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(57)【要約】
本発明は、多能性幹細胞を使用して、薬物によって誘導される催奇形のリスクを決定する
方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、化合物の催奇形リスクを評価する方法：
（1）中内胚葉へ分化中の多能性幹細胞と化合物を接触させる工程；
（2）Sox17、EOMES、およびT-ブラキュリからなる群より選択される1種以上の中内胚葉マ
ーカーのタンパク質発現を測定する工程；
（3）該1種以上のマーカーのタンパク質発現の50％の阻害をもたらす該化合物のIC50濃度
を決定する工程；ならびに
（4）評価している該化合物の催奇形リスクを確立するため、工程（3）において決定され
たIC50濃度を、（a）公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度および（b
）公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度と比較する工程。
【請求項２】
　多能性幹細胞が霊長類起源のものである、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　多能性幹細胞が胚性幹細胞である、請求項1～2のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４】
　多能性幹細胞がH9ヒト胚性幹細胞である、請求項1～3のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　多能性幹細胞が誘導多能性幹細胞である、請求項1～2のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記中内胚葉マーカーの少なくとも1種がSOX17である、請求項1～5のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項７】
　前記中内胚葉マーカーの少なくとも1種がEOMESである、請求項1～6のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項８】
　前記中内胚葉マーカーの少なくとも1種がT-ブラキュリである、請求項1～7のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項９】
　測定される中内胚葉マーカーが、SOX17のタンパク質発現のみである、請求項1～5のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　測定される中内胚葉マーカーが、SOX17およびEOMESのタンパク質発現のみである、請求
項1～5のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　測定される中内胚葉マーカーが、SOX17およびT-ブラキュリのタンパク質発現のみであ
る、請求項1～5のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　タンパク質発現が免疫組織化学によって測定される、請求項1～11のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１３】
　タンパク質発現がフローサイトメトリーによって測定される、請求項1～11のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１４】
　タンパク質発現が蛍光顕微鏡検査によって測定される、請求項1～11のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１５】
　多能性幹細胞の40～60％が中内胚葉へ分化した後、工程（1）が実施される、請求項1～
14のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
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　工程（4）における公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物が、アクチノマイシン
D、トレチノイン、シタラビン、ノコダゾール、ロテノン、トレチノイン、イソトレチノ
イン、ブロモデオキシウリジン、ドキソルビシン、ドルソモルフィン、サリドマイド、5-
フルオロウラシル、ダサチニブ、ソラフェニブ、バルプロ酸、スニチニブ、ジプラシドン
、ミアンセリン、バンデタニブ、ジエチルスチルベストロール、6-アミノニコチンアミド
、リタンセリン、およびゲフィチニブからなる群より選択される、請求項1～15のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１７】
　工程（4）における公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物が、サリドマイド、ミ
アンセリン、およびリタンセリンからなる群より選択される、請求項1～15のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１８】
　工程（4）における公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物が、エソメプラゾー
ル、葉酸塩、カテキン、リスリド、ナイアシン、アスピリン、イブプロフェン、アシクロ
ビル、ケタンセリン、ストレプトマイシン、メチルドパ、サッカリン、カフェイン、ペニ
シリン、およびテガセロッドからなる群より選択される、請求項1～17のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１９】
　工程（4）における公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物が、葉酸塩およびメ
チルドパからなる群より選択される、請求項1～17のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　工程（4）における公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物が、サリドマイド、ミ
アンセリン、およびリタンセリンからなる群より選択され、かつ公知の非催奇形リスクを
有する1種以上の化合物が、葉酸塩およびメチルドパからなる群より選択される、請求項1
～15のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　上記の発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、ヒト多能性幹細胞を使用して、薬物によって誘導される催奇形のリスクを決
定する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　後期の薬物失敗を減少させるため、薬物によって誘導される毒性を予測するための改善
されたインビトロ系が、製薬産業およびバイオテクノロジー産業によって必要とされてい
る。具体的には、ヒト細胞を利用し、動物研究への依存を低下させることができる予測ハ
イスループットインビトロモデルが必要とされている。
【０００３】
　起こり得る最も深刻な薬物の有害作用のうちの一つが、催奇形である。残念ながら、薬
物がヒト胎児への害を引き起こす可能性を有するか否かを予測することは、極めて困難で
あり、妊娠動物モデルの使用に主に依存している。現在、頑強な代替法の欠如のため、FD
Aは、生殖への害のリスクを評価するための動物研究のいくつかのフェーズを要求してい
る（Bailey,G.P.,L.D.Wise,et al.(2009),"Pre- and postnatal developmental toxicity
 study design for pharmaceuticals."Birth Defects Research Part B:Developmental a
nd Reproductive Toxicology 86(6):437-445（非特許文献1））。しかしながら、動物系
への依存は、ヒト胎児の発達には有害であるが、げっ歯類などの他の動物種には有害でな
い、サリドマイドなどのヒト催奇形性物質を同定し得ないというリスクを抱えている（Sh
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uey,D.and J.H.Kim(2011),"Overview:developmental toxicology-new directions."Birth
 Defects Research Part B:Developmental and Reproductive Toxicology,92(5):381-383
（非特許文献2））。
【０００４】
　多能性幹細胞（PSC）は、「ブランク」または「未分化」幹細胞状態を維持しつつ、デ
ィッシュにおいて無限に増殖することができる。次いで、増殖条件を変化させることによ
って、細胞を人体の全ての組織へ「分化する」よう差し向けることが可能である。「分化
」過程において、細胞は、胎児発達を調節する正常な遺伝プログラムによって制御される
。多能性マウス胚性幹（ES）細胞を使用して、催奇形リスクについて化合物を特徴決定す
る方法は、Hans Spielmanの研究室によって開拓された（Spielmann,H.,I.Pohl,et al.(19
97),"The embryonic stem cell test(EST),an in vitro embryotoxicity test using two
 permanent mouse cell lines:3T3 fibroblasts and embryonic stem cells."In vitro T
oxicology 10:119-127（非特許文献3））。胚性幹細胞試験またはESTと呼ばれるこの方法
は、拍動心筋細胞が観察され得るまで、10日間、マウスES細胞を分化させることを含む。
マウスES細胞およびマウス分化繊維芽細胞株の50％阻害分化および50％細胞傷害を示す薬
物の濃度を比較する生物統計学的予測モデルの使用によって、催奇形リスクが評価される
（Seiler,A.E.and H.Spielmann(2011),"The validated embryonic stem cell test to pr
edict embryotoxicity in vitro."Nat Protoc 6(7):961-78（非特許文献4））。しかしな
がら、この方法は、比較的長いアッセイの長さ、細胞の分化のために必要とされる労働集
約的な方法、「拍動」心筋細胞のスコア化の質的な性質、および生物統計学的予測モデル
の中程度の精度などの多くの限界に苦しむ（Marx-Stoelting,P.E.Adriaens,et al.(2009)
,"A review of the implementation of the embryonic stem cell test(EST).The report
 and recommendations of an ECVAM/ReProTect Workshop."Altern Lab Anim 37(3):313-2
8（非特許文献5））。さらに、マウスESTは、サリドマイドなどの公知のヒト催奇形性物
