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In vitro X% . BEE L FREZEHEHERRE
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1. ZEE CGERIENE) . REAICEAZBRELEZRICEMPELZEEEMICRE S
EARIGHEEZVEICI O THERESNLIGNERERTEEERT 5. AFRILFEVE~DKER
BICEWT, AEREENE~ORENZUBERLE SV ZORDABRBRICAETERSHE
Shd, RABRETIIAREYNE BELEREICRENERDEFHT HURENH LT
HEFEME) IRV,

2. AHEEBRHAFSA4UTE, HITASHLELEVE~ORMEEBREICEATLE0L LT,
EFOBEICETIRBEDIY RRA Y FERY EITS, Invitro BIEEE FRERASHERAR
(RhE PT) ZAWVT. BEABAOFETHSLUVFFETICETSBHEEE FRE (RhE)
HBANORFERAZOBBRILENEDORSEOAENEZHET S REKBALDFEIC DT
(35 37~38 EE%ZSHR) . AFMOFREMIL, BRABADODFEFETLLE L. BEXE
AFET CHBRILFEVEICRE L-HREFEORMNARDICKYETHET 5, ARBRTHEME
CHERINTEEMEL. KRG, B, TOMONBOXBELRADFBATERARZ. in vivo TH

BHERIAREENH D,

3. ARBHA FSAUIE EFORBEORLEET EHEREDELEMS K VEEZHN
HHZEEICEM LIz, BEEE FRE (RhE) O in vitro EHERICE ST 5, RhE HE&
RTIE, MRREL LTE FEROALLMBEZAVT, RENGHEBBES L UVHMREBEZET
HRRETIVEBEBET S, HBREE. OECD TG 439 in vitro RIEFIHME - BEEE FRERA
B (1) ICEHESATLAIERWLGHEBRILENERES K VAEFRTMAE . OECD TG 432 in
vitro 3T3 NRU #EMHHER (2) [CRBINA TV I EELIN-BHFIBLHAEHEZLDT
H5b, RRBRHA FSAVITHIT2BEREMIE TG 439 ISR -BERBKIVELIEL.
BBSTERFIC RIS BHENFR SN DAL H S ENHIRICRLEVEBE T ILITIEERS
PLET DI+ D LEHREEZHERT S ENTES,

4. —ARMEREDEEMILX. 1999 FEICHE SN E=RVDHABREDERIN)T— 3> 4)
(FXFE 86.7%. %52EE 93.3%) #&L . E4~DOX#EEIA (3) 4) (B) (B) (7)) (B) (9
(10) DHFRFHBEICEDNTITof= (BN, 3 ODRBRERICHSWVTHILT2EHAEL:

10 DIEEHEDEY )
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T—A21£1999 £ (Z COLIPAXEMER R Y 7+ —RIZEKREIN- (1) . RRY T7+—RI(&, 3D
RhE R[EETIVIZHERILEMEDEYMFENFIREEETMT 2DICHERBZRY—ILTH L AHEMED
HhbHEMERLI-, HEMNRERE LTITINRUPT LHALT-BE. aEAEHOERETO T
[CEWTHALALHIEATIEEE S, 3D RhE BEETILEHEE ., ASEMNHOFHAEICKRIDE
EZ oM, REMSHICET SEMRER L. 2003~2006 £1Z ECVAM OXIEEFZ(+1= (12) ,
5. #1-7%2 OECD XFEMHA FS A VDEREEXZIET 5. OECD AFEHEMRI IL—
TIE., TOMOXEE EBIZ, invitro ITHEIT2RMABHEDOATREME P 5 3D RhE KEE
TILDREAIZEAL T, BRINYT—2arvT—20HAEEEERLf-, XBMLE 21 —D5,
EpiDerm™ EEETILCEHM L 1= 60 ZB A SR IEEMED T —IR—ALFoNT-, ENT
— Rty FTIE, UBICAEFERICET 28R ERICE D TRENBELEDODNA TNV 1=
(10) . FEINUT—LaVRBR 4) TELONELDIYEWVEEESLUREERLT,
BYDEFIN)T— a3 VREBRZICE L SOP #A L TER L -thDRERIKX., EXL/NYT—
aVvEHRELTERSNGEN>EZEICBETIVENH D,

6. AABHA FSA OTHERASNDIERIL. #HE1ITEEHSIATLS,

BAICERITRERRE I URR

7. ZLOEREOILEMEIXREHERAZFTRT S L/HESLTLS (13) (14)

(15) (16) » S HDEEMEICIE. KEXEREHE TRIRIILF—2RIRT 25585 H 5,
HERIGIZIE. TREAEFORIRNIBETH D, TDH. HAEBEZEHETT HH1IC. OECD TG
101 UV-VIS IRURRA R T k)L (17) IZHELY, HERIEZEME D UV/AIRABRRIRA R b ILZEBIE
TEIDENH D, EILIRILFZREH (MEC) A 1000 L mol' cm' RiFEDIHE. {tEZWME XX REHE
MNEWEZEZLONBZIENRESNTILNS (18) (19) . TO LS HEEMEIX. in vitro RhE
PT £ EEERZRIT HMOEMEMFRERIC K D2EBMHARZVEL LEVATEEMELH D
(3) (20) , —f&IC. CHORAFTRTOHBRIELEMEICERINLGN., LEYEDOERE
MOEBEMLBEEEICE TR, SYEKRMEHA R4 UNERINBI5E8MH S, RhE
PTHERIX., BIMDREREE L THERT ZEN. HEDHA K542 (BEERICEAT 5 ICH S10
BHE) IZHVL., BRERYEORBMHBREIKE L THERT S L TES, ARBRHA K3
AVIZBENT THEREEME] LiE. ABRAEZMOILTHY .. MES LW FELITEEEEY
DEAERIZX T 5 RhE PT OEAREEMICREET 5 H D TIEAL, WEAFAIEEL. BERIDMHERK
DREWA~®D RhE PT OERATFREME S K U HREIZRET 2BEMIIBENTH D, BEW. HEMN
RA&#LILEYE (FRETHDIE) . HBAWEIEKHBRHA RS A4 VICERBEOEREREANTSH S
NHBAETRHEMEEMEDOHRICHT- > TlX., HROBERIAIHMEMNICEREZF ONESHER
ANBEITRETHD,

8. EHOHEE 3) 4) (B) B) (7)) (B8) (9) (10) IZHLVT invitro RhE PT M{E
MR IURYUMETMLUIz, AHBHA FSA VICREINDFIESLUFRETIVE. £E
HOILEYE L EAEEDEEMEERANT S LS5HREFSNTNS, LAL, XEICIEZBHARE
ML EEMES S VEAYORBHEI N ERFTTIODEEDFIEES L UFRETILLS
b, RRABHA RS A UIE, EEMELEHXOEENLBEANICELHMOEETERAETAT S
FOHICERF I TUOELL (ERIE, HEREE. AT LULT—, AREPAEZTMTIED
TIEELY) , 512, REEBHA RS54 UIE, AEHORBNLEE. HRIEEDEOREY
DER. HAIWIEEYPDOELDILEYEDONEEERFTT HOITHKET SN TULVELY,
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9. RhE fA#IXREM G RBEEIEZ AT S0, KRBFERHIERZRA LT invitroRhE PT X/
TRIBERGL (21) , BRRATE, RBEEFRENGTVGEICATHLEEYAREZESNDC
EETRYAHLEFER LG (22)

10. MTT RILIH Y (BRILEYE) LRLCHEEDONLERINT 2HEBRILEWE. F-EF4E
KEaEFE MTT ZEE (MTT RILIFUIC) EXAERIEEYEIL. £FERTMOBEATH
BRPFLIIHBRLEICEET 5156, MBREEXRDOREICTSTHIEETNALAHY. TMTT &
TMESLUVERFIDHE] OED., HERADEANBEZRAVNIHENDH D (FE59~66 %%
SH) . HHIWNE. MTTRILIY U FBRET 5162 HPLC/UPLC A XEZFRHWNS 2D
TZ5% (565~66 %558 .

11. RhEPTZ#RAWVTEHSINERERDIFEAEITKRIBARY MILO UVA/RIRLERFEE % 7
ALTWL=A, —HDERIL. RhE M#EAFIEEZETTUVBEE (5) (23) (24) ITH&
HBNBTEFHERELTLS, ChiE, ARY FLOD UVB FBIEIZTHED G WLNFE & A EDHBEKEAR
—ZAMDAER (2) LEEBLTHRTHS (25) ,

12.  SREHINAETHLSEE. 1 DOWBRILELFEYVEITONT 1 HORBRERETHITHS, L
AL, EHABOBEANA-BLGVGE, BENSRREDISEEET 2 AEOREZRE L. &Y
D 2 BAOAEMTHREN—HLLZVGS(E 3 BEBEDRAEERFAT 5. REAETI., RHRESH
BVEHRNTHENAGREMEORGOHERZ & YBETIIRZAS-0OI2, BKERILFVEDRE
ZRELTHEL GFHIIBROBRELVFRETILESR) .

