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(57)【要約】
　本発明は、化合物の発達毒性を試験するための、迅速
で再現可能な生物マーカーに基づくスクリーニング法を
提供する。方法は、試験化合物が、発達毒性を予測する
様式で、代謝を撹乱させる曝露レベルを同定するように
デザインされる。特に２つの代謝産物オルニチンおよび
シスチンの撹乱が評価され、シスチンの変化倍数に対す
るオルニチンの変化倍数の比率が約０．８８以下であれ
ば、試験化合物の催奇形性が示唆される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　未分化ヒト幹細胞様細胞（ｈＳＬＣ）を試験化合物存在下および試験化合物不在下で培
養するステップと；
　前記試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、前記試験化合物存在下で培養
された未分化ｈＳＬＣの培地中のオルニチンまたはその断片、付加物、欠損物または喪失
の倍数変化を判定するステップと；
　前記試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、前記試験化合物存在下で培養
された未分化ｈＳＬＣ培地中のシスチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の
倍数変化を判定するステップと；
　オルニチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の変化倍数と、シスチン、ま
たはその断片、付加物、欠損物または喪失の倍数変化との比率を判定するステップと
を含み、
　約０．８８以下の比率が前記試験化合物の催奇形性を示唆し；
　約０．８８を超える比率が前記試験化合物の非催奇形性を示唆する、試験化合物を催奇
形物質または非催奇形物質として分類する方法。
【請求項２】
　未分化ヒト幹細胞様細胞（ｈＳＬＣ）を試験化合物存在下および試験化合物不在下で培
養するステップと；
　前記試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、前記試験化合物存在下で培養
された未分化ｈＳＬＣの培地中のオルニチンまたはその断片、付加物、欠損物または喪失
の倍数変化を判定するステップと；
　前記試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、前記試験化合物存在下で培養
された未分化ｈＳＬＣ培地中のシスチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の
倍数変化を判定するステップと；
　オルニチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の変化倍数と、シスチン、ま
たはその断片、付加物、欠損物または喪失の倍数変化との比率を判定するステップと
を含み、
　約０．８８以下の比率が前記試験化合物の催奇形性を示唆し；
　約０．８８を超える比率が前記試験化合物の非催奇形性を示唆する、試験化合物の催奇
形性を予測する方法。
【請求項３】
　未分化ヒト幹細胞様細胞（ｈＳＬＣ）を試験化合物存在下および試験化合物不在下で培
養するステップと；
　前記試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、前記試験化合物存在下で培養
された未分化ｈＳＬＣの培地中のオルニチンまたはその断片、付加物、欠損物または喪失
の倍数変化を判定するステップと；
　前記試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、前記試験化合物存在下で培養
された未分化ｈＳＬＣ培地中のシスチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の
倍数変化を判定するステップと；
　オルニチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の変化倍数と、シスチン、ま
たはその断片、付加物、欠損物または喪失の倍数変化との比率を判定するステップと
を含み、
　約０．８８以下の比率が前記試験化合物の催奇形性を示唆し；
　約０．８８を超える比率が前記試験化合物の非催奇形性を示唆する、試験化合物を催奇
形物質として検証する方法。
【請求項４】
　一定濃度範囲の前記試験化合物中で、および前記試験化合物不在下で、未分化ヒト幹細
胞様細胞（ｈＳＬＣ）を培養するステップと；
　前記試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、各濃度の前記試験化合物中で
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培養した未分化ｈＳＬＣの培地中のオルニチンまたはその断片、付加物、欠損物または喪
失の倍数変化を判定するステップと；
　前記試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、各濃度の前記試験化合物中で
培養した未分化ｈＳＬＣの培地中のシスチンまたはその断片、付加物、欠損物または喪失
の倍数変化を判定するステップと；
　各濃度の前記試験化合物について、オルニチン、またはその断片、付加物、欠損物また
は喪失の変化倍数と、シスチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の変化倍数
との比率を判定するステップと
を含み、
　所定の前記試験化合物濃度における約０．８８以下の比率が、その所定の濃度における
前記試験化合物の催奇形性を示唆し；
　所定の前記試験化合物濃度における約０．８８を超える比率が、その所定の濃度におけ
る前記試験化合物の非催奇形性を示唆する、試験化合物が催奇形性である曝露濃度を判定
する方法。
【請求項５】
　シスチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失、および／またはオルニチン、
またはその断片、付加物、欠損物または喪失が、物理的分離法を使用して同定される、請
求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記物理的分離法が質量分析法を含んでなる、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記質量分析法が、液体クロマトグラフィー／エレクトロスプレーイオン化質量分析法
を含んでなる、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　シスチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失、および／またはオルニチン、
またはその断片、付加物、欠損物または喪失が、比色分析または免疫学的アッセイを使用
して測定される、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記ｈＳＬＣが、ヒト胚性幹細胞（ｈＥＳＣ）、ヒト人工多能性（ｉＰＳ）細胞、また
はヒト胚様体を含んでなる、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ｈＳＬＣが、一定濃度範囲の前記試験化合物中で培養される、請求項１～４のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記一定濃度範囲が、連続希釈液を含んでなる、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記一定濃度範囲が、９つの３倍希釈液を含んでなる、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記一定濃度範囲が、約０．０４μＭ～約３００μＭ、約４μＭ～約３０，０００μＭ
、および約０．０００１μＭ～約１０μＭから選択される、請求項１０、１１、または１
２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記一定濃度範囲の前記試験化合物が、前記試験化合物のヒト治療的Ｃmaxを含んでな
る、請求項１０～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記ｈＳＬＣが、前記試験化合物のヒト治療的Ｃmaxを含んでなる前記試験化合物濃度
で培養される、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較して、前記試験化合物存在下で培養
されたｈＳＬＣに伴う、１つまたは複数の追加的な代謝産物を検出するステップとをさら
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に含んでなる、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記１つまたは複数の追加的な代謝産物が、アルギニン、ＡＤＭＡ、シスタチオニン、
および／またはその断片、付加物、欠損物または喪失を含んでなる、請求項１６に記載の
方法。
【請求項１８】
　アルギニン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の変化倍数と、ＡＤＭＡ、ま
たはその断片、付加物、欠損物または喪失の倍数変化との比率を判定するステップとをさ
らに含み；
　少なくとも約０．９未満または少なくとも約１．１を超える比率が、前記試験化合物の
催奇形性を示唆し；
　少なくとも約０．９を超えて少なくとも約１．１未満の比率が、前記試験化合物の非催
奇形性を示唆する、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
継続出願データ
　本出願は、そのそれぞれを参照によって本明細書に援用する、２０１２年１１月２日に
出願された米国仮特許出願第６１／７２１，７４６号明細書、および２０１３年５月２４
日に出願された米国仮特許出願第６１／８２７，４０７号明細書の優先権を主張する。
【０００２】
政府の資金提供
　本発明は、国立科学財団（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ
）によって交付された補助金番号ＩＩＰ－１０５８３５５の下で、政府の支援を受けて行
われた。米国政府は、本発明に一定の権利を有する。
【背景技術】
【０００３】
　先天異常は、全出生のおよそ３％で報告されており、米国における乳児死亡率の最大原
因である（Ｈｏｙｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，２００６，Ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ；１１７：１
６８－１８３）。有毒化学物質および物理的因子への曝露は、全ての先天異常のおよそ３
％の原因であると考えられる（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｕｎｃｉｌ，
２０００，“Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ　ｉｎ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎ
ｔａｌ　ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｒｉｓｋ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ，”Ｗａｓｈ
ｉｎｇｔｏｎ，ＤＣ：Ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｉｅｓ　Ｐｒｅｓｓ）。
【０００４】
　発達毒性は、先天異常を引き起こし得て、胚性致死、子宮内胎児発育遅延（ＩＵＧＲ）
、異形態発生（骨格奇形など）、および機能毒性を生じ得て、それは自閉症などの認知障
害をもたらし得るものと理解される。これらの障害の発生において、化学的曝露が果たし
得る役割への懸念が増大している。実際に、全ての先天異常の５％～１０％は、胎児の発
達異常を誘発する既知の催奇形性薬剤への、子宮内曝露によって引き起こされると推定さ
れている（Ｂｅｃｋｍａｎ　ａｎｄ　Ｂｒｅｎｔ，１９８４，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｐｈａ
ｒｍａｃｏｌ；２４：４８３－５００）。化学物質曝露が先天異常を引き起こす上で、重
要かつ予防可能な役割を果たすこともあるという懸念がある（Ｃｌａｕｄｉｏ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００１，Ｅｎｖｉｒｏｎｍ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｐｅｒｓｐｅｃｔ；１０９：Ａ２５
４－Ａ２６１）。
【０００５】
　しかしこの懸念は、市場に出ている８０，０００種を超える化学物質に加えて、毎年導
入されている新しい２，０００種の化合物の発達毒性を試験するための堅固で効率的なモ
デルが欠如しているために、評価が困難である（Ｇｅｎｅｒａｌ　Ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ
　Ｏｆｆｉｃｅ（ＧＡＯ），１９９４，Ｔｏｘｉｃ　Ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　Ｃｏｎｔｒ
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ｏｌ　Ａｃｔ：Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ　ｏｎ　Ｌｅｇｉｓ
ｌａｔｉｖｅ　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｔｏ　Ｍａｋｅ　ＴＳＣＡ　Ｍｏｒｅ　Ｅｆｆｅｃｔｉ
ｖｅ，Ｔｅｓｔｉｍｏｎｙ，Ｊｕｌ．１３，１９９４，ＧＡＯ／Ｔ－ＲＣＥＤ－９４－２
６３）。これらの化合物の５％未満が生殖結果について試験され、なおもより少数が発達
毒性について試験されている（Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　Ａ
ｇｅｎｃｙ（ＥＰＡ），１９９８，Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｈａｚａｒｄ　Ｄａｔａ　Ａｖａ
ｉｌａｂｉｌｉｔｙ　Ｓｔｕｄｙ，Ｏｆｆｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ　Ｐｒｅｖ
ｅｎｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｏｘｉｎｓ）。動物モデル系を利用して、毒性を評価するいく
つかの試みがなされているが（Ｐｉｅｒｓｍａ，２００４，Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　Ｌｅ
ｔｔｅｒｓ；１４９：１４７－５３）、子宮内のヒトに固有の感受性の差が、このような
モデルの予測有用性を制限する。
【０００６】
　毒性、特に発達毒性はまた、薬品開発過程を通じて、化合物の進展の大きな障害である
。目下、毒性試験は、特に、ヒト胚および胎児の発達および器官形成に対する化合物曝露
の悪影響を予測する手段として、動物モデルで実施される。研究中の新規薬剤のＦＤＡ認
可に寄与する、最も多く見られるモデルは、ウサギおよびラットにおける動物全身実験で
ある（Ｐｉｅｒｓｍａ，２００４，Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　Ｌｅｔｔｅｒｓ；１４９：１
４７－５３）。生体内試験は、異なる妊娠段階および胚／胎児発達（妊娠第１週目、器官
形成段階、および全妊娠期間）における、妊娠動物への化合物投与に依存する。しかしこ
れらの生体内動物モデルは、生化学的経路の違いに起因する、発達中における、化合物に
対する動物の応答とヒトの応答間の生物学的相関の欠如によって制限される。種の違いは
、化合物の用量感度および薬物動態プロセッシングなどの動向において、顕在化すること
が多い。報告された文献によると、動物モデルは、化合物に対するヒト発達の応答を予測
する上で、およそ６０％の効果がある（Ｇｒｅａｖｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００４，Ｎａ
ｔ　Ｒｅｖ　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ；３：２２６－３６）。したがってヒトを対象とす
る、予測的試験管内モデルに対する必要性がある。
【０００７】
　１９６０年代のサリドマイドの悲劇は、前臨床発達毒性試験の重要性、可能な催奇形性
化合物への応答における種間の顕著な差、そしてこのような化合物が発達中の胎児にいか
に影響するかを強調した。齧歯類モデルにおけるサリドマイドの発達毒性試験は、ヒトに
おける化合物の催奇形性可能性を示さなかった。子宮内曝露に続いて、１０，０００人を
超える小児が、重度の先天異常を持って誕生した。発達毒性を試験するための現行の前臨
床モデルは、ヒトで観察される発達毒性と、様々な程度の一致を有し、ラットおよびウサ
ギ（発達毒性試験のために最も一般的に使用される種）では、既知のヒト催奇形物質とお
よそ７０～８０％の一致を有する（Ｄａｓｔｏｎ　ＧＰ　ａｎｄ　Ｋｎｕｄｓｅｎ　ＴＢ
，２０１０，“Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　ｃｏｎｃｅｐｔｓ，ｃｕｒｒｅｎｔ　ｒｅｇｕ
ｌａｔｏｒｙ　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ，”Ｉｎ：Ｋｎｕ
ｄｓｅｎ　ＴＢ，Ｄａｓｔｏｎ　ＧＰ，ｅｄｉｔｏｒｓ．Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　
Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ．Ｖｏｌ　１２，２ｎｄ　ｅｄ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｅｌｓｅｖｉ
ｅｒ．ｐ３－９）。これらの数十年来の生体内動物モデルは、多数の動物とキログラム単
位の試験化合物を必要とし、時間もかかり高価である。これらのモデルのコストと複雑さ
のために、安全アセスメントは、化合物のライフサイクルにおいて、開発者が陽性発達毒
性シグナルに反応するには遅すぎる時点で行われることが多く、化合物またはシリーズの
開発の終了をもたらし得る。これらの動物モデルは、規制判断基準と見なされており、長
きにわたって規制判断基準と見なされ続けてきたが、化合物に対する種応答の差が、発達
毒性シグナルの見逃しと生物学的誤解釈をもたらすこともある。したがって、化学的曝露
に関連する可能な発達毒性リスクを評価するために、ヒト細胞を使用した新規世代のツー
ルの開発が必要とされる。適切な試験はまた、製品開発期間を短縮して、コストを抑制し
、動物の利用を縮小させる要求に、先回りして応答する。
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　したがって、医薬品およびその他の化合物の発達毒性を、信頼性をもって判定するため
に、妥当な予測的で正確な低コストかつ迅速なヒト試験管内試験に対する必要性がある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、未分化ヒト幹細胞様細胞（ｈＳＬＣ）を試験化合物存在下および試験化合物
不在下で培養するステップと；試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、試験
化合物存在下で培養された未分化ｈＳＬＣの培地中のオルニチンまたはその断片、付加物
、欠損物または喪失の倍数変化を判定するステップと；試験化合物不在下で培養されたｈ
ＳＬＣと比較した、試験化合物存在下で培養された未分化ｈＳＬＣ培地中のシスチン、ま
たはその断片、付加物、欠損物または喪失の倍数変化を判定するステップと；オルニチン
、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の変化倍数と、シスチン、またはその断片
、付加物、欠損物または喪失の倍数変化との比率を判定するステップとを含み、約０．８
８以下の比率が試験化合物の催奇形性を示唆し、約０．８８を超える比率が試験化合物の
非催奇形性を示唆する、催奇形物質または非催奇形物質として試験化合物を分類する方法
を含む。
【００１０】
　本発明は、未分化ヒト幹細胞様細胞（ｈＳＬＣ）を試験化合物存在下および試験化合物
不在下で培養するステップと；試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、試験
化合物存在下で培養された未分化ｈＳＬＣの培地中のオルニチンまたはその断片、付加物
、欠損物または喪失の倍数変化を判定するステップと；試験化合物不在下で培養されたｈ
ＳＬＣと比較した、試験化合物存在下で培養された未分化ｈＳＬＣ培地中のシスチン、ま
たはその断片、付加物、欠損物または喪失の倍数変化を判定するステップと；オルニチン
、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の変化倍数と、シスチン、またはその断片
、付加物、欠損物または喪失の倍数変化との比率を判定するステップとを含み、約０．８
８以下の比率が試験化合物の催奇形性を示唆し、約０．８８を超える比率が試験化合物の
非催奇形性を示唆する、試験化合物の催奇形性を予測する方法を含む。
【００１１】
　本発明は、未分化ヒト幹細胞様細胞（ｈＳＬＣ）を試験化合物存在下および試験化合物
不在下で培養するステップと；試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、試験
化合物存在下で培養された未分化ｈＳＬＣの培地中のオルニチンまたはその断片、付加物
、欠損物または喪失の倍数変化を判定するステップと；試験化合物不在下で培養されたｈ
ＳＬＣと比較した、試験化合物存在下で培養された未分化ｈＳＬＣ培地中のシスチン、ま
たはその断片、付加物、欠損物または喪失の倍数変化を判定するステップと；オルニチン
、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の変化倍数と、シスチン、またはその断片
、付加物、欠損物または喪失の倍数変化との比率を判定するステップとを含み、約０．８
８以下の比率が試験化合物の催奇形性を示唆し、約０．８８を超える比率が試験化合物の
非催奇形性を示唆する、催奇形物質として試験化合物を検証する方法を含む。
【００１２】
　本発明は、一定濃度範囲の試験化合物中で、および試験化合物不在下で、未分化ヒト幹
細胞様細胞（ｈＳＬＣ）を培養するステップと；試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣ
と比較した、各濃度の試験化合物中で培養した未分化ｈＳＬＣの培地中のオルニチンまた
はその断片、付加物、欠損物または喪失の倍数変化を判定するステップと；試験化合物不
在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、各濃度の試験化合物中で培養した未分化ｈＳＬＣ
の培地中のシスチンまたはその断片、付加物、欠損物または喪失の倍数変化を判定するス