質を正確に検出し得ない。
【０００５】
　これらの限界のため、多くの独立の研究室が、催奇形リスクを評価するための改善され
たインビトロ法を開発しようと努力している。より複雑なインビトロ系のみが、インビボ
妊娠の甚大な生物学的複雑性の適切な予測性を提供するであろうという想定に基づき、こ
れらの努力の大部分が、アッセイの複雑性を増加させることを目指している。例えば、マ
ウスESTを改善する試みには、標準的な心筋細胞分化プロトコルにトキシコゲノミック（t
oxicogenomic）分析を利用すること（Hewitt,M.,C.M.Ellison,et al.(2010),"Integratin
g (Q) SAR models,expert systems and read-across approaches for the prediction of
 developmental toxicity."Reproductive Toxicology 30(1):147-160（非特許文献6）；v
an Dartel,D.A.M.,J.L.A.Pennings,et al.(2010),"Monitoring Developmental Toxicity 
in the Embryonic Stem Cell Test Using Differential Gene Expression of Differenti
ation-Related Genes." Toxicological Sciences 116(1):130-139（非特許文献7）；Penn
ings,J.L.A.,D.A.M.van Dartel,et al.(2011),"Gene set assembly for quantitative pr
ediction of developmental toxicity in the embryonic stem cell test."Toxicology 2
84(1-3):63-71（非特許文献8）；van Dartel,D.A.M.and A.H.Piersma (2011)."The embry
onic stem cell test combined with toxicogenomics as an alternative testing model
 for the assessment of developmental toxicity."Reproductive Toxicology 32(2):235
-244（非特許文献9））；内皮細胞もしくは骨細胞などの付加的な分化細胞型をアッセイ
に添加すること（Festag,M.,B.Viertel,et al.(2007),"An in vitro embryotoxicity ass
ay based on the disturbance of the differentiation of murine embryonic stem cell
s into endothelial cells.II.Testing of compounds."Toxicology in Vitro 21(8):1631
-1640（非特許文献10）；Buesen,R.,E.Genschow,et al.(2009),"Embryonic stem cell te
st remastered:comparison between the validated EST and the new molecular FACS-ES
T for assessing developmental toxicity in vitro."Toxicol Sci 108(2):389-400（非
特許文献11）；zur Nieden,N.I.,L.A.Davis,et al.(2010),"Comparing three novel endp
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oints for developmental osteotoxicity in the embryonic stem cell test."Toxicolog
y and Applied Pharmacology 247(2):91-97（非特許文献12））；または幹細胞分化中に
培地へ分泌される代謝物質の変化を評価すること（West,P.R.,A.M.Weir,et al.(2010),"P
redicting human developmental toxicity of pharmaceuticals using human embryonic 
stem cells and metabolomics."Toxicology and Applied Pharmacology 247(1):18-27（
非特許文献13））が含まれる。これらの方法のいくつかは予測性の増加をもたらしたが、
これは、しばしば、アッセイスループットを犠牲にしている。
【０００６】
　上記の努力とは対照的に、本明細書に記載された新規の方法は、幹細胞分化を2.5日に
短縮し、唯一の終点として中内胚葉系統マーカーを調査するという、一見、反直感的なア
プローチを利用する。従って、この新しいアプローチは、胎児発達のはるかに初期の一時
的な段階を尋問する。ヒト多能性幹細胞を使用して、本発明者らは、この方法が、既存の
方法と比較して優れたスループットおよび予測性を達成することを証明する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Bailey,G.P.,L.D.Wise,et al.(2009),"Pre- and postnatal developmen
tal toxicity study design for pharmaceuticals."Birth Defects Research Part B:Dev
elopmental and Reproductive Toxicology 86(6):437-445
【非特許文献２】Shuey,D.and J.H.Kim(2011),"Overview:developmental toxicology-new
 directions."Birth Defects Research Part B:Developmental and Reproductive Toxico
logy,92(5):381-383
【非特許文献３】Spielmann,H.,I.Pohl,et al.(1997),"The embryonic stem cell test(E
ST),an in vitro embryotoxicity test using two permanent mouse cell lines:3T3 fib
roblasts and embryonic stem cells."In vitro Toxicology 10:119-127
【非特許文献４】Seiler,A.E.and H.Spielmann(2011),"The validated embryonic stem c
ell test to predict embryotoxicity in vitro."Nat Protoc 6(7):961-78
【非特許文献５】Marx-Stoelting,P.E.Adriaens,et al.(2009),"A review of the implem
entation of the embryonic stem cell test(EST).The report and recommendations of 
an ECVAM/ReProTect Workshop."Altern Lab Anim 37(3):313-28
【非特許文献６】Hewitt,M.,C.M.Ellison,et al.(2010),"Integrating (Q) SAR models,e
xpert systems and read-across approaches for the prediction of developmental tox
icity."Reproductive Toxicology 30(1):147-160
【非特許文献７】van Dartel,D.A.M.,J.L.A.Pennings,et al.(2010),"Monitoring Develo
pmental Toxicity in the Embryonic Stem Cell Test Using Differential Gene Express
ion of Differentiation-Related Genes." Toxicological Sciences 116(1):130-139
【非特許文献８】Pennings,J.L.A.,D.A.M.van Dartel,et al.(2011),"Gene set assembly
 for quantitative prediction of developmental toxicity in the embryonic stem cel
l test."Toxicology 284(1-3):63-71
【非特許文献９】van Dartel,D.A.M.and A.H.Piersma (2011)."The embryonic stem cell
 test combined with toxicogenomics as an alternative testing model for the asses
sment of developmental toxicity."Reproductive Toxicology 32(2):235-244
【非特許文献１０】Festag,M.,B.Viertel,et al.(2007),"An in vitro embryotoxicity a
ssay based on the disturbance of the differentiation of murine embryonic stem ce
lls into endothelial cells.II.Testing of compounds."Toxicology in Vitro 21(8):16
31-1640
【非特許文献１１】Buesen,R.,E.Genschow,et al.(2009),"Embryonic stem cell test re
mastered:comparison between the validated EST and the new molecular FACS-EST for
 assessing developmental toxicity in vitro."Toxicol Sci 108(2):389-400
【非特許文献１２】zur Nieden,N.I.,L.A.Davis,et al.(2010),"Comparing three novel 
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endpoints for developmental osteotoxicity in the embryonic stem cell test."Toxic
ology and Applied Pharmacology 247(2):91-97
【非特許文献１３】West,P.R.,A.M.Weir,et al.(2010),"Predicting human developmenta
l toxicity of pharmaceuticals using human embryonic stem cells and metabolomics.
