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(57)【要約】
　本発明の方法は、試験物質への曝露に起因する生物学
的応答を予測するために、「システム生物学」的アプロ
ーチを採用する。一つの態様において、本発明は、試験
物質の生物学的システム効果を予測するための自動化さ
れた方法を提供する。別の態様において、本発明は、既
知の生物学的システム効果を伴う参照物質についての応
答プロフィールの知識ベース（またはデータベース）を
構築するための方法を提供する。別の態様において、本
発明は、プロファイリングを実施するために用いられる
プロトコールおよびソフトウェアツールのセットを提供
する。本発明の別の態様は、知識ベースを作成するため
か、または物質の生理的な影響をプロファイルするため
に既存の知識ベースおよびインフォマティクスソフトウ
ェアと共に用いるための応答プロフィールを作成するた
めに必要な試薬およびプロトコールのパネルである。本
発明の別の態様は生理学的なプロフィールのデータベー
スである。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　　ａ．処理される細胞の一群を提供する工程；
　　ｂ．細胞を試験物質と共にインキュベートする工程；
　　ｃ．群内の細胞の画像を取得する工程；
　　ｄ．画像を解析して、細胞の機能分類を示す細胞の特徴を測定または検出する工程；
　　ｅ．少なくとも６つの細胞の特徴を含む応答プロフィールを作成する工程；
　　ｆ．試験物質の応答プロフィールを、既知の生物学的システム効果を伴う物質につい
ての応答プロフィールのデータベースと比較する工程であって；試験物質の応答プロフィ
ールと、既知の生物学的システム効果を伴う物質についての応答プロフィールのデータベ
ースとの間の関連性の程度が、試験物質が生きている細胞、組織または生命体内で生物学
的システム効果を発揮するであろう可能性を示す工程
を含む、試験物質の生物学的システム効果を予測するための方法。
【請求項２】
　　ａ．処理される細胞の一群を提供する工程；
　　ｂ．細胞を第一の参照物質と共にインキュベートする工程；
　　ｃ．群内の細胞の画像を取得する工程；
　　ｄ．画像を解析して、細胞の機能分類を示す細胞の特徴を測定または検出する工程；
　　ｅ．少なくとも６つの細胞の特徴を含む応答プロフィールを作成する工程；
　　ｆ．第一の参照物質についての応答プロフィールをデータベースに追加する工程；お
よび
　　ｇ．必要に応じて、第一の参照物質の代わりに第二の参照物質で置換して、工程ａ～
ｆを繰り返す工程
を含む、既知の生物学的システム効果を伴う参照物質についての応答プロフィールのデー
タベースを構築するための方法。
【請求項３】
　画像を取得する前に、細胞が一つ以上の蛍光レポーターまたは発光レポーターを含む、
請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　細胞が一つ以上の蛍光レポーターまたは発光レポーターを発現する、請求項３に記載の
方法。
【請求項５】
　一つ以上の(one or more one or more)蛍光レポーターまたは発光レポーターが細胞内
に導入される、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　細胞の機能分類を示す細胞の特徴を標的とする一つ以上の蛍光レポーターまたは発光レ
ポーターで標識した後に、細胞の画像を取得する、請求項１～５のいずれかに記載の方法
。
【請求項７】
　レポーター分子が、蛍光標識、蛍光タンパク質、発光標識およびバイオセンサーからな
る群より選択される、請求項３～６に記載の方法。
【請求項８】
　画像を取得する前に、細胞が一つ以上の操作を含む、請求項１～７のいずれかに記載の
方法。
【請求項９】
　操作が、タンパク質の発現、タンパク質発現のノックダウン、既知の応答の刺激の添加
、または幹細胞の分化を誘導する物質の添加からなる群より選択される、請求項８に記載
の方法。
【請求項１０】
　細胞の画像を取得する前に、その細胞を固定する、請求項１～９のいずれかに記載の方
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法。
【請求項１１】
　細胞が生きた状態で画像化(imaged live)される、請求項１～９のいずれかに記載の方
法。
【請求項１２】
　画像から情報を引き出すためのアルゴリズムを用いて画像を解析して、細胞の特徴の出
力を生成する、請求項１～１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　クラスター解析を含む方法を用いて、特徴が応答プロフィールに組み合わされる、請求
項１～１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　細胞を物質の濃度のアレイと接触させて、それぞれの濃度についての応答プロフィール
を構築する、請求項１～１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　処理される細胞の群が、２以上の細胞のタイプを含む、請求項１～１４のいずれかに記
載の方法。
【請求項１６】
　細胞のスキャンを複数回繰り返し、それぞれの時点で解析を行って動的な応答を捕捉す
る、請求項１～１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　細胞の特徴が、細胞増殖、ストレス経路、オルガネラの機能、細胞周期の状態、形態、
アポトーシス、DNAの損傷、代謝、シグナル伝達、細胞の分化および細胞－細胞の相互作
用からなる群の機能的な応答の分類の２以上から選択される、請求項１～１６のいずれか
に記載の方法。
【請求項１８】
　細胞増殖を示す細胞の特徴が、核の総数、細胞の総数、全細胞の質量、総DNA、細胞周
期調節タンパク質のリン酸化状態、および細胞の成長または細胞分裂に関与する任意のタ
ンパク質の翻訳後修飾の状態からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　ストレス経路の活性化を示す細胞の特徴が、NF-κB、P1、ATF2、MSK1、CREBまたはNFAT
の転写因子の活性化およびp38、JNK、ERK、RSK90またはMEKのキナーゼの活性化からなる
群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　オルガネラの機能を示す細胞の特徴が、細胞骨格の形成、ミトコンドリアの質量または
膜電位、ペルオキシソームの質量、ゴルジの形成および細胞膜の透過性からなる群より選
択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　細胞周期の状態を示す細胞の特徴が、DNAの含有量、ヒストンH3のリン酸化状態、Rbの
リン酸化状態、サイクリンB1(CDK1)の生合成、サイクリンD1(CDK4、6)の生合成およびサ
イクリンE(CDK2)の生合成からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２２】
　形態を示す細胞の特徴が、運動性、細胞伸展、接着、波打ち現象、神経突起伸長および
コロニー形成からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２３】
　アポトーシスを示す細胞の特徴が、核の大きさおよび形状、DNAの含有量および分解量
、カスパーゼの活性化、ホスファチジル発現ならびにBax転移からなる群より選択される
、請求項１７に記載の方法。
【請求項２４】
　DNAの損傷を示す細胞の特徴が、修復タンパク質(APE)の発現、腫瘍サプレッサー(p53、
Rb)の発現、酸化活性（8-オキソグアニン）および転写活性(Oct1)からなる群より選択さ
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れる、請求項１７に記載の方法。
【請求項２５】
　代謝を示す細胞の特徴が、cAMPの濃度、P-糖タンパク質の活性またはCYP450の誘導／阻
害および添加される物質の濃度からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２６】
　シグナル伝達を示す細胞の特徴が、Ca++イオン濃度、pH、タンパク質の発現、タンパク
質の活性化、タンパク質の修飾、タンパク質の転移および特定の経路に関与することが知
られているタンパク質間の相互作用からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法
。
【請求項２７】
　細胞の分化を示す細胞の特徴が、組織特異的タンパク質の発現および組織特異的な形態
の提示からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２８】
　細胞－細胞の相互作用を示す細胞の特徴が、細胞－細胞の界面におけるタイトジャンク
ションタンパク質の濃度、およびある細胞から別の細胞への物質の輸送からなる群より選
択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２９】
　細胞の特徴が、細胞増殖、細胞周期、アポトーシス、酸化的ストレス、ストレスキナー
ゼの活性化、ミトコンドリアの機能、DNAの損傷およびペルオキシソームの増殖からなる
群の機能的な応答の分類の２以上から選択される、請求項１～１６のいずれかに記載の方
法。
【請求項３０】
　細胞の特徴の一つが細胞の消失である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　細胞の特徴の一つがDNAの分解である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３２】
　細胞の特徴の一つが細胞周期の休止である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３３】
　細胞の特徴の一つが核の大きさである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３４】
　細胞の特徴の一つがヒストンH2A.Xのリン酸化レベルである、請求項２９に記載の方法
。
【請求項３５】
　細胞の特徴の一つがc-junのリン酸化レベルである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３６】
　細胞の特徴の一つがp53の活性化である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３７】
　細胞の特徴の一つがミトコンドリアの膜電位である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３８】
　細胞の特徴の一つがミトコンドリアの質量である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３９】
　細胞の特徴の一つがヒストンH3のリン酸化である、請求項２９に記載の方法。
【請求項４０】
　細胞の特徴の一つが微小管の安定性である、請求項２９に記載の方法。
【請求項４１】
　プロフィールが：
　　ａ．各化合物についての各化合物の濃度における各特徴の測定値について、細胞集団
の変化の指標としてのKolmogorov-Smirnov値または平均値等のパラメーターを計算し、希
釈列についてのパラメーターを生じさせる工程、
　　ｂ．4-パラメーターのロジスティックフィットを利用して、かかる希釈列パラメータ
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ーを適合させる工程
　　ｃ．得られた適合データを解析してEC50値を算出する工程、
　　ｄ．EC50値を化合物活性の指標としての対数尺度に変換する工程
　　ｅ．クラスター解析を利用して、プロフィールの類似性および細胞システムの応答間
の関連性を同定する工程
を含む特徴の測定から構築される、請求項１～４０のいずれかに記載の方法。
【請求項４２】
　一つ以上の試薬、ならびに
　　ａ．細胞の一群を試験物質または参照物質と共にインキュベートする工程；
　　ｂ．群内の細胞の画像を取得する工程；
　　ｃ．画像を解析して、細胞の機能分類を示す細胞の特徴を測定または検出する工程；
および
　　ｄ．少なくとも６つの細胞の特徴を含む応答プロフィールを作成する工程
を含むプロトコールに従って、細胞の一群をアッセイするための試薬を用いるための指示
書を含むキット。
【請求項４３】
　試験物質の応答プロフィールを、既知の生物学的システム効果を伴う物質についての応
答プロフィールのデータベースと比較するための指示書をさらに含む、請求項４２に記載
のキット。
【請求項４４】
　既知の生物学的システム効果を伴う物質についての応答プロフィールのデータベースに
、参照物質の応答プロフィールを追加するための指示書をさらに含む、請求項４２に記載
のキット。
【請求項４５】
　既知の生物学的システム効果を伴う物質についての応答プロフィールのデータベースを
さらに含む、請求項４２～４４のいずれかに記載のキット。
【請求項４６】
　一つ以上の試薬が蛍光標識または発光標識を含む、請求項４２～４５のいずれかに記載
のキット。
【請求項４７】
　一つ以上の試薬が細胞の培養物を含む、請求項４２～４６のいずれかに記載のキット。
【請求項４８】
　請求項２に記載の方法に従って構築されたデータベース。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願についての参照
　本特許出願は、2006年1月17日に出願された米国仮特許出願第60/759,476号、および200
6年9月20日に出願された第60/846,006号の利益を主張する。これらの仮特許出願の全内容
は、その全体において本明細書中に援用される。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　試験物質に対する生物学的応答を予測することを目的としたアッセイは、薬物発見、個
別化医療、環境毒物学およびバイオメディカル研究などの活動の中心である。通常、アッ
セイは、分子のふるまいおよび細胞のふるまいであり得る、予め規定された標的について
の試験物質の効果を評価するために実施される。生物学的基礎研究および医学的研究の領
域において、例えば細胞解析は常套的に使用される。いくつかのこのような研究は薬物発
見を目的とし、このような研究により、前臨床試験および臨床試験の広範囲な一連のもの
に耐える有力な薬物候補を同定し得る。しかし、安全性（例えば、毒性）および／または
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効果はヒトにおける臨床試験の後期でしか発見されないので、多くの候補薬物が失敗する
。このことは、初期段階のアッセイの使用により、インビボにおける薬物候補の作用の予
測が制限されるという効率の悪さを生じさせる。
【０００３】
　個別化医療とは、全患者のプロフィールを考慮に入れた疾患に対するシステムアプロー
チに基づく、最も効果的な治療を決定するための新興の学問分野である。ゲノミクスおよ
びプロテオミクス、特に特定の疾患症状に関連するこれらの遺伝子およびタンパク質（し
ばしば「生物マーカー」という）由来の分子的な情報は、非常に価値のある患者データの
供給源である。しかし、このアプローチによる医学的処置のカスタマイズは、細胞解析の
方法を改良することなく全ての個体のゲノムについて治療を試験することができないので
、良く特徴付けられた生物マーカーの種類に限定される。
【０００４】
　環境毒物学における課題は、ヒトの健康に関する物質の拡大するリストの影響を評価す
ることである。徐々に増加する多くの試験される物質；広い範囲におよぶ曝露のメカニズ
ム、濃度および時間を試験することを必要とする環境曝露の複雑さ；ならびに結果におけ
る年齢および遺伝的な変動の影響に関する不確かさなどのいくつかの要素が問題を複雑に
する。環境毒物学試験の効果を改善するため、および必要とされる動物試験の数を減らす
ための確実な手段は、国立衛生研究所の国家毒性プログラムや世界中の他の政府機関およ
び私設機関全体で積極的に調べられている。
【０００５】
　これらの分野および細胞アッセイが中心的である他の分野において、複雑で複数のコン
ポーネントシステム応答の解析に利用可能であるツールは限定的にしか存在しないので、
単一の細胞処理に焦点を当てた典型的なアッセイによって、進歩は制限を受けている。DN
A合成、タンパク質合成、グルタチオン枯渇、スーパーオキシド誘導、カスパーゼ3誘導、
膜完全化および細胞生存性を含む細胞毒性アッセイのパネルの性能の最近の比較により、
これらの平均的なアッセイが動物試験の半分の予測力のみを有するということが見出され
た（Xu et al., Chem Biol Interact, 2004. 150(1): p. 115-28.）。しかしながら、こ
れらのアッセイは独立して実行され、任意の定量的な方法において読出しを組み合わせて
全体の予測を改善するという試みはなされなかった。いくつかの試験は、細胞ベースアッ
セイ由来の多面的な細胞応答が標準的な方法を使用してクラスター化され、同様の活性を
有する化合物を同定し得るということを示している（Taylor et al., Drug Discov Today
, 2005. 2(2): p. 149-154; Mitchison, Chembiochem, 2005. 6(1): p. 33-9; Perlman, 
Science, 2004. 306(5699): p. 1194-8）。これらの試験は化合物応答のクラスタリング
について原則的な試験を示しているが、これらの同定されたクラスターを特定の応答プロ
フィールと相関させ、その後、応答を使用して未知の物質の生理学的影響を予測するとい
う試みはなされていなかった。いくつかの市販のアッセイと共に使用するための単純な自
動化分類装置が開発された。この分類装置は、ブール操作の使用によりいくつかのアッセ
イの特徴のアウトプットを1つの結果と組み合わせることを可能にする（Abraham et al.,
 Preclinica, 2004. 2(5): p. 349-355）。これらのブール操作により、アッセイの開発
者がいくつかの特徴的な測定値を組み合わせるアウトプットを規定することが可能になる
。これは、いくつかの高成分スクリーニング（HCS）アッセイの範囲の拡大に非常に有用
であるが、機能が限定的であり、多面的な特徴のセットのために確実に設計されることは
なく、それと共に使用することも容易ではない。従って、生物学的システム応答を予測す
るためにより確固とした方法の必要性が存在する。
【０００６】
（発明の簡単な概要）
　一態様において、本発明は、試験物質の生物学的システム効果を予測するための自動化
された方法を提供する。一局面に従って、試験物質で処理される細胞の一群が提供され、
処理される細胞は蛍光または発光のレポーターまたは操作の特有の組合せを含む。レポー
ターは機能的な応答に反応してそれを示し、操作は細胞内に機能的な応答を生じさせる。
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レポーターの添加または操作の実施の前後いずれかに、細胞を試験物質と接触させる（イ
ンキュベートする）。レポーターの添加または操作の実施および細胞と試験物質の接触後
、細胞を画像化するかまたはスキャンしてレポーターの蛍光画像を得る。その後、細胞の
画像を解析して細胞の特徴を測定または検出する。その後、これらの細胞の特徴を組み合
わせて試験物質についての応答プロフィールを生成する。別の局面に従って、処理される
細胞の一群が提供され、同様に試験物質とインキュベートする。その後、一群の細胞の画
像を得て解析し、細胞の機能的な分類を示す細胞の特徴を測定または検出する。その後、
これらの細胞の特徴を組み合わせて試験物質についての応答プロフィールを生成する。い
ずれかの局面において、当該方法は試験物質の応答プロフィールと公知の生物学的システ
ム効果を有する参照物質についての応答プロフィールのデータベース（または知識ベース
）を最終的に比較する工程を含む。かかる比較の結果として、試験物質の応答プロフィー
ルと公知の生物学的システム効果を有する物質についての応答プロフィールのデータベー
スとの間の関連性の程度によって、試験物質が生細胞、組織または生物体において生物学
的システム効果を発揮する可能性が示される。
【０００７】
　別の態様において、本発明は、公知の生物学的システム効果を有する参照物質について
の応答プロフィールの知識ベース（またはデータベース）を構築する方法を提供する。一
局面に従って、試験物質で処理される一群の細胞が提供され、処理される細胞は蛍光また
は発光のレポーターまたは操作の特有の組合せを含む。レポーターの添加または操作の実
施の前後いずれかに、細胞を参照物質と接触させる（インキュベートする）。レポーター
の添加または操作の実施および細胞と参照物質の接触後、細胞を画像化またはスキャンし
てレポーターの蛍光画像を得る。その後、細胞の画像を解析して細胞の特徴を測定または
検出する。その後、これらの細胞の特徴を組み合わせて、参照物質についての応答プロフ
ィールを生成する。別の局面に従って、処理される一群の細胞が提供され、該細胞を参照
物質と同様にインキュベートする。その後、一群の細胞の画像を得て解析し、細胞の機能
的分類を示す細胞の特徴を測定または検出する。その後、これらの細胞の特徴を組み合わ
せ、試験物質についての応答プロフィールを生成する。いずれかの局面において、当該方
法は、試験物質の応答プロフィールと公知の生物学的システム効果を有する参照物質につ
いての応答プロフィールのデータベース（または知識ベース）を比較する工程を含む。次
いで、参照物質についての応答プロフィールをデータベースに追加する。データベースを
増加するために、異なる参照物質を使用して該工程を繰り返すことができる（例えば、第
1の参照物質、第2の参照物質等）。本発明はまた、応答プロフィールの知識ベース（また
はデータベース）を提供する。
【０００８】
　該方法は、薬物開発、個別化医療、環境毒物学、バイオメディカル研究およびその他の
分野（例えば、環境的衛生および工業的安全性）における応用の、インビボにおいて予測
される機能的応答の特定および分類をもたらし得る。
【０００９】
　別の態様において、本発明は、プロファイリングを実行するために使用される、一連の
プロトコールおよびソフトウェアツールを提供する。本発明の別の態様は、知識ベース（
またはデータベース）を生成するか、または既存の知識ベース（またはデータベース）お
よび物質の生理学的効果をプロファイルするためのインフォマティクスソフトウェアを使
用するかのいずれかのために応答プロフィールを生成するための、試薬およびプロトコー
ルのパネルである。本発明の別の態様は、生理学的プロフィールのデータベースまたは知
識ベースである。
【００１０】
　これらの局面、および他の本発明の特徴は、添付の図面および以下の詳細な説明から明
らかとなる。
【００１１】
（発明の詳細な説明）



