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(57)【要約】
　本発明は、腎臓毒性診断、及び化学化合物のリスク層別化のための毒物学的評価の分野
に関する。具体的には、本発明は腎臓毒性を診断するための方法を開示する。本発明は、
化合物が、対象においてそうした腎臓毒性を誘導することができるかどうかを判定するた
めの方法及び腎臓毒性を治療するための薬物を同定する方法にも関する。さらに本発明は
、腎臓毒性を診断するための装置及びキットに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腎臓毒性を診断するための方法であって、
　(a)腎臓毒性を生じていることが疑われる対象の試験サンプルにおいて表1a、1b、1c、1
d、2a、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、6b、7a、7b、8a、8
b、11a又は11bのうちのいずれか1つから選択される少なくとも1種のバイオマーカーの量
を測定するステップと、
　(b)ステップ(a)で測定した量をリファレンスと比較するステップであり、それにより腎
臓毒性が診断されることになるステップと
を含む、方法。
【請求項２】
　前記対象は、腎臓毒性を誘導する能力があることが疑われる化合物と接触させた、請求
項1に記載の方法。
【請求項３】
　対象において化合物が腎臓毒性を誘導する能力があるかどうかを判定する方法であって
、
　(a)腎臓毒性を誘導する能力があることが疑われる化合物と接触させた対象のサンプル
において、表1a、1b、1c、1d、2a、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a、
5b、6a、6b、7a、7b、8a、8b、11a又は11bのうちのいずれか1つから選択される少なくと
も1種のバイオマーカーの量を測定するステップと、
　(b)ステップ(a)で測定した量をリファレンスと比較するステップであり、それにより化
合物の腎臓毒性を誘導する能力が判定されるステップと
を含む、方法。
【請求項４】
　前記化合物が、アムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプ
ラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミ
ド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコ
プロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオ
ブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラク
ロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン及びデカリンからなる群から選択さ
れる少なくとも1種の化合物である、請求項2又は3に記載の方法。
【請求項５】
　前記リファレンスが、(i)腎臓毒性を生じている対象若しくは対象群、又は(ii)アムホ
テリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリン
A、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジ
エン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミ
ン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン
、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリ
メチルペンタン、D-リモネン及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種の化
合物と接触させた対象若しくは対象群に由来する、請求項1～4のうちのいずれか一項に記
載の方法。
【請求項６】
　試験サンプル及びリファレンスにおいて本質的に同じである、バイオマーカーの量が、
腎臓毒性を示す、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　前記リファレンスが、(i)腎臓毒性を生じていないことが分かっている対象若しくは対
象群、又は(ii)アムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラ
チン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド
、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプ
ロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブ
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ロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロ
ロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン及びデカリンからなる群から選択され
る少なくとも1種の化合物と接触させていない対象若しくは対象群に由来する、請求項1～
4のうちのいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記リファレンスが、対象集団のバイオマーカーについて計算されたリファレンスであ
る、請求項1～4のうちのいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　リファレンスと比較して試験サンプル中において異なるバイオマーカーの量が、腎臓毒
性を示す、請求項7又は8に記載の方法。
【請求項１０】
　腎臓毒性を治療するための物質を同定する方法であって、
　(a)腎臓毒性を治療する能力があると推測される候補物質と接触させた、腎臓毒性を生
じている対象のサンプルにおいて、表1a、1b、1c、1d、2a、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d
、4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、6b、7a、7b、8a、8b、11a又は11bのうちのいずれか1つ
から選択される少なくとも1種のバイオマーカーの量を測定するステップと、
　(b)ステップ(a)で測定した量をリファレンスと比較するステップであり、それにより腎
臓毒性を治療する能力がある物質が同定されることになるステップと
を含む、方法。
【請求項１１】
　前記リファレンスが、(i)腎臓毒性を生じている対象若しくは対象群、又は(ii)アムホ
テリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリン
A、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジ
エン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミ
ン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン
、トブラマイシンs.c.及びリン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-ト
リメチルペンタン、D-リモネン及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種の
化合物と接触させた対象若しくは対象群に由来する、請求項10に記載の方法。
【請求項１２】
　試験サンプルとリファレンスの間で異なるバイオマーカーの量が腎臓毒性を治療する能
力がある物質を示す、請求項11に記載の方法。
【請求項１３】
　前記リファレンスが、(i)腎臓毒性を生じていないことが分かっている対象若しくは対
象群、又は(ii)アムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラ
チン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド
、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプ
ロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブ
ロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロ
ロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン及びデカリンからなる群から選択され
る少なくとも1種の化合物と接触させていない対象若しくは対象群に由来する、請求項10
に記載の方法。
【請求項１４】
　前記リファレンスが、対象集団において計算されたバイオマーカーのリファレンスであ
る、請求項10に記載の方法。
【請求項１５】
　試験サンプル及びリファレンスにおいて本質的に同じである、バイオマーカーの量が、
腎臓毒性を治療する能力がある物質を示す、請求項13又は14に記載の方法。
【請求項１６】
　対象のサンプルにおいて腎臓毒性を診断するための、表1a、1b、1c、1d、2a、2b、2c、
2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、6b、7a、7b、8a、8b、11a若しくは1
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1bのうちのいずれか1つから選択される少なくとも1種のバイオマーカー又は前記バイオマ
ーカー用の検出剤の使用。
【請求項１７】
　腎臓毒性を生じていることが疑われる対象のサンプルにおいて腎臓毒性を診断するため
の装置であって、
　(a)サンプル中に存在する前記バイオマーカーの量の測定を可能にする、表1a、1b、1c
、1d、2a、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、6b、7a、7b、8a
、8b、11a又は11bのうちのいずれか1つから選択される少なくとも1種のバイオマーカー用
の検出剤を備える分析ユニットと、それと作動可能に連結された、
　(b)分析ユニットで測定された前記少なくとも1種のバイオマーカーの量を格納されたリ
ファレンスと比較することを可能にし、それによって腎臓毒性が診断される、格納された
リファレンス及びデータ処理装置を備える評価ユニットと
を含む、装置。
【請求項１８】
　前記格納されたリファレンスが、腎臓毒性を生じていることが分かっている対象若しく
は対象群に由来するリファレンス、又はアムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カ
プトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチ
ルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リト
コール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシ
ド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジ
ル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン及びデカリン
からなる群から選択される少なくとも1種の化合物と接触させた対象若しくは対象群に由
来するリファレンスであり、前記データ処理装置が、分析ユニットで測定された少なくと
も1種のバイオマーカーの量を格納されたリファレンスと比較するための指示を実行し、
リファレンスと比較して本質的に同じである、試験サンプル中の少なくとも1種のバイオ
マーカーの量が、腎臓毒性が存在することを示し、又はリファレンスと比較して異なる、
試験サンプル中の少なくとも1種のバイオマーカーの量が、腎臓毒性が存在しないことを
示す、請求項17に記載の装置。
【請求項１９】
　前記格納されたリファレンスが、腎臓毒性を生じていないことが分かっている対象若し
くは対象群に由来するリファレンス、又はアムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、
カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エ
チルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リ
トコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネ
シド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレ
ジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン及びデカリ
ンからなる群から選択される少なくとも1種の化合物と接触させていない対象若しくは対
象群に由来するリファレンスであり、前記データ処理装置が、分析ユニットで測定された
少なくとも1種のバイオマーカーの量を格納されたリファレンスと比較するための指示を
実行し、リファレンスと比較して異なる、試験サンプル中の少なくとも1種のバイオマー
カーの量が、腎臓毒性が存在することの指標になり、又はリファレンスと比較して本質的
に同じである、試験サンプル中の少なくとも1種のバイオマーカーの量が、腎臓毒性が存
在しないことを示す、請求項17に記載の装置。
【請求項２０】
　表1a、1b、1c、1d、2a、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、
6b、7a、7b、8a、8b、11a又は11bのうちのいずれか1つから選択される少なくとも1種のバ
イオマーカー用の検出剤、及び少なくとも1種のバイオマーカーに関するスタンダードで
あって、その濃度が、(i)腎臓毒性を生じていることが分かっている対象若しくは対象群
、又はアムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シ
クロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサ
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クロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p
、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、
テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン
、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン及びデカリンからなる群から選択される少なく
とも1種の化合物と接触させた対象若しくは対象群に由来するか、(ii)腎臓毒性を生じて
いないことが分かっている対象若しくは対象群、又はアムホテリシンB、β-イオノン、カ
フェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジ
ピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノ
プリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール
、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン
酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン
及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種の化合物と接触させていない対象
若しくは対象群に由来するスタンダードを含む、腎臓毒性診断のためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腎臓毒性診断、及び化学化合物のリスク層別化のための毒物学的評価の分野
に関する。詳細には、本発明は腎臓毒性を診断するための方法に関する。本発明は、化合
物が、対象においてそうした腎臓毒性を誘導することができるかどうかを判定するための
方法及び腎臓毒性を治療するための薬物を同定する方法にも関する。さらに本発明は、腎
臓毒性を診断するための装置及びキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　腎臓は、いくつかの機能を有する対臓器であり、3つの主要な解剖学的領域、すなわち
皮質、髄質及び腎乳頭を有する。腎皮質は腎臓の最も外側の領域であり、糸球体、近位及
び遠位尿細管並びに尿細管周囲毛細血管を含む。皮質血流量は高く、皮質は、腎血流量の
約90%を受け入れる。血液由来の毒物は優先的に皮質に送達されるので、それらは、髄質
又は腎乳頭の機能よりはむしろ皮質の機能に影響を及ぼしやすい。腎髄質は中央部分であ
り、ヘンレ係蹄、直血管及び集合管を主として含む。髄質は腎血流量の約6%しか受け入れ
ないが、尿細管構造内で高濃度の毒物にさらされる恐れがある。腎乳頭は腎臓の最小の解
剖学的部分であり、腎血流量の約1%しか受け入れない。それにもかかわらず、尿細管液が
最大限に濃縮され、管腔液が最大限に減少するので、腎乳頭における潜在的な毒物の濃度
が極度に高くなり、腎乳頭尿細管細胞及び/又は間質細胞での細胞傷害につながる恐れが
ある。ネフロンは腎臓の機能単位である。腎臓系の主要な機能は、内因性代謝又は生体異
物の代謝のいずれかに由来する老廃物の除去である。腎臓は、体のホメオスタシスの調節
でも重要な役割を果たし、細胞外液量及び電解質バランスを調節する。腎臓の他の機能と
しては、代謝に影響を及ぼすホルモンの合成が挙げられる。アンギオテンシン及びアルド
ステロンの形成に関与するホルモンであるレニンは、いくつかのプロスタグランジンと同
様に腎臓で形成される。
【０００３】
　多数の毒物に対する腎臓の感受性にいくつかの因子が関与するが、高い腎血流量及び尿
細管液から水を再吸収した後の排出物濃度の増大は、明らかに非常に重要である。腎臓は
体質量の1%未満しか占めないが、心拍出量のおよそ25%を受け入れる。したがって、著し
い量の外来性化学物質及び/又はその代謝物が腎臓に送達される。化学物質に対する腎臓
の感受性に影響を及ぼす第2の重要な因子は、尿細管液を濃縮し、結果としてそれが含有
するいかなる化学物質も濃縮する、その能力である。腎尿細管の輸送の特徴も、毒性の可
能性がある化学物質濃度を細胞に送達するのに寄与する。化学物質が血液から尿細管液に
能動的に分泌される場合は、化学物質は近位尿細管の細胞内に最初に蓄積することになり
、又は化学物質が尿細管液から再吸収される場合は、化学物質は比較的高濃度で細胞に移
行することになる。化学物質の反応性代謝物、ひいては潜在的な有毒な代謝物への生体内
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変換は、腎毒性の重要な特徴である。肝臓で見られる同様の活性化反応の多くは腎臓でも
見られ、アセトアミノフェン、ブロモベンゼン、クロロホルム及び四塩化炭素を含めた多
くの毒物がいずれかの臓器で活性化する可能性があり、よってこれらは、肝毒性又は腎毒
性のいずれかの可能性がある。腎臓のいくつかの領域は、かなりのレベルの異物代謝酵素
を有し、特に、化学的損傷に特に感受性の高い領域である近位尿細管直部にチトクローム
P450を有する。反応性代謝物は一般に不安定であり、そのため、程度の差はあるが一過性
であるので、これらは、発生部位に近い細胞高分子成分と相互作用し得る。したがって、
チトクロームP450などの活性化酵素の活性は肝臓よりも腎臓のほうが低いけれども、腎臓
の活性化酵素が作用部位に近接しているため、活性化酵素は、肝臓の毒性よりも腎毒性に
おいて極めて重要である。他の臓器の毒性と同様に、毒性エンドポイントの最終的な発現
は、反応性代謝物の発生とその解毒のバランスの結果である。腎毒物の他の例としては重
金属が挙げられる。ある種の抗生物質、中でも特にアミノグリコシドは、腎毒性であると
知られている。
【０００４】
　腎臓は、その独特な機能的及び構造的な構成並びに体のホメオスタシスの制御及び生体
異物除去におけるその役割のため、生体異物の影響を頻繁に受ける臓器に相当する。腎臓
毒性は、腎毒性とも呼ばれ、化学的に誘導又は引き起こされる腎臓損傷を指す。可能性の
ある腎毒素作用が多様であるため、腎臓毒性の評価はかなり複雑なプロセスである。現行
方法は、臨床的検査(例えば超音波検査)、病理学的及び病理組織学的検査並びに生化学的
分析を通常含む。しかし、そうしたパラメーターは、かなり複雑に調節されており、かな
り進行したステージでさえも時々変化が生じ得る。病理組織学的評価の主な欠点は、病理
組織学的評価が侵襲的であり、評価が、検査する毒物学者の個々の解釈にある程度基づく
ので、臨床病理学測定と組み合わせた場合でさえも信頼性が低いことである。さらに、腎
毒素誘導性腎臓毒性の結果として起こる前述の疾患及び障害は、現在の臨床測定によって
は、疾患又は障害の他の原因とほとんど区別することができない(例えば、Cohen AH (200
6) Renal anatomy and basic concepts and methods in renal pathology、3～17; Fogo 
AB、Cohen AH、Jennette JC、Bruijn JA、Colvin RB (編) Fundamentals of renal patho
logy、Springer、New York、NY、USA; Greaves P (1998) The urinary system、89～125:
 Target organ pathology, a basic text、Turton J及びHooson J (編) Taylor & Franci
s、London、United Kingdom、1998; Hodgson E、Levi PE (2004) 第15章　Nephrotoxicit
y、273～278: A textbook of modern toxicology、第3版(Hodgson編)、Wiley-VCH Verlag
 GmbH、Weinheim Germany; Lemley KV、Kriz W (1991) Kidney Internat. 39: 370～381;
 Molema G、Meijer DKF (2001、編) Drug Targeting Organ-Specific Strategies、第5章
、121～156、Wiley-VCH Verlag GmbH、Weinheim Germany; Verlander J (1998)、Toxiocl
. Pathol. 26: 1～17を参照されたい)。
【０００５】
　現在、腎臓毒性が、市場から薬が回収されることになる最も一般的な理由の1つである
ことを考えれば、腎臓毒性の重要性は明らかとなるであろう。さらに、欧州共同体のあら
ゆる種類の産業で使用されている化学化合物は、例えば、現在、REACH(化学物質の登録、
評価、認可(Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals))を順守する必
要がある。化学化合物が腎臓毒性を誘導する可能性は、その化合物にとってリスクが高い
と見なされ、その結果、その化合物は、限られた用途且つ高い安全基準に従う場合のみ利
用可能であることを理解されたい。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　化学化合物の毒物学的な性質、特に腎臓毒性を効率的且つ信頼できる様式で評価するた
めの高感度且つ特異的な方法はまだ利用可能でないが、それにもかかわらず高く評価され
るであろう。
【０００７】
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　したがって、本発明の根底にある技術的課題は、前述のニーズに応じる手段及び方法を
提供することと考えることができる。この技術的課題は、特許請求の範囲で特徴づけられ
且つ本明細書の以下に記載される実施形態によって解決される。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　したがって、本発明は、腎臓毒性を診断するための方法であって、
　(a)腎臓毒性を生じていることが疑われる対象の試験サンプルにおいて、表1a、1b、1c
、1d、2a、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、6b、7a、7b、8a
、8b、11a又は11bのうちのいずれか1つから選択される少なくとも1種のバイオマーカーの
量を測定するステップと、
　(b)ステップ(a)で測定した量をリファレンスと比較するステップであり、それにより腎
臓毒性が診断されることになるステップと
を含む、方法に関する。
【０００９】
　前述の方法の好ましい実施形態では、前記対象は、腎臓毒性を誘導する能力があること
が疑われる化合物と接触させた。
【００１０】
　本発明は、対象において化合物が腎臓毒性を誘導する能力があるかどうかを判定する方
法であって、
　(a)腎臓毒性を誘導できることが疑われる化合物と接触させた対象のサンプルにおいて
、表1a、1b、1c、1d、2a、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、
6b、7a、7b、8a、8b、11a又は11bのうちのいずれか1つから選択される少なくとも1種のバ
イオマーカーの量を測定するステップと、
　(b)ステップ(a)で測定した量をリファレンスと比較するステップであり、それにより化
合物の腎臓毒性を誘導する能力が判定されるステップと
を含む、方法にも関する。
【００１１】
　前述の方法の好ましい実施形態では、前記化合物は、アムホテリシンB、β-イオノン、
カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、
ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシ
ノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノー
ル、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リ
ン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネ
ン及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種の化合物である。
【００１２】
　本発明の方法の別の好ましい実施形態では、前記リファレンスは、(i)腎臓毒性を生じ
ている対象若しくは対象群、又は(ii)アムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプ
トプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチル
ベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコ
ール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド
、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル
、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン及びデカリンか
らなる群から選択される少なくとも1種の化合物と接触させた対象若しくは対象群に由来
する。前記方法のより好ましい実施形態では、試験サンプル及びリファレンスにおいて本
質的に同じである、バイオマーカーの量が、腎臓毒性を示す。
【００１３】
　本発明の方法の別の好ましい実施形態では、前記リファレンスは、(i)腎臓毒性を生じ
ていないことが分かっている対象若しくは対象群、又は(ii)アムホテリシンB、β-イオノ
ン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-
p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、