"Toxicology and Applied Pharmacology 247(1):18-27
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、以下の工程を含む、化合物の催奇形リスクを評価する方法を提供する：
（1）中内胚葉へ分化中の多能性幹細胞と化合物を接触させる工程；
（2）Sox17、EOMES、およびT-ブラキュリなどの1種以上の発生的に制御されるマーカーの
タンパク質発現を測定することによって、胚発生の進行を検出する工程；
（3）該1種以上のマーカーのタンパク質発現の50％の阻害をもたらす該化合物のIC50濃度
を決定する工程；ならびに
（4）評価している該化合物の催奇形リスクを確立するため、工程（3）において決定され
たIC50濃度を、（a）公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度および（b
）公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度と比較する工程。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】インビボで催奇形性物質または非催奇形性物質のいずれかであることが証明され
た公知の化合物。
【図２】プロトコル法に記載されるようにして3日間分化させたH9ヒト胚性幹細胞株を示
す時間経過。示された各日に、細胞を固定し、Sox17、EOMES、またはT-ブラキュリのいず
れかに特異的な抗体によって染色した。DNA色素DAPIを、細胞核をマークするための対比
染色として使用した。
【図３】パネルA：本発明において使用された3日間分化プロトコルを図示する実験設計。
パネルB：Sox17染色の用量依存性の低下を証明する催奇形性物質処理の例。
【図４】細胞系統マーカーSox17、EOMES（中内胚葉マーカー）、ならびにOCT4（多能性細
胞および神経系統のマーカー）の同時発現。パネルAは、中内胚葉系統をマークする、3日
間の分化の後のSox17およびEOMESのオーバーラップする発現を示す。パネルBは、Sox17お
よびOCT4の核染色が主として相互に排他的であることを示す。パネルCおよびDは、催奇形
性物質によって誘導されたSox17の相対的な低下およびOCT4染色の増加を例証しており、S
ox17またはEOMES以外の細胞系統マーカーの相対発現が、催奇形リスクの尺度として使用
され得ることを示唆している。
【図５】催奇形リスクについて未知の化合物を試験するための96ウェルプレートレイアウ
トの例。ボックス内の数字は、ある濃度の化合物をさす。例えば、1.1＝濃度1の化合物1
、2.1＝濃度1の化合物2。さらに、P＝（公知の催奇形性物質を含む）陽性対照およびD＝D
MSO（陰性対照）。
【図６－１】インビボで催奇形性または非催奇形性のいずれかであることが公知の75種の
化合物についての実験的に決定されたSox17阻害IC50を示す表。これらのデータを使用し
て、本発明者らは、92％の精度で、非催奇形性化合物と催奇形性化合物を区別することが
できる、20uMというIC50カットオフを確立することができた。
【図６－２】インビボで催奇形性または非催奇形性のいずれかであることが公知の75種の
化合物についての実験的に決定されたSox17阻害IC50を示す表。これらのデータを使用し
て、本発明者らは、92％の精度で、非催奇形性化合物と催奇形性化合物を区別することが
できる、20uMというIC50カットオフを確立することができた。
【図７】5uMまたは20uMのいずれかのIC50値に基づき、図6の結果から計算された適中率を
示す表。個体によって使用される正確なIC50カットオフは、偽陽性対偽陰性の予測された
比率の許容度に基づき選ばれるべきである。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
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発明の詳細な説明
　本明細書において使用されるように、移行句においても、または特許請求の範囲の本文
においても、「含む（comprise）」および「含む（comprising）」という用語は、無制限
の意味を有していると解釈されなければならない。即ち、その用語は、「少なくとも有す
る」または「少なくとも含む」という語句と共に同義的に解釈されなければならない。過
程に関して使用された時、「含む」という用語は、その過程が、示された工程を少なくと
も含むが、付加的な工程を含んでいてもよいことを意味する。化合物または組成物に関し
て使用された時、「含む」という用語は、その化合物または組成物が、示された特色また
は成分を少なくとも含むが、付加的な特色または成分も含んでいてよいことを意味する。
【００１１】
　「任意の」または「任意で」という用語は、本明細書において使用されるように、続い
て記載されたイベントまたは状況が、起こってもよいが、起こらなくてもよく、その記載
が、イベントまたは状況が起こる場合と、起こらない場合とを含むことを意味する。
【００１２】
　「約」という用語は、およそ、おおよそ、ほぼ、または大体を意味するため、本明細書
において使用される。「約」という用語が、数的な範囲と共に使用される時、それは、述
べられた数値の上下の境界を拡張することによって、その範囲を修飾する。一般に、「約
」という用語は、20％の分散で、記述された値の上下に数値を修飾するため、本明細書に
おいて使用される。
【００１３】
　「多能性幹細胞」という用語は、本明細書において使用されるように、三つ全ての系統
または胚葉（即ち、内胚葉、外胚葉、および中胚葉）の細胞型へ分化する細胞の能力を意
味し、含む。複能性という用語は、当技術分野において理解されている意味を有し、複数
の細胞型へ分化する細胞の能力を含む。複能性細胞は、多能性細胞より、分化する能力が
制限されている場合があることも理解される。誘導幹細胞（「iSC」）という用語は、本
明細書において使用されるように、誘導多能性幹細胞（「iPSC」）または誘導複能性幹細
胞（「iMSC」）をさす。時に、「iPS」または「iPS細胞」という用語は「iPSC」の代わり
に使用され得；同様に、時に、「iMS」または「iMS細胞」という用語は「iMSC」の代わり
に使用され得る。iPSCに適用可能な、本明細書に記載された方法および組成物は、iSCお
よびiMSCにも適用可能である。
【００１４】
　「タンパク質発現の測定」という用語は、（例えば、抗体染色および抗体によって染色
された細胞の特異的蛍光の定量化などの直接法による、またはタンパク質をコードするmR