(8) JP 2009-526519 A 2009.7.23

10

20

30

40

50

　本発明の方法は、試験物質への曝露により生じる生物学的応答の予測についての「シス
テム生物学」アプローチを使用する。該方法は、細胞システムの複数の成分の細胞ベース
アッセイを統合して、より高レベルの細胞および細胞システムならびに生物体機能および
応答を予測する応答プロフィールを生成することに基づく。本発明の方法の態様は図1Aお
よび1Bのフローチャートに示される。このようなデータベースまたは知識ベースを構築す
るために、参照物質の応答プロフィールを決定してデータベースに追加する（図1A）。試
験物質を評価するために、試験物質の応答プロフィールを公知の生物学的システム効果を
有する参照物質についての応答プロフィールのデータベース（または知識ベース）と比較
する（図1B）。
【００１２】
　本発明の方法は、試験物質または参照物質で処理される一群の細胞を使用して行なわれ
る。処理される一群の細胞は、一種類の細胞または複数の種類の細胞に由来し得る。しか
し、複数の細胞の種類の使用は応答に関連する組織をより広域に示し得る。通常、細胞の
種類はアッセイの標的機能に基づいて選択される。例えば、毒性プロファイリングについ
て、肝細胞、心筋細胞、または微小血管内皮細胞が選択され得る。かかる細胞は、所望の
場合、初代培養細胞または確立されたセルライン（例えばHepG2）であり、種々の供給業
者（例えば、Amphioxus、Admet Technologies、Multicell Technologies、Cambrex (Clon
etics)、Cellular Dynamics、CXR Bioscience、Cambrex、Cell Applications, Inc.,およ
びGeron (Cxr Bioscience)）から市販される。一群の細胞は、所望の場合一種類の細胞で
あり得るか、または細胞の種類の組合せであり得る。
【００１３】
　任意に、この群の細胞は、1つ以上のレポーターおよび／または操作を含み得る。いく
つかの態様において、一群の細胞中のそれぞれの細胞は、レポーターおよび／または操作
の特有の組合せを含む。他の態様において、一群の細胞の集団は、レポーターおよび／ま
たは操作の特有の組合せを含む。該細胞は、適当な生物学的システムに適したいくつかの
レポーターおよび／または操作を含むはずである。通常、細胞は少なくとも6以上（例え
ば少なくとも約7以上または少なくとも約8以上）、さらに少なくとも約10以上または少な
くとも約15以上のレポーターおよび／または操作の特有の組合せを含む。
【００１４】
　本発明の方法の文脈において、「レポーター」とは、例えば生理学的インジケーター、
標識、タンパク質、バイオセンサー等の蛍光または発光分子である。レポーターはタンパ
ク質または非タンパク質性であってもよい。しかしながら、レポーターがタンパク質性で
ある場合、細胞は1つ以上のレポーター分子を発現し得る。あるいは、またはさらに、例
えば細胞膜を通過する輸入を促進するタンパク質配列タグを付加することにより、1つ以
上のレポーター分子が細胞内に送達され得る。画像化の前に細胞が固定される態様におい
て、標準的な標識技術によりレポーターを提供することができる。
【００１５】
　本発明の方法の文脈における使用について適切なレポーターである標識の例としては、
例えばサブコンパートメントの標識、タンパク質の局在、膜の標識、膜電位に対する応答
、局所的な化学的環境の感知、分子の運動の読出し、および多くの他の測定の提供に利用
可能なプローブが挙げられる（例えば、Waggoner, A., "Fluorescence probes for analy
sis of cell structure, function and health by flow and imaging cytometry.," in A
pplications of Fluorescence in the Biomedical Sciences, D. Taylor, et al.,編. 19
86, Alan R. Liss, Inc.: New York. p. 3-28. 参照）。免疫蛍光標識は抗体と結合され
るので、リン酸化タンパク質などのタンパク質またはタンパク質バリアントを検出および
局在させる簡単な方法が提供される。蛍光タンパク質の任意の呈色バリアントを付加した
タンパク質を発現するように細胞を遺伝的に作り換えることもでき（Chalfie et al., Sc
ience, 1994. 263(5148): p. 802-5; Chudakov, et al. Trends Biotechnol, 2005. 23(1
2): p. 605-13）、これらの蛍光タンパク質は特異的な細胞機能のインジケーターである
バイオセンサーを生成するようにさらに遺伝的に作り換えることができる（例えば、Conw
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ay et al., Receptors Channels, 2002. 8(5-6): p. 331-41; Umezawa, et al., Biosens
 Bioelectron, 2005. 20(12): p. 2504-11; Giuliano et al., Trends Biotechnol, 1998
. 16(3): p. 135-40; Giuliano et al., Curr Opin Cell Biol, 1995. 7(1): p. 4-12、
参照）。種々の標識は、単一の試料調製物中で組み合わされ、集団中の個々の細胞および
集団中の全体における多くの特徴の測定を提供し得る（Zhang et al., Cell, 2004. 119(
1): p. 137-44; Taylor et al., Drug Discov Today, 2005. 2(2): p. 149-154）。単一
の励起波長および狭い放射バンドを有する定量ドットは、アッセイにおいて、かなり高い
程度の多重化についての能力を提供する（Michalet, et al., Science, 2005. 307(5709)
: p. 538-44）。蛍光プローブの全域に加えて、細胞ベースアッセイにおいて、いくつか
の生物蛍光試薬および化学蛍光試薬を効果的に使用することができる（Hemmila et al., 
J Fluoresc, 2005. 15(4): p. 529-42; Roda et al., Trends Biotechnol, 2004. 22(6):
 p. 295-303）。
【００１６】
　本発明の方法の文脈において、「操作」とは、1つ以上の細胞が細胞中の機能的な応答
（または変化）に効果を及ぼす処理のことである。細胞は、化学的、生物学的、または遺
伝的処理を使用して操作できる。これらの処理を使用して、細胞のイオン、代謝、巨大分
子、およびオルガネラの活性を変化させることができ、さらなる物質での処理によりさら
に変わり得る表現型の変化に順に影響を及ぼす。操作の例としては、タンパク質の発現ま
たは高められた発現、タンパク質発現のノックダウン、幹細胞もしくは前駆細胞の分化を
誘導する公知の応答の刺激の添加または物質の添加が挙げられる。一態様において、細胞
を、細胞内遊離カルシウム濃度を改変するイオノマイシンなどのイオノフォアで処理する
ことにより、細胞内イオン濃度を変化（操作）することができるか、または細胞は細胞内
pHを改変するようにナイジェリシンで処理される。別の態様において、細胞内代謝物の濃
度を操作する物質で細胞を処理することができる。例えば、フォルスコリン、8-Br-cAMP
、またはジブチリル-cAMPによる細胞処理により、シグナル伝達代謝物のcAMPの細胞内濃
度が変化する。別の態様において、細胞を操作して、細胞内巨大分子の活性および濃度を
操作することができる。例えば、タンパク質などの巨大分子は、マイクロインジェクショ
ンまたは細胞解体（cell scraping）などの物理的動揺法（physical perturbation metho
ds）を使用して細胞内に導入することができる。あるいは、細胞内のタンパク質の正常発
現レベルは、siRNA、miRNA、またはアンチセンスRNA等の分子を細胞内に導入することに
より減少する。この意味において、細胞内のG2細胞周期の妨害を誘導するために、例えば
、Cdc2 siRNA前処理を使用することができ、これはアポトーシス誘導活性の阻害のための
試験化合物の評価に使用することができる。別の例として、昆虫ベース（例えば、エクジ
ソン）または抗生物質ベース（例えば、テトラサイクリン）分子を使用するなどのタンパ
ク質、およびタンパク質または他の巨大分子のいずれかをコードするRNAをコードする遺
伝子の発現をコントロールする誘導性の発現システムを使用して、細胞内の巨大分子の正
常発現レベルを増加することができる。さらに、miRNA、タンパク質イントロンの一部と
して転写されるRNAおよびゲノムの任意の部分から生じる他の一次もしくは二次RNA分子ま
たは細胞内の任意の他の遺伝的物質などの他のノンコーディングRNAのレベルまたは活性
を改変するRNA分子を細胞内に導入することができる。
【００１７】
　細胞はマイクロプレート、顕微鏡スライドガラスまたは典型的に細胞ベースアッセイに
使用される他の実験器具などの基材上にプレーティングされる。一般的に、このような実
験器具は透明で、その後の画像化解析を容易にする。マルチウェルマイクロプレートは、
複数の反復アッセイが同時に行なわれることを容易にする場合に好ましく、自動化設備を
使用して容易に取り扱うことができる。細胞を任意の所望の密度でプレーティングし、そ
の後の画像化解析を容易にし得る。マルチウェルマイクロプレートについて、各ウェルに
数千の細胞を導入することができる（例えば40μlウェル当り7000～8000細胞）。
【００１８】
　一旦プレーティングされると、細胞は試験物質または参照物質と接触する。本発明の文
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脈において、「試験物質」または「参照物質」は、複雑な細胞システムまたは生物体中で
応答プロフィールが所望される任意の物質である。例えば、試験物質または参照物質は小
分子（「薬物」または薬物候補など）、生体分子（タンパク質、ポリペプチド、核酸（例
えばDNA、RNA、もしくはハイブリッドポリヌクレオチド）など）、環境条件（浸透圧、pH
、温度またはそれらの組合せなど）、電磁的照射（例えば、光周波数、強度、または照射
時間）、または他の種類の照射（例えば、α、β、γ線照射等）であり得る。問題になっ
ている生物学的システムにおける物質の効果が調査される場合、物質は試験物質と同様に
処理される。生物学的システムにおけるその効果が公知である場合、物質は参照物質であ
り、一群の細胞におけるその効果が所望される場合、そのプロフィールはデータベースま
たは知識ベースに追加され得る。
【００１９】
　本発明の方法の実施において、試験物質または参照物質は、試験物質または参照物質が
細胞と接触され、細胞と相互作用するのに適切な様式で細胞に曝露される。通常、試験物
質または参照物質が分子である場合、それは細胞の位置（例えば、細胞が置かれている培
養プレートのウェル）内に導入され得る。次いで、分子は外表面で細胞と相互作用するか
、または細胞を透過して細胞の内部作用と相互作用し得る。他の種類の試験物質または参
照物質（例えば、温度、放射線等）は物質の種類に適した様式で細胞に曝露される。適切
な時間、細胞を試験物質または参照物質とインキュベートすることで、細胞は数分から数
日で変化し得る。この時間の長さは、例えば急性の活性または慢性の活性が所望されるか
どうかによって選択することができる。
【００２０】
　代替的な態様において、反復的な一群の細胞（即ち、同様の一群）は、異なる試験物質
または参照物質の濃度を使用して並行して処理することができるので、応答プロフィール
は各濃度について構築され得る。例えば、約1nM以下～約1mM以上の濃度の範囲の化合物に
ついて、6～10点の一連の対数濃度を使用することができる。同様に、異なる一群の細胞
（例えば、異なる組のレポーターまたは操作を有する）を試験物質に曝露することができ
る。従って、異なる細胞の種類および／または濃度のいずれかの反復的な一群を使用する
ことは、並行して行うことができ（例えば、同じマルチウェルプレートの異なるウェルで
）、同時にまたは並行して解析することができる。また、ネガティブコントロール細胞お
よびポジティブコントロール細胞（例えば、未処理ウェルまたは公知の活性の物質で処理
