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(57)【要約】
　現在、化学薬品の毒性学的評価は主としてｉｎ　ｖｉｖｏで種々の動物種を使用して、
更にヒトの臨床的、生化学的、病理学的及び形態学的データを考慮して実施される。過去
数年にわたり、幾つかの物質が子供に特に有害であることが次第に明らかになり、したが
って発生中のヒトの脳の特殊な脆弱性に対して焦点が当てられている。一方で、既知の神
経毒性又は催奇形性（特に神経催奇形性）危険性を有する物質を更に胚毒性についても試
験するようにとの勧告がある。その上、アメリカ環境保護庁（ＥＰＡ）は農薬についての
胚毒性試験を要求している。物質が医薬として使用されるものである場合には更なる試験
が要求される（S7A Safety Pharmacology Studies for Human Pharmaceuticals, Guideli
nes of the International Conference on Harmonization, ICH, 2001）。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　物質の発生毒性の測定のためのｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法であって、
（ｉ）細胞試料をこの物質に曝露する工程、及び
（ｉｉ）この細胞試料中の１又は複数のタンパク質バイオマーカーの変動をこの物質に対
する曝露の結果として検出する工程を含み、
その際、タンパク質バイオマーカーが、ヒートショックタンパク質ベータ１（ＨｓｐＢ１
）、Ｒａｓ－ＧＴＰアーゼ活性化タンパク質ＳＨ３ドメイン結合タンパク質（Ｇ３ＢＰ）
、Ｒａｎ結合タンパク質５（ＲａｎＢＰ５）、カルレティキュリン（Ｃａｌｒ）、ジヒド
ロピリミジナーゼ様２（ＤＲＰ２）、ストレス誘発性ホスホタンパク質１（ＳＴＩＰ１）
、Ｕ２ａｆ２タンパク質（Ｕ２ＡＦ）、カルシウム結合タンパク質３９、アイソフォーム
ＣＲＡ＿ｂ（Ｃａｂ３９）、ＮｍｒＡ様ファミリードメイン含有１（ＮＭＲＬ１）、及び
この後翻訳アイソフォームからなる群から選択されるｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法。
【請求項２】
　細胞試料が器官試料、組織、体液、細胞、及び細胞ライセートからなる群から選択され
る請求項１記載の方法。
【請求項３】
　細胞試料が脊椎動物細胞、特に哺乳類細胞、例えばヒト細胞を含む請求項１記載の方法
。
【請求項４】
　細胞試料が幹細胞、特に全能性、万能性、多能性及び／又は複分化性幹細胞を含む請求
項１記載の方法。
【請求項５】
　細胞試料が胚性幹細胞を含む、胚毒性の決定のための請求項１記載の方法。
【請求項６】
　工程（ｉｉ）が１又は複数のバイオマーカーの定性的な又は定量的な測定を含む請求項
１記載の方法。
【請求項７】
　細胞試料中の１又は複数のタンパク質バイオマーカーの変動を連続的に測定する請求項
１記載の方法。
【請求項８】
　１又は複数のバイオマーカーの測定が免疫学的アッセイ、活性アッセイ、及び／又は分
子アッセイを含む請求項１記載の方法。
【請求項９】
　１又は複数のバイオマーカーの測定が蛍光検出を含む請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　更に、ヒートショックタンパク質８（ＨＳＰ８）、ストレス誘発性ホスホタンパク質１
（Ｐ－アイソフォーム２）、ファシンホモログ１アクチン束形成タンパク質（Ｆｓｃｎ１
）、及び異質核リボ核リボ核タンパク質Ａ／Ｂアイソフォーム２、及びこの後翻訳アイソ
フォームを含む群から選択される少なくとも１の更なるタンパク質バイオマーカーの測定
を含む請求項１記載の方法。
【請求項１１】
　物質の発生毒性の測定のためのバイオマーカーとしての、ヒートショックタンパク質ベ
ータ１（ＨｓｐＢ１）、Ｒａｓ－ＧＴＰアーゼ活性化タンパク質ＳＨ３ドメイン結合タン
