の結果を緩衝液対照と比較し、使用する溶剤が本試験系に影響を及ぼさないことを検証する。溶剤が本試験に影響を及ぼさない場合、TBおよび緩衝液対照の結果は同程度になるはずである。
	48. 非結合物質では、最大10-3 M（OTES）または10-4 M（DBP）まで試験を行った場合、[3H]-17β-エストラジオールのhrERαからの解離は25%を超えないこと。
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