したウェル）は、（1つまたは複数の）試験物質または参照物質と共にアッセイされ得る
。
【００２１】
　試験物質または参照物質を細胞に曝露した後、細胞の画像を得る。細胞が1つ以上のレ
ポーターを含む場合、画像化される蛍光または発光のレポーターのそれぞれに適切な周波
数（チャネル）を使用して画像が得られる。このような複数の画像の例は図2に示される
。さらにまたはあるいは、細胞は、所望のタンパク質または細胞構造に結合する色素、蛍
光標識または発光標識（例えば、抗体、リガンド等）で染色され得、その後、画像化され
る各色素、蛍光標識または発光標識に適切な周波数（チャネル）で画像化される。
【００２２】
　細胞の画像は解析されて細胞の特徴が測定または検出され、アッセイされる性能（毒素
、臨床病理学、組織病理学等）に適切な機能分類を示すように選択される。従って、レポ
ーター（標識、色素等）が選択されて、細胞機能のアッセイ分類に適切な特徴を標的化（
例えば結合）し得る。これらの細胞機能分類において、1つ以上のアッセイが使用されて
アッセイ機能分類における応答の指標として1つ以上の細胞の特徴が測定される。いくつ
かの態様において、1つのレポーターが1つの特徴に対応する。他の態様において、1つの
レポーターを使用して種々の特徴を評価することができる。
【００２３】
　任意の適切な細胞機能分類は、アッセイの目的に応じて選択され得る。毒性を評価する
細胞の特徴および機能分類の例は実施例1に示される。好ましい態様において、細胞の特
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徴は、細胞増殖、ストレス経路、オルガネラ機能、細胞周期状態、形態、アポトーシス、
DNA損傷、代謝、シグナル伝達、細胞分化および細胞-細胞相互作用からなる群において、
2つ以上の機能的応答分類から選択される。別の好ましい態様において、細胞の特徴は、
細胞増殖、細胞周期、アポトーシス、酸化ストレス、ストレスキナーゼ活性化、ミトコン
ドリア機能、DNA損傷およびペルオキシソーム増殖からなる群において、2つ以上の機能的
応答分類から選択される。アッセイされ得る細胞増殖を示す細胞の特徴は、核の総数、細
胞の総数、全細胞質量、総DNA、細胞周期調節タンパク質のリン酸化状態、または細胞増
殖もしくは分裂に関与する任意のタンパク質の翻訳後修飾の状態を含む。さらに、アッセ
イされ得るストレス経路の活性化を示す細胞の特長は、NF-κB、P1、ATF2、MSK1、CREBも
しくはNFATの転写因子の活性化、またはp38、JNK、ERK、RSK90もしくはMEKのキナーゼ活
性化を含む。さらに、アッセイされ得るオルガネラ機能を示す細胞の特徴は、細胞骨格形
成、ミトコンドリア質量もしくは膜電位、ペルオキシソーム質量、ゴルジ形成、または細
胞膜透過性を含む。さらに、アッセイされ得る細胞周期の状態を示す細胞の特徴は、DNA
含有量、ヒストンH3リン酸化の状態、Rbリン酸化の状態、サイクリンB1（CDK1）生合成、
サイクリンD1（CDK4、6）生合成、サイクリンE（CDK2）生合成を含む。さらに、アッセイ
され得る形態を示す細胞の特徴は、運動性、細胞伸展、接着、波打ち現象、神経突起伸長
またはコロニー形成を含む。さらに、アッセイされ得るアポトーシスを示す細胞の特徴は
、核の大きさおよび形状、DNA含有量および分解量、カスパーゼ活性化、ホスファチジル
発現、Bax転移を含む。さらに、アッセイされ得るDNA損傷を示す細胞の特徴は、修復タン
パク質（APE）発現、腫瘍サプレッサー（p53、Rb）発現を含む。酸化活性（8-オキソグア
ニン）、または転写活性（Oct1）。さらに、アッセイされ得る代謝を示す細胞の特徴は、
cAMP濃度、P-糖タンパク質活性もしくはCYP450誘導/阻害、または添加された物質の濃度
を含む。さらに、アッセイされ得るシグナル伝達を示す細胞の特徴は、Ca++イオン濃度、
pH、タンパク質の発現、タンパク質の活性化、タンパク質の修飾、タンパク質の転移、ま
たは特定の経路に関連することが公知のタンパク質間の相互作用を含む。さらに、アッセ
イされ得る細胞分化を示す細胞の特徴は、組織特異的なタンパク質または組織特異的な形
態の提示を含む。さらに、アッセイされ得る細胞-細胞相互作用を示す細胞の特徴は、細
胞-細胞の界面におけるタイトジャンクションタンパク質の濃度、または細胞から細胞へ
の物質の移動を含む。アッセイされ得る好ましい細胞の特徴は、微小管の安定性、ヒスト
ンH3リン酸化、ミトコンドリア質量、ミトコンドリア膜電位、p53活性化、c-junリン酸化
レベル、ヒストンH2A.Xリン酸化レベル、核の大きさ、細胞周期の休止、DNA分解および細
胞の消失を含む。
【００２４】
　所望の細胞の特徴をアッセイするための画像化は、固定された細胞または生細胞を使用
して行われ得る。生細胞アッセイについて、標識試薬（レポーター）は、プレート（また
は他の基材）をスキャンするかまたは読み取る前に任意に添加される。固定、および抗体
、色素等のレポーターによる標識（または染色）は常套的であり、自動化することができ
、アッセイの効率的な処理を可能にする。固定された細胞のアッセイについて、空間的情
報は得られるが、1つの時点についてのみである。しかし、並行して反復的なアッセイを
行なう場合、細胞を別々のウェルで所望の間隔（例えば、毎秒、毎分等）で固定して、時
間経過毎の細胞の集団などの解析を容易にすることが可能である。対照的に、生細胞アッ
セイは、時間経過ごとに画像化される所望のもの、および空間を含む生細胞のアレイを可
能にする。しかしながら、時間経過における複数の細胞の発光または蛍光の測定について
細胞の生理学的健康状態を維持する必要があるため、測定の間に細胞の環境的な制御（例
えば、温度、湿度および二酸化炭素）が必要である。生細胞または固定細胞のアッセイの
それぞれについて、細胞（または細胞の別々の二次集団）のスキャンは、試験物質または
参照物質についての動的な応答を捕捉するためのそれぞれの時点での解析を容易にするた
めに複数回繰り返すことができる。
【００２５】
　細胞の画像を得ることおよび細胞の特徴を抽出するための解析は、高含有量スクリーニ
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ング（HCS）（例えば、Giuliano et al., J Biomol Screen, 1997. 2(4): p. 249-259）
および高出力細胞解析、自動顕微鏡、または他の検出器などの標準的な方法および設備（
例えば、Schroeder et al., J. Biomol. Screen, 1(2), 75-80 (1996); Taylor et al., 
Toxicol. Pathol, 22(2), 145-59 (1994)）により達成され得る。簡潔に、この設備は、
それぞれの試料またはマイクロプレートのウェルにおける1つ以上の視野をスキャンする
ために使用され、それぞれの視野について蛍光の1つ以上のチャネルを修正する。複数波
長の画像により、アッセイのパネルを1つの調製物中で多重化することが可能となるが、
アッセイは複数の調製物とも遭遇し得、特徴の測定は1つの活性プロフィールと組み合わ
される。細胞の特徴の抽出は画像の入手の際に達成され得るか、または画像は入手されて
その後加工され得る。適当な設備としては、FLlPR （Molecular Devices, Sunnyvale, CA
）またはFDSS 6000（Hamamatsu City, Japan）などの一度に全てのプレート上の細胞集団
を解析するもの、およびウェル毎および細胞毎に解析するArrayScan（登録商標）HCSリー
ダー（Cellomics, Pittsburgh, PA）などの設備；固定終点および動的細胞ベースアッセ
イ；一次細胞応答データを生じる画像解析アルゴリズム；ならびに測定値からの動的パラ
メーター、EC50、IC50、および集団応答分布などの派生する特徴を抽出するためのデータ
解析ツールが挙げられる。アッセイとしては、動的応答を解析するための1つの時点、ま
たは複数の時点のいずれかにおいて、個々の細胞が測定されるHCSアッセイの組合せ、そ
れに加えてウェル中の細胞の集団が全体として解析される高出力アッセイが挙げられる。
動的アッセイについて、由来するさらなる特徴を生じるために反応速度曲線から複数の特
徴が抽出され得る。例えば、ピークの遅延、ピーク強度、崩壊の半減期、勾配およびその
他のものなどの特徴が反応速度曲線に由来し得る。
【００２６】
　アルゴリズムを使用して画像から情報を抽出し、種々の細胞の特徴のアウトプットを生
成する。通常、このようなアルゴリズムは元の画像データをアッセイデータポイントに変
換する。画像化および細胞解析の当業者は、このようなアルゴリズムの多くが容易に利用
可能であり、細胞機能を測定するための細胞の画像ベース解析に影響を受け易いこのよう
な細胞処理が多く存在するということ理解しよう。HCS業者により提供されたBioApplicat
ionソフトウェア中でカスタム設計されたかまたはその中に埋め込まれたアルゴリズムは
、細胞膜下の物体の密度、形状、および視野における各細胞の位置などの複数の数値的特
徴値を生じさせる。vHCSTMDiscovery Toolbox（Cellomics, Inc）、MetamorphTM（Molecu
lar Devices）、GE Healthcareのソフトウェアおよび他のHCSならびに画像解析パッケー
ジを使用して、後に得られる画像のバッチ解析を行ない得る。かかるシステムにおいて、
ウェル当りに計測された細胞の総数は、細胞応答の不均一性およびアッセイの感度に応じ
て通常100～1500の範囲である。通常、全プレートリーダーはソフトウェアで補われ、画
像内のウェル面積を特定し、一つ以上の時点についてこれらの面積内の全ての蛍光を測定
する。
【００２７】
　望ましくは、アルゴリズムを使用して異なる細胞特徴のアウトプットおよび1つ以上の
アッセイプレートまたはウェルのアッセイを組み合わせて、より高いレベルの統合された
機能の予測に適切な化合物応答プロフィールを生成する。特徴は、異なる時点で細胞また
はプレートと組み合わせることができる（例えば、時間経過を通じて生理学的応答が生じ
る場合）。あるいは、異なるウェルまたはプレートにおける異なる種類の細胞を使用した
反復的な実験を同様に組み合わせることができる。好ましくは、応答プロフィールは少な
くとも6以上の特徴または機能的分類（少なくとも約7以上、または少なくとも約8以上な
ど）、およびさらには少なくとも約10以上または少なくとも約15以上の特徴または機能的
分類を示す。プレートセットにおけるそれぞれのプレートは、解析される各波長および時
点で、各ウェルの1つ以上の領域の画像からなる画像セットを生成し得る。画像セットの
解析により、プレート上の画像化されたそれぞれの領域について時間経過毎および一連の
濃度毎の特徴値を示す各プレートについての細胞データセットが生成される。最終的に、
細胞データセットが加工されてクラスター化され、データベースもしくは知識ベースに追
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加されるか、またはデータベースもしくは知識ベースの研究に使用される応答プロフィー
ルのセットが生成され、生理学的応答の有力な形態が特定される。図3は、プロフィール
を生成するためにプレートを処理する、試料の全体的な流れを図示する。
【００２８】
　特徴の測定値からプロフィールを生成するために、いくつかの方法を使用することがで
きる。例えば、各化合物についての各化合物濃度において、各特徴の測定値のために細胞
集団の変化の測定値としてKolmogorov-Smirnov（KS）値または平均値などのパラメーター
が計算され得、それによりパラメーター連続希釈物の生成がもたらされる。次いで、4-パ
ラメーターロジスティックフィットを使用してこのような連続希釈パラメーターが適合さ
れ得、適合された得られた解析データを使用してEC50値が計算される。計算されたEC50値
は、試験物質または参照物質活性の測定値として、順次対数スケールに変換され得る。次
いで、クラスター解析を使用してプロフィールの類似性および細胞システム応答間の相関
性が特定され得る。
【００２９】
　図1Aは、参照応答プロフィイールを生成してデータベースまたは知識ベースを構築する
ための一態様を図示する。この方法に従って、アルゴリズムによって生成されるいくつか
のデータポイントが解析され、細胞の2つ以上の亜集団が特定され得る。例えば、核標識
の強度は核内のDNAの量に関連する。ウェル内の細胞の集団由来の核密度データを解析し
て、2N、4Nおよびサブ2N（ここでサブ2NはDNAの分解を示す）の量のDNAを有する細胞が特