テップと；各濃度の試験化合物について、オルニチン、またはその断片、付加物、欠損物
または喪失の変化倍数と、シスチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の変化
倍数との比率を判定するステップとを含み、所定の試験化合物濃度における約０．８８以
下の比率が、その所定の濃度における試験化合物の催奇形性を示唆し；所定の試験化合物
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濃度における約０．８８を超える比率が、その所定の濃度における試験化合物の非催奇形
性を示唆する、試験化合物が催奇形性である曝露濃度を判定する方法を含む。
【００１３】
　本発明の方法のいくつかの態様では、シスチン、またはその断片、付加物、欠損物また
は喪失、および／またはオルニチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失が、物
理的分離法を使用して同定される。いくつかの態様では、物理的分離法は、質量分析法を
含む。いくつかの態様では、質量分析法は、液体クロマトグラフィー／エレクトロスプレ
ーイオン化質量分析法を含む。
【００１４】
　本発明の方法のいくつかの態様では、シスチン、またはその断片、付加物、欠損物また
は喪失、および／またはオルニチン、またはその断片、付加物、欠損物または喪失が、比
色分析または免疫学的アッセイを使用して測定される。
【００１５】
　本発明の方法のいくつかの態様では、ｈＳＬＣは、ヒト胚性幹細胞（ｈＥＳＣｓ）、ヒ
ト人工多能性（ｉＰＳ）細胞、またはヒト胚様体を含む。
【００１６】
　本発明の方法のいくつかの態様では、ｈＳＬＣは、試験化合物のヒト治療的Ｃmaxを含
む、試験化合物濃度で培養される。
【００１７】
　本発明の方法のいくつかの態様では、ｈＳＬＣは、一定濃度範囲の試験化合物中で培養
される。いくつかの態様では、一定濃度範囲は、連続希釈液を含む。いくつかの態様では
、一定濃度範囲は、９つの３倍希釈液を含む。いくつかの態様では、一定濃度範囲は、約
０．０４μＭ～約３００μＭ、約４μＭ～約３０，０００μＭ、および約０．０００１μ
Ｍ～約１０μを含む。いくつかの態様では、一定濃度範囲の試験化合物は、試験化合物の
ヒト治療的Ｃmaxを含む。
【００１８】
　本発明の方法のいくつかの態様では、方法は、試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣ
と比較して、試験化合物存在下で培養されたｈＳＬＣに伴う、１つまたは複数の追加的な
代謝産物の検出をさらに含む。いくつかの態様では、１つまたは複数の追加的な代謝産物
は、アルギニン、ＡＤＭＡ、シスタチオニン、および／またはその断片、付加物、欠損物
または喪失を含む。いくつかの態様では、１つまたは複数の追加的な代謝産物は、物理的
分離法を使用して同定される。いくつかの態様では、物理的分離法は、質量分析法を含む
。いくつかの態様では、質量分析法は、液体クロマトグラフィー／エレクトロスプレーイ
オン化質量分析法を含む。いくつかの態様では、１つまたは複数の追加的な代謝産物は、
比色分析または免疫学的アッセイを使用して測定される。
【００１９】
　本発明の方法のいくつかの態様では、方法は、アルギニン、またはその断片、付加物、
欠損物または喪失の変化倍数と、ＡＤＭＡ、またはその断片、付加物、欠損物または喪失
の倍数変化との比率を判定するステップとをさらに含み、少なくとも約０．９未満または
少なくとも約１．１を超える比率は、試験化合物の催奇形性を示唆し；少なくとも約０．
９を超えて少なくとも約１．１未満の比率は、試験化合物の非催奇形性を示唆する。
【００２０】
　「および／または」という用語は、１つまたは全ての列挙された構成要素、またはあら
ゆる２つ以上の列挙された構成要素の組み合わせを意味する。
【００２１】
　「好ましい」および「好ましくは」と言う語は、特定状況下で特定の利点をもたらして
もよい、本発明の実施形態を指す。しかしその他の実施形態もまた、同一またはその他の
状況下で好ましくあってもよい。さらに１つまたは複数の好ましい実施形態の列挙は、そ
の他の実施形態が有用でないことを暗示せず、その他の実施形態を本発明の範囲から排除
することは意図されない。明細書に記載される実施形態、および「一実施形態」、「本発
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明の実施形態」、「実施形態」、「例証的実施形態」などへの言及は、記載される実施形
態が、特定の特性、構造、または特徴を含んでもよいことを示すが、各実施形態は、必ず
しも特定の特性、構造、または特徴を含まなくてもよい。さらにこのような語句は、必ず
しも同一実施形態に言及しない。さらに特定の特性、構造、または特徴が、実施形態との
関連で記述される場合、明示的に記述されるかどうかに関わらず、その他の実施形態との
関連でこのような特性、構造、または特徴をもたらすことは、当業者の知識の範囲内にあ
るものと理解される。
【００２２】
　「含んでなる」という用語、およびそのバリエーションは、これらの用語が説明および
特許請求の範囲に現れた場合、限定的意味を有しない。本明細書で実施形態が、「含んで
なる」という言葉で記述される場合は、「からなる」および／または「から本質的になる
」によって記述される、その他の点では類似した実施形態もまた、必ず提供されるものと
理解される。
【００２３】
　特に断りのない限り，「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」、および「少なくとも１つ」は、
同義的に使用されて、１つまたは２つ以上を意味する。
【００２４】
　説明を目的とする以下の記述では、特定の数字、パラメータ、および試薬は、本発明の
完全な理解を提供するために記載される。しかし本発明は、これらの特定の詳細なしで実
施できることが理解される。場合によっては、本発明を不明瞭にしないように、周知の特
徴は省かれ、または簡易化され得る。
【００２５】
　また本明細書において、（例えば１、１．５、２、２．７５、３、３．８０、４、５な
どをはじめとする）終点による数値範囲の列挙は、その範囲内に包含される全ての数を含
む。
【００２６】
　特に断りのない限り、明細書および特許請求の範囲で使用される、成分量、分子量など
を発現する全ての数字は、全ての事例で「約」という用語によって修飾されるものと理解
される。したがって、特にそうでないという断りのない限り、明細書および特許請求の範
囲に記載される数値パラメータは、本発明によって得ることが求められる所望の特性次第
で変動してもよい、近似値である。
【００２７】
　不連続ステップを含む、本明細書で開示されるあらゆる方法では、ステップをあらゆる
実現可能な順序で実施してもよい。そして必要に応じて、２つ以上のステップの任意の組
み合わせを一斉に実施してもよい。
【００２８】
　本発明の上記の概要は、開示された各実施形態または本発明の全ての実施を記載するも
のではない。以下の説明が、より具体的に、例示的な実施形態を例証する。本明細書全体
を通じていくつかの箇所において、様々な組み合わせで使用し得る実施例の一覧を通じて
、指標が提供される。いずれの場合にも、記載される一覧は、代表的なグループとしての
み機能し、排他的な一覧として解釈されるべきではない。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１Ａ－１Ｂ】第１相試験（図１Ａ）で使用される単一曝露レベルで処置される非標的
メタボロミクスのための、および第２相試験（図１Ｂ）で使用される複数曝露レベルで処
置される標的生物マーカー実験のための、プレートデザイン。どちらのプレートにも、実
験対照または参照処置（０．１％ＤＭＳＯ）が各プレート上に存在する、参照デザインが
組み込まれる。培養液のみ（細胞なし）対照を使用して、試料マトリックスに対する試験
化合物の影響を評価する。各ウェルは、個別サンプルとして分析される。黒い丸は細胞サ
ンプルに相当し、黒い四角は培地対照サンプルを示す。
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【図２】標的生物マーカーアッセイのグラフ表示。ヒト胚性幹（ｈＥＳ）細胞を４つの対
数単位にわたる、９つの濃度の試験化合物に曝露させた。オルニチン／シスチン比（ｏ／
ｃ比；灰色曲線）および細胞生存率（黒色曲線）の用量応答曲線は、４パラメータ対数ロ
ジスティックモデルを使用して適合された。ｏ／ｃ比の用量応答曲線が催奇形性閾値（０
．８８；灰色線）を超える、補間点による濃度予測は、代謝撹乱が催奇形性可能性（すな
わち催奇形可能性：ｏ／ｃ比、白丸）を有する曝露レベルを示す。細胞生存率（黒丸）か
らの催奇形可能性濃度は、細胞生存率用量応答曲線が催奇形性閾値を超える補間点である
。催奇形可能性は、一方では、曝露が催奇形性を伴う様式で代謝を撹乱させず（淡色網掛
けボックス）、他方では曝露が代謝中で潜在的に催奇形性移行を引き起こしてもよい（暗
色網掛けボックス）曝露に基づく、両側毒性モデルを作り出す。ｘ軸は、化合物濃度（μ
Ｍ）である。細胞生存率測定値およびｏ／ｃ比測定値の双方は、ｙ軸上のΔによって表わ
される同一尺度上に存在する。ｏ／ｃ比のｙ軸の値は、参照処置正規化（倍数変化）値（
オルニチン／シスチン）の比率である。生存率測定のｙ軸の値は、参照処置細胞生存率Ｒ
ＦＵについて正規化された処置細胞生存率ＲＦＵである。
【図３Ａ－３Ｂ】分類ウィンドウを設定するために治療的Ｃmax濃度を利用する、既知の
ヒト催奇形物質および非催奇形物質の分類スキームのグラフ表示。ｏ／ｃ比の用量応答曲
線（灰色曲線）は、４パラメータ対数ロジスティックモデルを使用して適合させ、ｏ／ｃ
比が催奇形性閾値を超える濃度（すなわち催奇形可能性、白丸）を補完するのに使用され
た。試験化合物は、催奇形可能性濃度が、ヒト治療的Ｃmaxよりも高い場合に、非催奇形
物質と予測された（図３Ａ）。試験化合物は、催奇形可能性濃度が、ヒト治療的Ｃmaxよ
りも低い場合に、催奇形物質と予測された（図３Ｂ）。ここで概説されるのと同じ論理が
、生存率測定にも適用される。ｘ軸は、化合物濃度（μＭ）である。ｏ／ｃ比のｙ軸の値
は、参照処置正規化（倍数変化）値（オルニチン／シスチン）の比率である。
【図４Ａ－４Ｃ】第１相試験で評価された、オルニチン（図４Ａ）、シスチン（図４Ｂ）
、およびｏ／ｃ比（図４Ｃ）の代謝撹乱。各点は、９つの独立した実験ブロックの平均値
を表す。黒塗り点は催奇形物質を示し、白抜き点は非催奇形物質を示す。誤差棒は、標準
誤差である。垂直の灰色線は、催奇形性閾値に相当する。ｘ軸は、参照正規化された各代
謝産物の倍数変化（図４Ａおよび４Ｂ）、または参照正規化されたオルニチン／シスチン
比の値（図４Ｃ）である。ｙ軸は、非催奇形物質および催奇形物質によって順序付けた処
置である。白抜き矢印は、化合物が非催奇形物質に分類される範囲を示す。黒塗り矢印は
、化合物が催奇形物質に分類される範囲を示す。
【図５Ａ－５Ｂ】トレーニングセット（図５Ａ）および試験セット（図５Ｂ）における、
第２相で判定されたｏ／ｃ比（ＴＰ）の化合物催奇形可能性濃度と、標的生物マーカーア
ッセイからのＣmax値の差の可視化。黒塗り点は催奇形物質に相当し、白塗り点は非催奇
形物質に相当する。ＴＰとＣmaxの間に０未満の差がある処置は催奇形物質に分類され、
ＴＰとＣmaxの間に０を超える差がある処置は非催奇形物質に分類される。ｘ軸は、１０
を底とする対数に変換されたＣmax濃度値から減算された、１０を底とする対数に変換さ
れた催奇形可能性濃度値である（表６および７を参照されたい）。ｙ軸は、非催奇形物質
および催奇形物質によって順序付けた処置である。白抜き矢印は、化合物が非催奇形物質
に分類される範囲を示す。黒塗り矢印は、化合物が催奇形物質に分類される範囲を示す。
1エベロリムスのＣmaxは、アッセイで使用される最低曝露レベル未満であり、この化合物
のｏ／ｃ比は催奇形性閾値未満で開始するので、これは催奇形物質に分類される。
【図６Ａ－６Ｂ】トレーニングセット化合物の典型的なサブセットの標的生物マーカーア
ッセイ結果（表６）。４つの既知のヒト催奇形物質：サリドマイド（図６Ａ）、全トラン
ス型レチノイン酸（図６Ｂ）、バルプロ酸（図６Ｃ）、５－フルオロウラシル（図６Ｄ）
、および２つの非催奇形物質：レチノール（図６Ｅ）およびサッカリン（図６Ｆ）につい
て、生存率分析（黒色曲線）およびｏ／ｃ比（灰色曲線）の用量応答曲線が示される。ｘ
軸は、化合物濃度（μＭ）である。細胞生存率測定値およびｏ／ｃ比測定値はどちらも、
ｙ軸上のΔによって表わされる同一尺度上に存在する。ｏ／ｃ比のｙ軸値は、参照処置正
規化（倍数変化）値（オルニチン／シスチン）の比率である。生存率測定のｙ軸値は、参
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照処置細胞生存率ＲＦＵについて正規化された処置細胞生存率ＲＦＵである。垂直の黒色
破線は化合物特異的Ｃmaxを示し、灰色横線は催奇形性閾値（０．８８）を示す。白丸は
、ｏ／ｃ比の催奇形可能性濃度（ＴＰ）を表す。淡色および暗色網掛け領域は、化合物が
、それぞれ非催奇形性または催奇形性と予測される濃度に相当する。点は平均値であり、
誤差棒は標準誤差である。これらの数値の解釈は、図２および３に概説される。
【図６Ｃ－６Ｄ】同上。
【図６Ｅ－６Ｆ】同上。
【図７Ａ－７Ｂ】２つの試験セット化合物（表７）：ロバスタチン（図７Ａ）およびラパ
チニブ（図７Ｂ）における、ラット生体内発達毒性結果と比較した、標的生物マーカーア
ッセイ結果。生存率分析（黒色線）およびｏ／ｃ比（灰色線）における、標的生物マーカ
ーアッセイからの用量応答曲線が示される。ｘ軸は、化合物濃度（μＭ）である。細胞生
存率測定値およびｏ／ｃ比測定値はどちらも、ｙ軸上のΔによって表わされる同一尺度上
に存在する。ｏ／ｃ比のｙ軸値は、参照処置正規化（倍数変化）値（オルニチン／シスチ
ン）の比率である。生存率測定のｙ軸値は、参照処置細胞生存率ＲＦＵについて正規化さ
れた処置細胞生存率ＲＦＵである。垂直の黒色破線は化合物特異的Ｃmaxを示し、灰色横
線は催奇形性閾値（０．８８）を示す。白丸は、ｏ／ｃ比の催奇形可能性濃度（ＴＰ）を
表す。淡色および暗色網掛け領域は、化合物が、それぞれ非催奇形性または催奇形性と予
測される濃度に相当する。灰色破線は、ラット生体内発達毒性試験で陽性結果が観察され
た濃度を表す。点は平均値であり、誤差棒は標準誤差である。これらの数値の解釈は、図
２および３に概説される。
【図８】未知の化合物に対する使用と対比させた、生物マーカーアッセイ開発を概説する
略図。
【図９】各トレーニングセット薬剤における、ＡＤＭＡおよびシスチン比の参照処置正規
化比率を示す。
【図１０】各トレーニングセット薬剤における、シスタチオニンおよびシスチン比の参照
処置正規化比率を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
　本発明は、ヒト幹様細胞（ｈＳＬＣ）を使用して、医薬品およびその他の非医薬化合物
の毒性、特に発達毒性、および催奇形性を判定するためのヒト特異的試験管内方法を提供
する。本発明は、ｈＳＬＣおよびメタボロミクスを利用して、化合物のヒト発達毒性を予
測するための予測的で定量的な完全ヒト試験管内スクリーニング法を提供する。本方法は
、種間動物モデルに伴う限界を克服し、革新的で堅固な代案の試験管内モデル系を提供し
て、化学物質の発達毒性を予測する。より予測性の高い発達毒性スクリーニングを適用す
ることで、先天異常の蔓延が低減し、医薬および化学物質の安全性が高まるであろう。
【００３１】
　本発明は、発達毒性可能性の初期シグナルとして使用し得る、培地中の代謝撹乱を測定
することで、曝露に基づく試験管内アッセイを提供する。
【００３２】
　本発明の方法によって、多様なヒト幹様細胞（ｈＳＬＣ）のいずれかを使用して、化学
物質の発達毒性を予測してもよい。ヒト幹様細胞としては、多能性未分化ヒト胚性幹細胞
（ｈＥＳＣ）、ヒト人工多能性（ｉＰＳ）細胞、ヒト胚様体、およびｈＳＬＣ由来系統特
異的細胞が挙げられるが、これに限定されるものではない。
【００３３】
　ｈＥＳＣは、着床前ヒト胚から直接単離される多能性自己再生細胞であり、それは試験
管内で器官形成を再現する。系統特異的前駆細胞はｈＥＳＣに由来して、特異的細胞系統
に入っているが、依然としてその特異的系統内の細胞型に関して多分化能を維持している
。例えば神経性前駆体は、神経分化が決定付けられているが、その神経性細胞型について
は、依然として非制限的である。本明細書の用法では、「ヒト胚性幹細胞（ｈＥＳＣ）」
という用語は、発達中胚盤胞の内細胞塊に元来由来する未分化幹細胞、特に多能性未分化
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ヒト幹細胞、およびその部分的分化細胞型（例えば分化ｈＥＳＣの下流始原細胞）を含む
ことが意図される。本明細書で提供されるように、ｈＥＳＣの試験管内培養物は、多能性
で不死化されておらず、当該技術分野で十分に確立された方法を使用して、系統特異的細
胞および分化細胞型を生じるように誘導し得る。本発明の方法実施で有用なｈＥＳＣとし
ては、例えば米国特許第６，２００，８０６号明細書でＴｈｏｍｓｏｎらによって記載さ
れるような着床前胚盤胞に由来するものが挙げられるが、これに限定されるものではない
。目下、複数のｈＥＳＣ系が、米国および英国幹細胞バンクで利用できる。使用されるｈ
ＥＳＣとしては、ＷＡ０１、ＷＡ０７、およびＷＡ０９の３種のｈＥＳ細胞系のいずれか
が挙げられる。以前の研究は、既知のヒト催奇形結果がある化合物への曝露に続く、ｈＥ
Ｓ細胞消耗培地の非標的メタボロミクスに基づく評価が、発達毒性スクリーニングとして
利用し得る予測的シグネチャを生じることを確立している（そのそれぞれの内容全体を本
明細書に援用する、Ｋｌｅｉｎｓｔｒｅｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１，Ｔｏｘｉｃｏ
ｌ　Ａｐｐｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ；２５７：１１１－１２１；および　Ｗｅｓｔ　ｅｔ
　ａｌ．，２０１０，Ｔｏｘｉｃｏｌ　Ａｐｐｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ；２４７：１８－
２７）。
【００３４】
　ヒト人工多能性幹細胞（ｉＰＳ）細胞は、特定遺伝子の強制発現の誘導によって、典型
的に成人体細胞である非多能性細胞から、人工的に誘導される多能性幹細胞の一種である
。ｉＰＳ細胞は、特定の幹細胞遺伝子およびタンパク質発現、クロマチンメチル化パター
ン、倍加時間、胚様体形成、奇形腫形成、生存可能なキメラ形成、および発生能および分
化能力などの多くの点で、胚性幹細胞などの天然多能性幹細胞と同一であると考えられる
。ｉＰＳ細胞は、例えば成人組織から（例えば骨髄などから得られる細胞から）、および
単為発生によって得てもよい（例えばＶｒａｎａ　ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｃｏｌｌｏ
ｑｕｉｕｍ；１００，Ｓｕｐｐ．１：１１９１１－１１９１６を参照されたい）。
　ヒト胚様体は、ヒト胚性幹細胞に由来する細胞の凝集体である。細胞凝集は、懸滴、非
組織培養処置プレート上の播種または撹拌フラスコによって強要され；いずれの方法も、
細胞が表面に付着して典型的なコロニー増殖を形成するのを妨げる。凝集すると分化が開
始し、細胞は限定的に胚発生を再現し始める。胚様体は、内胚葉、外胚葉、および中胚葉
の全ての３胚芽層の細胞から構成される。
【００３５】
　本発明の細胞としては、ｈＳＬＣ由来系統特異的細胞が挙げられる。「ｈＳＬＣ由来系
統特異的細胞」、「幹細胞前駆体」、「系統特異的細胞」、「ｈＳＬＣ由来細胞」、およ
び「分化細胞」という用語は、本明細書の用法では、細胞が多分化能が減少した特異的系
統に決定付けられるように、ｈＳＬＣから分化した系統特異的細胞を包含することが意図
される。例えば、ｈＳＬＣ由来系統特異的細胞は、ｈＳＬＣに由来して、特異的細胞系統
に入っているが、依然として、特異的系統内の細胞型に関しては多分化能を維持している
。ｈＳＬＣ由来系統特異的細胞としては、例えば、神経性幹細胞、神経性前駆細胞、神経
細胞、心臓幹細胞、心臓前駆細胞、心筋細胞などが挙げられる。いくつかの実施形態では
、これらのｈＳＬＣ由来系統特異的細胞は、最終細胞型に関して未分化のままである。例
えば、ニューロン幹細胞はｈＳＬＣに由来して、神経細胞系に決定付けられるのに十分に
分化している。しかしニューロン前駆体は、「幹細胞性」を維持し、それはあらゆるタイ
プの神経細胞に発達する可能性を維持する。追加的な細胞型としては、ｈＥＳＣまたは例
えば神経細胞などの系統特異的前駆細胞に由来する、最終分化細胞が挙げられる。
【００３６】
　本発明の方法によって、例えば、Ｌｕｄｗｉｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００６，Ｎａｔ　Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ；３：６３７－４６）、米国特許出願第１１／７３３，６７７号明細書（“
Ｒｅａｇｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｕｓｉｎｇ　Ｈｕｍａｎ　Ｅｍｂ
ｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　ｔｏ　Ｅｖａｌｕａｔｅ　Ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｏ
ｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　Ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄｓ”）、ＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０２９４７１号明細書、および米国特許出願
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第１３／０６９，３２６号明細書（“Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ　Ｈｕｍａｎ　Ｄｅｖｅｌｏ
ｐｍｅｎｔａｌ　Ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　Ｕｓｉｎ
ｇ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｔｅｍ－Ｌｉｋｅ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ
”）で開示される方法をはじめとする、当該技術分野で周知の細胞培養法、および本明細
書に記載されるもののいずれかを使用して、ｈＳＬＣを培養してもよい。
【００３７】
　本発明のいくつかの態様では、ｈＳＬＣは、試験化合物への曝露前および／またはその
最中に、未分化状態を維持する。本発明のいくつかの態様では、ｈＳＬＣは、試験化合物
への曝露中に支持細胞層不在下で培養されてもよく、および／またはこのような曝露前に
支持細胞層上で培養されてもよい。
【００３８】
　本発明の方法は、化合物曝露に続いて、ｈＳＬＣからの消耗細胞培養液中で、評価され
る細胞代謝の変化をプロファイルする。この培地の代謝フットプリントは、「セクレトー
ム」と称される細胞代謝の機能測定値である。セクレトームは、細胞培養に続いて、消耗
培地（本明細書で、「細胞培養上清」、「培養上清」、「上清」、「細胞上清」、「細胞
