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(57)【要約】
本発明は、定義されたタンパク質のパネルを発現することができるシステムを提供するこ
と、該システムの少なくとも一部を、スクリーニングされるべき化合物と共にインキュベ
ートすること、および、該システムにおけるタンパク質の発現を、対照システムにおける
タンパク質発現と比較して、それにより（前駆型）遺伝毒性活性を検出することによる、
（前駆型）遺伝毒性活性を有する化合物をスクリーニングするための方法に関する。本発
明の別の目的は、哺乳動物から回収された生物学的試料中の定義されたタンパク質の発現
レベルを決定することによる、かかる処置を必要とする哺乳動物に投与される化合物への
応答において、増殖、分化および／または損傷の修復の遺伝子的な調節解除により引き起
こされるか、媒介されるか、および／または伝播される、生理学的および／または病理学
的状態を発症する見込みをモニタリングするための方法に関する。本発明はまた、マーカ
ータンパク質に特異的に結合する抗体を含む、（前駆型）遺伝毒性活性を有する化合物を
スクリーニングするためのキットに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　遺伝毒性および／または前駆型遺伝毒性活性について化合物をスクリーニングするため
の方法であって、１または２以上の化合物と共にインキュベートされたシステムにおける
、p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345）、p-
ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の群から選択
される少なくとも２つのタンパク質の活性形態の発現レベルを、前記化合物と共にインキ
ュベートされていないシステムにおける発現レベルと比較して決定するステップを含む、
前記方法。
【請求項２】
　少なくともタンパク質p-p53（Ser15）およびp21の発現レベルが決定される、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
　少なくともタンパク質p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）お
よびp-Chk1（Ser345）の発現レベルが決定される、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　タンパク質p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Se
r345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の
発現レベルが決定される、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　発現レベルが、免疫蛍光染色またはLuminex技術により決定される、請求項１～４のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　化合物と共にインキュベートされたシステムにおける前記タンパク質のうちの少なくと
も１つの発現レベルの、前記化合物と共にインキュベートされていないシステムと比較し
た場合の増大が、前記活性を示す、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　発現レベルが少なくとも１．５倍増大する、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　１～１．１倍の発現レベルを提供するために、減少した濃度の化合物が投与される、請
求項７に記載の方法。
【請求項９】
　少なくとも８０％の感度および／または特異度により、前記活性を有する化合物がスク
リーニングされる、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の方法であって、ここで、（前駆型）遺伝毒性が最
も低い化合物または非（前駆型）遺伝毒性化合物が同定され、およびここで、最も低い発
現レベルの増大または発現レベルが増大しないことが、前記化合物がその意図される使用
のために好適であることを示す、前記方法。
【請求項１１】
　治療用化合物を患者に投与するための方法であって、一連の化合物を用いて請求項１～
１０のいずれか一項に記載の方法を行うこと、遺伝毒性および前駆型遺伝毒性活性を有さ
ない化合物を同定すること、および、前記化合物を、該化合物の意図される使用を必要と
する患者に投与することを含む、前記方法。
【請求項１２】
　化合物による処置への応答において、増殖、分化および／または損傷の修復の調節解除
により引き起こされるか、媒介されるか、および／または伝播される、癌、腫瘍、転移お
よび／または血管新生の障害を発症する見込みをモニタリングするための方法であって、
ここで、p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345
）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の群か
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ら選択される少なくとも２つのタンパク質の発現レベルが、哺乳動物に投与される前記化
合物によるかかる処置を必要とする前記哺乳動物から回収された生物学的試料において決
定され、ここで、前記タンパク質のうちの少なくとも１つの発現レベルの増大が、前記化
合物が遺伝毒性および／または前駆型遺伝毒性活性を有すること、ならびに前記見込みが
増大されることを示す、前記方法。
【請求項１３】
　薬物による治療的処置に対する応答において患者が腫瘍を罹患する見込みを予測するた
めのin-vitroの方法であって、以下のステップ：
（ｉ）前記患者の組織または血漿からの生検試料において、p-p53（Ser15）、p21、p-H2A
.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14
／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の群から選択される少なくとも２つのタンパ
ク質の発現レベルを測定すること、
（ｉｉ）前記患者の組織または血漿からの試料を、前記薬物にex-vivoで暴露すること、
ならびに、
（ｉｉｉ）ステップ（ｉｉ）の前記暴露された試料において、ステップ（ｉ）において特
定された前記タンパク質の発現レベルを測定し、ステップ（ｉ）および（ｉｉｉ）におい
て測定される発現レベルの差異を計算することに加えて、ここで、このステップ（ｉｉｉ
）において得られた前記タンパク質のうちの少なくとも１つの発現レベルの、ステップ（
ｉ）と比較した増大が、前記薬物が遺伝毒性および／または前駆型遺伝毒性活性を有する
こと、ならびに前記見込みが増大されることを示す、
を含む、前記方法。
【請求項１４】
　p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345）、p-
ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の群から選択
される少なくとも２つのタンパク質の、遺伝毒性および／または前駆型遺伝毒性活性を有
する化合物をスクリーニングするためのマーカータンパク質としての使用。
【請求項１５】
　遺伝毒性および／または前駆型遺伝毒性活性の検出における使用のためのキットであっ
て、各々がp-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser3
45）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の群
から選択される異なるタンパク質に対する特異的結合を有する、少なくとも２つの抗体を
含む、前記キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一団の定義されたタンパク質を発現することができるシステムを提供するこ
と、該システムの少なくとも一部を、スクリーニングされるべき化合物と共にインキュベ
ートすること、および、該システムにおけるタンパク質の発現を、対照システムにおける
タンパク質発現と比較して、それにより（前駆型）遺伝毒性活性を検出することにより、
（前駆型）遺伝毒性活性を有する化合物をスクリーニングするための方法に関する。本発
明の別の目的は、哺乳動物から回収された生物学的試料中の定義されたタンパク質の発現
レベルを決定することにより、かかる処置を必要とする哺乳動物に投与される化合物への
応答において、増殖、分化および／または損傷の修復の遺伝子的な調節解除により引き起
こされるか、媒介されるか、および／または伝播される、生理学的および／または病理学
的状態を発症する見込みをモニタリングするための方法に関する。本発明はまた、マーカ
ータンパク質に特異的に結合する抗体を含む、（前駆型）遺伝毒性活性を有する化合物を
スクリーニングするためのキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　化合物の遺伝毒性潜在能力の包括的評価は、化学リスク評価および医薬開発の間の重要
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な部分である。現在の標準的な試験バッテリーは、多様な作用機序によりDNA損傷を誘導
する化合物を検出するために設計されたin-vitroおよびin-vivoでの試験を含む。細菌復
帰変異アッセイ、ならびにin-vitroおよび／またはin-vivoにおける哺乳動物細胞による
遺伝毒性試験が必要とされる。遺伝毒性試験システムは、これらの試験において陽性であ
ると試験された化合物が潜在的なヒトの発癌物質であるという事実により、重要性を増し
ている。しかし、標準的な試験バッテリーは、低い処理量しか有さず、比較的大量の化合
物を必要とする。この理由のために、これらのアッセイは、初期の薬物発見期においては
あまり好適ではない（Westerink et al., 2011, Mutat. Res. 724, 7-21）。
【０００３】
　頻繁に、in-vivoでの遺伝毒性物質ではないこと、または変異原性もしくはDNA反応性の
機序を介して腫瘍を誘導するものではないことが判明する化学物質は、哺乳動物細胞試験
において偽陽性の結果を生じ、これは、ヒトの危険性の推定を複雑にする。
　さらに、EU REACH法内の化学的特徴および近代的なリスク評価に関して、機序の分析が
重要性を増している。
【０００４】
　現在、困難は、新たなin-vitroのツールの開発に向けられている。感度を失うことなく
（すなわち、DNA反応性の発癌物質およびin-vivoで遺伝毒性の物質を検出しつつ）、特異
度が増強された（すなわち、偽陽性の結果が少ない）、新規の遺伝毒性試験システムが必
要とされている（Kirkland et al., 2005, Mutat. Res. 584, 1-256; Kirkland et al., 
2006, Mutat. Res. 608, 29-42; Kirkland et al., 2008, Mutat. Res. 653, 99-108）。
【０００５】
　したがって、本発明の基礎を形成する技術的問題は、化合物をスクリーニングするため
の方法であって、それらの遺伝毒性および／または前駆型遺伝毒性特性の同定および特徴
を効果的に可能にするものを提供することである。本発明の別の問題は、遺伝毒性および
／または前駆型遺伝毒性活性の検出のためのキットを提供することである。
【発明の概要】
【０００６】
　本発明は、遺伝毒性および／または前駆型遺伝毒性活性を有する化合物をスクリーニン
グするための方法を提供することにより、問題を解決し、該方法は、p-p53（Ser15）、p2
1、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc
2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の群から選択される１または２以上
の化合物と共にインキュベートされたシステムの群から選択される少なくとも２つのタン
パク質の活性形態の発現レベルを、当該化合物または同じ濃度の当該化合物と実質的にイ
ンキュベートされていないシステムにおける前記タンパク質の発現レベルと比較して決定
するステップを含む。
【０００７】
　驚くべきことに、本発明者は、前記タンパク質のうちの少なくとも２つの組み合わせが
遺伝毒性と相関していることを示した。その結果として、前述の複数のマーカータンパク
質は、新規の遺伝毒性マーカーを表わし、これは遺伝毒性の段階を識別するためによく適
している。基礎となるタンパク質は、発現差異分析の結果として選択される。全てのタン
パク質発現は、未処置の細胞との識別可能な差異により特徴づけられ、ここで、処置され
た細胞は、上方調節により差異を示す。決定されたタンパク質は、当該分野において配列
および他の特徴により既に記載されているが、本発明の明確な組み合わせにおける遺伝毒
性との関連を欠いている。対になったマーカータンパク質の組み合わせ（任意にさらなる
マーカータンパク質により補充される）のいずれを、最大の試験信頼性のために用いても
よい。タンパク質は、別の方法において命名されてもよいが、アクセッション番号により
一意的に定義され、これは、一般的に受容され、UniProt、SwissProtなどの多数のデータ
ベースにおいて登録される（表１；ZhouおよびBartek、2004, Nat Rev Cancer 4, 216-25
を参照）。
【０００８】
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　同定された９個のタンパク質は、DNA損傷応答シグナル伝達ネットワークに関与してい
るが、それらは、必ずしも、現在知られているそれらの実体における機能および位置によ
っては関連していないが、しかしその群の単一のメンバーまたはより多くのメンバーの間
にかかる関係が現れることは除外されない。
【０００９】
　DNA損傷応答シグナル伝達ネットワークは、少なくとも２つの異なる経路：血管拡張性
失調症変異キナーゼ（ATM）および血管拡張性失調症変異およびRad3関連（ATR）経路から
なる。損傷を受けたDNAに対する応答において、ATM経路は、ATMのSer1981における自己リ
ン酸化により開始される。ATMは、一対のタンパク質のリン酸化を介して、細胞周期チェ
ックポイントおよびDNAの修復を調節する。ATR経路は、ATMよりはゆっくりであるが、DNA
二本鎖切断（DSB）に対して、およびDNA複製フォークを妨害する化学物質に対して応答す
る。２つのリン部位（p-ATR（Ser428）およびp-ATR（Thr1989））が存在し、それらはATR
の活性化をもたらし得る。初めに異常なDNA構造を認識して、DNA損傷応答シグナル伝達ネ
ットワークを活性化するセンサーは、不明である。
【００１０】
　DNA損傷応答の非常に初期のイベントは、ATMを介したヒストンH2A.XのSer139における
リン酸化である。リン酸化されたH2A.Xは、DNA損傷の部位に集積し、多様なDNA損傷応答
およびDNA修復シグナルを動員する。
　DNA二本鎖切断は、ATMによるChk2のThr68およびこの領域における他の部位におけるリ
ン酸化を誘導し、これは、p53依存性またはp53非依存性の細胞周期停止および／またはア
ポトーシスをもたらす。
【００１１】
　特にATMを介する、位置Ser15におけるp53のリン酸化は、mdm2が結合する能力を妨害し
、その分解を抑制する。リン酸化され、それにより活性化されたp53は、タンパク質p21な