定され得る。従って、細胞の集団は1以上のアッセイ値に基づく亜集団にクラスター化さ
れ得、各亜集団はこれらのアッセイ値の特徴的なプロフィールを有し、その結果、細胞応
答の分類が示される。この例において3つの亜集団が存在しており、そのために2NのDNAを
有する細胞の割合、4NのDNAを有する細胞の割合、サブ2NのDNAを有する細胞の割合から構
成される3つの特徴が存在する。これらの特徴のそれぞれは、化合物プロフィールの成分
として有用に含まれ得る。他のアッセイ特徴の任意の数の組合せもまた使用され、細胞を
亜集団に分類し得る。分画された細胞の消失などのいくつかのアッセイの特徴は、全集団
の特徴であり、そのために化合物プロフィールの成分として直接使用される。全ての場合
において、処理された細胞のアッセイ値はビヒクル（例えば、0.4％ DMSO）のみで処理さ
れた細胞と比較される。
【００３０】
　化合物プロフィールをクラスター解析、主要成分解析およびその他のパターン解析法に
かけ化合物の回収の間に共通の応答プロフィールを特定する。これらの化合物のクラスタ
ーは共通の応答の分類を示し、この応答のプロフィールを使用して分類装置を構築するこ
とができる。化合物分類のプロフィールに加えて、全ての参照化合物のプロフィールは、
さらなるパターン解析のためにプロフィールデータベースに蓄積される。
【００３１】
　図1Bは、試験化合物を評価する工程および化合物応答の分類を含む応答プロフィールの
生成のための一態様を図示する。参照化合物の解析に関して、アッセイの特徴は細胞亜集
団のプロフィールを特定するためにさらに解析され、直接アッセイの特徴に加えて、化合
物プロフィールを形成しデータベースに蓄積される。試験化合物の応答プロフィールとデ
ータベースまたは知識ベースの応答プロフィール間の類似性の測定値を使用して、インビ
ボまたはインビトロにおいて関連するプロフィールを試験化合物が生成する可能性を計算
する。化合物プロフィールの比較に使用される測定基準は、ユークリッド距離、ピアソン
関連係数、マンハッタン距離、または多重パラメーターの比較のための任意の他の測定基
準などのいくつかの任意の標準的な測定基準であり得る。試験化合物プロフィールは参照
化合物と共に解析され、試験化合物と特定のクラスターとの関連を特定する。データベー
ス中で参照化合物に対して試験化合物を分類するために使用され得る種々の関連モデルお
よびその他の分類アプローチが存在することを当業者は理解しよう。
【００３２】
　本発明の別の態様において、各細胞由来の全ての細胞の特徴値を組み合わせて細胞プロ
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フィールを生成する。参照化合物で処理された細胞集団由来の細胞のプロフィールをクラ
スター化し、特異的な応答分類を特定する。1つのウェル中の全ての細胞は、特異的な濃
度で特定の物質に曝露されるので、これらの応答分類に分類される。その後これらの分類
のそれぞれの占有率は、そのウェルについての集団応答プロフィールとなる。参照化合物
由来の集団プロフィールは参照化合物由来のプロフィールと関連付けられてデータベース
または知識ベースに蓄積される。試験化合物由来の集団プロフィールはデータベース中の
参照化合物の集団プロフィールと比較され、適合の可能性が計算される。
【００３３】
　参照物質または試験物質による処理により細胞集団中に含まれた細胞応答の変化を定量
するためには、いくつかの異なる方法が効果的に使用され得る。細胞応答の不均一性のた
めに、細胞の集団において多くの異なる個々の細胞プロフィールが有力である（Elsasser
, Proc Natl Acad Sci USA 1984; 81 (16):5126-9; Rubin H, Proc Natl Acad Sci USA 1
984; 81 (16):5121-5）。一態様において、ウェル中またはスライドガラス上の各細胞パ
ラメーターについての細胞応答分布は、Kolmogorov-Smirnov（KS）の適合度解析（KS値）
を使用してコントロール物質の分布と比較される（Giuliano et al., Assay Drug Dev Te
chnol 2005; 3 (5):501-14）。多重化HCS由来細胞集団の分布データにおける物質依存的
な変化の有意さ試験を行なうために、Peacockに示されるように（Peacock, Monthly Noti
ces of the Royal Astronomical Society 1983; 202:615-27）、一次元KS試験を二次元に
適用することができ、さらにFasanoおよびFranceschini（Fasano et al., Monthly Notic
es of the Royal Astronomical Society 1987; 225:155-70）により精度の高いものにす
ることができる。物質での処理後に得られた多重化HCSアッセイ由来の2つの生理学的パラ
メーターを示す二次元細胞集団データの分布は、未処理細胞の複数のウェルから得られた
二次元細胞集団データの分布と比較することができる。まず、それぞれの分布を、未処理
細胞データの分布から計算されたx軸およびy軸の中央値により規定された四分円に分割し
得る。次いで、全ての4つの四分円を通じて変化させてそれぞれの処理された四分円にお
ける細胞の画分と、対応する未処理の四分円における細胞の画分の間の最大差を見出すこ
とにより、二次元KS値を見出し得る。他の統計的手法により、細胞集団応答の不均一さも
解析され得る。いくつかの他の有力な解析アルゴリズムまたは方法を使用して、ニューラ
ルネット（neural net）などの方法を含む参照物質の試験セットの公知の特性に基づく細
胞応答プロフィールを分類し得る。集積的クラスタリングによりKS応答プロフィールをク
ラスター化し同様の活性を有する化合物を同定し得る。クラスタリングの前に、データを
処理するためにKS解析に加えて他の方法を使用することができ、種々のクラスタリングア
ルゴリズムを有用に適用することができる。
【００３４】
　本発明の方法の実施はまた、応答プロフィールに寄与する細胞応答のグラフ解析によっ
ても補助される。図4は、細胞応答プロフィールの生成に寄与する細胞応答を表示するた
めのいくつかのグラフ表示法を図示する。これらのグラフ表示はまた、多元的な細胞応答
を再検討するために使用される。細胞特徴マップ（4A）を使用して、特異的な応答プロフ
ィールに関連する細胞の機能を特定する。本明細書に示すように、アポトーシスを引き起
こす細胞生理学的現象の知識は、分類装置のアウトプットにおける情報を増強することが
できるが、本発明の方法の適用には必ずしも必要ではない。細胞分布マップ（4B）は、物
質濃度が変化する場合、細胞応答分布の変化を示す。これらのプロットは、集団中の細胞
が別々の応答分類をどのようにして占有するか、および物質濃度が変化する場合に分類か
ら分類へとどのように移動するかを図示する。細胞応答プロフィール（4C）は、KS解析の
適用を通じて集団応答分布の変化を定量するために使用される。
【００３５】
　図5は、HCS解析から得られる細胞集団応答プロフィールに使用されるさらなる視覚化ツ
ールを示す。MDA-MB-231乳癌細胞のDNA含有量におけるラウリマリド（laulimalide）（LM
L）の11の濃度の効果を示すデータセットは、3種類の視覚化ツールを使用して示される。
図5aは細胞応答データプロットのアレイを示す。それぞれのプロットは、全ての濃度（nM
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）のLMLでの細胞のDNA含有量の集団分布を示す。集団分布の形状の微妙な変化はこのアプ
ローチにより容易に発見されたが、濃度の全範囲を通じての傾向は識別することが困難で
あった。これは、KS解析が集団応答全体のシフトのより感度の高い測定を提供する場合で
ある。5bは、三次元表面プロットを示す。適切なカラーエンコーディングにより最適な角
度で検討した場合、積み重ねられた一連の細胞集団の分布曲線は、一連の複雑な曲線が同
時に検討され解析され得る理想的な状況を提供した。しかしながら、コンピューターの画
面または紙などの二次元パレット上の複数の三次元表面プロット間の比較は、プロットの
扱いにくい形状およびビジュアルアライメントキュー（visual alignment cue）の欠損の
ために不確定であった。図5cは、データの二次元交差プロットまたは「分布マップ」を示
す。分布マップ中のデータポイント密度のカラーエンコーディングは、三次元表面プロッ
トを二次元面上に完全に投射するための特有のアプローチを生じ得る。例えば、青い影は
最も低い集団密度をコードし得るが、黒色および黄色の影は最も高い集団密度をコードし
得る。三次元表面プロットにより提供される詳細のかなりは、DNA含有量データを分布マ
ップとしてプロットした場合に再現された。さらに、複数の分布マップは、多重化された
HCSデータセットの同時の可視化について容易に配列された。
【００３６】
　別の態様において、本発明は、プロファイリングを実施するために使用されるプロトコ
ールおよびソフトウェアツールを提供する。本発明の別の態様は、応答プロフィールを生
成するための試薬およびプロトコールのパネルであり、知識ベースを作成するか、または
物質の生理学的効果をプロファイルするために既存の知識ベースおよびインフォマティク
スソフトウェアを使用するかのいずれかである。本発明の別の態様は、生理学的プロフィ
ールのデータベースである。これらは最終ユーザーのための産物（即ち、キット）として
提供され得るか、または本発明の試薬パネルおよびソフトウェアを有する顧客もしくは顧
客自身のアッセイを有する顧客のためにプロファイルのサービスを実行するために使用さ
れ得る。
【００３７】
　従って、本発明は、試薬および本発明の方法に従って試薬を使用するための指示書を含
むキットを提供する。一態様において、該キットは、1つ以上の試薬および一群の細胞を
試験物質または参照物質と共にインキュベートする工程；一群の細胞の画像を得る工程；
画像を解析して細胞の機能的分類を示す細胞の特徴を測定または検出する工程；ならびに
少なくとも6の細胞の特徴を含む応答プロフィールを作成する工程を含むプロトコールに
従って一群細胞をアッセイするために試薬を使用するための指示書を含む。該キットはさ
らに、試験物質の応答プロフィールと公知の生物学的システム効果を有する参照物質につ
いての応答プロフィールのデータベースを比較するための指示書を含み得る。該試薬は、
細胞（例えば、液体窒素中に保存されたもの）、1つ以上の蛍光または発光標識、マルチ
ウェルプレートなどの実験器具、培地等を含み得る。さらに該キットは、公知の生物学的
システム効果を有する物質についての応答プロフィールのデータベース（例えば、電子的
保存媒体）を含み得る。例えば、表7、8および9に具体例が挙げられる試薬は、実施例6に
記載されるように16の化合物を処理するための6プレートなどの標準的な数のアッセイプ
レートの調製に適した量で梱包され得る。該キットは、通常、実施例6に記載されるよう
な試料の調製のためのプロトコール、および任意に、公知の応答プロフィールを有する化
合物についての参照データ値を含む。このデータは、CDもしくはDVDディスクまたは他の
データ保存媒体に含まれる電子的形式で提供され得、化合物プロフィールの中心的なデー
タベースに対するネットワークアクセスを介して提供され得る。かかる試薬の組合せおよ
びプロトコールを選択、試験および検証するためには、障害を回避し確実な性能を保証す
るための多大な努力を必要とし、従って、再度作り変えることおよび細胞の活性のプロフ
ァイリングに使用される多重化データ獲得を可能にすることが困難な、試薬および方法の
特有の組合せが生じる。
【００３８】
　以下の実施例は本発明をさらに説明するが、もちろんのことながら、いかなる場合にお
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いても本発明の範囲を制限するように解釈されるべきではない。
【００３９】
（実施例）
実施例１
　本実施例は、アッセイの機能分類のパネルを用いて物質の毒性をプロファイルするとい
う本発明の一つの態様を実証する。
【００４０】
　毒性についてアッセイされる機能分類としては、ストレス経路、オルガネラの機能、細
胞周期の段階、形態の変化、アポトーシスおよびDNAの損傷が挙げられる。知識ベースを
作成するためか、または試験化合物をアッセイするための本発明の方法に従ってアッセイ
することができるいくつかの特徴を、次の表１および図６に示す。
【表１】