パク質（Ｇ３ＢＰ）、Ｒａｎ結合タンパク質５（ＲａｎＢＰ５）、カルレティキュリン（
Ｃａｌｒ）、ジヒドロピリミジナーゼ様２（ＤＲＰ２）、ストレス誘発性ホスホタンパク
質１（ＳＴＩＰ１）、Ｕ２ａｆ２タンパク質（Ｕ２ＡＦ）、カルシウム結合タンパク質３
９、アイソフォームＣＲＡ＿ｂ（Ｃａｂ３９）、ＮｍｒＡ様ファミリードメイン含有１（
ＮＭＲＬ１）、ヒートショックタンパク質８（ＨＳＰ８）、ファシンホモログ１、アクチ
ン束形成タンパク質（Ｆｓｃｎ１）、ヘテロ核リボ核タンパク質Ａ／Ｂアイソフォーム２
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（ｈｎＲＮＰ）からなる群から選択される１又は複数のタンパク質の使用。
【請求項１２】
　胚毒性の測定のための請求項１１記載の使用。
【請求項１３】
　１又は複数の細胞試料、及び
　ヒートショックタンパク質ベータ１（ＨｓｐＢ１）、Ｒａｓ－ＧＴＰアーゼ活性化タン
パク質ＳＨ３ドメイン結合タンパク質（Ｇ３ＢＰ）、Ｒａｎ結合タンパク質５（ＲａｎＢ
Ｐ５）、カルレティキュリン（Ｃａｌｒ）、ジヒドロピリミジナーゼ様２（ＤＲＰ２）、
ストレス誘発性ホスホタンパク質１（ＳＴＩＰ１）、Ｕ２ａｆ２タンパク質（Ｕ２ＡＦ）
、カルシウム結合タンパク質３９、アイソフォームＣＲＡ＿ｂ（Ｃａｂ３９）、ＮｍｒＡ
様ファミリードメイン含有１（ＮＭＲＬ１）及びこの後翻訳アイソフォーム、ヒートショ
ックタンパク質８（ＨＳＰ８）、ファシンホモログ１、アクチン束形成タンパク質（Ｆｓ
ｃｎ１）、ヘテロ核リボ核タンパク質Ａ／Ｂアイソフォーム２（ｈｎＲＮＰ）からなる群
から選択される１又は複数のタンパク質バイオマーカーの測定のための手段
を含む、物質の発生毒性の測定のためのキット。
【請求項１４】
　細胞試料は胚性幹細胞、特にヒトの胚性幹細胞を含む請求項１３記載のキット。
【請求項１５】
　更に、ヒートショックタンパク質８（ＨＳＰ８）、ファシンホモログ１、アクチン束形
成タンパク質（Ｆｓｃｎ１）、ヘテロ核リボ核タンパク質Ａ／Ｂアイソフォーム２（ｈｎ
ＲＮＰ）からなる群から選択される少なくとも１の更なるタンパク質バイオマーカーの測
定のための手段を含む請求項１３記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の詳細な説明
　背景技術
　現在、化学薬品の毒性学的評価は主としてｉｎ　ｖｉｖｏで種々の動物種を使用して、
更にヒトの臨床的、生化学的、病理学的及び形態学的データを考慮して実施される。過去
数年にわたり、幾つかの物質が子供に特に有害であることが次第に明らかになり、このよ
うにして発達中のヒトの脳の特殊な脆弱性に対して焦点が当てられている。一方で、既知
の神経毒性又は催奇形性（特に神経催奇形性）危険性を有する物質を更に胚毒性について
も試験するようにとの勧告がある。その上、アメリカ環境保護庁（ＥＰＡ）は農薬につい
ての胚毒性試験を要求している。物質が医薬として使用されるものである場合には更なる
試験が要求される（S7A Safety Pharmacology Studies for Human Pharmaceuticals, Gui
delines of the International Conference on Harmonization, ICH, 2001）。
【０００２】
　化学薬品の発生神経毒性の検査は、アメリカＥＰＡ（試験ガイドライン８７０．６３０
００）のガイドライン及びＯＥＣＤ（ＯＥＣＤガイドライン４２６）のドラフトガイドラ
インにより規制されている。これらガイドラインによるｉｎ　ｖｉｖｏ研究は、試験動物
（通常ラット）の脳の形態学的検査、一連の挙動試験、若年動物（成年段階まで）の発達
の検査、グリオーシス及び細胞毒性についてのバイオマーカーの測定、及びその上更なる
バイオマーカーの検査を含む。これら毒性試験は極めて多数の試験動物を必要とする：約
１４０匹の母系動物及び１０００匹のその子孫が各物質につき３～４ヶ月で消費されるだ
ろう。技術的及びロジスティック的要求のために、これらｉｎ　ｖｉｖｏ試験は極めて人