13.  HEREFVEOASHORRMEL. ERABAOFAETHE L UEHFET T RhE MBI
BOWTHEBOREZHRT D EICE>THEY 5, HBRIEFMEOEMLGFTAETS=HIZ,
DRECEH 1 DDRENCHBARGHEREERIC/ONDSOHICIE, —RHIC 2 DOEHIC
BElT53~5RENHRTHNTH S, HRARLGHEROEFHGEEZFHMETILELBICTE
ERS

AEBRORE

14. RhE PT IZHE T 5 EHOAEEM X, FFHAEEHEDERAGLADOIIEFET LLHEL
f=. BREKBAEFEET CHRBRILFWEIZIREE L= RhE E#OEGFEEORMBERDIZE-T
FEET %o

15. HBELTZRBOENLE FREETLZEALI-E FHERKEALLHERMASLS 3 R

RhE #8i##Ic. WBRILEVEZRAERAT 5. AETILE, BBIESh-EER. ERELE LV

FEHRE. oW in vivo TEHLNDLDEBULEEELGEEY SR ERKRT SHEMBER

IEERBZETCERBODAEEN 1S, LI=M>T, RhEMEIL in vivo DERKRELIZHEIT51E

FHEORBZERET) VI TH50CEENTHY .. BBRNEOFEREZLELETITIEEY

BEELVEEYORBRBESIUVEBRNY—FEFRTEDENERIESA TS (1)
(26) »

16. ENTHE. BETHAHL-ERREOHRILFEYEZ RhE MBICHEMEARAL. £%
HBICEESES-OITIREMGIBERH (37£1°C, 51 1% CO2, 90 £ 10% RH) T 18~24 BF
© OECD, (2023)
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MRS 5, —MRIC. ANEHEBOREZR-ITVECEEL 1 DORELNGHKREZRBD-OIC.
I~5REEHERT 5, BUENBE L EYAAEES. RAEMAKICHERL. H1TL TH
B35, SNEFHOMEBOEIIEERKIBL 6 Jem? ZEEL (+Ir) | FBY OEHKII=E TH
FRICRTET D (-Ir)  (GEHEIEEE 37T ERER K UFE B REESHE) . BER 18~24 BREDESR
R, £SHEEEER MTT 3- [45-CAFIFTFI—IL 2-41L] 25-CTxZILTF RSV
DLTATA K, F7VIILTIL— (CAS BE 298-93-1) MoHFRKILI S UIEICERMIZE
g5 LICKYBRITE (GEEH) SHMERITANETREE) L. B (+Im) SKUERS (-m)
IMIBEDENEGFERERD S,

17. XFMHOEMRE. SRELEROEGFEOENNGETZ. AFOFRITNEF L
BIDCEIZE>THET 5,

18.  EERETEIE. ZEBET WML =FFINYT— a3 VB 4) (27) 8&LUAXTO b
IVTEME LEBHERICE DTS, BHEARTHE., BROBEMEIUVREZRET S8
MIGEBENTEINT, BEFrShi=T0 Fa)LlE 2017 FIT/FREINTF (10) . KEABRAA K
A VICRESAEFIEZ, BEFEh=70 FaLIZEDIL,

19, AFREF. ABUZMYERSBEROMBREE LTEAT S EMNTE, FHITHBRILS
MEDRBENE SN TLNBEES. HBULEOECD TG 432 (2) LU OECD TG 495 DR
ISt ROS BER (28) IZHBITAIT Y FARA V FOBEEHOMENHLERICANSZEATE
%, RHEREE. OECDTG432 B LW EFIZOECDTG495 (8) (11) (22) (29) &#HA
AhE-BREMERERICLERT S ENTES,

BREDERE

20. HEEZEFTEEMICAVSAENC, HERERIE. R1ICSTT 6 DOEAEHIEYE ZIEHEIC
PETHEIZKY, BITMEREEZRIITSH L, RHEINEEMENAFTELEL, H
BHNIMDELLEHTHEATELRWNMES., R 1 ICEREBLEVDOERCEREENETRIND
DTHNIX, B invivo BE W invitro DSBT—2 N AFREELFIDILEMEZFRALTH
KL (BREEMEDVRXE (3) (4) (B) (B) (7)) (8) (99 (10) MhbFHE) , KHY
DEREMBYEZERT HEEE. TOREMEETRT &,

21. EAEHABO—IRE LT, FAENABRERICENNT RhE ETIILEERAT S LICE
NTUWEWMES. RhE ETIILEEZEDIEEICHK > TRERICHBON) 7THEZERT LI L
EHRET L, HBOBRENREM,  EREBICRASEICHICEETHD, L. REELHE
TEh, FRICET2ERENEILSNERIZ. COXSIBRIEFEEMIZITILEFAEL,
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R1EAEREDHE

REMG L EMEEE
ME4 CASRN In vivo? B3 [% wiv ET=[£% viv]
(BEXM)
FrEEYE
1 so)’Aa<ws  69-09-0 PT 7K 0.003% — 0.01%
v (4)
2 7UorRTtEY 120-12-7 PT EtOH* ZE 1= 0.01% — 0.03%
X7t k> (5)(30)
A 1—Tih
(4:1)
3 RNUHEY RHE 8007-75-8 PT i 5 0.0316% — 3.16%
(4)(8)
EXEHUEYE
4 FTIILEEST 151-21-3 NPT 7K EEnREE (1%) FTHEMLL
NUEZFN 4)
5 HYFIEEAH 118-60-5 NPT S ReaREE (10%) ETEEELGL
FIL (4)
6 473x/%®B%EF 150-13-0 NPT MERE RERREE (10%) ETHEEMAL
Eé% (PABA) EtOH (27) (30)

I ERERERYEE. BAINUT LA B LUEHHBTHERLZMEO—STHY .. UTOEECE DS
'C;%#R@“éo (i) TIREATWEIMBETH D, (i) BLVWAEEEAERRTD2E0 GEAFEDL SRULRIH
MEET) THD, (i) PBRICEEINEZEEEZET S, (v) NUT—2arORTCERSASEE
MEREERRTIVETHD. v) BEHOHRS I UEHORABRERICS WV THERAEELY in vitro DFERE1211
LEMETHSD, (i) invitro TELL FREINI=-HMETHS, (i) BHTHEETOI7M4)L fl . BHAMKE
FRIFEBERRICIHT HFMN) 2737, SHEOREERZHDLLEVVIETHD, (vii) BIRL-VEOHERS
KUTA 3L OEFBAAED S AFHTE f&éo
2pT - etk NPT alza'cﬁﬁ GE : invivo 5481, 3T3NRU PT i£E& (OECD TG 432) M/\Y) F—> 3 VA
LEBELNTEY. BEROE FOT—RIZETNTWS, ChlE, SOOIV FRA Y MZDWTAFA&ER, &
SEEnf=in vivo ;’f?ﬁ“ﬁib‘f:&)‘(“‘a’)éo
SHEAINUT—2avBLRUEBHHBOSEEHRICEDE, BEIMRESIATLS,

AEtOH-T 4/ —JL

S - d<id

CHEMREDEHIFTMMEEENFELZZITE-0. TROFBENLAEY MVHEFERT I EEH#HET S,
EREENILAEY MHIZ. ARS FILOUVA B LU UVB SBEICEBELRIINEED (8) .

FIE

22. LTI, REHHBROLOO RE HBEOBRERS LUFIEERT. ARBHA K
SAUIZEB LT REE A—RORBRICOVTHELELFIEE (SOP) MAFTETHS
(27) . BMITENRE. BRECET S5/ F LR, BEIZET 5185, &0 EpiDerm
TO RO TRE L EEMECET S EREAOEMA SOP A 2017 ZARSATIS

© OECD, (2023)
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(10) , HBRERTOARRBEOERRES I CFERIZIEK., KRBRHA FS54 VIZ#EHL = RhEAN
—ZADHAERD SOP 2 HHT S &,

— AL RBEFDIFIE

23. LEOBHBEICIIE FALMBRERAWS, #EETS5AEEDOTICIX. ZEOEFLRM
fo (RERE. BB, BHE) IEET D, AEEX. WEORETO 7/ ILEEFT 5%
Bi#EET, ilREEORVFI -V tEMEORERLZBICM X STERMEZ A 1-#Ees/\ 1)
TEERTI2LELASHD (EZIX, REFEERIORTILRKEESF )DL (SDS) 8&U
Triton®-X-100 (&, @E/N) PHERRICERAINDS) . RREETILOHLADEFHEICKY ., &K
BRETTIFARIZGEDEEZ NS, AEERABEOMEOEFHB~DBZBZERET S &,
RhE ##(ZHE. 9MILAR, YA ATSAIEFLFEFHICKDFLIATLAWLNI &,

HRERH

24. HHEXROEEICIE. MTT HE& (31) #AULV%, RhE #iBnEFMHEAERLEEER
MTT ZEXLTERD MTT RILIYFVIEBMZEERT D, Chida v TOn/ —)L (FiE
BUOBEE) ZAVTHEEB N SHEINS, HEBEDADAFEEZE (OD) F+HHIEE. T
Hht OD <01 THHZ &, HHLE MTT RILIHFUIE, BEEREE (OD) AIEFIZ
HPLC/UPLC 3t EZE (32) OWIThMAERWTEET S EMNTESD, RhE ETILORH
FIEBEX, RNE ETILOZENY FHIERERBICOWTHRESN-RECTEREZH-T L
FREALBITNIEAE S, RhE ETILOREEFMRBEICKY. EHEXBO (5 56 BSELE
ZHTTOH) ODENHREHE (LREKLUTRE) AEDHDLNTILNDS, ThEKR2IZFT, RhE
ETFILOEREIL, BE (1) SBOEENMFEOREBEINHERECHAL TSI L%
BRELLZTNIEGE S0, HPLC/UPLC A XEEZDERAFIL. BiE () SBOHEEE
ELTR2ITRIEMENEO OD HEFEERLNSZ &,

R2AHBRAA FSAVICEFENLHBREDO MTTRERICH (T 58 (F21E) xHED OD {ED

B S e
A TRRIE A LRE
EpiDerm™ (EPI-200) 0.8 2.8

© OECD, (2023)
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IV FHEBE

25. RhE ETI/ILORFEEFEMRIEEIL. RhE ETILOZ/NNy FO/NY) FHREEICDOVWTHRE S
B EEREEC R EERALGTNEGE A, N THER, —EOBRBRHEARIC
NUFI—VLEYME (FTUILEEEF M) DL (SDS) F1=(E Triton®-X-100 7% &) HVHEHEE
DEFERE SO%BETSEDRE (ICo) ZAET D, FLEREND—ERETAVFI—J1
FHEEZEALSRICHREFEZ S0%ETESEHDICHELGRERME (ETo) ZAET S
CEICKYFHET A EMNTED, KBRS FSA VICEFNLIEBREDHBTEHHEER 3 I
Y,

RIKHARATA FSA VIZEENSD RAEETILO/NY 7PHEEE QC /Ny FHFETREE

BrE TIR{E B LRE
EpiDerm™ (EPI-200) ETso=4.00 h ETso=8.72 h

26. RhE ETIILEHIRE/MBED QC KA TATSLTIDNSA—2FFRAITHOTHN
[X. RAE ETIILOMEBFHBREX, RAEETIVHARE/MMKEICLSE FREFEE (ZEBDA
EEEED) OEICL->TRIEN S,

At

27. RhE ETLORAEH/MGET. BRNGERREEE=-_F—9 502, £FEXLLV
N THEERERD QC HAHBRBEROT 4 XA—XZ2REFTH50LENHSH. RhE ETILOEA
BIAEURBREZOBUEMBE S CEE (B SROBROT—23~A—XZEREFL. HBZE
EEDRHFHGERMEEZE -4 35 NHREEND,

mEEHE (QC)