NAの量の測定による間接的な、細胞のウェルにおける）産生されたタンパク質の量の決定
を意味する。
【００１５】
　「IC50」という用語は、本明細書において使用されるように、未処理の対照と比べて、
測定された分化マーカーの50％の阻害をもたらす試験化合物の濃度を意味する。
【００１６】
　「発生的に制御されるマーカー」という用語は、発現が発生の間に変化する遺伝子を意
味する。
【００１７】
　「中内胚葉マーカー」という用語は、発現が中胚葉細胞系統に見出されることが決定さ
れた遺伝子を意味する。本発明において有用な中内胚葉マーカーの例は、Sox17、EOMES、
およびT-ブラキュリである。
【００１８】
　「催奇形リスク」という用語は、化合物がインビボで催奇形性であるであろう計算され
たリスクまたは確率を意味する。同様に、「非催奇形リスク」という用語は、化合物がイ
ンビボで催奇形性でないであろう計算されたリスクまたは確率を意味する。
【００１９】
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　「Sox17」という用語は、SRYボックス17によってコードされた遺伝子または遺伝子産物
をさす（SOX17、遺伝子ID 64321、ヒト相同体の遺伝子産物はSEQ ID NO:1に例示される）
。
【００２０】
　「EOMES」という用語は、エオメソダーミンによってコードされた遺伝子または遺伝子
産物をさす（EOMES、遺伝子ID 8320、ヒト相同体の遺伝子産物はSEQ ID NO:2に例示され
る）。
【００２１】
　「T-ブラキュリ」という用語は、T、ブラキュリ相同体（マウス）によってコードされ
た遺伝子または遺伝子産物をさす（T、遺伝子ID 6862、ヒト相同体の遺伝子産物はSEQ ID
 NO:3に例示される）。
【００２２】
　OCT4という用語は、POU5F1 POUクラス5ホメオボックス1によってコードされた遺伝子ま
たは遺伝子産物をさす（POU5F1、遺伝子ID：5460、ヒト相同体の遺伝子産物はSEQ ID NO:
4に例示される）。
【００２３】
　「ハイスループット」という用語は、本明細書において使用されるように、ロボット操
作の能力を含む、複数の試料の容易な同時スクリーニングを可能にするアッセイ設計を意
味する。ハイスループットアッセイのもう一つの所望の特色は、所望の分析を達成するた
め、試薬使用を低下させるかまたは操作の数を最小化するため最適化されているアッセイ
設計である。アッセイフォーマットの例には、96ウェルまたは384ウェルのプレートが含
まれる。プラスチックモールドおよび液体を扱う装置の小型化が進歩しているため、また
は改善されたアッセイ装置が設計されているため、より多数の試料が本発明の設計を使用
して実施され得ることは、当技術分野において周知である。一つの態様において、細胞は
、96ウェルまたは386ウェルのプレートなどの多数のウェルを含有しているマイクロタイ
タープレートにおいて培養され分析される。
【００２４】
　本明細書において使用される技術用語および科学用語は、他に定義されない限り、本発
明が属する技術分野の当業者によって一般的に理解されている意味を有する。当業者に公
知の様々な方法論および材料が、本明細書において参照される。薬理学の一般的な原理を
記述している標準的な参考資料には、Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis
 of Therapeutics,10th Ed.,McGraw Hill Companies Inc.,New York(2001)が含まれる。
当業者に公知の任意の適当な材料および／または方法が、本発明の実施において利用され
得る。しかしながら、好ましい材料および方法が記載される。以下の説明および実施例に
おいて参照される材料、試薬等は、特記されない限り、商業的供給元から入手可能である
。
【００２５】
　本願は、以下の工程を含む、化合物の催奇形リスクを評価する方法を提供する：
（1）中内胚葉へ分化中の多能性幹細胞と化合物を接触させる工程；
（2）1種以上の発生的に制御されるマーカーのタンパク質発現を測定することによって、
胚発生の進行を検出する工程；
（3）該1種以上のマーカーのタンパク質発現の50％の阻害をもたらす該化合物のIC50濃度
を決定する工程；ならびに
（4）評価している該化合物の催奇形リスクを確立するため、工程（3）において決定され
たIC50濃度を、（a）公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度および（b
）公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度と比較する工程。
【００２６】
　具体的な態様において、1種以上の中内胚葉マーカーのタンパク質発現が測定される。
【００２７】
　より具体的な態様において、測定される1種以上の中内胚葉マーカーのタンパク質発現
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は、Sox17、EOMES、およびT-ブラキュリからなる群より選択される。
【００２８】
　より具体的な態様において、本願は、以下の工程を含む、化合物の催奇形リスクを評価
する方法を提供する：
（1）中内胚葉へ分化中の多能性幹細胞と化合物を接触させる工程；
（2）Sox17、EOMES、およびT-ブラキュリからなる群より選択される1種以上の中内胚葉マ
ーカーのタンパク質発現を測定する工程；
（3）該1種以上のマーカーのタンパク質発現の50％の阻害をもたらす該化合物のIC50濃度
を決定する工程；ならびに
（4）評価している該化合物の催奇形リスクを確立するため、工程（3）において決定され
たIC50濃度を、（a）公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度および（b
）公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度と比較する工程。
【００２９】
　具体的な態様において、測定される少なくとも1種の中内胚葉マーカーはSOX17であり；
より具体的な態様において、SOX17のタンパク質発現が、測定される唯一の中内胚葉マー
カーである。
【００３０】
　他の具体的な態様において、測定される少なくとも1種の中内胚葉マーカーはEOMESであ
り；より具体的な態様において、EOMESのタンパク質発現が、測定される唯一の中内胚葉
マーカーである。
【００３１】
　他の具体的な態様において、測定される少なくとも1種の中内胚葉マーカーはT-ブラキ