員及びコスト集約的である。しかしながら、決定的な点は、相応するガイドライン及び動
物においては信頼性がありかつ疑いのない終点が明らかに定義されることができないこと
である。この現在の試験が中枢神経系のヒト発生及び関連する毒性について正しく予測す
るものであるかは分からない。ＵＳにおいてはこの状況のために動物権の請願及びＰＥＴ
Ａのような保護団体によりガイドラインＯＰＰＴＳ８７０．６３００が撤回された。
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【０００３】
　現在では、約１０００００の化学物質がＥＵ市場で提供されている。しかし、信頼でき
る毒性学的データは、これら物質の少ないパーセンテージにだけ提供されている。とりわ
け１９８１年前に市販された化学薬品については安全性データが欠失している。したがっ
て、従業員、消費者及び環境のための危険性は包括的に評価されることができない。この
満足のいかない状況を改善すべく、欧州委員会はRegistration, Evaluation and Authori
zation of Chemicalsを表すいわゆるＲＥＡＣＨコンセプトを提出した。ＲＥＡＣＨの狙
いは、年間１トンより多い体積で生産、使用又は輸出される化学物質の危険性をシステマ
チックに評価することである。化学薬品の安全性の証明は製造者及び二次加工業者に負担
を課すものである。ヨーロッパでのＲＥＡＣＨ立法化及びＵＳ及び日本での類似のなりゆ
き（Schrattenholz and Klemm, 2006及び2007）に関して、発生神経毒性について化学薬
品を試験するようにとの要求により、予期できる将来には試験動物の消費が極めて増加す
るようになるだろう。
【０００４】
　この背景では、毒性関連スクリーニングのための、高度に予測性の、時間効率的なｉｎ
　ｖｉｔｒｏ試験の開発がますます重要である。細胞培養モデルは、多くの論議を引き起
こし、問題を含む、時には不快な動物実験に対する代替策として位置づけられるだろう。
この目的は、極めてコスト及び時間集約的である、神経毒性、特に神経発生毒性の評価の
ための立法化により現在要求される動物試験を代替することである。
【０００５】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルは数年にわたり薬理学的産業の分野において利用されてきてい
る。この多くの現在のｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイは、胚性幹細胞を使用する分化モデルを
伴う。胚性幹細胞試験（ＥＳＴ）は極めて期待できる結果を示してきており、この試験は
、強力な催奇形性物質を中程度の胚性毒性の又は非胚性毒性の化合物と区別することがで
きた（Spielmann et al., 1997）。ＥＳＴは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの胚性毒性を試験する
ために、培養中に分化するマウス胚性幹細胞の能力を利用する。このモデルは一部限定さ
れており、というのも、毒性学的終点が心臓分化を損なう化合物についてのみ定義される
からである。
【０００６】
　このようにして、化学薬品及び医薬品の毒性を、信頼性をもって決定するための改善し
たｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法について当分野で要求が残っている。特に、発生毒性のための、
新規の、迅速かつインテリジェントなｉｎ　ｖｉｔｒｏ試験戦略を提供することについて
当分野で要求がある。
【０００７】
　本発明の課題は、化学物質の毒性、特に発生毒性をｉｎ　ｖｉｔｒｏスクリーニングす
るための方法及び試薬を提供することである。
【０００８】
　発明の詳細な説明
　本発明者らは、特定のタンパク質バイオマーカーが化学薬品及び医薬品化合物の発生毒
性のために診断的であることを見出した。これらバイオマーカーに対する物質の影響力は