28. RhCE E£TI/LIE., RhCE ETILDENYFMN, EOoh-HEHFRELFE LTS
CENFRRB/MMRBICL > TEIASNTVWIEEIZOAERT LI L, BH. ZLT 554,
CHOREEQHTHEELDIE, £7FF (5B 24 BR) . N THEE (5B 25 %) BIURE
(FE260E%) ThHhd, BETLHQCT—2#HBEDFERAEFICIRE L. HBBREZECZDIER
EEOBENTEDLESIZT S, EHIZTOVWTEEEOEWVFAEZT 5-0OIC1E., BRI
NEZIN-HBZANVTEON-ATHERERDOAEZTAND,
HEILEYDE S S SH B E DR

29. HBERILEWEIL. REDPOREENT—RIZKH>TERIESALBWEY., HAERBIZHT=IC
RAMLLEEFNIELZLHEL, TRTOLEEYMEORY KNS L UHEEBOHEONIEIL, BRI
BERIEEYEDOREREEEINBERTILIBEET TSI I ENHERINS, HERIEE

MEFUVZERIL, UV I ILE—ELTHERY HEEEEASH D= (10) (27) | #HERILZF
MEORREREREX 10%ZTEBATIEELAEL,

30. P EDL 1 BREDHBRIELEYEN CHRURELERZE T, XFHIIOVLWTHRER
© OECD, (2023)
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ZIEET A -ONEHZHE=TICIEX. BE. BEDD I~5 REOHBREFHEZHRI NIE+
ATHD (F6I~T1E%RZEZSHR) . BEMICE, HREEVEDRER. FERFT CHESEMSE
AERIGZHRTEDLIITERIANETH S, BULGREHREDORRICET 2715 2RI,
SOP (10) (27) IS RSN TS,

31. KBMDBERLEME (X, BEKELILENRZIGEEICITXEHERR (7 /—ILLY K
EEFHWA IRy UEMEEAERIEK (DPBS) Ff=ld/ 29 R EEIERK (HBSS) #&
E) THET S, BFEFPOF ST, FRATIHBERCEEBES L UARINESS
Bl: 72x/—LLy FEEDpHIETESLIVEZ2 I VE) AEENRLEVLSIZT S,

32. HBAMOBERILFEYMEFITTMEL(TMOBNLHE (UV RIRAYEC . RhE i EE
THIEMNEASNTVDIHG E) THEY D, KEIWHlITH L TRMFEEDEDHEERIEF
MEICIE, TR/ —LERFTE L F)—TH 41 viv) EEYWEERALTHEL (10) .

33. XOMOBELEZONDA. FAMISEERICETS RE B DEEHE. HERY
BERGHE. tEEFERE. ASEMEER. SOHVEERBEIV/FLIEFHRERGE
DFEFEICONTEEST S & (33) . HMDBREEHEAT 2EEIE. BEOREMNS L VHERR
EDBEEMZERLET 570, ERLEBEZAVEINRREERRT S ENHREEND (FH
EI3EBMAAFRESR) .

34. HWRIELFHEOREUNBLGOLAGWVRY., RILT v I XEH, BERLE, XU/
FEEIBEENDIEZAVWTRAIRLZMHB TS ENTED, BKEBRILFVEREDOREIZAN
EFIEEXELT S L,

35. AHFBERE MABICHT HHERERET SRS, ARSI PRS2V bADFH
[COVWTHEBRMEDTMERET S ARSI D (MTT HER) . ChoDFIROFHMIE
SOP [ZEE# SN TS, BEMEIZL D MTT EBBADOTEHDORIEMENHAL NG =158,

IMTT EXMEES S VERKIDMIE] OEICEEHE L& SITEAT H2ROBERANERSI LD,

36. RN EEHEXBELTER) SLUBHERE (PC) (. FAECREBICHERT S
&, BETIHBREXBIX, K OKBUEMEDRE) F-EI7Hm ChiEEMEDARE) &
WELISHEBRMEEAMET H5=HICAVMDBRIETHD, RET S PC L. RXEE 0.01%
~0.02%MY O)LTAT T IERIEKAR (F-FX7x/—ILLy KE&FE4L DPBS F£1=IE
HBSS 7 E DD KEREEIEAR) THD, BRAEEZENTH-ODORBREMIT HHIC. ¥
OO U ERIEOAERIGETET 201, BMOEEFHBRTS_ENATES 4)
(10) (@27) ,

RIS

37. KR ASHHRERICEWT, #ULGKER (Hl.Vv—F—IZ2aL—4) BLUT 1A
—0DERF. EBELEZRTHD, BE. UVAB K UAIRABRBEE ORI invivo IZTE 1+ 5EMH
RIEEEELTLS (15) (28) » —A UVB [ERE=H L DOBEEXLVLE VAT VASEE TR
T, BEN 313 nm A5 280 nm [IZELT 5 MRS ML 1000 518Md 5 (28) , EEIENIR
. KIBRARY MILERKREHRETEEDTHS (290 nm A5 700 nm) , 74 IILEZ—FHWNT
UVB #EEIHEHEA L, UVAB I URIRALEDEBZAREICL T, ARY MLEFRETHI &

© OECD, (2023)
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MTEE (&2 #8M1) , SoI2, FRALEER. BSTBERLIULREE (&A1, B
MRELIIFAER) X, HBRRICHLTEBECAETH - TIEILESEL (& RIE, BORE/
FOMEEEOER) .

38. Y—35—L 22 L—RITKBEBRABLIE. EULAIXREEZOND, Ta4ILR)
VLY== 22— 20BESIE. BADOKEXRIEWLWRELAHD (34) , ¥/
V7O ELY (F=T&ht) KBNOFUT—HIEELLYE, Y—F—Y3Ial—4&L
THEASINTLS (30) , KEBFBOMELAVDELK ZETHEH. KEXLEDBEEEIEIFE/
V=R ERPTFTIEEL, IRTOY—F—>3IaL—42(F, LZED UVB #5358,
UVB REZFHESEZL=HICTHETIZ DAL E2) U TTEHILELAHD (HHE 2) . MREETS
AFYIHIZIE UV BREFINEFENTNS=O, BBARY FMLIFRBRTHERAT LD L FERE
EOTL—FEZRAVTATEIRETHD, F4NWL2) VT FLIIEEDRABE T IILE—
MBIZEDTARY MILO—BERBRRIEBLIGEICHMDHLET, ChbDT 12 —T Ttk
SNFARY FLIE, BEIESNEZEBHADOKEGE (34) ho@&BRELEWI &, EEMIZEDS
NE=BADOKGHDRNLEETH S HNENIELE D65 (L. ISO DIS 18909:2006 [ZEE&E = TLY
%, EpiDerm™ EFILEZRAWNEBRINY T—2a VB K UVEBHEBTHWNM=41L2 )25 L
fY—5—L a2 L—20BHEHLSDEZE (10) (30) (23) IZFRT, wHE2:- K 1 £LS3EBD
&

39. REATE  ENEMHABRZEERET DHIIC. REFADELEIAE UVA A—2—%FRA0
T. EHAMICHBE (MSHBRE) 2HETH L, MHBER., HBRICERIT 310 L RELE
DTL—rEZRAVTERET 5,

40. 96 Jcm*DRETRE (UVAMEETERIE) [&. RREMBICE L THEEEZREST. X
EUERCESIEECITDICILEMEZMET 2T LGETHILHESNT (4) (10)
(30) ., BOHLLAIZ 6 JIcm2ZEZERKT B & S UVA/RIRAEIEDRETRBREE 1.7 mW/cm? [ZFf2E
Lt #EE2 K288 , KKXZAWNWT6 Jom*ZERT 51=-HIZ. HOBRERME LW ET
FHRSREZERLTHELL,

BT (J/em?) x 1000

I\ — =
t(97) HOR R (mW/em?) x 60 (1J=1 Wsec)

41, RhE #8f&E7/LIE UVB BBETICTMENHY (5) (23) (24) . UVB BEE#SHHIDH
BUHIBEELNHD (&AL, HAROWERILEMEDORINA UVB RREBODAHTHIEE) ©
ARG LMILDO UVBEBEHDOFEEZE=42) L. MEABEDLEIL L RICHRRBEEICHRET S
KHELHD,

42. BRI, BELDAREFEFATS5E8F. MBICEZEZRIZSILVD, ZEMENAER
EMRETDDICHARLBELZBIRTED&LIIC, BHEHERETDI L, #HEEFz v Ik 1 86
FUE2ICEBHSIN TV L EAEERILEYEOHRRICLYEET S,

43. HEDIESTEE BB THICHRERE LZIEEIL. UVA RERRZEET S
& AEBIUVHIFINLIEROBEHELGERAZ SOP IZRY, 6 Jem? [ZIREE L -HREHEBD
HERIL, FERFHEBO 80% L ETHIFAIELZ S LY,
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BBFIE

44.  MMDFE  RAEMBOZEER. ¥ FOLERBROTEEERET D, EREHET
T.19T)L%E=Y 09 mLDEESL 6 I T L— M ZERT, TL—FrESM2Fa
R—B—[Z AN, EEMLRIEESZMHE (3711°C,5+1% CO,, 90 + 10% RH) T 60 HLlEiEES
5, AMERIEI—MRICEERT S5 ENTESH., RID 60 HRICHEMERERT S,

45. 60 NFLLLDORIEER,. 6 V)L TL— FOMEEEA o FaR—F—D5mMYHL., #
BTOEMEMELT (37°C) FHLLWT v/ IEMERTT 5, HBIICELICNEYT LM, L
BREWETA vF 1R F—ICRLTH &\ HEREFAHFLFVEFICONT, 4 DO
ERET L, CDSH 2 DOMBEMRSEORBRTERAL GERSTTRE) | 2 DEAE
MORBRTERY S (RETTRE) .

46. &/ : RhE 2 BATeICET 5, KERFKEBERICEBLEBRDESE. 50
uL DBE® % RhE ABICHAAMWIZERL, BEICE LT, BEONILITHENRRY—ILERY
F (—EENRTENLTINEINEREEST-/NAY—ILERY k) FHIZREOREFHINT
BNOICILTF 5, APOBRIZCDONTIE, 25 L DiA#E % RhE #EEICBAAMBICEHA L, BEICE
CTERDNILIFENRRAY—ILERY FTHNIEITS, BENFT+LLIEEE. (EHE
ERTHBREEES LSC) EMOEBEY—ILELT, ERFAO Ay (AK) %4
BICEMERT S LERNT 5, REZXRIET SN H HBEICOVTIE, BEIZKD
MRAEMEZRTI-OICEZFIEITZE, HEZIE. ENSVEMEEENE C S ATHEHEN
HB1=H, T2/ —ILVEEETE M IA)—THER (41) ZHELET E5BHKE20~25uL &
BZTIEESIL,

47. MBER, @BEA X ai~N—F—ICRL. REMNGEBEZFH T (18~24 M) &
&9 %,

48. 2H., B#ER& BFl:T7xz/—)LLy FEEF%GLDPBS £/=IX HBSS) 0.9 mL ZFHFE
BLEHLWE DI TL— FELIEREERO03I ML ZFOHFREL- 24 D)L T L— MR
ZHBY., MIRESEMAORHFICIYEoDEMERL, MIASHOAENZELET HATaEM
AHAH, 7/ —ILLy FZEFLVEERESROFERANEEI NS (35) .