らびに増殖の停止およびDNA損傷を誘導するタンパク質（Gadd45a）のための遺伝子を含む
一対の遺伝子のための転写因子として作用する。P21は、多様なサイクリン依存性キナー
ゼを阻害し、それらは、Ｇ１期において細胞周期停止をもたらす。さらに、p21は、PCNA
に結合して、DNA複製を中断させる。誘導された核Gadd45aは、サイクリン依存性キナーゼ
２（cdc2）と相互作用し、そのcdc2／サイクリンＢ１複合体からの解離をもたらす。遊離
のサイクリンＢ１は、細胞質中へ輸送され、ユビキチン化を介して分解される。Gadd45a
は、したがってcdc2キナーゼ活性を抑制し、細胞は有糸分裂への移行期において留まる。
【００１２】
　Gadd45aに媒介されるcdc2 キナーゼの阻害の他に、Chk1を介した媒介もまた起こる。Ch
k1は、キナーゼATMおよびATRにより活性化され得るが、Chk1のSer345およびSer317におけ
るリン酸化は、ATRにより行われる。Chk1は、ホスファターゼCdc25CをSer216においてリ
ン酸化することができ、これは、cdc2のThr14およびTyr15における抑制性のリン酸化の解
除を不能にし、細胞はＧ２／Ｍ期の移行期に留まる。
【００１３】
　タンパク質および関連分子の分析は、上記のとおり、例えばHepG2細胞の（前駆型）遺
伝子毒への暴露に対する応答における、細胞の死と生存との複雑な調節を示す。主に影響
を受けるプロセスは、細胞周期の調節、細胞の増殖およびアポトーシスを含む。差次的に
調節されることが見出されたタンパク質は、主に、アポトーシス促進性および抗増殖機能
に割り当てられ得る。データは、化合物により誘導されるDNA損傷に対する応答における
、細胞周期停止およびプログラム細胞死の誘導を示す。
【００１４】
　個々のタンパク質に対する遺伝毒性の関連は、増殖、分化または損傷の修復におけるシ
グナル伝達を妨害することができる変異原および前駆型変異原のin-vitro検出のために利
用される。本発明の複数のタンパク質に基づいて、化合物に特異的なタンパク質発現プロ
フィールを構築することには、遺伝毒性の作用機序を確立する上での予想外の利益があり
、したがって、古典的なスクリーニング方法に対して代替的に、または補足的に、新規化
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合物の潜在的な危険性または利益の評価をサポートする。本発明の方法の基礎となる発明
の原理は、定義されたタンパク質を検出することを含む。遺伝子産物は、その絶対的およ
び相対的量の両方、ならびに特定の細胞型に対する特異度に関して選択される。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　「タンパク質」とは、１または２以上のポリペプチドを含む生化学的化合物を指す。ポ
リペプチドは、隣接するアミノ酸残基のカルボキシル基とアミノ基との間のペプチド結合
により一緒に結合したアミノ酸の、単一の直鎖状のポリマー鎖である。それは、典型的に
は、生物学的機能を促進するために、球状または線維状の形態に折り畳まれる。タンパク
質の「活性形態」とは、タンパク質中の残基がしばしば翻訳後修飾により化学的に修飾さ
れ、それがそのタンパク質の物理学的および化学的特性、折り畳み、安定性、活性および
最終的にはその機能を改変すると言う事実を指す。例えば、転写因子p53の活性は、タン
パク質のリン酸化により決定的に調節され、これは、一般的な細胞ストレス、DNA損傷ま
たはインターフェロンを含む複数のシグナルにより誘導され得る。
【００１６】
　「複数のタンパク質」とは、本明細書において用いられる場合、同定された、または単
離されたタンパク質の群であって、その発現のレベルが異なる組織、細胞において、また
は異なる条件下もしくは生物学的状態において変化するものを指す。異なる条件は、ホル
モン、受容体リガンド、化学化合物などを含む特定の剤－外因性または内因性のいずれで
あっても－への暴露によって引き起こされる場合がある。複数のタンパク質の発現は、特
定のパターンを示す。すなわち、複数のものの中の各々のタンパク質は、異なる条件にお
いて、または特定の内因性または外因性の剤に暴露することにより、もしくはそれを行わ
ないことにより、差次的に発現される。各々のタンパク質の発現差異の程度またはレベル
は、複数のものの中で異なり、本発明により、定性的におよび／または定量的に決定する
ことができる。タンパク質発現プロフィールとは、本明細書において用いられる場合、異
なるレベルにおいて差次的に発現される複数のタンパク質であって、「パターン」または
「プロフィール」を構成するものを指す。本明細書において用いられる場合、用語「発現
プロフィール」、「プロフィール」、「発現パターン」、「パターン」、「タンパク質発
現プロフィール」および「タンパク質発現パターン」は、交換可能に用いられる。
【００１７】
　本明細書において用いられる場合、「遺伝毒性活性を有する化合物」は、また「変異原
」としても言及され、生物の遺伝子材料、通常はDNAを変化させ、それにより変異の頻度
を天然のバックグラウンドレベルの上まで増大させる、物理学的または化学的な剤である
。当業者は、例えば、変異原の生物学的効果のうちの一つは、癌の発症を促進することで
あることを知っているであろう。変異原の他の生物学的効果は、よく記述され、議論され
ている。変異による核酸配列における変更は、DNA配列中のヌクレオチド塩基対の置換な
らびに１または２以上のヌクレオチドの挿入および欠失を含む。
【００１８】
　第１に、システムが提供され、その全体においてまたは部分においてインキュベートさ
れる。システムはまた、以下で試験システムとしても言及される。本発明の範囲において
は細胞システムが好ましいが、生細胞によらないタンパク質合成に基づくin-vitro翻訳シ
ステムを、代替的に用いてもよい。細胞システムは、当該対象が細胞を含むことを前提と
して、提供される任意の対象であると定義される。したがって、細胞システムは、単一の
細胞、細胞培養、組織、器官、植物および動物の群から選択することができる。細胞シス
テムの範囲はまた、かかる生物学的実体、すなわち、組織、器官、植物および動物の試料
の部分を含む。植物でない場合、前述の順序における各々の細胞システムは、それぞれ以
下のシステムの試料を表わす。細胞試料、非ヒト動物、哺乳動物または非ヒト哺乳動物は
、本発明による細胞システムの好ましい態様である。細胞試料は、単離された状態におい
て、培養においてまたは細胞株において、任意の型の初代細胞または遺伝子操作された細
胞を指す。特に、細胞試料は、試験されるべき哺乳動物から、in-vitroまたはin-situに
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おいて取得される。細胞試料の回収は、優れた医療行為に従う。生物学的試料は、任意の
種類の生物種から取得され得るが、試料は、特にヒト、ラットまたはマウスから取得され
る。
【００１９】
　本発明において、細胞システムはまた、生体液を含んでもよく、ここで、体液の試料は
、好ましくは、血液、血清、血漿、唾液または尿からなる。組織試料を生検、特に患部の
位置の近くにおいて採取されることにより収集することもまた好ましい。生物学的試料は
、肝臓、腎臓、腸、骨髄などを含む任意の組織に由来してもよい。好ましい態様において
、生物学的試料は、腎臓、肝臓および腸からのものである。試料を、水素結合の形成の阻
害剤などの邪魔な物質を取り除くために精製してもよい。
【００２０】
　システムは、p53、p21、H2A.X、ATM、Chk1、ATR、cdc2、Gadd45aまたはChk2のうちの幾
つかのタンパク質を発現することができるか、または発現している。本発明の一態様にお
いて、システムは、さらに、MDM2を発現することができるか、または発現している。シス
テムはまた、p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Se
r345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の
うちの幾つかのタンパク質を活性化することができるか、または活性化している。システ
ムは、好ましくは、p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Ch
k1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr6
8）のうちの少なくとも２つのタンパク質の活性形態を、発現することができるか、また
は発現している。より好ましくは、システムは、p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139
）およびp-Chk1（Ser345）の群から選択される少なくとも２つのタンパク質の活性形態を
、発現することができるか、または発現している。最も好ましくは、システムは、p-p53
（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）およびp-Chk1（Ser345）の群か
ら選択される少なくとも２つのタンパク質の活性形態を、発現することができるか、また
は発現している。
【００２１】
　同じ機能を有するバリアント、変異体、相同なタンパク質の配列の部分は、定義ならび
に保護の範囲内に含まれることが理解されるべきである。好ましくは、相同性は、少なく
とも８５％に達する。可能な改変は、欠失、挿入、置換、修飾、および少なくとも１のア
ミノ酸の付加、または別のペプチドもしくはタンパク質との融合を含む。操作された細胞
は、基礎となる核酸配列またはその部分を保有する適当なベクターによるトランスフェク
ションの後で、これらのタンパク質を発現することができる。好ましくは、組換え細胞は
、真核生物由来のものである。
【００２２】
　本発明のより好ましい態様において、スクリーニング方法のためにHepG2細胞が提供さ
れる。用いられるS9の用量は、細胞傷害性の評価においては陰性であるにもかかわらず、
実験結果に対して影響を有する。用量は、規制による標準的な遺伝毒性試験内において用
いられる用量に匹敵することに注意すべきである。S9により著しく調節された遺伝子は、
（前駆型）遺伝毒性剤により誘導されたものとは異なり、S9の効果は、適正な対照に対す
る比較により調整することができる。いずれにせよ、十分な固有の代謝活性を有する細胞
システムが無論適当であるが、現在、遺伝毒性評価のためのかかる代謝的に適格な細胞シ
ステムは存在しない。初代肝細胞は、薬物代謝およびCYP誘導／阻害のin-vitroでの研究
のための現在の最高の基準である。成人の分化した肝細胞は増殖能力を欠き、そのことが
それらを遺伝毒性の研究のためには適さないモデルとしており、およびそれらはまた、培
養中の形態ならびにタンパク質および遺伝子の発現の顕著な変化、ヒト肝細胞の限定され
た利用可能性、ならびにしばしばかかるシステムの標準化を複雑にする顕著なドナー／バ
ッチの変動性を示すにもかかわらず、HepG2細胞の主要な利点は、それらのヒトの分子的
特徴である。例えば、トポイソメラーゼおよび真核生物の修復酵素などの特異的標的が発
現され、遺伝毒性の過剰評価を防止し、したがって偽陽性の減少に寄与する。
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【００２３】
　細胞試料は、凍結されるなどして保存され、一定の期間培養されるかまたはすぐに次の
ステップに供される。スクリーニングされるべき化合物と共にインキュベートする前に、
細胞試料は、複数の部分に分割してもよい。そのようにする場合は、少なくとも２つの部
分が提供される；１つはスクリーニングのために用いられるが、他方は対照として役立つ
。好ましくは、スクリーニングのための部分の数は、対照部分の数を超える。通常は、多
数の部分を、ハイスループットスクリーニングに供する。
【００２４】
　化合物は、標的分子と相互作用することができる生物学的および／または化学的構造か
らなる。本明細書において、ゲノミクスまたはプロゲノミクスシグナル伝達のうちの任意
の成分が、「標的分子」としてみなされるべきであり、これは、遺伝子、またはレギュレ
ータータンパク質もしくはその遺伝子産物、または遺伝子もしくはその遺伝子産物を含む
シグナル伝達経路の成分に限定されない。その結果、化合物の特異的な相互作用は、単な
る標的化であるか、または細胞機能の改変の誘導のいずれかを含み得るか、あるいは、両
方の効果を同時に含んでもよい。
【００２５】
　本発明の方法においてスクリーニングされるべき化合物は、決して限定されない。特に
、化合物は、核酸、ペプチド、炭水化物、ポリマー、５０～１．０００Ｄａの分子量を有
する低分子およびタンパク質の群から選択される。これらの化合物は、しばしばライブラ
リーにおいて利用可能である。単一の化合物を、細胞試料の区別し得る部分中でインキュ
ベートすることが好ましい。しかし、少なくとも２つの化合物を１つの部分中でインキュ
ベートすることにより、化合物の共同的効果を調べることも可能である。細胞システムの
画分を、分析されるべき１または２以上の（前駆型）遺伝毒性化合物と共にインキュベー
トし、細胞のさらなる部分を化合物の不在下においてインキュベートして、システムのこ
のさらなる未処置の画分を、陰性対照として用いる。遺伝毒性ストレスに暴露する前の状
態を決定すること、およびそれを遺伝毒性ストレス後の状態と比較することにより、シス
テムを試験および対照のシステムとして同時に作用させることもまた可能である。さらな
る対照システムを、以下に概説する。
【００２６】
　用語「インキュベーション」は、化合物を細胞と、明確な期間（これは化合物および／
または標的の種類に依存する）にわたり、接触させることを表わす。インキュベーション
プロセスはまた、多様な他のパラメーター、例えば、細胞の型および検出の感度に依存し
、この最適化は、当業者に公知の慣用的な手順に従う。インキュベーションの手順は、変
異原の化学的変換なしで現実化することができ、または前駆型変異原の代謝的変換を伴っ
てもよい。化学溶液を添加すること、および／または物理学的手順、例えば熱の影響を適
用することは、試料中の標的の構造のアクセシビリティーを改善し得る。特定のインキュ
ベーション生成物が、インキュベーションの結果としてとして形成される。
【００２７】
　本発明の意味において有効な化合物の同定は、システムが発現することが可能な少なく
とも２つの定義されたタンパク質の発現パターンを決定することにより、間接的に行われ
る。決定は、特定された時間において行われ、実験の開始時および対照におけるシグナル
強度と相関される。例えば、対照システムは、化合物と共にインキュベートされない（陰
性対照）、または、対照システムは、遺伝毒性活性を有さない標準化合物と共にインキュ
ベートされる（陰性対照）。対照システムはまた、（前駆型）遺伝毒性活性を有する標準
化合物と共にインキュベートされてもよい（陽性対照）。活性は、発現の変化により明ら
かとなる。好ましくは、変異原により細胞において発現されるタンパク質を、変異原に暴
露されなかった細胞において発現されるタンパク質と比較する。処置の各々の間で、ペア
ワイズ比較を行う。ペアワイズ比較は、所与の処置条件下における所与のタンパク質につ
いての発現データを、第２の処置条件下におけるこのタンパク質についての発現データと
比較することを含む。比較は、好適な統計学的技術を用いて、既知および市販のプログラ
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ムの補助により行う。
【００２８】
　システムにおけるタンパク質の発現が、陰性、陽性もしくは陰性対照システムと比較し
て上方調節される場合、または、システムおよび陽性対照システムにおけるタンパク質の