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リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェ
ノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.
、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リ
モネン及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種の化合物と接触させていな
い対象若しくは対象群に由来する。前記方法のより好ましい実施形態では、リファレンス
と比較して試験サンプル中において異なるバイオマーカーの量が、腎臓毒性を示す。
【００１４】
　本発明の方法のさらに別の実施形態では、前記リファレンスは、対象集団のバイオマー
カーについて計算されたリファレンスである。前記方法のより好ましい実施形態では、リ
ファレンスと比較して試験サンプル中において異なるバイオマーカーの量が、腎臓毒性を
示す。
【００１５】
　本発明は、腎臓毒性を治療するための物質を同定する方法であって、
　(a)腎臓毒性を治療する能力があると推測される候補物質と接触させた腎臓毒性を生じ
ている対象のサンプルにおいて、表1a、1b、1c、1d、2a、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d、
4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、6b、7a、7b、8a、8b、11a又は11bのうちのいずれか1つか
ら選択される少なくとも1種のバイオマーカーの量を測定するステップと、
　(b)ステップ(a)で測定した量をリファレンスと比較するステップであり、それにより腎
臓毒性を治療する能力がある物質が同定されることになるステップと
を含む方法も企図する。
【００１６】
　前述の方法の好ましい実施形態では、前記リファレンスは、(i)腎臓毒性を生じている
対象若しくは対象群、又は(ii)アムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリ
ル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼ
ン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸
、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミ
プリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,
2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン及びデカリンからなる
群から選択される少なくとも1種の化合物と接触させた対象若しくは対象群に由来する。
前記方法のより好ましい実施形態では、試験サンプルとリファレンスとの間で異なるバイ
オマーカーの量が、腎臓毒性を治療する能力がある物質を示す。
【００１７】
　前述の方法の別の好ましい実施形態では、前記リファレンスは、(i)腎臓毒性を生じて
いないことが分かっている対象若しくは対象群、又は(ii)アムホテリシンB、β-イオノン
、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p
、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リ
シノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノ
ール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、
リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモ
ネン及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種の化合物と接触させていない
対象若しくは対象群に由来する。前記方法のより好ましい実施形態では、試験サンプル及
びリファレンスにおいて本質的に同じである、バイオマーカーの量が、腎臓毒性を治療す
る能力がある物質を示す。
【００１８】
　前述の方法のさらに別の好ましい実施形態では、前記リファレンスは、対象集団におけ
るバイオマーカーについて計算されたリファレンスである。前記方法のより好ましい実施
形態では、試験サンプル及びリファレンスにおいて本質的に同じである、バイオマーカー
の量が、腎臓毒性を治療する能力がある物質を示す。
【００１９】
　本発明は、対象のサンプルにおいて腎臓毒性を診断するための、表1a、1b、1c、1d、2a
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、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、6b、7a、7b、8a、8b、11
a若しくは11bのうちのいずれか1つから選択される少なくとも1種のバイオマーカー又は前
記バイオマーカー用の検出剤の使用にも関する。
【００２０】
　さらに、本発明は、腎臓毒性を生じていることが疑われる対象のサンプルにおいて腎臓
毒性を診断するための装置であって、
　(a)サンプル中に存在するバイオマーカーの量の測定を可能にする、表1a、1b、1c、1d
、2a、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、6b、7a、7b、8a、8b
、11a又は11bのうちのいずれか1つから選択される少なくとも1種の前記バイオマーカー用
の検出剤を備える分析ユニットと、それと作動可能に連結された、
　(b)分析ユニットで測定された前記少なくとも1種のバイオマーカーの量を格納されたリ
ファレンスと比較することを可能にし、それによって腎臓毒性が診断される、格納された
リファレンス及びデータ処理装置を備える評価ユニットと
を具備する装置に関する。
【００２１】
　本発明の装置の好ましい実施形態では、前記格納されたリファレンスは、腎臓毒性を生
じていることが分かっている対象若しくは対象群に由来するリファレンス、又はアムホテ
リシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA
、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエ
ン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン
、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、
トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメ
チルペンタン、D-リモネン及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種の化合
物と接触させた対象若しくは対象群に由来するリファレンスであり、前記データ処理装置
は、分析ユニットで測定された少なくとも1種のバイオマーカーの量を格納されたリファ
レンスと比較するための指示を実行し、リファレンスと比較して本質的に同じである、試
験サンプル中の少なくとも1種のバイオマーカー量が、腎臓毒性が存在することを示し、
又はリファレンスと比較して異なる、試験サンプル中の少なくとも1種のバイオマーカー
の量が、腎臓毒性が存在しないことを示す。
【００２２】
　本発明の装置の別の好ましい実施形態では、前記格納されたリファレンスは、腎臓毒性
を生じていないことが分かっている対象若しくは対象群に由来するリファレンス、又はア
ムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポ
リンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブ
タジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシ
ラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィ
リン、トブラマイシンs.c、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-
トリメチルペンタン、D-リモネン及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種
の化合物と接触させていない対象若しくは対象群に由来するリファレンスであり、前記デ
ータ処理装置は、分析ユニットで測定された少なくとも1種のバイオマーカーの量を格納
されたリファレンスと比較するための指示を実行し、リファレンスと比較して異なる、試
験サンプル中の少なくとも1種のバイオマーカーの量が、腎臓毒性が存在することを示し
、リファレンスと比較して本質的に同じである、試験サンプル中の少なくとも1種のバイ
オマーカーの量が、腎臓毒性が存在しないことを示す。
【００２３】
　さらに、本発明は、腎臓毒性診断のためのキットであって、表1a、1b、1c、1d、2a、2b
、2c、2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、6b、7a、7b、8a、8b、11a又
は11bのうちのいずれか1つから選択される少なくとも1種のバイオマーカー用の検出剤、
及び濃度が、腎臓毒性を生じていることが分かっている対象若しくは対象群に由来する又
は腎臓毒性を生じていないことが分かっている対象若しくは対象群に由来する、少なくと
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も1種のバイオマーカーのためのスタンダードを含む、キットに関する。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　特に本発明は、以下の特異的な方法、使用、装置及びキットも企図する。
【００２５】
　以下の定義及び説明は、前記の本発明の実施形態全て及び以下に記載する実施形態に準
用する。
【００２６】
　本発明に従って言及される方法は、基本的に前述のステップからなるものでもよいし、
さらなるステップを含んでもよい。さらなるステップは、サンプルの前処理又はこの方法
によって得られた診断結果の評価に関し得る。好ましいさらなる評価ステップは、本明細
書の他の個所に記載される。この方法は、部分的に又は完全に自動化により補助すること
ができる。例えば、バイオマーカー量の測定に係るステップは、ロボット化及び自動化読
取装置によって自動化することができる。同様に、量の比較に係るステップも、実行の際
に、自動的に比較するプログラムコードを備える、コンピューターなどの適切なデータ処
理装置によって自動化することができる。そうした場合のリファレンスは、格納されたリ
ファレンスから、例えばデータベースから提供される。好ましくは、この方法は、対象の
サンプルについてex vivoで行われる方法であり、すなわちヒト又は動物の体に対して実
施しない方法であることを理解されたい。
【００２７】
　本明細書で使用する用語「診断」は、対象が、本明細書で言及する中毒、疾患若しくは
障害などの状態を生じている、又はそうした状態に関する素因を有する確率を評価するこ
とを指す。素因の診断は、対象がその後に既定の時間窓内にその状態を発症する見込みの
予後又は予測として時には称される場合もある。当業者に理解されるように、そうした評
価は、診断される対象の100%について正確であることが好ましいが、通常はそうではない
可能性がある。しかし、この用語は、統計的に有意な一部の対象を、その状態を生じてい
る又はその状態に関する素因を有すると特定できることを必要とする。ある一部が統計的
に有意かどうかは、様々な周知の統計的な評価ツール、例えば、信頼区間の決定、P値の
決定、スチューデントのt検定、マンホイットニー検定などを使用して、当業者であれば
容易に判定することができる。詳細は、Dowdy及びWearden、Statistics for Research、J
ohn Wiley & Sons、New York 1983に見出される。好ましい信頼区間は、少なくとも50%、
少なくとも60%、少なくとも70%、少なくとも80%、少なくとも90%又は少なくとも95%であ
る。P値は、好ましくは、0.2、0.1、0.05である。
【００２８】
　本発明による診断は、ある状態又はその症状及びそれらの素因のモニタリング、確認及
び分類も含む。モニタリングは、既に診断された状態又は素因の経過を追うことを指す。
モニタリングは、例えば、その状態若しくは素因の進行の判定、その状態の進行に対する
特定治療の効果の判定、又は素因を有する対象における、その状態の発症に対する予防的
治療若しくは食事療法などの予防策の効果の判定を包含する。確認は、既に判定された状
態又はその状態の素因の診断を、他の指標又はマーカーを使用して強化すること又は実証
することに関する。分類は、(i)例えばその状態に付随する症状の強さに応じて、その状
態を様々なクラスに割り当てること、又は(ii)その状態に付随する、様々なステージ、疾
患若しくは障害を区別することに関する。状態の素因は、リスクの程度、すなわち対象が
後でその状態を発症する確率に基づいて分類することができる。さらに、分類は、好まし
くは、本発明の方法によって試験化合物に作用様式を割り当てることも含む。具体的には
、本発明の方法によって、作用様式がまだ知られていない化合物の特異的な作用様式の判
定が可能になる。これは、好ましくは、少なくとも1種のバイオマーカーに関して測定さ
れた量又は前記化合物の代表的なバイオマーカープロファイルを、リファレンスとして作
用様式が知られている化合物に関して測定されたバイオマーカーの量又はバイオマーカー
プロファイルと比較することによって達成される。化合物の分子標的が同定されるので、
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作用様式の分類によって、より一層信頼できる化合物の毒性評価が可能になる。
【００２９】
　本明細書で使用する用語「腎臓毒性」は、腎機能の障害、特に尿細管又は糸球体の機能
の障害をもたらす、腎臓の任意の損傷又は障害に関する。好ましくは、腎臓毒性によって