、この物質の発生毒性について予測するものである。前記影響力は、細胞試料（その際少
なくとも１のタンパク質バイオマーカーが生じる）を物質と接触させ、この物質に対する
曝露の結果として細胞試料中での前記タンパク質バイオマーカーの変動を測定することに
より測定されることができる。
【０００９】
　一観点において、本発明は、
（ｉ）細胞試料を物質に曝露する工程、及び
（ｉｉ）この細胞試料中の１又は複数のタンパク質バイオマーカーの変動をこの物質に対
する曝露の結果として検出する工程を含む、
物質の発生毒性の測定のためのｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法を提供する。
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【００１０】
　本発明の「タンパク質バイオマーカー」は、ヒートショックタンパク質ベータ１（Ｈｓ
ｐＢ１）、Ｒａｓ－ＧＴＰアーゼ活性化タンパク質ＳＨ３ドメイン結合タンパク質（Ｇ３
ＢＰ）、Ｒａｎ結合タンパク質５（ＲａｎＢＰ５）、カルレティキュリン（Ｃａｌｒ）、
ジヒドロピリミジナーゼ様２（ＤＲＰ２）、ストレス誘発性ホスホタンパク質１（ＳＴＩ
Ｐ１）、Ｕ２ａｆ２タンパク質（Ｕ２ＡＦ）、カルシウム結合タンパク質３９、アイソフ
ォームＣＲＡ＿ｂ（Ｃａｂ３９）、ＮｍｒＡ様ファミリードメイン含有１（ＮＭＲＬ１）
、及びこの後翻訳アイソフォームからなる群から選択される。
【００１１】
　本発明のバイオマーカーは良く知られたタンパク質である。このタンパク質の一般的な
命名法は表１にまとめてある：
【００１２】
　表１
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【表１】

【００１３】
　「発生毒性」との用語は、妊娠の間に誘発されるか親の曝露の結果としての全ての有害
作用に関する。特に、発生毒性は胚毒性を包含する。
【００１４】
　本発明の方法における使用に適した「細胞試料」は、細胞又は細胞成分であって少なく
とも１の上述のタンパク質バイオマーカーを生じることができるものを含む全ての試料で
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ある。細胞試料は、例えば、器官、器官試料、組織、体液、細胞又は細胞ライセートから
選択されてよい。
【００１５】
　細胞試料は好ましくは脊椎動物由来である。特に好ましいのは哺乳類の細胞試料であり
、特にヒト由来である。
【００１６】
　好ましい一実施態様によれば、細胞試料は幹細胞を含む。幹細胞は、全能性（omnipote
nt）、万能性（pluripotent）、多能性（multipotent）及び／又は複分化性幹細胞（olig
opotent）であってよい。特に好ましいのは胚性幹細胞である。最も好ましくは幹細胞は
ヒト胚性幹細胞（ｈＥＳＣ）である。
【００１７】
　本発明の方法において、工程（ｉ）において細胞試料が発生毒性について試験すべき物
質に曝露される。好ましくは、細胞試料を試験すべき物質と接触させる前に、この１又は
複数のバイオマーカーのベースライン値がこの試料中で測定される。
【００１８】
　続いて、工程（ｉｉ）において、細胞試料中の１又は複数のバイオマーカーの変動を物
質に対する曝露の結果として検出する。
【００１９】
　この検出は、１又は複数のタンパク質バイオマーカーの定性的及び／又は定量的な測定
を含んでよい。本発明のバイオマーカーは良く知られたタンパク質であり、この検出はこ
の分野の通常の知識内にある。例えば、この検出は、免疫学的アッセイ又はイムノアッセ
イを利用して実施されてよい。イムノアッセイにおいて１又は複数のタンパク質バイオマ
ーカーの存在がその抗原に対する１の又は複数の抗体の反応を用いて決定される。このア
ッセイは、その抗原に対する抗体の特異的結合を利用する。本発明のタンパク質バイオマ
ーカーの検出において、このバイオマーカーは抗原を提示する。好ましくは、これら検出