発現が、実質的に同一である場合に、固有の（前駆型）遺伝毒性活性が検出されることは
、本発明の別の好ましい側面である。詳しくは、（ｉ）システムにおける、任意の化合物
と共にインキュベートされていない陰性対照システムと比較してより高いタンパク質発現
が、前記の活性を示す、または（ｉｉ）試験システムにおける、遺伝毒性および／または
前駆型遺伝毒性活性を有する標準化合物と共にインキュベートされる陽性対照システムと
比較して、実質的に同一またはより高いタンパク質発現が、前記の活性を示す、または（
ｉｉｉ）より低い濃度が相対的対照システムに割り当てられるという条件で、試験システ
ムにおけるもの以外の濃度を有する化合物と共にインキュベートされる相対的対照システ
ムにおいて、より高いタンパク質発現が、前記の活性を示す。上記の２つまたは全ての比
較を決定することは必要とされないが、（ｉ）、（ｉｉ）または（ｉｉｉ）下における発
現レベルの比較からもたらされる（前駆型）遺伝毒性活性の指標は、必然的に、任意の他
の比較的決定における（行われるか否かに関わらず）前記の活性を暗示することが理解さ
れるべきである。
【００２９】
　化合物と共にインキュベートされたシステムにおける前記タンパク質のうちの少なくと
も１つの発現レベルの、前記化合物と共にインキュベートされていないシステムと比較し
ての増大が、前記の活性を示すことが、より好ましい。前記タンパク質のうちの少なくと
も３、４、５、６、７、８または９つの発現レベルが増大することが、本発明の最も好ま
しい態様である。高度に好ましくは、対照システムとのタンパク質発現差異分析により、
既存の活性を検出する。
　本発明の別の好ましい側面において、発現レベルは、少なくとも１．５倍、より好まし
くは少なくとも１．６倍、最も好ましくは少なくとも１．８倍、高度に好ましくは少なく
とも１．９倍、および特に高度に好ましくは少なくとも２．１倍、増大する。
【００３０】
　対照システムのものと比較して１～１．１倍の発現レベルを提供するために、減少した
濃度の化合物が投与されることは、本発明の別の最も特別な側面である。減少した化合物
濃度とは、少なくとも１０％、好ましくは少なくとも２０％、より好ましくは少なくとも
３０％、最も好ましくは少なくとも４０％、高度に好ましくは少なくとも５０％、特に高
度に好ましくは少なくとも６０％の減少を指す。
　本発明の別のより好ましい側面において、化合物と共にインキュベートされたシステム
における前記タンパク質のうちの少なくとも１つの、遺伝毒性および／または前駆型遺伝
毒性活性を有する標準化合物と共にインキュベートされたシステムと比較して実質的に同
一の発現レベルが、前記の活性を示す。
【００３１】
　タンパク質発現、アミノ酸配列の決定およびバリアント分析をモニタリングするために
好適な試験は、当業者に公知であるか、または慣用的なこととして容易に設計することが
できる。本発明によるアッセイは、タンパク質発現を検出および／または定量するために
好適な任意のアッセイであってよい。発現レベルが免疫蛍光染色により決定されることは
、本発明の好ましい態様である。
【００３２】
　選択されるマーカーは、ハイスループットでのスクリーニングツール、好ましくはHigh
 Content Imaging（HCI）またはLuminex xMAP技術を確立するために、特に用いることが
できる。Luminexは、マイクロスフェアと称される小ビーズを、５００の区別し得るセッ
トに色でコードする。各々のビーズセットは、特定のバイオアッセイに特異的な試薬で被
覆することができ、試料からの特異的な分析物の捕捉および検出を可能にする。Luminex
技術は、特に、微粒子ビーズ状に固定されたサンドウィッチELISAと、フローサイトメト
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リーを組み合わせる。それは、１つの試料中の幾つかのタンパク質の同時の定量的測定を
可能にする。Luminexアナライザの内部において、光源は、各マイクロスフェア粒子を同
定する内部色素、およびまたアッセイ中に捕捉される任意のレポーター色素を励起する。
二重レーザーは、ビーズ（各分析物について特異的なビーズのスペクトル特性に基づいて
）、および結合しているフィコエリトリン（PE）蛍光を検出して同定するために使用され
る（Hoffmann et al, 2010, Toxicology 277, 49-58）。画像分析アルゴリズムを備えた
蛍光顕微鏡法を、情報学ツールと組み合わせる、自動化されたイメージングプラットフォ
ームは、細胞成分の局在、細胞の高分子構造および細胞機能の時間的動態の高分解能検査
による、何百万個もの細胞からの蛍光画像の分析を可能にする。HCI技術の毒物学的評価
のための適用は、in-vitroでの予測が、ヒト肝臓毒（hepatotoxicant）を同定することに
よる古典的な全臨床試験の実施を強化することができることを示す（Xu et al., 2008, T
oxicol Sci 105, 97-105）。さらに、HCI技術は、微小核（MN）を検出することによる遺
伝毒性評価のために用いることができる。in-vitroでのMN試験は、微小核と称される細胞
の細胞質中の染色体フラグメントを計数することにより、化合物に誘導される染色体異常
誘発性（染色体損傷）および異数性誘発性（染色体欠失）効果を検出する。HCIベースの
アッセイは、高性能のスコアにより遺伝毒性の潜在的能力を検出することができ、また、
異数性誘発性化合物と染色体異常誘発性化合物との間の識別を可能にする（Westerink et
 al., 2011, Mutat. Res. 724, 7-21）。
【００３３】
　さらに、その技術は、幾つかの選択されたエンドポイントの組み合わせを可能にし、生
物学的複雑性および分子相互作用をある程度まで保存することができる。HCIは、古典的
な遺伝毒性のエンドポイント（例えば、MNの誘導）および細胞マーカーの分析を、細胞の
生存率／細胞傷害性の同時取得と組み合わせることの可能性を提供する。細胞の生存率は
、遺伝毒性試験のために考慮すべき重要なパラメーターである。なぜならば、標準的なア
ッセイにおける偽陽性は、特に細胞傷害性を介して生じ得るからである。同じことは、p5
3などの分子マーカーを測定することについても真である。p53は、DNA損傷に対して極め
て高感度に反応するが、栄養欠乏および低酸素もまた、活性化を誘導し得る。用量の選択
についての細胞傷害性の考慮と、複数のエンドポイント測定により、偽陽性を防止するか
または減少させることができる。
【００３４】
　結果的に、本発明は、評価されるべき細胞からタンパク質試料を調製すること、当該タ
ンパク質試料を抗体と接触させること、抗体へのタンパク質結合を検出すること、および
検出された結果を対照細胞から調製されたタンパク質試料を用いて検出された結果と比較
することにより、遺伝毒性活性を有する化合物の細胞効果を予測するための方法に関する
。
【００３５】
　検出は、完全な細胞を、選択される検出方法に適用することにより行うことができる。
しかし、細胞抽出物を初めに提供することが好ましい。細胞溶解は、好適な周知の溶解バ
ッファー中で行うことができ、これは、浸透圧ショックを引き起こし、細胞膜に穿孔する
ことができる。細胞の構造の安定性はまた、ボールミル、フレンチプレス、超音波などの
機械力により、それぞれ細胞壁および細胞膜の酵素分解により、および／または界面活性
剤の作用により破壊してもよい。バイオマーカーをさらに精製して、邪魔な物質を除去し
てもよく、またはバイオマーカーを試料中で濃縮してもよい。下流の処理および／または
濃縮は、好ましくは、沈澱、透析、ゲル濾過、ゲル溶離、またはHPLCもしくはイオン交換
クロマトグラフィーなどのクロマトグラフィーにより行う。より良好な収率のために、幾
つかの方法を組み合わせることが推奨される。
【００３６】
　遺伝毒性を検出するための好適な試験は、当業者に公知であるか、または慣用的なこと
として容易に設計することができる。多くの異なる型のアッセイが知られており、その例
を以下に記載する。本発明によるアッセイは、遺伝子発現を検出および／または定量する
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ために好適な任意のアッセイであってよいが、遺伝毒性は、好ましくは、タンパク質p-p5
3（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345）、p-ATR（S
er428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）と特異的に相互作用
する物質を用いて決定される。
【００３７】
　用語「特異的物質」は、本明細書において用いられる場合、本発明のタンパク質と、認
識、結合および相互作用を可能にする様式において相互作用することができる、生物学的
および／または化学的構造を含む。特に、物質は、核酸、ペプチド、炭水化物、ポリマー
、５０～１．０００Ｄａの分子量を有する低分子およびタンパク質の群から選択され、好
ましくは、核酸およびタンパク質である。特異的物質は、信頼性のある結合および検出を
確実にするために、十分な感度および特異度を表わす。試料中に存在する他の生体分子は
、本発明のタンパク質マーカーについて特異的な物質に有意には結合しない。好ましくは
、マーカータンパク質以外の生体分子への結合のレベルは、マーカータンパク質のアフィ
ニティーの僅か１０％、より好ましくは僅か５％またはそれより低い結合アフィニティー
をもたらす。特異的物質は、対応するマーカータンパク質について少なくとも１０－７Ｍ
のアフィニティーを有する。特異的物質は、マーカータンパク質について、好ましくは１
０－８Ｍ、またはさらにより好ましくは１０－９Ｍのアフィニティーを有する。最も好ま
しい特異的物質は、アフィニティーについて、ならびに特異度についての、両方の最少判
断基準より高いことを満たすであろう。
【００３８】
　物質は、好ましくは、タンパク質の部分に対して特異的である。かかる部分は、それら
の領域に対する限定を表わし、これは特異的機能、すなわち認識のための構造決定要因の
提供の発現のために十分である。全ての切断は、必然的に、機能、例えば特有の認識の保
全の必要性により限定される。しかし、タンパク質フラグメントは、非常に小さくてもよ
い。好ましくは、物質は、選択された単一の標的との排他的かつ定方性の相互作用を保証
するために、単一特異性である。
【００３９】
　本発明によるタンパク質の認識は、物質との、アミノ酸配列の一次、二次および／また
は三次構造レベルにおける特異的相互作用により、実現することができる。本発明に関し
て、用語「認識」とは、それらに限定されることなく、特異的物質と標的との間の任意の
型の相互作用、特に、共有結合、疎水性／親水性相互作用、ファンデルワールス力、イオ
ン対、水素結合、リガンド－受容体相互作用、エピトープと抗体の結合部位との間の相互
作用、ヌクレオチド塩基対などの、共有的または非共有的な結合または会合に関する。か
かる会合はまた、ペプチド、タンパク質または他のヌクレオチド配列などの、他の分子の
存在を包含してもよい。
【００４０】
　特異的物質は、好ましくは、抗体、サイトカイン、リポカイン、受容体、レクチン、ア
ビジン、リポタンパク質、糖タンパク質、オリゴペプチド、ペプチドリガンドおよびペプ
チドホルモンからなる群より選択される。より好ましくは、抗体は、特異的物質として用
いられる。「抗体」とは、免疫グロブリン遺伝子またはそのフラグメントにより本質的に
コードされるポリペプチドを表わす。本発明によれば、抗体は、完全な免疫グロブリン、
または多数のよく特徴づけられたフラグメントを表わす。フラグメントは、好ましくは、
Ｆａｂフラグメント、Ｆｃフラグメント、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、可変領域、定常領域
、Ｈ鎖（ＶＨ）およびＬ鎖（ＶＬ）、より好ましくはＦａｂフラグメントおよびｓｃＦｖ
からなる群より選択される。ＦａｂフラグメントおよびＦｃフラグメントなどのフラグメ
ントは、多様なペプチダーゼを用いる切断により生成することができる。さらに、フラグ
メントは、操作して組換え的に、好ましくはｓｃＦｖとして発現させることができる。
【００４１】
　DNAアプタマーおよびRNAアプタマーは、広範な標的分子に対して高いアフィニティーを
表わすことが見出されている。標的の構造は、タンパク質、ペプチドおよび有機色素など
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の低分子、ヌクレオチド、アミノ酸、ビタミン、アルカロイドなどを含み得る。より好ま
しいものは、RNAアプタマーである。なぜならば、RNAにおいて利用可能な２’－ヒドロキ
シル基が、一対の分子内および分子間接触を促進し、後者は、同じ配列、異なる配列の分
子間で、またはRNAとRNAからなるものではない任意の他の分子との間に生じるからである
。これらの核酸リガンドは、効率的なin-vitro選択手順－いわゆるSELEXプロセス（syste
matic evolution of ligands by exponential enrichment：試験管内進化法）により、同
定することができる。RNAは、生体液中での核酸分解に対して非常に感受性が高いので、R
NAアプタマーは、例えばホスホロチオエート、ロックド核酸、Spiegelmersを用いて、化
学修飾されるべきである。Spiegelmersと称されるアプタマーのl-RNAバージョンは、天然
の分解プロセスに対して不浸透性であるので、特に長命である。広範な構造的標的に対す
るそれらの高いアフィニティーに起因して、アプタマーは、抗体と非常に類似して作用す
る。アプタマーは、標準的なホスホラミダイト化学を用いて合成することができる。さら
に、約３０ヌクレオチドより多くを有するRNAアプタマーは、in-vitro転写により有利に
大量に合成することができる。アプタマーの選択、合成および精製は、当業者に周知であ
る。
【００４２】
　特異的物質は、標識することができ、それを行う場合は、標識は、それらの固有の特徴
および適用されるべき検出方法、すなわち、必要とされる感度、共役の容易性、安定性の
要求、および利用可能な器具および廃棄手段の供給に依存する。特異的なインキュベーシ
ョン産物の検出のために、適用される方法は、モニタリングされるべき特異的なインキュ
ベーション産物に依存し、当業者に周知である。本発明による好適な検出方法の好ましい
例は、発光、特に蛍光、さらにはVIS呈色および／または放射活性放出である。
【００４３】
　発光は、化学発光、生物発光または光ルミネッセンスの結果としての光の放出に関する
。化学発光は、化学反応の結果として可視光の放出を伴い、一方、生物発光は、ルシフェ
ラーゼの活性を必要とする。現在好まれている光ルミネッセンスは、蛍光刺激としても知
られ、好ましくは放射線により提供される光子の吸収により引き起こされ、これは再び光
子として、３０～５０ｎｍの波長においてシフトして、約１０－８秒間の期間内において
、放出される。蛍光検出のための器具として、限定されないが、典型的なベンチトップ蛍
光光度計、蛍光マルチウェルプレートリーダー、光ファイバー蛍光光度計、蛍光顕微鏡、
および蛍光検出と組み合わされたマイクロチップ／微小流体システムが挙げられる。
　VIS呈色とは、裸眼に見えるようにするための、任意のアクロマティック物質の可視化
を表わす。好ましくは、呈色の強度は、光度計により測定される。
【００４４】
　同位元素の放射性放射線は、シンチレーションにより測定する。液体シンチレーション
のプロセスは、シンチレーションカクテルとして言及される無機溶媒および溶質の系にお
けるベータ放出の捕捉を介する、試料中のベータ崩壊の検出を含む。試料中の３Ｈ、１４