培養液（複数）」、「培養液（複数）」、「細胞培養液（単数）」、「培養液（単数）」
、「培地（複数）」、または「培地（単数）」と称されることもある）中に存在する、代
謝産物を指す。セクレトームは、培地成分と、受動的および能動的に原形質膜を越えて輸
送される代謝産物と、溶解時に放出される細胞内代謝産物と、酵素の細胞外代謝を通じて
生成されるものとを含む。未処置培養物と比較した、試験化合物曝露によって引き起こさ
れるセクレトームの変化は、毒性の代謝シグネチャを生じる。セクレトームは、再現性あ
る試料採取が非常に容易であり、代謝終結に要する取り扱いが最小であり、細胞を破壊し
ないので細胞をその他のアッセイで使用でき、ハイスループット評価に適しており、経時
的な代謝産物蓄積があるので強力なシグナルを測定し得るという、細胞培養液プロファイ
リングのためのいくつかのユニークな性質があることから、測定される。化合物曝露に続
いて代謝変化を測定する能力は、ヒトの発達妨害と関連づけられる新規生物マーカーを同
定して、これらの変化に基づく、発達毒性のための高度に予測的なモデルを開発する機会
を提供した。
【００３９】
　代謝産物としては、糖類、有機酸、アミノ酸、脂肪酸、ホルモン、ビタミン、オリゴペ
プチド（約１００未満のアミノ酸長）、ならびにそのイオン性断片が挙げられるが、これ
に限定されるものではない。いくつかの態様では、代謝産物は、分子量が約３０００ダル
トン未満であり、より特には約５０～約３０００ダルトンである。
【００４０】
　本発明では、催奇形性化合物の不在下で培養されたｈＳＬＣと比較して、試験化合物存
在下で培養されたｈＳＬＣ中の代謝産物の変化倍数を判定してもよい。催奇形性化合物の
代謝効果は、催奇形性化合物不在下で培養されたｈＳＬＣ（またはいくつかの態様では、
既知の非催奇形性化合物存在下で培養されたｈＳＬＣ）と比較した、催奇形性化合物存在
下で培養されたｈＳＬＣ中の１つまたは複数の代謝産物の違いを指す。代謝産物は示差的
に発現されてもよく、例えば代謝産物の発現は、催奇形性化合物への曝露時に増大または
低下してもよい。
【００４１】
　いくつかの態様では、催奇形性化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較した、試験化
合物存在下で培養されたｈＳＬＣ中の２種の代謝産物の倍数変化の比率を判定してもよい
。例えば本発明によって、オルニチン対シスチン、非対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭ
Ａ）対シスチン、および／またはシスタチオニン対シスチンの倍数変化における改変され
た比率が、試験化合物の発達毒性／催奇形性について予測的であってもよいと判定されて
いる。これらの比率（ｒａｔｉｏｎ）の１つ、２つ、または３つ全てのいずれかを利用し
て、化合物の発達毒性を判定してもよい。
【００４２】
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　本発明によって、未処置培養物と比較した、試験化合物曝露によって引き起こされるセ
クレトームの変化は代謝シグネチャを生じ、それは細胞生存率を測定するために使用され
てもよい。細胞培養に続いて消耗培地中で測定される細胞代謝変化は、細胞健康の機能的
測定である。未処置培養物と比較した、被検物質への曝露によって引き起こされるセクレ
トームの変化は、代謝シグネチャを生じ、それを使用して、細胞培養中に存在する代謝的
に生存可能な細胞数を推測し得る。本明細書に記載される分泌代謝産物の１つまたは複数
を利用して、参照培養「対照群」中の細胞数と比較した、生細胞数を推測し得る。これら
の代謝産物を利用して、細胞を破壊しまたは衝撃を与える必要なしに、細胞培養中の生細
胞数を測定し得る。これらの代謝産物は、成長細胞の妨害を必要としない、新規生存率尺
度として使用し得る。
【００４３】
　本発明によって、未処置培養物と比較した、一定濃度範囲の試験化合物への曝露によっ
て引き起こされるセクレトームの変化を使用して、試験化合物が催奇形性になる濃度を判
定してもよい。化合物の催奇形性可能性は、胎児の曝露レベルと関連付けられている。し
たがって化合物は、曝露レベル次第で催奇形性および非催奇形性のどちらかと見なし得る
。例えば、米国食品医薬品局（ＦＤＡ）の最大推奨一日投与量（ＲＤＡ；８，０００ＩＵ
）未満で服用されるレチノール（ビタミンＡ）は、発達中の胎児に対する有害効果を有し
ない。しかし高用量のレチノール（＞２５，０００ＩＵ／日）は、実験動物およびヒトの
双方で１３－シスレチノイン酸曝露に続いて見られるものに類似した、奇形を引き起こす
ことが示されている（Ｔｅｒａｔｏｌｏｇｙ　Ｓｏｃｉｅｔｙ，１９８７，“Ｔｅｒａｔ
ｏｌｏｇｙ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｐａｐｅｒ：ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔ
ｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｖｉｔａｍｉｎ　Ａ　ｕｓｅ　ｄｕｒｉｎｇ　ｐｒｅｇｎａｎｃｙ，
”Ｔｅｒａｔｏｌｏｇｙ；３５：２６９－２７５）。
【００４４】
　いくつかの態様では、化合物の催奇形性は、それらのＩＣ５０またはＥＣ５０用量レベ
ルに相当する濃度、それらの循環用量に相当する濃度、母親循環に相当する濃度、および
／または試験化合物のヒト治療的Ｃmaxに相当する濃度で、試験してもよい。このような
投薬は、生体内で発達中のヒト胚の曝露レベルと、ヒトの発達に対する投薬化合物の有毒
または催奇形性効果とを再現する。
【００４５】
　いくつかの態様では、試験化合物の一定濃度範囲にわたって、化合物の催奇形性を試験
してもよい。このような範囲としては、例えば、約０．０４μＭ～約３００μＭ、約４μ
Ｍ～約３０，０００μＭ、および約０．０００１μＭ～約１０μＭが挙げられる。このよ
うな範囲としては、例えば、５、６、７、８、９、１０倍、またはそれ以上の希釈の連続
希釈液が挙げられる。このような希釈は、例えば、２倍、３倍、４倍、５倍、１０倍、ま
たはそれ以上であってもよい。
【００４６】
　本発明によって、発達毒性予測のための細胞生存率データに従って、個々の代謝産物お
よび／または倍数変化の比率を利用してもよい。本明細書に記載されるｑｕｉｃｋＰｒｅ
ｄｉｃｔ法は、細胞培養に基づく９点用量曲線の評価を代謝指数と組み合わせて、被検物
質が、７日間の時間枠内に発達毒性および細胞毒性を示してもよい用量を予測する。この
アッセイワークフローは、従来の「オミクス」に基づく計算的アプローチに比べて、顕著
な５倍の処理量増大をもたらす。以前記載されているｄｅｖＴｏｘアッセイ（例えば、Ｐ
ＣＴ／ＵＳ２０１１／０２９４７１号明細書および米国特許出願第１３／０６９，３２６
号明細書（“Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ　Ｈｕｍａｎ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｔｏｘ
ｉｃｉｔｙ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｔｅ
ｍ－Ｌｉｋｅ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ，”Ｗｅｓｔ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２０１０，Ｔｏｘｉｃｏｌ　Ａｐｐｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ；２４７（１）：１８
－２７、およびＫｌｅｉｎｓｔｒｅｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１，Ｔｏｘｉｃｏｌ　
Ａｐｐｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ；２５７（１）：１１１－１２１を参照されたい）では、
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幹細胞に、試験化合物が、（１）最低限の細胞死で最大の代謝応答を提供するメタボロミ
クス試験のための最適用量レベルを測定するために実施される、細胞生存率測定のための
複数濃度で、そして（２）次に、最適濃度を判定した後に、最適濃度およびＩＣ50から誘
導される３つの濃度で細胞の新しいバッチが添加され、ＥＳＩ正イオン化極性およびＥＳ
Ｉ負イオン化極性の双方を使用して、ＬＣ－ＭＳ分析のために培地が収集されるという２
段階で、添加される。本発明のＱｕｉｃｋＰｒｅｄｉｃｔ法では、複数濃度で投入された
細胞を含有する第１段階の９６ウェルプレートから培地を収集し、正極性ＥＳＩのみを使
用して、はるかにより短いＬＣ勾配（以前の方法の２３分間に対して６．５分間）を使用
して、質量分光計上で直接分析される。いくつかの態様では、ＱｕｉｃｋＰｒｅｄｉｃｔ
法は、より長いＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　Ｌｕｎａ　ＨＩＬＩＣ　１００×３ｍｍ　１．７
μＭカラムでなく、Ｗａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔｙ　ＵＰＬＣ　ＢＥＨ　Ａｍｉｄｅ　２
．１×５０　１．７μＭカラムを利用してもよい。ＬＣ－ＭＳデータは、１８時間以内に
、（２種の試験化合物に対応する）２枚の９６ウェルプレートについて得られ得る。
【００４７】
　例えば、いくつかの態様では、（例えば、約１．０１、約１．０２、約１．０３、約１
．０４、約１．０５、約１．０６、約１．０７、約１．０８、約１．０９、約１．１、約
１．１１、約１．１２、約１．１３、約１．１４、約１．１５、約１．１６、約１．１７
、約１．１８、約１．１９、約１．２、約１．２１、約１．２２、約１．２３、約１．２
４、約１．２５、約１．２６、約１．２７、約１．２８、約１．２９、約１．３、約１．
３１、約１．３２、約１．３３、約１．３４、約１．３５、約１．３６、約１．３７、約
１．３８、約１．３９、約１．４、約１．４１、約１．４２、約１．４３、約１．４４、
約１．４５、約１．４６、約１．４７、約１．４８、約１．４９、または約１．５をはじ
めとするが、これに限定されるものではない）約１を超える倍数変化比率および／または
（例えば、約０．９９、約０．９８、約０．９７、約０．９６、約０．９５、約０．９４
、約０．９３、約０．９２、約０．９１、約０．９、約０．８９、約０．８８、約０．８
７、約０．８６、約０．８５、約０．８４、約０．８３、約０．８２、約０．８１、約０
．８、約０．７９、約０．７８、約０．７７、約０．７６、約０．７５、約０．７４、約
０．７３、約０．７２、約０．７１、約０．７、約０．６９、約０．６８、約０．６７、
約０．６６、約０．６５、約０．６４、約０．６３、約０．６２、約０．６１、約０．６
、約０．５９、約０．５８、約０．５７、約０．５６、約０．５５、約０．５４、約０．
５３、約０．５２、約０．５１、または約０．５をはじめとするが、これに限定されるも
のではない）約１未満の倍数変化比率などの約１以外の倍数変化比率は、試験化合物の催
奇形性を示唆する。
【００４８】
　例えば、いくつかの態様では、約０．９未満および／または約１．１を超える倍数変化
比率は、試験化合物の催奇形性を示唆し、約０．９を超えるおよび／または約１．１未満
の倍数変化比率は、試験化合物の非催奇形性を示唆する。いくつかの態様では、約０．９
以下および／または約１．１以上の倍数変化比率は、試験化合物の催奇形性を示唆し、約
０．９を超えるおよび／または約１．１未満の倍数変化比率は、試験化合物の非催奇形性
を示唆する。
【００４９】
　例えば、いくつかの態様では、約０．８９未満および／または約１．１１を超える倍数
変化比率は、試験化合物の催奇形性を示唆し、約０．８９を超えるおよび／または約１．
１１未満の倍数変化比率は、試験化合物の非催奇形性を示唆する。いくつかの態様では、
約０．８９以下および／または約１．１１以上の倍数変化比率は、試験化合物の催奇形性
を示唆し、約０．８９を超えるおよび／または約１．１未満の倍数変化比率は、試験化合
物の非催奇形性を示唆する。
【００５０】
　例えば、いくつかの態様では、約０．８８未満および／または約１．１２を超える倍数
変化比率は、試験化合物の催奇形性を示唆し、約０．８８を超えるおよび／または約１．
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１２未満の倍数変化比率は、試験化合物の非催奇形性を示唆する。いくつかの態様では、
約０．８８以下および／または約１．１２以上の倍数変化比率は、試験化合物の催奇形性
を示唆し、約０．８８を超えるおよび／または約１．１２未満の倍数変化比率は、試験化
合物の非催奇形性を示唆する。
【００５１】
　例えば、いくつかの態様では、約０．８７未満および／または約１．１３を超える倍数
変化比率は、試験化合物の催奇形性を示唆し、約０．８７を超えるおよび／または約１．
１３未満の倍数変化比率は、試験化合物の非催奇形性を示唆する。いくつかの態様では、
約０．８７以下および／または約１．１３以上の倍数変化比率は、試験化合物の催奇形性
を示唆し、約０．８７を超えるおよび／または約１．１３未満の倍数変化比率は、試験化
合物の非催奇形性を示唆する。
【００５２】
　例えば、いくつかの態様では、約０．８６未満および／または約１．１４を超える倍数
変化比率は、試験化合物の催奇形性を示唆し、約０．８６を超えるおよび／または約１．
１４未満の倍数変化比率は、試験化合物の非催奇形性を示唆する。いくつかの態様では、
約０．８６以下および／または約１．１４以上の倍数変化比率は、試験化合物の催奇形性
を示唆し、約０．８６を超えるおよび／または約１．１４未満の倍数変化比率は、試験化
合物の非催奇形性を示唆する。
【００５３】
　例えば、いくつかの態様では、約０．８５未満および／または約１．１５を超える倍数
変化比率は、試験化合物の催奇形性を示唆し、約０．８５を超えるおよび／または約１．
１５未満の倍数変化比率は、試験化合物の非催奇形性を示唆する。いくつかの態様では、
約０．８５以下および／または約１．１５以上の倍数変化比率は、試験化合物の催奇形性
を示唆し、約０．８５を超えるおよび／または約１．１５未満の倍数変化比率は、試験化
合物の非催奇形性を示唆する。
【００５４】
　例えば、いくつかの態様では、約０．８４未満および／または約１．１６を超える倍数
変化比率は、試験化合物の催奇形性を示唆し、約０．８４を超えるおよび／または約１．
１６未満の倍数変化比率は、試験化合物の非催奇形性を示唆する。いくつかの態様では、
約０．８４以下および／または約１．１６以上の倍数変化比率は、試験化合物の催奇形性
を示唆し、約０．８４を超えるおよび／または約１．１６未満の倍数変化比率は、試験化
合物の非催奇形性を示唆する。
【００５５】
　代謝産物、その断片、付加物、欠損物または喪失の判定は、物理的分離法を使用して同
定されてもよい。いくつかの実施形態では、代謝産物、その断片、付加物、欠損物または
喪失は、物理的分離法以外の手順を使用して同定されてもよい。このような測定方法とし
ては、例えば、比色分析アッセイ、酵素分析法、または免疫学的アッセイが挙げられる。
免疫学的アッセイとしては、例えば、ＩＦ、ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ、およびその他の免疫測
定法が挙げられる。代案としては、特定の生物マーカーは、例えば、リアルタイムＰＣＲ
、ＲＴ－ＰＣＲ、ノーザン分析、および原位置ハイブリダイゼーションをはじめとする、
遺伝子発現解析によって同定し得る。
【００５６】
　「物理的分離法」という用語は、本明細書の用法では有毒、催奇形性または試験化合物
に接触させたｈＳＬＣ中で生成される小型分子に、変化および差異プロファイルを生じさ
せるのに十分であることが、当業者に知られている方法を指す。いくつかの実施形態では
、物理的分離法は、糖類、有機酸、アミノ酸、脂肪酸、ホルモン、ビタミン、およびオリ
ゴペプチド、ならびにそのイオン性断片、および低分子量化合物（好ましくは３０００ダ
ルトン未満、より特には５０～３０００ダルトンの分子量）をはじめとするが、これに限
定されるものではない細胞代謝産物の検出を可能にする。例えば、質量分析法を使用し得
る。特定の実施形態では、この分析は、液体クロマトグラフィー／エレクトロスプレーイ
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オン化飛行時間質量分析法（ＬＣ／ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）によって実施してもよい。し
かし本明細書に記載される代謝産物は、本明細書に記載されるもののいずれかをはじめと
するが、これに限定されるものではない、代案の分光分析法またはその他の当該技術分野
で公知の方法を使用して、検出し得るものと理解される。
【００５７】
　例えば生物マーカーは、ＬＣ／ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳおよび／またはＱＴＯＦ－ＭＳを
はじめとする方法によって同定される。メタボロミック生物マーカーは、それらの独自の
分子量と、特定の有毒、催奇形性または試験化合物に応答してマーカーが検出される整合
性とによって同定され；したがって生物マーカーに相当する根本的な化合物の実際の同一
性は、本発明の実施に必要ではない。
【００５８】
　生物マーカーは、例えば、質量分析法などのＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ（飛行時間）、ＳＥＬ
ＤＩ／ＴＯＦ、液体クロマトグラフィー質量分析法（ＬＣ－ＭＳ）、ガスクロマトグラフ
ィー質量分析法（ＧＣ－ＭＳ）、高速液体クロマトグラフィー質量分析法（ＨＰＬＣ－Ｍ
Ｓ）、キャピラリー電気泳動法質量分析法、核磁気共鳴分光分析、タンデム質量分析法（
例えば、ＭＳ／ＭＳ、ＭＳ／ＭＳ／ＭＳ、ＥＳＩ－ＭＳ／ＭＳなど）、二次イオン質量分
析法（ＳＩＭＳ）、および／またはイオン運動性分光分析（例えば、ＧＣ－ＩＭＳ、ＩＭ
Ｓ－ＭＳ、ＬＣ－ＩＭＳ、ＬＣ－ＩＭＳ－ＭＳなど）を使用して同定されてもよい。
【００５９】
　いくつかの態様では、気相イオン分光光度計を使用してもよい。その他の態様では、レ
ーザー脱離／イオン化質量分析法を使用して、生物マーカーを同定してもよい。例えば最
新のレーザー脱離／イオン化質量分析法（ＬＤＩ－ＭＳ）は、マトリックス支援レーザー
脱離／イオン化（ＭＡＬＤＩ）質量分析法、および表面増強レーザー脱離／イオン化（Ｓ
ＥＬＤＩ）の２つの主なバリエーションで実施してもよい。ＭＡＬＤＩでは、マトリック
スを含有する溶液に検体を混合し、一滴の液体を基材表面に載せる。次に生物マーカーと
共に、基材溶液を共結晶化する。基材を質量分光計中に挿入する。レーザーエネルギーは
基材表面に誘導されて、そこではタンパク質が顕著に断片化されることなく、脱離および
イオン化される。しかしＭＡＬＤＩには、分析ツールとしての限界がある。それは、生体
液の分画手段を提供せず、マトリックス材料は、特に低分子量分析物の検出に干渉し得る
。ＳＥＬＤＩでは、基材表面は、それが脱離過程に能動的に参加するように修飾される。
一変法では、表面は、対象生物マーカーと選択的に結合する、吸着材および／または捕捉
試薬で誘導体化される。別の変法では、表面は、レーザーが当たった際に脱着されないエ
ネルギー吸収分子で誘導体化される。別の変法では、表面は、対象生物マーカーと結合し
、またレーザー適用時に破壊される光分解結合も含有する、分子で誘導体化される。これ
らの各方法で、誘導体化剤は、一般に、サンプルが塗布される基材表面の特定位置に局在
化する。例えば、ＳＥＬＤＩ親和性表面を使用して検体（例えば生物マーカー）を捕捉し
、捕捉された検体に基材含有液体を添加してエネルギー吸収材を提供することで、２つの
方法を併用し得る。
【００６０】
　質量分析法からのデータは、質量クロマトグラムとして表されてもよい。「質量クロマ
トグラム」は、ｘ軸が時間を表し、ｙ軸がシグナル強度を表す、クロマトグラムとしての
質量分析法データの代表である。一態様では、質量クロマトグラムは、全イオン電流（Ｔ
ＩＣ）クロマトグラムであってもよい。別の態様では、質量クロマトグラムは、基準ピー
ククロマトグラムであってもよい。その他の態様では、質量クロマトグラムは、選択的イ
オンモニタリング（ＳＩＭ）クロマトグラムであってもよい。さらに別の態様では、質量
クロマトグラムは、選択的反応モニタリング（ＳＲＭ）クロマトグラムであってもよい。
さらに別の態様では、質量クロマトグラムは、抽出イオンクロマトグラム（ＥＩＣ）であ
ってもよい。ＥＩＣでは、単一特性が、実行全体にわたってモニターされる。分析中の各
点で、特定検体の質量対電荷比の前後における、質量許容差ウィンドウ内の全強度または
基準ピーク強度が、プロットされる。質量許容差ウィンドウの規模は、典型的に、データ
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を収集する装置の質量精度および質量分解能に左右される。本明細書の用法では、「特性
」という用語は、単一の小型代謝産物、または代謝産物断片を指す。いくつかの実施形態
では、特性という用語はまた、さらなる調査時のノイズを含んでもよい。
【００６１】
　当業者は、例えば、脱離源、質量分析器、検出、および様々なサンプル調製などの質量
分光計のあらゆる構成要素を、本明細書に記載されるその他の適切な成分または調製物、
または当該技術分野で公知のものと組み合わせ得ることを理解する。例えば、対照サンプ
ルは、13Ｃなどの重原子を含有してもよく、その結果、同一質量分析法の実行中に、試験
サンプルを既知の対照サンプルに混合できるようになる。良好な安定同位体の標識が、含
まれる。
【００６２】
　レーザー脱離飛行時間（ＴＯＦ）質量分光計を使用してもよい。レーザー脱離質量分析
法では、結合マーカーのある基材が、吸気系統に装入される。マーカーは、イオン化源か
らのレーザーによって脱着され、気相にイオン化される。生じたイオンをイオン光学アセ
ンブリーによって収集し、次に飛行時間質量分析器内で短高電圧場を通じてイオンを加速
して、高真空チャンバーに流れ込ませる。高真空チャンバーの遠端では、加速イオンが、
異なる時点で感度検出器表面に衝突する。飛行時間はイオン質量の関数であるので、イオ
ン形成とイオン検出器衝撃の間の経過時間を使用して、特定質量電荷比がある分子の存在
または不在を同定し得る。一態様では、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法によって、生物マ
ーカーのレベルを検出してもよい。
【００６３】
　生物マーカーの検出法としてはまた、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）の使用も挙げられ
る。生物マーカーの脱離および同定のために、ＳＰＲバイオセンシング技術をＭＡＬＤＩ
－ＴＯＦ質量分析法と合わせてもよい。
【００６４】
　統計解析のために、コンピュータを使用してもよい。統計解析のためのデータは、当該
技術分野で公知の統計学的方法のためのソフトウェアを使用して、クロマトグラム（質量
シグナルのスペクトル）から抽出し得る。統計は、個体群または実験に関する数値データ
を有効に活用する科学である。統計解析のための方法は、当該技術分野で周知である。
【００６５】
　例えば統計解析のために、Ａｇｉｌｅｎｔ　ＭａｓｓＰｒｏｆｉｌｅｒまたＭａｓｓＰ
ｒｏｆｉｌｅｒＰｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌソフトウェアを使用してもよい。または統計解
析のために、Ａｇｉｌｅｎｔ　ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒソフトウェアＱｕａｌソフトウェア
を使用してもよい。代案の統計解析方法を使用し得る。このような統計学的方法としては
、分散分析（ＡＮＯＶＡ）、カイ二乗、相関、因子分析、マン－ホイットニーＵ、二乗加
重導出（ＭＳＷＤ）、ピアソンの積率相関係数、回帰分析、スピアマンの順位相関係数、
スチューデントのＴ検定、ウェルチのＴ検定、チューキー検定、および時系列分析が挙げ
られる。
【００６６】
　いくつかの態様では、質量分析法からのシグナルを異なる方法で変換して、方法の性能
を改善し得る。個々のシグナルまたはシグナル分布要約（平均、中央値または分散など）
のどちらでも、このように変換し得る。可能な変換としては、対数を取る、例えば平方根
または逆数などのいくつかの正または負の出力を取る、または逆正弦を取るなどが挙げら
れる（Ｍｙｅｒｓ，Ｃｌａｓｓｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｍｏｄｅｒｎ　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
　ｗｉｔｈ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｄｕｘｂｕｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ，１９９０）。
【００６７】
　いくつかの態様では、試験化合物の催奇形性および非催奇形性を予測するために、統計
学的分類アルゴリズムを使用して、分類モデルを作成し得る。機械学習に基づく分類指標
は、機械知覚、医学的診断、バイオインフォマティクス、脳機械インターフェース、ＤＮ
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Ａ配列分類、およびコンピュータ視覚における物体認識などの様々な分野で適用されてい
る。学習に基づく分類指標は、いくつかの生物学的問題を解決する上で、高度に効率的で
あることが判明している。
【００６８】
　本明細書の用法では、「トレーニングセット」は、可能な予測的関係性を発見するため
に、情報科学の様々な領域で使用されるデータのセットである。トレーニングセットは、
人工知能、機械学習、遺伝子プログラミング、知的システム、および統計で使用される。
これらの全分野において、トレーニングセットは試験セットとほとんど同じ役割を有し、
それと併せて使用されることが多い。
【００６９】
　本明細書の用法では、「試験セット」は、予測的相関の強度および効用を評価するため
に、情報科学の様々な領域で使用されるデータのセットである。試験セットは、人工知能
、機械学習、遺伝子プログラミング、知的システム、および統計で使用される。これらの
全分野で、試験セットは、ほとんど同じ役割を有する。
【００７０】
　「感度」および「特異性」は、二成分分類試験の性能の統計学的尺度である。感度は、
そのように正しく同定された実際の陽性の比率（例えば病状を有すると正しく同定された
病人の割合）を測定する。特異性は、正しく同定された陰性の比率（例えば病状を有しな
いと正しく同定された健常者の割合）を測定する。これらの２つの尺度は、Ｉ種およびＩ
Ｉ種の誤りの概念と密接に関連する。理論的な最適予測は、１００％感度（すなわち病人
群からの全員を病人と予測する）と、１００％特異性（すなわち健常者群からは誰も病気
と予測しない）とを達成し得る。１００％の特異性とは、試験が、例えば特定の疾患の試
験において、疾患がない全員を疾患がないとして認識するなど、全ての実際の陰性を認識
することを意味する。１００％の感度とは、試験が、例えば全ての病人を病気として認識
するなど、全ての実際の陽性を認識することを意味する。したがって高特異性試験とは対
照的に、高感度試験の陰性結果は、疾患を除外するのに使用される。高特異性試験におけ
る陽性結果は、疾患の存在を確認し得る。しかし理論的な観点からは、１００％特異的試
験基準はまた、それによって試験が常に陰性を示すだけである、「偽の」試験キットのせ
いにもし得る。したがって特異性単独では、試験が陽性例をいかに良く認識するのかが分
からない。感度の知識もまた必要である。あらゆる試験において、通常は、尺度間のトレ
ードオフがある。例えば、特定の病状のある人々がその中で試験される診断アッセイでは
、病状を有しないと正しく同定される健常者の一定割合を見逃すリスクを低下させるため
に（高感度）、病状を有すると正しく同定される病人の特定割合を見過ごすように、アッ
セイを設定してもよい（低特異性）。このトレードオフは、受信者動作特性（ＲＯＣ）曲
線を使用して、グラフで表し得る。
【００７１】
　測定系の「確度」は、その実際の（真の）値に対する測定量の近さの程度である。再現
性または反復性とも称される測定系の「精度」は、無変化条件下の反復測定値が同一結果
を示す程度である。２つの語は、口語用法では同義であり得るが、これらは科学的方法の
文脈で意図的に対比される。測定系は、正確であるが精密でなく、精密であるが正確でな
く、正確でも精密でもなく、または正確かつ精密であり得る。例えば、実験が系統的誤差
を有する場合、サンプルサイズ増大させることは、一般に精度を増大させるが、確度は改
善しない。系統的誤差の排除は、確度を改善するが、精度を変化させない。
【００７２】
　「予測可能性」（平凡さとも称される）という用語は、系の状態の正しい予測または予
想を定性的または定量的に、行い得る程度である。完全な予測可能性は、厳密な決定論を
暗示するが、予測可能性の欠如は、必ずしも決定論の欠如を暗示しない。予測可能性の限
界は、情報欠如または過剰な複雑度などの要因によって引き起こされ得る。
【００７３】
　いくつかの態様では、本発明の方法は、少なくとも約８０％の確度、少なくとも約８５
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％の確度、少なくとも約９０％の確度、または少なくとも約９５％の確度で、試験化合物
の催奇形性を予測してもよい。
【００７４】
　いくつかの態様では、本発明の方法は、少なくとも約８０％の感度、少なくとも約８５
％の感度、少なくとも約９０％の感度、または少なくとも約９５％の感度で、試験化合物
の催奇形性を予測してもよい。
【００７５】
　いくつかの態様では、本発明の方法は、少なくとも約８０％の特異性、少なくとも約８
５％の特異性、少なくとも約９０％の特異性、または少なくとも約９５％の特異性で、試
験化合物の催奇形性を予測してもよい。
【００７６】
　いくつかの態様では、本明細書に記載される方法は、シスチン測定を単独で、または本
明細書に記載される代謝産物の１つまたは複数をはじめとするが、これに限定されるもの
ではない、多様なその他の代謝産物のいずれかと組み合わされたシスチンを、利用しても
よい。例えば、参照処置と比較して少なくとも１０％の増大の閾値を使用して、シスチン
の変化倍数の判定のみを使用して、催奇形物質を分類し得る。
【００７７】
　いくつかの態様では、本明細書に記載される方法は、オルニチン測定を単独で、または
本明細書に記載される代謝産物の１つまたは複数をはじめとするが、これに限定されるも
のではない、多様なその他の代謝産物のいずれかと組み合わされたオルニチンを、利用し
てもよい。例えば、参照処置と比較して約２０％の増大および／または１８．５％の低下
の閾値を使用して、オルニチンの変化倍数判定のみを使用して、催奇形物質を分類し得る
。
【００７８】
　オルニチン対シスチン、非対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ）対シスチン、および
／またはシスタチオニン対シスチンの倍数変化における比率改変を判定するのに加えて、
試験化合物不在下で培養されたｈＳＬＣと比較して、試験化合物存在下で培養されたｈＳ
ＬＣに付随する１つまたは複数の追加的な代謝産物の変化倍数をさらに判定することで、
本明細書に記載される方法の確度を改善してもよい。
【００７９】
　いくつかの実施形態では、方法は、アルギニン、またはその断片、付加物、欠損物また
は喪失の変化倍数と、ＡＤＭＡ、またはその断片、付加物、欠損物または喪失の変化倍数
との比率の判定をさらに含んでもよい。いくつかの態様では、少なくとも約０．９未満ま
たは少なくとも約１．１を超える比率は、試験化合物の催奇形性を示唆し；少なくとも約
０．９を超えて少なくとも約１．１未満の比率は、試験化合物の非催奇形性を示唆する。
例えば、ＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０２９４７１号明細書および米国特許出願第１３／０６
９，３２６号明細書（“Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ　Ｈｕｍａｎ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａ
ｌ　Ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｈｕｍａ
ｎ　Ｓｔｅｍ－Ｌｉｋｅ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ”），Ｗｅｓ
ｔ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０，Ｔｏｘｉｃｏｌ　Ａｐｐｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ；２４７
（１）：１８－２７、およびＫｌｅｉｎｓｔｒｅｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１，Ｔｏ
ｘｉｃｏｌ　Ａｐｐｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ；２５７（１）：１１１－１２１を参照され
たい。追加的な代謝産物としては、例えば、１つ以上の追加的な代謝産物、２つ以上の追
加的な代謝産物、３つ以上の追加的な代謝産物、４つ以上の追加的な代謝産物、５つ以上
の追加的な代謝産物、６つ以上の追加的な代謝産物、７つ以上の追加的な代謝産物、８つ
以上の追加的な代謝産物、９つ以上の追加的な代謝産物、１０個以上の追加的な代謝産物
、１１個以上の追加的な代謝産物、１２個以上の追加的な代謝産物、１３個以上の追加的
な代謝産物、１４個以上の追加的な代謝産物、または１５個以上の追加的な代謝産物が挙
げられる。
【００８０】
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　１つまたは複数の追加的な代謝産物としては、例えば、アラニン、アスパラギン酸、お
よびグルタミン酸代謝経路網；アルギニンおよびプロリン代謝経路網；アスコルビン酸お
よびアルダル酸代謝経路網；クエン酸回路；システインおよびメチオニン代謝経路網；ガ
ラクトース代謝経路網；グルタチオン代謝経路網；グリオキシル酸およびジカルボン酸代
謝経路網；ニコチン酸およびニコチンアミド代謝経路網；パントテン酸および補酵素Ａ生
合成経路；ペントースおよびグルクロン酸相互変換経路；ペントースリン酸経路；プロパ
ン酸代謝経路網；ピルビン酸代謝経路網；および／またはビタミンＢ６代謝経路網から選
択される代謝経路の代謝産物が挙げられる。
【００８１】
　例えば、１つのまたは追加的な代謝産物としては、例えば、ピルビン酸、Ｌ－バリン、
マレイン酸ジメチル、パントイン酸、パントテン酸、ホスホロパントテニル－Ｌ－システ
イン、５，６－ジヒドロウラシル、Ｎ－カルバモイル－β－アラニン、および／または補
酵素Ａなどの、パントテン酸および補酵素Ａ生合成経路の代謝産物が挙げられる。
【００８２】
　例えば、１つのまたは追加的な代謝産物としては、例えば、５－オキソプロリン、Ｌ－
グルタミン酸、グリシン、Ｌ－γ－グルタミルシステイン、グリシン、デヒドロアスコル
ビン酸、グルタチオニルスペルミン、および／またはＬ－オルニチンなどの、グルタチオ
ン代謝経路網の代謝産物が挙げられる。
【００８３】
　例えば、１つのまたは追加的な代謝産物としては、例えば、ピルビン酸、ジメチルアル
ギニン、Ｌ－アルギニン、Ｌ－シトルリン、グルタミン、アスパラギン酸、Ｌ－アルゴコ
ハク酸、グアニジノ－酢酸－リン酸、フマル酸、サルコシン、２－オキソアルギニン、ピ
ルビン酸、５－アミノ－ペンタン酸、リナチン、ピロール－２－カルボキシル酸、プトレ
シン、６－オキソ－１，４，５，６－テトラヒドロニコチン酸、２，６－ジヒドロキシニ
コチン酸、フマル酸、および／またはＧＡＢＡなどの、アルギニンおよびプロリン代謝経
路網の代謝産物が挙げられる。
【００８４】
　例えば、１つのまたは追加的な代謝産物としては、例えば、６－オキソ－１，４，５，
６－テトラヒドロニコチン酸、２，６－ジヒドロキシニコチン酸、および／またはフマル
酸などの、ニコチン酸およびニコチンアミド代謝経路網の代謝産物が挙げられる。
【００８５】
　例えば、追加的な代謝産物としては、シスチン、Ｎ１－アセチルスペルミジン、非対称
性ジメチルアルギニン、シスタチオニン、２’－デオキシウリジン、ＧＡＢＡ、リンゴ酸
、コハク酸、およびアスパラギン酸から選択される、１つ以上、２つ以上、３つ以上、４
つ以上、または５つ以上の追加的な代謝産物が挙げられる。
【００８６】
　例えば、追加的な代謝産物としては、メチルスルホニルアセトニトリル；アスパラギン
酸、Ｎ－アセチルスペルミジン；ジメチル－Ｌ－アルギニン；Ｌ－シスタチオニン；ＧＡ
ＢＡ；フマル酸；バリン；コハク酸；アスパラギン酸；パントイン酸；２１５．１３８７
のｍ／ｚと４６６のＲＴとＥＳＩ（＋）極性とを有する代謝産物；２３４．８９０４のｍ
／ｚと２４６のＲＴとＥＳＩ（＋）極性とを有する代謝産物；２５１．０６６６のｍ／ｚ
と１０５のＲＴとＥＳＩ（＋）極性とを有する代謝産物；および４０３．０８３９のｍ／
ｚと６５３のＲＴとＥＳＩ（＋）極性とを有する代謝産物から選択される、あらゆる１つ
以上、あらゆる２つ以上、あらゆる３つ以上、あらゆる４つ以上、あらゆる５つ以上、あ
らゆる６つ以上、あらゆる７つ以上、あらゆる８つ以上、あらゆる９つ以上、あらゆる１
０個以上、あらゆる１１個以上、あらゆる１２個以上、あらゆる１３個以上、またはあら
ゆる１４個以上の追加的な代謝産物が挙げられる。いくつかの態様では、１５種の代謝産
物における全ての倍数変化が判定される。その内容全体をそれぞれ参照によって本明細書
に援用する、ＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０２９４７１号明細書の表１１、および米国特許出
願第１３／０６９，３２６号明細書（“Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ　Ｈｕｍａｎ　Ｄｅｖｅｌ
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ｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　Ｕｓｉ
ｎｇ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｔｅｍ－Ｌｉｋｅ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ
ｓ”）を参照されたい。
【００８７】
　ｈＳＬＣおよびメタボロミクスに基づく本発明の方法は、化合物の毒性および催奇形性
判定するために、マウスまたはゼブラフィッシュに基づくモデルを使用するその他の試験
に優る、顕著な利点を提供する。
【００８８】
　本発明の方法を使用して、試験化合物を催奇形物質または非催奇形物質として分類し、
試験化合物の催奇形性を予測し、および／または試験化合物を催奇形物質として検証して
もよい。本発明の方法はまた、創薬の前臨床段階における、ハイスループットスクリーニ
ングツールの役割を果たしてもよい。さらにこのアプローチを使用して、ヒトの発達に対
する、環境（重金属、産業廃棄物）および栄養（アルコールなど）化学物質の有害効果を
検出し得る。さらに本発明の方法は、医薬、生物工学および環境関係機関が、化合物開発
およびヒト曝露臨界用量について政策決定をするのを補佐し得る。胚性幹細胞技術への化
学生物学の組み込みは、ヒトの発達と疾患の理解を深めるユニークな機会もまた提供する
。ｈＳＬＣから分化した細胞のメタボロミクスは、同様の役割を果たし、特定の細胞また
は組織型に対してより大きな感度で、そしてヒト特異的様式で、毒性および疾病の機構を
解明するのに有用なはずである。
【００８９】
　本発明のｈＳＬＣ依存的方法を使用して生成される生物マーカーポートフォリオはまた
、創薬において薬剤候補およびリード化合物を前臨床評価するためのハイスループットス
クリーニング法で使用してもよい。この技術の実施には実験動物が必要でないため、現行
の発達毒物学モデルと比較して、発明の方法のこの態様が、産業資源に与える影響は最小
である。結果として得られる生産性に対する好ましい影響は、信頼度の増大と、不都合な
発達影響に遭遇するリスクの低下をもって、製薬産業の研究チームが、化合物を選択して
探究開発に進めることを可能にする。
【００９０】
　本発明は、１つまたは複数の代謝産物を同定および／または測定するキットを含む。い
くつかの態様では、キットは、物理的分離法によって代謝産物を判定するためのものであ
ってもよい。いくつかの態様では、キットは、例えば、比色分析、酵素的、免疫学的手順
などの、物理的分離法以外の手順によって代謝産物を判定するためのものであってもよい
。いくつかの態様では、アッセイキットはまた、１つまたは複数の適切な陰性対照および
／または陽性対照を含んでもよい。本発明の実施に必要な緩衝液および溶液などのその他
の試薬を含んでもよい本発明のキットもまた、包含される。注意書きまたは印刷された使
用説明書が、このような容器に任意選択的に付随し得る。本明細書の用法では、「包装材
料」という語句は、キット内容物を収容するのに使用される、１つまたは複数の物理的な
構造体を指す。包装材料は、好ましくは無菌で汚染物質を含まない環境を提供する、周知
の方法によって構築される。本明細書の用法では、「パッケージ」という用語は、固定さ
れた境界内にポリペプチドを保持できる、ガラス、プラスチック、紙、ホイルなどの固体
マトリックスまたは材料を指す。本発明のキットは、使用説明書もまた含んでもよい。使
用説明書は、典型的に、混合される試薬およびサンプルの相対量、試薬／サンプル混和材
料の保持時間、温度、緩衝液条件などの、試薬濃度または少なくとも１つのアッセイ法パ
ラメータについて説明する実体のある表示を含む。
【００９１】
　いくつかの態様では、キットは、本明細書に記載される１つまたは複数の精製代謝産物
の特定セットを固体形態で含んでなる、第１の容器と、精製代謝産物の特定のサブセット
を再懸濁するための生理学的に適切な緩衝液を含んでなる、第２の容器との基本的な構成
要素を含んでなる、パッケージされた組み合わせであってもよい。
【００９２】
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　以下の実施例によって、本発明を例証する。特定の例、材料、量、および手順は、本明
細書に記載される発明の範囲と精神に従って、広義に解釈されるものと理解される。
【実施例】
【００９３】
実施例１
発達毒性スクリーニングのための新しいヒト胚性幹細胞に基づく生物マーカーアッセイの
確立および評価
　本実施例によって、ヒト胚性幹（ｈＥＳ）細胞を使用する代謝生物マーカーに基づく試
験管内アッセイを開発し、催奇形性を示唆する様式で、細胞代謝を撹乱させる試験化合物
濃度を同定した。このアッセイは、可能なヒト発達毒物の早期発見段階検出を助けるよう
にデザインされる。この試験では、迅速な試験管内催奇形性アッセイを開発するために、
ｈＥＳ細胞培養液からのメタボロミックデータを使用して、可能な生物マーカーを評価し
た。ｈＥＳ細胞は、既知のヒト催奇形性医薬品によって、それらの公開されたヒトピーク
治療的血漿濃度と同等の濃度で処置した。２つの代謝産物生物マーカー（オルニチンおよ
びシスチン）が、発達毒性の指標として同定された。次に９点用量応答曲線を使用して、
細胞毒性評価項目と共にこれらの代謝産物を使用する、標的曝露に基づく生物マーカーア
ッセイを開発した。別の試験化合物セットを使用して、新規アッセイの予測性を評価した
。未知の発達毒性可能性がある化合物に、アッセイをどのように適用し得るかを例証する
ために、妊娠中のヒト曝露データがないが、動物発達毒性試験で陽性結果を示した、追加
的な１０種の化合物を評価した。新規アッセイは、７７％の確度（５７％の感度、１００
％の特異性）で、試験セット中の可能な発達毒物を同定した。アッセイは、既存の生体内
モデルとの高度な一致（≧７５％）を有し、新規アッセイが、発見段階試験の一部として
、新規化合物の発達毒性可能性を予測して、必要な生体内試験の起こりそうな結果のシグ
ナルを提供し得ることが実証された。
【００９４】
　本実施例は、試験化合物が、発達毒性を予測する様式で代謝を撹乱させる曝露レベルを
同定するようにデザインされた発達毒性試験のための、迅速で再現可能な生物マーカーに
基づくスクリーニングの開発について説明する。試験化合物に応えた２つの代謝産物オル
ニチンおよびシスチンの撹乱は、９つの独立した実験的複製中で評価して、実験および液
体クロマトグラフィー高分解能質量分析法（ＬＣ－ＨＲＭＳ）システムにおける、反復性
を確実にした。オルニチン／シスチン比（ｏ／ｃ比）を使用して、我々は、９点用量応答
曲線中の代謝および細胞生存率の変化を評価して、発達毒性可能性と関連付けられている
様式で代謝を撹乱させる、試験化合物の曝露レベルを判定する、迅速な標的アッセイを開
発した。化合物のトレーニングセットおよび試験セット中の既知のヒト催奇形物質に対す
るアッセイの予測性を評価するために、化合物が発達毒性可能性を有すると予測される場
合の曝露レベルを、治療用量に続いて、化合物のヒトピーク血漿生体内濃度（Ｃmax）に
対してスコア付けした。この場合、Ｃmax値は、ヒトが治療的状況下において常態で曝露
される最大濃度であり、この曝露レベルで発達毒性の検出が期待されることから、アッセ
イ性能の解釈を助けるための基準点曝露レベルとして使用される。
【００９５】
　しかし化合物開発の発見段階におけるアッセイの適用は、このＣmax情報を必要とせず
、試験化合物の催奇形性可能性は、試験化合物が催奇形性を示唆する様式で代謝を撹乱さ
せる曝露レベルに基づく。アッセイのデザインおよび感度は、厳密には細胞毒性に起因す
る代謝産物存在量変化の交絡効果を打ち消すことで、非細胞毒性レベルにおける試験化合
物の催奇形性可能性を同定できるようにする。多様な曝露レベルにおいて細胞毒性不在下
で発達毒性を同定する能力は、アッセイの重要な長所であり、それを既存の試験管内アッ
セイから際立たせる。
【００９６】
有用な用語および定義
　催奇形性閾値。奇形発生可能性に関連づけられる代謝撹乱の閾値。閾値は、トレーニン
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グセット結果を使用した標的生物マーカーアッセイでは、経験的に０．８８と判定された
。この閾値を全ての試験セットに適用し、アッセイを使用して未知の化合物を評価した。
【００９７】
　オルニチン／シスチン比（Ｏ／Ｃ比）。処置ｘのシスチン（Ｃｙｓｓ）の倍数変化で除
した、処置ｘのオルニチン（Ｏｒｎ）の倍数変化。
【数１】