ュリであり；より具体的な態様において、T-ブラキュリのタンパク質発現が、測定される
唯一の中内胚葉マーカーである。
【００３２】
　他の具体的な態様において、測定される中内胚葉マーカーが、SOX17およびEOMESのタン
パク質発現のみである。
【００３３】
　他の具体的な態様において、測定される中内胚葉マーカーが、SOX17およびT-ブラキュ
リのタンパク質発現のみである。
【００３４】
　具体的な態様において、多能性幹細胞は霊長類起源のものである。
【００３５】
　具体的な態様において、多能性幹細胞は胚性幹細胞に由来する。
【００３６】
　他の具体的な態様において、多能性幹細胞は誘導多能性幹細胞起源に由来する。
【００３７】
　具体的な態様において、催奇形リスクは、免疫組織化学によってマーカーのタンパク質
発現の変化を定量化することによって評価される。
【００３８】
　他の具体的な態様において、催奇形リスクは、フローサイトメトリーによってマーカー
のタンパク質発現の変化を定量化することによって評価される。
【００３９】
　他の具体的な態様において、催奇形リスクは、蛍光顕微鏡検査によってマーカーのタン
パク質発現の変化を定量化することによって評価される。
【００４０】
　他の具体的な態様において、催奇形リスクは、タンパク質マーカーをコードするmRNAレ
ベルの変化を定量化することによって、マーカーのタンパク質発現の変化を定量化するこ
とによって評価される。
【００４１】
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　具体的な態様において、本発明の方法の工程（1）は、多能性幹細胞の40～60％が中内
胚葉へ分化した後、実施される。
【００４２】
　具体的な態様において、工程（4）における公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合
物は、図1にリストされた公知の催奇形性物質からなる群より選択される。
【００４３】
　他の具体的な態様において、工程（4）における公知の催奇形リスクを有する1種以上の
化合物は、図6にリストされた公知の催奇形性物質からなる群より選択される。
【００４４】
　具体的な態様において、工程（4）における公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化
合物は、図1にリストされた公知の催奇形性物質からなる群より選択される。
【００４５】
　他の具体的な態様において、工程（4）における公知の非催奇形リスクを有する1種以上
の化合物は、図6にリストされた公知の催奇形性物質からなる群より選択される。
【００４６】
　より具体的な態様において、工程（4）における公知の催奇形リスクを有する1種以上の
化合物は、アクチノマイシンD、トレチノイン、シタラビン、ノコダゾール、ロテノン、
トレチノイン、イソトレチノイン、ブロモデオキシウリジン、ドキソルビシン、ドルソモ
ルフィン、サリドマイド、5-フルオロウラシル、ダサチニブ、ソラフェニブ、バルプロ酸
、スニチニブ、ジプラシドン、ミアンセリン、バンデタニブ、ジエチルスチルベストロー
ル、6-アミノニコチンアミド、リタンセリン、およびゲフィチニブからなる群より選択さ
れる。
【００４７】
　さらに具体的な態様において、工程（4）における公知の催奇形リスクを有する1種以上
の化合物は、サリドマイド、ミアンセリン、およびリタンセリンからなる群より選択され
る。
【００４８】
　具体的な態様において、工程（4）における公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化
合物は、エソメプラゾール、葉酸塩、カテキン、リスリド、ナイアシン、アスピリン、イ
ブプロフェン、アシクロビル、ケタンセリン、ストレプトマイシン、メチルドパ、サッカ
リン、カフェイン、ペニシリン、およびテガセロッドからなる群より選択される。
【００４９】
　より具体的な態様において、工程（4）における公知の非催奇形リスクを有する1種以上
の化合物は、葉酸塩およびメチルドパからなる群より選択される。
【００５０】
　より具体的な態様において、工程（4）における公知の催奇形リスクを有する1種以上の
化合物は、サリドマイド、ミアンセリン、およびリタンセリンからなる群より選択され、
かつ公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物は、葉酸塩およびメチルドパからな
る群より選択される。
【００５１】
　一つの態様において、方法はインビトロ法である。
【００５２】
　一つの態様において、以下の工程を含む、化合物の催奇形リスクを評価する方法が提供
される：
（1）中内胚葉へ分化中の多能性幹細胞と化合物を接触させる工程；
（2）Sox17、EOMES、およびT-ブラキュリからなる群より選択される1種以上の中内胚葉マ
ーカーのタンパク質発現を測定する工程；
（3）該1種以上のマーカーのタンパク質発現の50％の阻害をもたらす該化合物のIC50濃度
を決定する工程；ならびに
（4）評価している該化合物の催奇形リスクを確立するため、工程（3）において決定され
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たIC50濃度を、（a）公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度および（b
）公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度と比較する工程。
【００５３】
　一つの態様において、多能性幹細胞は霊長類起源のものである。
【００５４】
　一つの態様において、多能性幹細胞は胚性幹細胞である。
【００５５】
　一つの態様において、多能性幹細胞はH9ヒト胚性幹細胞である。
【００５６】
　一つの態様において、多能性幹細胞は誘導多能性幹細胞である。
【００５７】
　一つの態様において、中内胚葉マーカーの少なくとも1種はSOX17である。
【００５８】
　一つの態様において、中内胚葉マーカーの少なくとも1種はEOMESである。
【００５９】
　一つの態様において、中内胚葉マーカーの少なくとも1種はT-ブラキュリである。
【００６０】
　一つの態様において、測定される中内胚葉マーカーが、SOX17のタンパク質発現のみで
ある。
【００６１】
　一つの態様において、測定される中内胚葉マーカーが、SOX17およびEOMESのタンパク質
発現のみである。
【００６２】
　一つの態様において、測定される中内胚葉マーカーが、SOX17およびT-ブラキュリのタ
ンパク質発現のみである。
【００６３】