Ｃ、３２Ｐ、３３Ｐおよび３５Ｓなどの放射活性同位元素により放出されるベータ崩壊電
子は、溶媒分子を励起し、これが次いで溶質にエネルギーを移動する。溶質（光子）のエ
ネルギー放出は、シンチレーションカウンター内の光電子倍増管により電子的シグナルに
変換される。カクテルはまた、均一な試料の懸濁液を保持する可溶化剤としても作用する
。ガンマ線光子は、しばしば他の崩壊プロセス（系列崩壊）の結果として、新たに形成さ
れた核から過剰なエネルギーを取り除くために、生じる。それらは質量を有さず、それら
の進路に沿った衝突による直接的なイオン化を（たとえあるとしても）殆ど生じない。ガ
ンマ光子は、以下の３つの機構：コンプトン効果、光電効果、および電子対生成のうちの
１または２以上により、検出および量子化のために吸収される。本発明の有利なガンマ崩
壊同位体元素は、１２５Ｉである。
【００４５】
　標識方法は、標識が容易に検出できる限りは特に限定されない。「標識された特異的物
質」は、マーカータンパク質に結合した標識の存在を検出することによりマーカータンパ
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ク質の存在を検出することができるように、共有的にリンカーもしくは化学結合を通して
、またはイオン結合、ファンデルワールス結合、静電結合、疎水性相互作用結合または水
素結合を通して非共有的に、標識に結合しているものである。
【００４６】
　抗体の酵素への共有的結合は、グルタルアルデヒドとのカップリングなどの多様な方法
により行うことができる。酵素および抗体の両方を、遊離のアミノ基を介してグルタルア
ルデヒドと相互に連結させ、ネットワーク化された酵素と抗体との副生成物を取り除く。
別の方法において、酵素を、それがペルオキシダーゼなどの糖タンパク質である場合、糖
残基を介して抗体にカップリングする。酵素を、過ヨウ素酸ナトリウムにより酸化し、抗
体のアミノ基と直接的に相互に連結させる。炭水化物を含有する他の酵素もまた、この様
式において抗体にカップリングすることができるが、ときに、酸化に起因して活性の喪失
が観察される（例えばアルカリホスファターゼの活性の低下）。酵素のカップリングはま
た、抗体のアミノ基を、β－ガラクトシダーゼなどの酵素の遊離のチオール基と、スクシ
ンイミジル６－（Ｎ－マレイミド）ヘキサノアートなどのヘテロ二機能性リンカーを用い
て相互に連結させることにより行ってもよい。
【００４７】
　抗体のタンパク質への特異的免疫学的結合は、直接的にまたは間接的に検出することが
できる。直接的標識として、抗体に結合した蛍光または発光タグ、金属、色素、放射性核
種などが挙げられる。ヨウ素－１２５（１２５Ｉ）で標識された抗体を用いてもよい。タ
ンパク質マーカーに対して特異的な化学発光抗体を用いる化学発光アッセイは、タンパク
質レベルの高感度の非放射活性検出のために好適である。蛍光色素で標識された抗体もま
た好適である。蛍光色素の例として、限定することなく、DAPI、フルオレセインイソチオ
シアネート（FITC）、オレゴングリーン、ヘキスト33258、Ｒ－フィコシアニン、緑色蛍
光タンパク質（GFP）、Ｂ－フィコエリトリン、Ｒ－フィコエリトリン、ローダミン、テ
キサスレッド、テトラローダミンイソチオシアネート（TRITC）、Cy3、Cy5およびリサミ
ンが挙げられる。間接的標識として、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）、アルカ
リホスファターゼ（AP）、β－ガラクトシダーゼ、ウレアーゼなどの、当該分野において
周知の多様な酵素が挙げられる。セイヨウワサビペルオキシダーゼ検出系を、例えば過酸
化水素の存在下において４５０ｎｍにおいて検出可能な可溶性の生成物を生じる発色性物
であるテトラメチルベンジジン（TMB）と共に、用いることができる。アルカリホスファ
ターゼ検出系は、例えば、４０５ｎｍにおいて容易に検出可能な可溶性生成物を生じる発
色性物質であるｐ－ニトロフェニルホスフェートと共に用いることができる。同様に、β
－ガラクトシダーゼ検出系は、４１０ｎｍにおいて検出可能な可溶性生成物を生じる発色
性物質であるｏ－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ONPG）と共に用いるこ
とができる。ウレアーゼ検出系は、尿素－ブロモクレゾールパープルなどの基質と共に用
いることができる。自己消光される蛍光化合物は、腫瘍関連プロテアーゼ、酵素、例えば
ルシフェラーゼ、ナノ粒子、ビオチン、ジゴキシゲニンなどにより活性化される。
【００４８】
　本発明の別の好ましい態様において、アプタマーは、ジゴキシゲニン、ビオチン、化学
発光物質、蛍光色素、磁性ビーズ、金属ビーズ、コロイド粒子、高電子密度試薬、酵素（
これらは全て当該分野において周知である）、または放射性同位元素により標識される。
本発明の範囲において核酸を標識するための好ましい同位元素は、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ
、３３Ｐ、３５Ｓまたは１２５Ｉ、より好ましくは３２Ｐ、３３Ｐまたは１２５Ｉである
。
【００４９】
　競合的および非競合的イムノアッセイを含む多様なイムノアッセイ技術を用いることが
できる。用語「イムノアッセイ」は、限定することなく、競合的酵素免疫分析法（enzyme
 multiplied immunoassay technique：EMIT）、酵素結合免疫吸着測定法（ELISA）、Ｉｇ
Ｍ抗体捕捉ELISA（MAC ELISA）および微粒子酵素免疫測定法（MEIA）などの酵素免疫測定
法（EIA）、さらにはキャピラリー電気泳動イムノアッセイ（CEIA）、ラジオイムノアッ
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セイ（RIA）、免疫放射線測定アッセイ（IRMA）、蛍光偏光イムノアッセイ（FPIA）およ
び化学発光アッセイ（CL）を含む技術を抱合する。所望の場合、かかるイムノアッセイは
、自動化されていてもよい。イムノアッセイはまた、Luminex技術などのレーザー誘起蛍
光と組み合わせて用いてもよい。フローインジェクションリポソームイムノアッセイおよ
びリポソーム免疫センサーなどのリポソームイムノアッセイもまた、本発明における使用
のために好適である。さらに、タンパク質／抗体複合体の形成が光散乱の増大をもたらし
、それがマーカー濃度の関数としてのピーク速度シグナルに変換されるネフェロ分析アッ
セイは、本発明の方法における使用のために好適である。
【００５０】
　本発明の一態様において、抗体は、特異的物質として用いられ、インキュベーションの
生成物は、抗体を標識することにより、好ましくはELISA、RIA、フルオロイムノアッセイ
（FIA）、可溶性粒子免疫アッセイ（SPIA）またはウェスタンブロットにより検出される
。
【００５１】
　本発明の好ましい態様において、ELISAは、インキュベーションの生成物の検出のため
に用いられる。ELISAの成分は、免疫学的反応の一方のパートナーに結合した酵素である
。マーカータンパク質のトレーサー抗原（分析物誘導体）は、好ましくは、単一捕捉抗体
（本明細書において以後一次（primary）として言及される）を用いる競合的ELISAにおい
て標識され、一方、抗体は、好ましくは、非競合的ELISAにおいて標識され、これは好ま
しくは、前記マーカータンパクの一次抗体とは別のエピトープに指向される二次抗体（本
明細書において以後二次として言及される）による抗原－抗体複合体の沈澱を含む。抗原
と２つの抗体からなる複合体はまた、サンドウィッチ複合体とも称される。検出は、その
後の酵素による基質の、生成物、好ましくは呈色した生成物への変換を含み、これは、視
覚的な呈色、生物発光、蛍光、または電気的シグナルの測定（酵素電極）により認識され
る。本発明における標識のために有利な酵素は、当業者に公知であり、ペルオキシダーゼ
（例えば、HRP）、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（CAT）、緑色蛍光
タンパク質（GFP）、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（GST）、ルシフェラーゼ、β
－ガラクトシダーゼおよびAPなどである。
【００５２】
　さらに好ましいものは、免疫試薬中に組み込まれているか、または後でアッセイの免疫
試薬、好ましくは抗体にカップリングされる放射性同位元素を利用する、放射活性イムノ
アッセイである。本発明の方法における好ましい放射性同位元素は、３Ｈ、１４Ｃ、３２