のためにモノクローナル抗体が使用され、というのもこれらは通常は特定分子の一部位に
だけ結合し、したがって、他の分子の存在によりあまり容易く混乱されない、より特異的
かつ正確な試験を提供する。
【００２０】
　本発明の１又は複数のバイオマーカーの検出のためには、この細胞試料と試験すべき物
質が接触したときのこの活性、特にこの活性の変動を測定することもできる。
【００２１】
　本発明のタンパク質バイオマーカーの量は、この分野において知られている種々の方法
により達成可能である。例えば、イムノアッセイにおいて抗体がこのタンパク質バイオマ
ーカーのためにラベル化されていてよい。このラベルは、酵素、放射性同位体、磁性ラベ
ル又は蛍光ラベルからなってよい。本発明のタンパク質バイオマーカーの検出のための他
の適した技術は、ウェスタンブロット及びＥＬＩＳＡを含む。
【００２２】
　本発明の好ましい一実施態様において、試験すべき物質を細胞試料と接触させたときの
１又は複数のバイオマーカーの変動が連続的に検出される。連続アッセイのための例は、
分光光度アッセイ、蛍光的（fluorimetric）アッセイ又は化学発光アッセイである。又は
、試験すべき物質と細胞試料との接触後に、１又は複数のタンパク質バイオマーカーが不
連続的に１回又は複数回測定される。例えば細胞試料又はこの抽出物は、クロマトグラフ
ィ分離、例えば２又は３次元ゲル電気泳動、例えばＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけられてよい。
この分離されたタンパク質は染色により可視化されてよい。このタンパク質の分子アッセ
イは、例えば質量分析により実施されてよい。
【００２３】
　本発明の方法の好ましい一観点によれば、少なくとも１の更なるバイオマーカーが測定
される。この１又は複数の更なるバイオバーカーは好ましくは、一般的な細胞毒性のため
のマーカーである。このようにして、発生毒性と一般毒性を区別できる。物質適用とは独
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立して挙動するが、ＥＣ５０測定に相関している例示的なマーカーは次のものである：ヒ
ートショックタンパク質８（ＨＳＰ８）、ストレス誘発性ホスホタンパク質１（Ｐ－アイ
ソフォーム２）、ファシンホモログ１アクチン束形成タンパク質（Ｆｓｃｎ１）、異質核
リボ核リボ核タンパク質Ａ／Ｂアイソフォーム２、及びこの後翻訳アイソフォーム。この
好ましい更なるバイオバーカーの一般的な命名法は表２にまとめてある：
【００２４】
　表２：一般的な毒性についてのマーカー
【表２】

【００２５】
　本発明の更なる一実施態様は、物質の発生毒性の評価のためのマーカーとしての上で定
義した通りの１又は複数のタンパク質バイオマーカーの使用に関する。このタンパク質バ
イオマーカーは、毒性、発生毒性又は胚性毒性（embryotoxicity）について、全ての知ら
れたｉｎ　ｖｉｖｏ又はｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルにおいてモニターされてよい。
【００２６】
　本発明の別の観点は、１又は複数の細胞試料を含む物質の発生毒性の測定のためのキッ
トであり、その際好ましい試料は上で定義した通りである。このキットは更に、１又は複
数のタンパク質バイオマーカーの測定のための手段を含む。本発明の好ましい一実施態様
によれば、このキットは更に、少なくとも１の更なるバイオマーカーを測定するための手
段を含む。この１又は複数の更なるバイオバーカーは好ましくは、一般的な細胞毒性のた
めのマーカーである。最も好ましくは、このキットは、この更なるマーカーの測定のため
の手段を含み、これはヒートショックタンパク質８（ＨＳＰ８）、ストレス誘発性ホスホ
タンパク質１（Ｐ－アイソフォーム２）、ファシンホモログ１アクチン束形成タンパク質
（Ｆｓｃｎ１）、異質核リボ核リボ核タンパク質Ａ／Ｂ（Heterologous nuclear ribonuc