　一つの態様において、タンパク質発現は免疫組織化学によって測定される。
【００６４】
　一つの態様において、タンパク質発現はフローサイトメトリーによって測定される。
【００６５】
　一つの態様において、タンパク質発現は蛍光顕微鏡検査によって測定される。
【００６６】
　一つの態様において、以下の工程を含む、化合物の催奇形リスクを評価する方法であっ
て、多能性幹細胞の40～60％が中内胚葉へ分化した後、工程（1）が実施される、方法が
提供される：
（1）中内胚葉へ分化中の多能性幹細胞と化合物を接触させる工程；
（2）Sox17、EOMES、およびT-ブラキュリからなる群より選択される1種以上の中内胚葉マ
ーカーのタンパク質発現を測定する工程；
（3）該1種以上のマーカーのタンパク質発現の50％の阻害をもたらす該化合物のIC50濃度
を決定する工程；ならびに
（4）評価している該化合物の催奇形リスクを確立するため、工程（3）において決定され
たIC50濃度を、（a）公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度および（b
）公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度と比較する工程。
【００６７】
　一つの態様において、以下の工程を含む、化合物の催奇形リスクを評価する方法であっ
て、工程（4）における公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物が、アクチノマイシ
ンD、トレチノイン、シタラビン、ノコダゾール、ロテノン、トレチノイン、イソトレチ
ノイン、ブロモデオキシウリジン、ドキソルビシン、ドルソモルフィン、サリドマイド、
5-フルオロウラシル、ダサチニブ、ソラフェニブ、バルプロ酸、スニチニブ、ジプラシド
ン、ミアンセリン、バンデタニブ、ジエチルスチルベストロール、6-アミノニコチンアミ
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ド、リタンセリン、およびゲフィチニブからなる群より選択される、方法が提供される：
（1）中内胚葉へ分化中の多能性幹細胞と化合物を接触させる工程；
（2）Sox17、EOMES、およびT-ブラキュリからなる群より選択される1種以上の中内胚葉マ
ーカーのタンパク質発現を測定する工程；
（3）該1種以上のマーカーのタンパク質発現の50％の阻害をもたらす該化合物のIC50濃度
を決定する工程；ならびに
（4）評価している該化合物の催奇形リスクを確立するため、工程（3）において決定され
たIC50濃度を、（a）公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度および（b
）公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度と比較する工程。
【００６８】
　一つの態様において、以下の工程を含む、化合物の催奇形リスクを評価する方法であっ
て、工程（4）における公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物が、サリドマイド、
ミアンセリン、およびリタンセリンからなる群より選択される、方法が提供される：
（1）中内胚葉へ分化中の多能性幹細胞と化合物を接触させる工程；
（2）Sox17、EOMES、およびT-ブラキュリからなる群より選択される1種以上の中内胚葉マ
ーカーのタンパク質発現を測定する工程；
（3）該1種以上のマーカーのタンパク質発現の50％の阻害をもたらす該化合物のIC50濃度
を決定する工程；ならびに
（4）評価している該化合物の催奇形リスクを確立するため、工程（3）において決定され
たIC50濃度を、（a）公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度および（b
）公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度と比較する工程。
【００６９】
　一つの態様において、以下の工程を含む、化合物の催奇形リスクを評価する方法であっ
て、工程（4）における公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物が、エソメプラゾ
ール、葉酸塩、カテキン、リスリド、ナイアシン、アスピリン、イブプロフェン、アシク
ロビル、ケタンセリン、ストレプトマイシン、メチルドパ、サッカリン、カフェイン、ペ
ニシリン、およびテガセロッドからなる群より選択される、方法が提供される：
（1）中内胚葉へ分化中の多能性幹細胞と化合物を接触させる工程；
（2）Sox17、EOMES、およびT-ブラキュリからなる群より選択される1種以上の中内胚葉マ
ーカーのタンパク質発現を測定する工程；
（3）該1種以上のマーカーのタンパク質発現の50％の阻害をもたらす該化合物のIC50濃度
を決定する工程；ならびに
（4）評価している該化合物の催奇形リスクを確立するため、工程（3）において決定され
たIC50濃度を、（a）公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度および（b
）公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度と比較する工程。
【００７０】
　一つの態様において、以下の工程を含む、化合物の催奇形リスクを評価する方法であっ
て、工程（4）における公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物が、葉酸塩および
メチルドパからなる群より選択される、方法が提供される：
（1）中内胚葉へ分化中の多能性幹細胞と化合物を接触させる工程；
（2）Sox17、EOMES、およびT-ブラキュリからなる群より選択される1種以上の中内胚葉マ
ーカーのタンパク質発現を測定する工程；
（3）該1種以上のマーカーのタンパク質発現の50％の阻害をもたらす該化合物のIC50濃度
を決定する工程；ならびに
（4）評価している該化合物の催奇形リスクを確立するため、工程（3）において決定され
たIC50濃度を、（a）公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度および（b
）公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度と比較する工程。
【００７１】
　一つの態様において、以下の工程を含む、化合物の催奇形リスクを評価する方法であっ
