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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における胎児性アルコールスペクトラム障害（ＦＡＳＤ）のインビトロ検出方法で
あって、以下の工程：
　ａ）前記対象由来の生体サンプル中の胎盤成長因子（ＰｌＧＦ）の量を測定する工程、
　ｂ）工程ａ）からのＰｌＧＦの量を参照と比較する工程（ここで、前記参照は健常個体
におけるＰｌＧＦの量の測定値である）、および
　ｃ）工程ａ）からのＰｌＧＦの量が前記参照よりも低い場合に前記対象においてＦＡＳ
Ｄを確定する工程
を含んでなる、方法。
【請求項２】
　工程ａ）からのＰｌＧＦの量が前記参照よりも低いことが、対象における脳血管の無秩
序化を示すことを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記生体サンプルが胎盤に由来することを特徴とする、請求項１または２に記載の方法
。
【請求項４】
　前記生体サンプルが臍帯血に由来することを特徴とする、請求項１～３のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項５】
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　ＰｌＧＦの量がＰｌＧＦ核酸の量を測定することにより決定されることを特徴とする、
請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　ＰｌＧＦの量が、ノーザンブロット、サザンブロット、ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、定量的
ＲＴ－ＰＣＲ、ＳＡＧＥおよびその派生法、核酸アレイ、組織アレイならびにＲＮＡ－Ｓ
ｅｑからなる群から選択される方法により測定されることを特徴とする、請求項１～５の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　核酸アレイが、ｃＤＮＡアレイ、オリゴヌクレオチドアレイおよびｍＲＮＡアレイから
なる群から選択される方法により測定されることを特徴とする、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　ＰｌＧＦの量がポリペプチドの量を測定することにより決定されることを特徴とする、
請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　ＰｌＧＦの量が、免疫組織学、免疫沈降、ウェスタンブロット、ドットブロット、ＥＬ
ＩＳＡまたはＥＬＩＳＰＯＴ、ＥＣＬＩＡ、タンパク質アレイ、抗体アレイまたは免疫組
織化学と組み合わせた組織アレイ、ＦＲＥＴまたはＢＲＥＴ技術、顕微鏡または組織化学
法、１以上の励起波長と好適な光学法の使用に基づく方法、蛍光、発光、化学発光、吸光
度、反射率、透過率、および複屈折または屈折率の検出、フローサイトメトリー、放射性
同位元素または磁気共鳴画像法、ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）
による分析、ＨＰＬＣ－質量分析および液体クロマトグラフィー－質量分析／質量分析（
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）から選択される方法により測定されることを特徴とする、請求項８に
記載の方法。
【請求項１０】
　顕微鏡または組織化学法が、共焦点顕微鏡および電子顕微鏡法から選択されることを特
徴とする、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　１以上の励起波長と好適な光学法の使用に基づく方法が、電気化学法、原子間力顕微鏡
、および無線周波数的方法からなる群から選択されることを特徴とする、請求項９に記載
の方法。
【請求項１２】
　ＰｌＧＦの量が、免疫沈降、免疫組織学、ウェスタンブロット、ドットブロット、ＥＬ
