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FEULD in vitro XEIZ L BT > P r R REESEIEMEE (ARTA) #HBED1
FZ4 >

1. NN ELIE, () NOWRICEET 2N B E N LIRLE
TEF.  Gi) AT oA FEAREZES 2N LEAre U0 EE, (i) e o
EMALE ZIEREE . Gy) B~ RLVE S0, (v) BT OERN
MHEDT VT T AEEGUMRAREFICEVBAETL, KRBT N7 14
(TG) 1%, 7 K U difitt LR — % —E a1+ DIEEIEME LB KO EDO A2 %
R ET D,

2. KBBR T A BT A e ORERIEDOFRE R % | invivo DML E 72 134/ 7
a2t R ZBITHT el Uil OBHEI ORI EEMTET 5 XX TR,

3. KRBAA RIA 0T, 7I=AMBIOT 22 =X b 2R+ 57
¥ NS R EERETENEAL (ARTA) BBIEICOWTHIT 5, AV FI A~
. T P FrBZRERT A=A M BLOT X A=A MRED DO, AR
B L ORI L - B ORBIE TR SN T D, AR A KT 1 1
LHENTWD, TROCHIESNEBRRBRIEIUTO LB TH 5D,

e AR-EcoScreen™ fifiukk(1)% AV 7= AR-EcoScreen™ % (GRBRYE 1. A& CIZFE#H)
o AR-CALUX®MMIIEE(Q2)%Z 7= AR-CALUX®¥E GRERVE 2. i1 D IZ50H)
e 22RvI/MMTV_GR-KO fifi@dtk(3) & H\ 7= ARTA ik (GRERIE 3. ##i# E (ZFRCH)

4, D3 o0RBRIEIL, FILFHMEEE, 3R 0b U T RBEELET v
Fa 7 oS R/IRIC LD VR—2 =B FOEGEE AR E LTS (BE%5E
FO6EM) | RBEMOBEPLAE L OE SO E A~ & B (£ B.1EBXUB.2)

T, ZHHD 3 OORBRIETTRT 96 VoL T L— hTHEM IS, AR-
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CEHRFFT AT DI, T A A=A RNT v A DO DR RMESBA G EN 5,

FRBRIEICIL, B 70 barBLORBRT COFREEND S, KFRBRIEIC
X, 7A=AMBLOT ¥ T=X MNE®ZRRMT 57200, ZRENEAE O
T — Z AT HEN B D,

LRABRT A FZ1 BB DR DEREJTHE

5. In vitro B 5IEMEAL (TA) 1EIZ. ALFWE DRFE D BIR~DRES . R5E
PHEAbIZhe LAR—4 —8fa 1 (luc BIE7%) OEEER LOFRRICESW TS,
INLORBTIIHEA R LA —F —BIEFEHNDZENTED, TA EX, =R
ra s/ IK (BER) R°T7 v R 7 o2 mZ K (AR) 7o EORFR NSRRI
Lo THIBE SN BRI T 0 7 7 A LOFHEIZHW STV S(5) (6) (7) (8).
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ZEIFTERY, DX, inviro (BU) 7 v Ka b UG E BT H{LFEME OR
ERGT — 2 2835, ZoF—2F, A7V —=r 7OBENENATT OB
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FFAREYE . ERREB KOS RIEREOMEEICE T D RIKEENE, 1 BOEBRPER A IND
72OIZiE, TR TOHFEEELZW - I RTE R 5780

ERE (7= F) : FEOLZERICHES L. MIRANTOIREZ5 &S 2L EwE, [
CERAEICHEET DRERMED Y T FIEB LB 2 33 5

TV Ra S URER T v R S U2 RIS LI S B A REICI L. BRED(L W E ™A
THYH R EFERLLIEH

BHE (Fr2d=2x}) ZEERIHEETLHZ LT, EYWFERISEEEREZS X T L7
A, TA=ZAMBNTBIEER T vy 7 F30ET 52 /IK) By RERIEFEDED
1 fi

M7y RaF AEf:T7 v Fa X USRIENEEO T I =2 M) By ROERZMET 5. (b
WE DEES, KRBT A RT A »Tlid, AR NEMEORE R 25T v Fa 7 o igrtoit
PAETH 5.

AR:7 R 7 25k

ARE:7 > Ra 7 U B R A v b

ARTA:7 R a 7 S RAREE GE AL

BDS: BioDetection Systems (47 > #)

BLR: % [ F- BURG L

CERLAC W E FHImAT JEbeE (HA)

CASRN: 7 I W NVT 7T AT 7 h¥—ER (CAS) Bk
CRISPR-Cas9: 7 7 A & —{v A8 LRSI U v — h-CRISPR B
CV: LEREL

MM« ML OREE £ 7 IIREIC KT 2 A H R BN T BRI Z 51 Sk 24, Ailia
BB L HREHIR O TR, 7 = VINICTFEET DM Lz v | AR
ITROZ RS T AR IR & b U CRERRRE DI EIE DI T2 b 7o b S b,

DHT:50- 't K7 XA kA7 1
DMSO: Y A F /LA JLRF v R
ECso: BB T E (7 A=A ) OFERRIRE
ED: N/ < SLE
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IUPAC: [EESHIE - JE b E s
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MTA: Y ERE & EE

MFDS: f& i = i 2 L (w[E)
MMTV:~ 7 ZAFLIES; 7 A L A

st B SRBR AN LW E RIS LTV AL E TR L. RERZR OIS U —E
5ye FEMERIL, EBREOT v A O T THRBRBNISE LW & 2RI L E 72 5
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PCR:R VU A T — P HEH N
PR: 7' 0 7 AT 0 U RIK

%@ﬂ%.ﬁ%%ﬁfﬁﬁé AV BTN BB TR LT, SRR DR L7 —
o BRI, EIEOT v A ORIET CRBRINIET 5 = & 2R TaHLE 725

REAHBICREL D 3 (Rr B0 FREAER D HLHE)
BRILFEWE - RLTFWE L OO R T2 DI Sh o E

BRIEEE  RBIEOZ AR FLET 72T 0, KBRTA R7 4 Tid, SHEYEL

X SHEBEOFEWE O S b, 2EENGMCE 2R L (HERISE 7213 1 O EE R

T) | VEEDPKIS 2R S RVEEWE 4T, 2RO EME D 5 b, BBt HERIE
2R VEEAZRIEEME TH S

B8 : B — 71 b a Lz A0 CREREZ Fii L2 35EA1I0, ERENE L OFEBREF TR
B WO T FREAR TR 2 KT R, WLR 2: BLR # & H L CiHlid 5

RIAH 75 56

RLU:FHXH 561 &

7 v WBRIEO WA RIS B T DAL ERER 2 R 2 (85 0 £88, 457 %, o
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D 7 — o BIRIEFICEE Tl R Y = L CEIET 5 1 DOEME LT-FEBRTH D
SD: 1 HE{fF 7=
SMILES: Hififift. o3 7 A AJJT AT A

B BB FEORBRIEZ W TH—OREDLTFIE I T 2 72DIZFE s s & 5
D HEEBIEE, KR T A F 74 12BN T, mihx nit%ﬁi‘nim—(@%gz%{t%*@g@%ﬁ%ﬁni%\
FU (TR V== 7T B RIOERENT U%E) | T 2. aERGE, Ml EEE
7 EOFT S TOBMED G725, IO TIZEY . HWCRBRIAE L OGS RS
WVENZXET 250 ) OHEEIZ L DRl IS o, RS 2 R L E DIEE D
STENAREL R D

TABR GG, 7o Ra P UZRIK~OT » Ra X ofisa e & OB EDILFER S 7 iz
JiE L C mRNA ARk & Bilde 25 2 &

BBALEYE . KBS oWmE <<, B WE., 20t WE R L OV E T IXIRE Y ORER
DT A O A HENE %ﬁbﬁw%®

ﬁ%& KRBT A BT A4 ORICBNT, alBrik & ﬁ%%ﬁ%F?%/;%ﬁéhtﬁ
BERMEZT =T L THRIEBO LN HEDHIHD 1 5 Th 5, RRIEOHRESEIC
Wzi REEL 9~ 2 BEAE SR % 1 5 R E O MR ﬁ%%%%?é%m@ﬁ%\7V—b®
RRIESAE, BRI E ORI KON, NS ZE oo SVEEFLIC LB #iE S L O
B4 57 —ZF AT v 7R EEND

RBRA AR CHEH SN EYHEN ., (L FETIIME Y AT A ET1TF 05 O/ AE Y,
In vitro B RIZEIZAEFHI U AT & lila, %) TH D

UN GHS:[HEHE A O 25 OB L OFERICET 5 R0 A7 A
UVCB:ALE N RN FE 721328 Lo T WMB W E . 72 OGS R ¥ L OVE R L

BRRE S N2 RRBRIE - FPED BANICK T2 240 (IEfMMEA2STe) BIOEBMEEZHWT 5720
DAY F =g CREBRAE T LIaBRTE, MEE S oA, Bt K OMEEMED A
THRRMREPELNT. BT ONIEHNICEEG L TV LI TERWGARH D 2 L
BT LORENDD

BiE (X TF—Tay) HELREMOEOIC, FFEOT 7u—F, Fik, ot AE I35
lOEFENERS KO 4 2T 5 7k A

BEAHR - PR E R L OSRIEEDOEMRIC W 1 (BUR) o (L 2WHE Z2 Eife 9,
AR D 7 TR 2

WLR: = N -8R

ABRIEER O HFE

AR-EcoScreen™ ZGRE
AGBR:T A=A N7 v EAIZHBITLHT7 A= FZHIEHE (500 pM DHT)
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DCC-FBS: 7 ¥ 22— /L « 7% A F 7 BT ViR
DEHP: 7 Z LY (2-TF )L ~F L)

HF:t R %y 714 I R

IC3: 7> X =R N7 vt THEINIEEN, &7 L — K TS500pMDHT IZ X VI
T KIEVE % 30%30H13 2 X O e kbR 298 Dy s
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PCarc:500 pM DHT 55 X OV 1 pM HF (2 KX BB EINE 279 AR 7 o Z A=A h Xt
PCer: A ENER IR (10 pg/mL &7 o ~F 3 K) DIRE
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FHE XN DIED 50% & 72 D WRER{ VW E Dy
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RPCora: R FWEIC L > THE I NI KDIGE LNV THY | [Al—7 L — b _ET PCaco
(10nM DHT) (IZX > CHEINDISEIZRTHEE (%) TEIND
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AR-CALUX®Z B 7%
ARE:7 > Fa VBT L A v K

AU AT

BENT LV : TV R ) == 7T VR BICFITINDIERT, JUVEWKEEDRT A—X
EHETHOIC, LDV EIRAT 7 Bl2iX 2, 3. £721F5) TITH Lo
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DMEM: % /Ly i A — 7 L E5
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& B. 3 DORBRIEICEE T 5 FH,
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HH fed et F ¥ A =— AN LA =PI /I t N PR A t NRISZIRDS A BB
TR A 2 e t | ARcDNA e Et [ ARcDNA o MK AR
o Mmoo s HUNRNIETuE—H4—4 e TATA7TE—H—23xARE-7F¥ e ARE-7R¥ /L luc (Photinus pyralis)
C3 ARE-7R #Z /v luc (Photinus pyralis) )V luc (Photinus pyralis) &1 MMTV LTR 7' 2 E— ¥ —
o SV40 T mE—HF—-UI A XY luc e CRISPR-Cas9 IZLD /7T Uk
(Renilla reniformis) (ol 7 1 [A] g GR
HIE M)
R | o MUIRT LU RuFVIEET L ALY N e GR, EREBIUPRDHEBN/MEN e ER F7/-IXPREIFML
DEFUC L DI/NGR 7 B A F—7 EITF L A LN e GR/ Y77 UFh
o A RN—"T"y O AT RENE o NARAN—T"y O RENE
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ANFFHik EMEIRN 27 (JCRB) iR 7B X BDS &EDT A o AEK HEEMIE NV 7 38 KOV E MFDS & @
CHIEDOFTAEH L DT A4 B A EET TAR VAR EEOWEBBAEE
WEBEGES (MTA) (MTA)

# B.2a.7 I=R MEMHIZET 2 3 S ORBREDSBEYE L IR EROHE

SHERTE | AR-EcoScreen™ | AR-CALUX® | 22RvI/MMTV_GR-KO

V==

SR E 50-Yk K7 2 h 271> (DHT) 50- b FeF 2 k27w (DHT) 50-Yt KT X kA7 o (DHT)
logPCso & -11.03/-9.00 (log[M]) ECso#iH  1.107%1.10° M logPCso & -10.6/-9.0 (log[M])
logPCo#iH -12.08/-9.87 (log[M]) logPCio#iH -12.2/-9.7 (log[M])
V7 EA NihfR T IEA Rl D
PCaco > 6.4 DIRf ; PCrco> 13 DIGH

; . - DA
FLue (PCaGo:DHT 1.0 x 108 M) DHT 1.Ox 107 M =20 ©%r0 (PCaGo:DHT 1.0 x 108 M)
PCio>1+2SD (VC#E) DG4 PCio>1+2SD (VC#H) O%LH
3T /LT CV<20%DHE |CV]| logECs0 < 1.5%
ZF>0.5

Gt ARB v 170- A F VT A NATH ARH ) a
logPCso &  -10.15/-9.26 (log[M]) RI > 30% logPCso i  -10.2/-8.6 (log[M])
logPCo#ilH -10.92/-10.41 (log[M]) logPCo#iH -12.3/-9.8 (log[M])

B V7 EA NehfR

33 LT CV <20%DHHE

Rt HR THENVEEY Q-=F~FI ) (DEHP) I FaRTor THEIVEEY (- FI~NF )

(DEHP)
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i | AR-EcoScreen™ | AR-CALUX® | 22RvI/MMTV_GR-KO
oo PCio WA TE 72\ RI <10% PCio BFHRE TE 220
R HL M PR NA NA
(rZ=2})
AR FENTEMEDNL Y 7 = T —PHE LI 5
oy 29 57, 7% AR 74 2= |
- (1 uM HF) Z ¥ L CRERR.
# B2b.7 ¥ T=R MHEICEIT 2 3 DORBIEOS RIERE L FFREEOHME,
RERVE AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22RvI/MMTV_GR-KO
TUHEIA=R b
Wb E t ke 7% K (HF) 7% K (FLU) EHAZ IR
logICso #iFH  -7.80/-6.17 (log[M]) ICso#ifH 1.0x 107/1.0x 10°M logICso #iH  -7.0/-5.8 (log[M])
logICso#ifH  -8.37/-6.41 (log[M]) logICso#iH  -7.5/-6.2 (log[M])
RTA @ PCarg < 46% InhF FLU 3.10° M > 10 RTA @ PCarc < 53.6 %
e (PCa1G:500 pM DHT + HF 1 uM) (PCa16:800 pM DHT + E /L Z 2 K 1 uM)
- T EA Rk T EA Rl LUEA NG
33 = /LT CV <20% ICV| logICso < 3%
ZF>0.5
(Zle i A7 =/ —J)LA =N % 27> /)—)LA
logICso #iFH  -7.05/-4.29 (log[M]) RI < 60% logICso %  -6.2/-5.0 (log[M])
e logICso #iPH  -7.52/-4.48 (log[M]) loglCso &l -6.6/-5.4 (log[M])

3T /LT CV<20%
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RERE AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR-KO
Rt ot R DEHP LR AT AR LL DEHP

st [Cyo MEETX 72\ RI> 85% [C3o BEHRTE 220
Z DD K} R AGrs> 5 DA NA AGrs> 10 DIFE

(AGrer:500 pM DHT) (AGie£:800 pM DHT)
BRI (7
B a=2 B) DHT DHT
2o T 2
e NA WRILFWE R2 < 0.9
NA: %48 L

*
CALUX®BBRIETII—T 7 4 v T 4 )
DOFRBRYE TIE 300 pM, 22RvI/MMTV_GR-KO

R?2FLU<0.7

BRI R2< 0.9

1) ICso. IC30 DFFEIZEBWT, 3 DORBRIETITR R 2 BFEMNFIELEM AT 5 (AR-EcoScreen™ 5B LR L T 22RvI/MMTV_GR-KO fBR1E CIINFH, AR-

2) TUEIA=RANT viATiE, BR2D2BEDODHT ZM LT (AR-EcoScreen™#ERL TiX 500pM. AR-CALUX®
ABRIE T 800 pM)

F B3 aAHBRTA NI A VEBBRD 3 >ORBRENOEONHEREOME, (LEWEE, 7I=X hORKHIZOWT 2 0% 2iX 3 2ORBRIETHBR L2

TREENDHEER! AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR-KO
- - - - b= | RS
¥4 CASRN Ref. Ref. NUF—3 logPCw? logPCsp? NUF—3  logPCw?® logECso?® NUF—3 log PCio* log PCso* 3% S
(2003) (2017) = fER2 (M) (M) EVZ (M) (M) e (M) (M) ~
Se-VERRTARATES | 58 P P P 12.08/-9-87 | -11.03/-9.00 P 10.64/-10.14 | -9.98/-9.42 P [10.60/983 | 0734895 | 7 AR PR
H7 = ) — P
AAH 0 521-11-9 P P 10.92/-1041 | -10.15/-9.26 P 1026999 | 9.53/-9.39 P 1036/9.66 | 9.65-839 = AFmA K, B,
H7 = ) —
(AF NV FaTA KR
FrYy)
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TARATRY
17B-T= A b7 VA —1
17-FEiE A Ra v 7 as 2
V=g
1T-=F = LT X k5 IF
—Jv
THNBET F VRV
TENEEY Q- FF
V)

ERrf 72 IR
ERAT7x =LA
AFNTARNAT O
AT =
a)FaRTa

LRIV A KLV

vrsmyy v

6- 7B EN2-F AT T

0,p-DDT

= AN

58-22-0

50-28-2

71-58-9

57-63-6

85-68-7

117-81-7

52806-53-8

80-05-7

58-18-4

57-83-0

50-22-6

797-63-7

50471-44-8

67747-09-5

1912-24-9

51-52-5

789-02-6

90357-06-5

-10.42/-9-73

-7-74/-6-75

-9.64/-8-89

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

-9.46/-8.96

-5.34/-4-88

-8-77/-8.37

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

-9-81/-9.60

-6-70/-5-85

-9.91/-8.32

-9-73/-9.57

-9.42/-9.26

-9.25/-8-80

-9.23/-7-75

-9.11/-8.95

-8.91/-8.61

P

P

-10.28/-9.91

-8-76/-8.49

-8-77/-8.20

-6.21/-5.27

-5.54/-5.04

-10.39/-9.99

-7.13/-6.19

-7.16/-5.47

-10.28/-9-73

-9.67/-8.66

-7.19/-6.03

-7.64/-6.01

-9.63/-9.28

-5.50/-5.01

-9.06/-8.46

27 HA R,
H7 = )=t

A7 HA R,
7 x ) =M

A7 HA R,
T = )=

27 HA R,
7 x )=k

7 B VIR

7 5 VIR

7=UF

AT = /=)

27 HA R,

H7 = ) — P

A7 A R,
H7 = ) —

A7 HA R,
H7 = )=tk

A7 HA R,
H7 = ) — P

oL e
A I =
KTV
FEHET I

vy Ivy

HHEIER

TRl
B
Eo

PR
#
Lo

PR
#
Lo

S
*HE

W
#

AR
fe R A
AR

S R

(=SB

PR
#
Lo

PR
#
Lo

PR
#
Lo
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J=amy

330-55-2

NT

NT

N

e

£ B3IbARBRITA RT7A VEEHRDO 3 ORBREN LG/ ONTHEROBE, {bEWEEZ, T ¥ I=X FOFEIZONWT 229 IT3 5D
RERETRBRL7-

TSN D AR ! AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1/MMTV_GR-KO
: : \ RS | B S
(L E 4 CASRN Ref. Ref. NYF—3 | log IC3 2 | log ICso 2 | RYF—3 | log PCso® | log ICso® | AU F—3 | log ICs* log ICso ¥ S
(2003) (2017) ENZ 1% (M) (M) ENZ 0% (M) (M) a LG R 4 (M) (M)
ERefy7Lrs3I R 52806-53-8 P P P -8.37/-6.41 -7-80/-6.17 P -8.63/-8.01 -7-80/-7.54 P -8.17/-7.45 -7-79/-7.11 7T=UFK [ 3R S
AT x/)—)VA 80-05-7 P P P -7.52/ -4.48 -7.05/-4.29 P -6-75/-6.12 -5.93/-5-81 P -5.92/-5.56 -5.68/-5.29 ERAT =/ —V bR A
TNE IR 13311-84-7 P P -6.20/ -5.69 -5.66/-5.43 P -7.51/-6-71 -6.60/-6.23 P -7.11/-6.62 -6-70/-6.26 T=UFK =5 S
VA=Y A=00N 67747-09-5 P P P -5-77/ -5.47 -5.44/-5.12 P -6.42/-6.02 -5-78/-5.59 P -6.02/-5.30 -5.47/-4.95 A IF = JiE S
vrzuyyr 50471-44-8 P P P -6-83/-6.32 -6.47/-5-85 P -7.91/-7.00 -7.50/-6-75 P -7.22/-6-74 -6.94/-6.44 AR JiE S
50-Yt RrTF A RAT Y 521-18-6 N N - N - N - - 2FuA R, 5 3
H7 = —ntE
P =0 521-11-9 N N - N - N - - AT7uaA K, [ 3K 5
H7 = —ntE
THENEEY (2-=FL~F 117-81-7 N N - N - N - - 7 X VIR {eeh R,
L) Q]
TRV 1912-24-9 N N N - N - N - - FYUTFUL. 5
FEWT I
6-FuEN2-FFH T T L 51-52-5 N N - N - N - - vy I [ 38 0
17p-m A kT VA —)1 50-28-2 P NT NT P -9.05/-8.04 -8.40/-7.64 P -7.98/-7.20 - AT7uaA K, [ 3K 5
7z )=
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1Te-TF = LT A F T JF 57-63-6 NT NT P -8.42/-7-75 | -7.57/-1.26 -7.91/-7.29 | -7.54/-6-88 2F A R, =

—L PEVEZA

T RN T F N DN 85-68-7 NT NT P -6.13/-5.46 | -5-81/-5.11 -5.10/-4.57 | -4-86/-4.28 7 4V Q]

PAE = 57-83-0 NT NT P -8-78/-8.57 = -8.07/-8.03 -7.40/-6.30 | -6-88/-5.97 2F A R, =
H7 ==tk

aLFaRTFay 50-22-6 NT NT P -6-85/-6-77 | -6.35/-6.33 -6.36/-6.11 | -5.91-5.51 ZFuA R, =
H7 = —ntE

0,p-DDT 789-02-6 NT NT P -7.33/-6-84 | -6.36/-6.24 -5-82/-5.48 | -5.56/-5.21 Pt e S 2o

EANLH IR 90357-06-5 NT NT P -8.18/-7.19 | -7.23/-6.69 -6.92/-6.37 | -6.39/-6.10 7=VU K =

Y=mamy 330-55-2 NT NT P -6.64/-6.38 | -5-85/-5-70 -5.64/-5.33 | -5.33/-5.11 IR 2o

17-ffg A Km o7 m iz 71-58-9 NT NT N 2FuA R, B,

Fay 7= —k

LR VAR LV 797-63-7 NT NT N 2F a4 K, [ 3
7= =k

# B3a B L UB3b DBEEEM : E/L, P [P, N fad:, NT : Rk

P PRI DHER 2003 4E0 ICCVAM FEAT(5)F L TV 2017 4200 ICCVAM AR-Z R Y 2 F(12) THE SN0, 2017TEORY 2 M, 2RLSEWE N 2 28k

D7 A TEME (G 2779, 7203 2 DU EOT v A THEEZ R IRV, BRLOBBHEEEEZ RS20y (B&ME) Z &2 L THERT 57200, BMo Rk

MWEENTND, O, 2003 FEOBMY A N TRIE INIALFEMEOTIZIE, IO DOEERHI-T OISR T =2 RN ORH Y, BORMY 2 N Tk

FRr&N L7z,

2 AR-EcoScreen™{ED Y F— 3 VREE (TRTOSBMEREIZL D, TXTOER T BT Di/MNEKE)

3 AR-CALUX®IEDNY F—v 3 VIREE (TRTOSMEREIZL D, TXTOFENRT BT S /MK

4 22RVI/MMTV_GR-KO ED AN F—3 a VEE (TRTOSIMEREICL D, TXTOERT BT D/ KE)

SEHEMICHRD DAIVEEL I N FETH 2 REEVCEFREHFOEFHAFEER (MeSH) 2T, &b FWEEZ — DL Lo FWESFICHE LT
(http://www.nlm.nih.gov/mesh & O AFFAHE) .

6 KEENLERHNEBEOEEME T —Z NN 7 BT, SALFEWE %2 — 2L, EOBEASEICHE LT (http:/toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB & W ATF7]

HE)
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#FBIaKRBRTA RTA VB D 3 -ORRE (FIA=RA T vEA) ODENENIZONTEMNABRE L E

R LFWEO I R K,

AT DO DBERE

AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1I/MMTV_GR-KO
AR S 'ﬂﬁ#%gﬁﬁ %l%ﬁj\ﬁ 6
" 2 3 3 4 4 S
N 5 2 log PCso 3 log PCio log ECso 4 log PCio log PCso
ﬂ:?%EZu CASRN D = }\ . %ﬁ log PCio (M) (M) %ﬁ (M) (M) %ﬁ (M) (M)

So- b R & b & 521-18-6 P P -12.08/-9.87 -11.03/ - P -10.64/- -9.98/- P -10.60/-9.83 | -9.73/-8.95 ATaA R, 28 K S

Fur 9.00 10.14 9.42 T )k

ARAH )ma 521-11-9 P -10.92/-10.41  -10.15/-9.26 P -10.26/-9.99 -9.53/- P -10.36/-9.66 | -9.65/-8.39 ATmaA R, 28 K 5
9.39 H7 ==t

(AFNLTE RaF

ZRATTY)

TAMART TV 58-22-0 P P -10.42/-9.73 -9.46/-8.96 P -9.81/-9.60 -9.25/- P -10.28/-9.91 -9.67/-8.66 ATmaA R, [2€ K S
8.80 H7 ==t

17B-= A F T VA — 50-28-2 P -7.74/ -6.75 -5.34/-4.88 P -6.70/-5.85 - P -8.76/-8.49 -7.19/-6.03 ATaA R, 22 K 5L

% VEWASYIZ i

17-lffe A Faxo 7 71-58-9 P P -9.64/-8.89 -8.77/-8.37 P -9.91/-8.32 -9.23/- P -8.77/-8.20 -7.64/-6.01 ATmaA R, [ 3K fh

nyATE 7.75 H7 = ) — bk

THENVEBETF LR 85-68-7 N N N - N 7 X VEEER RIEERA

2%

THENLVEEY (2-=F  117-81-7 N 7 X VR b A,

JLANF L) - N AU

ATz /=LA 80-05-7 N N - N AT x ) —)L bR

WeaE : M 2 B/b, P Bk, N @k
'ICCVAM AR-ZH U 2 | (2017) (12),
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2 AR-EcoScreen™ED Y F—v g VIEE (TRTOSMEREICEL D, TXTOENRT VBT &/ MRKME) .

3 AR-CALUX®VEDNY 7 — a VRBEE (TR TOSMEREICL S, TXTOART LI2BT 25/ TUOERKHE) .

4 22RVI/MMTV_GR-KOVEDNY F—3 3 ViliEE (TRTOSMEREICL D, TRXTOENRT BT D E/NRKHE) .

SEBEMICRD bR SN EIETH 2 KEEVEYXREHEOEFHLAEHR (MeSH) AT, £EWEZ — 2L Lok ESEICSE L
(http://www.nlm.nih.gov/mesh & Y AFHEE) .

O KEENLEFREREOFEYET —Z 7 ZRHCT, FFWE %2 —2L EOREDEIZE Lz (http:/toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB & » A 7]

fie) .