49. e +lr TL— bk (BZLEHD) I21.7mWem2Z=EET600HE (FREREDD
D) BHE L., BBEABANGIm?ELBEESIZT D, XENEBEDHEHREL, TL—FDE
DTFICHEEXSIERIITHZEIEX. TL— 2770 THKRT S, -Ir TL— L EZEEDEFT
(Ry U ZARAE) . FFELLIIEFHEBERCEBEERICE, LEBRIZAY 1 ZFALE
e, BE/MERENIICEEZEICA Y 2 Z2RETHIIE MVWHEFEFEAT LIE) . INELT:
(37°C) HILLWTF vyt AEHmE 1D L E-Y 09mLIAH LG Yz T L— b E#HET
5o

50. SR T#H. #R CMF-DPBS MA-=EEFRZAVTEEBZRSET 5. BlxkEH,
SYEEMRMICKRET HICIE, H20EDERENVDETH D, FNEERET HEHICAL:
FIREXELL., RR|BEEICTI L, BFLETARTOA Y —FEHLVEROA ST
FLOWITL—FIBY, SHEBOROZAEMETERICHZESE S,

© OECD, (2023)
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51. BERMBE OHMENBH FHEEILENRT 5a8ENHEEHE (AKX BREERLE
TBERALYE) . BRIFLIEABEZEORIC. FRREZBRELETFNELE S, RERE
HTIZHELT, 18 BN S 24 B DOBREM DI RAE ABRICEET 2 HBBREEMEIL,. B
SEFOMBAICE N TEYZMICHATEETH D, BEAEID 18~24 BRHIOBERMEIE. EER
HEEER (1) ST 5 TG 439 THASIMN-BERRKIUVELIRL, Z0H. BHEICK
SN EEENFTRINSTEEMED H S ZNHEICKREEVEST TILICHERIE Y E AL
TEHEDICHRHEBABRTES, UVARIBERLET-IIBFABELSEORIIC. )2 X i

(Bl:Ca*B LUV MgE&Z74 Ly DPBS (CMF-DPBS) ) IS2LE-ERFOHREZHERAL T, ¥
BILEYEERETHIENTES, BHAIICHBYEERETIELLERHEZABREE(C
REBFNIEE S,

52. B I ENTIEBSEH T (18~24 BfH) B&ET 5,

53.  MTT £FF#E 1 mg/mL MTT A& ZAE L TI7°CITREL. I RILZEREFT LT 24
D)L TL— bOELED TILIZ 300 uL 25F T B, 18~24 BsfiEE%K. A1 oY —F+% 6
DILTL—rHhLRYBL, 1o —FOEFEREH—EEIER—/—42F )L THRIVER
YU, SRNFE24 )L MTT TL— brOBEEIHED T ILIZHET, 24 D)L TL— % ZEES
EHTIBMEBEET S,

54. MTT 15&#%. 1o —rZ2 249 )LTL—FADRYBL, 41 o — FOESEZRE
H—EFRIER=IR—=FFIILTRONERY ., FILOSRIAE24 9 )LTL— OB D I
[2¥9 ., 2mL 4V 7A/\/ —)L (&R CTHEEBZHET S, 24 D)L TL—+E (N5 T
AIVLET) BHL, TL— bz —H—TEONCIRES LENSERT 2 BEIUEANTT
R UEMET S, £hzlE, —BAFTTHHI S LEE08THS, TL—rE LD &
SIZEHL, IRESETICERDOEFAITHET 5, HMEBREROYTY VIR, TL—Frizx
—h—T 15 7MULIRE 595,

55. HHEMAET LS. i/ oY —bETILLELESFT, A oY —FERYK LT
VIVICHEBRRETHY RIS, FE (20 F—DOEHFEHFET) BBICRNERT. 1 0Y
—FERYH LY TILARMBEREHEET S (1 20— MIERRRER) MRS —I285
FT.3ELULERY FTTETFI ITLTHEEREREST 5. FBICOVT, SALEMA
L7296 DI )LEEIAVAE A2 —TL— 200 yL OMEAERT ) I—bEDFT 5. &
#®IZ, 200L DAY FONR/ —)LOT ) A—+bE TSV ADBESINTI=Y T I)LITHMT %,

56. B ITILTL—FDREEE (OD) #, XAV 3—TL— RN ESFERL.
540~595nm DEE. EFLIE570nm (HFK+30nm DI 4 )LBZ—/\> K/RR) THRIET %,
SBIANI—DHEADYEDLELGZL, HHIWVIE., RILIT T UOHMERABHOREEZ.
HPLC/UPLC S tEE (32) ZAVWTCHRIET A2 L+ TE S,

ML FFEDH

57. EHEEDOHERHRILEMETHONI-ODEZAWLT, B (1) X (100%%
E) 12T HEHFEER (%) ZEHTHIENTES, HPLC/UPLC A EEZRAWNSES.
BAETFE (%) X, #BREEYEICBREL-AEFEBZAVTERZ MTT RILIY U E—V EE
D. FIEIZAE (2% SMBTEHE MTT RILITF U E— o EBICHTIEHELE LTERT 5,
© OECD, (2023)
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58.  EYILIAE (FEtE) WERTREBLABER (+Im) OFHEICHT S, SREBRIEFVES
FIIB R CTRE L8 (+Irr) OERERFER (FREFBISHT %) EEHT S, Rk
(2. BEYGEAE (B4 METOELAERE CIr) OFHEBICHT S, WBRYEF - (IXEE
RCUEL-ER CIm) OBEMEFER (FEEARWREICHT %) Z2EHT S, BAOXEICTH
T E%EEZFEHLT, +Hir BLU-Ir OFBR|ICOVWTRESH-YD., FMBICHTHTH% (&£
FR) ZEHI D, UTOXZERAL D,

AUFR U 7= Bt 6 R D 45 3B AL 22 DA IE#% OD
Rex P s I FR O Al IE#% OD

SHHRIZRE T 5% = %100

MTT B YEH S UEBHDHIE

59.  fERILEMBE OXZHMEEOETD MTT 2T IEFHER (LEMEX. BOLR%E
BHLEFEIIREE, BEXUENEZSISHEITEAEMENH D) NERBRICFSHL. £FEEDR -1
EIZDEMNEZIENH D, FEDBEERIEEMENRLRICK > THEL SELITHRESINLG NG
B, FEERBICEBELE-SAICELHAEELAH D, HEELEMEN MTT (X L TEEER
T55E6 (MTT ExPELE) . BRICBERBLTWSIEE., F-FEB0MEDRICERT B8
. £HEEQREICHT IHEBRIEEMEOTHZHRE L. HETH-HIZ. BMORMEBEEFER
FTRETHD, BEEMNLEMITEXTESIVERFICK DT HSOMIESEICEAT SEEMARBAE.
RESLUVEORHMES L UVEEMIZET S OECD M/\) T— 3 VFREREZD SOP hid A
FTEDH (5) (25 ,

60. HEEMLG MTT EXPEZRTETS-OIC. RERREEOSBRILEYEEH-IZH
LIz MTT BRICHEMT 5, #HEBREEMEZEST MTT EEYHLNFTR/LBICELL LGS, |
BRILEWMEIX MTT 2EEERXTHEHETINS =, ZERKXE (OD) BEELIE
HPLC/UPLC M EEEIFRIIC, £FERREL RhE HBOMEREZ SOICERIRETH S,
COBNMEERETIE. BETIRHIMEOAEZEFIT . £FABLERABROAETHRILE
MEEXRINT HRTHEBEFEAT S, EMTT EXHBRIELEYEERESRBREET 2 OLULEDE
THESMAR (PEHIT 481 O, BFEGHTRET LA 1 D) ITERAL. 2HRFIEZRE
TIEEFEMNYG MTTET (NSMTT) #4535,

61. I L-HER/AEDOEBELICEEFZL <. NSMTT X BRIFHEBRILEHMELIC1DTHS
THhod, MTT EXHEICRE L -AFHRBAB TEONBARBERER (%) Mo, AL MTT &
THEICBRZELERETEBN 0 TFOoNIEREN MTT EXnRZRLLHCETEOEBERERZ
BHL. EPORABKRLRFRICERT HBE (EE) HRBEOEXE (UNSMTT) ZEHT 5.

62. HEOHERELEME. &, K4y TaN/ —)LEEMLI-EEIZERT HBERL
FYEICK DT HOUEERZEREEL. ENMOMBOBLEEZHIET 5-HI12, K (BEPDER
) BLWERLIFAYTAN/ =)L HEBER POBBRELEMEONTEERET S &L, K
BEWFEREIFA Y TONR/ —)LhDHEEYEA 570 + 30 nm DEFED KX ERINT 55, B
MOBEORNBEFAIRETHD, HDUE, HPLC/UPLC DA REEZAVILELAHD
N, ZTDIZEE. TNLORBIINLELL,

© OECD, (2023)
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63. BEIRNE (OD) AEZITSHEIE. THEIT IR E60HBLELEMELRESRBEET
2 DL EDEGFMER (B BT 868 1 DL UG TRET MM 1 D) TERAL.
2HEBRIEEZERET S, =1L, MTT IEBITIET MTT FRORDHYICHEHMEFRANTESREL.
EHHEMITER (NSCliving) Xt &9 5 &, NSCliving MEBIZARERIEEDEDRR LR
FFICERT 2RELNHY . EHORABEERT H56E. £FMABICEEEOEMENIESD
ENH L. EfET HEHAER (RAIE) THILL = NSCliving XtIBZEZEHET 2HELH D,
Fi59 2BBRIEEMBEICREL MTT FREEEL-EFHRTEONABERE (%) N5,
FH T HWEBIEEMEIZBREL MTT 228 MEMTEE LA FHMBATEON-EFEML
HKEXFHULAIETENHBEREZEH L., ChEZHEPOHRBRLERBFICERT S
(%NSCliving) »