ＩＳＡまたはＥＬＩＳＰＯＴ、ＥＣＬＩＡ、タンパク質アレイ、抗体アレイまたは免疫組
織化学と組み合わせた組織アレイから選択される方法により決定されることを特徴とする
、請求項８または９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　ＰｌＧＦの量がウェスタンブロットまたはＥＬＩＳＡにより決定されることを特徴とす
る、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　ＰｌＧＦの量が対照マーカーに対して正規化されることを特徴とする、請求項１３に記
載の方法。
【請求項１５】
　前記対照マーカーが、Ｂ２Ｍ、ＴＦＲＣ、ＹＷＨＡＺ、ＲＰＬＯ、１８Ｓ、ＧＵＳＢ、
ＵＢＣ、ＴＢＰ、ＧＡＰＤＨ、ＰＰＩＡ、ＰＯＬＲ２Ａ、ＡＣＴＢ、ＰＧＫ１、ＨＰＲＴ
１、ＩＰＯ８およびＨＭＢＳからなる群から選択される遺伝子、または前記遺伝子の産物
から選択されるポリペプチドであることを特徴とする、請求項１４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
緒論
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　アルコールは、身体的および行動的催奇形物質である。ヒトでは、出生前のアルコール
暴露は脳の発達に変化を来すことがある。従って、妊娠中のアルコール摂取（胎児性アル
コール暴露）は、フランスおよび世界で、非遺伝的起源のハンディキャップ、特に、精神
遅滞の主要な原因である。
【０００２】
　この障害は、胎児が暴露した期間、血中アルコールレベル、遺伝因子および環境因子、
ならびに摂取パターン（慢性、暴飲）によって異なる。
【０００３】
　胎児性アルコール症候群(Foetal alcohol syndrome)（ＦＡＳ）は、胎児性アルコール
スペクトラム障害(foetal alcohol spectrum disorders)（ＦＡＳＤｓ）の最も極端な不
能病態である。これは発育不全（成長遅滞）、頭蓋顔面異形症、および認知機能障害（注
意、運動、学習または記憶障害）として表れる神経行動学的異常などの身体的異常を合わ
せたものである。ＦＡＳ児の診断は比較的容易である。それは形態異常に基づき、子宮内
または出生時に確定することができる。
【０００４】
　他方で、多くのＦＡＳＤ児は、ＦＡＳ児の形態異常を呈さず、このことが早期診断の機
会を減らしている。しかしながらやはり、これらの小児は欠陥がないわけではない。これ
らの無能力／ハンディキャップ（多動性、注意障害）が１歳で検出されれば、同時に極め
て貴重なケア月間が１歳から提供されていたかもしれない。これらの欠陥は、長期間、社
会的、職業的および家族的不能に関連する。従って、これらの小児の将来および彼らの就
労の見通しには深刻なリスクがある。出生時診断は、これらの小児が胎児期アルコール暴
露に関連する不能を可能な限り最大限に減らすために不可欠な早期介入を受けることを可
能とするであろう。
【０００５】
　これまでに、胎児期アルコール暴露のバイオマーカー、すなわち、その小児が胎児期に
アルコールに暴露されたかという問題に答えることを可能とするマーカーを同定するため
に多大な努力がなされてきた。
【０００６】
　しかしながら、この情報は、重要ではあるが、いくつかの理由で、それ自体が乳児に提
供されるケアを改善できるわけではない。第１に、アルコール毒性閾値が存在しない。言
い換えれば、記録された暴露が小児の発達障害に必ずしも関連しない。しかしながらやは
り、神経発達の重要な時期の暴露エピソードは影響が無いわけではなく、今や脆弱性とい
う枠組みの概念が広く受け入れられている。さらに、摂取パターンには劇的な違いがある
。例えば、青年期では、週末に暴飲するなどの摂取エピソードが男女とも急激に増える。
最後に、従って、開発された暴露バイオマーカーはほとんどの場合、慢性暴露を標的とし
たものであるので、偽陰性の典型的リスクがある。
【０００７】