 
【００４１】
　これらのアッセイのそれぞれの機能分類の範囲内で、一つ以上のアッセイを選択して、
アッセイの機能分類という点での応答の指標としての、一つ以上の細胞の特徴の測定に用
いる。本発明の方法を用いて、プロフィールに追加して、本発明の特定の態様の感度、特
異性または適用範囲を改善することができるさらなるアッセイおよび機能分類を実証する
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【００４２】
　一つの態様では、これらのそれぞれの機能分類に由来する一つを伴うアッセイのパネル
が採用される。これらのアッセイを最初に用いて、予測される毒性の知識ベースを構築し
、次いで試験化合物のプロフィールを作成して、知識ベースにおける分類と比較し、それ
によって試験物質の毒性の影響を予測する。本発明の別の態様では、図６の列挙された全
てのアッセイを用いて、より大規模なプロフィールを作成し、次いで、毒性パラメーター
の選択されたプロフィールについて、予測される最も高い力を伴う特徴を同定するために
、主成分分析等の統計学的方法を用いる。
【００４３】
　これらの細胞の機能分類および細胞の特徴をアッセイするための試薬は当業者には知ら
れており、市販されている。例を表２に示す：
【００４４】
【表２】
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【００４５】
実施例２
　本実施例では、多重化されたHCS毒性プロファイリングパネルを示す。
【００４６】
　複数のタイプの細胞のアッセイにおいて、本パネルが適切に実施される。全てのパネル
には、機能分類および核の形態の測定としての（例えばDNAの含有量および分解量によっ
てアッセイされる）細胞周期の調節が含まれる。加えて、知識ベースを作成するか、また
は試験化合物をアッセイするための、本発明の方法に従ってアッセイすることができる次
の特徴を、次の表３に示す：
【００４７】
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【００４８】
実施例３
　本実施例では、細胞の毒性反応に関する細胞生物学の情報にさらなるシステムを提供す
るための、RNAiのノックダウンの使用を示す。
【００４９】
　例えば実施例１および２に示される多重HCS毒性プロファイリングパネル内に、特定のs
iRNA前処理をかぶせることができる。Cdc2 siRNA（カタログ番号42819; Ambion, Inc.; A
ustin, TX）による細胞の前処理によって、（例えばアポトーシス誘導活性の阻害につい
てのアッセイによる）改変された化合物の毒性についての試験に利用することができるG2
細胞周期の休止が誘導される。本計画の潜在的な手段には、(a)単一のタイプの細胞にお
いて多重化されたHCSアッセイを伴うsiRNAのクロスパネル、および(b)一回のsiRNA前処理
を利用した、多重化されたHCSアッセイを伴う細胞のタイプのクロスセットが含まれる。
【００５０】
実施例４
　本実施例では、トキシコゲノミクスおよび全動物試験を拡張するための、HCS毒性プロ
ファイリングの使用を示す。
【００５１】
　以前より、薬物の開発において毒性を予測するために、トキシコゲノミクスが採用され
てきた（Carson et al., Cancer Res. 64:2096 (2004)を参照すること）。本研究では、
カンプトセシン処理後のHeLa細胞におけるmRNAの存在量の全体的な変化を測定した。バイ
オインフォマティクスソフトウェアを用いて、標準化された遺伝子オントロジー(GO)の分
類に従って、カンプトセシンにより調節される最も顕著な遺伝子を分類した。毒性反応に
関与する可能性のある候補として、種々の分子経路および細胞機能を同定した：１．p53
誘導性遺伝子（28.1％の変化）、２．核分画遺伝子（16.5％の変化）、３．NF-κB誘導性
遺伝子（12.5％の変化）、４．有糸分裂関連遺伝子（9.7％の変化）、５．ヒストン遺伝
子（8.1％の変化）、および６．二本鎖DNA切断修復遺伝子（4.0％の変化）。表４に示さ
れているもの等の多重化されたHCS毒性パネルを用いて、本研究を拡張することができる
：
【００５２】
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【表４】

 
【００５３】
実施例５
　本実施例では、細胞のタイプが混合した集団内での毒性の測定および肝臓での代謝の可
能性の測定を組み合わせて利用した、HCS毒性プロファイリングの使用を示す。
【００５４】
　特異的な薬物代謝活性を有する肝臓由来の細胞を、腫瘍由来の細胞と共に培養し、多重
化されたHCS毒性プロファイリングアッセイを利用して、両方の細胞集団の毒性反応を個
々に測定する。薬物代謝活性を有するこの肝臓由来の細胞は、例えば１．CYP450活性の構
成的な混合物を有する初代肝細胞、または２．特異的なCYP450活性（例えば3A4、1A2等）
を発現するように改変された肝臓由来の細胞であり得る。かかる肝臓由来の細胞および腫
瘍由来の薬物標的細胞との共培養がなされ、そこでは二つの集団の応答を別個に測定でき
るように二つの集団が別個に標識されている。次いで、これらの共培養が、その他の実施
例で記載されるような多重化されたHCS毒性プロファイリングアッセイパネルに盛り込ま
れる。
【００５５】
　次いで、肝炎、胆汁鬱滞、肝硬変、黄疸、脂肪症およびその他の潜在的な肝代謝等の公
知の毒作用を有する薬物のセットを用いて、毒性－代謝スクリーニング系を確認すること
ができる。さらに、毒性－代謝系を用いて、単一の化合物ならびに化合物の組み合わせ（
例えば薬物－薬物相互作用）のライブラリーをスクリーニングすることができる。
【００５６】
実施例６
　本実施例は、多重化された毒性HCSプロファイリングパネルに関する。二つのプレート
アッセイを利用して、１１の細胞毒性パラメーターを測定するように設計された特定のCe
llCipherTMサイトトックスプロフィールの性能について記述する。この実施例では、得ら
れた応答データをどのようにして解析し解釈することができるのかについても示す。
【００５７】
　アッセイおよび試薬の詳細。サイトトックスプロフィールプレート１は、表５に示され
るような標識および特徴を含み、サイトトックスプロフィールプレート２は、表６に示さ
れるような標識および特徴を含む。サイトトックスプロフィールプレート１についての細
胞生理学上の試薬の詳細についての抗体および蛍光指示薬は表７に含まれているのに対し
て、サイトトックスプロフィールプレート２についての細胞生理学上の試薬の詳細につい
ての抗体および蛍光指示薬は表８に含まれている。最後に、サイトトックスプロフィール
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【００５８】
【表５】