【００９８】
　催奇形可能性。ｏ／ｃ比または細胞生存率の用量応答曲線が催奇形性閾値を超える、試
験化合物の補間曝露レベル（濃度）。この濃度を超える曝露レベルは、催奇形性と関連付
けられている。
【００９９】
　確度。評価した試験化合物数で除した正しい予測数。
【０１００】
　感度。催奇形物質の検出、真の陽性／（偽陰性＋真の陽性）。
【０１０１】
　特異性。非催奇形物質の検出、真の陰性／（真の陰性＋擬陽性）。
【０１０２】
　トレーニングセット。発達毒性の生物マーカーを同定するのに使用された、ヒト発達毒
性情報が確立されている化合物セット。試験の双方の相でこの化合物セットを試験して、
催奇形性閾値を設定するのに使用した。
【０１０３】
　試験セット。生物マーカーの同定には使用されなかったが、発達毒性の生物マーカーの
予測性を評価するのに使用された、十分に確立されたヒト発達毒性情報がある化合物セッ
ト。この化合物セットを使用して、トレーニングセットを使用した標的生物マーカーアッ
セイおよび催奇形性閾値セットの性能を評価した。
【０１０４】
　適用セット。アッセイの適用を実証するのに使用された、不十分に定義されたヒト発達
毒性情報がある化合物セット。この濃度におけるヒト催奇形性は未知であるので、これら
の化合物は、それらのＣmaxに基づいて、催奇形物質または非催奇形物質に分類されない
。
【０１０５】
材料と方法
　標的生物マーカーに基づくアッセイの開発と評価は、２段階で実施した。最初の相（第
１相）では、非標的メタボロミック法を使用して、トレーニングセットの９つの独立した
実験的複製（実験ブロック）にわたって、２つの先に同定された予測的生物マーカー（オ
ルニチンおよびシスチン、Ｋｌｅｉｎｓｔｒｅｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１，Ｔｏｘ
ｉｃｏｌ　Ａｐｐｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ；２５７：１１１－１２１）の予測可能性を特
性解析した。２つ目の相（第２相）では、予測的生物マーカーを使用して、催奇形可能性
に基づく化合物優先順位付けのための所要時間の短い標的曝露に基づくアッセイを開発し
た。新規アッセイの予測性は、元のトレーニングセットならびに独立した試験化合物セッ
トを使用して評価した。
【０１０６】
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　試験化学的の選択および分類。合計４６種の化合物を使用して、オルニチン、シスチン
、およびｏ／ｃ比が、２つの実験段階で発達毒性を予測する能力を評価した。これらの４
６種の化合物は、トレーニングセット、試験セット、および適用セットと命名される３群
に分けられた。トレーニングセットは、発達毒性の生物マーカーを同定するのに使用され
た、ヒト発達毒性情報が確立されている化合物セットであった。試験セットは、生物マー
カーの同定には使用されなかったが、発達毒性の生物マーカーの予測性を評価するのに使
用された、十分に確立されたヒト発達毒性情報がある化合物セットであった。適用セット
は、アッセイの適用を実証するのに使用された、不十分に定義されたヒト発達毒性情報が
ある化合物セットであった。この濃度におけるヒト催奇形性は未知であるので、これらの
化合物は、それらのＣmaxに基づいて、催奇形物質または非催奇形物質に分類されない。
【０１０７】
　トレーニングセットは、２３種の特徴がよく分かっている医薬化合物（１１種の既知の
ヒト非催奇形物質および１２種の既知のヒト催奇形物質、表２）からなり、計算モデルを
構築して、催奇形性を予測する生物マーカーを同定するために以前使用された（Ｋｌｅｉ
ｎｓｔｒｅｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１，Ｔｏｘｉｃｏｌ　Ａｐｐｌ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｌ；２５７：１１１－１２１）。このトレーニングセットは、双方の実験段階で利用
された。これらの試験で開発された標的生物マーカーアッセイの予測能力を評価するため
に、第２の実験段階で、１３種の特徴がよく分かっている医薬化合物（６種の既知のヒト
非催奇形物質および７種の既知のヒト催奇形物質、表３）の追加的な試験セットを使用し
て、新規アッセイの予測性を評価した。最後の化合物セット（適用セット、表４）は、１
０種の化合物からなり、それらはヒト妊娠中の曝露について利用できる確証的発達毒性デ
ータを有しないが、発達毒性可能性について利用できる動物データを有する。催奇形性分
類を各化学物質に伴う観察されたヒトへのリスクに厳密に注目して、アッセイ開発に、化
合物分類の二階級制度（催奇形物質および非催奇形物質）を適用した。化合物は、アンプ
レナビル、ボセンタン、エンタカポン（Ｔｏｒｏｎｔｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉ
ｃａｌｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ，Ｏｎｔａｒｉｏ，Ｃａｎａｄａ）、ラパチニブ（Ｃｈｅｍｉ
ｅ　Ｔｅｋ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）、シドフォビルおよびラメルテオン（Ｓ
ｅｌｌｅｃｋ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｈｏｕｓｔｏｎ，ＴＸ）を除いて、Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）から購入された。
【０１０８】
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【表１】