# BAbAERBRYT A RS VERBDO 3 ODRBRE (T FT=A T vEAL) DENEFNICONWTEMOERE L BT H-DDOFHRE
HERILEWEDO Y R B,

AR-EcoScreen™ AR-CALUX® 22Rv1I/MMTV_GR-KO
AR@ b, / 5 / 6
e log IC3 2 log ICsy 2 log PCso® log ICsp 3 log IC3 * log ICs * i LS
n 4 2 og 1C30 50 4 3 80 50 ) 4 30 50

ERpxrr 7z 52806-53-8 P -8.37/-6.41 -7.80/-6.17 P -8.63/-801 -7.80/-7.54 P -8.17/-7.45 -7.79/-7.11 7=UFK [ 3 A
N
ERAT7x/)—LA 80-05-7 P -7.52/-4.48 -7.05/-4.29 P -6.75/-6.12 | -5.93/-5.81 P -5.92/-5.56 -5.68/-529 | AT = ) —)L b A
TIH IR 13311-84-7 P -6.20/-5.69 -5.66/-5.43 P -7.51/-6.71 | -6.60/-6.23 P -7.11/-6.62 -6.70/-6.26 7T=UFK B2 S 5
A=/ a=0r04 67747-09-5 P -5.77/-5.47 -5.44/-5.12 P -6.42/-6.02 | -5.78/-5.59 P -6.02/-5.30 -5.47/-4.95 A IHE = L
vrrsuayy v 50471-44-8 P -6.83/-6.32 -6.47/-5.85 P -7.91/-7.00 | -7.50/-6.75 P -7.22/-6.74 -6.94/-6.44 AR K

. ATaA R, 3L
ARL )y 521-119 N - N - N - ST e bk
ZHENLVEEY (2-=F  117-81-7 N N N 7 X OVEREE (bR,
JLANF L) - - - IR
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7RIV 1912-24-9 N - N - N ; NS e
FHERT I

6-7 1 L2 F 51-52-5 N - N - N _ YUy 2 3,

Z v

R Bd4c. T UHZ IR MEREERBRO DD 2 BEDOERERTZILEME DY A b (AR-CALUX®EDHA)

AR-CALUX®
ARZ | 81
Jo—. csm | i 1 RIS SORBEOY 2 | DHTEMOERRIRIS | 1oy A
rhat = 65277-42-1 N 27 FR2<0.9 D 2 5D ARG BTy EEG, PIEEA
vra~FTIRN 66-81-9 N 27 FR2<0.9 D 2 oD ARG Y Ry ERRG, BEH

i‘% B.4b 3 LU B4c DIEFEM : /L, P Bk, N : [
'ICCVAM AR-ZH U 2 & (2017) (12),

2 AR-EcoScreen™ LD N Y F— g VifEE (TRTORNMEREIZL D, TXTOERT BT di/NMEKE)

3 AR-CALUX®IED N Y 77— 3 VBl & (a“«“f DBMFEREIZL D, TXTOHNRT BT %:ww I K OMRKAE)

* 22RVIMMTV_GR-KO DAY 7= a U lEE (FTRTOBIMEREICLS, T _TOERRT BT 2HNEKRE)

SEBRIICER D HIVEE I 25 iﬁ{ff%Zoﬂéllil:%.iﬁﬁ@l:%ﬁ:%ﬁ H#& (MeSH) #HWT, BLFWEEZ — DL EOLFEWMESFICHELT
(http://www.nlm.nih.gov/mesh & ¥ AFHEE) .

COREEREFREEORFEMET — 4 N\ 7 2N T, B EWEEZ—OL Lo I3 LT (http:/toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB & ¥ AF-#]

HE)
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RRAEE

1. 3 SORBRETRTUTONT, UTFOF U7 L— b5 2 L, ML,
BRIBICEAEDO D TH D,
2. RBHREFIIIUTOEREZD 5,

—MRIEH :

o ABRIKHEA . RBRFERP X UORRBEEE DKL . 4B X OMFERT
o TG 458 BLOGEBRIE~DE K
o AfREEIEA~DF K,

BB DEFE :

o HAERIEDFEHANC, BRI S RBIEIEA L TV D Z & 28 TR E BRI &
S CHEIFL-FOiR

T (HRIEFYE,. Bl L NBIEXR) L OHRBRILZHHE:

AFHRETHIUE, s, Ny TF/my MES, AR, CASE S

T AEA CTHEICEITARETHIUS, M. R olbEEE

AL, K~DOFRREE . 5y 1-E3 X O T Al RE 72 #6500 2 O fth o B3~ 2 Wy e L2
AT HGE . WEBRETOME (B, IR

AF A REZR RHPH DR 36 L OV E

BB 6T DR EAR DR IS OV D 224,

H =l (EF R E:

bR (IUPAC4 £ 721X CAS4 . CASE 5. SMILES £ 721X InChl = — K| A=,
MR BRI KX OVEAT ATREME IR U TR DL F N E)

Zik oMb FHE, UVCB, ZE5

e EaofE i (ERR2M) | EENREA RS LU ICBE T 2 WE LA R ESE O A
FATRE/RIR W DR ST,

IBIRTIRAL -

] DMSO, K., =& J—)L
o kL., Ny TF/my NEE
VAR SR PR D AR HL

AR IL DA
o A L7-MifaRE, ZOMiaon, FRAFR L OWERSM. BBRICHEA LoMaofk ks Lo
bR s
o REBREIOBRIC AWM O FHEER K O — 72t A & Fefk 3 2 7= O &
o EHLZMES (7, BERES) HHLEAVY 727 —BRE (W4, o,
=
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T L— oL TOMEITRE L ==k

7w 2VICHUE S AuTo i RS L OMREE R
729 NEFPRIEEDO Y A b

AR TFIEZLE L2 mE, €Ol

M FIE~DF &,

AR-EcoScreen™ FBRE TE 6175 fEE:

LU FOZRETHEDFFR D FZ

FT_RCTOBBIEAEZ ST : R T F D EHLT — & 35 L O HAE 18 5L R
PREORIEM (B, SD. % CV £ 721X 95%5 #E X )

LU Db Z Y & Dis R D EH
BERN O E TR E T — 2 B L OVZ et
MBS UL #BRAL 0 E BRI S = B3 i o pE B o ) E
£T AT HONWT:
o HuEEMET —X

o HAEAREE

o FHTTFTNDOERLT — B LORZOWNEM (B, SD. % CV F£72i% 95%[EHH X M)
o 7 A=A ilBk : WU 5. PCrax. log PCio, log PCso. ECsof. i KFhEfizR

o T H A=A FMAER : logCy. logICso, fx RPEFEREH

o HTERMEEA®%OIFEHE Z L OfER (BtEE13a) |

o QEFALIIIEDT OMFBRIZESL) (FWEZ L Oftim (B E i)

7 v E %k
S LFEME B L OB L E ORE-RIGBtR 2 £+ 7 7
Z O BEET 2% Fn Lo Rk,

AR-CALUX®ZGR7L T 5 AR

LU FOZREEHED TR D FA

TRTOBBIEHEIZHOWT : T F LD IERLT — 2 35 L O R HEDE B s R

X B2, ZRRACEWEIZSWT : DHT @ EC1o B X OV ECs ., 7% X KD 1Cy0 B L OV ICso
fiEl

TEMEE T & ORBIEDOHIE

LU T D#EGRIE T E DfFRDEZ

BEHI O A NIRRT — 2 38 L OV EM:

MBS U T, BB S SN S T s b o v o ) E

TVAZ == T 520 T

o fMilnFEMET —# (LDHIRHE P L O BAISEEH L)

o ABRIRAE
o RNV FINDOIEHT — 2B LORZEORHIEE (B, SD, % CV 7213 95%(F X
i)
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o HFEHT NZONT
o ffuTEMET —% (PAMEESEIE)
o APURE AT, ABRIREE
o WV FNDOIERIT —#BILOEEORIEME (B, SD. %CV £ 7213 95%ZHE X
i)
o 7T =22 R : WY A4S . RPCmax, PCmax., EC10. EC50. PC10. PC50.
logEC50 D|CV]
o T &A= B : WH2¥A . RPCmin, PCmin, IC20, IC50., PC80. PC50.
logIC50 D|CV|
o RPEMEXIHE:R2
(BFEHZ 2S5 <) HIEAEE A% O WE = L OfER BB =kt |
o [EEMXIMD 7 T 72 Ele., ZRILTFWE R L OWRIL W E ORE-RICEGEE RS2
77
o EDOMDEHET %M R OFLIR,

22RvI/MMTV _GR-KO FBRY: T & /R

LU FOZRETHEDFFR D FZ

T _RTCOBWAEHREZ ST+ BN T FAOERLT — 2 B L OO SR
FEDOMEM (B, SD. % CV 7213 95%(E4E X [])

LU Db Z Y & Dis R D EH

BEA OG- E TR T — & 8 L OV EM

MBI U T, BEBRIL 2 E S RN S - s o PR O I E

BTVAI ) == 7T BLOSARERNT 2o T

Ml — %

AR Z Ete, HBRIRE

I T FNVOERET — 2 B L OREONEM (ZEfeixss)

7 A=A Nkl : log PCro. log PCso. e KifiEfiF=R

T A A=A MR : log ICs. log ICs, Fx RKBAFE%

TRl B L R R?

) FEYER % DLW T L OfE R (B £ 72 1TkerE)

o QEIFAFIFIBOFA LAY Y —=o T F-1E 20 F 1T 3EOAIEN T v OfERIC
F3) ALFEWE T L ok (BEE 72idram)
Fhi L7z ool (FL A7) —=278 X OVEERRER)
BRI D 7T 7 G, ZRILEWE R L OB LS E ORE-FOGBR 2 KT 7
77

o ZTOMMDBIE T 5 H R OFEIR,
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g C. RBRiE) ZEICHEBAINIZE b AR-EcoScreen™#iifaik %

AWz, ALEHEOT v FabF v 732X NBXORT V¥ I=X ’MNEHD
BEZERE Lz, 7TV Fu X USR0S EL R

RANCERTREHFEB LURA

1. KRBRIEZ AT 50 X U0IC) 232 s (KL6~9H) .

2. AR-EcoScreen™ 7% TClX. AR-EcoScreen™ #llfiufk = H\\T (B1) 7o FKa X
EMERET D, KARBRIETIE. bolX6E M ARICHEAT A Z EICK V5 &L
ZEINBHT v Ra Ui LR — 2 —Ba T OEBEIEH B KO EE RS E L
TWb 7, EHHEZR invivo ZRTHHMIGIRED T » Fa 7 U JigilcEiEsME L <
TR B2, £72, invitro MIADORHEENIRONTWDHZ L EBETLH L, 2
OFRERIL, Bl OIEEICEET 2RO AZ R LTV D ATREMEDR BV,

3. ARBIET, 2V FRA L FE LT 72T —PiEE2RIET S L1
X0, b AR BMET DEEFEHLE KO EZHRANICHRETE 5 LIRS
nNTnsd, PCHEEEEHAE+—~y bEFEHTLHZET, " AL—T"> FD
ToBATYA L ERBFT L ENTES, LL, Vo7 2T —FBLR—F—
BIGTFT v, VAT LAOBBETEMEAEZIIAEICLY . B 7 it 5
LI EARGEO TR RET D ENHMOLNTVAH) (2) 3), - T, L7
=T —PULR—FZ—@EFEDZDL I TN AR-EcoScreen™ /Ly 7 = T —F
T oA VAT AL RETDHAREER D D, T — X 23T 2B ES
B LRT X 6700,

4. ZOMRaKIX, ZvaanFa s REFEE (GR) SITEMEDIGE & F/MRIC
T 5O SN, AR BERMEICBIT HHIBRIZ. GR 7 1 & h—7 O a[HENE:
EEWRT DH@) (5), BHEICL-oTE, ZHITE Y, GR ZIEMHEALT 2L A
BRiECHMEIC I NDI Z b D, SHICHETIRNEND D LM s n=5%
A, ART7 v Z 2=k (e Ku¥xv7L¥I K (HF) &) 2Rl
VB R B L T R/ RIENTEEL S 7 = T —8 2 7B L O GR IEMAL O
FEHRBRL, WRbEWMEICLDINEN Ty 7 SNENE I NEERTHZ &
MNTED ((FE158)

5. ABEILHE (LW E 2 D CREES =720, #BRIEA W~ H wl
REMEIIRET STy, Loy LEGR Bk, ARBRIE X Z b2 WE B L OV
AEWORBRICEAARETH D, HEl EORWEZEX LT — 2 EROBE. BE
MIZOWNWTARRBRT A RT7 A4 2V DEIC, YRR Z O HIZ 57 i
RERRTZDINEDN, FLRR T H2HEIIIZTOHRBAERFT 5, YRS
MORERIZET A HBIERH D56, 29 LIERFHIAETH D,

6. ARBIEICHER LI-HEOERB L OKEOHHZ AR A T4 D
HE AT T,

7. AR-EcoScreen™ DFABR{EIL, OECD FEEhRBRIRGGEE BE 7 /L — 77 b Dk
BRE BT — LD R Z =T T, AL E R 2eEEME (CERD & [E N RIS
fAEMFZEET (NIHS) OILFEIWFZEIZ K D FREE S 4L TV 5(6),
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8. LRI TG458 B4 (2016) (2, 0.1uMHF Z W=7 v ¥ T=A R T vt A
T AR EcoScreen™ FBRIEN i S 7= 2 EdfedEi s TunWb, Zivx 1.0 uM HF
(% B2b /) ITHH LT, 7Ty BADOEELZED, Ty FXA=ARNT vEALD
NYF =gV THWERE L —HSE-, MREEENNZ SNZEEA. 0.1 uM
HF # W T L 72 EORBOFERIFMEHTE 2D TH S,

ARERE DR

9. LR — & =BG 712 O 2 ARREBREIL., WIS T 7 — & 243
B invitroDY — /L Th b, ZOERIEZ, VI NIk THIEEZIND ARD
VI MEMALE IR T e v 7 AT A OIS, VT RERET D &
SRRV T REASIRITHEEA~BIT L, £ 2 CRENZDNARET L AV R &
WAL, RANAMNLY T 2T —FDOULR—Z —BInFOIEEE LA &R 42
LIZEO Ny T 27 —BBEOHBANRBEZENSE S, V272U 3, v
V7 =T —VBEEHRIC LD BRERTOEENHIE D ATEE 72 AW R AE R I T A X
NAEETHDH, Vo7 =T —BIEHIE, TIRENTWEEZ ORBRT v b &
WD Z & THSMIIHOREREH CHET 52 £ TX 5,

10. ZOMBIORTRERIT. Ty A4 =— X227 —FJiEak (CHO-K1)
ICHRT HEEMTTHAINTZLLT O 3 DOREEEY) % F7> AR-EcoScreen™ #fl ik
ZAVWTWD @ ()b b AR FHMEEY 21 RO CAG N X7 LAF Rra— k4
T AV E— k& FFO Genbank IDM20132 & Al — D, 522K OE b L KR—% —#x
FHEa—FKT2) | BIOG)RNN g v 7 X R ET ot —2— |2k T
B SNDRINR C3 BB FINET LAY MDD 4ROH T LAY E— e FT 5K
WV T 2T —BUR—X—#E8EY), C3 B THROT ReFf UL Ay
M., GR NMEMDISE # /NRICH 2 5 L H&IRT 5, £/, Gi)lia4FRF
i ik, #ife7e7 > Z I=2 MER L MREEICBEELZVY 7 = 7 —BIE%ED
BT EFXBT 570, SV40 71— — F CLRENNOIEFHER| %ﬁéﬁt
TVITVAET VT 27— B UR—F—EEMEIEBRA LT, 2 DOBEHE %r

F CHIB X OWE U Y = VINTRIFFICHIET 5 Z ENTE S, ZORMIC

T oA A=A NOBHNES T2 5(T) (8), AR-Ecoscreen GR KO M1 (JCRBI761)
X, BEFREICLVEEINTZ GRKO 2H3 2/iilatkcdh ., F2ERITITmHm
SN TWVZRWA, AR MIEMET v % =2 MERIZOWTO XV Ei& e kato -
WDIZICRBINHATFTT 5 Z EMA[RETH 5(9),

11. AR T7I=R MEROT — X HEIX, WHRILFWEIZ LV FHR SN DRI
:gVAwhﬁowfwéo;wﬁWWaARY:%x N %R (PCaco) TéH % 10nM
S5a-t K7 A AT EY (DHT) X VFHRINZIGED 10% (7205 log
Hm)uif%é%é %@%%m%w Ttk & A3, HBRL T ED ART

vEIT=Z2 MEROF — & HEIL. 500 pM DHT 2675 30%FHEGE (T742bb
log IC30) DAy FA ZEIZEDSNT WD, IEENZ D 30%AR 7 1 v % 7 A ER
L6, TORFEWEE AR T X A=A NEMEE 72T, T — X OfENTE L O]
BT DOWNTIE, B 48~60 TLVFELLEHHAL TS, WM I =2 B &
W7 vz a=2x bosRbFwElifR (DHT B L UHF) %X C.1I5R7,
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X C.1. 4Ry 72 G FR DSR2
ZI=R bk FUoAI=XFb
150+ 150- .
—o- fEfLERER
g 100 g 100-
Ho Ho
t 50 B 5
D’ 0 T T T T T T 1
107 1072 10" 10° 10¢ 10% 107 10% 10% 107 107 10° 10° 107 10° 10° 10¢
M M
KPR R R D A

12. AR EcoScreen™ TIEMEN R DAL FWE 2 8B 3 D RijZ, R DIREME
IZOWT, I SnsRENMEOND 2 k%%%%@f%ﬁ?é MesBIL, S
PRAIRENSEYD L, FHICHE L7-/MaA Yy 7 0Ny FZNRZE U _Ob\f
/J\f£< k%}l@??ﬁo \—@ﬁﬁmui T a= 7\}\1/15)5@ ZDOWT iﬂ%ﬁ%ﬁ/ﬁ NZ A4
i B D% Bda, 7 ¥ T=A MERIZ DWW TIX[AIZE B.4b fidl 0B R iR b
WEEMSL L CRERT D2 LICk»TITo, TR BIZDR &b 2R
L. fEHIIME B D% Bda B LU BAb OHFEB L OYE & —F LA IT TR 6720,
@M#%hi%®£é@%r? L. # Bl2a B LU B2b TIHEEE O FE AR IEMEC
Lo THAEMHRWE L2 5E L TWAN, BEEFMIZonE#HT 5,

FIE

VLS

13. T yokAIlZiE, BEICIFEB A LT AR-EcoScreen™ i #f % fif 9~ 2 2B

DD, ZOMakIZ, 28 No. JCRB1328 & LT JCRB (Japanese Collection of

Research Bioresources) #lifil/ S 7 b, A48 AR E GO T-WEBEGEE
(MTA; Material Transfer Agreement) (ZEH4 L2 ECAFT L2 ENTE D,

14. RBRICIZ, ~M a7 T RX~E2EFR0 2 L0 R S0 B & # A
HZ b, v~ a7 T AP0 ERKEREICIE, PCRICES S HBIENHERE I
% (10) (11) (12),

RASERR DL TETE

15, T7I=RA T oA ICBITHMBEKOZE.REEZE=F¥—F 572, DHT,
xx&/my£;@7awm/(}i%w«#/ﬂo (DEHP) % ZHRAE#EL L C
ERTHZ L, &7 veAEmFICD < E D 1T, & C1b (TR TRBRIE L
.%i@%Ca;f?fV~F%E®%@HHT\30®§%%@?NTKOWT

IR IREROGHRA S D, MERIEER ClaB L CIb ITRTHER & —& LT
Miﬁgﬁwo
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16. AR 7Yy ¥Id=X MERHIEIZK T DMk OLZENEE=F —T 5720,
HF, 27 = /—/L A (BPA) 3L DEHP Z&WiEHE L L CTHiHT 52 L, &
T A FRERFZ D/ b TENE, £ COd IR T RBRIEE®ES L 0% C.2b i
AT L— MEEOEIN T, 3 DOZRUEREST X TIZ OV TR IR S H#
Boi., FERIIECIcBLIOCIAITRTRERE B LATIE R 50,

I ZER L OMEERAE
17. LUFoOBREZFHRET 5,

o TR 7 = 7 —L Ly F&E £ 720 D-MEM/F-12,

° A RS 7 = 7 — v Ly REE F 720 D-MEM/F-12 12 5% viv 7 3 R ik
(FBS) . 4> (200pg/mL) ., A <A (100 pugmL) , X=V
(100 units/mL) BXL A ML 7 h~A T (100 pg/mL) ZHRMLIZH D,

o T T L — MM T = ) — L Ly REEE 720 D-MEM/F-12 12 5% viv I ¥
a—)« FTX AT UAE (DCC) -FBS, <=3V > (100 units/mL) LA
L7 h=A 3 (100 pg/mL) ZFEMLIZH D,

18, MBI, MACHESE A B HL L 3R COL A v F a2 _X—H — (5% CO,) NT
37+1°C THERF T2, MIRRBBEEFEN 75~90% (FT7b b 3~4 BT L) 1T o12 b,
0100 mm OMIfEFET « v ¥ 2 \THfaZ AL, 10mL, % 0.4~0.8 x 10° #ifa
mLIZT 5, TvkEAL 7L —hk (96 Y=/ 7L — ) OERCIL, Miaz T vt
A7 L— NHEEHIZERE L, 90 uL/v7 =L, 1.0 x 10° fifd/mL 2725 X H i~ A 7
AL =T L — DU VIZHERET 5, RICHIINE 5% CO A F aX—F—|C
AFU, 37°+£1°C T 24 [, AiRGE L T AL E ~DBRE 1T 9,

19.  INEBEOSEEMEHRT 720, MIITERERRENOED HL72%.
FEE A ORI IEGE B I C 2 ARLL BRI &5, 7272 L, MERIEIENT 40 A
272K 91235, AR-EcoScreen™HlaiRI X Y) 7o 58 55 0F T Tk 3 » A 22 E
Th D,

20. DCC-FBS Ifilinza AFTHZ LN TE D, DCC-FBS DIERILT vt A D
MREICE S THEETH D, o T, HIHER L OSHEAELZ AW T=T v &1 HhE
~OEBOMEZRIZHESW T, Y72 DCC-FBS Z IR X&TH 5,

FFEEE

JBHED ;NI D 2 R

21, HBRATB L OBERTFICIE, £ Clb B X O CAd IR T#EY R REOEMmDS
HHEHE (T I=A N7 oA OBGHESRIEEL LT DHT BXUOARZ a7
VH A=A NT A DOGESRERL L CHFBXOBPA, £/, 73=A B
KFOT o2 T=2 N7 vl A OESRIERE L LT DEHP) ZHW TREBRRDISE
P WEET AMERN D S, N F— g VRBTE LN AHEEAR C1b B
LXONCI1clTRT(2), FART A=A NT U HI=ANT vEAIZBITD, b
3ODFIFSIENEL K AR T T=A N7 2 T=A FNEBR (M oMk
ZEHEOR UM T T, RUERENFER) ICEZDRTER 5T, ZORRIL
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EOFFEBRENTH Y | BB REEEORESOSR OFRIL S TR Tl T UL
LRV, TN SNRWGEIZIE, IFREEZ TR o TR 2 R E L

G OE Y v, MiELHAEME O WE, RES) | 7y 200 ET, 7F
RIEHER 7= 7255 B121%, log PCso. log PCio. log ICs. log ICso DIEDIX 5D X
ZH/NRICIZ D728, WICE MBI 2 L TRl EREZ1TH) 2L NEETH

Do

22, 3 OOFFSRIEEOTFAEREIL, 7 v A OERREDORELRIES D 2
EINTE D08, EMRRHEZ B L 3556, mBEERENRZ ShihiE, ZRIEE

WOFFEFMH (R CIb BIV ClelZhE) NHO’RMEFATE LI LBH 5,

72770, FFERICBRIER.LZED, K CIbBLORCIcIZRT NI A—=F|THE->T
FERAZHE L 53, G RERE (ZLEWER X OGMERTE) o

RS ARIE S TR TR iE e 5 7euy,

#£ CJa AR 7 I=R N7 vt/ OLEHEYE

PCaco P#5E%53 (10 nM DHT) > 6.4
IF PC1o 1+2SD (VC#HE) #Hz5

IFPCio: AR 7 =2 Fxt#R (PCago:10 nM DHT) @ PCio (10%) (ZHEM 9 5 FE iR
SD:HEHERZE, VC : AR

LITDICL Y, PCuco DB FFReHHT 5 -

PCaco @) RLU (10 nM DHT)
PCaco DB G =

VC D) RLU

RLU:AH 78 &

#F CAb. ART I=RX b7 oA DD DBRIELEDOHT R H

L5 9'E 4 [CAS RN] HE logPCio logPCso R
50-YE R 7 A h A7 1> (DHT) Bt -12.08 ~- 1.0x 1012~
[521-18-6] PCo ZE T 5 9.87 -11.03~-9.00 | 1.0x 10°M
AR ) 7 [521-11-9] Btk -10.92 ~- 1.0x 1012~

PCyo 2 BT 2 10.41 -10.15~-926 | 1.0x 10°M
TEANBEY (2-=F N F L) fats 1.0x 101~
(DEHP) [117-81-7] PCio (XAHH L 72\ - - 1.0 x 10°M
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FCI1CART VX I=R N7 v A O EEYE

AG ref OB B[R

PCatc ® RTA (%) <46

AGref=7 X I=A N7 v EAIZBIF A7 =X &M (500 pM DHT)
RTA : FH*IEREENE
PCatc=AR 7 > &% = hx}#& (500 pM DHT. 1 puM HF)

LUTFDICE Y, AG ref DFEE[FFEFHHT S -

AG ref (500 pM DHT) > F-¥] RLU
AG ref OFFEGR =

VC O] RLU

VC:HEAR IR, RLU : AN &

LLTFDIZLE Y, PCurg DRTA (%) ZEHHT S5,
PCarg D1 RLU-VC O RLU )
( AG ref O RLU - VC O E# RLU <100

PCatc @ RTA (%) =
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K CIAART V' FI=R N7 v A DD DB RIEEDOF AT

{LZWE 4 [CAS RN] HE log IC30 log ICs Akl i A
E Re$o 70y K (HF) [52806-53-8] BESE 1.0x 1070 ~
IC30 #2425 | -837~-641 | -7.80~-6.17 | 1.0x 10°M
A7 = /—/L A (BPA) [80-05-7] Bt 1.0x 1010~
IC30 #8472 | -7.52~-448 | -7.05~-429 |1.0x10°M
7 X NVEY (2-=F L ~F ) (S 1.0x 10710 ~
(DEHP) [117-81-7] IC30 (FFHH L7220 - 1.0x 10°M

TEESTE, AR 7 7= X MRS L CNAR 7 % 7= X )1

23, TH=R T oA T, AERMEY Z K (10nM @O DHT) TRELL 72 AR
7 A=A MK (PCacoy 7 =/b (n=4) | BARDO I THULEE L 72 A% BR (VC) @
=/ (n=4) BLOMREEOBEXE (PCor. 10 pg/mL O 7 o A~F I K)
/b (n=4) . F£ Ca BLUVFE C3b IR LT L — hTFHA AN, KT v
A7 L— F TR B,

24, TrEHFI=X MRBRTIE, AR (0=3) | AR7 F=Z bxfl (PCaco.
10nM @ DHT, n=3) . AR7 > % T =Z b % (PCarc. 500 pM DHT 3 X X 1 uM
HF, n=3) . #IBREIEOBIERIIR (PCory 10 pg/mL O 7 B~F v I K, n=3) B
L7 2= &M (AGref. 500pM ® DHT, n=12) %, # C2bB L FE C3biZ
RLIET L= hTFHA AN, &7 viA 7 L— FTHET 5,

AR 7T =R N T o D B

25.  PCago (10nM DHT) DN 7 =T —BIEHEOFEHEIZ, 7Td=A T vt
A DETL— DO VC D 64 2L ETHHZ L, ZOHMET, NUF— 30
REBRTELNTZT Y FARA » MEOEFEMEIZ ISV TR E S vz,

260 T oEBAONEERICEL T, AR 7 3=X F%tHE (PCaco:10 nM DHT) @
log PCip (10%) (X9 D a5 (IF PCy) 1E. [ VCOFEME (=1) O 1+
2SD XD H RE L RITFIT 7 B 7220,

AR 7> X T=X N7 A DIf B

27.  AG ref (500 pM DHT) D37 = 7 —PRIEWEOFEHEIZ, 7o X T=Z k
T oA BITELETL— b DVHE VC O 503U ETHLZ L, oKL, A
VF—va il cioniz=y RRA Y MEOEFEMEICESWTERE SN,

28.  PCarc (500 pM DHT 3 X T8 1 uM HF) @ RTA 2% 46% K CH 5 Z &,

2o &
29.  FREEIUTOLEY THD :
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AR 7T =X N T oA 1200 T -

PCaco (1I0nMDHT) DN 7 =7 —BiEHOFEMEIZ, &7 L — FDOFEVC D 6.4
mUbEThHDrZ L,

[fRE PCago (10nM DHT) @ log PCiofEIZAHYS T~ B B8R, VC OFEFROMD
1+2SD £V HREL RITFIULR B 720,

Boi 2> B ME D YR B FOG AR D FZIRIE S TR Tl i Uil e 6720,

3OS HAEEDOFE RN, FFARMHNICINEDL Z & (K C.1b)

AR 72> Z ZT=X p T AL IO T

AG ref ([500 pM DHTY/[BEARKTIR]) OFFEMEHEIL, &7 L— FOFH VC L g LT
50 L ETRITIZR B0,

PCarc ® RTA (%) 46 RiichHbHZ &,

B2 R HE DR FE SOSHIAR OTRIT S TR TR 57220,
3SEHOSMHEREDOERN, FFEHANICNESL Z L (EC1d) .

B

30.