て、工程（4）における公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物が、サリドマイド、
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ミアンセリン、およびリタンセリンからなる群より選択され、かつ公知の非催奇形リスク
を有する1種以上の化合物が、葉酸塩およびメチルドパからなる群より選択される、方法
が提供される：
（1）中内胚葉へ分化中の多能性幹細胞と化合物を接触させる工程；
（2）Sox17、EOMES、およびT-ブラキュリからなる群より選択される1種以上の中内胚葉マ
ーカーのタンパク質発現を測定する工程；
（3）該1種以上のマーカーのタンパク質発現の50％の阻害をもたらす該化合物のIC50濃度
を決定する工程；ならびに
（4）評価している該化合物の催奇形リスクを確立するため、工程（3）において決定され
たIC50濃度を、（a）公知の催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度および（b
）公知の非催奇形リスクを有する1種以上の化合物のIC50濃度と比較する工程。
【実施例】
【００７２】
催奇形リスクを決定する一般的方法
　本発明の方法は、定方向分化中の処理された多能性幹細胞と対照多能性幹細胞との間で
、中内胚葉形成のレベルを比較することによって、薬物によって誘導される催奇形のリス
クを評価する。従って、ヒト多能性幹細胞の分化を中内胚葉へ差し向けるための最適条件
を最初に確立しなければならない。概念実証として、本明細書の実施例に記載されたプロ
トコルを使用して、H9ヒト胚性幹細胞株を使用して、初期検証を実施した。
【００７３】
ベースラインの分化の最適化
　第一に、3日間の分化において40～60％の中内胚葉形成を再現性よく達成する最適の初
期細胞播種密度および増殖因子の濃度を同定した（図2を参照のこと）。中内胚葉を生成
するための増殖因子処理の理想的な濃度および期間の軽微なプロトコル最適化によって、
当業者は、大部分のヒト多能性細胞株で使用するためにこの方法を適応させることができ
る。方法は、薬物によって処理された試料と対照試料との間の中内胚葉形成の比率の比較
に依存するため、40～60％の分化がこれらの研究のための出発点として選ばれたが、効率
がウェル間で一貫している限り、中内胚葉細胞の正確な割合は重要ではないはずである。
【００７４】
　初期検証実験において、多様な系統マーカー、抗体、および定量法を調査した。それら
の実験は、同時発現された中内胚葉系統マーカーSox17、T-ブラキュリ、およびEOMESが、
発生の乱れをモニタリングするための情報を提供することを示した。図4に示されるよう
に、OCT4などのSox17/EOMES/T-ブラキュリ陰性細胞を標識するその他のマーカーの定量化
を、定方向分化を誘導するシグナル伝達経路の乱れを定量化するため、同様に使用し得る
ことも予測されるであろう。
【００７５】
インビトロ／インビボ相関のための閾値濃度の確立
　定方向分化のための条件を最適化した後、胎児への害を引き起こさないことが公知の化
合物からの、公知の催奇形性化合物の層別化を可能にする用量応答関係を確立する。初期
研究のため、本発明者らは、公知のインビボ効果を有する、30種の市販の化合物および40
種の専有の化合物のパネルを使用した。中内胚葉へ分化中の細胞を含有している個々のウ
ェルを、1日目および2日目に処理した（図3を参照のこと）。一枚のプレートにおいて、
増加する濃度の各化合物を特定のウェルに適用した。さらに、各プレートは、陽性対照と
して、催奇形性であることが公知の化合物によって処理されたウェルを含有し、陰性対照
として、溶媒によってのみ処理されたウェルも含有していた（図5のプレートマップの例
を参照のこと）。
【００７６】
　定方向分化の終わりに、中内胚葉系統マーカーのレベルを定量化した。本明細書に記載
された原理実証研究について、細胞における系統マーカーの発現を、免疫染色後のフロー
サイトメトリー分析、蛍光顕微鏡検査、またはプレートリーダの使用による定量化によっ



(14) JP 2015-511005 A 2015.4.13

10

20

30

40

50

て、タンパク質レベルで測定した。これらの値から、DMSO対照と比べて、測定された分化
マーカーの50％の阻害をもたらす各試験化合物の濃度を、各試験化合物について計算した
（IC50）。インビボで催奇形性または非催奇形性のいずれかであることが公知の化合物の
IC50値を調査することによって、非催奇形性化合物と催奇形性化合物を区別するIC50値を
確立することが可能である。検証において調査されたH9細胞株（下記）については、20uM
という濃度が、催奇形リスクを予測するため、＞90％の精度を提供することが見出された
（図6および7の表を参照のこと）。
【００７７】
ハイスループットスクリーニングへのアッセイの適応
　関心対象の多能性細胞株を使用して、催奇形リスクを測定するための所望の閾値が確立
された後は、アッセイをよりハイスループットのリスク評価のために利用することができ
る。許容される予測性のレベルに相関する単一の濃度で、トリプリケートに、化合物を試
験することができる。
【００７８】
試験された化合物のための具体的なプロトコルおよび方法
基本的な試薬
試薬
16％ホルムアルデヒド溶液、10×10mlアンプル、Thermo、＃28908
30％ウシ血清由来アルブミン溶液、Sigma、カタログ＃A9576-50ML
100mlロバ血清、Millipore、＃S30-100ML
免疫組織化学のためのヒトSOX17 NL557アフィニティ精製ポリクローナルAb、ヤギIgG、R&
D systems,Inc.＃NL1924R
hESC最適化マトリゲル（Matrigel）、5ml＊LDEVフリー、BD Bioscience、＃354277、細胞
外基質
組換えヒト／マウス／ラットアクチビンA、R＆D Systems,Inc.＃338-AC-005
組換えヒトWnt-3a、R＆D Systems,Inc.＃5036-WN-010
EmbryoMax（登録商標）ES細胞最適化ウシ胎仔血清、500ml、Millipore、＃ES009B（ES-00
9-B）
アキュターゼ（ACCUTASE）（商標）細胞剥離溶液、Stemcell Technologies、＃07920、10
0mL
mTeSR（登録商標）1、StemCell Technologies、＃05850 1キット、限定ヒト多能性幹細胞
液体培地
Y-27632二塩酸塩一水和物（(R)-(+)-トランス-4-(1-アミノエチル)-N-(4-ピリジル)シク
ロヘキサンカルボキサミド二塩酸塩、Tocris