　よって、子宮内アルコール暴露の影響を監視することを可能とするバイオマーカーを開
発する必要がある。
【発明の概要】
【０００８】
説明
　本発明は、胎児期アルコール暴露からの脳障害の胎盤バイオマーカーを開発する機会を
与える。従って、この種のバイオマーカーは、これまでには全く開発されてない。実際に
、現行の胎児期アルコールのバイオマーカーは、母親が妊娠中にアルコールを摂取したか
どうかまたは小児が子宮内で暴露されたかどうかを決定することを可能とする、いわゆる
「暴露」バイオマーカーである。しかしながら、最も重篤な症例（胎児性アルコール症候
群、ＦＡＳ）を除き、暴露バイオマーカーは、脳に対する子宮内アルコール暴露の影響を
確定することを可能とするものではない。これまでには、ほとんどのＦＡＳＤ児が早期診
断から漏れている。さらに、明白な経済的理由で、母親が妊娠中にアルコールを摂取した
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総ての小児に介入を提供することは不可能である。
【０００９】
　本発明は、従来技術のバイオマーカーとは異なり、胎児期アルコールの影響を監視する
ことを可能とする。実際に、本発明者らは、ＰｌＧＦのアッセイが、子宮内でアルコール
に暴露された小児において、脳障害を受けている小児を特定することを可能とすることを
示した。特に、ＰｌＧＦレベルは、小児が脳の血管新生の変化から生じる無秩序化された
脳血管を有するかどうかを示す。しかしながら、これまでには、これらの小児は早期診断
から漏れている。よって、本発明は、フランスでは出生１０００件当たり９例に相当し、
その臨床徴候（多動性、注意障害など）が遅れて（例えば、就学中の４～５歳の間に）初
めて検出されるＦＡＳＤ児に見られる早期診断の欠落を軽減する。よって、本発明は、こ
れらの小児に対する適当な介入を早期に提供することを可能とする。このケアは特に、脳
の可塑性が最大となる時期（幼児）に子供の運動、感覚および認知機能を刺激することか
らなる。
【００１０】
　従前の研究(Piia Vuorela et al., Alcoholism: Clinical and Experimental Research
, 2002)では、ＰｌＧＦレベルは、アルコール摂取妊婦の末梢血で測定され、禁酒妊婦の
それと比較された。この研究によれば、血清ＰｌＧＦ濃度は、妊娠第二期および第三期の
間にアルコールを摂取した妊婦では、禁酒妊婦に比べて増加する。
【００１１】
　Ｐｉｉａ　Ｖｕｏｒｅｌａらにより記載されたものとは対照的に、本発明の発明者らは
、妊娠中のアルコール摂取が胎児のＰｌＧＦ発現に低下を引き起こすことを示した。この
ＰｌＧＦレベルの低下は、胎児の脳血管新生誘導受容体の発現の低下および胎児の脳血管
新生の低下に関連する。胎児のアルコールの影響を模擬するＰｌＧＦレベルの低下の分子
的影響は、本発明の生理学的妥当性を示す。
【００１２】
　第１の態様によれば、本発明は、対象における胎児性アルコールスペクトラム障害（Ｆ
ＡＳＤ）のインビトロ（in vitro）診断方法であって、以下の工程：
　ａ）生体サンプル中のＰｌＧＦの量を測定する工程、および
　ｂ）胎児性アルコールスペクトラム障害を確定する工程
を含んでなる方法を目的とする。
【００１３】
　用語「ＰｌＧＦ」または「胎盤成長因子」（これらの用語は同義である）は、血管内皮
成長因子（ＶＥＧＦ）ファミリーのタンパク質を意味する。より詳しくは、ＰｌＧＦは、
本発明の意味の範囲内で、ＶＥＧＦ－Ａ（後にＶＥＧＦ－Ｒ１と同じ受容体として認識さ
れる）と類似性の高い１４９アミノ酸のタンパク質である。ＰｌＧＦは、胎盤により強く
発現されるが、胎児の脳では発現されない。Ｎ末端グリコシル化ＰｌＧＦは二量体の形態
で分泌され、血管新生を刺激する働きをする。用語「ＰｌＧＦ」は、特に、４つのアイソ
フォームＰｌＧＦ１～４の総てを意味し、ＰｌＧＦ－１とＰｌＧＦ－３はヘパリンと結合
しないアイソフォームであり、ＰｌＧＦ－２とＰｌＧＦ－４はヘパリンと結合するための
付加的ドメインを含む。いっそうより優先的には、「ＰｌＧＦ」は、配列が受託番号ＮＰ