lear ribonucleoproteinA/B）アイソフォーム２、及びこの後翻訳アイソフォームである
。
【００２７】
　本発明のタンパク質バイオマーカーは良く知られたタンパク質である。しかしながら、
本発明は、特定のタンパク質が化学薬品及び医薬品化合物の発生毒性のための診断性バイ
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オマーカーであることを初めて説明する。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】図１は、ＥＳＴモデルにおいて物質処理によりディファレンシャルに影響を受け
るタンパク質のクラスター分析を示す図である。
【００２９】
　実験的背景
　本発明者らは、発生毒性に関連した齧歯類及びヒト試料からのタンパク質バイオマーカ
ーの定量的及び統計学的分析にディファレンシャルプロテオミクス技術を適用している。
これら試料は次のものを含んだ：
・２の独立した実験室におけるＥＳＴ試験のバリデーションについて実施した種々の実験
からのタンパク質ライセート。標準化したプロトコル（ＥＣＶＡＭバリデーションされた
代替試験）によりマウス胚性幹細胞から分化した心筋細胞を、既知の胚毒性効力を有する
一連の物質に曝露し、用量依存的に機能制御した。
・既知の胚毒性物質に対する曝露後にマウス胚性幹細胞から分化した、神経細胞培養物か
らのタンパク質ライセート。
・既知の胚毒性物質に対する曝露後にヒト胚性幹細胞から分化した、神経細胞培養物から
のタンパク質ライセート。
【００３０】
　神経性に分化したヒト胚性幹細胞からの高品質ライセートをこのタイプのディファレン
シャルプロテオミクス分析にかけた。このｈＥＳＣ培養物をメチル水銀及びバルプロ酸で
処理した。試料（処理済み及び未処理の未分化ｈＥＳＣ及びそれぞれの神経性前駆体を含
む）を放射線標識し、前もって説明されているように、高解像度２Ｄ－ＰＡＧＥを用いた
ディファレンシャル定量パターン分析にかけた（例えば、Schrattenholz & Groebe 2007;
 Groebe et al., 2007; Wozny et al., 2007）：１７７タンパク質スポットがこの処理に
よりディファレンシャルに影響を受けることが見出され、そのうち多くの重複（redundan
t）後翻訳アイソフォームが、自動化高スループットＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＦ質量分析を用
いてこれまでに同定されている。同定したタンパク質のうち、核の、細胞骨格の、細胞外
のマトリックス及びストレスタンパク質、及びタンパク質ターンオーバーに関連するタン
パク質が存在する。これら知見の重要性は、ｍＥＳＣ（心筋細胞、ＥＳＴ試験及びｍＥＳ
Ｃ神経）からの材料から得られた相応する結果の文脈において見受けるべきであり、以下
において説明される。
【００３１】
　同様にして、パートナーにより神経細胞へと分化した、ＭｇＨｇＣｌ処理されたｍＥＳ
Ｃからのライセート、及び、心筋細胞へと分化したｍＥＳＣからのライセート（バリデー
ションされたＥＳＴ試験のデータベースの拡張からの材料）であって異なる実験室におい
て物質－処理後に得られたものを検査した。ｍＥＳＣ神経細胞については、９３のディフ
ァレンシャルスポットが見出され、同定された。この相応するバイオマーカーシグネチャ
ーの生物学的重要性を以下において、更なる、しかし類似しかつ近接する、心筋細胞から
のデータの文脈において説明する。
【００３２】
　最大のデータセットが２つの独立した実験室でＥＳＴモデルにおいて物質試験からのラ
イセートを用いて、及び、前もって成功して試験し、公開されたプールスキーム（poolin
g scheme）を適用して獲得された。この戦略の鍵は、２Ｄ－ＰＡＧＥ又は多次元ＬＣによ
る複雑な生物学的試料の分析後のタンパク質スポット及び／又はピークの複雑なパターン
の定量的かつ統計学的に信頼性のある制御である（Groebe et al., 2007, Soskic et al.