Advanced RPMI培地1640（1×）、液体、グルタミン不含、フェノールレッド、500ml、Inv
itrogen、＃12633-012、基本細胞増殖培地
グルタミン100×、＃25030-081、Invitrogen
Image-iT（商標）FXシグナル増強剤、Invitrogen、＃I36933（任意）、蛍光色素シグナル
増強剤
トリトンX-100、Sigma、＃T8787
DAPI含有SlowFade（登録商標）Gold褪色防止用封入剤、Invitrogen、＃S36938、蛍光色素
シグナル保存剤
ジメチルスルホキシド（DMSO）、＃494429－Sigma
DE分化培地I（同日に新鮮に作成する）：
　Advanced RPMI培地1640
　グルタミン（1×、新鮮に添加する）
　ヒトアクチビンA 100ng/ml
　ヒトWnt3a 25ng/ml
DE分化培地II（同日に新鮮に作成する）：
　Advanced RPMI培地1640
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　グルタミン（1×、新鮮に添加する）
　ヒトアクチビンA 100ng/ml
　0.1％ウシ胎仔血清（FBS）
組織培養プレートのマトリゲルコーティング：1:80希釈を使用してマトリゲルによって96
ウェルをコーティングする
【００７９】
プロトコル法
多能性幹細胞の調製：
　細胞培養。H9ヒトES細胞（WiCell）を10uM Y-27632を含むmTeSR培地で解凍した。3百万
個の細胞を、ES細胞最適化マトリゲル（BD Biosciences）によってあらかじめコーティン
グされた2枚の100mm組織培養等級ディッシュに播種した。Y-27632は播種の間にのみ必要
とされ、播種後24時間以内に除去されるべきである。mTeSR培地を毎日交換した。細胞は3
～4日以内にほぼコンフルエントになるはずである。
【００８０】
アキュターゼおよび96ウェルプレートへの播種
　細胞が約50％コンフルエントになった時、培地を除去し、PBSで濯ぎ、次いで、100mmプ
レート1枚当たり2mlのアキュターゼを添加した。細胞を3分以内に剥離するべきである。
直ちに10uM Y-27632を含む8mlのmTeSRを添加し、（2×100mmプレートからの）20mlを50ml
チューブへ移した。6分間400×gでスピンした。上清を除去した。Y-27632を含む10mlのmT
eSRを添加した。細胞ペレットを懸濁させるために上下にピペッティングした。生細胞数
を計数し、百万細胞/mlで再懸濁させた。5000～50,000細胞/96ウェルで細胞を播種した。
具体的な細胞株および細胞のロットによって、最適の細胞密度を達成するため、この数は
変動し得る。これらの実験については、15,000細胞/ウェルを播種した。2～5日間、毎日
、mTESR培地を交換した。
【００８１】
多能性幹細胞の定方向分化および分析
0日目。薬物を含む分化培地Iによる分化開始
　細胞を96ウェルプレートに均等に分配しなければならない。細胞が96ウェルプレートの
ウェル内で約35％コンフルエンシーになった時（2～5日後）、分化を開始した。培地を除
去し、Advanced RPMIで4～5回洗浄した。mTESRは、細胞を未分化状態に維持する様々な因
子を極めて高濃度で含有しているため、mTESRを完全に洗浄除去することは、重要である
。試験化合物を含むかまたは含まないDE分化培地Iを添加した。3分間500rpmでプレートを
ボルテックスした。24時間プレートを放置した。
【００８２】
1日目。薬物を含む分化培地IIへの交換
　プレートをAdvance RPMIで3回迅速に（およそ10分）洗浄した。化合物を含むかまたは
含まないDE分化培地IIを添加した。3分間500rpmでプレートをボルテックスした。48時間
プレートを放置した。細胞を、合計72時間、薬物によって処理したことに注意すること。
【００８３】
3日目。中止および細胞の固定
1. 96ウェルプレートから培地を除去した。上部の細胞片または死細胞を除去するため、D
PBSによって温和に3回ウェルを洗浄した。37℃に予熱されたPBSで新鮮に調製された3％ホ
ルムアルデヒドを添加した。これを細胞に15分間添加した。長い固定は、高いバックグラ
ウンドまたは抗原改変を引き起こす可能性がある。PBSを除去するため、PBSで3回洗浄し
た。
2. 15分間0.1％トリトンX-100を含むPBSによって細胞を透過性化した。
3. 96ウェル当たり30ulのImageIT-FX溶液を適用した。700rpmで1分間ボルテックスした。
室温で30分間インキュベートした。
4. ブロッキング緩衝液（10％ロバ血清、0.3％トリトンX-100、1％BSAを含むPBS）で1回
洗浄し、次いで、ブロッキング緩衝液を添加し、20分間放置した。
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5. ブロッキング緩衝液中のSox17抗体（1:10希釈）を添加した。室温で3時間インキュベ
ートした。
6. 1％BSAを含むPBSで4回洗浄した。
7. DAPIまたはヘキスト33242（いずれも5ug/mlの最終濃度）を含む1％BSAを含むPBSを5分
間添加した。後にDAPIを含むSlowFadeを使用する場合には、この手順は必要ない。
8. 各96ウェルに30ulのDAPIを含むSlowFadeを添加した。
【００８４】
データ分析
　Envisionプレートリーダによって557nmにおける蛍光強度を測定した。
【００８５】
プロトコルおよび実施基準
　上記実施例は、ヒト胚性幹細胞H9（Wisconsin Alumi Research Foundation、WARF）に
適用される本発明を例示したものである。他の多能性幹細胞株へ方法を適用する時には、
初期細胞播種密度、培地中の増殖因子の濃度、および分化の期間などの、株依存性の分化
効率に影響する典型的な変数を決定しなければならない。上記のこの最適化過程において
、本発明者らは、催奇形リスクの予測のための最適条件を同定するため、中内胚葉形成の
効率、およびサリドマイドによって媒介される薬物効果をモニタリングした。
【００８６】
　上記の本発明は、明瞭および理解のため、例示および例によってある程度詳細に説明さ
れた。従って、上記説明は、例示的なものであって、限定的なものではないことが理解さ
れなければならない。本願において引用された特許、特許出願、および刊行物は、全て、
事実上、参照によってその全体が本明細書に組み入れられる。

【図１】 【図２】
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