64. JEHEMLG MTT EXxSLUEBENGRICKDTHICEY. SAREFDEREHZ
HBZDMEBHHYORAIMY NENT EAREENH L EITFETIENEETHD. _h
[CEDE, FHARERIE. HAHZENE T IBEBRECEMEDOHBRERFBT AT, TRD MTT
RILTH L (CAS# 57360-69-7) ZRWVWTHAAETDERGEEZRET ILENH D, EHiE
B MTT EXH I WELIEZBIZEZ THOMEL L THERIEEMEI OB ON-ERHMEY
D OD A, NAAEHDOERGEHEANICHDEE. PANLESFERVZERSLE (OD) DRIE
. EENLZMIT EXTYECRICKDITHEETIHBRILEMELTMIT 5DICEL TS,

65. MTT HERICERUWTFHERNH S -HIZ. BERNE (OD) BIFIZEE LEVEEEER
EEMEIZDOVTIE, MTT RILI YT U ZRIET HDIZHE HPLC/UPLC A AEEXEHREAT S
ZEMNTESD, HPLC/IUPLC RS ATLIZEY . HERILFEWMEEZEET DH1IZ MTT RIL
IRPUEDHMTHENTEDS (32) ., 2D, HPLC/UPLC HRAEERZANSIEEE.
WERIL M E (ZBER 4 < . NSCliving/NSCkilled XEBE®HE LT B &4y, LML, HERE
EMEN MTT ZEEETT S I ENTONDZEEL. BEEMNG MTT EXEDHEZ 8T 58
EHTHEEICIE. NSMTT XtlBZFERAITRNETHSH, HPLC/UPLC HANEZEZRWNT MTT
RILRHFUEAET 5156, HBEREER (%) . RBEOAE (B4 SHBTEHEE MTTHRILY
FUDE—Y 1209 5, HEREEMECBEL-EFEABEAVTELMITHRILIF UV E—S
HEDEIE L LTELET S, MTT ZEEZEETTETHIHBRILEYEDEE. EQMRBEFEE,
BERMEEMEICIRE L-AFHBTHONEBETE (%) ME%NSMTT ZE L TEHESN
%5, BREIZ. BOTENLBRRETLIELHAWETFRHEINEN, BIZLE2FSLELBIEE
g MTT ZxTPEE. LBRICHEBICEZE L. MTT 58AI12E 7T L CTHEREBHmEYMa OD
(B# OD AIE%#FMA) LE—/@EH#E (UPLC/HPLC DN EZEHEA) AORLLEHDOER
SEHEMNMGYFHMETEARWI EIZBEE SN,

66. MTTHRILTHUZRET 5184, HPLC/UPLC ARAEEIX. H o HBEOWERILE
ME (B, B8, MTTEXTYWEBLVIEMTITETYE) ITHLEHETE S, HPLC/UPLC 3%
NREEVATLIIZEHTHS-6. HEMEYBRED MTTRILIT U OE=ZIZHERAT HHIIC.
KXEBREERBOEYENDIITEN)T—2aVICBEIZERRATHAE VR (36) BHOD.
—EDZEFERMETMANT A —FDHEREEFF T &LIZLY. HPLC/UPLC SR EEY
AT LDEEEERIFITARETH D,

© OECD, (2023)
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EHLRBOLE

67. BAMLGHERERERT HOICIE. UTOHEEEEZH -ITBHENDH D,

o B (B FHIEBMMBTRELEL2OOEHBBREROBMEFREDOEL.
20%ZEBATN &,

o JEBHETTHERLLBE (B4 SBOEBERIE. & 2 ITRLEHFBRSEBHEAIIC
HhdZE,

o FERHTTHERLALAE (i) HBELEBRLT. BT CTHELLBFE (2
M) HBOEFEFTBONULTHAZ &, FBAZEREICEHEEINATLDSELE DI,
COXRITHREIBRGRABEAGTN EEEET S

o BMHNRBIIBEEDTRLELD &,

68. HHEERVELERICEVTASEOREREZMET S-OICE. UTOREEEH -TL
END D,

o WHRYMETUEL-EBOIEBRTICETILEREL, RREREETHD
10% (100 mg/mL) FLREHERXNREAMESECIVFHRINIGEEICIERKR
MEICEWNT., XEEEIVEABHEOEAEFAUT IENEERT DI+
DEWME (FlAEFE 35%E) THITAEFE S,

FRDBERE PRT TN

69. BEETTUELE1DULDORHBREEDHTARERN, FBF T TUEL-REEDIE
WEFERELBE LT 30%ULEBET LGS, TOEEYVEIIRBTEEZE TS (FLEAFHED
AIEEtE 2 AT 5) EFHISh B,

70. BRETTRELEZEVITIORERRECHENERRY, FRHT CTUELRIREDHE
ARERLERLT 30%ULETLAEWNMES, TOLEEMEIASHEEZRILL (FEEK
DRI ZR L) EFRISN D,

7. HBRREEOVIINIASHOFAICEST. REDQDLCEDL 1 20V hy A TJED
5%LURIZHDBE. BLWELFERBEN S —BLLGWVERLFONEE,. 2EBDAE
ZREL. RYO 2 AOAERMTFAN—BLLEWNGEE 3 HEDREZRT 5. CDES.
AEMDIREMEDOHERAZO oNREISEWVRESEEZRGT 5 EAHESLD,

© OECD, (2023)
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F—5 5L UHE:
F—%

72. T—XDELE, T—EDERDHAHBMEREIZT 516, BEATEIVFERFTT
DRERICEHIET 2BVNEREZRRIILENH D, TEMCER. BEREOER. T
[FTRBAELGRERE. SoICHBRZERELTHLONIT S, COXILHFEICE, RBEFHOE
B (LA, BRREE) 2BEREINETHS,

73.  BAEIIOVWT, EAOEHBBOT—4% (LA EF, PEZETEHERIELEVED
ODfEHE FVHEHSN-HMRBERE (%) T—42) . REICSLTRERBROT—2ZEDT
BEITRETHD. T, EMEEFYE + FAEICETLEREBEOEZEH/RETS 5, MTT
ARECARHBRILEFVETHEESN-HEERR., FHREEVEICOVTHREINETH S,

HREEE
74, HBREBEZCE. UTORHESHDH L,
BEBEILFYE H L USTTEYE.

o H—m”E : BEICKRL., FHEEMICEEAIAELISES. IUPAC &% 1=I% CAS 4.
CAS 5. SMILES #7zI& InChl 31— k. #BE&X. #ME. FHYOLLERFEAIFRG E
TOIEEYME DB

o ZHANWE. UVCB, BLVEAY : AIRELZR Y S DILEMNHEAER (LESE) |

EEMMERK. BEEDHLIMBILERFEICK YEHEMAIT 5,

MIBMINEL. KABES LU ZOMEEYT 2YEBIEFMESE

AFgEREE I EHT. Oy B

ZEY HGEIE. RBRAIOERILEYE NBEYVWEORE (ME. MG L)

AL TWWSIEEIE. HEBRIEEYMEDREMN. ERLE. BHHHE

REEH

B GREOEIRIBI, HERILEYE OBREICT HiaMH M%)

/L7~ RhE ETINELNTOFTN (FLUFHEHT EHEEI%EDERRA)

FALRhAEETIL Ny FEBSZED)
FEALHEED RIE ETILOMEZECHERBRESLAT S, ik, HEORHEFESE/
GBI O DIAEE-IL QC HEREE L LTRES NS, UTHAEEN BN,
NLEICRESINDHDTIEELY,

) £FR

i) 7\1) T EE

iii) i &

V) ETILOREEE (QC)

© OECD, (2023)
15



OCDE/OECD 498

o EFLOBEDT—HDSE. ChIZE. BEDNYFTF—LICEET S QCF—20
HEUASSENSHN, CHIZRESHAL,
o ERERBMEORRICL . HBEOEHEICHH 2 EREDTL,

GRS

o AITEEE (NANEFHLTLE) OREFBR. RILITUOEEICAVWDIERE LUK
IR (BBETDEE) BLUVATEEDEREH, MTTRILITUOEEICAWSAE
DERBA,
2L 55E. HPLC/UPLC R HEER D R T LD EH i o 557 A
SR - BETEH
- FRNROEERN
- HREMFT DR EE S &K UVTELE
- RO S B
- AT A4 —DBBES I UVRALERYE

BAEOEHESLUF ) IJL— 3 VDM

HERRM D NIRE TOIERE

LECEREA S UVABBS L= (B{:mW/em?)

- FRSTRR R RS

UVAE (RESTERExBERE) . JIem? &R

B POMBIEERDEE. LURBFICEFICE MREERDEE.,

FLERFIE -

FAL-ARBRFIEOHE BEHMERICERALEZESFIEZED)

AW -HBEBREEMES L UXBMEDHAE

BATELUVIERFTICHE T 5HBRLEME REDRERRL

BEREDOIEERS K UM

BEORM. BESLUBREZOEERE

ZLUT HIGE. BEEMNG MTT EXYES L WELIEEBEREEMEICAV S B

ESHR

o WERLEMELLIUXE (RAT5HBA. PC. B (E%) B, NSMTT & U
NSCliving) = & IZfER L =R afa %k

o FRALMIRREETIIZEDWLWTHEA L-HIERE/FTAETILOHEA

o HERFIE GRFFIEZEL) OEEDEHEA

BIEH & U5 D ERZE

BiEBE & AE (214 ROERBEBROE S D=0 EELE
B () XHO ODEDHIEEE

© OECD, (2023)
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o FEERHTICHTLIMHTTORE () AROEFRICEHT HHEEE
RS >t B D #I| TE B4