Ｐ、３３Ｐ、３５Ｓおよび１２５Ｉ、より好ましくは１４Ｃ、３５Ｓおよび１２５Ｉであ
る。有利な方法は、結合の競合原理に従う。一定の量の放射活性タンパク質マーカーと、
分析されるべき試料の可変量の前記マーカーとは、過剰に存在する規定量の抗体について
競合する。トレーサーの転置は、マーカー濃度に直接的に比例し、これはキャリブレーシ
ョン曲線により評価することができる。
　有利にはフルオロフォアにより標識される抗原または抗体は、それぞれ、FIAにおいて
用いられる。
【００５３】
　SPIAは、凝集の結果としての銀粒子の色の変化を利用する。二次抗体および指示薬のい
ずれも、それを本発明の範囲において特に有用とする上で必要ではない。同様に有利であ
るのは、呈色したラテックス粒子に結合している抗体を用いるラテックス凝集試験である
。
【００５４】
　本発明の特異的インキュベーション生成物のための別の好ましい検出方法は、ウェスタ
ンブロットである。第１に、ゲルを混合して鋳型に流し、先に調製しておいた試料をゲル
上にロードし、電気泳動により分画する。ポリアクリルアミドゲル中に存在するタンパク
質は、ニトロセルロース膜上にブロットし、それに抗体を適用して、目的の特異的なタン
パク質を検出することができる。ウェスタンブロットは、簡便に、および濃度の正確な決
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定が不要である場合には有利に行われる。
【００５５】
　本発明のタンパク質マーカーに対して、区別し得る数の特異的抗体が利用可能である。
抗体は、通常、哺乳動物の生体内で、当該生物にとって未知であり３．０００ｇ／ｍｏｌ
を超える分子量を有する抗原により免疫応答が引き起こされる場合に産生される。抗体産
生のために好ましい宿主種は、ヤギ、ウサギおよびマウスを含む。異なる種に由来するさ
らなるポリクローナルおよびモノクローナル抗体およびそのフラグメントを選択すること
ができる。ハイブリドーマ技術などの一般的な技術は、当業者に周知である。抗体は、本
発明の方法において、特異的物質として適用される。
【００５６】
　抗体は、磁性またはクロマトグラフィーマトリックス粒子、アッセイプレート（例えば
マイクロタイターウェル）の表面、固体基質材料または膜（例えばプラスチック、ナイロ
ン、紙）の小片などの、多様な固体支持体上に固定することができる。アッセイストリッ
プは、抗体またはアレイ中の複数の抗体を、固体支持体上でコーティングすることにより
調製することができる。このストリップを、次いで、試験試料中に浸漬し、洗浄および検
出のステップを通して迅速に処理して、呈色したスポットなどの測定可能なシグナルを生
成させることができる。
【００５７】
　分析は、多様な物理的形式において行うことができる。例えば、多数の試験試料の処理
を容易にするために、マイクロタイタープレートまたは自動化の使用を用いてもよい。あ
るいは、時宜を得た様式における診断または予後予測を容易にするために、単一試料のフ
ォーマットを開発してもよい。有用な物理的フォーマットは、複数の異なるバイオマーカ
ーの検出のための複数の別々のアドレス指定できる位置を有する表面を含む。かかる形式
は、タンパク質マイクロアレイまたはタンパク質チップを含む。これらの態様において、
各々の別々の表面は、各々の位置における検出のための、１または２以上のタンパク質マ
ーカーに結合する抗体を含んでもよい。表面は、代替的に、表面の別々の位置において固
定された１または２以上の別々の粒子（例えば、マイクロ粒子またはナノ粒子）を含んで
もよく、ここで、マイクロ粒子は、検出のための１または２以上のタンパク質マーカーを
固定するための抗体を含む。一態様において、マトリックスが提供され、ここで、各々の
位置は、タンパク質についての別々の結合部位を表わし、およびここで、結合部位は、全
てのタンパク質p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（
Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）
について存在する。
【００５８】
　直接的または間接的標識からのシグナルは、例えば、発色性基質からの色を検出するた
めの分光光度計を用いて、１２５Ｉの検出のためのガンマカウンターなどの放射線を検出
する放射線カウンターを用いて、または特定の波長の光の存在下において蛍光を検出する
ための蛍光光度計を用いて、分析することができる。酵素結合抗体の検出のために、EMAX
マイクロプレートリーダー（Molecular Devices; Menlo Park, CA）などの分光光度計を
製造者の指示に従って用いて、定量的分析を行うことができる。所望される場合、本発明
のアッセイは、自動化されていても、またはロボットにより行うことができ、複数の試料
からのシグナルを同時に検出することができる。詳細には、タンパク質を蛍光により検出
することができ、これを、例えば蛍光レーザー顕微鏡およびCCDカメラにより記録し、蛍
光強度をコンピューターにより分析する。光学的画像を観察し、任意にカメラまたは他の
記録デバイス（例えば光ダイオードおよびデータ保存デバイス）により記録し、任意にさ
らに、本明細書における態様のいずれかにおいて処理する（例えば、画像をデジタル化し
、画像をコンピューター上で保存および分析する）。多様なデジタル化、デジタル化され
たビデオまたはデジタル化された光学的画像を保存および分析するために、市販の周辺機
器およびソフトウェアが利用可能である。１つの従来のシステムは、当該分野における一
般的な使用において、標本の視野からの光を冷却電荷結合素子（CCD）カメラへと運搬す
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る。CCDカメラは、画素（ピクセル）のアレイを含む。標本からの光は、CCD上で画像化さ
れる。標本の領域に対応する特定のピクセルが、各位置についての光強度の読み取り値を
得るためにサンプリングされる。速度を速めるために、複数のピクセルを並行して処理す
る。本発明の装置および方法は、例えば蛍光または暗視野顕微鏡技術により、任意の試料
を観察するために容易に用いることができる。
【００５９】
　スクリーニング方法の別の態様において、変異原性および／または前駆型変異原性活性
の検出を、さらに洗練することができる。この目的のために、p-p53（Ser15）、p21、p-H
2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr
14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の群から選択される幾つかのタンパク質を
検出することにより、タンパク質発現を決定して、シグナルの量またはシグナルの変化を
、システム中のタンパク質発現と相関させる。言い換えると、タンパク質の活性形態の発
現レベルは、放出された物理的シグナルの量、または放出された物理的シグナルの変化に
相関する。本発明の細胞システムは、多様な濃度の同定された（前駆型）遺伝毒性化合物
と共にインキュベートされる。変異原性化合物の存在下において観察される、放出される
シグナルの量またはシグナルの変化は、当該化合物により経験されるタンパク質発現の変
化の指標である。変化を次いで、試料中の変異原の濃度に関連付けることができる。すな
わち、キャリブレーション曲線により、マッチする濃度の測定が可能となる。好ましくは
、キャリブレーション曲線は、UV/VIS呈色または発光を用いる場合、Lambert-Beerの式に
基づく。化合物の遺伝毒性は、試料中のタンパク質の濃度を、変異原で処置された細胞お
よび／またはこれで処置されていない細胞の既知のタンパク質濃度レベルと比較すること
により、診断される。既知の濃度は統計学的に証明されており、したがってそれぞれ特定
のレベルまたは範囲を表わすことが、理解されるべきである。タンパク質発現の指向性お
よび強度もまた、本発明のマーカータンパク質の発現差異分析により、特定の因子による
明確な上方調節が認識されるものとして理解された。測定された任意の濃度であって未刺
激の細胞のタンパク質濃度レベルと異なるものは、試験された細胞試料の異常性を示すが
、一方、未刺激の細胞の濃度レベルに匹敵するタンパク質濃度においては、化合物は変異
原としては分類することができない。遺伝毒性を検出するためには、未刺激の細胞のタン
パク質濃度レベルよりも高い濃度を測定することが好ましい。この方法を用いて、本発明
者らは、マイクロモル以下、ナノモル濃度までの感度を実証した。キャリブレーションプ
ロットは、当該方法を、２桁にわたるダイナミックレンジにおいて適用することができる
ことを明らかにする。
【００６０】
　したがって、本発明の方法は、試験システムにおけるタンパク質発現レベルを、対照シ
ステムにおけるタンパク質発現レベルと比較することにより、遺伝毒性および／または前
駆型遺伝毒性活性のレベルをスクリーニングすることを含む。
【００６１】
　本発明のバイオマーカーパネルは、スクリーニング方法の範囲内において、２つのみの
マーカータンパク質の使用を可能にする感度を示すが、遺伝毒性を検出するために、これ
らより多くのマーカータンパク質を適用することが好ましい。本発明者らは、複数の変異
原応答性タンパク質を分析することは、低複数性タンパク質レポーターアッセイよりも広
い範囲の遺伝毒性応答をカバーすることにより、スクリーニングの安定性を増大させ、エ
ラー率を減少させることを示した。本発明の好ましい態様において、前記タンパクのうち
の少なくとも３、４、５、６、７、８または９、より好ましくは少なくとも５つのタンパ
ク質、最も好ましくは９つのタンパク質の発現レベルを決定する。
【００６２】
　少なくともタンパク質p-p53（Ser15）およびp21の発現レベルが決定されることが、最
も好ましい。少なくともタンパク質p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（S
er1981）およびp-Chk1（Ser345）の発現レベルが決定されることが、高度に好ましい。前
記の５つのタンパク質の発現に加えて、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）およ
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びp-Chk2（Thr68）の群から選択される、特にp-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）
、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の群から選択される１または２以上のタンパク質の発現
レベルを決定することができる。
【００６３】
　本発明の別の最も好ましい態様において、少なくともタンパク質p-p53（Ser15）、p21
、p-H2A.X（Ser139）、p-Chk1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-Chk2（Thr68）および任
意にMDM2の発現レベルを決定する。少なくともタンパク質p-p53（Ser15）、p-H2A.X（Ser
139）、p-Chk1（Ser345）およびp-Chk2（Thr68）の発現レベル、ならびにp21、および任
意にATRおよびMDM2の合計タンパク質レベルを決定することは、本発明のなお別の最も好
ましい態様である。
　タンパク質p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Se
r345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の
発現レベルを決定することは、高度に好ましい。
　言うまでもないことであるが、任意の好ましい態様における前記のそれぞれの好ましい
マーカータンパク質の発現は、対照システムにおけるタンパク質発現と比較される。
【００６４】
　システムまたはその試料が複数のタンパク質を発現することができ、複数のタンパク質
の発現パターンを対照システムにおける発現パターンと比較する場合、遺伝毒性を、化合
物に特異的に特徴づけることができる。特に、発現パターンを、複数のタンパク質および
／または改変された調節の程度の相関により決定する。本発明のスクリーニング方法は、
評価されるべき細胞に対して遺伝毒性活性を有する化学物質の効果を評価するのみならず
、またこの効果の詳細を示すこともできる。分類されるタンパク質の発現レベルを個々に
評価することにより、細胞に影響を及ぼす遺伝毒性活性を有する化学化合物をどのように
して評価するべきであるかを区別することが可能である。
【００６５】
　本発明はまた、スクリーニング方法の態様を教示し、ここで発現レベルは、スクリーニ
ングされるべき１または２以上の化合物を投与された哺乳動物、好ましくは実験哺乳動物
から回収された生物学的試料において、非遺伝毒性効果を示さない哺乳動物と比較して決
定され、ここで発現レベルの増大は、当該化合物が、遺伝毒性に感受性の病理学的状態に
ついて治療効果を有する見込みが高いことを示す。治療効果に、定性的レベルを組み込む
。「治療効果」は、ある程度まで、疾患の１または２以上の症状を軽減するか、あるいは
、疾患または病理学的状態に関連しているかまたはこれの原因である１または２以上の生
理学的または生化学的なパラメーターを、部分的にまたは完全に、正常まで回復させる。
さらに、表現「治療有効量」とは、この量を投与されていない対応する対象と比較して、
以下の結果を有する量を表わす：疾患、症候群、状態、愁訴、障害または副作用の処置の
改善、治癒、予防または除去、あるいはまた、疾患、愁訴または障害の進行の低減。表現
「治療有効量」はまた、正常な生理学的機能を増大させるために有効である量を包含する
。幾つかの化合物の試験は、哺乳動物対象の処置のために最も適している化合物の選択を
可能にする。選択された化合物のin-vivoでの投与速度は、有利に、特定の細胞に対して
、それらのin-vitroでのデータに関して、予め調整される。したがって、治療効力は著し
く増強される。
【００６６】
　本発明の別の側面において、例えば一連の化合物中で、（前駆型）遺伝毒性が最も低い
化合物または非（前駆型）遺伝毒性である化合物が同定され、ここで、発現レベルの増大
が最少であることまたは発現レベルが増大しないことが、前記化合物がその意図される用
途のために好適であることを示す。使用は、治療的または非治療的であってよく、任意の
特定の目的に限定されないが、当該分野において公知であるような意図される使用に準拠
する（例えば、マニュアル、文書など）。本発明の好ましい側面において、治療用化合物
を患者に投与するための方法が提供され、該方法は、本発明のスクリーニング方法を一連
の化合物により実施すること、遺伝毒性および前駆型遺伝毒性活性を有さない化合物を同
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定すること、ならびに前記化合物を、該化合物の意図される使用の必要がある患者に投与
することを含む。方法は、意図される使用の経過における逆の（前駆型）遺伝毒性効果の
除去以外の、任意の使用および／または前記使用のための最も活性な化合物の同定を目的
としないことが理解されるべきである。
【００６７】
　本発明はまた、化合物による処置への応答において、増殖、分化および／または損傷の
修復の調節解除により引き起こされるか、媒介されるか、および／または伝播される、癌
、腫瘍、転移および／または血管新生の障害を発症する見込みをモニタリングするための
方法に関し、ここで、p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-
Chk1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Th
r68）の群から選択される少なくとも２つのタンパク質の発現レベルが、前記化合物によ
るかかる処置を必要とし、それを投与された哺乳動物から回収された生物学的試料におい
て決定され、ここで、前記タンパク質のうちの少なくとも１つの発現レベルの増大が、前
記化合物が遺伝毒性および／または前駆型遺伝毒性活性を有すること、および前記見込み
が増大することを示す。化合物は、好ましくは、上記のような本発明のスクリーニング方
法により得られる。したがって、スクリーニング方法に関する本明細書の先の教示は、妥
当であり、目的にかなう場合は、モニタリングの方法に限定されることなく適用可能であ
る。
【００６８】
　上記の複数の遺伝子の同定は、状態、条件または処置の進行を評価するための強力なツ
ールを提供する。特に、ベースラインの結果を提供するために、手術、治療レジメンの開
始または治療レジメンの完了などの出来事の前に、患者において複数の遺伝子を同定する
ことができる。ベースラインを、次いで、かかる出来事の間またはその後のいずれかにお
いて同一の方法を用いて得られた結果と比較することができる。この方法を、診断および
予後予測の両方の目的のために用いることができる。
【００６９】
　本発明のモニタリングの方法は、ヒトおよび獣医の医学において使用することができる
。哺乳動物は、好ましくは、実験動物および／または非ヒト生物である。本明細書におい
て、化合物は、疾患の発症の前またはその後で投与することができ、１回または数回治療
として作用する。用語「有効量」または「有効用量」または「用量」は、本明細書におい
て置き換え可能として用いられ、疾患または病理学的状態に対して予防的または治療的に
適切な効果を有する、すなわち、組織、系、動物またはヒトにおいて、例えば研究者また
は医師により、求められるかまたは所望される生物学的または医学的応答を引き起こす、
医薬化合物の量を表わす。
【００７０】
　本発明の使用の前述の医薬品は、特に、治療的処置において用いられる。モニタリング
は、処置の一種であるとみなされ、ここで、化合物は、好ましくは、応答をブーストして
遺伝毒性に媒介される疾患の病原および／または症状を完全に根絶するために、明確な間
隔において投与される。同一の化合物または異なる化合物のいずれが適用されてもよい。
医薬はまた、遺伝毒性の影響に起因して増殖、分化および／または損傷の修復に関連する
疾患が発症する見込みを低減するか、またはそれらの疾患の開始を前もって予防するため
に、あるいは発生中または持続中の症状を処置するために、用いることができる。本発明
の意味において、予防的処置は、対象が、前述の生理学的または病理学的状態についての
何らかの前状態（家族性素質、遺伝的欠損または先に経過した疾患など）を有する場合に
得策である。本発明により関連する疾患は、好ましくは癌、腫瘍、転移および／または血
管新生の障害である。
【００７１】
　本発明による前記化合物は、最終的な非塩形態において用いてもよい。一方、本発明は