BRx REGPER IR R IS K OB L EICHE L TV D b o L [AlR

FE DY) 72 A R VC & L THW D, B E S ML B 2 Vi3 5 2 &
DT E, MIfakEH & IRFN AT RE 2R A M SIS 5, K, =&/ —b (M 95~100%)
BILOUAF L ALAEF T K (DMSO) DA E LR CThHD EEZ LD,
—IIZIZ, DMSO 3%, ZO%HE. Vo /VNORKEEIL 0.1% (vv) %
AT LR, TOMOBR (Fl.mr ) —)v) 1IZoW Tk, AL RxE iR
FECHREEEZ RIS, 7oA OMEBICEELRWZ EEEFELRTIEIRS
2D (DI A BTN T 2T PO L)

R EZ B Do
31, WEBRALEM IO Y AR (BR PR 30 2HR) QAR L. IR CIREECALE 1:10

TEERIRT 5, #BALFEWE O SR E 2 ET 51012, K C2I1Tm7T 7
1 — XA > TIAMREERER & 5206 L 72 1T v 7 57220,
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R CLAHRERBR Y = —X

DMSO &0

’T
FRAH H:10° M

®T
[R5 &E:104 M 102 M 7> 5 B

BRARE: 7y eAREL L TRBRT 2 ERE,
T TREREL . W E o TR H Y

32, WMRERBRIL., 7ot A OREREZRETHTEOOIFEFICEERAT v
TTHY, T oA OREICHELRIFTTREEND D, KEEEX. 7ytAa
7 L— N ORERER TILENE Z 5K ICHET D, WTNORE
B WTHILBIZITEE L, ILERRO b GE . £ OREIIHERIG DT
I E DR,

MR ZE T

33, AR TV H A=A MIHOWTIL, @V LV oOifaiEtEnd 5 & Ry o
TEA RISEEABICELSEZD, SBOONRL THEARS LD, T—X
PHETHBEIITBEICANDVERNSH D, Az IX. AR-EcoScreen™ 7l fal i
BTV ANy 7 2T —BIEREROWCHIT5Z R TEDH, 20
FRERIX Y S v A XNy T =T — BRI T 572D SNt D
ThDd, it> T, AR NTEMEOREIEME R EIXR L7 v ' A 7 L— b ClRIEE
Wi _E TH D, AR 7 I =R MIOWTI, HlaEME & 1 E o oIk
T B RFT RN S, 2056, F—oWbrE s Hnwier 24
= A RNT A OFER SR T 5,

34, MREFEEFRBROMSR., B FEWEOH HREIZB T I VA XLy
7 = 7 —BIEWEN 20%LL B L7256, ZoREIMaEEZ R T L A L,
MR EEMEIRE R L N 28 2 5 I E I LRHE 2 S B 95, RS E o 9)[E]
T DR, BEAOHMBEENRO LNTZHE. KEEELZKS T TS,
KAWLV E T oV OMIEFENE (%) ZHEH L, SEBR(CZYE R EOMaEN
(%) 122\, [RIBED 3#Y = )L OYEEZRE T 5,
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TIZ=RNT L IZO0 T,
£ )LD RLU - PCer DY) RLU )

AR EEE(%) =100 - ( %100
VC D4 RLU - PCer D F-#) RLU

T T=RRNT LI T,
%7 = )LD RLU - PCer D) RLU )

AR FEME(%) = 100 - ( 100

BEBRIL F ) EH DRI L T > &1 7L — Mg

35, AR 7I=R N7 &AL TIL, HHERILFHWEELFR) 7L 87 L— |
EO—FE 21T OMOEY) 2 & VT DMSO % 72 1) 2 s i CEEBE AR L
THREH e B TUREE . S F 0 MRS CIRE Lo @IRIE D G RO T—fi%
F 722 BUE R 10 THRRL (B 20E, 1 mM, 100 pM, 10 pM, 1 uM. 100 nM, 10
nMBLOR1IaM [10°~10°M] ) | A7 XA X—T1L— b DU =)L 3EIDK
HREBRE LTINZ %,

36. #BLFEMEOFFBRIEEIZOWT, EFEWEARTFIR (A7 v 7 1EBXT
2) BLIOHIREZETIE (27 v 73) IZLLTOLIICEMTHZ ENTE D,

o 2T v IALFWE O « TR LIS b E 10 uL Z 5541 90 pL (2
WRT 5,
AT T 2IRIT, AT v TR U= AL E 10 uL Z 55 #1190 L 12 ﬁ#é
AT 7 3RO TFE~OgEE - (A7 > 72 TR L) AFRETFHE 10 L
Z, 9x10° HIf/90 L/ v = Vv E2 BT T v A T 2 VITEINT 5,
m U VOEMOREKRAREIZ 100l 70D 2 ENEE LV,

37. ZRFERER L OWEEREENT. £ C2a B L O C3allrid L HIcE 0 FHir 5
TEMNTE D,
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FC2aBREROT A=A RN T v A DT oA T L — F LITBITS
7 U— MEEEIY i of

DHT RAY ) m DEHP wRFR
7 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 uM — —|1uM — — | 10 uM - | = 1 mM — —
B 100 nM — — | 100 nM — — | 1uM - | = 100 uM — —
C 10 nM — — 1 10nM — — | 100 nM - | = 10 uM — —
D 1 nM — — | 1 nM — — | 10nM - | = 1 uM — —
E 100 pM — — | 100 pM — — | I aM - | = 100 nM — —
F 10 pM — — 1 10pM — — | 100 pM - | = 10 nM — —
G 1 pM — — | 1pM — — | 10 pM - | = 1 nM — —
H vC — - — PCaco | — | — — | PCcr | — - -

VC:HERXT i (DMSO)

PCaco:AR 7 Z= A h%ff& (10 nM DHT)

PCer: AR IR (10 pg/mL 37 B ~F 3 I F)
# W LEDE OREIL B TH D

38. AR 7YX A=A N7 vEATIE, EHEBRILFWEEZR) Vae L 87
— h EO—FIF 72 13F OO 729 % T DMSO & 72 1 U 72 v i ¢ BE R 7y
WU TG ZRBREAFIRE., DF 0 MR CIRE Lok mIEENDIfD T
— MR 72 ARG R 10 THAR L (B 21E, 1mM, 100 uM, 10puM, 1uM, 100nM ¥
Z10nM [1.0x 10°~1.0x 108 M] ) , ¥~A 7o XA X —TL—FrDU /LT3
BlOKERBRE L TMA 5,

39. #ERLFEMEOERBIEEIZOWT, EFEWEARTFIR (A7 vy 7 1EBXWT
2) BEOHIIBRETIE (A7 v 7 3) FUTFTOLIICEETHZ ENTED,

o A7 v 1ULFME O« FTHEEICEM LB b7 mE 10 uL % 56 nM

DHT/DMSO* % & o551 90 uL TAR$ 5,
ATy T 2RIT, AT w71 T U7 B E 10 pL A 551190 uL (AR5,
AT w7 MO E~OWEE © (A7 > 72 TR L) FBYLFEWE 10 L
. 9x 103 Mif@/90 uL/ v = V&= ETe T v A U = VIZIRIIT B,

B 55U ILOEEMOERKN R REIL 100 uL & 72 Z ENEE L,

*  56nM DHT/DMSO Z¥s1 L T, #AfR1%(Z 500 pM DHT, 0.1% DMSO & 72

HE2ITT 5,

40,  ZSRREERER L OWEBREUENT. R C2b B L OE C3b TR T L 2B £ 5
TEMNTE D,
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FC2.BREEDT VX IR T vBA DT v, FL—FLEITBITS

7 U— MEEEIY i of

edl HF TR7x/—)VA DEHP a2
1 2 4 516 7 10 11 12
A 10 uM — 10 uM — | —| 10 pM 1 mM — —
B 1 uM — 1 uM — | —=|1uM 100 pM — —
C 100 nM — 100 nM — | — | 100 nM 10 pM — —
D 10 nM — 10 nM — | — | 10nM 1 M — —
E 1 nM — 1 nM - | —=|1aM 100 nM — —
F 100 pM — 100 pM — | — | 100 pM 10 nM — —
G | AGref — — - || = — — —
H |VC - PCaco — | — | PCarg PCcr = —

VCHERRTHE (DMSO)

PCaco:AR 7 = A h%f#& (10 nM DHT)

AGZ AR 7 =% & (DMSO)

PCatG:AR 7 > % =% h%fH#R (1 uM HF)
PCer: A ZE M6 I (10 pg/mL 7 v ~F v 2 R)
## R, T = /LiL 500 pM DHT B3 ESAII & T 5
# B AL FE OREIT—FITH S

41. (£ C2aB LN C2bITRT L HID) FEBRIZBWTSHERE (7=}
7 v A TIEDHT, AAZ JuarBEXODEHP ; 7% 3= N7 v ¥ A TlE HF,
BPA 3 L O'DEHP) %R L7272 5720, 10pg/mL > 7 BA~F I K (PCer)
Ze N7 Sl 54 6 BB TN . 10 nM DHT  (PCago) THLER L7277 = L. DMSO
(F7- 1B 2R OLTUE LY=L (VC) &, TIA=A T vEADE
RERT v A T L= MZEDRTNE LR (£ C3a) , TVHIT=A LT v
YA DA 10 ;M DHT & AV 7= AR 7 =& F %R (PCago) . DMSO (F7-1%
Y72 A 2 vy, 500 pM DHT Z i L72 AR 7 2= & (AG ref) . 1
uM HF % H\>, 500 pM DHT ZiRML7- AR 72 % T=A bxtf (PCars) . B &
W10 pg/mL > 7 e~ I RERWHREFEESE (PCor) . &7 v&A 7L
— MZEDRITIT R S22 (F C3b) . HROEL DM RS R v M
BNERR DA% EFE—OERICHWSGEAIT. FHKEFEOMIZIZ OV TSR
BEEORBR AT O NERD 5,
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# Ca R LFEME B L O L — b XREEME DT I=RX T A D
7oA T — b RIZBITFAE T L— MNEEEIY i 0B

5l BRI EME BRILFWE 2 BB EWE 3 BRILFWE 4
1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | BE1 — 1 mM — — | 1uM - | - 10 nM — —
(10 pM)
B | EE2 — 100 M | — — | 100 nM - | - 1 nM — —
(1 uM)
C | BES3 - oM | — — | 10nM - |- 100 pM - |-
(100 nM)
D |EE4 — 1 uM — — | 1nM - | - 10 pM — —
(10 nM)
E |BES - 100nM | — — [ 100pM | — | — 1 pM - |-
(1 nM)
F |BEG6 - 10nM | — — | 10pM - |- 0.1 pM - |-
(100 pM)
G | BE7 — 1 nM — — | 1 pM - | - 0.01 pM — —
(10 pM)
H | VC — — PCaco - | = — | PCer | — - —
VCBEAXIR (DMSO)
PCaco:AR 7 2= hxf# (10 nM DHT)

PCer: M7 (10 pg/mL > 27 B ~F v I R)
—flE LT, B EOREZ R,

©OECD 2020




OECD/OCDE 458 |39

# C3bERILEMERB LT L — P RILEWE DT VX A=A T AL D
7oA T — b RIZBITFAE T L— MNEEEIY i 0B

% % % %
HRILFWE 1 HRILFWE 2 | BBRLFME 3 | HRLFEWE 4
5
1 213 4 516 7 819 10 11 | 12
R
A |- 1M [ |—>] IuyM | > | —>] 10naM | - | —
(10 uM)
R 2
B - |—-]l100pM | > | > ]100nM | »> | > | 1M | — | —
(1 pM)
B3
C - |->]10wWM |- |—>] 10aM | > | > ] 100pM | — | —
(100 nM)
TR 4
D - | - IlyM | - | — InM | > | —> ]| I0pM | —» | —
(10 nM)
RS
E - |—->]1100M | > |—>]100pM | > | > ]| IpM | — | —
(1 nM)
R 6
F - |- 10aM | > |—> ]| 10pM | > | > | 100pM | — | —
(100 pM)
G AG ref — | = — — | = — — | = — — | -
" VC — | =] PCago | > | —=| PCat¢ | > | =] PCcr |— | —

VC:EAXT R (DMSO)

PCaco:AR 7 = A h%f#& (10 nM DHT)
AGZMR:AR 7 2= h&R (DMSO)

PCat-AR 7 > % A= ~xtHR (1 uM HF)
PCer: A ZE M6 I (10 pg/mL 7 v ~F v 2 R)
## PR, T = WX 500 pM DHT D3I & T 5
—BilE LT, #BIbFWEOREZ T,

43, MELNIL U T, i//m%#&w LERERT D, b Ly URhENREEDINLD
%écm\7v~b@m%% T, ZORZERLT LT 5, X, BOE
%®?1w%%ﬂbt7v—%EE&#%&E@E%ﬁ%Z%Méo

44, {bFEWEEZIRM L%, 7oA 7L — 1% 5% CO, A ¥ F 2 _X—HF —|Z AL,
37°C+1°C T 20~24 Wil 21T\, LiR— ¥ —@BIn FEYZHERIIE 5,

% BEREOBEVMEFEE I LTI OBEEZ L) LERSH D, DX H 7
TGO R E DU  VMAGEEZ RTINS D120, XTRPEIZ OV TR

m BOENTWATPHEEABSE 27~ FCZOBRICHEELYILA I LERH S, FERMEN

uﬁ%lkﬁéﬁAci\Ffv~1yw“wj@@ﬁﬁﬁ%%%#ﬁ%?mw%%
SHEET S ETHRTHY ., 2ok BTSN D,

46.  MSIPEZRTERT D720, BFTITHBR LT v 1A W3k LU bW E o

©OECD 2020



140|458 OECD/OCDE

R 2 VT, [ TR EIZ OV THEER 2R R 4 70 5 BT RE L7z 1T huid7e
57, 1 [EDT » THEEOILEWE 2 RIS T 2581, EFHEOLEDR
AT DT, ALFEWE ERBR Y 2 VIR DIEF 2K 272086, L7 L—h
THA U EHERFT D 2 EMEE LU,

7z F—BjEMEDHE

47.  FREEZWIZTIRY ., AR IBE (KX LY T =27 —BIEM) B X OHMIREE
M (VA SNy T =T —CiEtE) OW7 & RICRIT 5123, TROT 27
NWUR—H—T vt A7 A (Promega, E2920 F7-1XFZEM) BDEE LV, T v
A RIEKIL, FHT ARREHORREIZE SO TRINT 5, PIRITRLESEE OfERICHE
W, LFOEEEMMZ TIT ), Bz, Dual-Glo Vv 7 =7 —EB7 vt A AT A
(Promega, E2920) MW 556, KELAZRMNT LHHICT vEA T L —bFD T =)L
726 60 uiL O EEEZFREL, BRYIOEE 40 uL 27 v A 7 = VITEBERML T, &
BNNY T 27 —BOT T FNVERET D, &%, 2 DHOREE 40 uL ZtD 7' L
—bOT vEA T VITIMAT, VITvAZ TN T =T —BEREBRET 5, 1
727 —E7 vEAFRIK [Steady-Glo® Luciferase Assay System (Promega, E2510 %7-
ERIZEDO S D) ] FERELY 725 —F T vk A 2 A5 A (Promega, E1500
FEFREO D) (X, AR B (REZWVILY 7 =5 —BiEM) OHOBHEICE A
5 Z LN T&E D, Steady- Glo Luciferase Assay System (Promega, E2510) ZHW\556&
E, HRIL 72K 40 uL 27 v A U o VICEBIRINT A Z &, BEELY T =T —F
7 vt A AT L (Promega, E1500 £721XREDO L D) ZHWLEAIT, REEIR
N3 B HEIZ Cell Culture Lysis Reagent (Promega, E1531 £72I1Z[R%EDH D) ML
RTETR B 720,

T —F DO

48. T H=R N7 oA DHE. GIEXER (10 nM DHT) (259 2 fH% ) 72855
MWERODLTZO, Fl—7 L — DD T FTNVD5T %2, IRD AT v TIZHE-> T
1792 EMNTE D (MRS FELEHTEE) |
AT 7 LR (VC) OSEMEE R T 5,
AT 2K T =V OIEN D VC OFEMEZ ST, BURIC KX AREE 1T ) 4 X%
ZL5I<,
AT w7 34IE L72 PCaco (= IEHIE L7= PCaco) D FWEZFHT 5,
2T w7 4T — bDE T 2 )VOMIELTZEE ., EHIL L72 PCaco DFE (PCaco
% 100%&9°5) THID,
o KUz LDOEAKHIIMEIL, PCaco DIREVEIZX T 5 M54 T = )LV ORI 72 B Gy ME &
85,
o AT v 5B IE DB IEE I OV TS BIEMED L HE A 3 E T 5, I0E
WX 2 ODO®RITEDRH D, 1 DIXEH LT-EEEEME 0Z) THhy., b I 1 20F 0
BENEZDBETHD (BES51~60ZH) |

49. T UHA=R T vADHFPE. AR EREEZ RO D720, F—7L—h
MOEHDENT T FIVDGHERD AT » FITHESTITHI ZENTE D (D [FEEE 7
B FE LR ATRE)
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AT w7 I.VC OEHEAEE TS,
AT 24T 2 VOIEN D VC OFEEEE ST, BURIC KX AREE 1T ) A4 X%
72=L5<,

o X7 v 3MIELT AGref (= EHEL7Z AGref) OVHEE R T 5,

o AT v 4T — b DK 2 VOMIE LT-HEZ. EHIL LT AGref OF¥IE (AG ref
% 100% &9 5) THS

50. B U VOREIREIL. AG ref DR RIGEITHT 5 B4 Y = /L ORI 28R
BiEE L2 D,

o AT v SHBLFWE DB IEREREI OV TR GIEEDO EWE 2 E T 5, InE
X 2 2DOWIENR B 5, 1 DY LEEEE 8% THY., b9 1 2020k
BN ZDRETH D (BRI 51~60 &7) |

INTF A=K DEMH:ECso, log PCso, log PCio, log ICsp .75 J- TFlog IC30 %812 95
EJEFHIH

51.  ECso Zat5H3 210138270 R LU BRI A BE & 72 2 75, (mz“ S E
VAR IE D RTEEDRIK T) BERYE O EFIHIITHIIR2 B D720, Z OFHRBHE
WCEEAIREE T2 ILERTH L LT 0272, L, ECso%iUﬁjﬁEﬁ%l/f\/l/
(EvOXH, Top DIEIZAY) IZAMRIRTA—ZTH D=0, ﬂﬁg@ia/\c -
NHDONRT A= B WETDHNERD D, ECso 3 L URAFHFL L~V ORHRICI,
Ole#iatyY 7 b = 7 i3 % (Graphpad Prism #tit Y 7 U = 74) |

52,  BAOBRVRT 4 v I REREKGT —XICHEATE 28551, ROKUIHE-
T ECso B 7 5(13),

— Y = Bottom + (Top-Bottom) / (1 + 10 exp((log ECs - X) x & /LAED))
- ZIZT, XIHREDORE,

- YIS EERT, YL Bottom 22HAAE D . V7 EA Ni#RE 72 £ > T Top ~IAl
Mo, BRI AT v 7 A TiX, Bottom (X RIZHEESILD,

53  MlaEYEARHE I S 720, AT, B 34 1R LIz USiEn, 7 H =
A RNT A TEIEERGR Y =V I A BT 2T —BIEHEO IR
H, TyHEI=ARNT A TIHAGref (500 pM DHT) 7 x/LDT I A X7y
7 =7 —BIEEOEEIC T 5, ALFUBE LT VDT I A BZ TN T = T —
BIEHEOEIS (%) & LTET,

54, T A=A N7 vEA O, FHEBIEFEMEIZOWTLUL FOFRZ RS 2T
X7 57800,

(i) Fl—7 L —F_ETPCaco (10 nM DHT) (2K > THEINDINE KT 5 E
A (RPChax) (%) TERIND, #HRILTFWEICEL > THEIN D RKRISE L
Jb.

(i) BHALFE IOV TR, Z2RYEEWE DHT O/ER O 10%I2H 49 2 1M
ZFHETDRE (log PCo) « BIPHELI 2 5GE T2 ML WE DHT OIEH O
w%KW%?éW%%%ﬁ?é%E(byTwo
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55. 1log PCxfll (x X PCaco & HEBE LT 10% E 7213 50%DFFE L\ o 7=, BIR L7
Ersd) OMEX %K C3127~77, logPClod LW logPCsofElE, PCaco (ART I =
A hxfEE; 10 nM DHT) (2 X 0 B8 SN D EREIEMED 10% FE 7213 50%Z 75383 5 & HE
ESNDPERICTFEIRE L EFR I D, & logPCulEIL, BRBIENVED 2 DDOEHT —
HZRA L M AW B REREIRIC IV EHT 52 LR TE S, logPCEDT < E
ETSTFOT =X SOMEEY, ThZi (ab) BED (cd) & L7HE. log PCE
IFRORB IO C3 2HWTEHETX 5,

log[PCx] = c+[(x-d)/(b-d)](a-c)

X C.3.log PCxEDHEEX

100
90
80
70

60

%9 % RTA%

50

-
[

40

30

10 nM DHT {

20

10

-12 -11 -1 -9 -8

-6 B sl

_— -

5]
log I [M]

v

PC10 PC50

T A=A T vEA TlE, PCago (AR7 T=Z ;5 ; 10nMDHT) 0N&7 vk A FL— MIEGEND,
RTA : FHRTHIEEGIEME

©OECD 2020



OECD/OCDE 458 |13

X C.4.log PCso D B4

150
140 |
130 f
120 |
110 |
b CH00 b :
90 /
80 | i
70 i
60 | i
50 ‘..4nu.-.....------............--.....E g
40 / :
d GO e el
20 | e i
10 ’_/ b |
0 o 1
» @
c a
log PC50

56. TR A=Z LT viEA OGS FEEHEBRICFEMEIZ OV T, 500 pM
DHT TifE I HHTIEMED 30%FHE 2~ 9 IR (log IC30) . B X UEEI RSG5
1% 500 pM DHT DD 50%H5E 2 73R E  (log IC50) ZHEr7 5,

57.  log ICifE (x I DHT %8 & bl L C 30% £ 7213 50%DPAE &\ o7z, 38R
LB a 7)) OMERMZK C5 1T, log ICso 38 X log 1Cs fEIL, 500 pM
DHT I L 0 FE SN DEREIEMED 50% £ 721% 30%% [HET 5 L HEE S 5 ir(b
FWMERELERIND, ZNDOMEIL, log PCELFUFIETHETE S, &
log ICx i, GIEMED 2 DDOEET — X A > b & W= EM 2B RIRIZ LD
BHTHZENTED, loglGHEDOT S EETSTOT—Z S0MEEL, ZhEFh
(c,d) BLD (ab) & L72HE. log IGHEIFRORIL LUK C5 #HWTEAET
=D,

log [IC] = a-[(b-(100-x)) /(b-d) ] (a-c)
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X C.5.log IC fEDHEEX]

150
140
130
120
110
100 L

T T T T

30%PHE

50%[H

xt9°%5 RTA/%

,
(-

-

(=]

500 pM DHT |
r3
o @

0 1 1
7= SR
(AG ref)

-11 -10 &
log[BE (M) | [C30  1Cso

Ty A A=A RNT AT, AGref (500 pM DHT #¥RI1 L7 0.1% DMSO) B&7 v A 7L — MIEE
na,
RTA : FHXHAER BTG

X C.6.log 1C30 D E+ELf]

50 1

40 ¢

d 3
T P BRI R B ,

1 I

10 b E :

i I

v 1 L
e 9
A, c

log IC30

58. iRl I=X MEA EMRBMHEICEE LIV T = T —BIEHOK
TZ2XKAT 57D, AR-EcoScreen™ X ARJGE T L AV MI XV FHERITFHET
LIRBNNY T 2T —B & BRENPOIFENIHBLT LI ALy T
=7 —BO2MHEON L T 2T —EBERKITHLIRFINL TN,

59. TaTNLR—F—T v AT LAERNDLZET, 1EOTL—FT
TR UMl B T 2 MiAEfFRE T v 2 T=2 MER O ) &3 li§ 2 Z L 28T
X%, MifaEELSR (PCory 10 pg/mL 7 BAF 3 R) IZxT 20501, 7%
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TORE T =55 PCor i (Wb d [0 I Z0fEM] ) Z72LGI<KZE T,
T X IEEERET A DICHW SIS, AR Ecoscreen™ 7 w2 A A HWT
LW E OB OMBEN 2 5121X, 20X 5 ITEIE SN EFREE
HLZ2TIE e b2, MAEFRPYERIEFE DR E DIREE T 80%AM D
By ZDIINSEDOT—HRA 2 MIFHENSBRINT S,

60. FEER (TRbOLHBLFEWE OB E I EE) 1L, D b 2EFE
720 3 BN U7z T AT HES WO TWRITIUZ R B 720, 2 B0 T > OfEFE A3 T {El
LCRBYHEIEENROONIGAITIE,. 3EIBOT U 21Thb2 Th LV, FAET
THREREIL, WOFMEWZTHDEVN I,

o IREUWEZTI-LTWVD (BEK21~29 M)
o 3HDOY )L THIMENHD (CV<20%) .

3 B

6l. THA=XARTvEEAIZOWVWT, T—XHTEEELE Cha (T T, BPEDORKE
R, FHORBRERBIOZOEAZ 726 LEERED 2 Ik > THASIT b5,
T 7B, 50% (log PCs)) F721%10% (log PClo) NDNEFOLNDIE L L THRERAE
T EIZKY, ZoOBRENEKRSND, 2L, #BEFEWEICE > THE IR
Tl KIE (RPCma) 23, 2BIOTZ D56 2HES, HLLIFE3EDOT>DH L
2B TCERIULFEME DOIRED 10% E RIS 21X 2B -G8 XS YE %
Btk & HIE L. RPCo 28, 72 b 2[00 T > H2EEL, LT3 EOD
Z D9 B 2ETERILEWE DIRE D 10% =72 x> T2 A iE, Btk s »ip

7,
FCl4a.7 d=R M7 v AR BBMER X OO &L
Rt BEMEXT R OIS D 10% & RIS F 71T 2 A B 2 D RPCou DO 52E
Rt RPCoax D35 ME X BR D IE D 10%IZTM 7272 v 2 1256

62. TUBIA=RABNT vEAIZOWT, T —FHEREEZR Cab 1T, Btk
OFERIZ, EFHOBRESLIOZOERZ L7206 LTERED 2 S X > THHSIT
N5, 7705, 50% (log ICs) F721% 30% (log IC30) MG HNDHIEEE L L Thb
RERTZLIZED, ZOBENZERIND, 7L, b Lt 2BOT D)
H2aEEL, HLIE3EDT D HH 2 [EIT log IC; AHH T X 72551345 1b
FWEEGEE L, 2BOZ 0B 2EES, LI 3IEOZ DS 2[ET
log IC3 DEHHE T o GBIkt &35,

RCAb. TV H IR N7 oA ITBITIBER L OB EHEYE

[ log IC3 R ENT7=%6.
(=33 log IC3 D3 EHHE T 0G5,
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63. T A=A ]*7/‘12/], BT 5 log PCo. log PCso. RPCiax BT % d=
Z T A2 B log ICs. log IC3 DL, OECD AR Y = 7H A kDt
A RTA L DOR=UNHAFTELRHFE—FEHANTITH &N TE S,

64.  log PCxE F 721% log ICKED BT 72 < b 2 RIEET H2MENRH D, 7272
L. B UCEEGHICBITATFT —2DR—25 A AMEIZEWEEEE (%CV) 28
THIEELOXRNBOOLNT-HAIT. ZOF—ZITEBEMEICKRITH EHK L, KX
RIELHOXE LD LEEREZRE L2 T U 5720, log PCx 721X log 1C D
HEICHWSE—T v A T L— K EOT—2 KA NMZET 38T 2 /LDAT
— % (Thbb, BHBET —F) O%CV L. 20%AK0 TRITHIZR B2, B
R ETIIAEE RN EONDEEIX. BT o EdTF =y 7 2K
Tz lnTE D,

65. HAEEEICEATHIZEIEIT v EBEARZRPELLEHLTWD Z L2 EKT
BN, BHOREDT o TIEMER T — 2 N GE6ND Z L2 RIET D DO TIHZR,
WEIDZ o TOFRERPNFHHIND Z D, BT —2 R E0N TS Z L&Dk
BOMRIELE 725,
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2 2PN
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M OMEY) 72— #HOFRIKZ N ZT=27 v 2 A 55 100 uL 23N L CTRE IS5 (3
DS5: 73=X FAB, £D.6:7 X A=A MkBr) .