, 2008）。
【００３３】
　２つの場で試験された物質は、ジノセブ、ニトロフェン、オクラトキシン－Ａ、ロバス
タチン、ＭＡＭ、β－アミノプロプリオニトリル、メトクロプラミジン（Metoclopramide
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ドを含んだ。各物質処理ＥＳＴライセートについての個々のディファレンシャル分析にわ
たって、３８０のディファレンシャルタンパク質が見出され、自動化高スループットＭＡ
ＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析により同定した。広範な後翻訳修飾を示す重複タンパク質アイソ
フォームのかなりの数が存在した。このディファレンシャル定量データをクラスター分析
にかけ（以下の図１に示される）、これによりこの物質を極めて意義深く分類する３つの
クラスターが明らかになった：クラスター１は、主として高度に胚毒性の物質を、クラス
ター２は非胚毒性の物質を、クラスター３はむしろ中程度の胚毒性の物質を含む。この生
物学的側面が数の観点でなくＩＣ５０値の観点においてだけ制御されるにもかかわらず、
活性増幅及び細胞種のパーセンテージ、ｉ．ｅ．は、極めて大きい程度の異質性及び確率
性を有することは留意すべきであり、にもかかわらず多量の分子データは以下のことを明
らかにする：
１．この分子シグネチャーは物質作用を分類できる。
２．これらは失敗したか又は極めて異常（aberrant）な実験を示すのにも役立つ。
３．約１５～２０のタンパク質バイオマーカーだけが有意に振る舞い、全ての物質につい
て代表的である。
４．これらの幾つか及び興味深いことに主として細胞骨格タンパク質が、物質又はクラス
ターとは独立して、全ての条件について均一な挙動を示す。我々はこれを一般的な細胞毒
性又は細胞ストレスについて一層代表的なものと解釈する。
５．しかし、幾つかの重複アイソフォームにおいて存在する数種のタンパク質バイオマー
カーは、物質の想定される胚毒性に依存して段階的な様式で明らかに挙動する。これらは
ｒａｓ経路の制御因子及び小ＧＰＴアーゼまた同様にカルシウム依存性ＩＰ３経路の制御
因子も含む。これら経路及びタンパク質は胚形成において十分確立された役割を有し、か
つ、胚毒性の文脈において極端にもっともらしい。
６．進行するバイオインフォマティクス努力及びデータマイニングは、これらわずかな（
＞１０）バイオマーカー候補が胚毒性のための真のマーカーである可能性を有することを
示す。
【００３４】
　ＭｇＨｇＣｌ及びバルプロ酸で処理されたｈＥＳＣ及びｍＥＳＣ由来のニューロンから
同定されたタンパク質とこれらシグネチャーとの部分オーバーラップが存在し、これは一
般的な胚毒性について基礎となるマーカーの一般的な重要性を指し示す。
【００３５】
　胚毒性のためのこの測定されたタンパク質バイオマーカーは表３に示されている。
【００３６】
　表３：胚毒性のためのタンパク質バイオマーカー
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【表３】

【００３７】
　クラスター１は、高度に胚毒性である物質ジノセブ、オクラトキシン、ニトロフェン、
ロバスタチンを用いたＥＳＴモデルの処理後の相応するマーカータンパク質の変化を示す
；クラスター２は、このモデルにおいて非胚毒性物質が使用された場合（β－アミノプロ
プリオニトリル、メトクロプラミジン、ドキシラミン、Ｄ－ペニシルアミン）の状況を、
クラスター３は中程度の胚毒性である物質、例えばプラバスタチン及びフロセミドの適用
の作用を示す。これらマーカーの組み合わせにより物質のｉｎ　ｖｉｔｒｏ胚毒性特性を
区別することが可能になる。
【００３８】
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　物質適用とは独立して挙動するがＥＳＴモデルにおいてＥＣ５０測定と相関しているマ
ーカーはむしろ一般的な細胞毒性を代表し、表４に示される。
【００３９】
　表４
【表４】

【００４０】
　これらタンパク質に関連する文献にはこの表中のＧｅｎｅ　ｂａｎｋ受託番号を使用し
てアクセスできる。特に、Ｒａｓ－ＧＴＰアーゼ活性化タンパク質ＳＨ－３ドメイン結合
タンパク質（Ｇ３ＢＰ）、ジヒドロピリミジナーゼ－関連タンパク質２（ＤＲＰ２）及び
Ｒａｎ結合タンパク質５（ＲａｎＢＰ５）は、発生、神経発生及び胚形成において報告さ