＿００１２５８６３４として入手可能なマウスタンパク質または配列が受託番号ＮＰ＿０
０１１９３９４１．１として入手可能なヒトタンパク質を意味する。
【００１４】
　用語「胎児性アルコール症候群障害(foetal alcohol syndrome disorders)(ＦＡＳＤｓ
）」は、妊娠中のアルコール暴露から起こる小児の総ての障害を意味する。この用語は、
とりわけ、年齢とともに段階的に見られる総ての行動障害を含む。これらの障害を有する
小児は「ＦＡＳＤ児」と呼ばれる。それらの最も重篤な型において、ＦＡＳＤは胎児性ア
ルコール症候群（ＦＡＳ）に相当する。後者は頭蓋顔面異形症（短いアイスリット、平滑
で細長く平坦な鼻唇溝、および薄い上唇を含む）；出生前または出生直後またはその両方
であり得る非特異性成長遅滞（サイズまたは体重または頭囲）；および時として精神遅滞
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、より頻繁には学習障害により発現される神経発達障害として現れる。ＦＡＳに罹患して
いる小児は、「ＦＡＳ児」と呼ばれる。
【００１５】
　本発明者らは、アルコール暴露が脳血管の欠陥を引き起こすことを示した。用語「脳血
管の欠陥」は、本明細書で使用する場合、脳血管系の任意の変化、特に、前記血管系の機
能の変化または欠陥をもたらす変化を意味する。脳血管の欠陥は、本発明の意味の範囲内
で、特に脳血管系の無秩序化であり得る。より詳しくは、胎児期アルコールは、脳血管の
ランダム配向を誘導する。特定の実施形態によれば、胎児性アルコールスペクトラム障害
は、脳血管の欠陥に関連する。いっそうより詳しくは、前記胎児性アルコールスペクトラ
ム障害は、脳血管系の無秩序化に関連する。
【００１６】
　本発明によれば、用語「対象」は、ヒト、好ましくは、胚、胎児または小児を意味する
。用語「胚」は、本明細書で使用する場合、３か月齢未満の受精した卵母細胞を意味する
。用語「胎児」は、本明細書で使用する場合、出生前に採取された妊娠月齢が３～９か月
の間の個体を意味する。分娩後、対象は小児となる。本発明によれば、用語「小児」は、
３歳未満の個体を意味する。よって、本発明による小児を含んでなるカテゴリーは、０～
１か月齢の間の新生児；１か月齢～２歳の間の乳児；および２歳以上の小児自体を含む。
「新生児」は、本明細書で使用する場合、正期産児または未熟児であり得る。
【００１７】
　「胎児性アルコールスペクトラム障害を有する対象」または「ＦＡＳＤ対象」という表
現は、本明細書で使用する場合、子宮内でアルコールに暴露され、かつ、胎児性アルコー
ルスペクトラム障害に罹患しているか、または母親のアルコール摂取のために上記の影響
を含む胎児性アルコールスペクトラム障害に関連する病態の１つを発症する危険性のある
胚、胎児または対象、特に、ヒトを意味する。特に、ＦＡＳＤ対象は無秩序化された脳血
管を有し、前記の無秩序化は特に脳血管のランダム配向に関連する。
【００１８】
　本発明の方法は、脳血管を非侵襲的に予測することを可能にすることから特に有用であ
る。実際に、本発明の方法は、生体サンプル、特に、胎盤サンプルから、ＦＡＳＤリスク
のある対象を検出することを可能とし、これにより前記対象にケアを提供することが可能
となる。
【００１９】
　本発明によれば、用語「生体サンプル」は、対象から採取され得るいずれのサンプルも
意味する。あるいは、生体サンプルは、胎盤、特に、臍帯のサンプルである。実際に、Ｐ
ｌＧＦは、妊娠期間中、胎盤細胞により発現される。これにより、特に、対象が胚または
胎児である場合には、対象の完全性を侵害することなくＰｌＧＦをアッセイすることが可
能となる。一般に、生体サンプルは、本発明の生物学的マーカーの発現レベルを決定する
ことを可能とするものでなければならない。被験サンプルは、生物学的供給源から直接、
またはそのサンプルの性質を改質するための前処理の後に得たものを使用してよい。例え
ば、このような前処理は、血液からの血漿の調製、および粘稠な流体の希釈などを含み得