45.  TRTORIERE R LFWE R L OVABHRIE 3 B3 o L, MifnE
PESHRBD B Y R X-100 1%L 6 DO W = L THRERT 5, K D12, 7= FkERD
Tl— MEEEZRT, Zid, TV A7 ) —=0 BB KOV R RBR TR —
DLOTHD, MD2IZ, TV HIT=A RN T VLRAZ ) == 7 BRO7 L — MEdE
oY, BARKR Y =1 (VC) ZER T XTOBREY < VIZiX, BEREDT I
= FEBRLEWE DHT (3.0x10'°M (ECsp ) g ENTW5, X D.3(Z, DHT
@ 100x ECso & W 2RI IREBR 2 5 de, 702 T =X MEFERRBRO 7 L —
MCEZ77, 2k, 7L— MEEDO C (1~8) 10012H7-5,

46. 96 Vv AT ab A RZ—=TL—] & CO, A rFax—4— (5% +- 1%
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CO,. 37°C +/-1°C, IR) NTXBIT 24 +/- 2 FEfEs%T 5, %, L— %
Ml EER L OVERICOWTHERTRET 5, 7V AV —=v 7 BT, &
U = U HIREREEH 100 pL 2RO L — MIB L, MlamtRk clEAT 5 (B
% 42) , 7 /LINOFED O 100 L OIRFEEHZ T BrRE . ¥ = VINOIL % I fE

RE (B 47) (CHREE L CROLZIIET D,

K D17 IT=A DT VR Y —= L EFEMNRER, BLOT =X MEAOF D
TN TN, I EAF—TL— DS L — FEE,

FL—Fk1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B Triton X-100 sC C1DHT C2 DHT C3 DHT C4 DHT C5 DHT C6 DHT C7 DHT C8 DHT PC
Cc Triton X-100 sC C1DHT C2 DHT C3 DHT C4 DHT C5 DHT C6 DHT C7 DHT C8 DHT PC
D Triton X-100 sC C1DHT C2 DHT C3 DHT C4 DHT C5 DHT C6 DHT C7 DHT C8 DHT PC
E Triton X-100 sC c1 Cc2 Cc3 c4 C5 Cc6 Cc7 Cc8 NC
F Triton X-100 sC c1 Cc2 Cc3 c4 C5 Cc6 Cc7 Cc8 NC
G Triton X-100 sC c1 Cc2 Cc3 c4 C5 Cc6 Cc7 c8 NC
H
BEOQFL— b
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B Triton X-100 SC c1 c2 Cc3 Cc4 C5 C6 c7 cs C8 DHT
[ Triton X-100 sc c1 c2 c3 c4 c5 cé c7 cs C8 DHT
D Triton X-100 sC c1 Cc2 Cc3 c4 C5 Cc6 Cc7 Cc8 C8 DHT
E Triton X-100 SC c1 c2 Cc3 Cc4 C5 C6 c7 cs C8 DHT
F Triton X-100 SC c1 c2 Cc3 Cc4 C5 C6 c7 cs C8 DHT
G Triton X-100 sC c1 Cc2 Cc3 c4 C5 Cc6 Cc7 Cc8 C8 DHT
H

C (1-8) DHT =2 WHE DHT O—#OMARIK (1~8, (E~FiRE)

C (1-8) = WL EME O—BEBOMPIR (1~8, K~EiRE) |,

SC = PeBRLE B O VI I S BRIEYE (C (1-8) &R Uiath) o

PC = B (170-AF LT A RRATERY)

NC = iR (arFazxray)

7L —+t/)L (Grey cells) :

Triton X-100

= M BRI 35 1T 2 Bt BE

=200 ul @ PBS /= LIZ4MUlO w7 = )1,

M D27 H A=A MDD VRAZ V== TRBREBI T VX I=X MERAOFMD = HD

Wz~ uFfZ—T 1L — DS L— MEE,

TL—FHk1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A

B Triton X-100 sc C1FLU C2FLU C3FLU C4FLU C5FLU C6 FLU C7FLU C8FLU vc

c Triton X-100 sc C1FLU C2FLU C3FLU C4FLU C5FLU C6 FLU C7FLU C8FLU 9

D Triton X-100 sc C1FLU C2FLU C3FLU C4FLU C5FLU C6 FLU C7FLU C8 FLU vC

E Triton X-100 NC c1 c2 c3 c4 c5 cé c7 cs PC

F Triton X-100 NC c1 c2 c3 (7} c5 cé c7 c8 PC

G Triton X-100 NC c1 c2 c3 c4 c5 cé c7 c8 PC

H

LD 7 L—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A

B Triton X-100 sc c1 c2 c3 c4 c5 cé c7 cs C8 FLU

c Triton X-100 sc c1 c2 c3 (7} c5 cé c7 c8 C8 FLU

D Triton X-100 sc c1 c2 c3 c4 c5 cé c7 c8 C8 FLU

E Triton X-100 sc c1 c2 c3 c4 c5 cé c7 c8 C8 FLU

F Triton X-100 sc c1 c2 c3 c4 cs cé c7 cs C8 FLU

G Triton X-100 sC c1 c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 C8 FLU

H

©OECD 2020




538|458 OECD/OCDE

C (1-8) FLU = (ECso M2 D DHT Z i L7-) BRYLEWE 7V 2 2 RO—BORERIK (1~8, 1K~EiE)
C (1-8) = (ECso#i#EED DHT Z ¥R L72) AL E O — B OMPIR (1~8, K~ @)

NC = (ECsiEE0 DHT 2 L) FEMERIHR LA 2 V7 Rk Lb

PC = (EC5 B D DHT Z¥shL7z) iRy =2 v

SC = WBRAL W OPRBER /2 EYE (C (1-8) &AL (ECsIEED DHT &I L7z) ML)
vC = BAKIER (DHT Z 380N L7 WIRBERTER)

7 L—+/L (Greycells) = 200 pl® PBS &ii7- L7=4MUD T =L,

Triton X-100

HREEEMELZ 30T 2 BA PR R

X DI3sERMERRBRL S, 7o 4 I=X FOAFEHRBRBLOT 2 =2 MEH
DEFEDT=HD 96 T 2 V~w A7 aZ L2 —TFL— DS L — FNELE,

JL— k1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B Triton X-100 sc C1FLU C2 FLU C3 FLU C4FLU C5FLU C6 FLU C7 FLU C8 FLU ve
Cc Triton X-100 sC C1FLU C2FLU C3FLU C4 FLU C5FLU C6 FLU C7 FLU C8 FLU vC
D Triton X-100 sC C1FLU C2FLU C3FLU C4 FLU C5FLU C6 FLU C7 FLU C8 FLU vC
E Triton X-100 NC C1FLU100 C2FLU100 C3FLU100 C4FLU100 C5FLU100 C6FLU100 C7FLU100 C8FLU 100 PC
F Triton X-100 NC C1FLU100 C2FLU100 C3FLU100 C4FLU100 C5FLU100 C6FLU100 C7FLU100 C8FLU 100 PC
G Triton X-100 NC C1FLU100 C2FLU100 C3FLU100 C4FLU100 C5FLU100 C6FLU100 C7FLU100 C8FLU 100 PC
H
BBOTL— b
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B Triton X-100 SC c1 c2 Cc3 Cc4 C5 C6 c7 cs C8 FLU
Cc Triton X-100 SC c1 c2 Cc3 c4 C5 Cc6 c7 cs C8 FLU
D Triton X-100 SC c1 c2 Cc3 Cc4 C5 C6 c7 cs C8 FLU
E Triton X-100 NC C1100 C2 100 C3100 C4 100 C5100 C6 100 C7 100 C8 100 C8 FLU
F Triton X-100 NC C1100 C2 100 C3 100 C4 100 C5100 C6 100 C7 100 C8 100 C8 FLU
G Triton X-100 NC C1100 C2 100 C3100 C4 100 C5100 C6 100 C7 100 C8 100 C8 FLU
H
C (1-8) FLU = (ECs R DHT 2RI L72) ZRRLFEME 7V 2 I RO—#HOARIK (1~8, K~EHRE)
C (1-8) FLU100 = (100X ECs#i#f£ D DHT ZiRINL72) SRRILFEWE 7 N2 I RO—HEOAHERIK (1~8, K~ERE)
NC = (EC5IBE® DHT ZIML72) ML R 2 V72 R v
PC = (EC5i#E® DHT 2% L7z) BBty =2 v
Sc = WL W E ORI R/ IR (C (1-8) &[FU (ECyIBFED DHT ¥R L7z) ) .
vC = AR (DHT Z 30 U722 W IR R)
C (1-8) = (ECs I DHT ZifN L7z) LM BE O — ORI (1~8, 1K~@iRE)
C (1-8) 100 = (100x ECs #E D DHT W L72) #BRALFME O —EOHPIE (1~8, K~@EiRE) (Rrit:
B
7 L—t/L (Grey cells) =200 ul D PBS &iifi7z L7=AMAID D =1,
Triton X-100 = MR TENEIC BT D Bt AR

FHDJE

47. EIOPEIZIZTNL O OBIRER H 5, AR-CALUX®AFRIED Y 77—
va r THWEREE, dilkFy PR (77 vy vaFidrZm—Rx >
FOWTND) FRIFERECTHE LB AREONTRARNEEN T, »
THOr—AIZBNTH, 24 +/- 2 FFHOEEE, U L) ORAZIRD BRE . H
JaZ RS TNy 7 =5 —BIEELZEET 5,

48. FRENEWET HI2iE, MEFPIVLETHD, BHTL— F2EHT 2546,
MEFCIX2EOA 2 Z—DBNETHDH, Vo7 =7 —BORE., EEL
V72 YU EEATHIEICKVBRGT D, @Y REE (BEFHZIS U T 02 M
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NaOH F721% 25% viv Bilig%) ZNMA CRISEFEIESE, 1 20T = Wb RI0 Y
TADENOFEHLH L 25, HlRF Y FE2FEHTHE81F, F v MIEME
NTWDEAOHRICEDRTIEZR b0, T %y MSL T, A
L— N3 A v Ve X —LEIT 1 oD, Y7 B —5 2 - FREH 2
THZENTED,

49. HBUzAPLBRHINDGIHIE, Vbl OMxREIEE (RLU) & LT
23N 5b,

FI=Rp (FET=X}P) BBEDT VLR —=2F

50. VLAY —= T aHrORERIL, SRERNRERO 72D OB T O K
B SN TRERFAOWREICH NG, VAT U —=2 7ok ROk
F OVELFERFAER D 72 O O YR P E O RGHL S AU 72 IR B O R EIZ DV T,
TAZANBIOT v T= FlBRiE7 1 b 2 u6)NliERT 5, 22Tk, 7
T=Z2 MBLOT ¥ A= MikBRO T2 O OB F W E O R 2 e 5
FIEOEZ =T, —HEOFHRIET VA L DOHA F v ZZHONTIE, ZDSBLW
D.6 #Z&MDZ &,

5. TVRARZU—=2TTFTliE, £ D5 (FaF=2MEH) BLOVFE D6 (7
VHI=A MER) IR T—EHOARIEZ AW T, # b E 2Rk L2 i
X250, TRTOEEZ, K D1 (FI=% MEH) £/ZEIK D2 (7For2a
=2 MER) 17T 7 b— MEEIZES T3HEDO Y = /L THERT 5,

52 VAR —= U TR LT IRE DB BIEEMENCE D B9, L
AN == 7T ORI TR T A2 FERT 5, F D7 O ERLEICHE -
THmazE XTI, 1 BIOAERT v TS5 Th D,

FI=Xp (T T=X ) (EHFEOD 7 & D E R

53.  FFAEYE (RD3IBIUDY) EHI-IHEROALEZAEE AL, #RILF
WEIZRT BISE ORI H WS, 1RO Z BT 1B LD~ A 7 ak 4%
— 7L — ERHFREEL T - S o Te 6., T Eho~A a2 —T 1
— N2 HRBRT 5, S2RICFEWEO —#EOMNIKEEKEZ G RO 7 L — K
RIEWELWET-SIWGAE, 02K (6 7 L— 1) ZEHRABR LTI 57220,

54, KHERE (7TI=2 MER) H2HVIIHE (T2 =2 MEF) 1R
DO, POMEEEEZ RS Ry (KRIK) BEEZRET S, G 7 o TRlRT
LA E OB E L, ZOBIR LIZBED 364, &5 WITE VR BRI
A E DG A T B R BRI E 0.1 mM 721X 50 pg/ml &5,

55. WEEBRLEME OB EN T —EORNK A, FRRTIRE LT RE A )
HRAL, EDSBIXODOITRTHNAT v 7% AR T %

56. Wb T A=A N (TrFI=A M) ERLHER LWL EYE I
ONWTIE, YV ARZ U —=2 7 TRESINTMEEEZ RS R0 EEREN S
L, RDSBLODOIIRTHNAT v 72T, BT TR LT
ECASYAAN
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FI=X PEBRIZI TS EIEH)Z

57. b S REHRHPHAZEIR L-%, DS (7 IF=X MEM) (R
OFTRIEZ HNT, BRI FWE 2 BRI ERT 2, X ToOREZ, X D.1
(7 F=2 MEA) 1R T 7 L— MEREICHE S T3EO T = L CTRIRT 5 (B545
ZH) .

58. AU (ED3) AN TREROREGRE L, RIS ISR
HIVEOFHICHWS, 1[EOZ7 80T I ED~f a4 X —T 1L — |
DHFRIEMEET - I ho T2 56, TNEho~A a4 X —T7 1L — hTikEk
L7ALFEEIZ OV T T 2 HEITY, BRRT 5, 2RIEEYE O —#EO AR
REREETRRO T L— PR EELH =S WEA, 702K (6 71— 1)
RN A DV D AN CAN S TAN

T T=R FRBRIZIIT S AEAIGH) T 8 L OER AR

59. LS NTREFEPAZEIR LI-k, £ D6 (T ¥a=x MEF) (TR~ T
—HEOFARIEZ VT, #BL2 W E % S RERRRBR S X OVRr S BR 3 BR C [ If
2 (RC7L—hET) #Brds (% 45 2MR) . $XCoEEL, X D3 (7
vH A=A MER) IR T 7 L— MEEIES T3 EHDO T = )L TRERT 5,

60. HREUE (X D4) BT THREOLEZANE AL, WHRLFHE O
DOFHMIZHW S, —EHOOHIZE W T I Lo~ A 7 a X 4 2 —T L — N DPHE
HHEL = S hoTeGh. ThEnD~A 7 a4 24— — 2Rk 5,
SR FEE O #HOFHIRIK SR 2 G LRI O T L — F BNHFERELEE - S 720
e, 7ok (67— ) 2ERBRLARTIER S0,

# D47 I=R FMRBRIZER T 2 SREES L UCERILFWEORER X OHR

£ DHT xHHR HRILEYE | SVRI Y —=2 T 5 aEnT v
v o VNOEE (M) U VNOEE (M) DF 10 DF 5 DF 3/3.33 | DF2
Cl 1.0x 10" PC 1.0 x 107 Cl 10,000,000 x 78125 x 3,000 x 128 x
2 3.0x 10" NC 1.0x 10% 2 1,000,000 x 15625 x 1,000 x 64 x
C3 1.0x 1010 SC 0 C3 100,000 x 3125 300 x 32x
c4 3.0x 101 c4 10,000 x 625 x 100 x 16 x
C5 1.0x 10" C5 1,000 x 125 x 30 x 8 x
c6 3.0x 10 c6 100 x 25x 10 x 4x
Cc7 1.0x 10 Cc7 10 x 5% 3x 2x
C8 1.0 x *107 C8 1x 1x 1x 1x

PC- MR (17a-AFLT A M2ATEY)
NC- R (arFazxrnry)
SC- BB E R R
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£ DS T F =X FRECHER T 2 BRIEER L OHBRILEWE ORER X OFR

BRINVEIFR oyl WL | VRV —=v T T aArEn T v
vz )VNDOEE (M) vz )VADOERE (M) wE DF 10 DF 5 DF 3/3.33 DF 2
Cl 1.0x 108 PC 1.0 x 10 Cl 10,000,000 x 78125 x 3,000 x 128 x
C2 3.0x 10 NC 1.0x 10 C2 1,000,000 x 15625 x 1,000 x 64 x
C3 1.0x 107 SC 0 C3 100,000 x 3125 x 300 x 32x
C4 3.0x 107 VC 0 C4 10,000 x 625 x 100 x 16 x
Cs 1.0 x 10 Cs 1,000 x 125 x 30 x 8 x
C6 3.0x 10 C6 100 x 25x 10 x 4x
C7 1.0x 10% C7 10 x 5x 3x 2x
C8 3.0x10% C8 1x 1x 1x 1x

U = VNDIRIT T =R NEEE
(M)

DHT 3.0 x 10® (=ECsy)

W7 =2 VREY = /LD
FEMER (M)

DHT 3.0x 10°® (=100x ECs)

PC- HMExtiR (V==2ny)
NC-  [2fExtiR (LA V72 b o)

SC-  IRHERI

VC- B (HEREDOT T=X FBRILTWEEZE E720)

T —Z DT
T —& DIEFAE
6l.  MUERIOAET—HF I RLU &L LTET, R D3IBLVPDAIRT LI, F7F

RIEENW - SNTGE, WERRIA—ZERETHLEDIZLLTOEAT v
TEEET D, ET—FE, TR U —= T ERITEENT CRHICER S
e T — B RIHE L — MIATIT 5,
TIZ=RXNT L1200 T
62. HHBRILTFMER L OSHYLFEYE DHT ICOWTCBL 2§ T 5

o BT o, HINHIRE i 1TBIT DA ERE (Vi) -

v %%M?%EWMUQﬂ@)AC@¢@MUXmO.1%
ic — 3l: 9%y
DHTcs DI RLU - SC D RLU

o 3 [EIOEMHIRIEIZIIT DA FHEEE DI (Y,)
Y. = FEI Y
THT=ZRRNT A IZOUT
63.  BHBRILFEWE R L OSBRI EWE O FLUIC DWW TLL T2 E T 5,
o EFE o HNMIKIE i 12T AEFEERE (V)

HRILFHEDRLU ()K{Ei) - FLUcs D RLU .
Y. = X100,i=1,2,3
SC DFHJRLU - FLUcs DF#HJRLU
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o 3 EIDHAMHIRIEII T DIHHRFHERED V- (Y.)
Y.= 7731971’,0

T AI=ANT vEAIZBITF 5 SClE. EColBEEDO DHT Z IR L7=7 v A 55 TH 5

R PES G RIZO 0 T

o JRFE o, KIH i 2B DWBALFEWE ORFRIERR S, ZFH T 57201, ERRoT 2=
A N7 vEA &HVW%@H%@“ZW B L E D RLU (K1E 1) ;t I B S PR BR
(100x ECso DHT Zifshl) TH-b D L9 5,

o F7o. WELFEWE OREMKGIIR (S.) D CLEEZ 100%E LT, #HERWE OIEH Lk
FPERHE (ST 2R T 5, T72bb,

S
St =100 x —, €=cpo,Cy
€1

MG 1L

64. T VATV —= TR TR L7 T R C ORI IRE 2OV T,
LLFORKITHE - T, MaEIESMEX I 0.01% U by X-100 (N—k T —TU%
100%Z7% ) 2% 5 LDHIRH R ZF HT 5,

PR (L F) B D] AU - SC DT AU

% LDH /115 = X100
’ PBEXTHE DT AU - SC DT AU

T 0 AU = WO EE BT

65. S bIT. HEBRLFEWE ~OURERR ML O ENER) B RRA 2 5206 L7220
T b2, UTFOSE, #BRICEWE IR EORKE THEEN H 5 & k4
Do

o3 [HIIEMIARD LDH JRHZRD Y R—t T — Vs I LT 15% 288 2 T
R

o ¥/, ﬁﬁ%ﬁ%fffﬁiﬁ& PEDNFRSD E‘!h%)
NFR—ZDEH

66. T —ZOIEREE, RAEZHWT, Yie 7 — 2 IERIEEYR (RTZEAEL., 4
INTA=H) mEMT D,

(Top - Bottom)

= Bottom + 7
’ (1 + 10(LoghCsy )" £ 4h)
X= PR IR Dk
v SEE IR (%))
Top= BRFHERE (%)
Bottom = B NRERE (%)

LogECso= RIS D 50%HEH S 5 e o sk
VAR = eV AROARRE
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67. 7 A=A MRERTIE, ZR{LFEWE D ECio 3B LN ECso ZIRE L. #5R(L
WE D ECio. ECso. PCio 3 LN PCso ZIRET H, 7o T=X FNlBRTIX, &2
(B E D ICso 36 LN [Co0 2 TTE L, R FH'E D 1C20. ICso. PCso 35 L TY PCs
BRET D, BRI FEWE O 2 I MBS T 57201, fEHORE (7Fra=
A MEHRPChax ; 7> F T =A MEHRPCmin) BLOVEARBEE (FI=X
YER:PCrax ; 7> X A=A MEM:PCouin) ZMET 5, M D4 (7= MEF) B
FOE DS (T a=XMEH) 1. TNHDO/NRT A =X EXRT 5D,

M D47 T=R N7 oA TRELIERILEWED T A —F OFE

1104 == DHT
1004 4 —o- WREENE
90+
80+
100%
RPCraxy  — g =% T
g 60+ /
REFRPCgp— 3 50
-
¥ 40+ 50%
2 304 :
20+ !
REFRPC;—— 10 10%
N I E—— £ S S
-15 -10 -5 0
| Log [REE] il
g
t §5 48 ¢
ECio = WRLEWE DR KNISE D 10%BLR S L5 RIWE OB,
ECso = WRLEWE DR NISE D 50% 0B S L5 RIWE DR,
PCyo = BB D ECo & % LWISE N LN D BRIL W E OFE  (REF RPCy)
PCso = BB D ECso & % LWISE N LN D BRL W E OFE  (REF RPCs)
PCrnax = ISBEPIRKE T2 DAL EWE DOWRE  (RPCoax (ZAHY)
REF ECsy = ZWLEWE DHT O KA D 50%AMB122 S0 5 [RE DL
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M D57y ZI=R 7 vEAf TRE LIERILFMEDNRT X —F DB,

REF RPCgo—

REF RPCg—

RPCpin

ICy

ICso

PCyg
PCs
PCrin
REF ICsg

120+
110+

-= TILEEF
- BRALEWE

100+ 5
. ".\
80

70+

60+

B0

TEEEAE (%)

40=
30=

20%

50%

20=

100%

=10 -.5 !
Log [#EE] | |

=]
o
8 a8
] =]
th cf o g

PCpin

= WRILEWE DRIIEE D 80% B S L2 FIMEORE (20%FF) .
= R FWE ORRIGE D 50% A BH S D RWEORE (50%HE) .

BIRACEE D 1Cy0 & 5 LWEE DG BN D W LW OIREE (REF RPCy)
SHALZFE D 1Cs & % LWISE DN LN DL FHE OFE  (REF RPCs)

B DR & 70 DAL A OREE (RPCoin [ZFH)
S E DB RIEE D 50% & 732 2 [RIWE DR E
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68.  HELTFWEICOWTIL, MREECEREORMEN S, LT L bk
HERIGHBIELND LIXR G, 20 L2 RGE., 73=2 MBRIZK T
5 ECso BEONEC), BIOT v ZId=X FBRIZEBIT D [Cso B LW [Co ZIRTET
HZEMTERY, > THHETHIUL, PCloy PCsoy PCuax (7 IT=A 1) B&X
W PCso. PCsoy PCrin (7T H A=A 1) OWRETHHTHD, ZNOLDMHEIE, K
HITW2ODT —Z KA 2 MEOMIPHRENGEE T Z LN TE 5,

69. T —HXHERKEE (£D7) IIRTERY, TUoXIA=R MNIEORREME (F
bbb, BEOBEMNT X I=A N THDH L) ZHET D, FFEMESBORER
ZHET 2% AL, 2 > OHERISHR (Y. 58 ZHEMREL, 7o ¥ T=X}
RERDHE | OB MENEH CE 208 ) MhERIEL 2T ERL20 (DTS
M IR CSE > 80%) . HDHWIE, BEMEISEOMXEEERE (Y) SR rmE
O EHACFF RIEINE O XTFEERE (S2) & OMOMERED —% (R %itHET
BHe ZOT A IT=A NREBROE 2 OIGHEELZRGAET S 2L (EDTSM R <
09) . (AR-CALUX® Y F—3 g VRBOWIRENTWD L 9i2) ZofkE%E
100%HEFE L IZA R SN2, WS ONDEEEZL I LERDH D, HIfROIIR
ONFUE D2 T B FREMEN B 5, BEMZOHW R LERIGHE N H 5,
X DO6EDHEAKT X I=AF (R2<0.9) O, EEFEOHNFHEE (Y.) BIY
EH SRR EORHERE (S5
ILEASF
140m
120=
100=
80=

60m

HAXTEMEE (%)

40m

20

0

Log [[REE]

7 3 R

70. 7 — & OHE S X OB FE D GE T o 2 02T H 2 OB,
K DT OEEZMMT 25, Mimz B HTITE 1EOUENT o THITH D,
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= D.6H| EFRYE
7 a=X MEH
22 BB ORI YEEE (V) 25 2 DLl EoMEsE L~ T 10% (REF
RPCi) UL ETHDEH,
Re FNUSN DT XTOHE
TrExI=Z MEH
[ R E O ERE (Y.) 2 2 DLl Eodik LT 80% (REF
RPCgy) LT THABEAE. BLO
UTFOWTNOOHE
o EEEIZHWT, BRI O IE IRV B et IR 0D FH Sk 5 B RE s2 )
0% &R D,

F720%, UFD 2 o0& WT-95E8,
o FEIREEIZEBWT, BB E O LR B R IR O FE R E
N 80%LL T ThD
o  WERALSEWE O IE AL ER B R OFA A ERE (s7) & FAXTRE ERE
(Y) L DOMOFEEHRE D~ (R?) RN09LLFTHD

=3 NS DOTRTOLE
71,  EDIJIRTREER, MEFEEEZEDTICEGEONZT =X ORTEHT 5 Z
&
72. 2 OO5FE (3% D7) AT, HOREME LA T e —FIZHWS
ZEMTED,
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fEE. RBRE3) RECHKEBAINZE | 22RVI/MMTV_GR-KO
MR E AW, EEHEOT v Fu v 7 I=X MBI T o T2
2 MEMOBRHZERWE Lz, 7V Nl U SRIEOEETEME(LRER

RANCERTREHFEB LURA

1. ARRBRIEZE AT DA NI THIZ) 22 & (KL 6~9H) .

2. 22RVI/MMTV_GR-KO AR %41 L TZEWICIEB A S =515
(TA) ABRIL, AR%W.Tu%ﬁ?éthﬁiﬁﬂhﬁ@%2HW1%ﬁWT\
AR&@WEW%% L7=NDUWNEMEIZOW LB A A7 )V —= 735728
WSS (1, 2) o ARBREIZ, = RRA L FE LT 7 =T —PiEMES
HETDHZEIZED, & hAR 24 LEEBEIEM b L O EZRH TE 5 X 9 4F
BNCEREE SN TW D, BN 7T kT 2L E R FE D TR OV T O
#iX., GR / v 27 77 k 22RvI/MMTV fMEERIC B W TIIRER TH 5,

3. RER AR+ 2 975 AR 13 22RvI/MMTV Hill CRELT 525, G AR
TG k%&gﬁ%&°éﬁw mﬁﬁ%VNw(N—xvxw)ﬁ*<&<\
DHT BRI LY HEITKTF L CHEMEER LA L, oL R—%—8BIE 10T v
T L LT EAAIERIC wv«»f%é EPRGESINTND(Q, 4), &5
2. FE4K AR (X LNCaP Mifld & RIF2EEIZIEHLT 2 (2),

4, Jnaa)Fafl Rz (GR) 1. AR & 32 22RvI EJFEAIN TR
\ZHBLT 5, GRIZARICHEEMIZEEILTBY, AREDZ B R h—7 ZRT KRV
FBUIRETZ VA AL TWAT2, GR 20 LT/ NEDISZE D AR 29 L
TNV EZ T T D rREED & 5(1,3,5), AN TO GR DRBERET 5720, 7
Z A — VAR ESCAES U ¥ — b (CRISPR) /CRISPR BHiH (Cas) 9 AT L%
FWT, GR / v 7 7 7 b 22RvI/MMTV HIFEER2SBH 3 S7=(1, 2, 5),

5. NYF—v g VREBRIZEBWT, GR /v 7 7 7 & 22RvI/MMTV Fllark i
WREHEMEZ R LT2(6)s NV F—3 3 ik, Bl bW E o 2% v T
éhﬁozwﬁ%&i HERIICITIR A ORBRICEATRETH 5, Z ORBRE

AT DRI, BHPEMNICERDO S HFERNELND N E D hERatd
5:&

6. KRR A BT A AMEN LI HFEOERL LOMEOHM 2 /E A IZ1E
Y %,

7. 22RvVI/MMTV_GR-KO 7 v & A X, OECD VMG-NA BfiZ 7 /L—T7 D A
N—THERINOIHABRERT — A0 R 22T T, EE R W RIS 2R
WESEFT (NIFDS) | #ELFRBRAF7EPE (KTR) B X OREREPRIEL -, =
DOFRBRIEIL, W T < ELE DR L OREHMIZEE 9% OBECD O EIFHHE
Fr] (6,7,8) IZBITHL~YL2DART A=A MBLIOT ¥ A=A FORKHIC
EA S5, 22RVI/MMTV_GR-KO DN 57— 3 L iklkiZ, OECD 4 A & > A
XE (GD) 34 [ZfE->» CTHEis Nz, BEXLZHMICHT LT w1 DOF4ERL L
WMEBEMENEIES L (9, 10)

©OECD 2020



OECD/OCDE 458 | 69

RBRIE DR

8. ZoRABRETRERMEIALSHABR R TIX. 22RvI M AR B kO
22RvI/MMTV_GR-KO #ilfatka v %, 22RvI fifiEkkize F L ke oA LA XMRV
(BAFEE R~ D 2 QMR T A VAR Y A )V R) ZEAT H720, 22RvI Al
ATCC IZ X O AL F'—T 7 ¢4 LoUL 2 fIfERRIZ 3 FE I LTV A (1), 22Rv] Al
WEHWTERZITHI LT, EMFHRZEMEELBE LR TUIR 720, B3
L7=fakRIZ. 1 ARD pGLA[luc2PIMMTV/Hygro] X7 # — % W C L ERN IR E R
A L7z 22Rvl flifd THERL S5, pGLA[luc2P/MMTV/Hygro]X 7 X% —=>7" 1 k 2 )Lid,
7'v A (Promega) tLEDREMHHT A L AZFHEINTEY, 1) 71 A TtEn
DA LTZRET v HREOMEH, £7201310) EEMRZY —J 4/ X% H
BT o0 7Tm A TE~OHERE, OWNTNUPBLETH L,