また、これらの化合物のその薬学的に受容可能な塩の形態の使用を包含し、これは、多様
な有機および無機の酸および塩基から、当該分野において公知の手順により誘導すること
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ができる。表現「薬学的に受容可能な塩」および「生理学的に受容可能な塩」は、本明細
書において交換可能に用いられ、本発明に関して、本発明による化合物をその塩のうちの
一つの形態において含む活性成分を意味する（この塩形態が、活性成分に、当該活性成分
の遊離の形態または先に使用された当該活性成分の任意の他の塩形態と比較して改善され
た薬物動態学的特性を付与する場合は特に）ものと理解される。活性成分の薬学的に受容
可能な塩形態はまた、この活性成分を、それが先には有していなかった所望される薬物動
態学的特性を備えたものとして初めて提供することができ、この活性成分の薬力学に対し
て、体内におけるその治癒能力に関して前向きな影響すら有することができる。
【００７２】
　さらに、本発明は、薬物による治療的処置に対する応答において、患者が腫瘍を罹患す
る見込みを予測するための、in-vitroでの方法に関し、該方法は、以下のステップを含む
：
（ｉ）前記患者の組織または血漿からの生検試料において、p-p53（Ser15）、p21、p-H2A
.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14
／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の群から選択される少なくとも２つのタンパ
ク質の発現レベルを測定すること、
（ｉｉ）前記患者の組織または血漿からの組織試料を、前記薬物にex vivoで暴露するこ
と、ならびに
（ｉｉｉ）ステップ（ｉｉ）の前記の暴露された試料において、ステップ（ｉ）において
特定された前記タンパク質の発現レベルを測定し、それと共にステップ（ｉ）および（ｉ
ｉｉ）において測定される発現レベルの差異を計算すること、ここで、このステップ（ｉ
ｉｉ）において得られた前記タンパク質のうちの少なくとも１つの発現レベルの、ステッ
プ（ｉ）と比較した増大は、前記薬物が遺伝毒性および／または前駆型遺伝毒性活性を有
すること、および前記見込みが増大されることを示す。
【００７３】
　本発明の目的はまた、p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、
p-Chk1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（
Thr68）の群から選択される少なくとも２つのタンパク質の、遺伝毒性および／または前
駆型遺伝毒性活性を有する化合物をスクリーニングするためのマーカータンパク質として
の使用である。スクリーニング方法に関する本明細書の先の教示は、妥当であり、目的に
かなう場合は、前記の使用に限定されることなく適用可能である。
【００７４】
　少なくとも１つのマーカータンパク質と特異的に相互作用する物質を、遺伝毒性または
前駆型遺伝毒性活性を検出するために使用することは、本発明のなお別の目的である。各
々が、p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345）
、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の群から
選択される異なるタンパク質に対する特異的結合を有する少なくとも２つの抗体を、遺伝
毒性および／または前駆型遺伝毒性活性を検出するため用いることは、本発明の好ましい
側面である。抗体は、好ましくは、同位元素、例えば発色団、発光団または色素原で直接
的に標識されるか、後でストレプトアビジン複合体が結合し得るビオチンで、間接的に標
識される。抗体の存在下または不在下においてアッセイすることにより、目的のマーカー
タンパク質の存在または不在を検出することができる。スクリーニング方法に関する本明
細書の先の教示は、妥当であるとみなされ、目的にかなう場合は、前記の抗マーカー抗体
の前記の使用に限定されることなく適用可能である。
【００７５】
　本発明はまた、遺伝毒性および／または前駆型遺伝毒性活性の検出における使用のため
のキットとして実施してもよく、該キットは、各々が、p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（
Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Ty
r15）、Gadd45aおよびp-Chk2（Thr68）の群から選択される異なるタンパク質に対して特
異的結合を有する、少なくとも２つの抗体を含む。キットは特に、本発明の方法を、遺伝
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毒性および／または前駆型遺伝毒性活性を有する化合物をスクリーニングするために実施
するために、設計される。本発明のキットは、本発明の方法を実施する方法についての、
文書による説明書を含むか、ユーザーを文書による説明書に導く物品を含んでもよい。ス
クリーニング方法に関する本明細書の先の教示は、妥当であるとみなされ、目的にかなう
場合は、キットに限定されることなく適用可能である。
【００７６】
　本発明の範囲において、９つまでのタンパク質の固有のタンパク質発現パターンを適用
する、遺伝毒性活性を有する化合物をスクリーニングするための方法が、初めて提供され
る。本発明は、遺伝毒性と関連するマーカータンパク質の特徴的な発現フィンガープリン
トを教示する。データは、in-vitroでの機構的プロファイリングが、単一エンドポイント
の検出と比較して強力な遺伝毒性を予測するためのツールであることを支持する。機構的
プロファイリングは、かかるデータの解釈の間に有益であり、機構的研究は、遺伝毒性化
合物の分類を容易にする強力なツールである。さらに、機構的データは、遺伝毒性化合物
についての化学的特徴づけおよびリスク評価を改善するであろう。医薬の開発の間の初期
スクリーニングにタンパク質プロファイリングを適用することは、開発の初期において異
なる分子をランク付けして遺伝毒性の特徴を有する化合物を強調し、in-vivoにおけるフ
ォローアップ試験を回避することにより経費を節減し、動物を救うために役立つ。
【００７７】
　見出された９つの推定のマーカータンパク質は、未知の化合物をスクリーニングするた
めに用いることができ、これは、それらの遺伝毒性および／または前駆型遺伝毒性潜在能
力の特徴の特異的かつ高感度な同定および特徴づけを、薬物開発の初期において効果的に
可能にする。９つまでの推定のマーカータンパク質機能的に発現することができる細胞シ
ステムの遺伝毒性ストレスは、この細胞システムの対象と比較して、これらのマーカータ
ンパク質の発現および活性化の増大をもたらす。組み合わせにおける前述のタンパク質は
相乗効果を有し、したがって高性能により遺伝毒性物質を検出することを可能にする。差
次的に発現されたタンパク質の分析は、ハイスループット試験システムのために特に好適
である。High Content Imaging（HCI）ベースのタンパク質発現分析を、未知の作用の様
式を有する遺伝子毒に対して有利に適用して、薬物発見のプロセスの初期においてそれら
が遺伝毒性効果を発揮する潜在能力を予測することができる。それに加えて、HCIを用い
る細胞ベースのモデルは、低分子のニーズによりデータを迅速に作製する利点を有する。
本発明の検出方法ならびに生じるモニタリングの方法は、簡便で、費用効率が高く、信頼
し得る様式において行うことができる。（前駆型）遺伝毒性活性を有する化合物は、少な
くとも７５％、より好ましくは少なくとも８０％、最も好ましくは少なくとも９０％の感
度および／または特異度によりスクリーニングされる。本明細書において、「感度」とは
、全ての陽性に試験される化合物に対して相対的な、陽性であると正確に試験される化合
物の数を表わし、「特異度」とは、全ての陰性化合物に対して相対的な、陰性であると試
験される化合物の数を表わす。この特異的マーカーセットを、微小核アッセイのような他
の遺伝毒性エンドポイントと組み合わせて、広範な潜在的に遺伝毒性である化合物につい
ての高度に予測的なスクリーニングシステムを作製することができる。
　本明細書における全ての引用は、本発明の開示においてその全体において参考として援
用される。
【００７８】
　本発明は、本明細書において記載される特定の方法、特異的物質、使用およびアレイに
限定されないことが理解されるべきである。なぜならば、かかる事項は変化し得るからで
ある。また、本明細書において用いられる用語は、単に特定の態様を記載する目的のため
のものであり、本発明野範囲を限定することを意図するものではなく、それは添付される
請求の範囲によってのみ定義されることも、理解されるべきである。添付される請求の範
囲を含む本明細書において用いられる場合、「a」、「an」および「the」などの単語の単
数形は、文脈が明確に他を指示しない限りにおいて、それらの対応する複数の参照対象を
含む。したがって、例えば、「a compound」への言及は、単一または幾つかの異なる化合
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物を含み、「a method」への言及は、当業者に公知の等価なステップおよび方法への言及
を含む、などとなる。他に定義されない限りにおいて、本明細書において用いられる全て
の技術用語および化学用語は、本発明が属する分野における当業者により一般的に理解さ
れるものと同じ意味を有する。
【００７９】
　本発明によって本質的である技術は、明細書において詳細に記載される。詳細には記載
されない他の技術は、当業者に周知である標準的な方法に対応するか、または当該技術は
、引用される参考文献、特許出願もしくは標準的な文献においてより詳細に記載される。
本明細書において記載されるものに類似するかまたはそれと等しい方法および材料を、本
発明の実施または試験において用いてもよく、好適な例を以下に記載する。以下の例は、
説明を目的とするものであり、限定のためのものではない。例の中において、（実際的で
ある場合は常に）汚染性の活性からフリーである、標準的な試薬およびバッファーが用い
られる。例は、特に、それらは明示的に示された特徴の組み合わせに限定されるものでは
なく、例示された特徴は、本発明の技術的な問題が解決される場合には、非制限的に再び
組み合わされてもよいものと、解釈されるべきである。
【００８０】
　表１は、分析された５つのタンパク質および４つの補足マーカーと、それらの転写後修
飾、（代替的な）タンパク質の名称、（代替的な）遺伝子の名称およびアクセッション番
号（これらは各々のタンパク質について特有である）を列記する。
【００８１】
　表２は、９つのタンパク質マーカー（p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-AT
M（Ser1981）、p-Chk1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45a
およびp-Chk2（Thr68））についての、（前駆型）遺伝毒性物質（シクロホスファミド、
７，１２－ジメチルベンズアントラセン、アフラトキシンＢ１、２－アセチルアミノフル
オレン、アクチノマイシンＤ、メチルメタンスルホン酸、エトポシド）ならびに非遺伝毒
性物質（Ｄ－マンニトール、フェンホルミンＨＣｌ、プロゲステロン）で試験された結果
を列記する。陽性／陰性の結果を、それぞれ赤／緑の色により示す。
【００８２】
　表３は、in-vitro遺伝毒性試験の実施を審査するためにEuropean Center for the Vali
dation of Alternative Methods（ECVAM）により推奨される、群１の化学物質（「in-vit
roでの哺乳動物細胞遺伝毒性試験において陽性として検出されるべきである、in-vivo遺
伝毒性物質」）（Kirkland et al., 2008, Mutat. Res. 653, 99-108）を列記する。
【００８３】
　表４は、in-vitro遺伝毒性試験の実施を審査するためにEuropean Center for the Vali
dation of Alternative Methods（ECVAM）により推奨される、群２の化学物質（「in-vit
roでの哺乳動物細胞遺伝毒性試験において陰性の結果を生じるべきである、非遺伝毒性発
癌物質を含む非DNA反応性化学物質」）（Kirkland et al., 2008, Mutat. Res. 653, 99-
108）を列記する。
【００８４】
　表５は、in-vitro遺伝毒性試験の実施を審査するためにEuropean Center for the Vali
dation of Alternative Methods（ECVAM）により推奨される、群３の化学物質（「in-vit
roでの哺乳動物細胞遺伝毒性試験において陰性の結果を生じるべきであるが、しばしば高
濃度において、または高レベルの細胞傷害性において、マウスリンパ腫細胞において染色
体異常またはｔｋ変異を誘導することが報告されている化学物質」）（Kirkland et al.,
 2008, Mutat. Res. 653, 99-108）を列記する。
【００８５】
　表６は、ECVAMにより推奨される、群１の化学物質（「in-vitroでの哺乳動物細胞遺伝
毒性試験において陽性として検出されるべきである、in-vivo遺伝毒性物質」）、および
自己蛍光（AF）により限定されるそれらの試験された最高濃度、先の実験に基づく細胞傷
害性（Cyto）および沈澱（Prec）、ならびに、２つの細胞傷害性パラメーター：有効視野
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あたりの選択細胞カウント（SCC）およびCMFDA細胞質平均強度（CMFDA）についての＜５
０％の最高濃度を列記する。
【００８６】
　表７は、ECVAMにより推奨される、群２の化学物質（「in-vitroでの哺乳動物細胞遺伝
毒性試験において陰性の結果を生じるべきである、非遺伝毒性発癌物質を含む非DNA反応
性化学物質」）、および自己蛍光（AF）により限定されるそれらの試験された最高濃度、
先の実験に基づく細胞傷害性（Cyto）および沈澱（Prec）、ならびに、２つの細胞傷害性
パラメーター：有効視野あたりの選択細胞カウント（SCC）およびCMFDA細胞質平均強度（
CMFDA）についての＜５０％の最高濃度を列記する。
【００８７】
　表８は、ECVAMにより推奨される群３の化学物質（「in-vitroでの哺乳動物細胞遺伝毒
性試験において陰性の結果を生じるべきであるが、しばしば高濃度において、または高レ
ベルの細胞傷害性において、マウスリンパ腫細胞において染色体異常またはｔｋ変異を誘
導することが報告されている化学物質」）および自己蛍光（AF）により限定されるそれら
の試験された最高濃度、先の実験に基づく細胞傷害性（Cyto）および沈澱（Prec）、なら
びに、２つの細胞傷害性パラメーター：有効視野あたりの選択細胞カウント（SCC）およ
びCMFDA細胞質平均強度（CMFDA）についての＜５０％の最高濃度を列記する。
【００８８】
　表９は、５つのタンパク質マーカー（p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-AT
M（Ser1981）、p-Chk1（Ser345））についての、ECVAMにより推奨される群１の化学物質
（「in-vitroでの哺乳動物細胞遺伝毒性試験において陽性として検出されるべきである、
in-vivo遺伝毒性物質」）により試験された結果を列記する。陽性／陰性の結果を、それ
ぞれ赤／緑の色により示す。
【００８９】
　表１０は、５つのタンパク質マーカー（p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X(Ser139）、p-A
TM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345））についての、ECVAMにより推奨される群２の化学物質
（「in-vitroでの哺乳動物細胞遺伝毒性試験において陰性の結果を生じるべき非遺伝毒性
発癌物質を含む、非DNA反応性化学物質」）により試験された結果を列記する。陽性／陰
性の結果を、それぞれ赤／緑の色により示す。
【００９０】
　表１１は、５つのタンパク質マーカー（p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X(Ser139）、p-A
TM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345））についての、ECVAMにより推奨される群３の化学物質
（「in-vitroでの哺乳動物細胞遺伝毒性試験において陰性の結果を生じるべきであるが、
しばしば高濃度において、または高レベルの細胞傷害性においてマウスリンパ腫細胞にお
いて、染色体異常またはｔｋ変異を誘導することが報告されている化学物質」）により試
験された結果を列記する。陽性／陰性の結果を、それぞれ赤／緑の色により示す。
【００９１】
　表１２は、MILLIPLEX MAP 磁性ビーズキットおよびLuminexシステムを用いる、細胞ラ
イセート中のリン酸化されたp53（Ser15）およびp21の合計タンパク質レベルの変化の結
果を列記する。
【００９２】
例
・化学物質および細胞培養培地の補充
　試験された化合物のセットは、in-vitro遺伝毒性試験の実施を審査するためにEuropean
 Center for the Validation of Alternative Methods（ECVAM）により推奨される：既に
試験されている３群の化合物の２つを列記する（表３、４および５）（Kirkland et al.,
 2008, Mutat. Res. 653, 99-108）。試験された全ての化合物は、９７％の最低純度にお
いて得た。化合物の殆どはSigma-Aldrich（Taufkirchen, Germany）からオーダーしたが
、但し以下を除く：シクロホスファミドはCalbiochem（Darmstadt, Germany）から；２－
アセチルアミノフルオレンおよびタキソールはAcros Organics（Geel, Belgium）から、
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ジメチルニトロソアミンおよびフルオメツロンはDr. Ehrenstorfer GmbH（Augsburg, Ger
many）から、２－アミノ－３メチルイミダゾ［４，５－ｆ］キノロンおよび２－アミノ－