る。前処理法はまた、濾過、沈降、希釈、蒸留、混合、濃縮、破壊的成分の不活性化、試
薬の添加、溶解なども含み得る。加えて、液体媒体を形成するためまたは分析物を放出さ
せるために固体試験サンプルを改質することも有益であり得る。
【００２０】
　ＰｌＧＦタンパク質は、分泌タンパク質である(DeFalco, Exp Mol Med. 44(1): 1-9, 2
012)。前記バイオマーカーの発現レベルを決定するために好ましい生体サンプルは、特に
、血液、血漿またはリンパ液のサンプルを含んでなる。好ましくは、生体サンプルは血液
サンプルである。より好ましくは、生体サンプルは、胎盤血または臍帯血のサンプルであ
る。実際に、前記サンプルは、通常、分娩児に採取される。次に、血中のＰｌＧＦレベル
を測定するために胎盤血管の血液を得ることができる。これは胎児性アルコールスペクト
ラム障害、特に、脳障害の非侵襲的診断を可能とする。実際に、血中のＰｌＧＦの簡単な
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アッセイにより、子宮内アルコール暴露が特に、脳血管の無秩序化のためにＦＡＳＤを引
き起こしたどうかを決定することが可能となる。
【００２１】
　よって、本発明者らは、胎児のアルコール暴露を検出するにすぎない従来技術のバイオ
マーカーとは異なり、ＰｌＧＦは脳障害が起こったかどうかを決定することを可能とする
ことを示した。よって、ＰｌＧＦは、ＦＡＳＤの信頼性のあるバイオマーカーである。用
語「バイオマーカー」は、本出願の意味の範囲内で、通常の生物学的プロセス、病原論的
プロセスまたは治療的介入に対する薬理学的応答の指標として客観的に測定および評価さ
れる特徴的なものを意味する。よって、「バイオマーカー」は、様々な物質およびパラメ
ーターの全範囲を意味する。例えば、バイオマーカーは、その検出が特定の病的状態（例
えば、感染のマーカーとしての活性化されたＣタンパク質の存在）を示す物質、または逆
に、その検出が特定の生理状態を示す物質であり得る。本発明によるバイオマーカーは、
優先的には、遺伝子、前記遺伝子の転写産物および前記遺伝子の転写産物に由来するペプ
チドなどの遺伝子産物、脂質、糖または代謝産物である。
【００２２】
　本発明のある実施形態によれば、バイオマーカーは、その発現、特に、発現レベルの変
化が、子宮内アルコール暴露から起こる小児の生理状態と相関する、遺伝子、転写産物も
しくはペプチドなどの遺伝子産物、脂質、糖または代謝産物である。特定の実施形態によ
れば、バイオマーカーは、成長因子活性を有するペプチドである。
【００２３】
　本発明による候補バイオマーカーは、好ましくは、遺伝子マーカー、タンパク質マーカ
ー、脂質マーカーまたは代謝マーカーである。これらの種のマーカーのそれぞれについて
、前記バイオマーカーの発現を測定するため、従って、子宮内でアルコールに暴露された
小児と健康な小児、すなわち、アルコールに暴露されなかった小児の間の発現の差を特定
するために当業者が自由に使える方法がいくつかある。
【００２４】
　第１の実施形態では、前記マーカーは、遺伝子マーカーまたはタンパク質マーカーであ
る。
【００２５】
　この場合、本発明の方法は、皮膚細胞のサンプル採取とＰｌＧＦ発現の測定の間に１以
上の中間工程を含んでなり得、前記工程は、前記胎盤サンプルからのｍＲＮＡ（または対
応するｃＤＮＡ）サンプルまたはタンパク質サンプルの抽出に相当する。次に、これをＰ
ｌＧＦ発現の測定に直接使用することができる。細胞サンプルからのｍＲＮＡ（およびそ
のｃＤＮＡへの逆転写）またはタンパク質の沈降および抽出は当業者に周知の常法である
。
【００２６】
　ｍＲＮＡ（または対応するｃＤＮＡ）またはタンパク質のサンプルが得られれば、Ｐｌ
ＧＦ発現を、ｍＲＮＡ（すなわち、そのサンプル中に存在する全ｍＲＮＡまたはｃＤＮＡ
）に関して、またはタンパク質（すなわち、そのサンプル中に存在する全タンパク質）に
関して測定することができる。これを達成するために使用される方法は、変換の種類（ｍ