9. 22RvI/MMTV_GR-KO ffifatkz H 7z AR 7 I=ANT U X A=A T v
TAIXEEMICER L2 TR bewn, VAT =TT OEE,
7 B LI ORRMS (AR 7o A=A NT v A DR) 21TH, BFEHNT
VI, TAZANERET A I=A N T v DONTANTENWTT LAY
— = T BHETEME A R LTC G IO A FE T 5, SfE 7 0BT by
WEDOBMIREIL, VA7 V== T T TRET D, {LFMEREORAEN
AR #EET U X A=A RN THDHMNE D D EMHRT D121, BB IR 2 Hu 7
ULz b7evn (B 282 )

10. AR 7 =X MEHOT — & HEIX, #BRLFWEIC L0 FHR I DRI
L U HESBNTWD, ZOINEN, AR 732=Z bx{lRT&H 2 10 nM 50-DHT
IZE VD FEHINTIEE (PCaco) D 10%LL ETH DA, ZOHERILFWE % AR
T A=A NIt WEBLEWED AR T v Z A= 2 MERICET 57 — 2 HlE
TR D 2 BEBETIRESND 1) 800 pM DHT 777E T TOMERAL S E D 30%H 2N
BEDOHy NATE, BEOVi) FRRMERRERERO R2E 0.9 A (B:P% 40 B
BB, MEELMTTEHES, TOFEWEITEDART VX T2 KBl S
No, T—HNIZONTIIEE 37~41 IZFERT 5, T2=AMBIOT 2o
= A BRILEWE (DHT BXOEH L4 2 R) o #BIE 22 38 R G #R % X E.1

W21,
K EILAR7 I=R2 MBI T Uy #I=RX T vELITEBWT,
TVRZ V== T 5 U THLN D MBI R BT RO IRE
FI=2 h ToEA=R | = £
120 120 —— I
e
100 100
—~ 80 < 80
s s
60 60
ﬁ; 40 ﬁ; 40 \
20 20
0 0
13 12 11 10 9 8 -7 -6 -5 11 10 9 8 -7 6 5
Log i [M] Log £ [M]
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FBR =T R D SERE

11.  22RvI/MMTV GR-KO {EDERAFE ZRGET D712, #5525 1338 2R
ZEBL2TNIERLRN, TI=2AMBIOT Vv EZ IR NT vEBADIHD
HAEHR L E . AR T A KT A A& B D% B.da B L BA4b 127”7,
ZOFBEREBRIIE DRI L 2 MFE L, FERIIME B ©OF Bda B &
O B.4b OERAEREGRLFWE OB LM & —E L2 T T 7e 57220,

FIH

MR

12.  22RvI/MMTV_GR-KO fifafkix, 22Rvl b bEISZARAS KIS Sk 4 2 220
FINCIEEB A ST > Ra ZF VIS EMEoMlakch v . (HEETARBIETH S,
BEARIL, 74 B AN ZEOWERHAEE (MTA) (284 Lz BT
EffR NS 7 DB AFTHZENTE D,

13. ZORBRIETIEH, ~AM 27T X2 EFERWllaz Vgl s,
~ A a7 T XA E GO, PCR D7 EOSBEED HFEEZAWT, HHdd
FEROBHAGATNTAT D721 L2 720 (12),

IR D 2 E

14, ISEOLEME L TR EMFSET D012, Ml (T4 —77 ) =9 —=
RIRZEFRFEOPT) -80°C A TOREF L2 IT TR 57200, Mllaid, B 70 <
&b 2EEERER L, AL EO (1) 7 v Fu 7 AREORHMEICE N 5, Mg
X 30K A 2 TR L Tide B2, MafEnREEI% 48 Kif#I TH 5,

TR DFESF IS L= OEFESS
15,  LDAF oA #HET 2 GEEINY 7 —3 3 VHEE10)O SOPIZFL#)

o = BEEEILHL . RPMIN640 12 FBS (10% v/v) . GlutaMAX™ (2 mM) . =¥
Uy (100 fiz/mL) . A L7 h~A T (100 ug/mL) BLOT LAKT Y
> B (025ug/mL) ZIRMLIZE D,

o BN 7=/ — Ly REEER RPMILG40 [CF ¥ =2—/b « TF A
N7 LE (DCC) -FBS (5% v/v) . GlutaMAX™ (2 mM) |, _X=2V
(100 HfiZ/mL) . A L7 h=A 2 (100 pg/mL) BLOT LHRT Y
B (025 ug/mL) ZMLIZH D

16.  22RvI/MMTV_GR-KO #lfakk > A 7 A7 v k2, ATCC 22Rvl A
YTl UATE ha il E SN TN S (1), AIRREERZICHIO TRERT 572012,
N7 2T —BBLE RN ——& LA T ra~A 2 200 pg/mL % & TeksH
HC, 22RvI/MMTV_GR-KO #ifld & #F: 9%, 22RvI/MMTV_GR-KO #ifuik DAk
IZi&. 0.05% VU 7Y -EDTA £V 0.1% F YU 7Y -EDTAREE LV, ZhiL,
RENEWIZEMEEE T L — ML 0MBOSBEN S E I NI TH D, 7
vl A TR, MiaZ 3.0x10° A/ mL CRBRETHIIC R S 5, Bl L7/l 100
ul (3.0 x 10* flifa/ 7 = VIZHHY) % 96 7 = /L HE T L— NMIHET D, BRERATIC,
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HINa 2 5% +£0.5% COs A > F 2 _X— & —NT 37°C T 48 BRI #R T 5,

17. RBREEHiF O DCC-FBS 1%, o Mgy OF % &/ NRIZEN 2 5 72124
Fﬁﬁééo

SR, AR 7T =X PAEEBL AR 7 5 =X P

18. ART7I=ART7T vEATHH, £7L—MIEBWTI0nMDHT CALE L7727
T=A hxfH (PCacor) Vx/b (n=4) | 0.1% DMSO O # % & e iRt (VC)
v/l (n=4) . BLOWIZEMSE (PCor; ImM SDS) 7 =/b (n=4) ZFHfl
T 5, ART7TIT=A LT vEAIZBWT 100%DIE %R 572912 10 nM DHT
23T 5,

19. AR 7 UHZI=AFT vEATIX, VC 7=/l (n=3) , 7IA=Xxf#
(PCaco2 ; 800 pM DHT) 7=/ (n=3) . ART7 ¥ Z=Z Fxf# (PCanta ; 800
PMDHT BXLW 1 yM EA AL FZ I R) T x/b (n=3) | I8 & O EMExf
(PCcr ; 800 pM DHT B LT 1 mM SDS) V=L (n=3) &7 L— MIEHRIT
U7 B 700,

BHER L NEIED SRR

20 BT vEBAOSRIEHT, £T7 T 1 HOTL— MNMIEDRTIRR S 7
W, AR 7 T=A M7 vt A TiE, FERTSICTHALCERTWD 3 FEEHOS MR
1R 2 OMESREYE (DHT B L OA R Z Jny) BLO 1 EEOBRESR
EHe (7 XY = FL~F L (DEHP) ) #&HRiEne b, AR 7
2 A=A NT v OSREAECT, 2 FEOBMESRERE (Eh L2 2 FBLY
A7/ —/LA) BLO 1 EEORESEIER (DEHP) NEEhb,

AR 7 =X N T FT=X N T >t DR EEE

21.  PC (AR7I=Z 7 vt&A:10 ;M DHT (PCaco1) ; ART > Z A=A 7T
v ¥ A 1800 pMDHT (PCacoz) ) DFHNY T = F—PiEMIL, ART T=R 7T
vEATIEFEETL—FOFEHVCO 13580 E, ART VZ =X 7 v&A TITF
Y] VC O 10 fFLLETRF o7, 7y A OMEEBIZE L T, PCo®D
LGRS, VC OFFERED 1 + 2 15 RA (SD) 8 RTEe by, vl
NH I RORERSHBROBEN 1 SO TO PCanta (800 pM DHT 3 LTV 1 uM
EHNH I R) OFMEREIEME (RTA) (X, AR 7o X I=X N7 v A28
% PCaco2 @ 53.6% A T2l AUiT 72 5720,

FFEEE

FEILARTI=R N7 v OFREYE

A= ey Log PCio Log PCso AR

S50-t Res5 A MAT 1

(DHT)

-12.2~-9.7 -10.6~-9.0 1.0x10%~1.0x10712M
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ARL v

-12.3~-9.8

-10.2~-8.6

1.0x10°~1.0x1072M

T HNVFRY TF )L~ F L

(DEHP)

1.0x 105~ 1.0x107"M

PCaco1 DiBEMGH

>13

PCio DFFEEHR

1+2SD (VC O#FFERE) 225

PCio DFFEREHR : AR T T =R h*}# (PCacor : 10 nM DHT) @ PCyo (10%) 2+
SD : EHEMRZE, VC : B iR

22.

PCaco1 D EGH =

= RLU : fH*FEE &

PLFORKIZTE Y, PCacot DiBEMGERER T 5,

PCagor (10 nM DHT) D) RLU

BRSO 2 RLU

FHE2QART VA TR NT oA D RELYE

e=27/k= Log IC3 Log ICsp AR i P
EHLE IR ~7.5~-6.2 ~7.0~-5.8 1.0x10%~1.0x 10°M
EAT =/ —LA —6.6~-5.4 —6.2~-5.0 1.0x105~1.0x10""'M
DEHP - - 1.0x105~1.0x10""'M
PCacox DifE 53 >10
PCanta @ RTA (%) <53.6
23, DUTORIZLY .| PCacor DFEEREHIT 5,
PCrcos OIS 5 = PCaco2 (800 pM DHT) D -#) RLU

PCANTA ® RTA (%) =

= RTA : fH*RBIEREIEME

PR B

24.

AR R DS RLU

PCanta D3] RLU - VC O -] RLU

PCago2 DF-¥] RLU - VC O} RLU

WA FE R IL OECD GIVIMP |23 < (13), DMSO % 7= (i U 7 i i 1 2 i
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=M (R ; Mz ater = L %w(ﬁﬁmoww%wﬁan>®ﬁf@
BRI E R 2 R 5 BTHSERD ST A IR, TTORED 10 5D 1 O
&f@ﬁt&ﬁm%ﬁﬁ%b\_h%ﬁm#m@6h@<&5ifﬁwﬂﬁo

BEBRIL ZEH ~DIRBI L T > 1 7L — Mgk

AR 7T =R N T oA ICEITE T LR == 7

25, BMRERER (EREZM) CWE L aEFIRIEE O KB F)E

DMSO (FE 73RO e E ) T 1:10 O CTEERERIC ﬁ#éommowﬁ%
BEN 01%E 725 X9z, HRIEEKMEREICNZ 5, HREINLIET L0
BARBIZ 100 uL THD (T oA 7L — b DB 2 B0 B . #8b%y
FhEhRBRE I CERT D) . FBREICSZ 3 HOY o VEMHT D, ART I
= A N7 vbEA OBRBERE (DHT, A A% /0 BEXODEHP) (347 v A TR
B+ H52&, AR T7TIT=ALNT vE&ATliE, 10 nM DHT THLE L 7= 7 = /L
(PCaco1) « 0.1% DMSO DA CTHLEE L7 7 =/ (VC) BL U1 mM SDS THLEE L
72zl (PCor) %7 L— MIEDRTNIERS R (F E3) . #ib¥mE
DT L— hTHA Ol ER BAIRT, #BILFEWEERINE, 7ot A T L —
k% 37°C£1°C. 5% £0.5% CO, A > F 2~ —Z —NI|Z 20~24 I #HE T 5,

R EISRILEMEDO T L— MRE (M) #FY 7 D,

DHT b V= DEHP HERILEYE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1.0x10°°| — — 1.0x10°¢| — — | 1.0x107°| — — 1.0x1073| — —
1.0x107| — — 1.0x107| — — | 1.0x10°°| — — 1.0x107%| — —
1.0x1078 — — 1.0x1078 — — 1.0x1077 — — 1.0x1073 — —
1.0x107°| — — 1.0x107°| — — | 1.0x10°¢| — — 1.0x107¢| — —
1.0x10710 — — 1.0x10710 — — 1.0x107° — — 1.0x1077 — —
1.0x1071! — — 1.0x1071! — — 1.0x1071°| — — 1.0x1078 — —
1.0x1072| — —  |1.0x107?| — — |Lox107"| — — 1.0x107°| — —
VC — — —  |PCaco1| — — — PCcr — — —

» VC:EEARRT PR (0.1% DMSO)
* PCago1:AR 7T T=Z hxfHR (10 nM DHT)
» PCor: 7R E X #E  (1 mM SDS)
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# EABERILFEMBEO 7L — MEE (M) E1v i 0,

TRALFEWE 1 WEBRILEWE 2 TRALEWE 3 BRALFEWHE 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |1.0x1073 — — 1.0x1073 — — 1.0x1073 — — 1.0x10°¢ — —
B |1.0x10% — — 1.0x10™4| — — 1.0x10°¢| — — 1.ox107| — —
C |1.0x107°| — — 1.0x107%| — — 1.0x107| — — 1.0x10°%| — —
D |1.0x10°° — — 1.0x10°¢ — — 1.0x10°8 — — 1.0x107° — —
E [1.0x1077| — — 1.0x107| — — 1.0x107°| — — 1.0x10719 — —
F |1.0x10°® — — 1.0x10°8 — — 1.0x10710] — — 1.ox101  — —
1.0x107°| — — 1.0x107°| — — 1.ox10"| — — 1.0x1072| — —
H vVC - - —  |PCaco1| — — — PCcr — — —

« VCHEARTIR (0.1% DMSO)
* PCacollAR 7 2= F%# (10 nM DHT)
» PCer:fizE M R (1 mM SDS)

AR 7T =X N T L IZFIT S AT T

26, FLAZV—=U T T TART T=RA N Th 5D LHESNT- WL FWE
IZOWNWTIE, AfEMT7 THRIZRBR L2 sy, VA7) —=2 775
Y CHERR U 72 38 BE SO ERBR D & B BRA L2 D B iR EE 2 3 E L, DMSO % HIW
T 13 F7203 1:5 O TEMIICHRNT 2 (T8 E1 &) . DMSO D& EE A
0.1%I272 5 X 9 26 DT 2 K MEEE TN L, B IRE % 31 T4 5,
Tmf@ﬁ%i\%ﬁﬁmﬁﬁﬂ+A IZHE S b RECERTH L, =
IO DA ERT D10, RO ETY TR &I 5 Ao/ aiklz st L
f%@%i@%%%%ﬁé &ﬂ#%bt%fi BB 2 AT I & O TIER B
AN %Hémé%ﬁ;wwmﬁﬁailmuLfﬁé(7/ﬁ47v~%ﬁ%ﬁ
B 2 0 fr& . #BR LW E 2 &Rt CE# T 5) |, BT Iz

T DS HIERER L OB E O 7 L — MEE T, 7vx&)~*y7?yk
FLTHD, WBRILFMEERINE, 7oA 7L — % 37°C£1°C, 5% +0.5%
COy A ¥ F 2 _X—H —N|T 20~24 I EE T 5,

AR 7> X T=R N T oA IZHITE TR —=2 7

27.  BRRERBER (LS MR) CIE LI kEFIREE OSBRI E % |

DMSO T 1:10 DL TEFERIZ IR T 5, DMSO OFRFELIREN 0.1%E 725 X 912,
IO OB A KRR A 2, HRESN DK T = L ORMEEREIT 100 uL T
b (T oA 7L — LR BRE A2 R BRE, $BLF2YE %2 5 TeakBris 1
TEWT D) . AR T UHX A=A T vEAf OSHERE (EHLVZ IR, BEAT
=)V ABLXODEHP) (&7 vEA TR+ 52 &L, ART UV HXI=A T vk
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A Tl AR 7T =R Fxf (PCaco2 ; 800 pM DHT) |, AR 7 > # =X FxiH
(PCanta ; 800 pM DHT B XN I pM B AL % 2 K) | B X WM 3V xR
(PCcr ; 800pM DHT 3 LT I mM SDS) #ii#l4 % (FE.S5) . #BbFEmEDO~

L— hTFHA U %FE B6 IR T, VC 2RE, 3 XCOUV o VICHEEREDT 2=

A N FEWE (800 pM DHT) ZUsIL T, 7 2= MNEEOHEZNET 5,

WEALEME ZWNt%, 7 v A 7 L— k% 37°C+1°C, 5% +0.5% COy A > 3F 2

— B — NI 20~24 I E T 5,

R ESSRIEED T L— MRE (M) FY 15 0f

EAAE IR EA7x/)—LA DEHP HRILFEWE 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A [L0x10%4] — —  [1.0x107°| — —  [1L0x107°| — — [10x107?] — —
B |10x10°| — —  [1.0x10°] — —  |[10x10°| — —  [10x10*] — —
C |[10x10°¢| — — [1.0x107| — — [10x107| — — [L0x10°] — —
D |Lox107| — —  [1.0x10%] — —  |[1L0x10%| — —  [10x10°] — —
E |[1.0x108] — —  [1.0x107°| — —  |[1L0x107°| — — [L0x107] — —
F |10x107°| — —  [l.ox107'0 — —  [L.ox1079 — — |10x10%| — —
G |Lox107') — — [Lox107"| — — [l.ox107'] —  1.0x107°| — —
H vC PCaco2 PCanta PCcr

» VC:AEAHE (0.1% DMSO)

* PCaAGo: AR 7 X T=A N7 wEAIZH1F5H AR 7 2 =A ~&}H (800 pM DHT)
* PCantAlAR 7 U # T= A hxfi (1 uM B L2 X R)

» PCor: AR #E MR (1 mM SDS)

» =D =)L21E 800 pM DHT & TV 5D
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£ E6EBRILEMBED L — FNEE (M) EIv i s

EBRILFEWE 1 WEBRILEWE 2 WEBRILFEWE 3 WBRILEME 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1.0x1073 — — 1.0x1073| — — 1.0x1073 — — 1.0x1073| — —
B |1.0x107% — — 1.0x10™% — — 1.0x10°%| — — 1.0x107%| — —
C |1.0x107°| — — 1.0x107°| — — 1.0x107 | — — 1.0x10°| — —
D |1.0x10° — — 1.0x10°% — — 1.0x10°8 | — — 1.0x10°° — —
E [1.0x107| — — 1.0x1077| — — 1.0x107%| — — 1.0x107| — —
F |1.0x10% — — 1.0x10°%| — — [l1.0x107° — — 1.0x10°%| — —
G |1.0x107°| — — 1.0x107°| — — |LOox107"| — — 1.0x107°| — —
H vVC PCaco: PCanta PCcr

» VC:AEAAE (0.1% DMSO)

* PCaAGo: AR 7 X T=A N7 v EAIZH1F5H AR 7 2 =A h%}H (800 pM DHT)
* PCantAlAR 7 U # T= A b3 (1 uM B L2 X R)

» PCor: AR #EMERT R (1 mM SDS)

» JL—Dv = )LI21E 800 pM DHT & £ TV 5D

AR 728 T =X [T B IZIB1TS AITHT 7 35 L O F R PEXT R e

28. VRV V== T T THMEHESNTIZ ART ¥ I =& N & fESEIZ[A
ET 572121, 800 pM DHT 3 L TF 100 nM DHT D i J5 2 -V CEFER T > B &
OVRE B R ERR 2 520 L 72 1T U2 720, 2D 2 MOOJRED DHT 27 v 4
A=A RNT v EAICEDDLHZ EICEY, [HDJ] AR 7 & I=2 s OIRFERGH
ORI 7 ERAET, 2 b (L FWE A RN A& K T&E 5 L1
AL ENHEEND, VAT == 7T o TYERR U T2 IR B RS R s B
AL E O E 2 E L, DMSO Z W T 1:3 7213 1:5 O e TR A
W5 (8% E.1 2M) . DMSO ORAEIRED 0.1%I272 D £ 51226 DFARIK
ZOKMERSHICERM L, REZ 3#E TR T 5, #RIN DK U = L ORMKE BEIL
100 uL TH 25 (7oA 7L — OB AT BRE . WL WE % &t
BRI CEHT S) , BRIEEDO T L — MBI, LA ) == Tk
R THDH, #RILFMEDO T L — MEEIZER ET IR T, AR T U F A=A T
v A TlE, AR 7 =R FXJH (PCacoz ; 800 pM DHT) . AR 7 > Z G =X hx}
M (PCanta ; 800 pM DHT B LY 1 pM BB % 2 F) | 3 X OGHI I B3 5 B

(PCcr ; 800 pM DHT 38 X8 1 mM SDS) #di#d+ 5, 'L — MEEA R E7 IR
I, WERCFEE A WI%. T v A L — & 37°C£1°C. 5% +0.5% COs A >
2 _N— B — N 20~24 BRI ERE T 5,
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# BRI FME DT L — MEE (log M) Y £+1F D f]

TBRILFWE 1 WBRALFWE 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A =5 — — — —
B 5.7 — — — —
C —6.4 — — — —
D —7.1 — — — —
E —7.8 — — — —
F —8.5 — — — —
G | 92 — — — —
H vC PCacoz PCanta PCcr

» VC:AEARH (DMSO)

* PCago2: AR 7 Z =2 h%fH (800 pM DHT)

* PCanta:AR 7 0 Z A=A h&f R (1 yM B LH 2 R)
» PCor:fifiR X #R (1 mM SDS)

= 7 L—@ 7 = /)LIZ 800 pM DHT % iINT 5

" NS L —D 7 = /L2 100 nM DHT Z 3045

I R P DJE

29.  ARIJLGZEIZOUVN T Steady-Glo Luciferase assay system (Promega, E2510 F£7-
EREDO S D) Z, MlREEIC O W TCXEME Y v 77— A7 A (Cell
Titer-Fluor™ Cell viability assay, Promega, G6080 £ 7-IX[FZEDH D) #HW T
RARA > bERET S, MlaAEFEEB IOV 7 2 7 —BIEHORWEIZR—0 7
L b T

30. MUREFRT v EAIZONT:

. BOESE OFERICHE - T, MlaESF= (CellTiter-Fluor™) #AZEZ IR 5,

° 20 uL/ 7 =V ORIBEAETFRT v A % WL E & R0 L =B Hin
ANST=T vl T =) VIZEHBEINZ D,

° Tk A L — NEEGEY = — 7 — CERFREST 5,

° T AT L— F%& 37°C£1°C, 5% +0.5% COr A > F 2 X—F —NT | ~3 Ik
I 2.

° A FaX—H =ML — 2D H L, ®ELEFH (3830~400 nm
Ex/505 nm Em) Z W CHllazEMEZEST 5,

31. N T 27 —8T vEAIZOWNT
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FUEEE DI RIS T, Vo7 =27 —87 vt A (Steady-Glo) I AFHRS 2,

HIREAER T v A %I, 50 pL/ 7 = VDL T =25 —BT v A REET v A7
I/Di:@:%bniéo

TwtA T — O EHETIVIRAVTEOEN L, EIRTS5~105RHEHET 5,
RHPEEBEZ ALY 7 =7 —BiFEE2RIET 5,

F— & D5

AR
32, WINEEH CHIE L7z RFU AL OMEEME 2308k L, RO XK HIEHT 5,

33.

ART7 A=A MBLOART ' Z A= FxROFEE (AR7 T=ZAF7 vtEA : 10
nMDHT, AR7 > ¥ I=Z h7 vt :800pMDHT) % 100% & 35,

AR FIER IR OTSE (ART I=A 7 v : 1 mMSDS, ART7 VX T=A KT
vEA :800pM DHT 53 XN 1 mM SDS) % 0% &9 %

ML AR B O R, & 5 REDOEBLZEWE Pl FR% 20%LL b

BT SELE, SZREITMEEN S5 LT 5, MREERH5 L5 2
HNDTNTOREZMA LRI S Z &

34.

I AEFRT v AI2BIT5H RFU B WL DT — X EHIILITO B0 T

H%,

BeBRAL A D14 RFU - PCer D -2 RFU
MR (%) = x 100
PC D) RFU - PCer D) RFU

= RFU : fHxfa G AL

L7 F—B)EM

35.

MR L 03672 RLU BALOREY VAT —2 2@kl ., RO L H I

%Tﬁ‘d‘éo

36.

AR7I=AFMBIPART U X T=A FXOEHE (ARTI=A 7 vt&A : 10
nMDHT, AR7 > ¥ I=Z h7 vt :800pMDHT) % 100% & 35,
PR (0.1% DMSO) DO FHfE%A 0% &35

TI=ANBIORT X A=A N7 vEAICBITAS RLU B b DF —&

EHIILL T DO LB TH D,

BRI E D) RLU - VC O RLU
RTA (%) = x 100
PC O RLU - VC O RLU

« RLU : FEXIIE R « RTA - FH USRS M

INTFA—ZDEH

37.

AR 7 H=A T A TiE, BIEOHEBILFIEIC SN T, B
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10% D% (log PCro) IZFHM T 28R A5 S ZTIRE, B LOEUIRGEITIL,
BT BR D 50% D% (log PCso) (ZAHM T 220 R A2 5 & = TIRE A $8/R L7221
E72 5720, logPCAEDFIA ( Tx) (38R L72IGE . B Z21E PCacor & i L C
IO%i 7LC 0i 50%@%}‘%%'@%) é’ E.2 LCH—_\“@—O log PClOﬂﬁ% J:U\ log PCSO 1lﬁfi\ PCAC,01

(10nMDHT) 2 K 2HE5EMED 10%F 7213 50% 550 W TN nad i+ 5 L HEE
SNHPERILTFE DORE L EFKTE D, 45 log PCyEIZ. BEBIEMED 2 DDZEEL
T—H KA N ERAWTZEMAERIFICEIVENT S Z LN TX 5, log PC A
DTS LEETSTFOT = ROMEEEZ, ZhEi (a,b) BLOD (c,d) & L7HE,
log PC A IZ FOXAEHWTEHETE 5, log[PCso] D H J71E% K E2 (277,

log[PCy] = c+[(x—d)/(b—d)](a—c)

X E.2.log PCfE% H DO BERE X

10 nM DHT 253 3%
(=
Fwo 'l o

| (=] (=)

a2 - (0 (9) s 7 6 B
c a control
Log REE(M|

* AR7 = 7 vt A TliL. PCagotr (10nMDHT) NE&T vk 7L —MNMIGEND,

38. AR TV I=R LT v A ORE . BHERRLEMEIC OV T, 800 pM
DHT TREE SN DEEIEMED 30%MHEZ /R TIRE (log IC0) B LTI 2 HE
I 800 pM DHT DIEHED S0%FTE & 77T (logICs0) A7 T 5. log IC Dt
B ( Tx) VIR L7252, B2 PCacor & HEBEL T 30% £ 721 50%P%E) %
E3 R T, logICsfii3 & U8 log ICx fi1E. 800 pM DHT 2 & B FIEHED 50% % 7
I 30%BE D VTR FRT 5 EHEE SHBBBRICEME OMIE L ERTE B,
% log ICk I, $55YEMED 2 DSOERT —HZRA > b &2 R B2 B ER I
LVRHT LI ENTE D, gIGEDT < EEFSTOT—F ROMREEZ, Th
Zh (e, d) BEWY (a,b) & LIEEA, log IGHEIZTTOREHWTEHETE %,
log[ICso] DFHHE OMEE % X E3 (2”7,

log [IC] = a—[(b—(100—x))/(b—d)](a—c)
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X E.3.log ICx fEE H DRI

800 pM DHT {2595 %
(=)
(=]

Wkt R 2 a1 10 (9)(s)y 7
control Tt

a
Log J2EE[M]
“ART VH =R N7 v A Tit, PCacor (800 pMDHT) %7 vt A 7 L— M@ END,

39, HREMEXIRERBROYA. 2 DOPEEEO DHT I X ARG E XA+ 5 7-D1C,
800 pM DHT % i L 72 FDIRE ¢ I35 HFHXFHERES Yo & L. 100 nM DHT %
i L7ZREDIREE ¢ \ZB T DFEXFFEEESL Sc &5, YcE72IE Sc D RLU 6D
T—HEWIILLTO LB TH D,

WeERAL A E DR RLU - VC O RLU
YeEAITSe (%) = x 100
PCagor D) RLU - VC D) RLU

40. WBRILFEWENED (BiAH) AR 7o X T=X N ThH0HWrT 57201,
AL S DARRIERERE Yo & BB SE OMXRERE Sc DR DR ERE D —F R?
ZRM L, R2D 09 KMOHE, ZOWBILTMEZED AR7 VX T=A [ &
HELTE, BEO AR 7o X T=A Nl + 57200 R2OXIT, NTF—v a3
WMEEBICHH SN TND6), ZDIUET 100%HEE L 1T ENRN=D, (AR-
CALUX®N Y F—3 g VAR EZEIREN TV D L 912) W O EE %A
IMEND D, HFROTERSCHITUE D EEZ T D ARetEN & 5, FHFE O
DI NS D,

41. BV LV OMlaEEN S D L MR B A RINEEAEBEICEfLSE
720, BOONRLTHILEAENRNDLHT-D, TA=ZANBIOT VX IA=ANT v
TAITBNWTT — X 2RI BRI EEBIC AN LE R’ H D, - T, AR IME
PR EIEVE L MEMEIXR U7 v A 7 L— h TRRHCE T R&E TH D, M
Fal R BR OFE R, PBALFEWE O H 2 IR E IZB W TR ED 20%LL g
L7256, ZOREITMFEEZRT EA2L, MillmEEREBLIOINEZ#B X
2 YR EE TR > & R 5,
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F— s R e