ER

o ERDHWERILEMEDT—4 (OD £l MTT RILIFUDE—Y @R, HBEREE
(%) . FHHEBEEE (%) BLUEBHZEZET) DAESLUVERAEZ DX

o LT HIFE. OD F£IE MTT RILI T U E—V ETE. %NSMTT, %NSCliving, &
HEMRNEREERZST. EEMNG MTT ExPES L WE-IIERERILEYEICER
L=xtED#HE

o HMEINAESLVHBOHTEREEICEEL T, BEBRIELEMESIUNEBEMENISH
SNnt-§ER

o HEIN-ZOHMOEFEDIHRHA

o FALLFRETIVHEEREZSBLTETHINSEE

TARDEE

#aam

© OECD, (2023)
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	In vitro光毒性：再構築ヒト表皮光毒性試験法
	はじめに
	1. 光毒性（光刺激性）は、環境光に身体を曝露した後に局所的または全身的に投与された光反応性化学物質によって誘発される急性毒性反応と定義する。光毒性化学物質への皮膚曝露において、光活性化学物質への皮膚の急性曝露およびその後の光曝露後に光毒性反応が誘発される。本試験法では光感作物質（曝露した皮膚に免疫介在反応を誘発する可能性がある光活性化学物質）は扱わない。
	2. 本試験ガイドラインでは、特に光毒性化学物質への局所皮膚曝露に関するものとして、ヒトの健康に関する光毒性のエンドポイントを取り上げる。In vitro再構築ヒト表皮光毒性試験（RhE PT）を用いて、模擬太陽光の存在下および非存在下における再構築ヒト表皮（RhE）組織への局所適用後の被験化学物質の光毒性の可能性を特定する（模擬太陽光の特性については第37～38段落を参照）。光毒性の可能性は、模擬太陽光の非存在下と比較した、模擬太陽光存在下で被験化学物質に曝露した細胞生存率の相対的な減少により評...
	3. 本試験ガイドラインは、ヒトの皮膚の最上層すなわち表皮の生化学的および生理学的特性を厳密に模倣した、再構築ヒト表皮（RhE）のin vitro試験系に基づいている。RhE試験系では、細胞源としてヒト由来の角化細胞を用いて、代表的な組織構造および細胞構造を有する表皮モデルを再構築する。試験法は、OECD TG 439 in vitro皮膚刺激性：再構築ヒト表皮試験（1）に記載されている基本的な被験化学物質曝露および生存率評価法と、OECD TG 432 in vitro 3T3 NRU光毒性試験...
	4. 一般性能の評価は、1999年に報告された最初の試験法の事前バリデーション（4）（感度86.7%、特異度93.3%）を含む、個々の文献引用（3）（4）（5）（6）（7）（8）（9）（10）の特別評価に基づいて行った（第III相、3つの試験施設において独立して2回試験した10の化学物質のセット）。
	データは1999年にCOLIPA光毒性タスクフォースに発表された（11）。タスクフォースは、3D RhE皮膚モデルは被験化学物質の生物学的利用能を評価するのに有用なツールである可能性があると結論した。補足的試験として3T3 NRU PTと併用した場合、急性光毒性の境界域での予測において明らかな判断が可能となる。3D RhE皮膚モデル試験も、光毒性効力の評価に役立つと考えられた。光毒性効力に関する追跡試験は、2003～2006年にECVAMの支援を受けた（12）。
	5. 新たなOECD光毒性ガイドラインの策定を支援するため、OECD光毒性専門家グループは、その他の文献とともに、in vitroにおける急性光毒性の可能性を予測する3D RhE皮膚モデルの能力に関して、事前バリデーションデータの特別評価を実施した。文献レビューから、EpiDermTM皮膚モデルで評価した60を超える被験化学物質のデータベースが得られた。集約データセットでは、以前に溶媒使用に関する誤った指示によって感度が損なわれていたため（10）、事前バリデーション試験（4）で得られたものより高い...
	6. 本試験ガイドラインで使用される定義は、補遺1に記載されている。
	最初に考慮すべき事項および限界
	7. 多くの種類の化学物質は光毒性作用を誘発することが報告されている（13）（14）（15）（16）。これらの化学物質には、太陽光波長領域で光エネルギーを吸収する特徴がある。光反応には、十分な光量子の吸収が必要である。そのため、試験を検討する前に、OECD TG 101 UV-VIS吸収スペクトル（17）に従い、被験化学物質のUV/可視光線吸収スペクトルを測定する必要がある。モル吸光係数（MEC）が1000 L mol-1 cm-1未満の場合、化学物質は光反応性がないと考えられることが報告されてい...
	8. 複数の試験（3）（4）（5）（6）（7）（8）（9）（10）においてin vitro RhE PTの信頼性および妥当性を評価した。本試験ガイドラインに示される手順および予測モデルは、光毒性の化学物質と非光毒性の化学物質を区別するよう設計されている。しかし、文献には局所塗布した化学物質および混合物の光毒性効力を検討するための特定の手順および予測モデルがある。本試験ガイドラインは、化学物質と光の複合的な作用から生じる他の有害作用を予測するために設計されていない（たとえば、光遺伝毒性、光アレルギー...
	9. RhE組織は限定的な代謝活性を有するが、代謝活性化系を用いてin vitro RhE PTを実施する必要はない（21）。現時点では、代謝活性化がない場合に光毒性化合物が見落とされることを示す証拠は存在しない（22）。
	10. MTTホルマザン（有色化学物質）と同じ範囲の光を吸収する被験化学物質、または生体染色色素MTTを直接（MTTホルマザンに）還元可能な化学物質は、生存率評価の時点で試験系中または試験系上に残留する場合、細胞生存率の測定に干渉するおそれがあり、「MTT還元物質および着色剤の補正」の項の、補正用の適合対照を用いる必要がある（第59～66段落を参照）。あるいは、MTTホルマザンを測定するためにHPLC/UPLC分光光度法を用いることもできる（第65～66段落を参照）。
	11. RhE PTを用いて実施された試験のほとんどは太陽スペクトルのUVA/可視光線領域を利用していたが、一部の試験は、RhE組織が制御条件下でUVB曝露（5）（23）（24）にも耐えられることを確認している。これは、スペクトルのUVB領域に耐性のないほとんどの細胞株ベースの試験（2）と比較して利点である（25）。
	12. 分類が明確である場合、1つの被験化学物質について1回の試験実施で十分である。しかし、複製組織の結果が一致しないなど、結果が境界域の場合は2回目の測定を検討し、最初の2回の測定間で結果が一致しない場合は3回目の測定を検討する。反復測定では、境界域あるいは結果が不確かな濃度付近の反応の範囲をより適切に捉えるために、被験化学物質の濃度を調節してもよい（詳細は結果の解釈および予測モデルを参照）。
	13. 被験化学物質の光毒性の可能性は、模擬太陽光の存在下および非存在下でRhE組織において複数の濃度を試験することによって判定する。被験化学物質の有効な予測を行うために、少なくとも1つの濃度から許容可能な結果を確実に得られるためには、一般的に2つの複製における3～5濃度の試験で十分である。許容可能な結果の具体的な基準を予測モデルとともに示す。

	試験の原理
	14. RhE PTにおける光毒性の可能性は、非細胞毒性量の模擬太陽光の非存在下と比較した、疑似太陽光存在下で被験化学物質に曝露したRhE組織の生存率の相対的な減少によって評価する。
	15. 培養して多層の高分化ヒト表皮モデルを形成したヒト由来表皮角化細胞からなる3次元RhE組織に、被験化学物質を局所適用する。本モデルは、組織化された基底層、有棘層および顆粒層、ならびにin vivoで認められるものと類似した主要な脂質クラスを代表する細胞間層状脂質層を含む多層の角質層からなる。したがって、RhE組織はin vivoの生体皮膚上における化学物質の曝露を直接モデリングするのに理想的であり、被験物質の希釈を必要とせずに化学物質および混合物の皮膚刺激性および腐食ハザードを予測できること...
	16. 要約すると、溶媒で調製した複数濃度の被験化学物質をRhE組織に局所適用し、生存組織に浸透させるために標準的な培養条件（37 ± 1 C, 5 ± 1% CO2, 90 ± 10% RH）で18～24時間培養する。一般に、有効な試験の基準を満たす少なくとも1つの濃度から結果を得るために、3～5濃度を試験する。陽性対照および適切な溶媒対照も、RhE組織に局所適用し、並行して試験する。各処理群の組織の半数に模擬太陽光6 J/cm2を照射し（+Irr）、残りの半数は室温で暗所に保存する（-Irr）...
	17. 光毒性の可能性は、各照射処理群の生存率の相対的な低下を、同等の非照射処理群と比較することによって判定する。
	18. 実験計画は、ZEBETが実施した事前バリデーション試験（4）（27）および本プロトコルで実施した追跡試験に基づいている。追跡試験では、試験の再現性および感度を改善する軽微な修正が示唆された。更新されたプロトコルは2017年に公表された（10）。本試験ガイドラインに記載された手順は、更新されたプロトコルに基づく。
	19. 本試験法は、光毒性を取り扱う単独の試験法として使用することができ、特に被験化学物質の溶解性が限られている場合、あるいはOECD TG 432（2）およびOECD TG 495の光反応性ROS試験（28）におけるエンドポイントの適合性の問題がある場合に用いることができる。本試験法は、OECD TG 432および/またはOECD TG 495（8）（11）（22）（29）と組み合わせた段階的試験戦略にも使用することができる。

	習熟度の実証
	20. 試験法を定常的に用いる前に、試験施設は、表1に示す6つの習熟度確認物質を正確に分類することにより、技術的習熟度を実証すること。記載された化学物質が入手できない、あるいは他の正当な理由で使用できない場合、表1に記載したものと同じ選択基準が適用されるのであれば、適切なin vivoおよびin vitroの参照データが入手可能な別の化学物質を使用してもよい（参照化学物質のリスト（3）（4）（5）（6）（7）（8）（9）（10）から等）。代わりの習熟度確認物質を使用する場合は、その妥当性を示すこと。
	21. 習熟度試験の一環として、使用者が試験施設においてRhEモデルを使用することに慣れていない場合、RhEモデル製造者の指定に従って受領後に組織のバリア特性を確認することを推奨する。組織の輸送が長距離／長時間に及ぶ場合に特に重要である。ただし、試験法が確立され、使用に関する習熟度が実証された後は、このような検証は定常的に行う必要はない。

	手順
	22. 以下に、光毒性試験のためのRhE試験法の構成要素および手順を示す。本試験ガイドラインに準拠したRhEベースの試験については標準作業手順書（SOP）が入手可能である（27）。軽微な技術的改善、溶解性に関するガイダンス、溶媒に関する提言、およびEpiDermプロトコルで試験した化学物質に関する情報を含む詳細なSOPが2017に公表されている（10）。試験施設での本試験法の実施および使用には、本試験ガイドラインに準拠したRhEベースの試験のSOPを使用すること。
	一般的な試験系の特性

	23. 上皮の再構築にはヒト角化細胞を用いる。機能する角質層の下には、多層の生存上皮細胞（基底層、有棘層、顆粒層）が存在する。角質層は、必須の脂質プロファイルを含有する多層構造で、細胞毒性のベンチマーク化学物質の急速な浸透に耐える頑健性を備えた機能的バリアを形成する必要がある（たとえば、界面活性剤のドデシル硫酸ナトリウム（SDS）およびTriton®-X-100は、通常バリア機能試験に使用される）。RhEモデルの封じ込め特性により、皮膚曝露モデル不良になると考えられる、角質層周囲の物質の生存組織へ...
	機能条件