 
【００５９】
【表６】

 
【００６０】
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【表７】

 
【００６１】
　試薬の正確な(dead)体積は液体を扱う装置に依存する。通常、正確な体積の必要量は、
液体を扱う装置の要件を補償するために10～20％増加されなければならない。
【００６２】
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【表８】

 
【００６３】
　試薬の正確な体積は液体を扱う装置に依存する。通常、正確な体積の必要量は、液体を
扱う装置の要件を補償するために10～20％増加されなければならない。
【００６４】
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【表９】

 
【００６５】
　試薬の正確な体積は液体を扱う装置に依存する。通常、正確な体積の必要量は、液体を
扱う装置の要件を補償するために10～20％増加されなければならない。
【００６６】
　HepG2細胞の取り扱いとプレーティングの手法。アメリカン・タイプ・セル・コレクシ
ョン（カタログ番号HB-8065）からHepG2細胞を入手した。1×10+6細胞を含む一つのバイ
アルから、オリジナルのシードストックを調製した。標準的な手法を用いて、シードスト
ックから作業用ストックを調製した。必要時に作業用ストックから細胞を解凍し、20代継
代培養を維持して廃棄した。10％のFBS(Hyclone SH30071.03)、非必須アミノ酸(Hyclone 
SH30238.01)、ペニシリン－ストレプトマイシン－グルタミン(Hyclone SV30082.01)、お
よびピルビン酸ナトリウム(Hyclone SH30239.01)を追加したMEM/EBSS(Hyclone SH30244.0
1)で、細胞を維持した。通気され、コーティングを施していないTCフラスコ(Corning 430
825)のT-150内で、20mlの培地を用いて細胞を維持した。細胞が約70％のコンフルエント
となり、1:4または1:5（約4×10+6細胞）となる3～4日毎に、標準的なトリプシン処理の
方法を用いて細胞の継代を行った。
【００６７】
　サイトトックスプロフィールのためのHepG2細胞の調製。マイクロプレート内に細胞を
プレーティングするよりも前の日に、HepG2細胞（70％のコンフルエント）を、粉砕処理
を含むトリプシン処理によって継代し、これらを除去した同じフラスコ内に再びプレーテ
ィングした。
【００６８】
　サイトトックスプロフィールのための細胞のプレーティング。サイトトックスプロフィ
ールのために、ほとんどのHCS読取装置で利用可能な高開口数光学系(high numerical ape
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rture optics)に互換性がある薄底の384ウェルマイクロプレートを用いた。Falcon #3962
プレートは表面積が最も大きく、HCSに適する。1:1000の氷酢酸(Sigma A6283)で溶解させ
た、0.25mg/mlの濃度のコラーゲンI(Sigma C9791)でマイクロプレートをリンスし、それ
らを滅菌フード内で空気乾燥させて付着が最適な付着物を作製し、そしてHepG2細胞を広
げることによって、これらのマイクロプレートをコラーゲンIの被膜でコーティングした
。溶解したコラーゲンIを、乾燥した384ウェルマイクロプレート（16μl/ウェル）に添加
し、このプレートを室温で5分間インキュベートし、次いでこの溶液をウェルから振り出
し、マイクロプレートを滅菌フード内で空気乾燥させた。粉砕処理を含むトリプシン処理
によって細胞を継代し、生存細胞を計数した。マイクロプレートあたり1.0、2.0または3.
5×10+6細胞／20mlの濃度で細胞懸濁液(20ml)を調製し、40μlの細胞懸濁液を各ウェルに
プレーティングし、各時点において次の細胞密度を得た：30分間の処理－ウェルあたり70
00細胞;24時間の処理－ウェルあたり4000細胞;および72時間の処理－ウェルあたり2000細
胞。各マイクロプレートを満たした後、それを適切な作業台上に置き、30分間安定させた
。室温で30分間安定させた後、マイクロプレートを37Cの5％のCO2インキュベーター内に
置いた。
【００６９】
　化合物の調製と細胞の処理。DMSO(Sigma D8418)で次の濃度にて標準化合物を調製した
：カンプトセシン－Sigma C9911、20mM;アニソマイシン－Sigma A9789、10mM;CCCP－Sigm
a C2759、100mM;およびパクリタキセル－Sigma T7191、5mM。25mM以下の濃度のDMSOで試
験化合物を調製し、-20Cで保存した。フェノールレッドを含むHBSSでさらに希釈する前に
、全ての化合物の希釈をDMSOで実施した。標準化合物の終濃度の最大値は次の通りである
：カンプトセシン－10μM（3プレートセット当たり200μlの5×溶液[50μM]）;アニソマ
イシン－10μM（3プレートセット当たり200μlの5×溶液[50μM]）;CCCP-100μM（3プレ
ートセット当たり200μlの5×溶液[500μM]）;およびパクリタキセル－1μM（3プレート
セット当たり200μlの5×溶液[5μM]）。各化合物について、各工程において、3倍をわず
かに超える（10の平方根）希釈によって、10点の希釈を行った。10μlの5×化合物のスト
ックを導入することによって、化合物の添加を行った。全ての条件に関して、化合物の添
加後、各ウェル内では終濃度が0.4％のDMSOを用いた（全体積は50μl）。
【００７０】
　MitoTracker Redによる固定前のサイトトックスプロファイリング多重プレート２の標
識。最初に、100nMのMitoTracker Redのストック溶液を暖かな培地で調製した。マイクロ
プレートの各ウェルに、終濃度が50nMとなるようにこの2×MitoTracker Red溶液の50μl
を添加した。このマイクロプレートを、CO2インキュベーター内で、5分間37Cでインキュ
ベートした。次いで、液体をマイクロプレートから除去し、50μlの細胞の培地を各ウェ
ルに添加した。次いで、細胞固定プロトコールに進行する前に、マイクロプレートを、CO