2. TXOHEB IO, HlaEEE D RVIREEIC IS T 2 98 L E 2
METHDNEMETH D0 OH W 25 E8 IT/RT,

43. fbFWEE AR 7 I=A N & LTHET DI, log PClo ZRET HZ &N
TEDLHMEDOT VA Y —=2 7T TRV T, 2 BOEER T o T—8T iR
DELNDD, —FHLARWEAIX3EEOAIEN T v 2ITH) LENHSH, T LAY
V== 77 ohktolad. QEIED) 7+u—7 v 7OF VAT —=27
T CHREMERT D, 1BIEBOT VA ) == 7T UREET2RAOT LA
IV == TN TH oA 3EEBOT VAT ) —=0 7T U EBINT
FEhid %, ART X T=A2 hOFA, loglCyld T VAT U —=0 77 TR L,
R AR & LoD e < &b 21F (R 3ED) o (HifEMEL Loy wff
17 CHERT 5, FFEMEXRRICK T 2B FME O R21N 0.9 Kl CTh 555,
WAL FEIZIED AR T U X T2 A N RBRTZENRTE D0, ZITIXBEMID
HZ O N MBI N DD (BRIE405H) . ART ¥ T=2 hTlEAWME
FWEIE, DR EL2EOT VRS V== T T AZBIT D EMEORER (Do
PERE RN ([ ZHESWTHHET D (RES) |

£ E8. Bt L Ot E E1E

FFHITe RPCoax DSBTEXRTROISE D 10% & RAHEE LI INZBA D

AR7 I=X } Bt Bt
T yvEA
Bt | TSN OTRTOHRA,
WBRALEWE N LA R 22854 1) M2 b It
y S =y i: ‘E:,J-‘Egﬁmzx\\z‘g'
ART L ¥ = (7S ﬁigggmmﬁﬁméﬂAn)%ﬁﬁﬁmﬁ%ﬂ%bf R27% 0.9 &
2 NT vkA °

Bt | EnLSNOTRTOHRA,
T RTORE R T ENEZ E DR,
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f+é% E.1
1. FFEI T N IT A R E e O ELE
2. TVAYT V== 7T 2 CTHESRL ) E DB & HE S T2 (@EGND]

7/%%mbfﬁﬁm%¢ B OVER ORLE 2 EMICHIET D, AR?:%XF%T
IZBWTHIEIC DI N D T X TOWBRILFEHE L, N— AT A L EOHE )
O ARERICHRE AT HMLERH S, AR 7 ¥ A=A MEMEIZEB W TEMEIC
DEINDTXTOHBRILFEWEIT, X—A T4 EADHEE G2 HIREKIG
HIfR A BT HAMEN DD, AJRETHIUR, FBEMEHIE Z & 12 PCloy PCs. 1C30 35 &
W ICso fEZHET 5, AFEH) AR 7I=A MNT A T=A N7 v A%, KIRE
96 7 x/L 7 L—bhD 3T oV TREE LT 7 SO #HORRIK (1:3 £720% 1:5
DOEBERTR) TR SN D, WBIEN T OB ZRET A1, LT oMY
EEHAT 5,

TVAI V== T T OFERNG %%m%% TN AR 7 A=A FT v EAIZEWT PCh
EOHLTHIETH D Z EWRBENTZHE (s ﬁ%%bfh%@@%ﬁ%@%ﬁzéﬁ
BRALF W D YR FE R =D 53, 10tif%é LB T R, RRIBERREEND
%#Lf75@ﬁﬁ®13&ﬁﬁﬁ&%mwf%m¢é(mlﬂ%)

TVAI V== T T DFERMNG %%% TN AR 7 T=A K7 v EAIZEBWT PCofED
HTHETH D Z EXRBENTHE IR E DT O E U4 8 2 5 951l
W DY FE AR B D sA3 @ﬁ%é%ﬁ) AR 7 T, RRKIBRBERENOHGL T 7
E@%ﬁ@ls&ﬁﬁﬁw%mwf%mﬁé(Wzﬁ%)o

o VAT —=2T T UDRERNG, %%% EN AR T A=A KT v EAIZBWT PChoB &
O PCofETHMETH D Z LRI SN E (Tabb, Mlamttz b It E R
U2 M 2 DB L e @@f@ﬁh®5ﬂ%é% >\a%M?V?ﬁm¢57ﬁ®%§
D BEPEFRIRIE OBIEIRE L, VAT U == 7T 2B Dl LUV DG 2R i
DI0fFET5 (FI3EH) |

TVAI V== T T OFERNL, HRWEN AR 7 T=A 87 v A1Z8 T PCs D
#T%@Tké(itim@ﬁﬂ%ﬁf%&wﬂmﬁﬁr#umuif%é)_&ﬁﬁﬁé
izt (T7bb, MREEZ DT L E DR E R EOT X TORBEMED
ﬂmﬁﬁ%ﬁxé%ﬁ) W T o THERT D 7 S OBE OSBRI OBGEE X, 7
VA== 7T BT DA VIV DIGEEZRTIRED 105835 (B4 2)
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TVRAI Y == T T U OFERNG HRILTFWEN AR 7o Z I=A N7 v EAICBITD
[C3o fED A THMETH D Z & BRI NT-HE (RN Z (oIS E D Btk o E F g
TR Z DAL E OB O SN 1 ST ThAES) | AR, RRIRE
BENSMG LT 7 H80ORED 1.3 BEARIEE AW TET 5 (B 5Z8) |

TVRAZ Y == T T U ORERNG, HRILTFWEN AR 7o A=A N7 v EAICBITD
[C3o [EDAHTHMETH D Z ENRB I NG GRIREMEZ PO T IZ R E D3 51 ) E H e
B2 DB FE OREMBR OSSN S D5E) | SENRBIL, RREBERE) OB
BH LT 7 RORED 1.5 BRI A2 W CEMT 5 (Bl 6 B3H)
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TVAI V== 7T OFERNG . HERWED AR 7o X A=A N7 v EAIZEBITH 1C
BELWICH ETHMETH D Z EWRBINTHE (Thbb, MlaEtzs b TISE N
PEOPERAE R 2 D WAL FWE ORE IR EO SN H D5E) « SRR CHERT 5
7 EOPEEDOBRERARIEORBEE L, LA ) == T Nl BIT AR E L UL DA

ERTIRELTD (BIT2H)

TVAT V== T T OFERNS . WRWEN AR 7o X A=A T v AT 5 ICsx
BEORTHEETH D Z EARB IR (7205, ICH ENREETE W) HE (Thbb,
T 2 D T BRI I E DR E MR EOT X TOSNGIEOHERELZ B X 55
A) . BFENRBRCHERET S 7 ROBREOBEBAIRIEOBIMGREEIX, LA ) —=2 T
VBT AEELVANVOINEERTIRELT 5 (B8 SMHR) |

BEHZ VIZET S 1.3 RERRORBRE

-2 11 10 9 8 -7 6 -5 -4
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BENS VIZHITS 1.5 RERROBIRIEE
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	安定に形質移入された細胞株を用いた化学物質のアンドロゲンアゴニストおよび アンタゴニスト活性の検出を目的とした、アンドロゲン受容体の転写活性化試験
	安定に形質移入された細胞株を用いた化学物質のアンドロゲンアゴニストおよび アンタゴニスト活性の検出を目的とした、アンドロゲン受容体の転写活性化試験
	はじめに

	1. 内分泌系かく乱は、（i）内分泌系に関連する核内受容体を介したホルモン作用、（ii）ステロイド産生酵素等を介したホルモン産生、（iii）ホルモンの代謝活性化または不活性化、（iv）標的組織へのホルモン分布、（v）ホルモンの体内からのクリアランス等を含む様々な機序により発生する。本試験ガイドライン（TG）は、アンドロゲン調節性レポーター遺伝子の転写活性化および阻害のみを対象とする。
	1. 内分泌系かく乱は、（i）内分泌系に関連する核内受容体を介したホルモン作用、（ii）ステロイド産生酵素等を介したホルモン産生、（iii）ホルモンの代謝活性化または不活性化、（iv）標的組織へのホルモン分布、（v）ホルモンの体内からのクリアランス等を含む様々な機序により発生する。本試験ガイドライン（TG）は、アンドロゲン調節性レポーター遺伝子の転写活性化および阻害のみを対象とする。
	2. 本試験ガイドライン記載の試験法の結果を、in vivoの細胞または生理学的プロセスにおけるアンドロゲン調節の複雑な状況に直接外挿するべきではない。
	2. 本試験ガイドライン記載の試験法の結果を、in vivoの細胞または生理学的プロセスにおけるアンドロゲン調節の複雑な状況に直接外挿するべきではない。
	3. 本試験ガイドラインでは、アゴニストおよびアンタゴニストを検出するアンドロゲン受容体転写活性化（ARTA）試験法について説明する。本ガイドラインは、アンドロゲン受容体アゴニストおよびアンタゴニスト同定のための、機構的および機能的に類似した複数の試験法で構成されている。本試験ガイドラインに記載されている、十分に検証された参照試験法は以下のとおりである。
	3. 本試験ガイドラインでは、アゴニストおよびアンタゴニストを検出するアンドロゲン受容体転写活性化（ARTA）試験法について説明する。本ガイドラインは、アンドロゲン受容体アゴニストおよびアンタゴニスト同定のための、機構的および機能的に類似した複数の試験法で構成されている。本試験ガイドラインに記載されている、十分に検証された参照試験法は以下のとおりである。
	4. これらの3つの試験法は、同じ評価項目、すなわちリガンドが結合したアンドロゲン受容体によるレポーター遺伝子の転写活性化を対象としている（段落5および6参照）。試験法間の類似点および相違点の概要を補遺B（表B.1およびB.2）に示す。これらの3つの試験法はすべて96ウェルプレートで実施されるが、AR-CALUX®試験法についてはハイスループットの適用例も報告されている（しかし、OECDガイダンス文書34、2020によれば検証はまだ行われていない）(4)。試験法1には、アンタゴニストではなくアゴニ...
	4. これらの3つの試験法は、同じ評価項目、すなわちリガンドが結合したアンドロゲン受容体によるレポーター遺伝子の転写活性化を対象としている（段落5および6参照）。試験法間の類似点および相違点の概要を補遺B（表B.1およびB.2）に示す。これらの3つの試験法はすべて96ウェルプレートで実施されるが、AR-CALUX®試験法についてはハイスループットの適用例も報告されている（しかし、OECDガイダンス文書34、2020によれば検証はまだ行われていない）(4)。試験法1には、アンタゴニストではなくアゴニ...
	5. In vitro転写活性化（TA）法は、化学物質の特定の受容体への結合、転写活性化に続くレポーター遺伝子（luc遺伝子等）の転写および翻訳に基づいている。これらの試験では様々なレポーター遺伝子を用いることができる。TA法は、エストロゲン受容体（ER）やアンドロゲン受容体（AR）などの特異的な核内受容体によって制御される遺伝子発現プロファイルの評価に用いられている(5) (6) (7) (8)。これらは、核内受容体介在性の転写活性化の検出法として推奨されてきた(5) (6) (9)。
	5. In vitro転写活性化（TA）法は、化学物質の特定の受容体への結合、転写活性化に続くレポーター遺伝子（luc遺伝子等）の転写および翻訳に基づいている。これらの試験では様々なレポーター遺伝子を用いることができる。TA法は、エストロゲン受容体（ER）やアンドロゲン受容体（AR）などの特異的な核内受容体によって制御される遺伝子発現プロファイルの評価に用いられている(5) (6) (7) (8)。これらは、核内受容体介在性の転写活性化の検出法として推奨されてきた(5) (6) (9)。
	6. アンドロゲンアゴニストおよびアンタゴニストはAR結合を介してARのリガンドとして作用し、アンドロゲン応答性遺伝子の転写を活性化または阻害する可能性がある。この相互作用は、アンドロゲン調節系（細胞増殖、正常な胎児発育、生殖機能などに必要なプロセス）をかく乱することにより、健康への悪影響を引き起こす可能性がある。
	6. アンドロゲンアゴニストおよびアンタゴニストはAR結合を介してARのリガンドとして作用し、アンドロゲン応答性遺伝子の転写を活性化または阻害する可能性がある。この相互作用は、アンドロゲン調節系（細胞増殖、正常な胎児発育、生殖機能などに必要なプロセス）をかく乱することにより、健康への悪影響を引き起こす可能性がある。
	7. OECD（経済協力開発機構）では、1998年に重点活動項目の1つとして、内分泌かく乱作用を有する可能性のある化学物質のスクリーニングおよび試験のための試験ガイドラインに関し、既存のものの改訂および新規に作成する作業を開始した。内分泌かく乱作用を有する可能性のある化学物質の試験および評価に関するOECDの概念枠組みは、5つのレベルから構成され、それぞれ異なった生物学的複雑性のレベルに対応している(10)。この試験ガイドラインに記載されている3つのARTA法は、レベル2「選択された内分泌機構/経...
	7. OECD（経済協力開発機構）では、1998年に重点活動項目の1つとして、内分泌かく乱作用を有する可能性のある化学物質のスクリーニングおよび試験のための試験ガイドラインに関し、既存のものの改訂および新規に作成する作業を開始した。内分泌かく乱作用を有する可能性のある化学物質の試験および評価に関するOECDの概念枠組みは、5つのレベルから構成され、それぞれ異なった生物学的複雑性のレベルに対応している(10)。この試験ガイドラインに記載されている3つのARTA法は、レベル2「選択された内分泌機構/経...
	8. 本試験ガイドライン記載の試験法は、単独で安全性評価の判断に使用することはできない。これらは、in vitro（抗）アンドロゲン活性を有する化学物質の濃度反応データを提供する。このデータは、スクリーニングや優先順位付けの目的に使用できる他、証拠の重み付けアプローチにおいて機序に関する情報としても使用することができる。
	8. 本試験ガイドライン記載の試験法は、単独で安全性評価の判断に使用することはできない。これらは、in vitro（抗）アンドロゲン活性を有する化学物質の濃度反応データを提供する。このデータは、スクリーニングや優先順位付けの目的に使用できる他、証拠の重み付けアプローチにおいて機序に関する情報としても使用することができる。
	9. バリデーション試験により、AR-EcoScreenTM試験法、AR-CALUX®試験法、および22Rv1/MMTV_GR-KO試験法の妥当性と信頼性が実証されている(1, 3, 11)。
	9. バリデーション試験により、AR-EcoScreenTM試験法、AR-CALUX®試験法、および22Rv1/MMTV_GR-KO試験法の妥当性と信頼性が実証されている(1, 3, 11)。
	10. 各試験法の主な特性、許容基準および用いた主な略語の概要を補遺Bに示す（表B.1およびB.2）。参考のため、補遺Bの表B.3aおよびB.3bに、本試験ガイドラインの2つ以上の試験法で共通して試験した化学物質の結果を示す。分類の比較は、2003年のICCVAMリスト(6)（2016年採用のAR-EcoScreenTMの参照リストとして使用）および近年更新された2017年のICCVAMリスト(12)を用いて行う。アンタゴニスト試験について、3つの試験法の結果は一致したが、アゴニスト試験の結果は4...
	10. 各試験法の主な特性、許容基準および用いた主な略語の概要を補遺Bに示す（表B.1およびB.2）。参考のため、補遺Bの表B.3aおよびB.3bに、本試験ガイドラインの2つ以上の試験法で共通して試験した化学物質の結果を示す。分類の比較は、2003年のICCVAMリスト(6)（2016年採用のAR-EcoScreenTMの参照リストとして使用）および近年更新された2017年のICCVAMリスト(12)を用いて行う。アンタゴニスト試験について、3つの試験法の結果は一致したが、アゴニスト試験の結果は4...
	11. これらの化学物質およびAR-CALUX®法で試験した追加の13種類の化学物質に関する補足情報は、バリデーション試験報告書に記載されている(1, 3, 11)。
	11. これらの化学物質およびAR-CALUX®法で試験した追加の13種類の化学物質に関する補足情報は、バリデーション試験報告書に記載されている(1, 3, 11)。
	12. 本試験ガイドライン記載の試験法に用いる一般的および試験法に固有の定義および略語は、補遺Aに記載されている。
	12. 本試験ガイドライン記載の試験法に用いる一般的および試験法に固有の定義および略語は、補遺Aに記載されている。
	13. 活性が未知の化学物質の試験に試験法を用いる前に、各実験室は選択した試験法の使用に関する習熟度を実証しなければならない。習熟度は、アゴニスト活性について8種類の習熟度確認化学物質（補遺Bの表B.4a参照）、アンタゴニスト活性について9種類の習熟度確認化学物質（補遺Bの表B.4bおよびB.4c参照）を試験することにより実証される。この試験では試験系の応答性も確認する。試験は異なる日に少なくとも2回実施し、結果は表B.4aおよびB.4aに記載されている分類および値と一致しなければならない。さらに...
	13. 活性が未知の化学物質の試験に試験法を用いる前に、各実験室は選択した試験法の使用に関する習熟度を実証しなければならない。習熟度は、アゴニスト活性について8種類の習熟度確認化学物質（補遺Bの表B.4a参照）、アンタゴニスト活性について9種類の習熟度確認化学物質（補遺Bの表B.4bおよびB.4c参照）を試験することにより実証される。この試験では試験系の応答性も確認する。試験は異なる日に少なくとも2回実施し、結果は表B.4aおよびB.4aに記載されている分類および値と一致しなければならない。さらに...
	14. 試験結果の報告には、各試験法について補遺Bに示したテンプレートを使用すること。
	14. 試験結果の報告には、各試験法について補遺Bに示したテンプレートを使用すること。
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	7. AR-EcoScreenTMの試験法は、OECD非動物試験検証管理グループからの試験管理チームの支援を受けて、化学物質評価研究機構（CERI）と国立医薬品食品衛生研究所（NIHS）の共同研究により検証されている(6)。
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	8. 以前のTG458草案（2016）に、0.1 μM HFを用いたアンタゴニストアッセイでAR EcoScreenTM試験法が実施されたことが記載されている。これを1.0 μM HF（表B.2b参照）に更新して、アッセイの感度を高め、アンタゴニストアッセイのバリデーションで用いた濃度と一致させた。性能基準が満たされた場合、0.1 μM HFを用いて実施した過去の試験の結果は信頼できるものである。
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	9. レポーター遺伝子技術を用いる本試験法は、機構に関するデータを提供するin vitroのツールである。この試験法は、リガンドによって引き起こされるARのシグナル活性化またはブロックを証明するために用いる。リガンドと結合すると、受容体-リガンド複合体は細胞核へ移行し、そこで特異的なDNA応答エレメントと結合し、ホタルルシフェラーゼのレポーター遺伝子の転写活性化を引き起こすことによりルシフェラーゼ酵素の細胞内発現量を増加させる。ルシフェリンは、ルシフェラーゼ酵素により照度計での定量的測定が可能な生...
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	10. この補遺に示す試験系は、チャイニーズハムスター卵巣細胞株（CHO-K1）に由来する安定的に挿入された以下の3つの構築物を持つAR-EcoScreenTM細胞株を用いている：(i)ヒトAR発現構築物（21回のCAGトリヌクレオチドショートタンデムリピートを持つGenbank ID M20132と同一の、完全長のヒトレポーター遺伝子をコードする）、および(ii)最小熱ショックタンパク質プロモーターによって駆動される前立腺C3遺伝子応答エレメントの4本のタンデムリピートを有するホタルルシフェラー...
	10. この補遺に示す試験系は、チャイニーズハムスター卵巣細胞株（CHO-K1）に由来する安定的に挿入された以下の3つの構築物を持つAR-EcoScreenTM細胞株を用いている：(i)ヒトAR発現構築物（21回のCAGトリヌクレオチドショートタンデムリピートを持つGenbank ID M20132と同一の、完全長のヒトレポーター遺伝子をコードする）、および(ii)最小熱ショックタンパク質プロモーターによって駆動される前立腺C3遺伝子応答エレメントの4本のタンデムリピートを有するホタルルシフェラー...
	11. ARアゴニスト作用のデータ判定は、被験化学物質により誘発される最大応答レベルに基づいている。この応答が、ARアゴニスト対照（PCAGO）である10 nM 5α-ジヒドロテストステロン（DHT）により誘発された応答の10%（すなわちlog PC10）以上である場合、その被験化学物質を陽性とみなす。被験化学物質のARアンタゴニスト作用のデータ判定は、500 pM DHTに対する30%阻害応答（すなわちlog IC30）のカットオフ値に基づいている。応答がこの30%ARブロッキングを超える場合、...
	11. ARアゴニスト作用のデータ判定は、被験化学物質により誘発される最大応答レベルに基づいている。この応答が、ARアゴニスト対照（PCAGO）である10 nM 5α-ジヒドロテストステロン（DHT）により誘発された応答の10%（すなわちlog PC10）以上である場合、その被験化学物質を陽性とみなす。被験化学物質のARアンタゴニスト作用のデータ判定は、500 pM DHTに対する30%阻害応答（すなわちlog IC30）のカットオフ値に基づいている。応答がこの30%ARブロッキングを超える場合、...
	実験室習熟度の実証