影響を受けるのは、腎臓の排出関連機能である。好ましくは、本明細書で使用する腎臓毒
性は、化学化合物又は薬物の投与によって誘導されるか、又はその投与の結果であり、す
なわち、いわゆる毒素誘導性腎臓毒性である。より好ましくは、腎臓毒性は、腎尿細管機
能障害を伴う。特に、近位尿細管が影響を受ける。最も好ましくは、近位尿細管直部に位
置するP450解毒酵素の機能が、本明細書で言及する腎臓毒性化合物によって影響を受ける
。
【００３０】
　腎臓毒性の前述の発現の症状及び臨床徴候は、当業者に周知であり、毒性学の標準的な
書籍、例えば、H. Marquardt、S. G. Schafer、R. O. McClellan、F. Welsch (編)、「To
xicology」、第14章: The Kidney、297～330ページ1999、Academic Press、London.第13
章: The Liver、1999、Academic Press、Londonに詳細に記載されている。
【００３１】
　腎臓毒性の好ましい態様は、利尿障害、糸球体-尿細管異常、尿細管異常、弱酸排出障
害、尿細管壊死、腎機能障害若しくは腎不全などのACE阻害剤誘導様異常、間質性腎炎、
α2u－グロブリン腎症及び/又は直接的な尿細管異常を含む。
【００３２】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての利尿障害の診断のために測定されるバイオマーカ
ーは、表1a、1b、1c及び1dに収載されているものである。
【００３３】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての糸球体-尿細管異常の診断のために測定されるバ
イオマーカーは、表2a、2b、2c及び2dに収載されているものである。
【００３４】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての尿細管異常の診断のために測定されるバイオマー
カーは、表3a、3b、3c及び3dに収載されているものである。
【００３５】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての弱酸排出障害の診断のために測定されるバイオマ
ーカーは、表4a、4b、4c及び4dに収載されているものである。
【００３６】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての尿細管壊死の診断のために測定されるバイオマー
カーは、表5a及び5bに収載されているものである。
【００３７】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としてのACE阻害剤誘導様異常の診断のために測定される
バイオマーカーは、表6a及び6bに収載されているものである。
【００３８】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての間質性腎炎の診断のために測定されるバイオマー
カーは、表7a及び7bに収載されているものである。
【００３９】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての直接的な尿細管異常の診断のために測定されるバ
イオマーカーは、表8a及び8bに収載されているものである。
【００４０】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としてのα2uグロブリン腎症の診断のために測定されるバ
イオマーカーは、表11a及び11bに収載されているものである。
【００４１】
　各バイオマーカーが、診断について見かけ上統計的に独立した予測因子であるので、表
に列挙されているバイオマーカーのうちの2種以上の組み合わせは、さらに診断を強化す
ることが本発明によって見出された。さらに、マーカー存在量に対する他の組織からの影
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響が相殺されるので、腎臓毒性に対する特異性も有意に増大する。したがって、本明細書
で使用する用語「少なくとも1」は、好ましくは、添付の表のうちのいずれか1つで言及さ
れるバイオマーカーの、少なくとも2、少なくとも3、少なくとも4、少なくとも5、少なく
とも6、少なくとも7、少なくとも8、少なくとも9又は少なくとも10の組み合わせを指す。
好ましくは、それらの表のうちのいずれか1つで列挙される全てのバイオマーカーが、本
発明の方法に従って組み合わせて測定される。
【００４２】
　したがって好ましくは、少なくとも1種のバイオマーカーは、前述の群から選択される
少なくとも1種のバイオマーカーであり、又は少なくとも1種のバイオマーカーは、前述の
群のバイオマーカーからなる若しくはそれを含むバイオマーカーの組み合わせである。前
述のバイオマーカー及びバイオマーカーの組み合わせは、より詳細に付属の実施例で記載
されるように、特に高い診断価値を有する重要なバイオマーカーとして同定された。
【００４３】
　さらに、他のバイオマーカー又は既知の代謝物、遺伝子変異、転写産物及び/若しくは
タンパク質の量若しくは酵素活性を含めた臨床的パラメーターをさらに加えて測定しても
よい。そうした、本発明の方法によって測定することができる追加的な臨床的又は生化学
的パラメーターは、当技術分野で周知である。
【００４４】
　本明細書で使用する用語「バイオマーカー」は、サンプル中の存在又は濃度が、ある状
態、好ましくは本明細書で言及する腎臓毒性の有無又は強さの指標になる化学化合物を指
す。好ましくは、化学化合物は、代謝物又はそれに由来するアナライトである。アナライ
トは、生物で見出される実際の代謝物と同一であり得る化学化合物である。しかし、この
用語は、内因的に生成される、又は単離若しくはサンプルの前処理の間、若しくは本発明
の方法の実施の結果として、例えば、精製及び/若しくは測定ステップの間に生成される
そのような代謝物の誘導体も含む。特定の場合では、アナライトは、溶解度などの化学的
性質によりさらに特徴づけられる。前記性質のため、アナライトは、精製及び/又は測定
プロセス中に得られる極性又は脂質画分中に生じ得る。したがって、化学的性質、好まし
くは溶解度は、精製及び/又は測定プロセス中に得られる極性又は脂質画分のいずれかの
中にアナライトを生じる。したがって、前記化学的性質、特に、精製及び/又は測定プロ
セス中に得られる極性画分又は脂質画分のいずれかの中のアナライトの発生として考慮さ
れる溶解度は、アナライトをさらに特徴づけ、その同定を補助する。こうした化学的性質
を判定及び考慮することができる方法についての詳細は、以下に記載される付属の実施例
に見出される。好ましくは、アナライトは、定性的及び定量的な様式で代謝物を表し、こ
れによって、対象又は少なくとも前記対象の試験サンプル中の代謝物の有無又は量に関す
る決定が必然的に可能になる。バイオマーカー、アナライト及び代謝物は、本明細書では
単数形で言及されるが、これらの用語の複数形も含み、すなわち、同一分子種の複数のバ
イオマーカー、アナライト又は代謝物分子を指す。さらに、本発明によるバイオマーカー
は、必ずしも1つの分子種に対応するとは限らない。むしろ、バイオマーカーは、化合物
の立体異性体又は鏡像異性体を含み得る。さらに、バイオマーカーは、異性体分子のある
生物学的クラスの異性体の総和を表すこともできる。前記異性体は、場合によっては同一
の分析的特徴を示すものとし、したがって、以下に記載される付属の実施例で適用される
ものを含めた種々の分析方法によって区別できない。しかし、異性体は、少なくとも同一
の和公式パラメーターを有するので、例えば脂質の場合には、脂肪酸及び/又はスフィン
ゴ塩基部分において、同一の鎖長並びに同一の二重結合数を有する。
【００４５】
　本明細書で使用する用語「試験サンプル」は、本発明の方法による腎臓毒性の診断に使
用されるサンプルを指す。好ましくは、前記試験サンプルは生物サンプルである。生物源
からのサンプル(すなわち生物サンプル)は、複数の代謝物を通常含む。本発明の方法で使
用する好ましい生物サンプルは、体液、好ましくは、血液、血漿、血清、唾液、胆汁、尿
若しくは脳脊髄液からのサンプル、又は例えば生検によって、細胞、組織若しくは臓器か
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ら、好ましくは肝臓から得られるサンプルである。より好ましくは、サンプルは、血液、
血漿又は血清サンプルであり、最も好ましくは、血漿サンプルである。生物サンプルは、
本明細書の他の個所で明記される対象に由来する。前述の様々な種類の生物サンプルを得
るための技術は、当技術分野で周知である。例えば、血液サンプルは採血によって得るこ
とができるが、組織又は臓器サンプルは、例えば生検によって得ることになる。
【００４６】
　好ましくは、前述のサンプルは、前処理してから本発明の方法で使用する。より詳細に
以下に記載するように、前記前処理は、化合物を遊離若しくは分離する又は過剰な材料若
しくは廃物を除去するのに必要となる処理を含み得る。適切な技術は、遠心分離、抽出、
分画、限外濾過、タンパク質沈殿、それに続く化合物の濾過及び精製並びに/又は濃縮を
含む。さらに、化合物の分析に適した形状又は濃度で化合物を提供するために、他の前処
理が行われる。例えば、ガスクロマトグラフィー連結質量分析を本発明の方法で使用する
場合は、前記ガスクロマトグラフィーより前に化合物を誘導体化することが必要となる。
適切且つ必要な前処理は、本発明の方法の実施に使用する手段に依存し、当業者に周知で
ある。先に記載したように前処理されたサンプルも、本発明によって使用される用語「サ
ンプル」に含まれる。
【００４７】
　本明細書で使用する用語「対象」は、動物、好ましくは哺乳動物、例えばマウス、ラッ
ト、モルモット、ウサギ、ハムスター、ブタ、ヒツジ、イヌ、ネコ、ウマ、サル又はウシ
など、さらに、好ましくはヒトに関する。より好ましくは、対象はげっ歯類であり、最も
好ましくはラットである。本発明の方法を適用して診断することができる他の動物は、魚
類、鳥類又は爬虫類である。好ましくは、前記対象は、腎臓毒性を誘導する能力があるこ
とが疑われる化合物と接触したか、又は接触させたものである。腎臓毒性を誘導すること
が疑われる化合物と接触させた対象は、例えば化合物の毒性に関するスクリーニングアッ
セイで使用する、例えばラットなどの実験動物でもよい。腎臓毒性を誘導する能力がある
化合物と接触したことが疑われる対象は、適切な療法を選択するために診断される対象で
もあり得る。好ましくは、本明細書で使用する腎臓毒性を誘導する能力がある化合物は、
アムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロス
ポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロ
ブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニ
シラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフ
ィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,
4-トリメチルペンタン、D-リモネン又はデカリンである。
【００４８】
　好ましくは、対象が雌の場合は、本発明の方法によって測定される少なくとも1種のバ
イオマーカーは、表1a、1b、2a、2b、3a、3b、4a、4b、5a又は5bのうちのいずれか1つか
ら選択される。
【００４９】
　好ましくは、対象が雄の場合は、本発明の方法によって測定される少なくとも1種のバ
イオマーカーは、表1c、1d、2c、2d、3c、3d、4c、4d、6a、6b、7a、7b、8a、8b、11a又
は11bのうちのいずれか1つから選択される。
【００５０】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての利尿障害の診断のために測定されるバイオマーカ
ーの好ましい群又は組み合わせは、少なくとも以下のバイオマーカーを包含するか基本的
にそれらからなる。雌対象用の、18-ヒドロキシ-11-デオキシコルチコステロン、クレア
チニン、バリン、trans-4-ヒドロキシプロリン及びプロリン、並びに雄対象用の、コリン
プラスマロゲン第2、スフィンゴミエリン(d18:2、C16:0)、コリンプラスマロゲン第3、ト
レオニン及びセラミド(d18:1、C24:1)。より好ましくは、前述のバイオマーカーは、以下
の付属の表に示すように、カフェイン、フロセミド、リシノプリル、テオブロミン若しく
はテオフィリンと接触させていないリファレンス又は腎臓毒性を生じていないリファレン
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スに対して変更される。
【００５１】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての糸球体-尿細管異常の診断のために測定されるバ
イオマーカーの好ましい群又は組み合わせは、少なくとも以下のバイオマーカーを包含す
る又は基本的にそれらからなる。雌対象用の、クレアチン、グルコサミン、マンノサミン
、エライジン酸(C18:trans[9]1)及び3-インドキシル硫酸、並びに雄対象用の、トレオン
酸、システイン、リゾホスファチジルコリン(C18:2)、メタネフリン及びクレアチン。よ
り好ましくは、以下の付属の表に示すように、前述のバイオマーカーは、カプトプリル、
シクロスポリンA、ペニシラミン若しくはリン酸トリクレジルと接触させていないリファ
レンス又は腎臓毒性を生じていないリファレンスに対して変更される。
【００５２】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての尿細管異常の診断のために測定されるバイオマー
カーの好ましい群又は組み合わせは、少なくとも以下のバイオマーカーを包含する又は基
本的にそれらからなる。雌対象用の、クレアチン、リゾホスファチジルコリン(C18:1)、
インドール-3-酢酸、ヒスチジン及びグリセロール、極性画分、並びに雄対象用の、プソ
イドウリジン、タウリン、TAG(C18:1、C18:2)、アラントイン及びキヌレン酸。より好ま
しくは、以下の付属の表に示すように、前述のバイオマーカーは、β-イオノン、カルボ
プラチン若しくはフロセミド、ヘキサクロロブタジエンと接触させていないリファレンス