ＲＮＡ、ｃＤＮＡまたはタンパク質）および得られるサンプルの種類によって異なる。
【００２７】
　ＰｌＧＦ発現がｍＲＮＡ（または対応するｃＤＮＡ）に関して測定される場合、当業者
により慣用されるいずれの技術を用いてもよい。遺伝子発現レベルを分析するためのこれ
らの技術、例えば、トランスクリプトーム分析には、ポリメラーゼ連鎖反応（ＤＮＡで出
発する場合にはＰＣＲ）、逆転写ＰＣＲ（ＲＮＡで出発する場合にはＲＴ－ＰＣＲ）およ
び定量的ＲＴ－ＰＣＲ、またはさらなるハイスループットのための核酸アレイ（ＤＮＡア
レイおよびオリゴヌクレオチドアレイを含む）などの周知の方法が含まれる。
【００２８】
　用語「核酸アレイ」は、本明細書で使用する場合、マイクロアレイ、スライドガラス、
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またはミクロスフェアサイズのビーズであり得る基質に結合されたいくつかの異なる核酸
プローブを意味する。マイクロアレイは、ポリマー、プラスチック、樹脂、多糖類、シリ
カもしくはシリカ含有材料、炭素、金属、無機ガラスまたはニトロセルロースから構成さ
れ得る。
【００２９】
　プローブは、ｃＤＮＡ（ｃＤＮＡアレイ）、ｍＲＮＡ（ｍＲＮＡアレイ）またはオリゴ
ヌクレオチド（オリゴヌクレオチドアレイ）などの核酸であり得、前記オリゴヌクレオチ
ドは一般に、おおよそ２５～６０のヌクレオチド長を有する。
【００３０】
　特定の遺伝子の発現プロフィールを決定するためには、前記遺伝子の全部または一部に
対応する核酸を標識した後、ハイブリダイゼーション条件下で前記アレイと接触させると
、前記標識標的核酸と、そのアレイの表面に結合されたこの核酸と相補的なプローブとの
間の複合体の形成に至る。その後、標識されたハイブリッド複合体の存在を検出する。
【００３１】
　これらの技術は、生体サンプル（細胞、組織など）中の特に一遺伝子、または数遺伝子
、さらにはゲノムの全遺伝子（全ゲノムまたは全トランスクリプトーム）の発現レベルを
監視することを可能とする。これらの技術は当業者により慣例的に使用されているので、
本明細書ではそれらを詳説する必要はない。遺伝子発現分析（ｃＤＮＡアレイ）および定
量的ＰＣＲに基づく本発明の実装形態の例は、実験の節に記載する。
【００３２】
　あるいは、サンプル中のｍＲＮＡの量に基づいて遺伝子発現を決定することを可能とす
るいずれの現行のまたは今後の技術も使用可能である。例えば、当業者ならば、例えば、
ノーザンブロット（ｍＲＮＡの場合）またはサザンブロット（ｃＤＮＡの場合）を用いた
標識核酸プローブとのハイブリダイゼーションによるだけでなく、シリアル・アナリシス
・オブ・ジーン・エクスプレション(serial analysis of gene expression)（ＳＡＧＥ）
およびその派生法、例えば、ＬｏｎｇＳＡＧＥ、ＳｕｐｅｒＳＡＧＥ、ＤｅｅｐＳＡＧＥ
などの技術により遺伝子発現を測定することができる。また、組織マイクロアレイ（ＴＭ
Ａ）を使用することも可能である。一般に組織アレイとともに使用される検査には、免疫
組織化学および蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションが含まれる。ｍＲＮＡレベル
の分析のために、組織アレイを蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションと組み合わせ
てもよい。最後に、サンプル中のｍＲＮＡの量を決定するためにマッシブリー・パラレル
・シークエンシング(massively parallel sequencing)（ＲＮＡ－Ｓｅｑ、または全トラ
ンスクリプトームショットガンシークエンシング）を使用することが可能である。このた
めに、マッシブリー・パラレル・シークエンシングのいくつかの方法が利用できる。この
ような方法は、例えば、米国特許第４，８８２，１２７号；同第４，８４９，０７７号；
同第７，５５６，９２２号；同第６，７２３，５１３号；ＷＯ０３／０６６８９６；ＷＯ