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

	13. アッセイには、安定に形質移入したAR-EcoScreen™細胞株を使用する必要がある。この細胞株は、参照No. JCRB1328としてJCRB（Japanese Collection of Research Bioresources）細胞バンクから、ライセンス契約を含めた物質移動合意書（MTA; Material Transfer Agreement）に署名した上で入手することができる。
	13. アッセイには、安定に形質移入したAR-EcoScreen™細胞株を使用する必要がある。この細胞株は、参照No. JCRB1328としてJCRB（Japanese Collection of Research Bioresources）細胞バンクから、ライセンス契約を含めた物質移動合意書（MTA; Material Transfer Agreement）に署名した上で入手することができる。
	14. 試験には、マイコプラズマを含まないことが確認された細胞のみを使用すること。マイコプラズマ感染の高感度検出には、PCRに基づく試験法が推奨される(10) (11) (12)。
	14. 試験には、マイコプラズマを含まないことが確認された細胞のみを使用すること。マイコプラズマ感染の高感度検出には、PCRに基づく試験法が推奨される(10) (11) (12)。
	15. アゴニストアッセイにおける細胞株の安定性をモニターするため、DHT、メスタノロンおよびフタル酸ジ（2-エチルヘキシル）（DEHP）を参照標準として使用すること。各アッセイ実施時に少なくとも1回は、表C.1bに示す試験濃度範囲および表C.aに示すプレート濃度の割り付けで、3つの参照標準すべてについて完全な濃度反応曲線が得られ、結果は表C.1aおよびC.1bに示す結果と一致しなければならない。
	15. アゴニストアッセイにおける細胞株の安定性をモニターするため、DHT、メスタノロンおよびフタル酸ジ（2-エチルヘキシル）（DEHP）を参照標準として使用すること。各アッセイ実施時に少なくとも1回は、表C.1bに示す試験濃度範囲および表C.aに示すプレート濃度の割り付けで、3つの参照標準すべてについて完全な濃度反応曲線が得られ、結果は表C.1aおよびC.1bに示す結果と一致しなければならない。
	16. ARアンタゴニスト作用測定における細胞株の安定性をモニターするため、HF、ビスフェノールA（BPA）およびDEHPを参照標準として使用すること。各アッセイ実施時に少なくとも1回は、表C.1dに示す試験濃度範囲および表C.2bに示すプレート濃度の割付で、3つの参照標準すべてについて完全な濃度反応曲線が得られ、結果は表C.1cおよびC.1dに示す結果と一致しなければならない。
	16. ARアンタゴニスト作用測定における細胞株の安定性をモニターするため、HF、ビスフェノールA（BPA）およびDEHPを参照標準として使用すること。各アッセイ実施時に少なくとも1回は、表C.1dに示す試験濃度範囲および表C.2bに示すプレート濃度の割付で、3つの参照標準すべてについて完全な濃度反応曲線が得られ、結果は表C.1cおよびC.1dに示す結果と一致しなければならない。
	17. 以下の媒体を調製する。
	18. 細胞は、細胞増殖用培地と共にCO2インキュベーター（5% CO2）内で37±1 Cで維持する。細胞密集度が75～90%（すなわち3～4日ごと）になったら、φ100 mmの細胞培養ディッシュに細胞を継代し、10mL、密度0.4～0.8 × 105 細胞/mLにする。アッセイプレート（96ウェルプレート）の作製では、細胞をアッセイプレート用培地に懸濁し、90 μL/ウェル、1.0 × 105 細胞/mLになるようにマイクロタイタープレートのウェルに播種する。次に細胞を5% CO2インキュベータ...
	18. 細胞は、細胞増殖用培地と共にCO2インキュベーター（5% CO2）内で37±1 Cで維持する。細胞密集度が75～90%（すなわち3～4日ごと）になったら、φ100 mmの細胞培養ディッシュに細胞を継代し、10mL、密度0.4～0.8 × 105 細胞/mLにする。アッセイプレート（96ウェルプレート）の作製では、細胞をアッセイプレート用培地に懸濁し、90 μL/ウェル、1.0 × 105 細胞/mLになるようにマイクロタイタープレートのウェルに播種する。次に細胞を5% CO2インキュベータ...
	19. 応答の完全性を維持するため、細胞は凍結保存状態から取り出した後、調整済みの細胞増殖用培地にて2代以上継代させる。ただし、継代回数は40代を超えないようにする。AR-EcoScreenTM細胞株は適切な培養条件下で最大3ヵ月間安定である。
	19. 応答の完全性を維持するため、細胞は凍結保存状態から取り出した後、調整済みの細胞増殖用培地にて2代以上継代させる。ただし、継代回数は40代を超えないようにする。AR-EcoScreenTM細胞株は適切な培養条件下で最大3ヵ月間安定である。
	20. DCC-FBSは市販品を入手することができる。DCC-FBSの選択はアッセイの性能にとって重要である。従って、増殖能および参照標準を用いたアッセイ性能への影響の確認に基づいて、適切なDCC-FBSを選択すべきである。
	20. DCC-FBSは市販品を入手することができる。DCC-FBSの選択はアッセイの性能にとって重要である。従って、増殖能および参照標準を用いたアッセイ性能への影響の確認に基づいて、適切なDCC-FBSを選択すべきである。
	21. 試験前および試験中には、表C.1bおよびC.1dに示す適切な濃度の既知の参照標準（アゴニストアッセイの陽性参照標準としてDHTおよびメスタノロン、アンタゴニストアッセイの陽性参照標準としてHFおよびBPA、また、アゴニストおよびアンタゴニストアッセイの陰性参照標準としてDEHP）を用いて試験系の応答性を検証する必要がある。バリデーション試験で得られた許容範囲値を表C.1bおよびC.1cに示す(2)。各ARアゴニスト/アンタゴニストアッセイにおける、これら3つの同時参照標準を各ARアゴニスト...
	21. 試験前および試験中には、表C.1bおよびC.1dに示す適切な濃度の既知の参照標準（アゴニストアッセイの陽性参照標準としてDHTおよびメスタノロン、アンタゴニストアッセイの陽性参照標準としてHFおよびBPA、また、アゴニストおよびアンタゴニストアッセイの陰性参照標準としてDEHP）を用いて試験系の応答性を検証する必要がある。バリデーション試験で得られた許容範囲値を表C.1bおよびC.1cに示す(2)。各ARアゴニスト/アンタゴニストアッセイにおける、これら3つの同時参照標準を各ARアゴニスト...
	22. 3つの同時参照標準の許容基準は、アッセイの定量感度の精度を保証することができるが、定性的評価を目的とする場合、品質基準が満たされれば、参照標準の許容範囲（表C.1bおよびC.1cに規定）からの逸脱を許容できることがある。ただし、各実験に参照標準を含め、表C.1bおよびC.1cに示すパラメータに従って結果を判定しなければならず、陽性参照標準（参照化学物質および陽性対照）の濃度反応曲線はS字状でなければならない。
	22. 3つの同時参照標準の許容基準は、アッセイの定量感度の精度を保証することができるが、定性的評価を目的とする場合、品質基準が満たされれば、参照標準の許容範囲（表C.1bおよびC.1cに規定）からの逸脱を許容できることがある。ただし、各実験に参照標準を含め、表C.1bおよびC.1cに示すパラメータに従って結果を判定しなければならず、陽性参照標準（参照化学物質および陽性対照）の濃度反応曲線はS字状でなければならない。
	1.0 x 10-12 ~ 1.0 x 10-6M
	1.0 x 10-12 ~ 1.0 x 10-6M
	1.0 x 10-11 ~ 1.0 x 10-5M
	23. アゴニストアッセイでは、内因性リガンド（10 nMのDHT）で処理したARアゴニスト対照（PCAGO）ウェル（n=4）、媒体のみで処理した媒体対照（VC）ウェル（n=4）および細胞毒性の陽性対照（PCCT、10 μg/mLのシクロヘキシミド）ウェル（n=4）を、表C.2aおよび表C.3bに示したプレートデザインに従い、各アッセイプレートで調製する。
	24. アンタゴニスト試験では、媒体対照（n=3）、ARアゴニスト対照（PCAGO、10 nMのDHT、n=3）、ARアンタゴニスト対照（PCATG、500 pM DHTおよび1 μM HF、n=3）、細胞毒性の陽性対照（PCCT、10 μg/mLのシクロヘキシミド、n=3）およびアゴニスト参照（AG ref、500 pMのDHT、n=12）を、表C.2bおよび表C.3bに示したプレートデザインに従い、各アッセイプレートで調製する。
	24. アンタゴニスト試験では、媒体対照（n=3）、ARアゴニスト対照（PCAGO、10 nMのDHT、n=3）、ARアンタゴニスト対照（PCATG、500 pM DHTおよび1 μM HF、n=3）、細胞毒性の陽性対照（PCCT、10 μg/mLのシクロヘキシミド、n=3）およびアゴニスト参照（AG ref、500 pMのDHT、n=12）を、表C.2bおよび表C.3bに示したプレートデザインに従い、各アッセイプレートで調製する。
	25. PCAGO （10 nM DHT）のルシフェラーゼ活性の平均値は、アゴニストアッセイの各プレートの平均VCの6.4倍以上であること。この基準は、バリデーション試験で得られたエンドポイント値の信頼性に基づいて設定された。
	25. PCAGO （10 nM DHT）のルシフェラーゼ活性の平均値は、アゴニストアッセイの各プレートの平均VCの6.4倍以上であること。この基準は、バリデーション試験で得られたエンドポイント値の信頼性に基づいて設定された。
	26. アッセイの品質管理に関して、ARアゴニスト対照（PCAGO:10 nM DHT）のlog PC10（10%）に対応する誘導倍率（IF PC10）は、同時VCの誘導値（= 1）の1 + 2SDよりも大きくなければならない。
	26. アッセイの品質管理に関して、ARアゴニスト対照（PCAGO:10 nM DHT）のlog PC10（10%）に対応する誘導倍率（IF PC10）は、同時VCの誘導値（= 1）の1 + 2SDよりも大きくなければならない。
	27. AG ref（500 pM DHT）のルシフェラーゼ活性の平均値は、アンタゴニストアッセイにおける各プレートの平均VCの5.0倍以上であること。この基準は、バリデーション試験で得られたエンドポイント値の信頼性に基づいて設定された。
	27. AG ref（500 pM DHT）のルシフェラーゼ活性の平均値は、アンタゴニストアッセイにおける各プレートの平均VCの5.0倍以上であること。この基準は、バリデーション試験で得られたエンドポイント値の信頼性に基づいて設定された。
	28. PCATG（500 pM DHTおよび1 μM HF）のRTAが46%未満であること。
	29. 許容基準は以下のとおりである：
	30. 様々な陽性対照、陰性対照および被験化学物質に使用しているものと同濃度の適切な溶媒を同時VCとして用いる。被験化学物質は化学物質を溶解することができ、細胞培地と混和可能な溶媒に溶解する。水、エタノール（純度95～100%）およびジメチルスルホキシド（DMSO）が細胞に適した媒体であると考えられる。一般的には、DMSOを使用する。この場合、ウェル内の最終濃度は0.1%（v/v）を超えてはならない。その他の媒体（例:エタノール）については、使用した最高濃度で細胞毒性を示さず、アッセイの性能に影響...
	30. 様々な陽性対照、陰性対照および被験化学物質に使用しているものと同濃度の適切な溶媒を同時VCとして用いる。被験化学物質は化学物質を溶解することができ、細胞培地と混和可能な溶媒に溶解する。水、エタノール（純度95～100%）およびジメチルスルホキシド（DMSO）が細胞に適した媒体であると考えられる。一般的には、DMSOを使用する。この場合、ウェル内の最終濃度は0.1%（v/v）を超えてはならない。その他の媒体（例:エタノール）については、使用した最高濃度で細胞毒性を示さず、アッセイの性能に影響...
	31. 被験化学物質は適当な溶媒（段落30参照）に溶解し、同じ溶媒で公比1:10で段階希釈する。被験化学物質の最高溶解濃度を決定するために、図C.2に示すフロー図に従って溶解度試験を実施しなければならない。
	32. 溶解度試験は、アッセイの最高濃度を決定するための非常に重要なステップであり、アッセイの感度に影響を及ぼす可能性がある。最高濃度は、アッセイプレート用培地中の最高濃度域で沈殿が起こらないように設定する。いずれの濃度においても沈殿には注意し、沈殿が認められた場合、その濃度は用量反応分析には含めない。
	32. 溶解度試験は、アッセイの最高濃度を決定するための非常に重要なステップであり、アッセイの感度に影響を及ぼす可能性がある。最高濃度は、アッセイプレート用培地中の最高濃度域で沈殿が起こらないように設定する。いずれの濃度においても沈殿には注意し、沈殿が認められた場合、その濃度は用量反応分析には含めない。
	33. ARアンタゴニストについては、高いレベルの細胞毒性があると典型的なシグモイド応答を有意に変化させたり、認められなくする場合があるため、データを判定する際には考慮に入れる必要がある。細胞毒性は、AR-EcoScreenTM細胞株におけるウミシイタケルシフェラーゼ活性を用いて評価することができる。この細胞株はウミシイタケルシフェラーゼを構成的に発現するために確立されたものである。従って、AR介在性の転写活性と細胞毒性は同じアッセイプレートで同時に評価すべきである。ARアゴニストについては、細胞...
	33. ARアンタゴニストについては、高いレベルの細胞毒性があると典型的なシグモイド応答を有意に変化させたり、認められなくする場合があるため、データを判定する際には考慮に入れる必要がある。細胞毒性は、AR-EcoScreenTM細胞株におけるウミシイタケルシフェラーゼ活性を用いて評価することができる。この細胞株はウミシイタケルシフェラーゼを構成的に発現するために確立されたものである。従って、AR介在性の転写活性と細胞毒性は同じアッセイプレートで同時に評価すべきである。ARアゴニストについては、細胞...
	34. 細胞毒性試験の結果、被験化学物質のある濃度においてウミシイタケルシフェラーゼ活性が20%以上減少した場合、この濃度は細胞毒性を示すとみなし、細胞毒性濃度およびこれを超える濃度は評価から除外する。被験化学物質の初回ランの結果、固有の細胞毒性が認められた場合、最高濃度を低くするべきである。次式により各ウェルの細胞毒性（%）を算出し、各被験化学物質濃度の細胞毒性（%）について、同濃度の3連ウェルの平均値を算出する。
	34. 細胞毒性試験の結果、被験化学物質のある濃度においてウミシイタケルシフェラーゼ活性が20%以上減少した場合、この濃度は細胞毒性を示すとみなし、細胞毒性濃度およびこれを超える濃度は評価から除外する。被験化学物質の初回ランの結果、固有の細胞毒性が認められた場合、最高濃度を低くするべきである。次式により各ウェルの細胞毒性（%）を算出し、各被験化学物質濃度の細胞毒性（%）について、同濃度の3連ウェルの平均値を算出する。
	35. ARアゴニストアッセイでは、各被験化学物質をポリプロピレン製プレート上の一列またはその他の適切な物を用いてDMSOまたは適切な溶媒で段階希釈して最終的な段階希釈濃度、つまり溶解度試験で決定した最高濃度から始めて一般的な希釈倍率10で希釈し（例えば、1 mM、100 μM、10 μM、1 μM、100 nM、10 nMおよび1 nM［10-3～10-9 M］）、マイクロタイタープレートのウェルに3回の反復試験として加える。
	35. ARアゴニストアッセイでは、各被験化学物質をポリプロピレン製プレート上の一列またはその他の適切な物を用いてDMSOまたは適切な溶媒で段階希釈して最終的な段階希釈濃度、つまり溶解度試験で決定した最高濃度から始めて一般的な希釈倍率10で希釈し（例えば、1 mM、100 μM、10 μM、1 μM、100 nM、10 nMおよび1 nM［10-3～10-9 M］）、マイクロタイタープレートのウェルに3回の反復試験として加える。
	36. 被験化学物質の各試験濃度について、化学物質希釈手順（ステップ1および2）および細胞曝露手順（ステップ3）は以下のように実施することができる。
	36. 被験化学物質の各試験濃度について、化学物質希釈手順（ステップ1および2）および細胞曝露手順（ステップ3）は以下のように実施することができる。
	37. 参照標準および被験試料は、表C.2aおよび表C.3aに示すように割り付けることができる。
	37. 参照標準および被験試料は、表C.2aおよび表C.3aに示すように割り付けることができる。
	38. ARアンタゴニストアッセイでは、各被験化学物質をポリプロピレン製プレート上の一列またはその他の適切な物を用いてDMSOまたは適切な溶媒で段階希釈して最終的な段階希釈濃度、つまり溶解度試験で決定した最高濃度から始めて一般的な希釈倍率10で希釈し（例えば、1 mM、100 μM、10 μM、1 μM、100 nMおよび10 nM［1.0 x 10-3～1.0 x 10-8 M］）、マイクロタイタープレートのウェルに3回の反復試験として加える。
	38. ARアンタゴニストアッセイでは、各被験化学物質をポリプロピレン製プレート上の一列またはその他の適切な物を用いてDMSOまたは適切な溶媒で段階希釈して最終的な段階希釈濃度、つまり溶解度試験で決定した最高濃度から始めて一般的な希釈倍率10で希釈し（例えば、1 mM、100 μM、10 μM、1 μM、100 nMおよび10 nM［1.0 x 10-3～1.0 x 10-8 M］）、マイクロタイタープレートのウェルに3回の反復試験として加える。
	39. 被験化学物質の各試験濃度について、化学物質希釈手順（ステップ1および2）および細胞曝露手順（ステップ3）は以下のように実施することができる。
	39. 被験化学物質の各試験濃度について、化学物質希釈手順（ステップ1および2）および細胞曝露手順（ステップ3）は以下のように実施することができる。
	40. 参照標準および被験試料は、表C.2bおよび表C.3bに示すように割り付けることができる。
	40. 参照標準および被験試料は、表C.2bおよび表C.3bに示すように割り付けることができる。
	41. （表C.2aおよびC.2bに示すように）各実験において参照標準（アゴニストアッセイではDHT、メスタノロンおよびDEHP；アンタゴニストアッセイではHF、BPAおよびDEHP）を試験しなければならない。10 μg/mLシクロヘキシミド（PCCT）を用いた細胞毒性対照並びに、10 nM DHT（PCAGO）で処理したウェル、DMSO（または適切な溶媒）のみで処理したウェル（VC）を、アゴニストアッセイの各試験アッセイプレートに含めなければならない（表C.3a）。アンタゴニストアッセイの場合、...
	41. （表C.2aおよびC.2bに示すように）各実験において参照標準（アゴニストアッセイではDHT、メスタノロンおよびDEHP；アンタゴニストアッセイではHF、BPAおよびDEHP）を試験しなければならない。10 μg/mLシクロヘキシミド（PCCT）を用いた細胞毒性対照並びに、10 nM DHT（PCAGO）で処理したウェル、DMSO（または適切な溶媒）のみで処理したウェル（VC）を、アゴニストアッセイの各試験アッセイプレートに含めなければならない（表C.3a）。アンタゴニストアッセイの場合、...
	43. 必要に応じて、エッジ効果がないことを確認する。もしエッジ効果が疑われる場合には、プレートの配置を変えて、この効果をなくすようにする。例えば、縁の部分のウェルを除外したプレート配置とするなどの方法が考えられる。
	43. 必要に応じて、エッジ効果がないことを確認する。もしエッジ効果が疑われる場合には、プレートの配置を変えて、この効果をなくすようにする。例えば、縁の部分のウェルを除外したプレート配置とするなどの方法が考えられる。
	44. 化学物質を添加した後、アッセイプレートを5% CO2インキュベーターに入れ、37 C±1 Cで20～24時間培養を行い、レポーター遺伝子産物を誘導発現させる。
	44. 化学物質を添加した後、アッセイプレートを5% CO2インキュベーターに入れ、37 C±1 Cで20～24時間培養を行い、レポーター遺伝子産物を誘導発現させる。
	45. 揮発性の高い化学物質に対しては特別の考慮を払う必要がある。このような場合、近傍の対照物質のウェルが偽陽性を示す場合があるため、対照物質について経験的に得られている予測値を踏まえた上でこの現象に注意を払う必要がある。揮発性が懸念要因となる場合には、「プレートシーラー」の使用が試験実施中に各ウェルを確実に分離する上で有用であり、このような例には推奨される。
	45. 揮発性の高い化学物質に対しては特別の考慮を払う必要がある。このような場合、近傍の対照物質のウェルが偽陽性を示す場合があるため、対照物質について経験的に得られている予測値を踏まえた上でこの現象に注意を払う必要がある。揮発性が懸念要因となる場合には、「プレートシーラー」の使用が試験実施中に各ウェルを確実に分離する上で有用であり、このような例には推奨される。
	46. 独立性を確保するために、新たに調製したアッセイ試薬および被験化学物質の希釈液を用いて、同じ化学物質について確定的な試験を異なる日に反復しなければならない。1回のランで複数の化学物質を同時に試験する場合は、化学物質の位置の影響を避けるため、化学物質を試験ウェルに添加する順序を変えながら、同じプレートデザインを維持することが望ましい。
	46. 独立性を確保するために、新たに調製したアッセイ試薬および被験化学物質の希釈液を用いて、同じ化学物質について確定的な試験を異なる日に反復しなければならない。1回のランで複数の化学物質を同時に試験する場合は、化学物質の位置の影響を避けるため、化学物質を試験ウェルに添加する順序を変えながら、同じプレートデザインを維持することが望ましい。
	47. 許容基準を満たす限り、AR応答（ホタルルシフェラーゼ活性）および細胞毒性（ウミシイタケルシフェラーゼ活性）の両方を同時に検出するには、市販のデュアルレポーターアッセイシステム（Promega、E2920または同等品）が望ましい。アッセイ試薬は、使用する照度計の感度に基づいて選択する。手順は製造業者の指示に従い、以下の変更を加えて行う。例えば、Dual-Gloルシフェラーゼアッセイシステム（Promega、E2920）を用いる場合、基質を添加する前にアッセイプレートのウェルから60 μLの上...
	47. 許容基準を満たす限り、AR応答（ホタルルシフェラーゼ活性）および細胞毒性（ウミシイタケルシフェラーゼ活性）の両方を同時に検出するには、市販のデュアルレポーターアッセイシステム（Promega、E2920または同等品）が望ましい。アッセイ試薬は、使用する照度計の感度に基づいて選択する。手順は製造業者の指示に従い、以下の変更を加えて行う。例えば、Dual-Gloルシフェラーゼアッセイシステム（Promega、E2920）を用いる場合、基質を添加する前にアッセイプレートのウェルから60 μLの上...
	データの分析

	48. アゴニストアッセイの場合、陽性対照（10 nM DHT）に対する相対的な転写活性を求めるため、同一プレートからの発光シグナルの分析を、次のステップに従って行うことができる（他の同等な数学的手法も使用可能）。
	48. アゴニストアッセイの場合、陽性対照（10 nM DHT）に対する相対的な転写活性を求めるため、同一プレートからの発光シグナルの分析を、次のステップに従って行うことができる（他の同等な数学的手法も使用可能）。
	49. アンタゴニストアッセイの場合、相対的転写活性を求めるため、同一プレートから出る発光シグナルの分析を次のステップに従って行うことができる（他の同等な数学的手法も使用可能）。
	49. アンタゴニストアッセイの場合、相対的転写活性を求めるため、同一プレートから出る発光シグナルの分析を次のステップに従って行うことができる（他の同等な数学的手法も使用可能）。
	50. 各ウェルの最終的な値は、AG refの最大応答に対する当該ウェルの相対的な転写活性となる。
	50. 各ウェルの最終的な値は、AG refの最大応答に対する当該ウェルの相対的な転写活性となる。
	51. EC50を計算するには完全な濃度反応曲線が必要となるが、（例えば、細胞毒性や溶解度の問題等が原因で）被験物質の濃度範囲には制限があるため、この計算が常に実施可能または実際的であるとはいえない。しかし、EC50および最大誘導レベル（ヒルの式中、Topの値に相当）は有用なパラメータであるため、可能な場合にはこれらのパラメータも報告する必要がある。EC50および最大誘導レベルの計算には、適切な統計ソフトウェアを使用する（Graphpad Prism統計ソフトウェア等）。
	51. EC50を計算するには完全な濃度反応曲線が必要となるが、（例えば、細胞毒性や溶解度の問題等が原因で）被験物質の濃度範囲には制限があるため、この計算が常に実施可能または実際的であるとはいえない。しかし、EC50および最大誘導レベル（ヒルの式中、Topの値に相当）は有用なパラメータであるため、可能な場合にはこれらのパラメータも報告する必要がある。EC50および最大誘導レベルの計算には、適切な統計ソフトウェアを使用する（Graphpad Prism統計ソフトウェア等）。
	52. ヒルのロジスティック式を濃度反応データに適用できる場合は、次の式に従ってEC50を算出する(13)。
	52. ヒルのロジスティック式を濃度反応データに適用できる場合は、次の式に従ってEC50を算出する(13)。
	53. 細胞毒性を評価するため、細胞生存率は、段落34に示した式に従い、アゴニストアッセイでは媒体対照ウェルのウミシイタケルシフェラーゼ活性の平均値に対する、アンタゴニストアッセイではAG ref （500 pM DHT）ウェルのウミシイタケルシフェラーゼ活性の平均値に対する、化学処理したウェルのウミシイタケルシフェラーゼ活性の割合（%）として表す。
	53. 細胞毒性を評価するため、細胞生存率は、段落34に示した式に従い、アゴニストアッセイでは媒体対照ウェルのウミシイタケルシフェラーゼ活性の平均値に対する、アンタゴニストアッセイではAG ref （500 pM DHT）ウェルのウミシイタケルシフェラーゼ活性の平均値に対する、化学処理したウェルのウミシイタケルシフェラーゼ活性の割合（%）として表す。
	54. アゴニストアッセイの場合、各被験化学物質について以下の情報を示さなければならない。
	54. アゴニストアッセイの場合、各被験化学物質について以下の情報を示さなければならない。
	55. log PCx値（xはPCAGOと比較して10%または50%の誘導といった、選択した応答を示す）の概要図を図C.3に示す。log PC10およびlog PC50値は、PCAGO（ARアゴニスト対照; 10 nM DHT）により誘導される転写活性の10%または50%を誘発すると推定される被験化学物質濃度と定義される。各log PCx値は、転写活性の2つの変数データポイントを用いた単純な線形回帰により算出することができる。log PCx値のすぐ上とすぐ下のデータ点の座標を、それぞれ（a,b）お...
	55. log PCx値（xはPCAGOと比較して10%または50%の誘導といった、選択した応答を示す）の概要図を図C.3に示す。log PC10およびlog PC50値は、PCAGO（ARアゴニスト対照; 10 nM DHT）により誘導される転写活性の10%または50%を誘発すると推定される被験化学物質濃度と定義される。各log PCx値は、転写活性の2つの変数データポイントを用いた単純な線形回帰により算出することができる。log PCx値のすぐ上とすぐ下のデータ点の座標を、それぞれ（a,b）お...
	56. アンタゴニストアッセイの場合、各陽性被験化学物質について、500 pM DHTで誘導される転写活性の30%阻害を示す濃度（log IC30）、および適切な場合は500 pM DHTの活性の50%阻害を示す濃度（log IC50）を提示する。
	57. log ICx値（xはDHT対照と比較して30%または50%の阻害といった、選択した応答を示す）の概要図を図C.5に示す。log IC50およびlog IC30値は、500 pM DHTにより誘導される転写活性の50%または30%を阻害すると推定される被験化学物質濃度と定義される。これらの値は、log PC値と同じ方法で計算できる。各log ICx値は、転写活性の2つの変数データポイントを用いた単純な線形回帰により算出することができる。log ICx値のすぐ上とすぐ下のデータ点の座標を、そ...
	57. log ICx値（xはDHT対照と比較して30%または50%の阻害といった、選択した応答を示す）の概要図を図C.5に示す。log IC50およびlog IC30値は、500 pM DHTにより誘導される転写活性の50%または30%を阻害すると推定される被験化学物質濃度と定義される。これらの値は、log PC値と同じ方法で計算できる。各log ICx値は、転写活性の2つの変数データポイントを用いた単純な線形回帰により算出することができる。log ICx値のすぐ上とすぐ下のデータ点の座標を、そ...
	58. 純粋なアンタゴニスト作用と細胞毒性に関連したルシフェラーゼ活性の低下を区別するために、AR-EcoScreenTMはAR応答エレメントにより誘導的に発現するホタルルシフェラーゼと、安定的かつ非誘導的に発現するウミシイタケルシフェラーゼの2種類のルシフェラーゼを発現するよう設計されている。
	58. 純粋なアンタゴニスト作用と細胞毒性に関連したルシフェラーゼ活性の低下を区別するために、AR-EcoScreenTMはAR応答エレメントにより誘導的に発現するホタルルシフェラーゼと、安定的かつ非誘導的に発現するウミシイタケルシフェラーゼの2種類のルシフェラーゼを発現するよう設計されている。
	59. デュアルレポーターアッセイシステムを用いることで、1回のプレートランで同じ細胞における細胞生存率とアンタゴニスト作用の両方を評価することができる。細胞毒性対照（PCCT、10 μg/mL シクロヘキシミド）に対する応答は、すべての試料ウェルからPCCT値（いわゆる「ウミシイタケ活性」）を差し引くことで、ウミシイタケ活性を調整するために用いられる。AR EcoscreenTMアッセイを用いて化学物質の真の細胞毒性を評価するには、このように修正された細胞生存率を使用しなければならない。細胞生存...
	59. デュアルレポーターアッセイシステムを用いることで、1回のプレートランで同じ細胞における細胞生存率とアンタゴニスト作用の両方を評価することができる。細胞毒性対照（PCCT、10 μg/mL シクロヘキシミド）に対する応答は、すべての試料ウェルからPCCT値（いわゆる「ウミシイタケ活性」）を差し引くことで、ウミシイタケ活性を調整するために用いられる。AR EcoscreenTMアッセイを用いて化学物質の真の細胞毒性を評価するには、このように修正された細胞生存率を使用しなければならない。細胞生存...
	60. 結果（すなわち被験化学物質の陽性または陰性判定）は、少なくとも2回または3回の独立したランに基づいていなければならない。2回のランの結果が近似しており再現性が認められる場合には、3回目のランを行わなくてもよい。許容できる結果とは、次の条件を満たすものをいう。
	60. 結果（すなわち被験化学物質の陽性または陰性判定）は、少なくとも2回または3回の独立したランに基づいていなければならない。2回のランの結果が近似しており再現性が認められる場合には、3回目のランを行わなくてもよい。許容できる結果とは、次の条件を満たすものをいう。
	データ判定基準