又は腎臓毒性を生じていないリファレンスに対して変更される。
【００５３】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての弱酸排出障害の診断のために測定されるバイオマ
ーカーの好ましい群又は組み合わせは、少なくとも以下のバイオマーカーを包含する又は
基本的にそれらからなる。雌対象用の、プロリン、リゾホスファチジルコリン(C18:2)、
インドール-3-乳酸、γリノレン酸(C18:cis[6,9,12]3)及びtrans-4-ヒドロキシプロリン
、並びに雄対象用の、リゾホスファチジルコリン(C18:0)、ホスファチジルコリン(C16:0
、C20:5)、メチオニン、インドール-3-乳酸及びネルボン酸(C24:cis[15]1)。より好まし
くは、以下の付属の表に示すように、前述のバイオマーカーは、ジクロルプロップ-p、MC
PA、メコプロップ-p、ペンタクロロフェノール若しくはプロベネシドと接触させていない
リファレンス又は腎臓毒性を生じていないリファレンスに対して変更される。
【００５４】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての尿細管壊死の診断のために測定されるバイオマー
カーの好ましい群又は組み合わせは、少なくとも以下のバイオマーカーを包含する又は基
本的にそれらからなる。雌対象用の、馬尿酸、ドコサヘキサエン酸(C22:cis[4,7,10,13,1
6,19]6)、ロイシン、ドコサペンタエン酸(C22:cis[7,10,13,16,19]5)及び乳酸。より好ま
しくは、以下の付属の表に示すように、前述のバイオマーカーは、アムホテリシンB、ヘ
キサクロロブタジエン又はトブラマイシンs.c.と接触させていないリファレンス又は腎臓
毒性を生じていないリファレンスに対して変更される。
【００５５】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としてのACE阻害剤誘導様異常の診断のために測定される
バイオマーカーの好ましい群又は組み合わせは、少なくとも以下のバイオマーカーを包含
するか、又は基本的にそれらからなる。雄対象用の、リシン、グリシン、シトシン、1,5-
アンヒドロソルビトール及びグルタミン酸。より好ましくは、以下の付属の表に示すよう
に、前述のバイオマーカーは、リシノプリル若しくはラミプリル、テオブロミン、テオフ
ィリン、トブラマイシンs.c.若しくはリン酸トリクレジルと接触させていないリファレン
ス又は腎臓毒性を生じていないリファレンスに対して変更される。
【００５６】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての間質性腎炎の診断のために測定されるバイオマー
カーの好ましい群又は組み合わせは、少なくとも以下のバイオマーカーを包含する又は基
本的にそれらからなる。雄対象用の、リグノセリン酸(C24:0)、クレアチン、セリン、ト
レオニン及びエイコサン酸(C20:0)。より好ましくは、以下の付属の表に示すよう、前述
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のバイオマーカーはジピロン、エチルベンゼン若しくはリトコール酸と接触させていない
リファレンス又は腎臓毒性を生じていないリファレンスに対して変更される。
【００５７】
　好ましくは腎臓毒性の一態様としての直接的な尿細管異常の診断のために測定されるバ
イオマーカーの好ましい群又は組み合わせは、少なくとも以下のバイオマーカーを包含す
る又は基本的にそれらからなる。雄対象用の、リゾホスファチジルエタノールアミン(C22
:0)、ロイシン、オレイン酸(C18:cis[9]1)、TAG第2及びグリセロール-3-リン酸、極性画
分。より好ましくは、以下の付属の表に示すように、前述のバイオマーカーは、ヘキサク
ロロブタジエン若しくはヒドロキノンと接触させていないリファレンス又は腎臓毒性を生
じていないリファレンスに対して変更される。
【００５８】
　本明細書で使用する用語「量を測定する」は、バイオマーカー、すなわち代謝物又はア
ナライトの少なくとも1つの特徴的な特性を測定することを指す。本発明による特徴的な
特性は、生化学的性質を含めた、バイオマーカーの物理的及び/又は化学的性質を特徴づ
ける特性である。そうした性質としては、例えば、分子量、粘性、密度、電荷、スピン、
光学活性、色、蛍光、化学発光、元素組成、化学構造、他の化合物と反応する能力、生物
学的読み取りシステムで応答(例えばレポーター遺伝子の誘導)を惹起する能力などが挙げ
られる。前記性質に関する値は、特徴的な特性としての役割を果たすことができ、当技術
分野で周知の技術によって測定することができる。さらに、特徴的な特性は、標準的な操
作、例えば乗算、除算又は対数計算などの数学的計算によってバイオマーカーの物理的及
び/又は化学的性質の値から導かれる任意の特性でもよい。最も好ましくは、少なくとも1
つの特徴的な特性によって、バイオマーカー及びその量の測定及び/又は化学的な同定が
可能になる。したがって、特性値は、好ましくは、特性値が導かれるバイオマーカーの存
在量に関する情報も含む。例えば、バイオマーカーの特性値は、質量スペクトルのピーク
でもよい。そうしたピークは、バイオマーカーの特徴的な情報、すなわちm/z(質量電荷比
)情報及びサンプル中の前記バイオマーカーの存在量(すなわちその量)に関する強度値を
含有する。
【００５９】
　先に論じたように、好ましくは、本発明の方法によって測定される少なくとも1種のバ
イオマーカーは、定量的に又は半定量的に測定することができる。定量的な測定について
は、バイオマーカーの絶対量又は正確な量のいずれかが測定されるか、又は本明細書の上
記で言及した特徴的な特性(複数可)に関して測定された値に基づいて、バイオマーカーの
相対量が測定される。相対量は、バイオマーカーの正確な量が測定できない又は測定すべ
きでない場合に、測定することができる。前記の場合では、バイオマーカーの存在量が第
2の量で前記バイオマーカーを含む第2のサンプルに対して増大又は低下しているのかを判
定することができる。したがって、バイオマーカーの定量分析は、バイオマーカーの半定
量分析と呼ばれることもある分析も含む。
【００６０】
　さらに、本発明の方法で使用される測定は、好ましくは、先に言及された分析ステップ
より前に、化合物分離ステップの使用を含む。好ましくは、前記化合物分離ステップによ
って、サンプルに含まれる少なくとも1種のバイオマーカーの時間分解分離がもたらされ
る。したがって、本発明に従って好んで使用される適切な分離技術には、全てのクロマト
グラフィー分離技術、例えば、液体クロマトグラフィー(LC)、高速液体クロマトグラフィ
ー(HPLC)、ガスクロマトグラフィー(GC)、薄層クロマトグラフィー、サイズ排除クロマト
グラフィー又はアフィニティークロマトグラフィーが含まれる。こうした技術は、当技術
分野で周知であり、当業者であれば容易に適用することができる。最も好ましくは、LC及
び/又はGCが本発明の方法で想定されるクロマトグラフィー技術である。バイオマーカー
のそうした測定に適切な装置は、当技術分野で周知である。好ましくは、質量分析が使用
され、特に、ガスクロマトグラフィー質量分析(GC-MS)、液体クロマトグラフィー質量分
析(LC-MS)、直接注入質量分析若しくはフーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴質量分析(
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FT-ICR-MS)、キャピラリー電気泳動質量分析(CE-MS)、高速液体クロマトグラフィー連結
質量分析(HPLC-MS)、四重極質量分析、MS-MS又はMS-MS-MSなどの任意の逐次連結質量分析
、誘導結合プラズマ質量分析(ICP-MS)、熱分解質量分析(Py-MS)、イオン移動度質量分析
又は飛行時間型質量分析(TOF)が使用される。最も好ましくは、以下で詳細に記載される
ように、LC-MS及び/又はGC-MSが使用される。前記技術は、例えば、Nissen 1995、Journa
l of Chromatography A、703: 37～57、US 4,540,884又はUS 5,397,894に開示されており
、その開示内容は、参照により本明細書に組み込まれる。質量分析技術の代わりとして又
はそれに加えて、以下の技術を化合物の測定に使用することができる:核磁気共鳴(NMR)、
磁気共鳴画像(MRI)、フーリエ変換赤外分析(FT-IR)、紫外(UV)分光、屈折率(RI)、蛍光検
出、放射化学的検出、電気化学的検出、光散乱(LS)、分散ラマン分光法又は炎イオン化検
出(FID)。こうした技術は当業者に周知であり、容易に適用することができる。好ましく
は、本発明の方法は、自動化によって補助されるものとする。例えば、サンプルの処理又
は前処理は、ロボットによって自動化することができる。好ましくは、データの処理及び
比較は、適切なコンピュータープログラム及びデータベースによって補助される。先に本
明細書に記載した自動化によって、ハイスループット法で本発明の方法を使用することが
可能になる。
【００６１】
　さらに、バイオマーカーは、特異的な化学的又は生物学的アッセイによって測定するこ
ともできる。前記アッセイは、サンプル中のバイオマーカーの特異的な検出を可能にする
手段を含むものとする。好ましくは、前記手段は、他の化合物と反応するバイオマーカー
の能力、又は生物学的読み取りシステムにおいて応答(例えばレポーター遺伝子の誘導)を
惹起するその能力に基づいて、バイオマーカーの化学構造を特異的に認識することができ
るか、又はバイオマーカーを特異的に同定することができる。バイオマーカーの化学構造
を特異的に認識することができる手段は、好ましくは、バイオマーカーに特異的に結合す
る検出剤、より好ましくは、化学構造物と特異的に相互作用する抗体又は他のタンパク質
、例えば受容体又は酵素又はアプタマーである。例えば、特異的な抗体は、抗原としてバ
イオマーカーを使用して、当技術分野で周知の方法によって得ることができる。本明細書
で言及する抗体には、ポリクローナル抗体とモノクローナル抗体の両方、及びそれらのフ
ラグメント、例えば、抗原又はハプテンと結合することができるFv、Fab及びF(ab)2フラ
グメントが含まれる。本発明は、所望の抗原特異性を示す非ヒトドナー抗体のアミノ酸配
列をヒトアクセプター抗体の配列と組み合わせた、ヒト化ハイブリッド抗体も含む。さら
に、単鎖抗体が包含される。ドナー配列は、少なくともドナーの抗原結合アミノ酸残基を
通常含むが、他の構造的及び/又はドナー抗体の機能的に関連性のあるアミノ酸残基もま
た含んでもよい。そうしたハイブリッドは、当技術分野で周知のいくつかの方法によって
調製することができる。代謝物を特異的に認識することができる適切なタンパク質は、好
ましくは、前記バイオマーカーの代謝変換に関与する酵素である。前記酵素は、バイオマ
ーカー、例えば代謝物を基質として使用してもよいし、基質をバイオマーカー、例えば代
謝物に変換してもよい。さらに、前記抗体は、バイオマーカーを特異的に認識するオリゴ
ペプチドを生成するための基礎として使用することができる。こうしたオリゴペプチドは
、例えば、酵素の結合ドメイン又は前記バイオマーカーに対するポケットを含むものとす
る。適切な抗体及び/又は酵素に基づくアッセイは、RIA(放射免疫測定法)、ELISA(酵素結
合免疫吸着測定法)、サンドイッチ酵素免疫試験、電気化学発光サンドイッチ免疫測定法(
electrochemiluminescence sandwich immunoassays)(ECLIA)、解離促進ランタニド蛍光免
疫測定法(dissociation-enhanced lanthanide fluoro immuno assay)(DELFIA)又は固相免
疫試験でもよい。バイオマーカーに特異的に結合するアプタマーは、当技術分野で周知の
方法で生成することができる(Ellington 1990、Nature 346:818～822; Vater 2003、Curr
 Opin Drug Discov Devel 6(2): 253～261)。さらに、バイオマーカーは、他の化合物と
反応するその能力に基づいて、すなわち特異的な化学反応によって、同定することもでき
る。さらに、バイオマーカーは、生物学的読み取りシステムで応答を惹起するその能力の
ため、サンプル中で測定することができる。生物学的な応答は、サンプルに含まれる代謝
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物の存在及び/又は代謝物の量を示す読み取り値として検出されるものとする。生物学的
な応答は、例えば、細胞又は生物の遺伝子発現誘導又は表現型応答でもよい。
【００６２】
　用語「リファレンス」は、少なくとも1種のバイオマーカーの特徴的な特性の値を指し
、好ましくは、腎臓毒性と相関し得る前記バイオマーカーの量の指標になる値を指す。
【００６３】
　好ましくは、そうしたリファレンスは、腎臓毒性を生じている対象若しくは対象群に由
来するサンプル、又はアムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カル
ボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロ
セミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、
メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、
テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テト
ラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン若しくはデカリンに接触させた
対象若しくは対象群に由来するサンプルから得られる。対象又は対象群は、化合物が生物
学的に利用可能である限り、局所又は全身の各投与様式で前記化合物に接触させることが
できる。好ましい投与様式は、以下の付属の実施例に記載される。
【００６４】
　或いは、とはいえ同様に好ましいことであるが、リファレンスは、アムホテリシンB、
β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロル
プロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロ
キノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタク
ロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイ
シンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタ
ン、D-リモネン若しくはデカリンに接触させていない対象若しくは対象群に由来するサン
プル、又は腎臓毒性に関して、より好ましくは他の疾患に関しても、健康な対象若しくは
そうした対象の群に由来するサンプルから得ることができる。
【００６５】
　リファレンスは、バイオマーカーの量について上で記載したように測定することができ
る。特に、好ましくは、リファレンスは、本明細書で言及する一群の対象のサンプルから
得られ、これは、その群の各個体由来のサンプル中の少なくとも1種のバイオマーカー(複
数可)それぞれの相対量又は絶対量を別々に測定し、その後に、本明細書の他の個所で言
及される統計的技術を使用して、前記相対量若しくは絶対量に対する中央値若しくは平均
値又はそれらから得られる任意のパラメーターを決定することによって得られる。或いは
、好ましくは、本明細書で言及するように、リファレンスは、対象群のサンプル混合物由
来のサンプル中の少なくとも1種のバイオマーカーそれぞれに対する相対量又は絶対量を
測定することによって得ることができる。好ましくは、そうした混合物は、前記群の各個
体から得られるサンプル由来の等容量の部分からなる。
【００６６】
　さらに、また好ましくは、リファレンスは計算されたリファレンスでもよく、最も好ま
しくは、個体集団に由来する少なくとも1種のバイオマーカーのそれぞれの相対量又は絶
対量に対する平均値又は中央値でもよい。前記個体集団は、本発明の方法によって調査さ
れる対象が由来する集団である。しかし、計算されたリファレンスを決定するために調査
する対象集団は、好ましくは、見かけ上健康な対象(例えば未処理)からなるか、又は前記
集団内に試験対象(複数可)が存在することに起因する平均値又は中央値の有意な変化に対
して統計的に耐えるのに十分な大きさの、見かけ上健康な多数の対象を含むことを理解さ
れたい。前記集団の個体の少なくとも1種のバイオマーカーの絶対量又は相対量は、本明
細書の他の個所で明記されるように判定することができる。適切なリファレンス値、好ま
しくは平均値又は中央値を計算する方法は、当技術分野で周知である。適切なリファレン
スを計算するための他の技術としては、受信者動作特性(ROC)曲線計算を用いる最適化が
挙げられ、これは、当技術分野で同様に周知であり、対象の所与のコホートに基づく所与
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の特異性及び感受性を有するアッセイ系について、容易に実施することができる。先に言
及した集団又は対象群は、複数の対象、好ましくは、少なくとも5、10、50、100、1,000
又は10,000の対象、最大で集団全てまでを含む。より好ましくは、この文脈において言及
される対象群は、所与の集団を統計的に代表する大きさを有する対象群、すなわち統計的
に代表的なサンプルである。本発明の方法によって診断される対象及び前記複数の対象の
対象は同一種であり、好ましくは同じ性別であることを理解されたい。
【００６７】
　より好ましくは、リファレンスは、データベースなどの適切なデータ記憶媒体に格納さ
れるので、その後の診断にも利用可能である。これによって、腎臓毒性の素因を効率的に
診断することが可能になる。なぜなら、対応するリファレンスサンプルが得られた対象が
(実際に)腎臓毒性を発症したことが、(その後に)一度確認されれば、適切なリファレンス
結果をデータベース中で特定することができるからである。
【００６８】
　用語「比較する」は、少なくとも1種のバイオマーカーの定性的又は定量的な測定量が
、リファレンスと同じであるか又はそれと異なるかを評価することを指す。
【００６９】
　リファレンス結果が、腎臓毒性を生じている対象若しくは対象群に由来するサンプル、
又はアムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シク
ロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサク
ロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、
ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テ
オフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、
2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン若しくはデカリンと接触させた対象若しくは対象
群に由来するサンプルから得られた場合は、腎臓毒性は、試験サンプル及び前述のリファ
レンスから得られる量の間の同一度又は類似度に基づいて、すなわち、少なくとも1種の
バイオマーカーに関する同一の定性的又は定量的な組成に基づいて診断することができる
。同じ量は、統計的に有意な様式で異ならない量を含み、好ましくは、少なくともリファ
レンスの1～99パーセンタイル、5～95パーセンタイル、10～90パーセンタイル、20～80パ
ーセンタイル、30～70パーセンタイル、40～60パーセンタイルの区間内、より好ましくは
、リファレンスの50、60、70、80、90又は95パーセンタイルである。腎臓毒性を生じてい
る対象若しくは対象群に由来するサンプルから得られるリファレンス、又はアムホテリシ
ンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジ
クロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、
ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペ
ンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブ
ラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチル
ペンタン、D-リモネン若しくはデカリンと接触させた対象若しくは対象群に由来するサン
プルから得られるリファレンスは、腎臓毒性を診断するために、又は対象において化合物
が腎臓毒性を誘導することができるかどうかを判定するために、本発明の方法で適用する
ことができる。そのような場合では、好ましくは、リファレンスと本質的に同じである、
少なくとも1種のバイオマーカーの量が、腎臓毒性又は腎臓毒性を誘導することができる
化合物が存在することを示し、一方で、リファレンスと異なる、少なくとも1種のバイオ
マーカーの量が、腎臓毒性又は腎臓毒性を誘導することができる化合物が存在しないこと
を示す。
【００７０】
　さらに、腎臓毒性を生じている対象若しくは対象群に由来するサンプルから得られるリ
ファレンス、又はアムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプ
ラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミ
ド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコ
プロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオ
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ブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラク
ロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン若しくはデカリンと接触させた対象
若しくは対象群に由来するサンプルから得られるリファレンスは、腎臓毒性を治療するた
めの物質を同定するのに適用することができる。そのような場合では、好ましくは、リフ
ァレンスと異なる、少なくとも1種のバイオマーカーの量が、腎臓毒性を治療するのに適
した物質を示し、一方で、リファレンスと本質的に同じである、少なくとも1種のバイオ
マーカーの量が、腎臓毒性を治療できない物質を示す。
【００７１】
　リファレンス結果が、アムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カ
ルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フ
ロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA
、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル
、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テ
トラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン若しくはデカリンに接触させ
ていない対象若しくは対象群のサンプル、又は腎臓毒性を生じていない対象若しくは対象
群のサンプルから得られる場合は、前記腎臓毒性は、試験サンプルから得られる試験量と
前述のリファレンスの差異、すなわち、少なくとも1種のバイオマーカーに関する定性的
又は定量的な組成における差異に基づいて診断することができる。
【００７２】
　上で明記した計算されたリファレンスが使用される場合も、同じことが当てはまる。
【００７３】
　差異は、少なくとも1種のバイオマーカーの絶対量又は相対量の増大(バイオマーカーの
アップレギュレーションと称されることもある。実施例も参照されたい。)であってもよ
いし、前記量のいずれかの低下若しくは検出可能なバイオマーカーの量が存在しないこと
(バイオマーカーのダウンレギュレーションと称されることもある。実施例も参照された
い。)であってもよい。好ましくは、相対量又は絶対量の差異は有意であり、すなわち、
リファレンスの45～55パーセンタイル、40～60パーセンタイル、30～70パーセンタイル、
20～80パーセンタイル、10～90パーセンタイル、5～95パーセンタイル、1～99パーセンタ
イルの区間外である。
【００７４】
　アムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロ
スポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロ
ロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペ
ニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオ
フィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,
2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン若しくはデカリンに接触させていない対象若しくは
対象群に由来するサンプルから得られるリファレンス、又は腎臓毒性を生じていない対象
若しくは対象群に由来するサンプルから得られるリファレンスは、腎臓毒性を診断するた
めに、又は対象において化合物が腎臓毒性を誘導する能力を有するかどうかを判定するた
めに、本発明の方法で適用することができる。そのような場合では、好ましくは、リファ
レンスと異なる、少なくとも1種のバイオマーカーの量が、腎臓毒性又は腎臓毒性を誘導
することができる化合物が存在することを示し、一方で、リファレンスと本質的に同じで
ある、少なくとも1種のバイオマーカーの量が、腎臓毒性又は腎臓毒性を誘導することが
できる化合物が存在しないことを示す。さらに、アムホテリシンB、β-イオノン、カフェ
イン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロ
ン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリ
ル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プ
ロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸ト
リクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン若し
くはデカリンに接触させていない対象若しくは対象群に由来するサンプルから得られるリ
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ファレンス、又は腎臓毒性を生じていない対象若しくは対象群に由来するサンプルから得
られるリファレンスは、腎臓毒性を治療するための物質を同定するのに適用することがで
きる。そのような場合では、好ましくは、リファレンスと本質的に同じである、少なくと
も1種のバイオマーカーの量が、腎臓毒性を治療するのに適した物質を示し、一方で、リ
ファレンスと異なる、少なくとも1種のバイオマーカーの量が、腎臓毒性を治療するのに
適さない物質を示す。
【００７５】
　好ましいリファレンスは、付属の表で言及されるもの又は以下の付属の実施例で生成す
ることができるものである。さらに、相対的差異、すなわち個々のバイオマーカーに対す
る量の増大又は低下は、好ましくは、以下の表に列挙されるものである。さらに、好まし
くは、観察される差異の程度、すなわち増大又は低下は、好ましくは、以下の表に示され
る因子による増大又は低下である。
【００７６】
　好ましくは、表1a、1c、2a、2c、3a、3c、4a、4c、5a、6a、7a、8a又は11aから選択さ
れる場合の少なくとも1種のバイオマーカーは、アムホテリシンB、β-イオノン、カフェ
イン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロ
ン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリ
ル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プ
ロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸ト
リクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン若し
くはデカリンに接触させていないリファレンス、又は腎臓毒性を生じていないリファレン
スに対して、より好ましくは、以下の表で使用されるリファレンスに対して増大する。
【００７７】
　好ましくは、表1b、1d、2b、2d、3b、3d、4b、4d、5b、6b、7b、8b又は11bから選択さ
れる場合の少なくとも1種のバイオマーカーは、アムホテリシンB、β-イオノン、カフェ
イン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロ
ン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリ
ル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プ
ロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸ト
リクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン若し
くはデカリンに接触させていないリファレンス、又は腎臓毒性を生じていないリファレン
ス、より好ましくは、以下の表で使用されるリファレンスに対して低下する。
【００７８】
　好ましくは、比較は自動化によって補助される。例えば、2つの異なるデータセット(例
えば、特徴的な特性(複数可)の値を含むデータセット)を比較するためのアルゴリズムを
含む適切なコンピュータープログラムを使用することができる。そうしたコンピューター
プログラム及びアルゴリズムは、当技術分野で周知である。上記にもかかわらず、手動で
比較することもできる。
【００７９】
　用語「腎臓毒性を治療するための物質」は、本明細書の他の個所で言及される腎臓毒性
を誘導する生物学的機序を直接的に妨げることができる化合物を指す。或いは、腎臓毒性
に付随する症状の発症又は進行を妨げることができる化合物も好ましい。本発明の方法に
よって同定される物質は、有機及び無機化学物質、例えば、低分子、ポリヌクレオチド、
siRNA、リボザイム若しくはマイクロRNA分子を含めたオリゴヌクレオチド、ペプチド、抗
体を含めたポリペプチド又は他の人工的若しくは生物学的な高分子、例えばアプタマーな
どでもよい。好ましくは、この物質は、薬物、プロドラッグ又は薬物若しくはプロドラッ
グを開発するためのリード物質として適する。
【００８０】
　本発明の方法が、腎臓毒性の療法のための薬物の同定、又は化合物の毒物学的評価(す
なわち、化合物が腎臓毒性を誘導することができるかどうかの判定)のために使用される
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ことになる場合は、統計的理由のために、複数の対象の試験サンプルが調査され得ること
を理解されたい。好ましくは、試験対象のそうしたコホート内のメタボロームは、例えば
調査化合物以外の因子によって引き起こされる差異を回避するために、できるだけ類似し
ているものとする。前記方法に使用する対象は、好ましくはげっ歯類などの実験動物、よ
り好ましくはラットである。前記実験動物は、好ましくは、本発明の方法が終了した後で
屠殺するものとすることをさらに理解されたい。コホート試験の対象及びリファレンス動
物の全ては、いかなる特異な環境上の影響も回避するために、同一条件下で維持されるも
のとする。そうした動物を提供する適切な条件及び方法は、WO2007/014825に詳細に記載
されている。前記条件は、参照により本明細書に組み込まれる。
【００８１】
　好ましくは、本発明の方法は本発明の装置に実装され得る。本明細書で使用する装置は
、少なくとも前述のユニットを備えるものとする。装置のユニットは、互いに作動可能に
連結される。作動的にユニットを連結する方法は、装置中に備えられるユニットの種類に
依存する。例えば、少なくとも1種のバイオマーカーを定性的又は定量的に自動的に測定
するための手段が分析ユニット中に適用される場合は、前記自動的な作動ユニットによっ
て得られるデータは、診断を容易にするために、評価ユニットによって、例えば、データ
処理装置であるコンピューターで動作するコンピュータープログラムによって処理するこ
とができる。好ましくは、そのような場合は、これらのユニットは単一装置に備えられる
。しかし、分析ユニットと評価ユニットは、物理的に離れていてもよい。そのような場合
では、作動的な連結は、データ伝達を可能にする、ユニット間の有線接続及び無線接続に
よって達成することができる。無線接続は、無線LAN(WLAN)又はインターネットを使用す
ることができる。有線接続は、ユニット間の光及び非光ケーブル接続によって達成するこ
とができる。好ましくは、有線接続に使用するケーブルは、ハイスループットなデータ転
送に適する。
【００８２】
　少なくとも1種のバイオマーカーを測定するための好ましい分析ユニットは、本明細書
の他の個所で明記されるような、少なくとも1種のバイオマーカーを特異的に認識する検
出剤、例えば抗体、タンパク質又はアプタマーなど、及び前記検出剤を試験サンプルと接
触させるゾーンを備える。検出剤は、ゾーン上に固定化して接触させてもよいし、サンプ
ルを負荷した後に前記ゾーンに加えてもよい。好ましくは、分析ユニットは、検出剤と少
なくとも1種のバイオマーカーの複合物の量を定性的及び/又は定量的に測定するように適
合させるものとする。検出剤が少なくとも1種のバイオマーカーへ結合する際に、少なく
とも1種のバイオマーカー、検出剤のいずれか又は両方の少なくとも1つの測定可能な物理
的又は化学的性質が変化し、その結果、好ましくは分析ユニットに備えられる検出器によ
って前記変化を測定できることを理解されたい。しかし、試験ストライプなどの分析ユニ
ットを使用する場合は、検出器及び分析ユニットは、測定のためだけに結合させられる分
離したコンポーネントでもよい。少なくとも1つの測定可能な物理的又は化学的性質にお
いて検出された変化に基づいて、分析ユニットは、本明細書の他の個所で明記される少な
くとも1種のバイオマーカーに関する強度値を計算することができる。次いで、さらに処
理及び評価するために、前記強度値を評価ユニットに伝達することができる。最も好まし
くは、本明細書の他の個所で明記される検出剤を使用して、少なくとも1種のバイオマー
カーの量をELISA、EIA又はRIAに基づく技術によって判定することができる。或いは、本
明細書で言及する分析ユニットは、好ましくは、クロマトグラフィー装置などのバイオマ
ーカーを分離するための手段、及び分光測定装置などのバイオマーカーを測定するための
手段を備える。適切な装置は、詳細に先に記載されている。本発明のシステムで使用する
化合物分離用の好ましい手段としては、クロマトグラフィー装置、より好ましくは液体ク
ロマトグラフィー装置、HPLC装置及び/又はガスクロマトグラフィー装置が挙げられる。
化合物測定用の好ましい装置は、質量分析装置、より好ましくは、GC-MS、LC-MS、直接注
入質量分析装置、FT-ICR-MS、CE-MS、HPLC-MS、四重極質量分析装置、(MS-MS若しくはMS-
MS-MSを含めた)逐次連結質量分析装置、ICP-MS、Py-MS又はTOFを含む。好ましくは、分離
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及び測定の手段は互いに連結される。最も好ましくは、LC-MS及び/又はGC-MSが、本発明
によって言及される分析ユニットで使用される。
【００８３】
　好ましくは、本発明の装置の評価ユニットは、本明細書の他の個所で明記されるように
、比較を実施するためのルールを実行するように適合させたデータ処理装置又はコンピュ
ーターを備える。さらに、好ましくは、評価ユニットは、リファレンスを格納したデータ
ベースを備える。本明細書で使用するデータベースは、適切な記憶媒体のデータ集合を備
える。さらに、データベースは、好ましくはデータベース管理システムをさらに備える。
好ましくは、データベース管理システムは、ネットワーク型、階層型又はオブジェクト指
向型データベース管理システムである。さらに、データベースは、連邦データベースでも
よいし、統合データベースでもよい。より好ましくは、データベースは、分散(連邦)シス
テムとして、例えばクライアントサーバシステムとして実装される。より好ましくは、デ
ータベースは、検索アルゴリズムが、試験データセットをデータ集合に含まれるデータセ
ットと比較できるように構築される。具体的には、そうしたアルゴリズムを使用すること
によって、腎臓毒性の指標になる類似又は同一のデータセットについてデータベースを検
索することができる(例えばクエリ検索)。したがって、同一又は類似のデータセットをデ
ータ集合中に特定することができる場合は、試験データセットは腎臓毒性と関係があるこ
とになる。評価ユニットは、好ましくは、腎臓毒性の確定診断に基づく治療的若しくは予
防的な介入又は生活習慣の適応に対する助言を有するさらなるデータベースを備えてもよ
いし、それに作動可能に連結されてもよい。好ましくは、腎臓毒性を治療又は予防するた
めに、試験サンプルを得た対象に対する適切な助言を特定する目的で、評価ユニットによ
って得られた診断結果を用いて前記のさらなるデータベースを自動的に検索することがで
きる。
【００８４】
　本発明の装置の好ましい実施形態では、前記格納されたリファレンスは、腎臓毒性を生
じていることが分かっている対象若しくは対象群に由来するリファレンス、又はアムホテ
リシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA
、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエ
ン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン
、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、
トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメ
チルペンタン、D-リモネン及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種の化合
物と接触させた対象若しくは対象群に由来するリファレンスであり、前記データ処理装置
は、分析ユニットで測定された少なくとも1種のバイオマーカーの量を格納されたリファ
レンスと比較するための指示を実行し、リファレンスと比較して本質的に同じである、試
験サンプル中の少なくとも1種のバイオマーカーの量が、腎臓毒性が存在することを示し
、又はリファレンスと比較して異なる、試験サンプル中の少なくとも1種のバイオマーカ
ーの量が、腎臓毒性が存在しないことを示す。
【００８５】
　本発明の装置の別の好ましい実施形態では、前記格納されたリファレンスは、腎臓毒性
を生じていないことが分かっている対象若しくは対象群に由来するリファレンス、又はア
ムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポ
リンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブ
タジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシ
ラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィ
リン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-
トリメチルペンタン、D-リモネン及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種
の化合物と接触させていない対象若しくは対象群に由来するリファレンスであり、前記デ
ータ処理装置は、分析ユニットで測定された少なくとも1種のバイオマーカーの量を格納
されたリファレンスと比較するための指示を実行し、リファレンスと比較して異なる、試
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験サンプル中の少なくとも1種のバイオマーカーの量が、腎臓毒性が存在することを示し
、又はリファレンスと比較して本質的に同じである、試験サンプル中の少なくとも1種の
バイオマーカーの量が、腎臓毒性が存在しないことを示す。
【００８６】
　したがって、助言を行うエキスパートシステムが含まれる場合は特に、メディカルスタ
ッフ若しくは検査室スタッフ又は患者が特別な医学知識なしで装置を使用することもでき
る。この装置は、携帯型に適合させることができるので、患者の近くでの用途にも適する
。
【００８７】
　用語「キット」は、好ましくは別々に又は単一の容器内に提供される、前述のコンポー
ネントの集合を指す。容器は、本発明の方法の実施に関する指示も備える。こうした指示
は、取扱説明書の形でもよいし、コンピューター又はデータ処理装置上に実装される場合
には、本発明の方法で言及される比較を実施でき、それに応じて診断を確定するためのコ
ンピュータープログラムコードによって提供されてもよい。コンピュータープログラムコ
ードは、データ記憶媒体若しくは装置、例えば光若しくは磁気記憶媒体(例えば、コンパ
クトディスク(CD)、CD-ROM、ハードディスク、光記録媒体若しくはディスケット)上に、
又はコンピューター若しくはデータ処理装置上に直接的に提供することができる。本発明
のキットに関して言及される「スタンダード」は、溶液中に存在する又は既定の溶液量中
に溶解されている場合の少なくとも1種のバイオマーカーの量であり、これは(i)腎臓毒性
を生じていることが分かっている対象若しくは対象群、若しくはアムホテリシンB、β-イ
オノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロ
ップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノ
ン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロ
フェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシン
s.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、
D-リモネン及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種の化合物と接触させた
対象若しくは対象群中に存在する少なくとも1種のバイオマーカーの量、又は(ii)腎臓毒
性を生じていないことが分かっている対象若しくは対象群、若しくはアムホテリシンB、
β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロル
プロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロ
キノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタク
ロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイ
シンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テトラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタ
ン、D-リモネン及びデカリンからなる群から選択される少なくとも1種の化合物と接触さ
せていない対象若しくは対象群に由来する少なくとも1種のバイオマーカーの量に類似し
ている。
【００８８】
　好都合なことに、本明細書に明記される少なくとも1種のバイオマーカーの量によって
、腎臓毒性、具体的にはアムホテリシンB、β-イオノン、カフェイン、カプトプリル、カ
ルボプラチン、シクロスポリンA、ジクロルプロップ-p、ジピロン、エチルベンゼン、フ
ロセミド、ヘキサクロロブタジエン、ヒドロキノン、リシノプリル、リトコール酸、MCPA
、メコプロップ-p、ペニシラミン、ペンタクロロフェノール、プロベネシド、ラミプリル
、テオブロミン、テオフィリン、トブラマイシンs.c.、リン酸トリクレジル、1,1,2,2-テ
トラクロロエタン、2,2,4-トリメチルペンタン、D-リモネン及びデカリンによって誘導さ
れる腎臓毒性の診断が可能になることが、本発明の根底となる研究において見出されてい
る。本方法の特異性及び正確性は、前述のバイオマーカーの数を増加させて測定すること
によって又はさらにその全てを測定することによって、より一層向上する。こうした特異
的なバイオマーカーに関するメタボロームの定量的及び/又は定性的組成の変化は、腎臓
毒性の他の徴候が臨床的に明らかになる前でさえ、腎臓毒性を示す。腎臓毒性を診断する
のに現在使用されている形態的、生理的及び生化学的なパラメーターは、本発明で提供す
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るバイオマーカー測定と比較すると、特異性及び感受性が低い。本発明によって、化合物
の腎臓毒性を、より効率的且つ確実に評価することができる。さらに、前述の知見に基づ
いて、腎臓毒性の療法に有用な薬物のスクリーニングアッセイが実行可能である。概して
、本発明は、腎臓毒性を診断するための、化合物が腎臓毒性を誘導する能力があるかどう
かを判定するための、又は腎臓毒性を治療する能力がある物質を同定するための、表1a、
1b、1c、1d、2a、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a、5b、6a、6b、7a、
7b、8a、8b、11a若しくは11bのうちのいずれか1つから選択される対象のサンプルの少な
くとも1種のバイオマーカー又は前記バイオマーカー用の検出剤の使用を企図する。さら
に、本発明は概して、腎臓毒性の治療に対して感受性である対象を同定するための、対象
のサンプルの少なくとも1種のバイオマーカー、又はそのバイオマーカーの検出剤の使用
を企図する。本発明のこの文脈において使用するのに好ましい検出剤は、本明細書の他の
個所で言及されるものである。さらに好都合なことに、発明の方法は装置中に実装するこ
とができる。さらに、本方法を実施できるようにするキットを提供することができる。
【００８９】
　本発明は、表1a、1b、1c、1d、2a、2b、2c、2d、3a、3b、3c、3d、4a、4b、4c、4d、5a
、5b、6a、6b、7a、7b、8a、8b、11a又は11bのうちのいずれか1つに列挙されるバイオマ
ーカーに対する特性値を含むデータ集合にも関する。用語「データ集合」は、物理的及び
/又は論理的にグループ化され得るデータの集合を指す。したがって、データ集合は、単
一のデータ記憶媒体又は互いに作動可能に連結された物理的に離れたデータ記憶媒体に実
装することができる。好ましくは、データ集合は、データベースによって実装される。し
たがって、本明細書で使用するデータベースは、適切な記憶媒体上にデータ集合を備える
。さらに、好ましくは、データベースはデータベース管理システムをさらに備える。好ま
しくは、データベース管理システムは、ネットワーク型、階層型又はオブジェクト指向型
のデータベース管理システムである。さらに、データベースは、連邦データベースでも統
合データベースでもよい。より好ましくは、データベースは、分散(連邦)システムとして
、例えばクライアントサーバシステムとして実装される。より好ましくは、データベース
は、検索アルゴリズムが試験データセットをデータ集合に含まれるデータセットと比較で
きるように構築される。具体的には、そうしたアルゴリズムを使用することによって、腎
臓毒性の指標になる類似の又は同一のデータセットについてデータベースを検索すること
ができる(例えばクエリ検索)。したがって、同一又は類似のデータセットをデータ集合中
に特定することができる場合は、試験データセットは腎臓毒性と関係があることになる。
結果として、データ集合から得られる情報を使用して、対象から得られる試験データセッ
トに基づいて腎臓毒性を診断することができる。
【００９０】
　さらに、本発明は、前記データ集合を備えるデータ記憶媒体に関する。本明細書で使用
する用語「データ記憶媒体」は、CD、CD-ROM、ハードディスク、光記録媒体又はディスケ
ットなどの単一の物理エンティティに基づくデータ記憶媒体を包含する。さらにこの用語
は、好ましくはクエリ検索に適切なやり方で、前述のデータ集合を提供するように互いに
作動可能に連結された、物理的に別個の実体からなるデータ記憶媒体をさらに含む。
【００９１】
　本発明はまた、
　(a)サンプルの少なくとも1種のバイオマーカーの特性値を比較するための手段と、それ
に作動可能に連結された、
　(b)本発明のデータ記憶媒体と
を含むシステムに関する。
【００９２】
　本明細書で使用する用語「システム」は、互いに作動可能に連結される異なる手段に関
する。前記手段は、単一装置に実装されてもよいし、互いに作動可能に連結された物理的
に別個の装置に実装されてもよい。好ましくは、バイオマーカーの特性値を比較するため
の手段は、上で言及したような比較アルゴリズムに基づいて作動する。好ましくは、デー
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タ記憶媒体は、前述のデータ集合又はデータベースを備え、各記憶データセットが腎臓毒
性の指標になる。したがって、本発明のシステムによって、試験データセットがデータ記
憶媒体に格納されるデータ集合に含まれるかどうかを特定することが可能になる。結果と
して、本発明のシステムは、腎臓毒性診断の診断手段として適用することができる。本シ
ステムの好ましい実施形態では、サンプルのバイオマーカーの特性値を測定するための手
段が含まれる。用語「バイオマーカーの特性値を測定するための手段」は、好ましくは、
質量分析装置、ELISA装置、NMR装置又はアナライトについて化学的若しくは生物学的アッ
セイを実施するための装置などの、バイオマーカーを測定するための前述の装置に関する
。
【００９３】
　先に言及した全ての参考文献は、その開示内容全体及び先の記述で明確に言及したその
具体的な開示内容に関して、参考により本明細書に組み込むものとする。
【００９４】
　以下の実施例は、本発明を説明する目的のためにすぎない。これらは、いかなる観点に
おいても本発明の範囲を限定するものと何ら解釈されるべきでない。
【実施例】
【００９５】
実施例:腎臓毒性に関連するバイオマーカー
　各5匹の雄及び雌ラットの群に、示した化合物(化合物、投与量及び投与詳細について以
下の表9を参照のこと)を28日間にわたって1日1回投与した。
【００９６】
　本研究の各投与群は、性別あたり5匹のラットからなっていた。それぞれ5匹の雄及び雌
の動物の追加的な群を対照とした。処理期間の開始前に、供給時に62～64日齢の動物を、
居住及び環境条件に7日間順応させた。動物集団の全ての動物を、同一の一定温度(20～24
±3℃)及び同一の一定湿度(30～70%)下で維持した。動物集団の動物は、不断給餌させた
。使用する餌には、化学物質又は微生物の混入物は基本的に含まれていなかった。飲料水
も自由に与えた。したがって、欧州飲料水指令(European Drinking Water Directive)98/
83/EGに規定されている通り、水には、化学物質及び微生物の混入物は含まれていなかっ
た。照明期間は、12時間明期、続いて12時間暗期(6:00から18:00までの12時間明期及び18
:00から6:00までの12時間暗期)とした。本研究は、ドイツ動物保護法及び欧州理事会指令
86/609/EEに従って、AAALACに認可された実験室で実施した。試験系は、げっ歯類での28
日間反復投与経口毒性試験について化学物質を試験するために、OECD 407指針に従ってア
レンジした。試験物質(表9の化合物)を、上の表に記載されるように用量決定し、投与し
た。
【００９７】
　7日目、14日目及び28日目の朝に、絶食させた麻酔下の動物の眼窩後静脈叢から採血し
た。抗凝血剤としてEDTAを用いて、各動物から1mlの血液を採取した。このサンプルを遠
心分離して、血漿を生成した。全ての血漿サンプルをN2雰囲気で覆い、次いで分析まで-8
0℃で保管した。
【００９８】
　質量分析に基づく代謝物プロファイリング分析のために、血漿サンプルを抽出し、極性
及び非極性(脂質)画分を得た。GC-MS分析のために、非極性画分を酸性条件下でメタノー
ルで処理して、脂肪酸メチルエステルを得た。O-メチル-ヒドロキシアミン塩酸塩及びピ
リジンを用いて両画分をさらに誘導体化してオキソ基をO-メチルオキシムに変換し、その
後にシリル化剤を用いて誘導体化してから分析した。LC-MS分析では、両画分を適切な溶
媒混合液中で再構成した。HPLCは、逆相分離カラムによって勾配溶出で実施した。WO2003
073464に記載されるように、フルスクリーン分析と並行して、標的及び高感度MRM(多重反
応モニタリング)プロファイリングを可能にする質量分析検出を適用した。
【００９９】
　ステロイド及びその代謝物は、オンラインのSPE-LC-MS(固相抽出LC-MS)によって測定し
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l Toxicology、26(1): 17～22))によって記載されるように、オンラインのSPE-LC-MSによ
って測定した。
【０１００】
　総合的な分析検証ステップに続いて、各アナライトに関するデータを、プールサンプル
由来のデータに対して標準化した。これらのサンプルは、プロセス変動を説明するために
、全プロセスを通して並行して処理した。性別、処理期間及び代謝物に対して特異的な処
理群値の有意性を、処理群の平均と対応する未処理の対照群の平均をWELCH試験を用いて
比較することによって判定し、対照に対する処理比及びP値を用いて定量化した。
【０１０１】
　毒性パターン毎の最も重要なバイオマーカーを、以下の表のアナライトの序列化によっ
て同定した。したがって、所与のパターンのリファレンス処理における代謝変化(表に示
す)を、関係のない処理における同一代謝物の変化と比較した。各代謝物について、リフ
ァレンス及び対照処理からT値を得て、Welch試験によって比較して、これら2群に有意差
があるかどうかを評価した。それぞれのT値の最大絶対値を選んで、そのパターンに対す
る最も重要な代謝物を示した。
【０１０２】
　ラットを処理した後の、腎臓毒性を示す血漿代謝物群の変化を以下の表に示す。
【表１ａ】

【表１ｂ】
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【表１ｃ】

【表１ｄ】

【表２ａ】
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【表２ｂ】

【表２ｃ】

【表２ｄ】
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【表３ａ】

【表３ｂ】
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【表３ｃ】

【表３ｄ】
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【表４ａ】

【表４ｂ】
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【表４ｃ】
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【表４ｄ】

【表５ａ】

【表５ｂ】
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【表６ａ】

【表６ｂ】

【表７ａ】
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【表７ｂ】

【表８ａ】

【表８ｂ】
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【表９】



(37) JP 2014-530350 A 2014.11.17

10

20



(38) JP 2014-530350 A 2014.11.17

10

20

30

【表１０】
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