【０１０９】
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【表２】

【０１１０】
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【表３】

【０１１１】
　未分化ｈＥＳ細胞系維持（第１相および第２相）。ＷＡ０９　ｈＥＳ細胞は、ＷｉＣｅ
ｌｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）から得られ、ｈ
ＥＳＣ－ｑｕａｌｉｆｉｅｄマトリゲル（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｓａｎ　Ｊｏ
ｓｅ，ＣＡ）被覆６ウェルプレート上で、ＴｅＳＲ１培地（ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ，ＢＣ，Ｃａｎａｄａ）を使用して、
支持細胞非含有条件で維持された。未分化幹細胞集団を維持するために、吸引を通じて分
化コロニーを毎日除去し、培地を取り替えた。さらにｈＥＳ細胞は、継代４０代目までの
実験のみで使用して、およそ１０代の継代毎に核型分析して、遺伝子不安定性可能性を最
小化およびモニターした。ｈＥＳ細胞は、Ｖｅｒｓｅｎｅ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ，Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）を使用して、９０～９５％の密集度で（お
よそ７日毎に）継代した。細胞培養物は、５％ＣＯ2下で３７℃に維持した。
【０１１２】
　９６ウェルｈＥＳ細胞プレーティング（第１相および第２相）。全ての実験処置は、９
６ウェルプレート内で実施した。播種変動性を最小化して再現性を増大させるために、ｈ
ＥＳ細胞は単一細胞懸濁液として播種し、化合物曝露中に未分化状態を維持した。９６ウ
ェルプレート内への播種前に、ＴｒｙｐＬＥ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を
使用して、ｈＥＳ細胞を６－ウェルプレートから取り出した。細胞をＤＭＥＭ／Ｆ１２（
Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）で洗浄し、１０μＭのＹ２７６３２　Ｒｈｏ関連
キナーゼ（ＲＯＣＫ）阻害因子（Ｍｅｒｃｋ　ＫＧａＡ／Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ，Ｄａｒ
ｍｓｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を含有するｍＴｅＳＲ１に再懸濁した。ＲＯＣＫ阻害因
子を播種培地に入れて、解離誘発性アポトーシスを低下させることにより、播種効率を増
大させる。ｈＥＳＣ規格認定マトリゲル被覆された９６ウェルプレートの内側の６０ウェ
ルに、ウェルあたり１００，０００個の細胞密度で播種した。プレートの外側のウェルに
は等容積の培地を入れて、プレート全域にわたる湿度差を最小化した。化合物曝露は、播
種の２４時間後に開始した。
【０１１３】
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　第１相ｈＥＳ細胞化合物曝露。ｈＥＳ細胞は、化合物の公開された治療的Ｃmaxに相当
する単一濃度の試験化合物で処置した。生理学的に妥当な曝露レベルと見なされ、化合物
の発達への影響と関連付けられていることから、治療的Ｃmaxを使用した（Ｎａｔｉｏｎ
ａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｕｎｃｉｌ，２０００，“Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　ｆｒｏ
ｎｔｉｅｒｓ　ｉｎ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｒ
ｉｓｋ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ，”Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＤＣ：Ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎ
ａｌ　Ａｃａｄｅｍｉｅｓ　Ｐｒｅｓｓ）。６種の化合物（５－フルオロウラシル、アミ
ノプテリン、ブスルファン、シトシンアラビノシド、ヒドロキシ尿素、およびメトトレキ
サート）では、Ｃmax曝露レベルにおける３０％を超える細胞毒性のために、Ｃmax値の代
わりに実験的に判定したＩＣ30を使用した。これは、試料採取時点で十分な細胞が存在し
て、ＬＣ－ＨＲＭＳ分析のためのシグナルを提供することを確実にするために実施した。
試験化合物の曝露では、バルプロ酸を除く全ての化合物原液は、ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ）中で作成した。バルプロ酸は、この試験で使用される濃度ではＤＭＳＯ
に不溶性であったため、０．１％ＤＭＳＯを含有するｍＴｅＳＲ１で希釈した。各９６ウ
ェルプレートは、試験化合物含有または非含有培地対照、０．１％ＤＭＳＯ溶媒対照細胞
、および単一濃度の８種の異なる試験化合物に曝露させた細胞を含んだ（図１Ａ）。培地
対照を各プレートに含めて、試料マトリックスに対する試験化合物の影響を評価した。ｈ
ＥＳ細胞を試験化合物に７２時間曝露させて、培地と試験化合物を２４時間毎に置換した
。処置期間全体を通じて細胞をモニターし、分化が起きないことを確実にした。処置の７
２時間後、最後の２４時間の処置期間からの消耗培地を収集して、アセトニトリルに添加
し（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、最終アセトニトリル濃度４０％）、代謝過程を停止さ
せ、タンパク質を溶液から沈殿させた。各９６ウェルプレートからの個々のウェルは、別
のサンプルとして収集し分析した。次にＬＣ－ＨＲＭＳ分析のために調製するまで、これ
らのサンプルを－８０℃で保存した。細胞生存率は、製造会社（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄ
ｉｓｏｎ，ＷＩ）の使用説明書に従って、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｆｌｕｏｒ　Ｃｅｌｌ　
Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　Ａｓｓａｙを使用して評価した。処置中に６つの細胞サンプルの生
存率相対蛍光単位（ＲＦＵ）の変動係数（ＣＶ）が１０％を上回り、Ｇｒｕｂｂの試験（
ｗｗｗ．ｇｒａｐｈｐａｄ．ｃｏｍ／ｑｕｉｃｋｃａｌｃｓ／Ｇｒｕｂｂｓ１．ｃｆｍを
参照されたい）を使用して外れ値が同定されなければ、その化合物について分析を停止し
て細胞培養実験を繰り返すように、品質管理パラメータを設定した。外れ値が存在すれば
、外れ値サンプルを分析から除去した。プレート上のＤＭＳＯ対照細胞サンプルのＣＶが
、品質管理パラメータの外側にあれば、全プレートを反復した。２３種の各化合物へのｈ
ＥＳ細胞曝露を合計９回反復した。
【０１１４】
　第２相ｈＥＳ細胞化合物曝露。元のトレーニングセットならびに独立した試験セット中
で、標的生物マーカーアッセイの予測性を評価した（表２および３）。アッセイを適用化
合物セット（表４）にさらに適用して、ヒト催奇形性が未知である場合の効用を実証した
。ほとんどの化合物で使用された標準化合物曝露レベルは、０．０４μＭ～３００μＭの
範囲の９つの３倍希釈液であった（図１Ｂ）。その治療的Ｃmaxが標準曝露範囲の外側で
あったため、バルプロ酸の曝露範囲は、４μＭ～３０，０００μＭに増大させた。１μＭ
未満の濃度で細胞毒性の化合物は、より低い曝露レベル（０．００１μＭ～１０μＭ）で
反復した。アスコルビン酸、葉酸、およびバルプロ酸を除いて、各試験化合物の原液は、
最大曝露レベルの１０００倍の濃度で、１００％ＤＭＳＯ中で調製した。これらの３種の
化合物はＤＭＳＯ中で完全に不溶性であり、原液は、０．１％ＤＭＳＯを含有するｍＴｅ
ＳＲ１中で調製した。原液は、ｍＴｅＳＲ１培地中で１：１０００に希釈し、引き続く希
釈は、全ての処置においてＤＭＳＯ最終濃度が０．１％になるように、０．１％ＤＭＳＯ
を含有するｍＴｅＳＲ１中で実施した。ｈＥＳ細胞を７２時間処置し、最後の２４時間処
置期間からの消耗培地を収集して、第１相の下に記載されるように、13Ｃ6標識アルギニ
ン（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｉｓｏｔｏｐｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｎｄｏｖｅｒ
，ＭＤ）を含有するアセトニトリルに添加した。消耗培地サンプルは、ＬＣ－ＨＲＭＳ分
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析のために調製するまで、－８０℃で保存した。ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｆｌｕｏｒ細胞生
存率アッセイを使用して、細胞生存率を評価した。ＬＣ－ＨＲＭＳ分析にかけるプレート
では、ＤＭＳＯ対照細胞の測定された生存率ＲＦＵのＣＶが１０％を超えないという基準
で、品質管理段階を含めた。Ｒパッケージ「ｄｒｃ」がある４パラメータ対数ロジスティ
ックモデル（Ｒｉｔｚ　ａｎｄ　Ｓｔｒｅｉｂｉｇ，２００５，Ｊ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ
ａｌ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ；１２：１－２２）を使用して、基準処置（０．１％のＤＭＳＯ
処置対照細胞）正規化データ（生存率ＲＦＵTrtX／生存率ＲＦＵDMSO）に、用量応答曲線
を適合させた。
【０１１５】
　試料調製（第１相および第２相）。Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｍｕｌｔｉｓｃｒｅｅｎ　Ｕ
ｌｔｒａｃｅｌ－１０フィルタープレート（ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｉｌｌｅｒ
ｉｃａ，ＭＡ）を使用して、消耗培地サンプルの高分子量構成物（＞１０ＫＤａ）を除去
した。サンプル濾過前に、フィルタープレートを０．１％ＮａＯＨで洗浄して、既知の汚
染物質ポリマーを除去した。次にプレートをＨＰＬＣ等級水で２回水洗して、残留ポリマ
ーおよびＮａＯＨを除去した。消耗培地サンプルを洗浄フィルタープレートに入れた。第
１相では、サンプルに13Ｃ6標識アルギニンを添加した。サンプルを４℃および２，００
０×ｇで、２００分間遠心分離した。濾液を収集して、Ｓａｖａｎｔ　Ｈｉｇｈ　Ｃａｐ
ａｃｉｔｙ　Ｓｐｅｅｄｖａｃ　Ｐｌｕｓ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ内で一晩濃縮した
。13Ｃ5標識グルタミン酸（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｉｓｏｔｏｐｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｉｅｓ）を含有する、水中の０．１％ギ酸：アセトニトリル中の０．１％ギ酸の１：１混
合物中で、濃縮サンプルを再可溶化した。13Ｃ標識化合物を内標準として使用して、調製
効率を追跡し、ＬＣ－ＨＲＭＳ性能を追跡した。
【０１１６】
　第１相質量分析法。各システム毎に３つの複製を評価して、３つの別個のＬＣ－ＨＲＭ
Ｓシステム上で、９つの生物学的複製について、ＬＣ－ＨＲＭＳデータを得た。各システ
ムは、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｇ６５２０Ａ　ＱＴＯＦ高分解能質量分光計（ＱＴＯＦ　ＨＲＭ
Ｓ），Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｇ６５３０Ａ　ＱＴＯＦ　ＨＲＭＳ、またはＡｇｉｌｅｎｔ　Ｇ
６２２４Ａ　ＴＯＦ　ＨＲＭＳシステムのいずれかと接続された、Ａｇｉｌｅｎｔ　１２
９０　Ｉｎｆｉｎｉｔｙ　ＬＣシステムからなった（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ，Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ）。広範囲に及ぶ構造の生物学的小型分子の分
離を容易にするために、そして親水性化学種の保持を増大させるために、親水性相互作用
液体クロマトグラフィー（ＨＩＬＩＣ）を利用した。寸法３×１００ｍｍおよび粒度３μ
ｍのＬｕｎａ　ＨＩＬＩＣカラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ，Ｔｏｒｒａｎｃｅ，ＣＡ）を
使用して、３０℃に保った。サンプル（２μＬ）を注入し、データ取得時間は、水中の０
．１％ギ酸（溶媒Ａ）およびアセトニトリル中の０．１％ギ酸（溶媒Ｂ）による１７分間
の溶媒勾配を使用して、流速０．５ｍｌ／分で２３分間であった。二重ＥＳＩ源を使用し
て、エレクトロスプレーイオン化を用いた。装置のスキャン範囲は、７０～１６００Ｄａ
であった。データ取得は、高解像度精密質量条件を使用して、ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ　Ａ
ｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎソフトウェア（バージョンＢ　０４．００，Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）によって実施され、各セットサンプルは、最初にＥＳＩ正極性下
、次にＥＳＩ負極性条件下で実行された。
【０１１７】
　第２相質量分析法。データを得て、２つの装置プラットフォームを使用して、標的生物
マーカーアッセイの性能を評価した。２つのシステムの内１つを使用して、各化合物につ
いて、超高速液体クロマトグラフィー（ＵＰＬＣ）－ＨＲＭＳデータ取得を実施した。シ
ステム１は、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｇ６５２０Ａ　ＱＴＯＦ　ＨＲＭＳに接続されたＡｇｉｌ
ｅｎｔ　１２９０　Ｉｎｆｉｎｉｔｙ　ＬＣシステムからなった。システム２は、Ａｇｉ
ｌｅｎｔ　Ｇ６２２４Ａ　ＴＯＦ　ＨＲＭＳに接続された同一モデルのＬＣシステムを使
用した。４０℃に保たれるＷａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔｙ　ＵＰＬＣ　ＢＥＨ　Ａｍｉｄ
ｅ　２．１×５０ｍｍ　１．７μｍ粒度カラム（Ｗａｔｅｒｓ，Ｍｉｌｆｏｒｄ，ＭＡ）
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を代謝産物分離のために、適用した。水中の０．１％ギ酸（溶媒Ａ）およびアセトニトリ
ル中の０．１％ギ酸（溶媒Ｂ）による溶媒勾配を流速１．０ｍｌ／分で使用して、２μＬ
のサンプルを注入した。正イオン化モードのみで操作される二重ＥＳＩ源を使用して、エ
レクトロスプレーイオン化を用いた。装置の質量範囲を６０～１６００Ｄａに設定して、
ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ　Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎソフトウェア（バージョンＢ　０４．０
０）を使用して、６．５分にわたってデータを得た。サンプル中のシスチンおよびオルニ
チン代謝産物同定は、それらの衝突誘発分離質量スペクトルを標準試料（Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈ）と比較することで、あらかじめ確認した。
【０１１８】
　ピーク検出（第１相および第２相）。ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ　Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ
　Ａｎａｌｙｓｉｓソフトウェアバージョン５．０（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ）を使用して、Ａｇｉｌｅｎｔ生データファイルをオープンソースｍｚＤａｔａ
ファイル形式に変換した。変換プロセスでは、質量中心データに脱アイソトープ化（＋１
電荷状態のみ）を実施して、絶対高が２００未満のピークは分析から除外した。Ｒパッケ
ージ「ｘｃｍｓ」を使用して、ピークの選択および特性の作成を実施した（Ｓｍｉｔｈ　
ｅｔ　ａｌ．，２００６，ＡｎａｌＣｈｅｍ；７８：７７９－７８７）。質量特徴（ピー
ク）は、ｃｅｎｔｗａｖｅアルゴリズムを使用して検出した。滞留時間中の逸脱は、ＬＣ
－ＭＳサンプルからのデータを整列させるための非線形クラスタリングアプローチに基づ
く、ｏｂｉｗａｒｐアルゴリズムを使用して補正した。密度に基づくグループ化アルゴリ
ズムを使用して、質量特性ビンまたはグループを作成した。データを質量特性にグループ
化した後、反復ピーク充填を使用して、特性ビンの滞留時間と質量範囲に基づいて、欠損
している特性を組み込んだ。特性強度は、特性抽出イオンクロマトグラムのメキシカンハ
ット積算値に基づく。
【０１１９】
　オルニチン／シスチン比計算。双方の試験相において、各９６ウェルプレートのサンプ
ルに参照処置（０．１％ＤＭＳＯ）を含めて、経時的なＬＣ－ＭＳ装置応答の差を補償で
きるようにした。参照処置（ＤＭＳＯ）サンプルの積分面積の中央値で、処置レベル内の
各サンプルの積分面積を除算して、細胞培養サンプルプレート内の各サンプル中の双方の
代謝産物について正規化値を得ることで、各代謝産物について相対的倍数変化を計算した
。ｏ／ｃ比は、参照正規化オルニチンを参照正規化シスチン値で除算することで、処置中
の各試料について計算された。第２相では、Ｒパッケージ「ｄｒｃ」を使用して、各濃度
のｏ／ｃ比の平均値を使用して、用量応答の４パラメータ対数ロジスティックモデルを適
合させた（Ｒｉｔｚ　ａｎｄ　Ｓｔｒｅｉｂｉｇ，２００５，Ｊ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａ
ｌ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ；１２：１－２２）。
【０１２０】
　催奇形性閾値選択（第１相および第２相）。催奇形性分類は、発達毒性と関係する個々
の代謝産物について、代謝撹乱閾値を同定し得るという前提に基づいた。この代謝変化閾
値は催奇形性閾値と称され、非催奇形物質から催奇形物質を識別するのに必要な代謝撹乱
の規模の尺度である。催奇形性閾値は、１０％～２５％変化の範囲を通じた反復によって
、オルニチン、シスチン、およびｏ／ｃ比について経験的に得られ、最大の確度と最大の
感度でトレーニングセットを分類できる、片側または両側非対称閾値を同定する。片側お
よび両側閾値の間で、分類確度と感度が同点であれば、単純にするために片側閾値に優先
順位を与えた。第１相で実施されたアッセイは、各化合物を単一濃度のみで使用し、第２
相で開発された標的生物マーカーアッセイは、曝露に基づくアプローチを利用したので、
催奇形性閾値は各試験相について判定した。催奇形性閾値は、トレーニングセットからの
結果のみを使用して、第２相で判定した。次に試験セットおよび適用セットからの結果に
、この閾値を適用した。
【０１２１】
　発達毒性可能性の第１相予測。処置サンプル中の存在量変化の平均が、代謝産物または
ｏ／ｃ比のどちらかについて、９つの実験的複製にわたる参照処置（ＤＭＳＯ）と比較し
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て、試験濃度におけるそれぞれの催奇形性閾値を超えた場合、試験化合物を発達毒物に分
類した。予測確度（正確な予測）、感度（真の陽性率）、および特異性（真の陰性率）は
、化合物の既知のヒト催奇形性に対する、予測された結果の格付け（催奇形物質または非
催奇形物質）に基づいた。
【０１２２】
　発達毒性可能性の第２相予測。未知の発達毒性可能性がある試験化合物では、標的生物
マーカーアッセイを利用して、試験化合物が、催奇形性を示唆する様式で代謝を撹乱させ
る曝露レベルが同定され、いかなる薬物動態情報（例えばＣmax）も必要ない。図２は、
この状況でアッセイをどのように適用するかを図示する。試験化合物は、ｏ／ｃ比が催奇
形性閾値（赤色ボックス、図２）を超える曝露レベルで、催奇形性であると見なされる。
催奇形性閾値にある、ｏ／ｃ比または細胞生存率の４パラメータ対数ロジスティックモデ
ルからの補間濃度は、試験化合物の催奇形可能性曝露レベルと見なされる（図２）。催奇
形可能性濃度を超える曝露レベルは、発達毒性可能性を有すると予測される。
【０１２３】
　トレーニングセットおよび試験セットにおけるアッセイの予測性を評価するために、ｏ
／ｃ比から催奇形可能性濃度を判定し、細胞生存率を使用して、ヒト治療的Ｃmax濃度と
比較した試験化合物の催奇形性を分類する。適用セットでは、ヒトにおけるこれらの化合
物の発達毒性可能性が未知であるため、このアプローチは適用されなかった。ヒト治療的
Ｃmaxを使用する催奇形物質または非催奇形物質としての試験化合物の格付けの論理は、
曝露が奇形発生における決定的因子であり、既知のヒト催奇形物質は、治療的循環レベル
で起きると思われる最大曝露未満で細胞代謝をおそらく撹乱させるであろうという、パラ
ダイムに基づく。ｏ／ｃ比の撹乱が、化合物のＣmax濃度を超える濃度で示されれば（図
３Ａ）、通例の治療法で遭遇する可能性の高い範囲の外側で撹乱が観察されることから、
それは非催奇形物質として格付けされる。化合物が、その治療的Ｃmax未満の濃度で催奇
形可能性を示せば、治療的濃度範囲内で奇形発生の徴候である代謝撹乱が示されることか
ら、それは催奇形物質（図３Ｂ）に分類される。同じパラダイムを使用して、細胞生存率
からの催奇形可能性濃度を使用して、化合物の催奇形性を予測した。アッセイの予測確度
、感度、および特異性は、予測された結果を、化合物の既知のヒト催奇形性と比較するこ
とで計算した。
【０１２４】
　標的生物マーカーアッセイとその他の発達毒性試験との比較。文献レビューは、標的生
物マーカーアッセイで試験された化合物について、生体内齧歯類およびウサギモデル、お
よび３種の試験管内スクリーニング（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｃｅｎｔｒｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ
　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（ＥＣＶＡＭ
）－マウス胚性幹細胞試験（ｍＥＳＴ）、ゼブラフィッシュ胎児毒性試験（ＺＥＴ）、お
よび移植後ラット全胚培養（ＷＥＣ）試験の評価）で、発達毒性予測を比較した。オリジ
ナルの各著者の分類法を使用して、これらのアッセイで得られた予測が比較のために使用
され、データは再解釈されなかった。別の試験管内システムは、この試験で使用される２
クラス体系に対して、３クラスの分類体系（非催奇形物質、弱い／中等度の催奇形性物質
、および強力な催奇形物質；Ｂｒｏｗｎ，２００２，Ａｌｔｅｒｎ　Ｌａｂ　Ａｎｉｍ；
３０：１７７－１９８）を用いる。したがって標的生物マーカーアッセイからの結果をそ
の他のモデルと比較するためには、これらのアッセイ結果からの予測を２クラス体系に修
正する必要があった。弱い／中等度の催奇形物質または強力な催奇形物質であると予測さ
れた化合物は、どちらも予測催奇形物質と標識された。確度、感度、および特異性は、既
知のヒト催奇形性に対する予測結果を格付けすることで、各アッセイについて計算された
。これらの値は、別のモデル系で試験された特定化合物セットのための標的生物マーカー
アッセイのために、さらに計算された。各比較に共通する処置内で、催奇形物質または非
催奇形物質の分類を比較することで、標的生物マーカーアッセイとその他の上述のモデル
の間の一致を評価した。
【０１２５】
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　第１相モデルの確認および発達毒性の予測的代謝産物の特性解析。この試験の第１相を
実施して、個々の代謝産物の予測性を確認した。予測的代謝産物の特性解析は、この試験
の第２相に記載される新規標的生物マーカーアッセイの開発をもたらした。以前、２３種
の医薬化合物のトレーニングセット（表２）を利用して、試験管内催奇形性を予測する能
力のある代謝シグネチャが同定された（Ｋｌｅｉｎｓｔｒｅｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０
１１，Ｔｏｘｉｃｏｌ　Ａｐｐｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ；２５７：１１１－１２１）。催
奇形物質での処置時に統計学的に有意な変化を示し、非催奇形物質では応答がなかった代
謝産物は、単純な倍数変化閾値を使用して、発達毒物を分類するそれらの能力について特
性解析された。これらの代謝産物の内、オルニチンおよびシスチンが、発達毒性を高度に
予測する、以前適用された代謝シグネチャの代表的な代謝産物として同定された。これら
の２つの各代謝産物が発達毒物を分類する能力は、各代謝産物の参照処置（０．１％ＤＭ
ＳＯ）と対比した、試験化合物で処置された細胞の倍数変化に基づいて催奇形性閾値を判
定することで、特性解析された。閾値を使用して、トレーニングセット内の各代謝産物の
分類確度を評価した。
【０１２６】
　オルニチンおよびシスチンは、それぞれ、催奇形性と一貫した様式で、試験化合物が代
謝を撹乱させる可能性を迅速に評価するのに適した特徴を示した。どちらの代謝産物もｈ
ＥＳ細胞からの消耗細胞培養液中に非常に豊富にあり、処置に応えてそれらの存在量に変
化を示し、それは複数ＬＣ－ＨＲＭＳ装置上で再現性良く測定された。これらの初期観察
、およびアプローチの再現性を確認するために、トレーニングセットの９つの独立した実
験的複製（ブロック）を包含する試験において、代謝産物をさらに評価した。分泌代謝産
物オルニチンは、オルニチン蓄積の１８．５％低下または２０％増大（図４Ａ）のどちら
かからなる両側閾値を使用して、８３％の確度（表５）で非催奇形物質から催奇形物質を
区別できた。シスチン（培地構成物）は、催奇形物質を分類する上で、最も予測的な個別
代謝産物であり、参照処置と比較した１０％増大の閾値（図４Ｂ）を使用して、８３％の
確度（表５）を有した。シスチンは、ｈＥＳ細胞中で細胞毒性引き起こさなかった（ヒド
ロキシ尿素、全トランス型レチノイン酸、１３－シスレチノイン酸、カルバマゼピン、お
よびサリドマイドなどの）催奇形物質の大部分について、参照処置と比較して、存在量に
有意な増大を示す。オルニチンは、（５－フルオロウラシル、シトシンアラビノシド、メ
トトレキサート、およびバルプロ酸などの）細胞毒性処置によって低下したが、関連した
非細胞毒性催奇形物質である全トランス型レチノイン酸および１３－シスレチノイン酸に
細胞を曝露させると、増大した。
【０１２７】
　次に、オルニチンおよびシスチン比の倍数変化がそれらの個々の倍数変化よりもさらに
予測的である可能性を評価した。オルニチン倍数変化をシスチン倍数変化で除した場合（
すなわちｏ／ｃ比）、得られた比率は、ｏ／ｃ比の１２％低下の催奇形性閾値を使用して
、トレーニングセット（図４Ｃ）の９１％（表５）を正しく分類でき、ジフェニルヒダン
トインおよびワルファリンのみを誤分類した。オルニチンおよびシスチン単独の確度と比
較して、ｏ／ｃ比の適用は、全体的な予測確度を８％上昇させ、オルニチンの高特異性お
よびシスチンの高感度（表５）を取り込んで、催奇形性のより正確な分類もたらす。
【０１２８】
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【表４】