れた役割を有する。Ｇ３ＢＰについては胎児成長及び胚形成における決定的な役割が示さ
れており（Zekri et al., 2005; Lypowy et al., 2005）、重要な発癌経路、例えばｐ５
３腫瘍サプッレサー経路における関連のように、ヒトの腫瘍発生における決定的な工程で
ある（Kim et al., 2007）。レセプターチロシンキナーゼ（ＲＴＫ）／Ｒａｓ　ＧＴＰア
ーゼ／ＭＡＰキナーゼ（ＭＡＰＫ）シグナリング経路が多くの様々な生物学的プロセスを
制御するために発生の間に普遍的に使用される。Ｒａｓスーパーファミリーの小ＧＴＰア
ーゼは多様な細胞性及び発生性事象、例えば分化、細胞分裂、ベシクル輸送、核アセンブ
リー、及び、分化の間の細胞骨格の制御の鍵となる調節因子である（最近のいくつかの総
説: Omerovic et al., 2007; Wodarz and Naethke, 2007; Kratz et al., 2007）。
【００４１】
　ＲａｎＢＰ５の場合に同じことが当てはまり、というのはＲａｎも同様に、上述のよう
に処理された小ＧＴＰアーゼのＲａｓスーパーファミリーの一員であるからである（Lund
quist 2006）。
【００４２】
　ＲａｎＢＰ＝カリオフェリン又はトランスポーチンは非常に多数のＲＮＡ結合タンパク
質を核結合基質中へと細胞質中で移入し、これらを核孔複合体を通じてターゲット化し、
ここでＲａｎＧＴＰは核中へとこれらを解離させる（例えばCansizoglu and Chook 2007
）。重ねて、分化、発生及び発癌に対する役割は明白である（Teng et al., 2007）。
【００４３】
　当初はヒト中で同定されたＤＲＰ遺伝子ファミリーの４つのメンバーが哺乳類及びニワ
トリの胎児及び新生児脳中で主として発現されることが見出され、そして、神経系の発生
における細胞内シグナル変換器であると示唆されてきた（Kitamura et al., 1999; Arimu
ra et al., 2004; Schmidt and Strittmatter, 2007;）。ＤＲＰ－２は脳の発達の間に成
長する軸索の経路探索に寄与すると報告されてきている（Weitzdoerfer et al., 2001 ; 
lnagaki et al., 2000）。ＤＲＰ２は、神経性ストレスに対する応答において役割を果た
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【００４４】
　興味深いことに、ＨｓｐＢ１についても、栄養膜細胞の分化における鍵となる役割が最
近報告されており、これは胎盤の適切な確立のための決定的なプロセスであり、したがっ
て胚発生の維持に必要である（Winger et al., 2007）。ＨｓｐＢ１は、マイトジェン活
性化タンパク質キナーゼ（ＭＡＰＫ）経路の一部であり、幾つかの重要な細胞プロセスを
媒介し、これは着床前の発生を調節しているようである（Natale et al., 2004）。
【００４５】
　まとめると、胚形成及び新生児発育において見出されたタンパク質の役割は極めて確か
らしく、本出願により明らかにされるこの詳細な分子的情報はｉｎ　ｖｉｔｒｏでの可能
性のある胚毒性物質の影響力を予想するのに役立つだろう。
【００４６】
　図面
　図１は、ＥＳＴモデルにおいて物質処理によりディファレンシャルに影響を受けるタン
パク質のクラスター分析を示す。赤はタンパク質ライセートにおける発現の上方制御を、
緑は下方制御を示す。全ての条件にわたり物質－及びクラスター－依存的に明らかに挙動
するタンパク質はわずかしかなかった；これらは胚毒性のマーカーのための期待ができる
候補である。
【００４７】
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摘要(译)

目前，化学品的毒理学评估主要在体内使用各种动物物种进行，并且还
考虑人类临床，生物化学，病理学和形态学数据。在过去几年中，越来
越清楚的是，某些物质对儿童特别有害，因此人们关注发展中人类大脑
的特殊脆弱性。同时，建议测试具有已知神经毒性或致畸（特别是神经
致畸）风险的物质，另外还有胚胎毒性。此外，美国环境保护署
（EPA）要求对农药进行胚胎毒性试验。如果物质应用作药物，则需要
进一步测试（S7A安全药理学研究人类药物，国际协调会议指南，ICH，
2001）。
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