２００７／１１１９２４；ＵＳ２００８／００２０３９２；ＷＯ２００６／０８４１３２
；ＵＳ２００９／０１８６３４９；ＵＳ２００９／０１８１８６０；ＵＳ２００９／０１
８１３８５；ＵＳ２００６／０２７５７８２；ＥＰ－Ｂ１－１１４１３９９；Shendure a
nd Ji, Nat Biotechnol., 26(10): 1135-45. 2008; Pihlak et al., Nat Biotechnol., 2
6(6): 676-684, 2008; Fuller et al., Natural Biotechnol., 27(11): 1013-1023, 2009
; Mardis, Genome Med., 1(4): 40, 2009; Metzker, Natural Rev. Genet., 11(1): 31-4
6, 2010に記載されている。
【００３３】
　マーカーの発現がタンパク質に関して測定される場合、特に、免疫沈降、免疫組織学、
ウェスタンブロット、ドットブロット、ＥＬＩＳＡまたはＥＬＩＳＰＯＴ、電気化学発光
（ＥＣＬＩＡ）を用いた免疫検査、タンパク質アレイ、抗体アレイまたは免疫組織化学と
組み合わせた組織アレイなどの周知の技術で、特異的抗体を使用することが可能である。
使用可能な他の技術には、ＦＲＥＴまたはＢＲＥＴ技術、顕微鏡または組織化学法（特に
、共焦点顕微鏡および電子顕微鏡法を含む）、１以上の励起波長と好適な光学法の使用に
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基づく方法、例えば、電気化学法（ボルタンメトリーおよびアンペロメトリー技術）、原
子間力顕微鏡、および無線周波数的方法、例えば、多極共鳴分光法、共焦点および非共焦
点、蛍光、発光、化学発光、吸光度、反射率、透過率、および複屈折または屈折率の検出
（例えば、表面プラズモン共鳴、偏光解析法または共振ミラー法など）、フローサイトメ
トリー、放射性同位元素または磁気共鳴画像法、ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥ）による分析、ＨＰＬＣ－質量分析および液体クロマトグラフィー－質量分
析／質量分析（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）が含まれる。これらの技術は総て当業者に周知であり
、本明細書でそれらを詳説する必要はない。
【００３４】
　好ましくは、ＰｌＧＦ発現は、タンパク質に関して測定される。より好ましくは、Ｐｌ
ＧＦ発現は、特に、免疫沈降、免疫組織学、電気化学発光（ＥＣＬＩＡ）、ウェスタンブ
ロット、ドットブロット、ＥＬＩＳＡまたはＥＬＩＳＰＯＴ、アレイ、抗体アレイまたは
免疫組織化学と組み合わせたタンパク質組織アレイなどの周知の技術で、前記バイオマー
カーを認識する特異的抗体を使用する検査を用いて測定される。ＰｌＧＦに対する抗体は
市販されており（例えば、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、Ａｂｃａｍ
などを参照）、本発明の方法で使用可能である。いっそうより好ましくは、ＰｌＧＦ発現
は、ウェスタンブロットまたはＥＬＩＳＡにより測定される。
【００３５】
　本発明の優先的実施形態では、本方法の工程ａ）で得られたＰｌＧＦレベルを参照レベ
ルと比較することが有用であり得る。
【００３６】
　「生物学的マーカーの参照発現レベル」は、本出願の意味の範囲内で、参照として使用
される、前記マーカーのいずれの発現レベルも意味する。例えば、参照発現レベルは、健
常対象由来の生体サンプル、例えば、健常対象、すなわち、子宮内でアルコールに暴露さ
れていない対象由来の胎盤における、対象とするマーカーの発現レベルを測定することに
より得ることができる。この場合、工程ａ）からのＰｌＧＦレベルが参照レベルよりも低
いことがＦＡＳＤを示す。特に、本発明者らは、健常対象よりも低いＰｌＧＦレベルが脳
血管組織の欠陥を示すことを示した。
【００３７】
　本発明の有利な実施形態によれば、候補マーカーの発現は、対照マーカーの発現に対し