【０１２９】
第２相開発および曝露に伴う発達毒性予測のための標的生物マーカーアッセイ評価。
　標的ＬＣ－ＨＲＭＳ法開発。この試験の第２相では、第１相で確認された代謝産物を使
用して、標的生物マーカーに基づくアッセイが開発された。毒性は、化学薬剤および曝露
レベル双方の関数なので、ｏ／ｃ比の毒性閾値に伴う高レベルの予測性は、標的迅速催奇
形性アッセイを開発する機会を提供する。その目的で短く再現可能な分析法を開発して、
ｈＥＳ細胞消耗培地サンプル中のオルニチンおよびシスチン存在量の相対変化を短時間で
分析するために、最適化した。対照的に、これまで使用されてきた非標的メタボロミック
方法は、より幅広い小型分子を分析するためにデザインされ、したがって時間のかかるク
ロマトグラフ分離が必要であった。以前のプラットフォームはまた、各サンプル毎に正イ
オン化および負イオン化様式の２つのデータ取得に依存した。オルニチンおよびシスチン
のクロマトグラフ分離、イオン化、および検出のみに重点を置くことで、特に、ｈＥＳ細
胞モデル系で観察されたこれらの代謝産物の相対変化をより迅速に測定するために、新規
標的法がデザインされた。新規ＵＰＬＣ－ＨＲＭＳ法は、（前述のように調製された）消
耗培地サンプルを使用して、オルニチンおよびシスチン測定のための追加的な速度、感度
、および滞留時間再現性のために、開発および評価された。これは、アッセイ時間に顕著
な短縮をもたらした。各サンプルのデータ取得時間は２３分間から６．５分間に短縮され
た、ＬＣ－ＨＲＭＳ処理量に４倍の増大を提供した。正イオン化モードは、これらの代謝
産物を検出するのにより好ましく、したがって負イオンモードに対する必要性が排除され
、それはさらに各サンプルバッチ毎の総分析時間を半減し、したがって総装置処理量を８
倍に増大させた。方法再現性は１７バッチ全体で評価し、参照処置サンプル（ＤＭＳＯ処
置細胞）を使用して、１２０日間にわたって実施した。内標準および内在性代謝産物の積
分面積の平均ＣＶは、それぞれ＜５％および＜８％であり、方法が再現可能な様式で実施
されたことが示された。
【０１３０】
　催奇形性閾値の同定。規定の催奇形性閾値を使用して、第１相で達成された高い分類確
度に基づいて、９点濃度曲線を使用して、曝露範囲に基づく発達毒性可能性を分類した。
催奇形性閾値は、最大感度で最大予測確度を生じる閾値を選択することで、第２相トレー
ニングセットデータを使用して最適化された。予測された催奇形可能性濃度を治療的Ｃma

xと比較して、この新規アッセイデザインの性能と、分類確度を格付けした（図３、表６
に記載される）。このアプローチによれば、参照処置と比較したｏ／ｃ比の１２％の低下
が最適閾値であり、トレーニング化合物セットを９６％確度で分類できた（表７、図５Ａ
）。アッセイは、全ての非催奇形物質（１００％の特異性）を正しく分類し、既知のヒト
の発達毒物の１つであるジフェニルヒダントインのみを誤分類した（９２％の感度）。
【０１３１】
　試験セット予測に基づく標的生物マーカーアッセイ性能の評価。トレーニングセットを
使用して同定された催奇形性閾値を試験化合物セットに適用し、この試験で開発された標
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的生物マーカーアッセイの予測性を評価した。試験セットは、既知のヒト催奇形性がある
トレーニングセットに含まれない、Ｂ、ＤおよびＸのＦＤＡ妊娠分類を有する、１３種の
化合物からなった。ｏ／ｃ比に関する各化合物の催奇形可能性濃度は、化合物の治療的Ｃ

maxに対して格付けした。試験セットは、７７％の確度で分類された（１００％の特異性
、５７％の感度、表７）。ｏ／ｃ比は、催奇形物質ボセンタン、ラパチニブおよびロバス
タチンを誤って分類した（表８、図５Ｂ）。エベロリムスのＣmaxはアッセイで使用され
る最低曝露レベル未満であり、この化合物のｏ／ｃ比は催奇形性閾値未満から開始された
ので、これは図５Ｂでは非催奇形物質の一員であるにもかかわらず、催奇形物質に分類さ
れることに留意されたい。
【０１３２】
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【表５－１】

【０１３３】



(36) JP 2016-501516 A 2016.1.21

10

20

30

【表５－２】

【０１３４】
【表６】

【０１３５】
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【表７】

【０１３６】
　オルニチン／シスチン比と細胞生存率の比較。ｏ／ｃ比を構成する代謝産物は消耗細胞
培養液中で評価されるので、処置細胞を利用して、細胞生存率分析を実行した。細胞生存
率結果をｏ／ｃ比と比較して、比率の変化が細胞死に起因するのか、または細胞生存率変
化とは無関係の代謝変化に起因するのかを判定した。ｏ／ｃ比と同様のアプローチを使用
して、生存率結果を評価して分類性能を判定した（図３）。トレーニングセットからのｏ
／ｃ比結果を使用して判定された催奇形性閾値を使用して、細胞生存率用量応答曲線が催
奇形性閾値を超える補間濃度に基づく細胞生存率によって、催奇形性を分類した（表６お
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よび８）。これは、対照からの同等の変化レベルにおいて、ｏ／ｃ比および細胞生存率を
直接比較できるようにする。細胞生存率は、トレーニングセットでは７０％の確度を有し
、試験セットでは６２％の確度を有した（表７）。細胞生存率アッセイは、トレーニング
セットおよび試験セットの双方で、全ての非催奇形物質を正しく分類するのに成功したが
、催奇形物質の分類では機能が不十分であり、トレーニングセット中の１２種の化合物の
内５種のみ（４２％の感度、表７）、および試験セット中の７種の催奇形物質の内２種の
み（２９％の感度、表７）を正しく分類した。細胞生存率によって正しく分類されたもの
は、分裂細胞を殺滅する抗新生物化合物である。
【０１３７】
　トレーニングセットおよび試験セットに適用した場合、発達毒性の予測について、ｏ／
ｃ比は、生存率単独よりも、それぞれ２６％および１５％さらに正確であった（表７）。
ｏ／ｃ比および細胞生存率アッセイはどちらも、Ｃmaxに関して非催奇形物質を正しく分
類し、１００％特異性を有するが、これらは催奇形物質を識別するそれらの能力の点で異
なる（表７）。ｏ／ｃ比は、催奇形物質検出において、生存率単独よりも、トレーニング
セットで感度が５０％さらに高く、試験セットで感度が２８％さらに高い（表７）。さら
にｏ／ｃ比は、細胞毒性および非細胞毒性双方に催奇形物質を正しく分類できる。ｏ／ｃ
比によって提供される偽陰性の低下は、細胞生存率の変化とは独立して起こり得る代謝撹
乱のアッセイの測定に関連している。
【０１３８】
　図６中で強調表示されているのは、細胞生存率と比較したｏ／ｃ比性能に関する、アッ
セイのいくつかの特性を実証する結果の一部である。サリドマイド（図６Ａ）および全ト
ランス型レチノイン酸（図６Ｂ）は、細胞毒性不在下における発達毒性を示唆する、ｏ／
ｃ比の変化を示す催奇形物質の例である。催奇形物質バルプロ酸（図６Ｃ）は、細胞毒性
が観察されるはるか以前の曝露レベルで、ｏ／ｃ比の著しい変化を引き起こす細胞毒性催
奇形物質の一例である。５－フルオロウラシル（図６Ｄ）は、細胞生存率の低下と直接相
関する、ｏ／ｃ比の変化をもたらす抗新生物催奇形物質であり、代謝産物比の変化は、お
そらく細胞死の直接的な結果である。レチノール（図６Ｅ）は、ヒトが常態で遭遇するよ
りもほぼ２０倍高い曝露レベルにおいて、ｏ／ｃ比が細胞死と直接相関する、細胞毒性非
催奇形物質の一例である。非催奇形物質サッカリン（図６Ｆ）は、この試験で調べた曝露
では、ｏ／ｃ比または生存率の変化をもたらさない化合物である。
【０１３９】
　ヒト催奇形性が未知の化合物へのＯ／Ｃ比適用。ヒト発達毒性の結果が未知である１０
種の化合物の適用セットに、標的生物マーカーアッセイを適用した。これらの化合物のヒ
ト発達毒性は未知であるので、アッセイ性能を格付けするためのＣmaxアプローチ（図３
に示される）は適用されず、化合物は、図２に示されるように未知成分として処置された
。結果は、工業環境で利用されるアッセイによって生成されるように提示される。ｏ／ｃ
比および細胞生存率の催奇形可能性濃度は、表９に要約される。全ての１０種の化合物は
、催奇形性を示唆するｏ／ｃ比の変化を示したが、この変化が起きた濃度は化合物間で大
幅に変動した。１０種の化合物の内９種は、試験された曝露範囲内で、細胞生存率の変化
を示した（表９）。１０種の化合物の内７種は、細胞毒性に先だってまたはその不在下で
、ｏ／ｃ比の変化を引き起こした（太字の化合物、表９）。齧歯類発達毒性試験は、１０
種の化合物の内７種において、母親毒性不在下で、催奇形性および／または胎児毒性効果
を同定した。その他の３種の化合物（アデフォビルピボキシル、シドフォビル、およびラ
メルテオン）は、母親毒性もまた引き起こす曝露レベルでのみ胎児毒性があったため、効
果が化合物曝露に起因するかどうかは不明である。
【０１４０】
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【表８】

【０１４１】
　アッセイ性能（その他のアッセイとの比較）。トレーニングセットおよび試験セットの
ｏ／ｃ比に基づく発達毒性予測を、公開されたその他のモデル系からの結果と比較した（
表１０）。適用セット表１０に提示されるモデル系からの発達毒性予測は、補遺の表１に
要約される。合わせた３６種のトレーニングおよび試験セット化合物について、標的生物
マーカーアッセイと、それが比較される各モデル系との双方で評価された処置のみを使用
して、モデル系対モデル系ベースで比較した。比較結果（表１１）は、ここに記載される
ｏ／ｃ比が、考察された他のモデル系よりも、ヒト発達毒物のより正確な予測因子である
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ことを示す。確度の上昇は、ｍＥＳＴおよびＷＥＣなどのその他の試験管内システムと比
較して、特異性の顕著な増大ならびに感度の中程度の増大を伴う、各比較におけるｏ／ｃ
比のより低い偽陽性率（特異性増大）に起因する。興味深いことに、ｏ／ｃ比は、他のモ
デル系の大多数が分類できなかった、非催奇形物質カフェインおよびレチノール、および
催奇形物質ワルファリンおよびＤ－ペニシラミンを正しく分類できた。ｏ／ｃ比の催奇形
性予測と生体内齧歯類およびウサギモデルならびにＺＥＴとの間には、高度な一致（≧７
５％）がある（表１１）。ｏ／ｃ比とｍＥＳＴおよびＷＥＣとの間では、一致がより低い
（それぞれ６７％および６９％、表１１）。ｏ／ｃ比とこれらの試験管内モデルとの間で
一致がより低い理由は、標的生物マーカーアッセイの高い確度に起因する。
【０１４２】
【表９－１】

【０１４３】
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【表９－２】

【０１４４】
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【表１１】

【０１４６】
考察
　本アッセイは、より正確で迅速かつより安価な動物試験代替物に対する必要性に対処す
るために開発された。我々の目的は、目下要求される生体内試験に先立つ化合物の優先順
位付けを助けるために、そして新興多層的試験ストラテジーの一部として、毒物学者に新
しいおよび生物学的に適切なツールを提供することである。未分化ｈＥＳ細胞は、発達の
最初期段階のヒト細胞に対する、試験化合物の発達上の有毒効果をモデル化するための単
純で洗練された試験系に相当し、それは場合によっては、胎児発達後期における化合物の
効果の暗示も同様にもたらし得る。ｈＥＳ細胞に基づく発達毒性試験は、特に発達経路お
よび薬物動態の種間の違いに起因する、偽陰性のリスクを低下させる（Ｓｃｏｔｔ　ｅｔ
　ａｌ．，２０１３，Ｔｏｘｉｃｏｌ　Ｌｅｔｔ；２１９：４９－５８）。本実施例は、
非標的メタボロミクスに基づく発達毒性アッセイを修正して、広範な曝露レベルにわたっ
てヒトの有毒応答を正確にモデル化し得る、２つの生物学的に妥当な代謝産物に重点を置
くことにより、複雑度を低下させ、処理量を増大させる。
【０１４７】
　本実施例は、特定程度の代謝撹乱を使用して、試験化合物が発達毒性を引き起こす可能
性を予測し得ることを実証する。本実施例のアッセイは、広範な曝露レベルにわたって細
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胞性応答を考察できるようにする、多重曝露アプローチを使用する。このアプローチに催
奇形性閾値を適用することで、増大する曝露レベルにおける代謝変化を使用して、催奇形
可能性を示唆する様式で代謝が変化する濃度を同定できるようにした。ここで作成された
モデルは、オルニチンおよびシスチンの代謝比率の変化と細胞生存率とを比較して、代謝
変化が催奇形性につながる可能性があり細胞死に関連する、曝露レベルを同定できるよう
にする。細胞生存率と代謝変化の総合評価によって、曝露が、細胞死または可能な胚毒性
に起因する発達毒性をもたらし得る場合にも、このアッセイが同定できるようにする。ｏ
／ｃ比は、トレーニングセットおよび試験セット中で、第２相の催奇形性閾値セットを使
用して、催奇形物質と非催奇形物質と８９％の総合確度で識別し得る（表１１）。
【０１４８】
　代謝産物は、恒常性維持およびシグナル伝達において重要な役割を果たすので、代謝産
物の分析は、毒性機構の理解における重要なプロセスである。個々の代謝産物の撹乱は、
正常な発達過程を妨害する能力を有する。代謝産物の存在量の変化は、化合物または化合
物代謝産物と酵素とのアロステリックな相互作用、翻訳後修飾中の欠陥、タンパク質とタ
ンパク質の相互作用妨害および／または輸送の変化などの、タンパク質および転写物の存
在量から独立した機構によって、生じ得る。細胞培養系の消耗培地中で測定される代謝変
化は、細胞代謝の機能的測定である、区別可能な「代謝フットプリント」をもたらし、そ
れは処置への応答を使用して評価し得る。反応物質または生成物としてオルニチンおよび
シスチンを含有する生化学的経路の撹乱は、奇形発生機構と実験的に関連付けられている
。細胞外に、または我々のアッセイによって測定されるセクレトーム内では、培地の酸化
状態のために、シスチンがシステインよりも優勢である。シスチンは、ひとたび細胞内環
境に移入されると、システインに迅速に変換されて、反応性酸素種（ＲＯＳ）を処理する
細胞の調節能力の重要構成要素である、シスチン／システインチオール酸化還元対の一部
になる。奇形発生をもたらすこともある、分化、増殖、アポトーシス、およびその他の細
胞事象を調節する能力に関する、その役割が検査されている（Ｈａｎｓｅｎ，２００６，
Ｂｉｒｔｈ　Ｄｅｆｅｃｔｓ　Ｒｅｓ　Ｃ　Ｅｍｂｒｙｏ　Ｔｏｄａｙ；７８：２９３－
３０７）。医薬品、農薬、および環境汚染物質をはじめとする広範囲の催奇形物質が、Ｒ
ＯＳ作り出し、または細胞の酸化還元状態の適切な平衡を維持する細胞機構を妨害するこ
とが疑われ、それは発達毒性作用機序として、発達調節ネットワークに悪影響をもたらし
得る（Ｈａｎｓｅｎ，２００６，Ｂｉｒｔｈ　Ｄｅｆｅｃｔｓ　Ｒｅｓ　Ｃ　Ｅｍｂｒｙ
ｏ　Ｔｏｄａｙ；７８：２９３－３０７；Ｋｏｖａｃｉｃ　ａｎｄ　Ｓｏｍａｎａｔｈａ
ｎ，２００６，Ｂｉｒｔｈ　Ｄｅｆｅｃｔｓ　Ｒｅｓ　Ｃ　Ｅｍｂｒｙｏ　Ｔｏｄａｙ；
７８：３０８－３２５）。サリドマイド奇形発生の主な機序と、その種特異的発達毒性顕
在化は、肢形成中のアポトーシス経路のＲＯＳ関連上方制御に関連があるという仮説が立
てられている（Ｈａｎｓｅｎ，２００６，Ｂｉｒｔｈ　Ｄｅｆｅｃｔｓ　Ｒｅｓ　Ｃ　Ｅ
ｍｂｒｙｏ　Ｔｏｄａｙ；７８：２９３－３０７）。このアッセイにおけるシスチンの測
定は、細胞の酸化還元状態に関する洞察を提供する。シスチンの取り込みが撹乱された場
合、それは生物マーカーとして作用し得て、ＲＯＳ関連経路を使用してシグナルを送る細
胞能力の妨害を示唆する。
【０１４９】
　このアッセイの第２の代謝産物は、培養中にｈＥＳ細胞によって分泌されるオルニチン
である。オルニチンは、アルギニンの尿素への異化作用の生成物として形成され、窒素排
泄にとって重要であり、ポリアミンの前駆体である。オルニチン異化作用は、オルニチン
デカルボキシラーゼ（ＯＤＣ）の転写サプレッサーである催奇形物質、全トランス型レチ
ノイン酸によって影響を受け、オルニチン分泌増大がもたらされ、それは次にポリアミン
合成を阻害する（Ｍａｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ；２９５：６４
１－６４４）。ＯＤＣノックアウトマウスモデルでは、非常に初期の胚性段階の妨害がも
たらされ、発達中の胚にとって致死性であることから、ＯＤＣが発達において重要な役割
を果たすこともまた明らかである（Ｐｅｇｇ，２００９，ＩＵＢＭＢ　Ｌｉｆｅ；６１：
８８０－８９４）。オルニチンレベルの変化は、ヒトの発達中の細胞成長および分化にと