	24. 生存率の定量には、MTT試験（31）を用いる。RhE組織の生存細胞が生体染色色素MTTを還元して青色のMTTホルマザン沈殿物を生成する。これはイソプロパノール（または類似の溶媒）を用いて組織から抽出される。抽出溶媒のみの光学密度（OD）は十分な低値、すなわちOD < 0.1であること。抽出したMTTホルマザンは、標準吸光度（OD）測定またはHPLC/UPLC分光光度法（32）のいずれかを用いて定量することができる。RhEモデルの開発者/供給者は、RhEモデルの各バッチが陰性対照について規定...
	25. RhEモデルの開発者/供給者は、RhEモデルの各バッチのバリア機能について規定された品質管理基準を満たすことを保証しなければならない。バリア機能は、一定の曝露時間後にベンチマーク化学物質（ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）またはTriton®-X-100など）が組織の生存率を50%低下させる濃度（IC50）を測定する、または規定の一定濃度でベンチマーク化学物質を適用した場合に細胞生存率を50%低下させるのに必要な曝露時間（ET50）を測定することにより評価することができる。本試験ガイドライン...
	26. RhEモデル開発者/供給者のQC出荷プログラムでこのパラメータを使用するのであれば、RhEモデルの組織学的検査は、RhEモデル開発者/供給者によるヒト表皮様構造（多層の角質層を含む）の実証によって提供される。
	27. RhEモデルの開発者/供給者は、経時的な再現性をモニターするために、生存率およびバリア機能試験のQC出荷試験結果のデータベースを保持する必要がある。RhEモデルの使用者は光毒性試験法の陽性対照および溶媒（陰性）対照の結果のデータベースを保持し、試験法実施の経時的な再現性をモニターすることが推奨される。
	28. RhCEモデルは、RhCEモデルの各バッチが、定められた製造出荷基準を満たしていることが開発者/供給者によって実証されている場合にのみ使用すること。なお、該当する場合、この基準の中でも重要なのは、生存率（第24段落）、バリア機能（第25段落）および形態（第26段落）である。関連するQCデータを試験法の使用者に提供し、試験報告書にこの情報を含めることができるようにする。光毒性について信頼性の高い予測をするためには、適格性が確認された組織を用いて得られた光毒性試験結果のみを受け入れる。
	被験化学物質および対照物質の調製

	29. 被験化学物質は、保存中の安定性がデータによって実証されない限り、試験日に新たに調製しなければならない。すべての化学物質の取り扱いおよび組織の初回の処理は、照射前に被験化学物質の光活性化または分解を避けるような条件下で行うことが推奨される。被験化学物質はUVを吸収し、UVフィルターとして作用する可能性があるため（10）（27）、被験化学物質の最大推奨濃度は10%を超えてはならない。
	30. 少なくとも1濃度の被験化学物質から許容可能な結果を得て、光毒性について試験結果を評価するための要件を満たすには、通常、溶媒中の3～5濃度の被験化学物質を試験すれば十分である（第69～71段落を参照）。理想的には、被験化学物質の濃度は、非照射下で細胞毒性用量反応を確認できるように選択すべきである。適切な濃度範囲の選択に関するガイダンスは、SOP（10）（27）に示されている。
	31. 水溶性の被験化学物質は、超純水または適切な場合には緩衝塩溶液（フェノールレッドを含まないダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（DPBS）またはハンクス平衡塩溶液（HBSS）など）で調製する。照射中の干渉を避けるため、使用する緩衝液には蛋白質および光吸収成分（例：フェノールレッドなどのpH指示薬およびビタミン類）が含まれないようにする。
	32. 油溶性の被験化学物質はゴマ油または他の適切な油（UV吸収が低く、RhE組織と適合することが証明されている鉱油など）で調製する。水および油に対して溶解性の低い被験化学物質には、純エタノールまたはアセトン:オリーブ油（4:1 v:v）混合物を使用してもよい（10）。
	33. その他の溶媒も考えられるが、使用前に溶媒中におけるRhE組織との適合性、被験物質と反応性、光毒性誘発能、光毒性抑制作用、ラジカル消去能および/または化学的安定性などの特性について評価すること（33）。他の溶媒を使用する場合は、溶媒の安定性および試験系との適合性を保証するため、選択した溶媒を用いた事前試験を実施することが推奨される（補遺3追加ガイダンスを参照）。
	34. 被験化学物質の安定性が損なわれない限り、ボルテックス撹拌、超音波処理、および/または適温への加温を用いて可溶化を補助することができる。被験化学物質溶液の調製に用いた手順は文書化すること。
	35. 生存再構成ヒト組織に対する試験を実施する前に、測定されたエンドポイントへの干渉について被験物質の評価を実施することが推奨される（MTT試験）。これらの手順の詳細はSOPに記載されている。被験物質によるMTT試験への干渉の可能性が明らかになった場合、「MTT還元物質および着色剤の補正」の項に記載したように適合する対照の適用が推奨される。
	36. 溶媒対照（陰性対照として使用）および陽性対照（PC）は、各測定で同時に試験すること。提案する溶媒対照は、水（水溶性物質の溶媒）またはゴマ油（油溶性物質の溶媒）および/または被験物質を溶解するために用いる他の溶媒である。提案するPCは、最終濃度0.01%～0.02%のクロルプロマジン塩酸塩水溶液（またはフェノールレッドを含まないDPBSまたはHBSSなどの他の水性緩衝塩溶液）である。習熟度を実証するための試験を確立する前に、クロルプロマジン塩酸塩の用量反応を評価するために、追加の濃度を試験す...
	照射条件

	37. 光源：光毒性試験において、適切な光源（例:ソーラーシミュレータ）およびフィルターの選択は、重要な要素である。通常、UVAおよび可視光線領域の光はin vivoにおける光毒性反応と関連している（15）（28）。一方UVBは光毒性との関連は少ないが高い細胞毒性を示す。波長が313 nmから280 nmに変化すると細胞毒性は1000倍増加する（28）。適切な光源は、太陽スペクトル全体を放射するものである（290 nmから700 nm）。フィルターを用いてUVBを減衰させながら、UVAおよび可視光...
	38. ソーラーシミュレータによる模擬太陽光は、適切な人工光源と考えられる。フィルタリングしたソーラーシミュレータの放射分布は、屋外の太陽光に近い必要がある（34）。キセノンアークおよび（ドープされた）水銀ハロゲンアークはどちらも、ソーラーシミュレータとして使用されている（30）。水銀は熱の放出が少なく安価であるが、太陽光との適合性はキセノンアークほど良好ではない。すべてのソーラーシミュレータは、多量のUVBを放射するため、UVB波長を減衰させるために適切にフィルタリングする必要がある（補遺2）。...
	39. 線量測定：各光毒性試験を実施する前に、校正済みの適切な広域UVAメーターを用いて、定期的に光強度（放射照度）を確認すること。放射照度は、試験に使用するものと同種類のプレート蓋を用いて測定する。
	40. 約6 J/cm2の放射照度（UVA領域で測定）は、RhE組織において細胞毒性を示さず、光毒性反応を引き起こすのに化学物質を励起する十分な量であると判定された（4）（10）（30）。60分以内に6 J/cm2を達成するようにUVA/可視光線の放射照度を1.7 mW/cm2に調整した（補遺2: 図2参照）。次式を用いて6 J/cm2を達成するために、別の曝露時間および/または放射照度を使用してもよい。
	41. RhE組織モデルはUVB照射に耐性があり（5）（23）（24）、UVB照射を含めるのが適切な場合がある（たとえば、対象の被験化学物質の吸収がUVB波長領域のみである場合）。スペクトルのUVB領域の存在をモニタリングし、放射照度の変化と共に最終報告書に報告する必要がある。
	42. 同様に、異なる光源を使用する場合は、細胞に悪影響を及ぼさないが、標準的な光毒素を励起するのに十分な量を選択できるように、照射を校正すること。機能チェックは、表1および図2に記載されている習熟度確認化学物質の試験により実施する。
	43. 細胞の照射感度：試験施設で新たに試験を設定した場合は、UVA感度試験を実施すること。方法および期待される結果の簡単な説明をSOPに示す。6 J/cm2に曝露した照射組織の生存率は、非照射組織の80%以上でなければならない。
	試験手順