１－メチル－６－フェニルイミダゾ［４，５－ｆ］ピリジンはApollo Scientific Ltd.（
Bredbury, UK）から、Ｎ，Ｎ－ジクロロヘキシルチオウレアおよびアミトロールはTCI Eu
rope（Zwijndrecht, Belgium）から、ならびに硫酸エフィドリンはLGC（Teddington, UK
）から。DMEM/F12、ゲンタマイシンおよびピルビン酸ナトリウムは、Invitrogen Corp.（
Karlsruhe, Germany）から購入した。ウシ胎児血清（FBS）は、HyClone（オーダー番号SV
30160.03、ロット番号RSJ30856、HyClone UK Ltd., Cramlington, UK）から得た。Β－ナ
フトフラボン／フェノバルビタールにより誘導されるラット肝臓S9（オーダー番号R1081.
S9、ロット番号0710507）は、Tebu-bio（Offenbach, Germany）からオーダーした。トリ
プシン、還元型β－ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド２’－リン酸四ナトリウム塩
水和物（NADPH）およびペニシリン／ストレプトマイシン溶液は、Sigma-Aldrich（Taufki
rchen, Germany）から得た。塩化マグネシウム、塩化カリウム、リン酸ナトリウム一塩基
性一水和物およびリン酸ナトリウム二塩基性七水和物は、Merck KGaA（Darmstadt, Germa
ny）から購入した。
【００９３】
・細胞培養
　HepG2細胞（オーダー番号HB-8065、ロット58483209、ATCC, Manassas, USA）を、DMEM/
F12中で、Ｌ－グルタミン、ならびに１０％（ｖ／ｖ）FBS、１％（ｖ／ｖ）ペニシリン（
１０ｋＵ／ｍｌ）／ストレプトマイシン（１０ｍｇ／ｍｌ）溶液、０．１％（ｖ／ｖ）ゲ
ンタマイシン（５０ｍｇ／ｍｌ）、および１ｍＭのピルビン酸ナトリウムを補充した１５
ｍＭのHepesと共に、３７℃および５％ＣＯ２において、培養フラスコ中で培養した。実
験に依存して、トリプシンを用いる細胞の剥離の後で、適切な数の細胞をプレート上に播
種し、細胞を、３７℃および５％ＣＯ２において、処置の前に２４時間培養した。全ての
実験を、４～２０回継代した細胞を用いて、３回行った。
【００９４】
９つの推定のマーカータンパク質の試験
・細胞の処置および用量の選択
　細胞を、黒色のポリ－Ｄ－リジンコートされた９６ウェルプレート（BD Biocoat, Fran
klin Lakes, USA）上に播種し（０．０２×１０６細胞／ウェル）、接着のために２４時
間静置し、次いで、試験化合物で処置した。各化合物について、２倍連続希釈による７つ
の濃度を試験した。DMSO（１％（ｖ／ｖ））を、実験のためのビヒクル対照として利用し
た。処置の手順は、直接的遺伝毒性化合物と前駆型遺伝毒性化合物とで、異なった。直接
的遺伝毒性化合物のための処置を続けたまま、４８時間にわたって、１日１回繰り返した
。前駆型遺伝毒性化合物は、代謝活性化システムと一緒に６時間インキュベートした（S9
混合物の細胞傷害性効果を限定するために）。この期間の後で、細胞を細胞培地で洗浄し
、４８時間にわたり、１日１８回繰り返した。用いられた代謝活性化システムは、以下の
成分および濃度からなった：プレ混合物中で、８ｍＭのＭｇＣｌ２、３２．８ｍＭのＫＣ
ｌ、１２ｍＭのNADPH、１２４ｍＭのリン酸バッファーおよび２５００ｐｍｏｌ／ｍｌの
チトクロムP450（CYP）の含有物は、細胞培養培地での１：３．３３希釈の後での最終濃
度として、２．４ｍＭのＭｇＣｌ２、９．８ｍＭのＫＣｌ、３．６ｍＭのNADPH、３７．
２ｍＭのリン酸バッファー、および７５０ｐｍｏｌ／ｍｌのCYPに対応した。
【００９５】
・免疫蛍光染色
－染色細胞傷害性パラメーターについてのプロトコル：
　処置の後で、細胞をPBS（Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Germany）でリンスし、次い
で細胞培養培地中１０μＭのCellTracker Green ５－クロロメチルフルオレセイン二酢酸
（CMFDA）（Invitrogen, Karlsruhe, Germany）で染色した。CMFDAは、それ自体は非蛍光
であり、生細胞中のエステラーゼにより蛍光色素へと加水分解される。チオール基との反
応は、細胞に非透過性の蛍光色素付加物をもたらす。エステラーゼ活性は、細胞の生存率
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の指標として用いることができる（Papadopoulos et al., 1994, J Immunol Methods 177
, 101-111）。３７℃における３０分間のインキュベーション期間の後で、細胞をPBSで洗
浄し、次いでPBS中３．７％のホルムアルデヒド（Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany
）で２０分間固定した。その後、０．０５％のTween 20による２回のさらなる洗浄ステッ
プが続き、次いで細胞をPBSで洗浄し、最終的にPBSを添加し、細胞を測定した。
【００９６】
－推定のマーカータンパク質のための染色プロトコル：
　処置の後で、細胞をPBS（Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Germany）でリンスし、次い
でPBS中３．７％のホルムアルデヒド（Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany）で２０分
間固定した。PBSで２回洗浄した後、細胞を、PBS中７．５％のヤギ血清（Sigma-Aldrich,
 Taufkirchen, Germany）および０．３％のTriton X-100（Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
 Germany）で３０分間ブロッキングおよび透過処理した。ブロッキング／透過処理溶液中
で以下の最終濃度まで別々に希釈した各一次抗体を、その後添加した：１０μｇ／ｍｌの
抗Gadd45αウサギモノクローナル抗体IgG（Cell Signaling, Danvers, USA）、１０μｇ
／ｍｌの抗p21ウサギモノクローナル抗体IgG（Cell Signaling, Danvers, USA）；５μｇ
／ｍｌの抗p-ATM（Ser1981）ウサギモノクローナル抗体IgG（Cell Signaling, Danvers, 
USA）；１０μｇ／ｍｌの抗p-ATR（Ser428）ウサギモノクローナル抗体IgG（Cell Signal
ing, Danvers, USA）；４μｇ／ｍｌの抗p-cdc2（Tyr15／Thr14）ウサギポリクローナル
抗体IgG（Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA）；２０μｇ／ｍｌの抗p-
Chk1（Ser345）ウサギモノクローナル抗体IgG（Cell Signaling, Danvers, USA）；２０
μｇ／ｍｌの抗p-Chk2（Thr68）ウサギモノクローナル抗体IgG（Cell Signaling, Danver
s, USA）；２．５μｇ／ｍｌの抗p-ヒストンH2A.X（Ser139）ウサギモノクローナル抗体I
gG1（Cell Signaling, Danvers, USA）または２μｇ／ｍｌの抗p-p53（Ser15）ウサギモ
ノクローナル抗体IgG（Invitrogen, Karlsruhe, Germany）。１６～１８時間にわたるイ
ンキュベーションの後で、細胞をPBS中０．０５％のTween 20（Calbiochem, Darmstadt, 
Germany）で２回洗浄し、ブロッキング／透過処理溶液中の二次抗体／１６μＭのHoechst
染色溶液を添加した。二次抗体（Alexa Fluor 488ヤギ抗ウサギIgG、Invitrogen, Karlsr
uhe, Germany）を、最終濃度２μｇ／ｍｌまで希釈した。１時間のインキュベーションと
、その後の０．０５％のTween 20による２回のさらなる洗浄ステップの後で、細胞をPBS
で洗浄し、最終的にPBSを添加し、細胞を測定した。
【００９７】
・細胞傷害性パラメーターについての画像取得および分析：
　画像取得は、ArrayScan VTI HCSリーダー（Cellomics, Pittsburgh, USA）において、
１０×の対物レンズを用いて、行った。十分な細胞を検出するために、各ウェルの中心か
ら始めて２０枚の画像を集めた。
【００９８】
　各色素のための励起／発光波長に従って、フィルターを選択した：
－細胞傷害性パラメーターについてのプロトコル：
チャネル１：３６５±２５および５１５±１０ｎｍ（XF93－Hoechst）、Hoescht 33342に
対して
チャネル２：４７５±２０および５１５±１０ｎｍ（XF93－FITC）、CMFDAに対して
【００９９】
・画像取得および推定のマーカータンパク質についての分析：
　画像取得は、ArrayScan VTI HCSリーダー（Cellomics, Pittsburgh, USA）において、
２０×の対物レンズを用いて行った。十分な細胞を検出するために、各ウェルの中心から
始めて２０枚の画像を集めた。
【０１００】
　各色素のための励起／発光波長に従って、フィルターを選択した：
－推定のマーカータンパク質のためのプロトコル：
チャネル１：３６５±２５および５１５±１０ｎｍ（XF93－Hoechst）、Hoescht 33342に
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対して
チャネル２：４７５±２０および５１５±１０ｎｍ（XF93－FITC）、Alexa Fluor 488ヤ
ギ抗ウサギに対して
【０１０１】
　画像の分析は、ソフトウェアiDevおよびBioapplicationバージョン４により行った（Ce
llomics, Pittsburgh, USA）。染色された核を、核および細胞質の局在のために用いた（
核の周囲の輪）。
　以下の読み出しパラメーターを作製した：
－細胞傷害性パラメーターのためのプロトコル：
チャネル１：有効視野あたりの選択細胞カウント
チャネル２：CMFDA細胞質平均強度
－推定のマーカータンパク質のためのプロトコル：
チャネル２：タンパク質核平均強度
【０１０２】
・データ分析および解釈
　処置された試料のビヒクル対照に対する調節の倍率を、各化合物および濃度について計
算した。統計学的有意（ｐ値＜０．０５）は、スチューデントｔ検定を用いて決定した。
各パラメーターについての閾値を、対照値と比較して、対照値に標準偏差の３倍を加算し
たものに基づいて選択した。p-p53（Ser15）、p-H2A.X（Ser139）およびp-ATM（Ser1981
）について、閾値を１．５に、p21、p-Chk1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Tyr1
5/Thr14）およびGadd45αについては１．６に、p-Chk2（Thr68）については１．９に設定
した。沈澱または自己蛍光による濃度、ならびに２つの細胞傷害性パラメーター（有効視
野あたりの選択細胞カウントおよびCMFDAの細胞質における強度）のうちの少なくとも１
つにおいて≧５０％の細胞傷害性効果を示した濃度を除外した。
【０１０３】
５つのマーカータンパク質の試験
・細胞の処置および用量の選択
　細胞を、黒色のポリ－Ｄ－リジンコートされた９６ウェルプレート（BD Biocoat, Fran
klin Lakes, USA）上に播種し（０．０２×１０６細胞／ウェル）、接着のために２４時
間静置し、次いで、試験化合物で、ICH S2（R1）ガイドライン（EMA, 2011）により推奨
される１ｍＭの最大濃度において、処置した。各化合物について、２倍連続希釈による９
つの濃度を試験した。DMSO（１％（ｖ／ｖ））を、実験のためのビヒクル対照として利用
した。処置の手順は、直接的遺伝毒性化合物と前駆型遺伝毒性化合物とで、異なった。直
接的遺伝毒性化合物のための処置を続けたまま、４８時間にわたって、１日１回繰り返し
た。前駆型遺伝毒性化合物は、代謝活性化システムと一緒に６時間インキュベートした（
S9混合物の細胞傷害性効果を限定するために）。この期間の後で、細胞を細胞培地で洗浄
し、４８時間にわたって、１日１８回繰り返した。用いられた代謝活性化システムは、以
下の成分および濃度からなった：プレ混合物中で、８ｍＭのＭｇＣｌ２、３２．８ｍＭの
ＫＣｌ、１２ｍＭのNADPH、１２４ｍＭのリン酸バッファーおよび２５００ｐｍｏｌ／ｍ
ｌのチトクロムP450（CYP）の含有物は、細胞培養培地での１：３．３３希釈の後での最
終濃度として、２．４ｍＭのＭｇＣｌ２、９．８ｍＭのＫＣｌ、３．６ｍＭのNADPH、３
７．２ｍＭのリン酸バッファー、および７５０ｐｍｏｌ／ｍｌのCYPに対応した。
【０１０４】
・免疫蛍光染色
　各化合物について、代謝活性化システムを用いて、およびこれを用いずに、２つの異な
る染色手順を行った：
－染色プロトコル１：
　処置の後で、細胞をPBS（Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Germany）でリンスし、次い
でPBS中３．７％のホルムアルデヒド（Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany）で２０分
間固定した。PBSによるさらなる洗浄ステップの後で、細胞をPBS中２％のロバ血清（Mill
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ipore, Schwalbach, Germany）および０．２５％のTriton X-100（Sigma-Aldrich, Taufk
irchen, Germany）で３０分間ブロッキングおよび透過処理した。ブロッキング／透過処
理溶液中で以下の最終濃度まで希釈した一次抗体を、その後添加した：２μｇ／ｍｌの抗
p-p53（Ser15）ウサギモノクローナル抗体IgG（Invitrogen, Karlsruhe, Germany）、０
．８μｇ／ｍｌの抗p21ヤギポリクローナル抗体IgG（R&D systems, Minneapolis, USA）
；４μｇ／ｍｌの抗p-ヒストンH2A.X（Ser139）マウスモノクローナル抗体IgG1（Millipo
re, Schwalbach, Germany）。１６～１８時間にわたるインキュベーションの後で、細胞
をPBS中０．０５％のTween 20（Calbiochem, Darmstadt, Germany）で洗浄し、ブロッキ
ング／透過処理溶液中の二次抗体／１６μＭのHoechst染色溶液を添加した。二次抗体を
１：４００希釈した（Alexa Fluor 488ロバ抗ウサギ、Alexa Fluor 555ロバ抗ヤギ、Alex
a Fluor 647ロバ抗マウス、Invitrogen, Karlsruhe, Germany）。１時間のインキュベー
ションと、その後の０．０５％のTween 20による２回のさらなる洗浄ステップの後で、細
胞をPBSで洗浄し、最終的にPBSを添加し、細胞を測定した。
【０１０５】
－染色プロトコル２：
　処置の後で、細胞をPBS（Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Germany）でリンスし、次い
で、細胞培養培地中１０μＭのCellTracker Green ５－クロロメチルフルオレセイン二酢
酸（CMFDA）（Invitrogen, Karlsruhe, Germany）で３０分間染色した。CMFDAは、それ自
体は非蛍光であり、生細胞中のエステラーゼにより蛍光色素へと加水分解される。チオー
ル基との反応は、細胞に非透過性の蛍光色素付加物をもたらす。エステラーゼ活性は、細
胞の生存率についての指標として用いることができる（Papadopoulos et al., 1994, J I
mmunol Methods 177, 101-11）。その後、細胞をPBSで洗浄し、PBS中３．７％のホルムア
ルデヒド（Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany）で２０分間固定した。その後、細胞
をPBSで洗浄し、PBS中２％のロバ血清（Millipore, Schwalbach, Germany）および０．２
５％のTriton X-100（Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany）で３０分間、ブロッキン
グして透過処理した。一次抗体を、ブロッキング／透過処理溶液中で以下の最終濃度まで
希釈し、細胞に添加した：４μｇ／ｍｌの抗p-Chk1（Ser345)ヤギポリクローナル抗体IgG
（santa cruz, Santa Cruz, USA）、４μｇ／ｍｌの抗p-ATM（Ser1981）マウスモノクロ
ーナル抗体IgG1K（Millipore, Schwalbach, Germany）。１６～１８時間にわたるインキ
ュベーションの後で、細胞をPBS中０．０５％のTween 20（Calbiochem, Darmstadt, Germ
any）で洗浄し、ブロッキング／透過処理溶液中の二次抗体／１６μＭのHoechst染色溶液
を添加した。二次抗体を１：４００希釈した（Alexa Fluor 555ロバ抗ヤギ、Alexa Fluor
 647ロバ抗マウス、Invitrogen, Karlsruhe, Germany）。１時間のインキュベーションと
、その後の０．０５％のTween 20による２回のさらなる洗浄ステップの後で、細胞をPBS
で洗浄し、最終的にPBSを添加し、細胞を測定した。
【０１０６】
・画像取得および分析
画像取得は、ArrayScan VTI HCSリーダー（Cellomics, Pittsburgh, USA）において、２
０×の対物レンズを用いて行った。十分な細胞を検出するために、50 images 各ウェルの
中心から始めてを集めた。
【０１０７】
　各色素のための励起／発光波長に従って、フィルターを選択した：
－プロトコル１：
チャネル１：３６５±２５および５１５±１０ｎｍ（XF93－Hoechst）、Hoescht 33342に
対して
チャネル２：４７５±２０および５１５±１０ｎｍ（XF93－FITC）、Alexa Fluor 488ロ
バ抗ウサギに対して
チャネル３：５４９±４および６００±１２．５ｎｍ（XF93－TRITC）、Alexa Fluor 555
ロバ抗ヤギに対して
チャネル４：６５５±１５および７３０±２５ｎｍ（XF110-Cy5（高感度））、Alexa Flu