(45) JP 2016-501516 A 2016.1.21

10

20

30

40

50

って重要なポリアミン代謝に妨害をもたらし得る（Ｋａｌｈａｎ　ａｎｄ　Ｂｉｅｒ，２
００８，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｎｕｔｒ；２８：３８９－４１０）。
【０１５０】
　トレーニングセット中の２３種の化合物の内１種のみ（ジフェニルヒダントイン）およ
び試験セット中の１３種の化合物の内３種のみ（ボセンタン、ラパチニブ、およびロバス
タチン）が、標的生物マーカーアッセイで誤分類された（表６および８）。これらの４種
の化合物は全て、催奇形性を示唆するｏ／ｃ比の変化を示したが、催奇形可能性濃度は、
曝露レベルの生物学的関連性のマーカーとして設定された治療的Ｃmaxよりも高い。確立
されたＣmax値を有しないであろう発見化合物では、ｏ／ｃ比における変化を化合物の催
奇形性可能性に関するシグナルとして使用し得る。疫学的研究がジフェニルヒダントイン
および先天異常間の関連性を示している一方で、妊娠中のボセンタン、ラパチニブおよび
ロバスタチン曝露に続く先天異常の発生を記載するような研究はなかった。妊娠中にボセ
ンタンまたはラパチニブに曝露された乳児の先天異常に関する症例報告は公表されておら
ず、初期妊娠中のロバスタチン曝露に続く奇形を記載する描写する少数の報告のみがある
（ＴＥＲＩＳ）。
【０１５１】
　生体内ラット発達毒性試験では、ロバスタチンについて、器官形成中に１日あたり１０
０ｍｇ／ｋｇ体重の最小毒性量（ＬＯＡＥＬ）が同定されている（Ｌａｎｋａｓ　ｅｔ　
ａｌ．，２００４，Ｂｉｒｔｈ　Ｄｅｆｅｃｔｓ　Ｒｅｓ　Ｂ　Ｄｅｖ　Ｒｅｐｒｏｄ　
Ｔｏｘｉｃｏｌ；７１：１１１－１２３）。興味深いことに、この曝露レベルは、１．５
μＭ前後のＣmaxをもたらし（Ｌａｎｋａｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００４，Ｂｉｒｔｈ　Ｄ
ｅｆｅｃｔｓ　Ｒｅｓ　Ｂ　Ｄｅｖ　Ｒｅｐｒｏｄ　Ｔｏｘｉｃｏｌ；７１：１１１－１
２３）、これは、この試験でｏ／ｃ比によって同定された催奇形可能性に近い（１．３μ
Ｍ、表７、図７Ａ）。ラパチニブは、ＡＵＣに基づくヒトの臨床曝露の約３．３倍の曝露
レベルで器官形成中に投与すると、生体内で仔ラット死亡率を引き起こす（Ｂｒｉｇｇｓ
　ＧＧ，Ｆｒｅｅｍａｎ　ＲＫ，Ｙａｆｆｅ　ＳＪ，２０１１，“Ｄｒｕｇｓ　ｉｎ　ｐ
ｒｅｇｎａｎｃｙ　ａｎｄ　ｌａｃｔａｔｉｏｎ，”９ｔｈ　ｅｄ．Ｐｈｉｌａｄｅｌｐ
ｈｉａ：Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ）。この曝露レ
ベルは、ラパチニブ曝露に続いて、ｈＥＳ細胞中で細胞生存率が低下する濃度にほぼ等し
い（図７Ｂ）。催奇形性リスクを測定するために、動物モデルが目下使用されているが、
それらの結果が、個々の化合物に関するヒトのリスクといかに良く相関するかは、依然と
して不明である。アッセイの主要目的は、ヒトにおける催奇形性可能性の予測でありなが
ら、行政上の承認のために使用された生体内動物モデルとの一致を理解することもまた、
重要である。これらは、標的生物マーカーアッセイで生成されたデータを、生体内発達毒
性データとどのように相関させ得るかという、いくつかの例である。
【０１５２】
　この試験で評価された化合物では、標的生物マーカーアッセイは、生体内齧歯類および
ウサギ試験と、約７５％の確率で一致した（表１１）。試験管内系からの化合物濃度をヒ
トの曝露レベルに変換する方法の理解を改善する、重要な機会が依然としてある（Ｂｈａ
ｔｔａｃｈａｒｙａ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１，ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ；６：ｅ２０８８７）
。適用セットを使用して、化合物の発見と開発中に行われた追加的アッセイと組み合わせ
た場合に、曝露範囲全体にわたって毒性可能性を測定することで、モデル応答を全体的な
化合物リスクの観点から大局的に見る方法を実証した。このセット中の１０種の化合物は
、あらゆる新規化合物がそうであるように、未知のヒト発達毒性結果を有する。ｏ／ｃ比
は、適用化合物セットの利用できるＣmaxと比較して、各化合物の催奇形可能性シグナル
の妥当性の評価を開始した（補遺表１）。ヒトにおける遭遇可能な曝露レベルを理解する
ために、治療的Ｃmaxが使用された。しかしこれらの化合物のヒト催奇形性は未知である
ので、アッセイの予測性を評価するのに、Ｃmaxは使用しなかった。適用セットは、既知
のヒト催奇形性がある化合物のアッセイ能力の評価とは対照的に、未知化合物のための標
的生物マーカーアッセイの効用を実証することが意図される（図８）。次に各化合物およ
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びそのリスク可能性　を開発して理解するために、あらゆる利用できる前臨床生体内所見
を使用する。このようなアプローチは、従来の化合物発見または前臨床開発プログラムの
一部として、または早期意思決定を目的とするヒト細胞に基づくアッセイパネルを利用す
る新規パラダイムの一部として、アッセイの採択で使用し得る。
【０１５３】
　標的生物マーカーアッセイの顕著な利点は、体内の各細胞型を再現でき、培養中で増殖
する無制限の能力を有する、胚に由来するヒト細胞の使用である。その他の試験管内発達
毒性アッセイで観察されることもある、発達毒性における種特異的差異の可能性は、排除
される。ＥＣＶＡＭで評価されるｍＥＳＴとは対照的に、ここで提示されるアッセイでは
、ｈＥＳ細胞が胚体または心筋細胞などの特定系統に分化する必要がない。特定系統への
分化は、異なる発達系統に影響を及ぼす催奇形物質を予測する、アッセイの可能性を制限
することもある。本明細書に記載されるアッセイは、心臓血管、神経性および骨格をはじ
めとする複数系統に影響を及ぼすことが知られている化合物を正しく分類し得る（表２お
よび３）。標的生物マーカーアッセイは、分析的に判定され、ｍＥＳＴ、移植後ラットＷ
ＥＣ試験、およびＺＥＴによって要求されるような、形態学のいかなる主観的解釈も必要
でない、評価項目を提供する。ｍＥＳＴに対する最近の修正は、追加的な発達評価項目（
すなわち神経および骨芽細胞の分化）を追加して、主観的評価の代わりに分子評価項目を
実装することで、これらの制限に対処し始めている（Ｔｈｅｕｎｉｓｓｅｎ　ａｎｄ　Ｐ
ｉｅｒｓｍａ，２０１２，Ｆｒｏｎｔ　Ｂｉｏｓｃｉ；１７：１９６５－１９７５で概説
されている）。表１０は、ここで説明される標的生物マーカーアッセイ結果と、５つのそ
の他の発達毒性アッセイ結果との比較を提示し；標的生物マーカーアッセイはその他のア
ッセイよりもさらに高い確度を有する（表１１）。ｏ／ｃ比を使用してなされた予測のよ
り高い確度は、その他のアッセイに優る、特異性または非催奇形物質検出の増大に起因す
る。化合物が予測される方法において各モデル系の間に存在する差異に留意することが、
重要である。表１０に含まれるその他のアッセイが、いずれもヒト曝露レベルに基づいて
化合物を分類しないのに対し、我々の分類体系は、化合物の催奇形可能性を、既知のヒト
発達毒性結果を有する化合物の既知の治療的Ｃmaxと直接比較する。予測する場合、胎児
が遭遇する可能性が高い、化合物の実際の曝露レベルは、重要である。標的生物マーカー
アッセイで試験された１７種のヒト非催奇形物質の内９種は、治療的Ｃmaxを超える曝露
レベルにおいて、ｏ／ｃ比の変化を引き起こした。適合種の中で、発達中の適合時間に、
適合用量で投与されたあらゆる化合物が、催奇形性であると考えられる（Ｄａｓｔｏｎ　
ＧＰ　ａｎｄ　Ｋｎｕｄｓｅｎ　ＴＢ，２０１０，“Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　ｃｏｎｃ
ｅｐｔｓ，ｃｕｒｒｅｎｔ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｉｎｔｅｒ
ｐｒｅｔａｔｉｏｎ，”Ｉｎ：Ｋｎｕｄｓｅｎ　ＴＢ，Ｄａｓｔｏｎ　ＧＰ，ｅｄｉｔｏ
ｒｓ．Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ．Ｖｏｌ　１２，２ｎｄ　ｅ
ｄ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｅｌｓｅｖｉｅｒ．ｐ３－９）。催奇形性を示唆するレベルから
、催奇形性を示唆しない曝露レベルを区別する標的生物マーカーアッセイの能力は、アッ
セイの重要な長所である。
【０１５４】
　本明細書に記載される標的生物マーカーアッセイは、発達毒性を予測する顕著な見込み
を示すが、ｈＥＳ細胞は、その他の試験管内モデルと同様に、外来性化学物質による、正
常なヒトの発達妨害に寄与する全ての事象を完全に再現し得ない。毒性の試験管内モデル
は、吸収、分布、代謝および排泄（ＡＤＭＥ）効果を含まず、それは未知の毒性物質が生
体内でどのように作用するのか予測するのを困難にすることもある。代謝活性化が要求さ
れる場合、または発達毒性可能性について親化合物とあらゆる既知の代謝産物の双方とを
試験する場合、外来性生体内活性化系を追加することで、代謝作用の不在を部分的に克服
し得る。親化合物および代謝産物の双方を試験することは、どの作用因子が主催奇形物質
であるのか識別するのを助け得て、それは試験化合物の発達毒性可能性を正確に予測する
のに不可欠である。さらに母親－胎児相互作用および器官形成は、試験管内モデルを使用
してモデル化され得ない。しかし試験管内アッセイを使用することの利点の１つは、化合
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物曝露からの母親毒性に起因する結果と、化合物に起因する有害転帰とを区別する能力で
ある。ヒトの発達に対するｈＥＳ細胞の生理学的な関連性を考えると、ヒト胚に由来する
細胞中の発達毒性試験は、動物モデル、またはその他の試験管内非ヒトアッセイの使用を
通じて目下利用できる評価項目よりも、さらに信頼できる試験管内予測評価項目を生成す
ると期待できる。
【０１５５】
　このアッセイは、種特異的誤解釈を低下させまたは排除し、第２の種に対する必要性を
低下させるのを助け得て、ヒト集団に可能な不都合な応答が存在してもよい場合を規定す
ることを目的とする、試験管内アッセイパネルの一部として含まれ得る。標的器官毒性の
可能性を理解するのに使用される、その他の試験管内培養システムと良く似て、このアッ
セイは、発達毒性可能性を評価し得る。その長所の一部は、これが一定範囲の曝露レベル
にわたって達成されることである。試験管内データに基づいて、安全限界を推定し、また
はヒト応答を完全に予測する定義された方法がない一方で、このようなアッセイは、応答
が期待されてもよい曝露範囲、ならびに応答が起きることが期待されない曝露範囲を定義
するのを助け得る。次に結果は、試験のパネルに組み込み得て、それは総計で臨床安全限
界を近似する。この情報は、化合物をその開発経路に沿って進捗させるかどうかを決定す
るのを助け得る。
【０１５６】
　実施例１はまた、その内容全体を参照によって援用する、Ｓｍｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，
２０１３，“Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ　ａｎｄ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ａ　
ｎｅｗ　ｈｕｍａｎ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ－ｂａｓｅｄ　ｂｉｏｍ
ａｒｋｅｒ　ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｓ
ｃｒｅｅｎｉｎｇ，”Ｂｉｒｔｈ　Ｄｅｆｅｃｔｓ　Ｒｅｓ　Ｂ　Ｄｅｖ　Ｒｅｐｒｏｄ
　Ｔｏｘｉｃｏｌ；９８（４）：３４３－６３として公開されている。
【０１５７】
実施例２
ＡＤＭＡ／シスチン比率
　本発明によって、少数の代謝産物から得られるデータ分析が、催奇形性の非常に正確な
予測因子の役割を果たし得るかどうか判定された。実施例１に記載されるようにして、ト
レーニングセットによる分泌特性および培地成分の個々の予測能力を評価するアルゴリズ
ムを開発し、非常に簡略化された予測モデルを開発するのに使用し得る、いくつかの重要
な特徴を同定して確認した。選択過程は、特性の予測能力、全体的強度、およびピーク形
状に重点をおいて、標的ＬＣ－ＭＳによって、またはその他の検出システムによっても測
定し得る、非常に良好に挙動する特性／代謝産物を同定した。ｄｅｖＴＯＸ計算的モデル
の開発で使用されたトレーニングセットおよび試験セット中で、催奇形物質および非催奇
形物質の少なくとも９０％を正確に同定し得る、いくつかの特性対およびいくつかの個々
の特性を同定した。
【０１５８】
　本実施例では、それらの豊富さ、理想的なピーク形状、そしてどちらも９３％の確度を
示すそれらの計算モデルと同様の性能測定基準の提示（表１４）から、シスチンおよび非
対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ）が、簡略化予測モデルのために選択された。この
単純化モデルは、ＡＤＭＡおよびシスチンの参照処置（ＤＭＳＯ）正規化値の比率に基づ
く。この単純な比率は、非催奇形物質との比較で比率低下を一般に提示する、催奇形物質
を識別できる。０．９未満の比率が催奇形性を示すという基準を使用して、トレーニング
セットの９つの独立した複製全体にわたって評価すると、これは非催奇形物質から催奇形
物質を明らかに識別できる（図９）。
【０１５９】
　図９は、各トレーニングセット薬剤について、ＡＤＭＡ（分泌代謝産物）およびシスチ
ン（培地構成物）の比率の参照処置正規化比率を示す。Ｘ軸は、参照正規化されたＡＤＭ
Ａ／シスチン比である。ｙ軸は、トレーニングセット医薬品である。灰色三角記号は催奇
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形物質を表し、黒色丸記号は非催奇形物質を表す。各記号の点は、独立した実験ブロック
の培地の値を表す（ブロックあたり６つ）。十字線記号は、サンプル中央値を標識する。
図９では、灰色垂直線は催奇形性閾値であり、灰色横線は中央絶対偏差であり、黒色垂直
線は１．０を指す。最下部の矢印は、０．９（灰色線）のカットオフを使用して、催奇形
物質と非催奇形物質を識別するのに使用された値を示す。
【０１６０】
【表１２】

【０１６１】
実施例３
シスタチオニン／シスチン比率
　先の実施例に記載される手順に従って、シスタチオニン／シスチン倍数変化の比率の測
定もまた、本明細書に記載される迅速な催奇形性スクリーニングにおいて、優れた予測性
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と全体能力を提供することもまた判定された。これは、図１０に示される。図１０では、
灰色三角記号は催奇形物質を表し、黒色丸記号は非催奇形物質を表し、灰色垂直線は催奇
形性閾値であり、十字線記号はサンプル中央値を標識し、灰色横線は中央値絶対偏差であ
り、黒色垂直線は１．０を指す。
【０１６２】
実施例４
生存率解析
　細胞培養（セクレトーム）に続いて消耗培地中で測定される細胞代謝変化は、細胞健康
の機能的測定である。細胞培養「セクレトーム」は、細胞培養に続いて、消耗培地または
細胞培養上清中に存在する代謝産物を指す。セクレトームは、培地成分と、原形質膜を越
えて受動的におよび能動的に輸送される代謝産物と、溶解時に放出される細胞内代謝産物
と、酵素の細胞外代謝を通じて生成されるものとを含んでなる。未処置培養物と比較した
、実験的薬剤によって引き起こされるセクレトームの変化は、代謝シグネチャを生じ、そ
れを使用して、細胞培養中に存在する代謝的に生存可能な細胞数を推測し得る。我々は、
参照培養「対照群」の細胞数と比較して、生細胞数を推測するのに利用し得る、いくつか
の分泌代謝産物を同定した。我々は、いくつかの分泌代謝産物を、市販キットを使用して
実施した生存率解析の結果と比較して、９点濃度曲線の少なくとも２つの最大濃度で細胞
毒性を観察した場合に、分泌される代謝産物の相対的存在量の低下が、０．８６を超える
ピアソン相関係数で（ｐ値＜＜．００１）、細胞生存率の測定値と直接相関することを発
見した。これらの代謝産物をＬＣ－ＭＳまたはキットに基づく検出で利用して、細胞を破
壊しまたは影響を及ぼす必要なしに、細胞培養中の生細胞数を判定し得る。これらの代謝
産物は、成長細胞の妨害を必要としない、新規生存率尺度として使用し得る。
【０１６３】
　本明細書に引用される、全ての特許、特許出願、および文献、そして（例えば、Ｇｅｎ
ＢａｎｋおよびＲｅｆＳｅｑ中のヌクレオチド配列提出物、および例えばＳｗｉｓｓＰｒ
ｏｔ、ＰＩＲ、ＰＲＦ、ＰＤＢ中のアミノ酸配列提出物、およびＧｅｎＢａｎｋおよびＲ
ｅｆＳｅｑ中の注釈付きコード領域からの翻訳物をはじめとする）電子的に入手可能な情
報の完全な開示は、参照によって援用する。全ての見出しは、読者の便宜のためであり、
そのように指定されない限り、見出しに続くテキストの意味を制限するために使用される
べきではない。本出願の開示と、参照によって本明細書に援用されるあらゆる文献の開示
との間に何らかの矛盾が存在する場合、本出願の開示が優先されるものとする。前述の詳
細な説明および実施例は、理解の明確さのためにのみ提供される。それからいかなる不必
要な制限も、理解されるべきではない。当業者に明白な変動は、特許請求の範囲によって
定義される本発明に含まれるので、本発明は、提示され説明される正確な詳細に制限され
ない。
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