	44. 組織の調整：RhE組織の受領後、キットの全構成部品の完全性を検査する。無菌条件下で、1ウェル当たり0.9 mLの培地を含む6ウェルプレートに組織を移す。プレートをインキュベーターに入れ、標準的な培養条件（37 ± 1 C, 5 ± 1% CO2, 90 ± 10% RH）で60分以上培養する。前培養は一晩に延長することができるが、最初の60分後に培地を交換する。
	45. 60分間以上の前培養後、6ウェルプレートの組織をインキュベーターから取り出し、組織下の培地を加温した（37 C）新しいアッセイ培地と交換する。組織に直ちに処理するか、処理開始までインキュベーターに戻してもよい。各処理条件または処理群について、4つの組織を処理する。このうち2つの組織を細胞毒性の試験で使用し（非照射下で処理）、2つを光毒性の試験で使用する（照射下で処理）。
	46. 適用：RhE組織を局所的に処理する。水または水性緩衝液に溶解した溶液の場合、50 μLの溶液をRhE組織に局所的に塗布し、必要に応じて、無菌のバルブ付きパスツールピペット（一端を火炎で溶かして小さい球を作ったパスツールピペット）または同様の器具を用いて静かに広げる。油中の溶液については、25 μLの溶液をRhE組織に局所的に塗布し、必要に応じて無菌のバルブ付きパスツールピペットで静かに広げる。展膏が不十分な場合は、（毛細管作用で組織表面を覆うように）追加の展膏ツールとして、無菌ナイロンメッ...
	47. 処理後、組織をインキュベーターに戻し、標準的な培養条件で一晩（18～24時間）培養する。
	48. 翌日、緩衝液（例:フェノールレッドを含まないDPBSまたはHBSS）0.9 mLを予め充填した新しい6ウェルプレートまたは緩衝液0.3 mLを予め充填した24ウェルプレートに組織を移す。細胞培養培地への照射によりばらつきが増大し、細胞毒性の光産物を産生する可能性があるため、フェノールレッドを含まない緩衝塩溶液の使用が推奨される（35）。
	49. 照射：+Irrプレート（蓋をしたもの）に1.7 mW/cm2を室温で60分間（または同等のもの）照射し、模擬太陽光が6 J/cm2となるようにする。光源が過度の熱を発生し、プレートの蓋の下に結露を引き起こす場合は、プレートをファンで換気する。−Irrプレートを室温の暗所（ボックス内など）、好ましくは照射組織と同じ曝露室に置く。処理中にメッシュを使用した場合、照射/暗所曝露前に慎重にメッシュを除去すること（細い鉗子を使用する等）。加温した（37 C）新しいアッセイ培地を1ウェル当たり0.9 ...
	50. 照射終了後、無菌CMF-DPBSの入った洗浄瓶を用いて各組織を洗浄する。組織表面から物質を効果的に除去するには、約20回の洗浄が必要である。希釈液を除去するために用いた手順を文書化し、最終報告書に示すこと。洗浄したすべてのインサートを新しい培地の入った新しいプレートに移す。各組織の表面を滅菌綿棒で慎重に乾燥させる。
	51. 被験物質の特性が照射を妨害または遮断する可能性がある場合（たとえば、暗色または不透明な物質）、照射または暗所曝露条件の前に、希釈液を除去しなければならない。試験条件下において、18時間から24時間の曝露期間中にRhE組織内に浸透する被験化学物質は、照射時の組織内において生物学的に利用可能である。照射前の18～24時間の曝露時間は、皮膚刺激性試験（1）に関するTG 439で適用された曝露時間より著しく長い。そのため、照射時に反応性光毒性種が誘発される可能性のある標的細胞に最も近い組織モデルに...
	52. 組織を標準的な培養条件で一晩（18～24時間）培養する。
	53. MTT生存率試験：1 mg/mL MTT溶液を調製して37 Cに加温し、ラベルを貼付した24ウェルプレートの適切なウェルに300 μL分注する。18～24時間培養後、組織インサートを6ウェルプレートから取り出し、インサートの底部を滅菌ガーゼまたはペーパータオルで吸い取り、ラベル付き24ウェルMTTプレートの適切なウェルに移す。24ウェルプレートを標準培養条件で3時間培養する。
	54. MTT培養後、インサートを24ウェルプレートから取り出し、インサートの底部を滅菌ガーゼまたはペーパータオルで吸い取り、新しいラベル付き24ウェルプレートの適切なウェルに移す。2 mLイソプロパノール（抽出液）で組織を抽出する。24ウェルプレートを（パラフィルム等で）密封し、プレートシェーカーで穏やかに振とうしながら室温で2時間以上かけてホルマザンを抽出する。または、一晩かけて抽出することも可能である。プレートを上述のように密封し、振とうせずに室温の暗所で抽出する。抽出液のサンプリング前に、...
	55. 抽出が完了したら、組織インサートをウェルから持ち上げて、インサートを取り出したウェルに抽出溶液をデカントする、または（20ゲージの注射針等で）組織に穴を開け、インサートを取り出したウェルへ抽出液を排出する（インサートは廃棄可能）。抽出液が均一になるまで、3回以上ピペットで「上下」にして抽出液を混合する。各組織について、ラベルを貼付した96ウェル平底マイクロタイタープレートに200 μLの抽出溶液アリコートを分注する。最後に、200 μLのイソプロパノールのアリコートをブランク用の指定された...
	56. 96ウェルプレートの光学密度（OD）を、マイクロタイタープレート分光光度計を用い、540～595 nmの波長、望ましくは570 nm（最大± 30 nmのフィルターバンドパス）で測定する。参照フィルターの読み取りは必要ない。あるいは、ホルマザン抽出試料の吸光度を、HPLC/UPLC分光光度法（32）を用いて測定することもできる。
	細胞生存率の計算

	57. 生存率の計算各被験化学物質で得られたOD値を用いて、溶媒（陰性）対照（100%に設定）に対する生存率（%）を算出することができる。HPLC/UPLC分光光度法を用いる場合、組織生存率（%）は、被験化学物質に曝露した生存組織を用いて得たMTTホルマザンピーク面積の、同時に溶媒（陰性）対照で得たMTTホルマザンピーク面積に対する百分率として算出する。
	58. 適切な溶媒（陰性）対照で処理した組織（+Irr）の平均値に対する、各被験化学物質または陽性対照で処理した組織（+Irr）の相対生存率（または対照に対する%）を算出する。同様に、適切な溶媒（陰性）対照で処理した組織（-Irr）の平均値に対する、被験物質または陽性対照で処理した組織（-Irr）の相対生存率（または対照に対する%）を算出する。個々の対照に対する%値を平均して、+Irrおよび-Irrの各曝露について濃度あたりの、対照に対する平均%（生存率）を算出する。以下の式を用いる。
	MTT還元物質および着色剤の補正

	59. 被験化学物質の光学的特性やそのMTTに対する化学的作用（化学物質は、色の生成を防止または反転、およびそれを引き起こす可能性がある）が試験に干渉し、生存率の誤った推定につながることがある。特定の被験化学物質が洗浄によって組織から完全に除去されない場合、または表皮に浸透した場合に生じる可能性がある。被験化学物質がMTTに対して直接作用する場合（MTT還元物質など）、自然に着色している場合、または組織処理中に着色する場合は、生存率の測定に対する被験化学物質の干渉を検出し、補正するために、追加の対...
	60. 直接的なMTT還元物質を同定するために、最高試験濃度の各被験化学物質を新たに調製したMTT溶液に添加する。被験化学物質を含むMTT混合物が青色/紫色に変化した場合、被験化学物質はMTTを直接還元すると推定されるため、標準吸光度（OD）測定またはHPLC/UPLC分光光度法とは別に、生存不能なRhE組織の機能検査をさらに実施すべきである。この追加機能検査では、残存する代謝活性のみを有するが、生存組織と同様の方法で被験化学物質を吸収する死亡組織を使用する。各MTT還元被験化学物質を最高試験濃度...
	61. 独立した試験/測定の実施回数に関係なく、NSMTT対照は被験化学物質ごとに1つで十分である。MTT還元物質に曝露した生存細胞組織で得られた組織生存率（%）から、同じMTT還元物質に曝露した死亡組織から得られた非特異的MTT還元率を減じることで真の組織生存率を算出し、補正中の試験と同時に実施する溶媒（陰性）対照との相対値（%NSMTT）を算出する。
	62. 有色の被験化学物質、または、水かイソプロパノールと接触したときに着色する被験化学物質による干渉の可能性を特定し、追加の対照の必要性を判断するために、水（曝露中の環境）および/またはイソプロパノール（抽出溶液）中の被験化学物質の分析を実施すること。水および/またはイソプロパノール中の被験物質が570 ± 30 nmの範囲の光を吸収する場合は、追加の有色の対照を使用すべきである。あるいは、HPLC/UPLC分光光度法を用いる必要があるが、その場合、これらの対照は必要ない。
	63. 標準吸光度（OD）測定を行う場合は、干渉する各有色被験化学物質を最高試験濃度で2つ以上の生存組織（例：照射する組織1つおよび暗所条件で曝露する組織1つ）に適用し、全試験工程を実施する。ただし、MTT培養工程でMTT溶液の代わりに培地を用いて培養し、非特異的な有色（NSCliving）対照とすること。NSCliving対照は有色被験化学物質の試験と同時に実施する必要があり、複数の試験を実施する場合は、生存組織には固有の生物学的ばらつきがあるため、実施する各試験（各測定）で独立したNSCliv...
	64. 非特異的なMTT還元および非特異的な色による干渉により、分光光度計の直線範囲を超える組織抽出物の読み取りが増加する可能性があることに注意することが重要である。これに基づき、各試験施設は、規制を目的とする被験化学物質の試験を開始する前に、市販のMTTホルマザン（CAS# 57360-69-7）を用いて分光光度計の直線範囲を決定する必要がある。直接的なMTT還元および/または色による干渉の補正なしで被験化学物質から得られた組織抽出物のODが、分光光度計の直線範囲内にあるとき、分光光度計を用いた...
	65. MTT試験に強い干渉作用があるために、標準吸光度（OD）測定に適合しない有色被験化学物質については、MTTホルマザンを測定するのに代替HPLC/UPLC分光光度法を採用することができる。HPLC/UPLC分光分析システムにより、被験化学物質を定量する前にMTTホルマザンを分離することができる（32）。このため、HPLC/UPLC分光光度法を用いる場合は、被験化学物質に関係なく、NSCliving/NSCkilled対照を必要とすることはない。しかし、被験化学物質がMTTを直接還元することが...
	66. MTTホルマザンを測定する場合、HPLC/UPLC分光光度法は、あらゆる種類の被験化学物質（有色、無色、MTT還元物質および非MTT還元物質）にも使用できる。HPLC/UPLC分光光度法システムは多様であるため、組織抽出物由来のMTTホルマザンの定量に使用する前に、米国食品医薬品局の生物学的分析法バリデーションに関する業界向けガイダンス（36）記載の、一連の標準適格性評価パラメータの判定基準を満たすことにより、HPLC/UPLC分光光度法システムの適格性を実証すべきである。
	有効な試験の基準

	67. 有効な試験を実施するためには、以下の判定基準を満たす必要がある。
	68. 各被験物質処理群において光毒性の可能性を評価するためには、以下の基準を満たす必要がある。
	結果の解釈と予測モデル

	69. 照射下で処理した1つ以上の試験濃度の相対生存率が、非照射下で処理した同濃度の相対生存率と比較して30%以上低下した場合、その化学物質は光毒性を有する（または光毒性の可能性を有する）と予測される。
	70. 照射下で処理したいずれの試験濃度の相対生存率も、非照射下で処理した同濃度の相対生存率と比較して30%以上低下しない場合、その化学物質は光毒性を有さない（または光毒性の可能性を有さない）と予測される。
	71. 試験濃度のいずれも光毒性の予測に至らず、濃度の少なくとも1つがカットオフ値の5%以内にある場合、および/または複製組織から一致しない結果が得られた場合、2回目の測定を検討し、最初の2回の測定間で予測が一致しない場合は3回目の測定を検討する。この場合、光毒性の可能性の結果が認められた濃度に近い濃度範囲を検討することが推奨される。
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	72. データの質と量。データの意味のある解析を可能にするため、照射下および非照射下での濃度反応を捕捉する適切な濃度を選択する必要がある。不確かな結果、境界域の結果、または不明確な結果は、さらに試験を実施して明らかにする。このような場合には、試験条件の変更（たとえば、試験濃度）を考慮すべきである。
	73. 各測定について、個々の複製組織のデータ（たとえば、分類を含む各被験化学物質のOD値および算出された細胞生存率（%）データ）を、必要に応じて反復実験のデータを含めて報告すべきである。また、生細胞率平均値 ± 各測定における重複組織間の差を報告する。MTT試薬と有色被験化学物質で観察された相互作用は、各被験化学物質について報告すべきである。
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