2インキュベーター内で30分間37Cでインキュベートした。
【００７１】
　細胞固定プロトコール。フェノールレッドを含むHBSSに7.2％の濃度のホルムアルデヒ
ド（Sigma, 252549, 36％のストック）を含む2×固定剤を調製した。マイクロプレートの
各ウェルに対して、50μlの固定剤を添加した。マイクロプレートを30分間室温でインキ
ュベートして、すぐに除去することになるHBSS（100μl/ウェル）で洗浄した。
【００７２】
　細胞の透過化および細胞標識のプロトコール。0.5％(v/v)のTriton X-100(Sigma T9284
)と共に、室温で5分間インキュベートすることによって、細胞を透過処理した（16μl/ウ
ェル）。すぐに除去することになるHBSS（100μl/ウェル）でマイクロプレートを洗浄し
た。多重プレート1内の細胞を、表３に列挙された一次抗体試薬と共に、室温で1時間イン
キュベートした（10μl/ウェル）。多重プレート2内の細胞を、表４に列挙されたような
一次抗体試薬と共に、室温で1時間インキュベートした（10μl/ウェル）。すぐに除去す
ることになるHBSS（100μl/ウェル）でマイクロプレートを洗浄した。多重プレート1内の
細胞を、表３に列挙されたような二次抗体試薬およびHoechst 33342と共に、室温で1時間
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インキュベートした（10μl/ウェル）。多重プレート2内の細胞を、表４に列挙されたよ
うな多重プレート2の二次抗体試薬およびHoechst 33342と共に、室温で1時間インキュベ
ートした（10μl/ウェル）。これらのマイクロプレートをHBSS（100μl/ウェル）で二回
洗浄し、二回目の洗浄液をウェル内に残しておいた。次いで、これらのプレートをHCS解
析のために封した。
【００７３】
　CellCipherサイトトックスプロファイリング多重プレートのための標準的なプレートの
レイアウト。多重プレート1および2についての標準的なプレートのレイアウトを図７に描
写する。各マイクロプレートは、隅の位置に配置した24のDMSOコントロールウェルを含ん
だ。各マイクロプレートは、標準的な毒素の10点濃度シリーズを二重に含んでいた。各マ
イクロプレートはさらに、試験毒素の10点濃度シリーズを16重も含んでいた。
【００７４】
　プレートの読取。Cellomics（登録商標）Storeデータベースに接続されたCellomics（
登録商標）BioApplicationソフトウェアを利用するArrayScan（登録商標）HCS読取装置に
よって、準備されたマイクロプレートまたはスライドの細胞の画像化を実施した。同じか
または代わりの画像解析パッケージと接続した、その他のHCS読取装置およびアプリケー
ション、ならびにその他の顕微鏡画像化システムを用いて、データの収集および特徴の抽
出を実施することができる。手短に述べれば、この装置を用いて、各サンプルまたはマイ
クロプレートウェルにおける一つ以上の光学視野のスキャンを行い、各プレート上のそれ
ぞれの光学視野についての蛍光の四つのチャネルを収集した。
【００７５】
　アルゴリズム。Cellomics BioApplicationソフトウェア内に封入されたアルゴリズムに
よって、各プレート上の各細胞についておよび各ウェルについての複数の特徴が数値化さ
れた。細胞の特徴の例としては、細胞より小さな物体の合計強度および平均強度、面積に
対する周囲の長さおよび長さ幅の比率等の形状的な特徴、および光学視野の範囲内の各細
胞についての位置が挙げられる。ウェルの特徴を、ウェル内で測定される細胞の集団全体
に及ぶまで平均化するかまたは累積化し、このウェルの特徴としては、細胞の総数、核の
大きさの平均、核の強度の平均、核の強度の合計、細胞質／核の比の平均およびこれらの
平均値のそれぞれの標準偏差を一緒にしたものが挙げられる。添加される化合物が有する
細胞の物質への付着に及ぼす影響次第で、ウェルあたりの測定された全細胞数は通常、細
胞の応答およびアッセイの感度の不均一さにもよるが、100-1500の範囲内であった。アッ
セイの出力パラメーターを用いて、表１および２に示される11のサイトトックスパラメー
ターを、急性期（30分間）、初期（24時間）および後期（72時間）の3つの時点において
測定した。例えば、核の形態？の変化を計算するために、それぞれの細胞についての平均
的な核の強度値を用いた。ホスホヒストンH3に特異的な抗体で標識された細胞の平均的な
核の強度を利用して、ヒストンH3のリン酸化の計測値を得た。生物学的機能に関する情報
を抽出するために用いる具体的な画像の特徴を、表１および２に列挙する。画像化と細胞
の解析の分野の熟練者であれば、このようなアルゴリズムの多くは容易に利用できること
、およびこのような細胞のプロセスの多くは、細胞の機能を測定するための画像に基づく
細胞の解析に従順に従うことを認識するだろう。
【００７６】
　応答値の定量化。参照分子または試験分子での処理によって細胞の集団内で誘導される
細胞性の応答の全体の変化を定量するために、ウェル内のそれぞれの細胞のパラメーター
についての細胞性応答の分布を、ノンパラメトリックKolmogorov-Smirnov (KS)の適合度
テスト分析（KS値）(Giuliano et al., Assay Drug Dev Technol 2005; 3 (5):501-14)を
利用して、DMSOのみを含むコントロールウェルのそれと比較した。KS解析によって、各ウ
ェルについて一つの値が生成し、それにより、各濃度について一つの値が生成した。XLfi
t (IDBS, Guildford, UK)を利用して、用量反応データを4つのパラメーターの計画モデル
と適合させた。この適合から濃度シリーズの全体までのIC50値を対数尺度(-log[IC50])に
変換した。1つの化合物であるメバスタチンについてのただ一つの時点に関する用量反応
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の適合の一例を、図８に示す。このセットにおける全ての化合物についての応答値を用い
て、表を作成した。
【００７７】
　化合物の応答のクラスター化および分類。図９は、このセットにおける全ての化合物に
ついての応答値のヒートマップ(heat map)である。化合物の名称は横軸に沿っており、測
定される特徴は縦軸上にプロットされている。測定される特徴は3群に分けられる;急性期
とは曝露の30分において測定され、初期とは24時においてであり、そして慢性期とは72時
間後である。階調レベルはIC50濃度を示し、ここでは白色はmM以上であり、中間色の灰色
はμMであり、黒色はnM以下である。標準的なユーグリッドの距離メトリックを利用して
、化合物をクラスター化した。当業者であれば、その他の多数の測定基準を用いてもよい
ことを認識するだろう。上部の樹状図の高さはプロフィール間の類似性の程度を示し、こ
こでは、より短い枝はプロフィールがより類似していることを示す。化合物の三つのクラ
スターは、長方形A-Cによって示される。長方形Aにおける3つの化合物はいかなるアッセ
イにおいても活性がなく、従って類似性が極めて高い。クラスターB内の2つの化合物であ
るメバスタチンおよびロバスタチンは、多くのアッセイにおいて、（μMの範囲内で）中
程度の活性を有し、複数のアッセイにわたって活性のプロフィールが極めて類似しており
、そして実際のところ、化学構造が極めて類似している。クラスターC内の5つの化合物は
、多数のアッセイにおいて、（nMの範囲内で）極めて高い程度の活性を有し、それらのプ
ロフィールにおいて類似性の程度が変化する。このような小さなデータセットの範囲内で
さえ、化合物の応答プロフィールに関するクラスター化を利用して、化学的に類似であっ
て、さらには生物学的にも類似である化合物を同定することができる。多数のクラスター
解析の方法に加えて、データマイニングの分野の熟練者であれば、その他の統計学的方法
を有効に適用して、このような多次元のデータのセットにおける関係性を見出すことがで
きることを認識するであろう。図１０は、この同じデータのセットの主成分(PC)プロット
を図示する。主成分分析(PCA)は本技術分野で周知であり、分散を最大化する直交成分の
セット内にデータを線形写像させる。図１０では、図９におけるデータについて最初の2
つのPCがプロットされる。プロットの中央近傍の大きなクラスターは、最初の2つのPCに
おいてほとんどまたは全く識別できない化合物である。しかしながら、残りのものとは明
らかに識別することができる化合物の2つの顕著なクラスター（図１０におけるAおよびB
）が存在するが、最初の2つのPCに関して、互いに類似する。2つの化合物（図１０におけ
るCおよびD）も存在し、このセット内では、最初の2つのPCに関してこれらはユニークで
ある。その他のいくつかの化合物も、このプロットでは明確に識別された。最初のPCの負
荷の解析から、多数の異なるアッセイの特徴が、PCにおける分散に同程度寄与したことが
示された。10種の最も顕著なアッセイは次のものであった：慢性的酸化的ストレス、クロ
マチンの凝縮、ストレスキナーゼの活性化、細胞の喪失、DNA修復活性、核の大きさ、お
よび初期ストレスキナーゼの活性化、酸化的ストレス、核の大きさ、ならびに細胞の喪失
。これらの特徴についてのPC負荷は、このプロフィールによる化合物の識別に全てが大き
く寄与することを示す0.22～0.3の範囲に及んだ。その他のPCについての負荷の解析によ
り、このライブラリーは小さいにも関わらず、アッセイの特徴のほとんどが、これらの化
合物についての細胞の作用モードの識別に大きく寄与したことが示される。結論としては
、このプロフィールにおけるアッセイの幅の広さが、化合物の活性を比較するためのおよ
び共通の作用モードを同定するための重要なツールを提供するということである。
【００７８】
　本明細書に引用された刊行物、特許出願および特許を含めた全ての参考文献は、それぞ
れの参考文献が参照により個別かつ具体的に援用されたことを示すかのような程度、およ
びその全体が本明細書に列挙されたかのような程度と同じ程度に、参照によって本明細書
中に援用される。
【００７９】
　本発明の説明に関して（特に請求の範囲に関して）、「a」および「an」および「the」
ならびに類似の指示物の用語の使用は、本明細書に別途の指示がないか、または文脈によ
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る明らかに矛盾がない限り、単数および複数の両方を対象とすると解釈すべきである。「
含む(comprising)」、「有する(having)」、「含む(including)」および「含む(containi
ng)」という用語は、特に断りのない限り、幅広い解釈ができる用語（すなわち、「を含
むがこれらに制限されないこと」を意味するもの）として解釈すべきである。本明細書に
おける数値範囲の列挙は、本明細書に別途の指示がない限り、単にその範囲に含まれるそ
れぞれの別個の値を個別に言及するための省略的な方法としての役割を目的とするに過ぎ
ず、そしてそれぞれの個別の値は、まるで本明細書に個別に列挙されていたかのように明
細書内に援用される。本明細書に別途の指示がない限り、または文脈による明らかに矛盾
がない限り、本明細書に記載された全ての方法を、適切な任意の順序で実施することがで
きる。本明細書に規定されたありとあらゆる具体例、または典型的な言葉（例えば「等」
）の使用は、単に、本発明をよりはっきりと説明することを目的とするに過ぎず、別途の
権利主張がない限り、本発明の範囲の限界を示すわけではない。明細書における言葉には
、本発明の実施に欠かせないような権利主張がなされていない任意の要素を示すものとし
て解釈すべきものはない。
【００８０】
　本発明者らが知るところの本発明を実施するための最良の形態を含めた本発明の好まし
い態様は、本明細書に記載されている。これらの好ましい態様の変形物は、前記の説明を
読んだ時に、当業者にとって明らかとなるだろう。本発明者らは、必要に応じてかかる変
形物を熟練者が採用することを期待しており、そして本発明者らは、本発明に関して、本
明細書に具体的に記載されたようなもの以外のものを実施することを意図している。その
結果、本発明は、準拠する法律で認められるように、本明細書に添付された請求の範囲に
列挙された主題の全ての修飾物および均等物を包含する。さらに、全ての可能性のあるそ
の変形物における、上記の要素のあらゆる組み合わせは、本明細書に別途の指示がない限
り、または文脈による明らかに矛盾がない限り、本発明に包含される。
【図面の簡単な説明】
【００８１】
【図１】図1Aおよび1Bは、本発明の方法の一態様のフローチャートを示す。図1Aはデータ
ベースまたは知識ベースの構築に関し、図1Bは該データベースまたは知識ベースを使用し
た試験化合物の評価に関する。
【図２】図2は、多重化HCSアッセイの例示的画像を示す。
【図３】図3は、本発明の方法に従ってプレートを処理してプロフィールを生成する試料
の流れを図示する。
【図４】図4は、細胞応答プロフィールの生成に寄与する細胞応答を示すためのいくつか
のグラフ表示方法を図示する。
【図５】図5は、細胞応答プロフィールの生成に寄与する細胞応答を示すためのいくつか
の画像表示方法を図示する。図5aは細胞応答データプロットのアレイを示す。5bは三次元
表面プロットを示す。図5cは二次元輪郭プロットまたはデータの「分布マップ」を示す。
【図６】図6は、毒素評価に関連する6種類の毒素関連機能的分類および対応する細胞の特
徴の組合せを図示する。
【図７】図7は、実施例6に記載されるCellCipher Cytotox Profiling Multiplex Plates
の1および2の標準的プレートレイアウトを図示する。
【図８】図8は、実施例6に記載される容量応答に基づいたCellCipher解析により生成され
るデータを示す。
【図９】図9は、実施例6に記載される30種類の化合物試験セットのCellCipherプロフィー
ルクラスタリング解析を示すデータを示す。
【図１０】図10は、30種類の化合物試験セットのCellCipherプロフィール第一成分解析を
示す。
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０】