	61. アゴニストアッセイについて、データ判定基準を表C.4aに示す。陽性の結果は、作用の程度およびその作用をもたらした濃度の2点によって説明づけられる。すなわち、50%（log PC50）または10%（log PC10）が得られる濃度として結果を表すことにより、この目標が達成される。ただし、被験化学物質によって誘導された最大応答（RPCmax）が、2回のランのうち2回とも、もしくは3回のランのうち2回で参照化学物質の応答の10%と同等またはこれを超えた場合は当該化学物質を陽性と判定し、RPCma...
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	17. 細胞株の経時的な安定性をモニターするために、EC50またはIC50を評価することにより、（アゴニストおよびアンタゴニスト試験の）参照化学物質に対する細胞株の応答性を検証する必要がある。また、陽性対照（PC）および陰性対照（NC）の相対誘導能をモニターすること。結果は、アゴニスト（表D.3）またはアンタゴニストAR-CALUX®試験法（表D.4）の許容基準に一致しなければならない。参照標準（すなわち参照化学物質、陽性および陰性対照）を、アゴニストおよびアンタゴニストモードのそれぞれについて、...
	18. AR-CALUX®細胞は、pH指示薬としてフェノールレッドを添加し、ウシ胎児血清（7.5%）、非必須アミノ酸（1%）、ペニシリン（10 単位/mL）、ストレプトマイシン（10 µg/mL）および選択マーカーとしてジェネティシン（G-418）（0.2 mg/mL）を添加した増殖培地（DMEM/F12（1:1））で培養する。加湿した37(C +/- 1(CのCO2インキュベーター（5% +/- 1% CO2）に細胞を入れる。細胞密集度が85～95%に達したら、細胞を継代培養するか、96ウェルマ...
	18. AR-CALUX®細胞は、pH指示薬としてフェノールレッドを添加し、ウシ胎児血清（7.5%）、非必須アミノ酸（1%）、ペニシリン（10 単位/mL）、ストレプトマイシン（10 µg/mL）および選択マーカーとしてジェネティシン（G-418）（0.2 mg/mL）を添加した増殖培地（DMEM/F12（1:1））で培養する。加湿した37(C +/- 1(CのCO2インキュベーター（5% +/- 1% CO2）に細胞を入れる。細胞密集度が85～95%に達したら、細胞を継代培養するか、96ウェルマ...
	19. 試験を開始する前に、試験中に使用するすべての材料（ガラス管、容器、プラスチック製器具）および試薬（血清、DMSO等）について、プロトコル(6)の規定に従い、測定に干渉する可能性がないか調査すること。
	19. 試験を開始する前に、試験中に使用するすべての材料（ガラス管、容器、プラスチック製器具）および試薬（血清、DMSO等）について、プロトコル(6)の規定に従い、測定に干渉する可能性がないか調査すること。
	20. 被験化学物質のアゴニストおよびアンタゴニスト活性を、ラン（プレスクリーニングランおよび包括的ラン）で試験する。各ランは最大6枚のマイクロタイタープレートで構成される。各ランには、参照化学物質の一連の希釈液（C1～C8）、固定濃度の陽性対照、固定濃度の陰性対照、溶媒対照（およびアンタゴニストアッセイにおける媒体対照）、および細胞毒性の陽性対照が含まれる。図D.1およびD.2に、アゴニストおよびアンタゴニストランのプレート設定を示す。
	20. 被験化学物質のアゴニストおよびアンタゴニスト活性を、ラン（プレスクリーニングランおよび包括的ラン）で試験する。各ランは最大6枚のマイクロタイタープレートで構成される。各ランには、参照化学物質の一連の希釈液（C1～C8）、固定濃度の陽性対照、固定濃度の陰性対照、溶媒対照（およびアンタゴニストアッセイにおける媒体対照）、および細胞毒性の陽性対照が含まれる。図D.1およびD.2に、アゴニストおよびアンタゴニストランのプレート設定を示す。
	21. 各ランの最初のプレートで、
	22. 1回のランの各マイクロタイタープレートについて、次の値を算出する。
	23. 1回のランが表D.3およびD.4に記載される要件を満たす場合、このランを有効とみなし、被験化学物質の応答を評価することができる。
	23. 1回のランが表D.3およびD.4に記載される要件を満たす場合、このランを有効とみなし、被験化学物質の応答を評価することができる。
	24. 許容基準は、プレスクリーニングランおよび包括的ランの両方に適用できる。
	25. プレスクリーニングランおよび包括的ランのいずれについても、同じ溶媒/媒体対照、参照標準（参照化学物質、陽性対照および陰性対照）を使用すること。また、参照標準の濃度は同一とする。
	26. 被験化学物質の溶解に用いる溶媒は、被験化学物質を完全に溶解し、アッセイ培地と混和しなければならない。DMSO、水およびエタノール（純度95～100%）が溶媒として適している。DMSO（CASRN 67-68-5）が第一選択であり、培養中の最高濃度は0.1%（v/v）を超えてはならない。別の溶媒を使用する前に、実験条件をシミュレートした曝露濃度において細胞毒性を引き起こさず、アッセイの性能を妨害しないことを実証する必要がある。
	26. 被験化学物質の溶解に用いる溶媒は、被験化学物質を完全に溶解し、アッセイ培地と混和しなければならない。DMSO、水およびエタノール（純度95～100%）が溶媒として適している。DMSO（CASRN 67-68-5）が第一選択であり、培養中の最高濃度は0.1%（v/v）を超えてはならない。別の溶媒を使用する前に、実験条件をシミュレートした曝露濃度において細胞毒性を引き起こさず、アッセイの性能を妨害しないことを実証する必要がある。
	27. また、被験化学物質の溶解に用いる溶媒は、被験化学物質を溶解しない場合の試験も実施する（溶媒対照（SC））。
	27. また、被験化学物質の溶解に用いる溶媒は、被験化学物質を溶解しない場合の試験も実施する（溶媒対照（SC））。
	28. アゴニスト作用の試験において、SCには溶媒を加えたアッセイ培地が含まれる。アンタゴニスト作用の試験において、SCには溶媒および固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（EC50濃度）を加えたアッセイ培地が含まれる。ただし、媒体対照（VC）には溶媒を加えたアッセイ培地が含まれるが、固定濃度のアゴニスト参照化学物質は含まれない。
	28. アゴニスト作用の試験において、SCには溶媒を加えたアッセイ培地が含まれる。アンタゴニスト作用の試験において、SCには溶媒および固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（EC50濃度）を加えたアッセイ培地が含まれる。ただし、媒体対照（VC）には溶媒を加えたアッセイ培地が含まれるが、固定濃度のアゴニスト参照化学物質は含まれない。
	29. アゴニスト参照化学物質はDHTであり、8点の濃度の一連の希釈液からなる（表D.1およびD.5）。
	29. アゴニスト参照化学物質はDHTであり、8点の濃度の一連の希釈液からなる（表D.1およびD.5）。
	30. アンタゴニスト参照化学物質はフルタミドであり、8点の濃度の一連の希釈液からなる（表D.2およびD.6）。各濃度のアンタゴニスト参照化学物質に、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（EC50濃度 = 3.0 x 10-10 M）を添加して、アゴニスト応答の減衰を測定する。
	30. アンタゴニスト参照化学物質はフルタミドであり、8点の濃度の一連の希釈液からなる（表D.2およびD.6）。各濃度のアンタゴニスト参照化学物質に、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（EC50濃度 = 3.0 x 10-10 M）を添加して、アゴニスト応答の減衰を測定する。
	31. 特異性対照のアンタゴニスト参照化学物質は、フルタミドの各濃度に100X EC50濃度のDHTを添加したものである。これは、8点の濃度の一連の希釈液からなる（表D.2およびD.6）。
	32. アゴニスト試験の陽性対照は17α-メチルテストステロンである（表D.1）。
	33. アンタゴニスト試験の陽性対照はリニュロンである（表D.2）。この対照には、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（3.0 x 10-10 M）を添加する。
	33. アンタゴニスト試験の陽性対照はリニュロンである（表D.2）。この対照には、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（3.0 x 10-10 M）を添加する。
	34. アゴニスト試験の陰性対照はコルチコステロンである（表D.1）。
	35. アンタゴニスト試験の陰性対照はレボノルゲストレルである（表D.2）。この対照には、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（3.0 x 10-10 M）を添加する。
	35. アンタゴニスト試験の陰性対照はレボノルゲストレルである（表D.2）。この対照には、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（3.0 x 10-10 M）を添加する。
	36. 参照標準（参照化学物質、陽性対照、陰性対照）および被験化学物質を100% DMSO（または適切な溶媒）に溶解する。参照標準および被験化学物質について、同じ溶媒を用いて適切な（一連の）希釈液を調製する。すべての化学物質は、溶解前に室温に戻すこと。参照標準および被験化学物質の原液を新たに調製したとき、顕著な沈殿または混濁を認めてはならない。
	36. 参照標準（参照化学物質、陽性対照、陰性対照）および被験化学物質を100% DMSO（または適切な溶媒）に溶解する。参照標準および被験化学物質について、同じ溶媒を用いて適切な（一連の）希釈液を調製する。すべての化学物質は、溶解前に室温に戻すこと。参照標準および被験化学物質の原液を新たに調製したとき、顕著な沈殿または混濁を認めてはならない。
	37. 参照化学物質（DHTおよびフルタミド）の原液は、まとめて調製し、等分割して-20 C +/- 1 Cで最長3ヵ月間保存することができる。分割液を解凍したら、-20 C +/- 1 Cで保存し、最長3週間再使用（解凍/凍結）することができる。被験化学物質原液は実験ごとに新しく調製する。
	37. 参照化学物質（DHTおよびフルタミド）の原液は、まとめて調製し、等分割して-20 C +/- 1 Cで最長3ヵ月間保存することができる。分割液を解凍したら、-20 C +/- 1 Cで保存し、最長3週間再使用（解凍/凍結）することができる。被験化学物質原液は実験ごとに新しく調製する。
	38. 参照標準および被験化学物質の最終希釈液（すなわち作業用溶液）は、各実験用に新たに調製し、調製後24時間以内に使用すること。
	38. 参照標準および被験化学物質の最終希釈液（すなわち作業用溶液）は、各実験用に新たに調製し、調製後24時間以内に使用すること。
	39. 被験化学物質は、最高濃度0.1 M（原液）で評価すること。多成分化学物質、高分子、混合物、UVCB等、被験化学物質の分子量が算出できない場合には、50 mg/mLから開始して重量法を適用すること。
	39. 被験化学物質は、最高濃度0.1 M（原液）で評価すること。多成分化学物質、高分子、混合物、UVCB等、被験化学物質の分子量が算出できない場合には、50 mg/mLから開始して重量法を適用すること。
	40. バリデーション試験で使用した溶解度プロトコルを参照文献(10)に示す。習熟度確認化学物質の試験等によって適切であることが示されている場合は、他のプロトコルを使用してもよい。選択した溶媒に対する被験化学物質の溶解度は、最高原液濃度0.1 Mから始めて決定する。この濃度で溶解性に問題がある場合は、被験化学物質が完全に溶解するまで濃度を下げて原液を調製する。続いて、アッセイ培地中での曝露濃度（曝露濃度は原液濃度の0.1%、すなわち0.1 mM）における被験化学物質の溶解度を評価しなければならない。
	40. バリデーション試験で使用した溶解度プロトコルを参照文献(10)に示す。習熟度確認化学物質の試験等によって適切であることが示されている場合は、他のプロトコルを使用してもよい。選択した溶媒に対する被験化学物質の溶解度は、最高原液濃度0.1 Mから始めて決定する。この濃度で溶解性に問題がある場合は、被験化学物質が完全に溶解するまで濃度を下げて原液を調製する。続いて、アッセイ培地中での曝露濃度（曝露濃度は原液濃度の0.1%、すなわち0.1 mM）における被験化学物質の溶解度を評価しなければならない。
	41. プレスクリーニングランでは、被験化学物質の1:10段階希釈液を試験する。プレスクリーニングランの結果から試験化学物質の適切で精緻化された濃度範囲を導出し、これを包括的ランで試験する。包括的試験に使用する希釈係数（DF）は以下のとおりとする：陽性応答が認められた場合（アゴニスト作用ではRI ≥ 10%、アンタゴニスト作用ではRI ≤ 80%）、交互にDF 3/3.3を適用する；試験を行った最高濃度のみが、10%閾値を超える（アゴニスト作用試験）または80%閾値を下回る（アンタゴニスト作用試験...
	41. プレスクリーニングランでは、被験化学物質の1:10段階希釈液を試験する。プレスクリーニングランの結果から試験化学物質の適切で精緻化された濃度範囲を導出し、これを包括的ランで試験する。包括的試験に使用する希釈係数（DF）は以下のとおりとする：陽性応答が認められた場合（アゴニスト作用ではRI ≥ 10%、アンタゴニスト作用ではRI ≤ 80%）、交互にDF 3/3.3を適用する；試験を行った最高濃度のみが、10%閾値を超える（アゴニスト作用試験）または80%閾値を下回る（アンタゴニスト作用試験...
	42. 細胞毒性の評価は、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法プロトコルに含まれており、プレスクリーニングランおよび包括的ランの両方に組み込まれている。被験化学物質への曝露後、プレスクリーニングランでは乳酸脱水素酵素（LDH）漏出試験および定性的目視検査（すなわち、形態学的変化についての細胞の顕微鏡観察）の両方を用いて細胞毒性を評価する。LDH漏出試験は細胞死（細胞溶解）のみを報告することから、目視検査は重要な評価ツールと考えられる。包括的ランについては、細胞毒性を採点するには定性的目視検査で十分...
	42. 細胞毒性の評価は、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法プロトコルに含まれており、プレスクリーニングランおよび包括的ランの両方に組み込まれている。被験化学物質への曝露後、プレスクリーニングランでは乳酸脱水素酵素（LDH）漏出試験および定性的目視検査（すなわち、形態学的変化についての細胞の顕微鏡観察）の両方を用いて細胞毒性を評価する。LDH漏出試験は細胞死（細胞溶解）のみを報告することから、目視検査は重要な評価ツールと考えられる。包括的ランについては、細胞毒性を採点するには定性的目視検査で十分...
	43. フラスコのコンフルエントな培養細胞をトリプシン処理した後、細胞を1 x 105 細胞/mLでアッセイ培地中に再懸濁する。再懸濁した細胞100 μLを96ウェルマイクロタイタープレートのウェルB1～G11 に播種する。残ったウェルに200 μLのリン酸緩衝生理食塩水（PBS）を充填する（図D.1およびD.2参照）。播種した細胞は、CO2インキュベーター（5% +/- 1% CO2、37 C+/- 1 C、加湿）で24 +/- 8時間前培養する。
	44. 前培養後、細胞の状態を目視で確認する（細胞毒性、汚染、細胞密集度（顕微鏡観察））。すべてのウェルを代表する一部のウェルにおいて目視で細胞毒性や汚染がなく、細胞密集度が85%以上であるプレートのみを試験に使用する。ウェルB1～G11の細胞に、参照標準、被験化学物質、溶媒対照および細胞毒性対照の適切な一連の希釈液を加えたアッセイ培地100 μLを添加して曝露させる（表D.5：アゴニスト試験、表D.6:アンタゴニスト試験）。
	44. 前培養後、細胞の状態を目視で確認する（細胞毒性、汚染、細胞密集度（顕微鏡観察））。すべてのウェルを代表する一部のウェルにおいて目視で細胞毒性や汚染がなく、細胞密集度が85%以上であるプレートのみを試験に使用する。ウェルB1～G11の細胞に、参照標準、被験化学物質、溶媒対照および細胞毒性対照の適切な一連の希釈液を加えたアッセイ培地100 μLを添加して曝露させる（表D.5：アゴニスト試験、表D.6:アンタゴニスト試験）。
	45. すべての参照標準、被験化学物質および溶媒対照は3回ずつ試験し、細胞毒性対照のトリトンX-100は6連のウェルで試験する。図D.1に、アゴニスト試験のプレート配置を示す。これは、プレスクリーニング試験および包括的試験で同一のものである。図D.2に、アンタゴニストプレスクリーニング試験のプレート配置を示す。媒体対照ウェル（VC）を除くすべての曝露ウェルには、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（3.0 x 10-10 M（EC50））が含まれている。図D.3に、DHTの100x EC50を用...
	45. すべての参照標準、被験化学物質および溶媒対照は3回ずつ試験し、細胞毒性対照のトリトンX-100は6連のウェルで試験する。図D.1に、アゴニスト試験のプレート配置を示す。これは、プレスクリーニング試験および包括的試験で同一のものである。図D.2に、アンタゴニストプレスクリーニング試験のプレート配置を示す。媒体対照ウェル（VC）を除くすべての曝露ウェルには、固定濃度のアゴニスト参照化学物質DHT（3.0 x 10-10 M（EC50））が含まれている。図D.3に、DHTの100x EC50を用...
	46. 96ウェルマイクロタイタープレートをCO2インキュベーター（5% +/- 1% CO2、37 C +/-1 C、加湿）内でさらに24 +/- 2時間培養する。培養後、プレートを細胞毒性および汚染について目視で検査する。プレスクリーニング試験では、各ウェルから曝露培地100 μLを別のプレートに移し、細胞毒性試験で使用する（段落42）。ウェル内の残りの100 μLの曝露培地を取り除き、ウェル内の細胞を溶解基質（段落47）に曝露して発光を測定する。
	47. 発光の測定にはいくつかの選択肢がある。AR-CALUX®試験法のバリデーションで用いた方法には、市販キットの使用（フラッシュまたはグロー発光キットのいずれか）または実験室で調製した発光基質のいずれかが含まれていた。いずれのケースにおいても、24 +/- 2時間の培養後、ウェルから培地を取り除き、細胞を溶解させてルシフェラーゼ活性を測定する。
	47. 発光の測定にはいくつかの選択肢がある。AR-CALUX®試験法のバリデーションで用いた方法には、市販キットの使用（フラッシュまたはグロー発光キットのいずれか）または実験室で調製した発光基質のいずれかが含まれていた。いずれのケースにおいても、24 +/- 2時間の培養後、ウェルから培地を取り除き、細胞を溶解させてルシフェラーゼ活性を測定する。
	48. 発光を測定するには、照度計が必要である。透明プレートを使用する場合、照度計には2個のインジェクターが必要である。ルシフェラーゼの反応は、基質ルシフェリンを注入することにより開始する。適切な溶媒（照度計に応じて0.2 M NaOHまたは25% v/v酢酸等）を加えて反応を停止させ、1つのウェルから別のウェルへの発光の持ち越しを防ぐ。市販キットを使用する場合は、キットに添付されている固有の指示に従わなければならない。使用するキットに応じて、白色プレートにはインジェクター無しまたは1つのインジェ...
	48. 発光を測定するには、照度計が必要である。透明プレートを使用する場合、照度計には2個のインジェクターが必要である。ルシフェラーゼの反応は、基質ルシフェリンを注入することにより開始する。適切な溶媒（照度計に応じて0.2 M NaOHまたは25% v/v酢酸等）を加えて反応を停止させ、1つのウェルから別のウェルへの発光の持ち越しを防ぐ。市販キットを使用する場合は、キットに添付されている固有の指示に従わなければならない。使用するキットに応じて、白色プレートにはインジェクター無しまたは1つのインジェ...
	49. 各ウェルから放出される光は、ウェルあたりの相対発光量（RLU）として表される。
	49. 各ウェルから放出される光は、ウェルあたりの相対発光量（RLU）として表される。
	50. プレスクリーニング分析の結果は、包括的試験のための被験化学物質の精緻化された濃度範囲の決定に用いられる。プレスクリーニング分析結果の評価および包括的試験のための被験化学物質の精緻化された濃度範囲の決定については、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法プロトコル(6)に詳述する。ここでは、アゴニストおよびアンタゴニスト試験のための被験化学物質の濃度範囲を決定する手順の概要を示す。一連の希釈液デザインのガイダンスについては、表D.5およびD.6を参照のこと。
	50. プレスクリーニング分析の結果は、包括的試験のための被験化学物質の精緻化された濃度範囲の決定に用いられる。プレスクリーニング分析結果の評価および包括的試験のための被験化学物質の精緻化された濃度範囲の決定については、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法プロトコル(6)に詳述する。ここでは、アゴニストおよびアンタゴニスト試験のための被験化学物質の濃度範囲を決定する手順の概要を示す。一連の希釈液デザインのガイダンスについては、表D.5およびD.6を参照のこと。
	51. プレスクリーニングランでは、表D.5（アゴニスト作用）および表D.6（アンタゴニスト作用）に示す一連の希釈液を用いて、被験化学物質を試験しなければならない。すべての濃度を、図D.1（アゴニスト作用）または図D.2（アンタゴニスト作用）に示すプレート配置に従って3連のウェルで試験する。
	51. プレスクリーニングランでは、表D.5（アゴニスト作用）および表D.6（アンタゴニスト作用）に示す一連の希釈液を用いて、被験化学物質を試験しなければならない。すべての濃度を、図D.1（アゴニスト作用）または図D.2（アンタゴニスト作用）に示すプレート配置に従って3連のウェルで試験する。
	52. プレスクリーニング中に認められた応答が陽性か陰性かに関わらず、プレスクリーニングランの後には必ず包括的ランを実施する。表D.7の判定基準に従って結論を導き出すには、1回の包括的ランで十分である。
	52. プレスクリーニング中に認められた応答が陽性か陰性かに関わらず、プレスクリーニングランの後には必ず包括的ランを実施する。表D.7の判定基準に従って結論を導き出すには、1回の包括的ランで十分である。
	53. 許容基準（表D.3およびD.4）を満たす結果のみを有効とみなし、被験化学物質に対する応答の評価に用いる。1回のランにおいて1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再試験する。参照化学物質の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、ラン全体（6プレート）を再試験しなければならない。
	53. 許容基準（表D.3およびD.4）を満たす結果のみを有効とみなし、被験化学物質に対する応答の評価に用いる。1回のランにおいて1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再試験する。参照化学物質の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、ラン全体（6プレート）を再試験しなければならない。
	54. 最大誘導能（アゴニスト作用）あるいは阻害（アンタゴニスト作用）が認められ、かつ細胞毒性を示さない（最低）濃度を決定する。包括的ランで試験する被験化学物質の最高濃度は、この選択した濃度の3倍、あるいはモル濃度が不明な化学物質の場合は最高曝露濃度0.1 mMまたは50 μg/mlとする。
	54. 最大誘導能（アゴニスト作用）あるいは阻害（アンタゴニスト作用）が認められ、かつ細胞毒性を示さない（最低）濃度を決定する。包括的ランで試験する被験化学物質の最高濃度は、この選択した濃度の3倍、あるいはモル濃度が不明な化学物質の場合は最高曝露濃度0.1 mMまたは50 μg/mlとする。
	55. 被験化学物質の精緻化された一連の希釈液を、上記で決定した最高濃度から開始し、表D.5およびD.6に示す希釈ステップを用いて調製する
	55. 被験化学物質の精緻化された一連の希釈液を、上記で決定した最高濃度から開始し、表D.5およびD.6に示す希釈ステップを用いて調製する
	56. いかなるアゴニスト（アンタゴニスト）作用も誘発しない被験化学物質については、プレスクリーニングで特定された細胞毒性を示さない最高濃度から開始し、表D.5およびD.6に示す希釈ステップを用いて、包括的ランで試験しなければならない。
	56. いかなるアゴニスト（アンタゴニスト）作用も誘発しない被験化学物質については、プレスクリーニングで特定された細胞毒性を示さない最高濃度から開始し、表D.5およびD.6に示す希釈ステップを用いて、包括的ランで試験しなければならない。
	57. 精緻化された濃度範囲を選択した後、表D.5（アゴニスト作用）に示す一連の希釈液を用いて、被験化学物質を包括的に試験する。すべての濃度を、図D.1（アゴニスト作用）に示すプレート配置に従って3連のウェルで試験する（段落45参照）。
	57. 精緻化された濃度範囲を選択した後、表D.5（アゴニスト作用）に示す一連の希釈液を用いて、被験化学物質を包括的に試験する。すべての濃度を、図D.1（アゴニスト作用）に示すプレート配置に従って3連のウェルで試験する（段落45参照）。
	58. 許容基準（表D.3）を満たす結果のみを有効とみなし、被験化学物質に対する応答の評価に用いる。1回のランにおいて1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートで試験した化学物質についてランを再度行い、再試験する。参照化学物質の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、ラン全体（6プレート）を再試験しなければならない。
	58. 許容基準（表D.3）を満たす結果のみを有効とみなし、被験化学物質に対する応答の評価に用いる。1回のランにおいて1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートで試験した化学物質についてランを再度行い、再試験する。参照化学物質の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、ラン全体（6プレート）を再試験しなければならない。
	59. 精緻化された濃度範囲を選択した後、表D.6（アンタゴニスト作用）に示す一連の希釈液を用いて、被験化学物質を包括的試験および特異性対照試験で同時に（同じプレート上で）試験する（段落45参照）。すべての濃度を、図D.3（アンタゴニスト作用）に示すプレート配置に従って3連のウェルで試験する。
	59. 精緻化された濃度範囲を選択した後、表D.6（アンタゴニスト作用）に示す一連の希釈液を用いて、被験化学物質を包括的試験および特異性対照試験で同時に（同じプレート上で）試験する（段落45参照）。すべての濃度を、図D.3（アンタゴニスト作用）に示すプレート配置に従って3連のウェルで試験する。
	60. 許容基準（表D.4）を満たす結果のみを有効とみなし、被験化学物質の応答の評価に用いる。一連の分析において1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再試験する。参照化学物質の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、ラン全体（6プレート）を再試験しなければならない。
	60. 許容基準（表D.4）を満たす結果のみを有効とみなし、被験化学物質の応答の評価に用いる。一連の分析において1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再試験する。参照化学物質の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、ラン全体（6プレート）を再試験しなければならない。
	データの分析

	61. 照度計の生データはRLUとして表す。表D.3およびD.4に示すように、許容基準が満たされた場合、必要なパラメータを決定するために以下の計算ステップを実施する。生データを、プレスクリーニングまたは包括的ラン用に作成されたデータ分析表計算シートに入力する。
	61. 照度計の生データはRLUとして表す。表D.3およびD.4に示すように、許容基準が満たされた場合、必要なパラメータを決定するために以下の計算ステップを実施する。生データを、プレスクリーニングまたは包括的ラン用に作成されたデータ分析表計算シートに入力する。
	62. 各被験化学物質および参照化学物質DHTについて以下を計算する
	63. 各被験化学物質および参照化学物質のFLUについて以下を計算する。
	64. プレスクリーニング分析で評価したすべての被験化学物質濃度について、以下の式に従って、細胞毒性陽性対照0.01%トリトンX-100（パーセンテージを100%に設定）に対するLDH漏出率を算出する。
	64. プレスクリーニング分析で評価したすべての被験化学物質濃度について、以下の式に従って、細胞毒性陽性対照0.01%トリトンX-100（パーセンテージを100%に設定）に対するLDH漏出率を算出する。
	65. さらに、被験化学物質への曝露後に細胞の定性的目視検査を実施しなければならない。以下の場合、被験化学物質は特定の濃度で細胞毒性があると判断する。
	65. さらに、被験化学物質への曝露後に細胞の定性的目視検査を実施しなければならない。以下の場合、被験化学物質は特定の濃度で細胞毒性があると判断する。
	66. データの正規化後、次式を用いて、𝑌𝑖𝑐 データに非線形回帰（可変勾配、4パラメータ）を適用する。
	67. アゴニスト試験では、参照化学物質のEC10およびEC50を決定し、被験化学物質のEC10、EC50、PC10およびPC50を決定する。アンタゴニスト試験では、参照化学物質のIC50およびIC20を決定し、被験化学物質のIC20、IC50、PC80およびPC50を決定する。被験化学物質の強度を更に特徴づけるために、作用の程度（アゴニスト作用:RPCmax；アンタゴニスト作用:RPCmin）および作用発現濃度（アゴニスト作用:PCmax；アンタゴニスト作用:PCmin）を報告する。図D.4（ア...
	67. アゴニスト試験では、参照化学物質のEC10およびEC50を決定し、被験化学物質のEC10、EC50、PC10およびPC50を決定する。アンタゴニスト試験では、参照化学物質のIC50およびIC20を決定し、被験化学物質のIC20、IC50、PC80およびPC50を決定する。被験化学物質の強度を更に特徴づけるために、作用の程度（アゴニスト作用:RPCmax；アンタゴニスト作用:RPCmin）および作用発現濃度（アゴニスト作用:PCmax；アンタゴニスト作用:PCmin）を報告する。図D.4（ア...
	68. 被験化学物質については、細胞毒性や溶解度の問題から、必ずしも完全な用量反応曲線が得られるとは限らない。このような場合、アゴニスト試験におけるEC50およびEC10、およびアンタゴニスト試験におけるIC50およびIC20を決定することができない。従って可能であれば、PC10、PC50、PCmax（アゴニスト）およびPC80、PC50、PCmin（アンタゴニスト）の決定で十分である。これらの値は、最も近い2つのデータポイント間の線形補間等から導き出すことができる。
	68. 被験化学物質については、細胞毒性や溶解度の問題から、必ずしも完全な用量反応曲線が得られるとは限らない。このような場合、アゴニスト試験におけるEC50およびEC10、およびアンタゴニスト試験におけるIC50およびIC20を決定することができない。従って可能であれば、PC10、PC50、PCmax（アゴニスト）およびPC80、PC50、PCmin（アンタゴニスト）の決定で十分である。これらの値は、最も近い2つのデータポイント間の線形補間等から導き出すことができる。
	69. データ判定基準（表D.7）に示すとおり、アンタゴニスト応答の特異性（すなわち、真の競合的アンタゴニストであること）を判定する。特異性対照の結果を判定する場合は、2つの用量反応曲線（Ycと）を目視検査し、アンタゴニスト試験の第1の陽性基準が適用できるかどうかを検証しなければならない（表D.7参照：全濃度で > 80%）。あるいは、標準応答の相対誘導能（Yc）と被験化学物質の正規化特異性応答の相対誘導能（）との間の相関係数の二乗（R2）を計算する。このアンタゴニスト試験の第2の陽性基準を検証す...
	69. データ判定基準（表D.7）に示すとおり、アンタゴニスト応答の特異性（すなわち、真の競合的アンタゴニストであること）を判定する。特異性対照の結果を判定する場合は、2つの用量反応曲線（Ycと）を目視検査し、アンタゴニスト試験の第1の陽性基準が適用できるかどうかを検証しなければならない（表D.7参照：全濃度で > 80%）。あるいは、標準応答の相対誘導能（Yc）と被験化学物質の正規化特異性応答の相対誘導能（）との間の相関係数の二乗（R2）を計算する。このアンタゴニスト試験の第2の陽性基準を検証す...
	データ判定基準

	70. データの判定および被験化学物質が陽性であるか陰性であるかの判断には、表D.7の基準を使用する。結論を導き出すには、1回の包括的ランで十分である。
	70. データの判定および被験化学物質が陽性であるか陰性であるかの判断には、表D.7の基準を使用する。結論を導き出すには、1回の包括的ランで十分である。
	71. 表D.7に示す基準は、細胞毒性を伴わずに得られたデータのみに適用すること。
	71. 表D.7に示す基準は、細胞毒性を伴わずに得られたデータのみに適用すること。
	72. 2つの分類（表D.7）に加えて、効力の測定値も統合的アプローチに用いることができる。
	72. 2つの分類（表D.7）に加えて、効力の測定値も統合的アプローチに用いることができる。
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	28. プレスクリーニングランで陽性と判定されたARアンタゴニストを確実に同定するためには、800 pM DHTおよび100 nM DHTの両方を用いて包括的ランおよび特異性対照試験を実施しなければならない。これら2点の濃度のDHTをアンタゴニストアッセイに含めることにより、「真の」ARアンタゴニストの濃度反応曲線の間にシフトが生じ、これらの化学物質を潜在的な偽陽性と区別できるようになることが期待される。プレスクリーニングランで作成した濃度反応曲線から被験化学物質の最高濃度を決定し、DMSOを用い...
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	29. AR応答についてはSteady-Glo Luciferase assay system（Promega、E2510または同等のもの）を、細胞毒性については生細胞プロテアーゼ検出システム（Cell Titer-FluorTM Cell viability assay、Promega、G6080または同等のもの）を用いてエンドポイントを測定する。細胞生存率およびルシフェラーゼ活性の測定は同一のプレートで行う。
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	32. 蛍光光度計で測定したRFU単位の細胞毒性を記録し、次のように変換する。
	33. 細胞生存率試験の結果、ある濃度の被験化学物質が細胞生存率を20%以上低下させた場合、当該濃度は細胞毒性があると判断する。細胞毒性があると考えられるすべての濃度を評価から除外すること
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	37. ARアゴニストアッセイでは、陽性の被験化学物質について、陽性対照の10%の効果（log PC10）に相当する効果を引き起こす濃度、および適切な場合には、陽性対照の50%の効果（log PC50）に相当する効果を引き起こす濃度を提示しなければならない。log PCx値の説明（「x」は選択した応答、例えばPCAGO1と比較して10%または50%の誘導能）を図E.2に示す。log PC10値およびlog PC50値は、PCAGO1（10 nM DHT）による転写活性の10%または50%誘導のいず...
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	38. ARアンタゴニストアッセイの場合、陽性被験化学物質について、800 pM DHTで誘導される転写活性の30%阻害を示す濃度（log IC30）、および適切な場合は800 pM DHTの活性の50%阻害を示す濃度（log IC50）を提示する。log ICx値の説明（「x」は選択した応答、例えばPCAGO2と比較して30%または50%阻害）を図E.3に示す。log IC50値およびlog IC30値は、800 pM DHTによる転写活性の50%または30%阻害のいずれかを誘発すると推定される...
	39. 特異性対照試験の場合、2つの濃度のDHTによる反応を区別するために、800 pM DHTを使用した時の濃度cにおける相対誘導能をYCとし、100 nM DHTを使用した時の濃度cにおける相対誘導能をSCとする。YCまたはSCのRLUからのデータ変換は以下のとおりである。
	39. 特異性対照試験の場合、2つの濃度のDHTによる反応を区別するために、800 pM DHTを使用した時の濃度cにおける相対誘導能をYCとし、100 nM DHTを使用した時の濃度cにおける相対誘導能をSCとする。YCまたはSCのRLUからのデータ変換は以下のとおりである。
	40. 被験化学物質が真の（競合的）ARアンタゴニストであるか判断するために、標準応答の相対誘導能YCと特異性応答の相対誘導能SCの間の決定係数の二乗R2を算出した。R2が0.9未満の場合、この被験化学物質を真のARアンタゴニストと判定した。真のARアンタゴニストを識別するためのR2の式は、バリデーション報告書に記載されている(6)。この基準は100%確実とはみなされないため、（AR-CALUX®バリデーション試験報告書に示されているように）いくつかの注意を払う必要がある。曲線の形状や外れ値の影響...
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	41. 高いレベルの細胞毒性があると典型的なシグモイド応答を有意に変化させたり、認められなくする場合があるため、アゴニストおよびアンタゴニストアッセイにおいてデータを解釈する際には考慮に入れる必要がある。従って、AR介在性の転写活性と細胞毒性は同じアッセイプレートで同時に評価すべきである。細胞毒性試験の結果、被験化学物質のある濃度において細胞生存率が20%以上減少した場合、この濃度は細胞毒性を示すとみなし、細胞毒性濃度およびこれを超える濃度は評価から除外する。
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	42. データの判定および、細胞毒性を伴わない状態における被験化学物質が陽性であるか陰性であるかの判断を表E.8に示す。
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	43. 化学物質をARアゴニストとして分類するには、log PC10を決定することができる陽性のプレスクリーニングランに続いて、2回の包括的ランで一致する結果が得られるか、一致しない場合は3回目の包括的ランを行う必要がある。プレスクリーニングランが陰性の場合、（2回目の）フォローアップのプレスクリーニングランで結果を確認する。1回目のプレスクリーニングランが陰性で2回目のプレスクリーニングランが陽性であった場合、3回目のプレスクリーニングランを追加で実施する。ARアンタゴニストの場合、log IC...
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