(27) JP 2015-521728 A 2015.7.30

10

20

30

40

50

or 647ロバ抗マウスに対して
－プロトコル２：
チャネル１：３６５±２５および５１５±１０ｎｍ（XF93－Hoechst）、Hoescht 33342に
対して
チャネル２：４７５±２０および５１５±１０ｎｍ（XF93－FITC）、CMFDAに対して
チャネル３：５４９±４および６００±１２．５ｎｍ（XF93－TRITC）、Alexa Fluor 555
ロバ抗ヤギに対して
チャネル４：６５５±１５および７３０±２５ｎｍ（XF110-Cy5（高感度））、Alexa Flu
or 647ロバ抗マウスに対して。
【０１０８】
　画像の分析は、ソフトウェアiDevおよびBioapplicationバージョン４により行った（Ce
llomics, Pittsburgh, USA）。両方のアッセイにおいて染色された核を、核および細胞質
の局在のために用いた（核の周囲の輪）。
　各ウェルについて、以下の読み出しパラメーターを作製した：
－プロトコル１：
チャネル２：p-p53（Ser15）核平均強度
チャネル３：p21核平均強度
チャネル４：p-H2A.X（Ser139）核平均強度
－プロトコル２：
チャネル１：有効視野あたりの選択細胞カウント
チャネル２：CMFDA細胞質平均強度
チャネル３：p-Chk1（Ser345）核平均強度
チャネル４：p-ATM（Ser1981）核平均強度
【０１０９】
・データ分析および解釈
　処置された試料のビヒクル対照に対する調節の倍率を、各化合物および濃度について計
算した。統計学的有意（ｐ値＜０．０５）は、スチューデントｔ検定を用いて決定した。
各パラメーターについての閾値を、対照値と比較して、対照値に標準偏差の３倍を加算し
たものに基づいて選択した。p-Chk1（Ser345）およびp-H2A.X（Ser139）について、閾値
を２．１に、p21、p-ATM（Ser1981）については１．８に、p-p53（Ser15）については１
．９に設定した。５つのタンパク質のうちの少なくとも１つがこの閾値よりも高い倍率に
おいて変化を示した場合、化合物を陽性として設定した。そうでない場合、化合物を陰性
として設定した。沈澱または免疫蛍光による濃度、ならびに２つの細胞傷害性パラメータ
ー（有効視野あたりの選択細胞カウントおよびCMFDAの細胞質における強度）のうちの少
なくとも１つにおいて≧５０％の細胞傷害性効果を示した濃度を除外した。
【０１１０】
　研究は、変異原および前駆型変異原についての、in-vitroでHepG2細胞を用いる、新規
の、特異的かつ高感度なハイコンテンツイメージングに基づく試験システムを開発するこ
とを目的とした。それらの限定された代謝能力に起因して、HepG2細胞と代謝活性化シス
テム（MAS－ラット肝臓S9）とを組み合わせたシステムを、前駆型変異原の試験のために
確立した。DNA損傷応答に関与する９つまでの異なるタンパク質は、化合物に誘導される
遺伝毒性についての推定のマーカーとして役立った。タンパク質発現および活性化の変化
を、（前駆型）遺伝毒性物質（シクロホスファミド、７,１２－ジメチルベンズアントラ
セン、アフラトキシンＢ１、２－アセチルアミノフルオレン、アクチノマイシンＤ、メチ
ルメタンスルホン酸、エトポシド）および非遺伝毒性物質（Ｄ－マンニトール、フェンホ
ルミンＨＣｌ、プロゲステロン）による処置の４８時間後に、HCI技術を用いて定量した
。
【０１１１】
　９つの推定のマーカータンパク質のうちの５つを用いて、最良の分類を達成した。前述
の９つのマーカー（p-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Ch
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k1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45a、p-Chk2（Thr68）
）のうちの５つの最も予測的なマーカーを選択した。実験を５つのマーカーp-p53（Ser15
）、p21、p-H2A.X(Ser139）、p-ATM（Ser1981）、p-Chk1（Ser345）に対して予測しつつ
、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45a、p-Chk2（Thr68）のさらなる分
析により、化合物の作用の様式のより詳細な特徴づけが可能となり、それらを補充マーカ
ーとして用いた。
【０１１２】
　９つの推定のマーカーp-p53（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）、
p-Chk1（Ser345）、p-ATR（Ser428）、p-cdc2（Thr14／Tyr15）、Gadd45aおよびp-Chk2（
Thr68）の分析を、（前駆型）遺伝毒性物質（シクロホスファミド、７,１２－ジメチルベ
ンズアントラセン、アフラトキシンＢ１、２－アセチルアミノフルオレン、アクチノマイ
シンＤ、メチルメタンスルホン酸、エトポシド）および非遺伝毒性物質（Ｄ－マンニトー
ル、フェンホルミンＨＣｌ、プロゲステロン）による処置の４８時間後に、HCI技術を用
いて定量した。９つの推定のマーカータンパク質（表２）のうちの５つのマーカー（p-p5
3（Ser15）、p21、p-H2A.X（Ser139）、p-ATM（Ser1981）およびp-Chk1（Ser345））を用
いて、最良の分類を達成した。
【０１１３】
　ECVAMにより推奨される群１の化学物質（「in-vitroでの哺乳動物細胞遺伝毒性試験に
おいて陽性として検出されるべきである、in-vivo遺伝毒性物質」）の分析は、４つの偽
陰性化合物をもたらした。エチルニトロソウレア、ジメチルニトロサミン、２，４－ジア
ミノトルエンおよび塩化カドミウムは、試験されたタンパク質マーカーのうちのいずれに
ついても、陽性の結果を行わなかった。したがって、試験された２０のin-vivo遺伝毒性
物質のうち陽性であると分類された１８の化合物によるこの試験システムの感度は、８０
％であった（表６および９）。
【０１１４】
　群２の化学物質（「in-vitroでの哺乳動物細胞遺伝毒性試験において陰性の結果を生じ
るべきである、非遺伝毒性発癌物質を含む非DNA反応性化学物質」）は、２つの偽陽性と
試験された化合物をもたらした。プロゲステロンおよびフェンアントラセン（Phenanthra
cene）はいずれも、p-ATM（Ser1981）について陽性の結果を生じ、試験された２３の化合
物のうち、２つの偽陽性と試験された化合物をもたらした。結果として、９１．３％の特
異度を計算することができた（表７および１０）。
【０１１５】
　群３の化学物質（「in-vitroでの哺乳動物細胞遺伝毒性試験において陰性の結果を生じ
るべきであるが、マウスリンパ腫細胞において、しばしば濃度または高レベルの細胞傷害
性において、染色体異常またはｔｋ変異を誘導することが報告されている、非遺伝毒性発
癌物質を含む非DNA反応性化学物質、代謝毒およびその他」）は、４つの偽陽性と試験さ
れた化合物をもたらした。没食子酸プロピル、ｐ－ニトロフェノール、オイゲノールおよ
び２，４－ジクロロフェノールは、陽性の結果を生じ、試験された１９の化合物のうち４
つの偽陽性と試験された化合物をもたらした。結果として、７８．９％の特異度を計算す
ることができた（表８および１１）。
　これらの５つのタンパク質は、薬物発見プロセスの初期における潜在的遺伝子毒の同定
のための潜在的候補であった。
【０１１６】
・Luminex 分析
　磁性ビーズキット（Milliplex MAP）を用いて、Luminexシステムシステムを用いる細胞
ライセート中のリン酸化されたp53（Ser15）ならびにp21の合計タンパク質レベルの変化
を検出した。
　MILLIPLEX MAPは、Luminex xMAP技術に基づく。Luminexは、独自技術を用いて、マイク
ロスフェアの内部で２つの蛍光色素により色でコードする。これらの色素の正確な濃度を
通して、１００の区別し得るように色分けされたビーズセットを作製することができ、そ
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れらの各々は、特異的捕捉抗体によりコートされる。試験試料からの分析物をビーズによ
り捕捉した後、ビオチン化された検出抗体を導入する。反応混合物を次いで、レポーター
分子であるストレプトアビジン－フィコエリトリン（SAPE）コンジュゲートと共にインキ
ュベートし、各マイクロスフェアの表面上で反応を完了する。マイクロスフェアおよび内
部色素の蛍光に照射し、特定のアッセイにおいて用いられたマイクロスフェアセットを標
識する。第２の照射源は、レポーター分子上の蛍光色素であるPEを励起する。最終的に、
高速デジタルシグナルプロセッサが、各々の個々のマイクロスフェアを同定し、蛍光レポ
ーターシグナルに基づいて、そのバイオアッセイの結果を定量する。
　アッセイの実行は、以下に記載されるように行い、試薬は、MILLIPLEX MAPキット（EMD
 Millipore カタログ＃46-662および46-621）から用いた。
【０１１７】
－細胞溶解プロトコル
　無菌の９６ウェルの組織培養グレードのプレート中で生育された接着性または非接着性
細胞は、同じプレート中で試験し、洗浄し、溶解することができるが、別の９６ウェルフ
ィルタープレート中で濾過されることを必要とした。プロトコルのステップは、以下のと
おりである：非接着性細胞について、組織培養プレートを、２分間、５００×ｇにおいて
遠心分離して、細胞をペレット化した。接着性細胞を用いた場合、それは次のステップか
ら開始した。吸引を介して培地を除去し、１００μＬの氷冷PBSまたはTBSを添加した。非
接着性細胞について、第１のステップを繰り返した。吸引を介して洗浄液を除去した。そ
れに、ホスファターゼ阻害剤（１ｍＭのオルトバナジン酸ナトリウム（Ｎａ３ＶＯ４）を
含む）および新たに調製したプロテアーゼ阻害剤を含有する３５μＬ／ウェルの氷冷１×
MILLIPLEX MAP溶解バッファーを添加した。プレートを、オービタルシェイカー（６００
～８００ｒｐｍ）上で１０～１５分間、４℃において置いた。ライセートを、－７０℃で
、使用のために準備が整うまで保存した。
【０１１８】
－イムノアッセイプロトコル
　濾過されたライセートを、少なくとも１：１で、MILLIPLEX（登録商標）MAPアッセイバ
ッファー中で希釈した。提案されるアッセイのためのタンパク質濃度の機能的範囲は、合
計タンパク質１～２５μｇ／ウェル（４０～１０００μｇ／ｍＬにおいて、２５μＬ／ウ
ェル）であった。５０μＬのアッセイバッファーを、プレートの各ウェル中に添加し、カ
バーして、プレートシェイカー上で１０分間、室温（２０～２５℃）において混合した。
アッセイバッファーをデカントし、プレートを逆さまにして吸収性タオルの上に数回しっ
かりとタップすることにより、残りの量を全てのウェルから取り除いた。１×のビーズ懸
濁液を１０秒間ボルテックスし、２５μＬの１×のビーズ懸濁液を各ウェルに添加した。
２５μＬのアッセイバッファー、再構成された対照細胞ライセートおよび試料ライセート
を、適切なウェルに添加し、一晩（１６～２０時間）、２～８℃において、プレートシェ
イカー（６００～８００ｒｐｍ）上で、光から保護してインキュベートした。手で保持し
た磁性分離ブロックをプレートに接合して、試料および対照をデカントする前に、ビーズ
を６０秒間定着させた。プレートを磁性分離ブロックから取り除き、ウェルあたり１００
μＬのアッセイバッファーで洗浄した。それを、合計２回の洗浄のために繰り返した。２
５μＬ／ウェルの１×MILLIPLEX MAP検出抗体を添加した。プレートを密閉し、蓋でカバ
ーして、プレートシェイカー上で撹拌しながら１時間、室温（２０～２５℃）でインキュ
ベートした。検出抗体をデカントする前に、磁性分離ブロックを接合して、６０秒間待っ
た。２５μＬの１×MILLIPLEX MAPストレプトアビジン－フィコエリトリン（SAPE）を添
加した。プレートを密閉し、蓋でカバーして、プレートシェイカー上で撹拌しながら１５
分間、室温（２０～２５℃）でインキュベートした。２５μＬのMILLIPLEX MAP増幅バッ
ファーを各ウェルに添加した。プレートを密閉し、蓋でカバーして、プレートシェイカー
上で撹拌しながら１５分間、室温（２０～２５℃）でインキュベートした。SAPE／増幅バ
ッファーをデカントする前に、磁性分離ブロックを接合して、６０秒間待った。ビーズを
１５０μＬのMILLIPLEX MAPアッセイバッファー中で懸濁し、プレートシェイカー上で５
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分間混合して、その後、Luminexシステムを用いて分析した。
【０１１９】
－データ分析および解釈
処置された試料のビヒクル対照に対する調節の倍率を、各化合物および濃度について計算
した。各パラメーターについての閾値を、対照値と比較して、対照値に標準偏差の３倍を
加算したものに基づいて選択した。p-p53（Ser 15）およびp21について、閾値を１．５に
設定した。タンパク質のうちの少なくとも１つがこの閾値より高い倍率での変化を示した
場合、化合物を陽性として設定した。そうでない場合、化合物を陰性として設定した。
【０１２０】
　Luminexシステムを用いて細胞ライセート中のリン酸化されたp53（Ser15）ならびにp21
の合計タンパク質レベルの変化を検出するために用いられたMILLIPLEX MAP磁性ビーズキ
ットの結果を、表１２において示す。遺伝毒性化合物であるメチルメタンスルホン酸およ
びエトポシド、ならびに非遺伝毒性であるＤ－マンニトールを試験した。
【０１２１】
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【表１】

【０１２２】
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【表２】

【０１２３】
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【表３】

【０１２４】
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【表４】

【０１２５】
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【表５】

【０１２６】
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【０１２７】
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【０１２８】
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【０１２９】
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【表９】

【０１３０】



(40) JP 2015-521728 A 2015.7.30

10

20

30

40

50

【表１０】

【０１３１】



(41) JP 2015-521728 A 2015.7.30

10

20

30

40

50

【表１１】
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本发明涉及通过提供能够表达一组确定蛋白质的系统，将至少一部分系
统与待筛选的化合物一起温育，并比较其表达来筛选具有（亲）基因毒
性活性的化合物的方法。系统中的蛋白质与对照系统中的蛋白质表达，
从而检测（亲）基因毒性活性。本发明的另一个目的涉及一种用于监测
发生生理和/或病理状况的可能性的方法，所述生理和/或病理状况是响应
于化合物而由增殖，分化和/或损伤修复的遗传失调引起，介导和/或传播
的。通过测定从哺乳动物取出的生物样品中确定的蛋白质的表达水平，
给予需要这种治疗的哺乳动物。本发明还涉及用于筛选具有（促）基因
毒性活性的化合物的试剂盒，其包含特异性结合标记蛋白的抗体。
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