【手続補正書】
【提出日】平成20年6月30日(2008.6.30)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　　ａ．処理される細胞の一群を提供する工程；
　　ｂ．細胞を試験物質と共にインキュベートする工程；
　　ｃ．群内の細胞の画像を取得する工程；
　　ｄ．画像を解析して、細胞の２以上の機能分類を示す細胞の特徴を測定または検出す
る工程；
　　ｅ．少なくとも６つの細胞の特徴を含む応答プロフィールを作成する工程；
　　ｆ．試験物質の応答プロフィールを、既知の生物学的システム効果を伴う物質につい
ての応答プロフィールのデータベースと比較する工程であって；試験物質の応答プロフィ
ールと、既知の生物学的システム効果を伴う物質についての応答プロフィールのデータベ
ースとの間の関連性の程度が、試験物質が生きている細胞、組織または生命体内で生物学
的システム効果を発揮するであろう可能性を示す工程
を含む、試験物質の生物学的システム効果を予測するための方法。
【請求項２】
　　ａ．処理される細胞の一群を提供する工程；
　　ｂ．細胞を第一の参照物質と共にインキュベートする工程；
　　ｃ．群内の細胞の画像を取得する工程；
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　　ｄ．画像を解析して、細胞の２以上の機能分類を示す細胞の特徴を測定または検出す
る工程；
　　ｅ．少なくとも６つの細胞の特徴を含む応答プロフィールを作成する工程；
　　ｆ．第一の参照物質についての応答プロフィールをデータベースに追加する工程；お
よび
　　ｇ．必要に応じて、第一の参照物質の代わりに第二の参照物質で置換して、工程ａ～
ｆを繰り返す工程
を含む、既知の生物学的システム効果を伴う参照物質についての応答プロフィールのデー
タベースを構築するための方法。
【請求項３】
　画像を取得する前に、細胞が一つ以上の蛍光レポーターまたは発光レポーターを含む、
請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　細胞が一つ以上の蛍光レポーターまたは発光レポーターを発現する、請求項３に記載の
方法。
【請求項５】
　一つ以上の(one or more one or more)蛍光レポーターまたは発光レポーターが細胞内
に導入される、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　細胞の機能分類を示す細胞の特徴を標的とする一つ以上の蛍光レポーターまたは発光レ
ポーターで標識した後に、細胞の画像を取得する、請求項１～５のいずれかに記載の方法
。
【請求項７】
　レポーター分子が、蛍光標識、蛍光タンパク質、発光標識およびバイオセンサーからな
る群より選択される、請求項３～６に記載の方法。
【請求項８】
　画像を取得する前に、細胞が一つ以上の操作を含む、請求項１～７のいずれかに記載の
方法。
【請求項９】
　操作が、タンパク質の発現、タンパク質発現のノックダウン、既知の応答の刺激の添加
、または幹細胞の分化を誘導する物質の添加からなる群より選択される、請求項８に記載
の方法。
【請求項１０】
　細胞の画像を取得する前に、その細胞を固定する、請求項１～９のいずれかに記載の方
法。
【請求項１１】
　細胞が生きた状態で画像化(imaged live)される、請求項１～９のいずれかに記載の方
法。
【請求項１２】
　画像から情報を引き出すためのアルゴリズムを用いて画像を解析して、細胞の特徴の出
力を生成する、請求項１～１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　クラスター解析を含む方法を用いて、特徴が応答プロフィールに組み合わされる、請求
項１～１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　細胞を物質の濃度のアレイと接触させて、それぞれの濃度についての応答プロフィール
を構築する、請求項１～１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　処理される細胞の群が、２以上の細胞のタイプを含む、請求項１～１４のいずれかに記
載の方法。
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【請求項１６】
　細胞のスキャンを複数回繰り返し、それぞれの時点で解析を行って動的な応答を捕捉す
る、請求項１～１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　細胞の特徴が、細胞増殖、ストレス経路、オルガネラの機能、細胞周期の状態、形態、
アポトーシス、DNAの損傷、代謝、シグナル伝達、細胞の分化および細胞－細胞の相互作
用からなる群の機能的な応答の分類の２以上から選択される、請求項１～１６のいずれか
に記載の方法。
【請求項１８】
　細胞増殖を示す細胞の特徴が、核の総数、細胞の総数、全細胞の質量、総DNA、細胞周
期調節タンパク質のリン酸化状態、および細胞の成長または細胞分裂に関与する任意のタ
ンパク質の翻訳後修飾の状態からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　ストレス経路の活性化を示す細胞の特徴が、NF-κB、P1、ATF2、MSK1、CREBまたはNFAT
の転写因子の活性化およびp38、JNK、ERK、RSK90またはMEKのキナーゼの活性化からなる
群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　オルガネラの機能を示す細胞の特徴が、細胞骨格の形成、ミトコンドリアの質量または
膜電位、ペルオキシソームの質量、ゴルジの形成および細胞膜の透過性からなる群より選
択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　細胞周期の状態を示す細胞の特徴が、DNAの含有量、ヒストンH3のリン酸化状態、Rbの
リン酸化状態、サイクリンB1(CDK1)の生合成、サイクリンD1(CDK4、6)の生合成およびサ
イクリンE(CDK2)の生合成からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２２】
　形態を示す細胞の特徴が、運動性、細胞伸展、接着、波打ち現象、神経突起伸長および
コロニー形成からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２３】
　アポトーシスを示す細胞の特徴が、核の大きさおよび形状、DNAの含有量および分解量
、カスパーゼの活性化、ホスファチジル発現ならびにBax転移からなる群より選択される
、請求項１７に記載の方法。
【請求項２４】
　DNAの損傷を示す細胞の特徴が、修復タンパク質(APE)の発現、腫瘍サプレッサー(p53、
Rb)の発現、酸化活性（8-オキソグアニン）および転写活性(Oct1)からなる群より選択さ
れる、請求項１７に記載の方法。
【請求項２５】
　代謝を示す細胞の特徴が、cAMPの濃度、P-糖タンパク質の活性またはCYP450の誘導／阻
害および添加される物質の濃度からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２６】
　シグナル伝達を示す細胞の特徴が、Ca++イオン濃度、pH、タンパク質の発現、タンパク
質の活性化、タンパク質の修飾、タンパク質の転移および特定の経路に関与することが知
られているタンパク質間の相互作用からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法
。
【請求項２７】
　細胞の分化を示す細胞の特徴が、組織特異的タンパク質の発現および組織特異的な形態
の提示からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２８】
　細胞－細胞の相互作用を示す細胞の特徴が、細胞－細胞の界面におけるタイトジャンク
ションタンパク質の濃度、およびある細胞から別の細胞への物質の輸送からなる群より選
択される、請求項１７に記載の方法。
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【請求項２９】
　細胞の特徴が、細胞増殖、細胞周期、アポトーシス、酸化的ストレス、ストレスキナー
ゼの活性化、ミトコンドリアの機能、DNAの損傷およびペルオキシソームの増殖からなる
群の機能的な応答の分類の２以上から選択される、請求項１～１６のいずれかに記載の方
法。
【請求項３０】
　細胞の特徴の一つが細胞の消失である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　細胞の特徴の一つがDNAの分解である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３２】
　細胞の特徴の一つが細胞周期の休止である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３３】
　細胞の特徴の一つが核の大きさである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３４】
　細胞の特徴の一つがヒストンH2A.Xのリン酸化レベルである、請求項２９に記載の方法
。
【請求項３５】
　細胞の特徴の一つがc-junのリン酸化レベルである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３６】
　細胞の特徴の一つがp53の活性化である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３７】
　細胞の特徴の一つがミトコンドリアの膜電位である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３８】
　細胞の特徴の一つがミトコンドリアの質量である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３９】
　細胞の特徴の一つがヒストンH3のリン酸化である、請求項２９に記載の方法。
【請求項４０】
　細胞の特徴の一つが微小管の安定性である、請求項２９に記載の方法。
【請求項４１】
　プロフィールが：
　　ａ．各化合物についての各化合物の濃度における各特徴の測定値について、細胞集団
の変化の指標としてのKolmogorov-Smirnov値または平均値等のパラメーターを計算し、希
釈列についてのパラメーターを生じさせる工程、
　　ｂ．4-パラメーターのロジスティックフィットを利用して、かかる希釈列パラメータ
ーを適合させる工程
　　ｃ．得られた適合データを解析してEC50値を算出する工程、
　　ｄ．EC50値を化合物活性の指標としての対数尺度に変換する工程
　　ｅ．クラスター解析を利用して、プロフィールの類似性および細胞システムの応答間
の関連性を同定する工程
を含む特徴の測定から構築される、請求項１～４０のいずれかに記載の方法。
【請求項４２】
　一つ以上の試薬、ならびに少なくとも６つの細胞の特徴の指標かまたは細胞の２以上の
機能分類を含む、細胞の一群をアッセイするための試薬を用いるためのおよび応答プロフ
ィールを作成するための指示書を含むキットであって、一つ以上の試薬が、少なくとも６
つの細胞の特徴の指標かまたは細胞の２以上の機能分類を検出するための試薬を含む、キ
ット。
【請求項４３】
　試験物質の応答プロフィールを、既知の生物学的システム効果を伴う物質についての応
答プロフィールのデータベースと比較するための指示書をさらに含む、請求項４２に記載
のキット。
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【請求項４４】
　既知の生物学的システム効果を伴う物質についての応答プロフィールのデータベースに
、参照物質の応答プロフィールを追加するための指示書をさらに含む、請求項４２に記載
のキット。
【請求項４５】
　既知の生物学的システム効果を伴う物質についての応答プロフィールのデータベースを
さらに含む、請求項４２～４４のいずれかに記載のキット。
【請求項４６】
　一つ以上の試薬が蛍光標識または発光標識を含む、請求項４２～４５のいずれかに記載
のキット。
【請求項４７】
　一つ以上の試薬が細胞の培養物を含む、請求項４２～４６のいずれかに記載のキット。
【請求項４８】
　請求項２に記載の方法に従って構築されたデータベース。
【請求項４９】
　　ａ．処理される細胞の一群を提供する工程；
　　ｂ．細胞を試験物質と共にインキュベートする工程；
　　ｃ．群内の細胞の画像を取得する工程；
　　ｄ．画像を解析して、細胞の３以上の機能分類を示す細胞の特徴を測定または検出す
る工程；
　　ｅ．少なくとも６つの細胞の特徴を含む応答プロフィールを作成する工程；
　　ｆ．試験物質の応答プロフィールを、既知の生物学的システム効果を伴う物質につい
ての応答プロフィールのデータベースと比較する工程であって；試験物質の応答プロフィ
ールと、既知の生物学的システム効果を伴う物質についての応答プロフィールのデータベ
ースとの間の関連性の程度が、試験物質が生きている細胞、組織または生命体内で生物学
的システム効果を発揮するであろう可能性を示す工程
を含む、試験物質の生物学的システム効果を予測するための方法。
【請求項５０】
　　ａ．処理される細胞の一群を提供する工程；
　　ｂ．細胞を第一の参照物質と共にインキュベートする工程；
　　ｃ．群内の細胞の画像を取得する工程；
　　ｄ．画像を解析して、細胞の３以上の機能分類を示す細胞の特徴を測定または検出す
る工程；
　　ｅ．少なくとも６つの細胞の特徴を含む応答プロフィールを作成する工程；
　　ｆ．第一の参照物質についての応答プロフィールをデータベースに追加する工程；お
よび
　　ｇ．必要に応じて、第一の参照物質の代わりに第二の参照物質で置換して、工程ａ～
ｆを繰り返す工程
を含む、既知の生物学的システム効果を伴う参照物質についての応答プロフィールのデー
タベースを構築するための方法。
【請求項５１】
　　ａ．処理される細胞の一群を提供する工程；
　　ｂ．細胞を試験物質と共にインキュベートする工程；
　　ｃ．群内の細胞の画像を取得する工程；
　　ｄ．画像を解析して、細胞の４以上の機能分類を示す細胞の特徴を測定または検出す
る工程；
　　ｅ．少なくとも６つの細胞の特徴を含む応答プロフィールを作成する工程；
　　ｆ．試験物質の応答プロフィールを、既知の生物学的システム効果を伴う物質につい
ての応答プロフィールのデータベースと比較する工程であって；試験物質の応答プロフィ
ールと、既知の生物学的システム効果を伴う物質についての応答プロフィールのデータベ
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ースとの間の関連性の程度が、試験物質が生きている細胞、組織または生命体内で生物学
的システム効果を発揮するであろう可能性を示す工程
を含む、試験物質の生物学的システム効果を予測するための方法。
【請求項５２】
　　ａ．処理される細胞の一群を提供する工程；
　　ｂ．細胞を第一の参照物質と共にインキュベートする工程；
　　ｃ．群内の細胞の画像を取得する工程；
　　ｄ．画像を解析して、細胞の４以上の機能分類を示す細胞の特徴を測定または検出す
る工程；
　　ｅ．少なくとも６つの細胞の特徴を含む応答プロフィールを作成する工程；
　　ｆ．第一の参照物質についての応答プロフィールをデータベースに追加する工程；お
よび
　　ｇ．必要に応じて、第一の参照物質の代わりに第二の参照物質で置換して、工程ａ～
ｆを繰り返す工程
を含む、既知の生物学的システム効果を伴う参照物質についての応答プロフィールのデー
タベースを構築するための方法。
【手続補正書】
【提出日】平成20年9月17日(2008.9.17)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】請求項１９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【請求項１９】
　ストレス経路の活性化を示す細胞の特徴が、NF-κB、AP1、ATF2、MSK1、CREBまたはNFA
Tの転写因子の活性化およびp38、JNK、ERK、RSK90またはMEKのキナーゼの活性化からなる
群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２３】
　任意の適切な細胞機能分類は、アッセイの目的に応じて選択され得る。毒性を評価する
細胞の特徴および機能分類の例は実施例1に示される。好ましい態様において、細胞の特
徴は、細胞増殖、ストレス経路、オルガネラ機能、細胞周期状態、形態、アポトーシス、
DNA損傷、代謝、シグナル伝達、細胞分化および細胞-細胞相互作用からなる群において、
2つ以上の機能的応答分類から選択される。別の好ましい態様において、細胞の特徴は、
細胞増殖、細胞周期、アポトーシス、酸化ストレス、ストレスキナーゼ活性化、ミトコン
ドリア機能、DNA損傷およびペルオキシソーム増殖からなる群において、2つ以上の機能的
応答分類から選択される。アッセイされ得る細胞増殖を示す細胞の特徴は、核の総数、細
胞の総数、全細胞質量、総DNA、細胞周期調節タンパク質のリン酸化状態、または細胞増
殖もしくは分裂に関与する任意のタンパク質の翻訳後修飾の状態を含む。さらに、アッセ
イされ得るストレス経路の活性化を示す細胞の特長は、NF-κB、AP1、ATF2、MSK1、CREB
もしくはNFATの転写因子の活性化、またはp38、JNK、ERK、RSK90もしくはMEKのキナーゼ
活性化を含む。さらに、アッセイされ得るオルガネラ機能を示す細胞の特徴は、細胞骨格
形成、ミトコンドリア質量もしくは膜電位、ペルオキシソーム質量、ゴルジ形成、または
細胞膜透過性を含む。さらに、アッセイされ得る細胞周期の状態を示す細胞の特徴は、DN
A含有量、ヒストンH3リン酸化の状態、Rbリン酸化の状態、サイクリンB1（CDK1）生合成
、サイクリンD1（CDK4、6）生合成、サイクリンE（CDK2）生合成を含む。さらに、アッセ
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イされ得る形態を示す細胞の特徴は、運動性、細胞伸展、接着、波打ち現象、神経突起伸
長またはコロニー形成を含む。さらに、アッセイされ得るアポトーシスを示す細胞の特徴
は、核の大きさおよび形状、DNA含有量および分解量、カスパーゼ活性化、ホスファチジ
ル発現、Bax転移を含む。さらに、アッセイされ得るDNA損傷を示す細胞の特徴は、修復タ
ンパク質（APE）発現、腫瘍サプレッサー（p53、Rb）発現を含む。酸化活性（8-オキソグ
アニン）、または転写活性（Oct1）。さらに、アッセイされ得る代謝を示す細胞の特徴は
、cAMP濃度、P-糖タンパク質活性もしくはCYP450誘導/阻害、または添加された物質の濃
度を含む。さらに、アッセイされ得るシグナル伝達を示す細胞の特徴は、Ca++イオン濃度
、pH、タンパク質の発現、タンパク質の活性化、タンパク質の修飾、タンパク質の転移、
または特定の経路に関連することが公知のタンパク質間の相互作用を含む。さらに、アッ
セイされ得る細胞分化を示す細胞の特徴は、組織特異的なタンパク質または組織特異的な
形態の提示を含む。さらに、アッセイされ得る細胞-細胞相互作用を示す細胞の特徴は、
細胞-細胞の界面におけるタイトジャンクションタンパク質の濃度、または細胞から細胞
への物質の移動を含む。アッセイされ得る好ましい細胞の特徴は、微小管の安定性、ヒス
トンH3リン酸化、ミトコンドリア質量、ミトコンドリア膜電位、p53活性化、c-junリン酸
化レベル、ヒストンH2A.Xリン酸化レベル、核の大きさ、細胞周期の休止、DNA分解および
細胞の消失を含む。
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