て正規化される。本発明による「対照マーカー」は、その発現が関係する細胞種およびド
ナーの齢に関わらず同一であるマーカーである。特定の実施形態によれば、候補バイオマ
ーカーは遺伝子マーカーまたはタンパク質マーカーであり、対照マーカーは、対象の齢に
依存せずに総ての細胞種で発現される遺伝子、またはそのタンパク質産物である。より詳
しい実施形態では、前記対照マーカーは、ハウスキーピング遺伝子または前記ハウスキー
ピング遺伝子のタンパク質産物である。ハウスキーピング遺伝子は、総ての細胞種で発現
され、細胞の生存に必要な基本的機能を提供する遺伝子である。ヒトハウスキーピング遺
伝子の一覧は、例えば、Eisenberg et al., (Trends in Genetics 19:362-365, 2003)に
見出せる。好ましいハウスキーピング遺伝子は、本発明によれば、Ｂ２Ｍ、ＴＦＲＣ、Ｙ
ＷＨＡＺ、ＲＰＬＯ、１８Ｓ、ＧＵＳＢ、ＵＢＣ、ＴＢＰ、ＧＡＰＤＨ、ＰＰＩＡ、ＰＯ
ＬＲ２Ａ、ＡＣＴＢ、ＰＧＫ１、ＨＰＲＴ１、ＩＰＯ８およびＨＭＢＳからなる群から選
択される遺伝子である。
【００３８】
　本発明の方法は、早期齢からの非侵襲的診断を行うことを可能とするので特に有用であ
る。よって、子宮アルコール暴露後に脳障害を受けたと診断された小児に、早期かつ迅速
なケアを提供することができる。早期ケアはより良好な機能的および認知的回復につなが
ることが示されている(Toutain et al., Psychotropes, 13: 49-68, 2007)。
【００３９】
　別の態様によれば、本発明は、対象において胎児性アルコールスペクトラム障害を治療
する方法を目的とする。前記方法は、以下の工程：
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　ａ）前記対象において上記の方法のいずれか１つによりＦＡＳＤを診断する工程；およ
び
　ｂ）工程ａ）が、前記対象がＦＡＳＤを有するという結論を出せば、前記対象を治療す
る工程
を含んでなる。
【００４０】
　用語「治療」は、本明細書で使用する場合、ＦＡＳＤの症状または原因を軽減または根
絶することを可能とするいずれの行為も意味する。治療は、本発明の意味の範囲内で、薬
理学的物質および／または精神治療的処置を投じることを含んでなり得る。
【００４１】
　以下、例により本発明をより厳密に説明する。これらの例は、特に断りのない限り、限
定を意図するものではなく例として本明細書に示される。
【図面の簡単な説明】
【００４２】
【図１】Ｅ２０マウス胚における皮質血管新生に及ぼす子宮内アルコール暴露の影響。Ａ
、Ｂ：対照動物（Ａ）およびアルコール暴露動物（Ｂ）における皮質微小血管組織に及ぼ
すＧＤ１５からＧＤ２０までの胎児期アルコール暴露の影響。脳微小血管を、抗ＣＤ３１
免疫組織化学を用いて可視化した。矢印は、「対照」群における放射状配向を有する脳微
小血管を示す。「アルコール」群には放射状組織が無いことに注意。Ｉ－ＶＩ：皮質層；
ＣＣ：脳梁。Ｃ：ＧＤ２０胎児の未熟皮質における皮質微小血管の配向（角度クラス）の
分布。統計分析はχ２検定を用いて行った。Ｄ：ＧＤ２０におけるＣＤ３１の皮質発現に
及ぼす妊娠最終週中の胎児期アルコール暴露の影響のウェスタンブロットによる定量。ｎ
ｓ　対応のないｔ検定を用いて「対照」群と比較。
【図２】Ｅ２０マウス胚におけるＶＥＧＦ／ＰｌＧＦファミリーメンバーの発現に及ぼす
子宮内アルコール暴露の影響。Ａ～Ｅ：「対照」および「アルコール」群の皮質における
ＶＥＧＦ－Ａ（Ａ）、ＰｌＧＦ（Ｂ）、ｓＶＥＧＦ－Ｒ１（Ｃ）、ｍＶＥＧＦ－Ｒ１（Ｄ
）およびＶＥＧＦ－Ｒ２タンパク質レベルのウェスタンブロットによる定量。Ｆ：「対照
」群のＥ２０胚の皮質および胎盤におけるＰｌＧＦタンパク質レベルのウェスタンブロッ
トによる比較。＊＊＊ｐ＜０．００１　対応のないｔ検定を用いて「対照」群と比較。
【図３】ＧＤ２０マウスにおける胎盤の超微細構造の特徴に及ぼす子宮内アルコール暴露
の影響。Ａ：胎盤の層構造に及ぼすアルコール暴露の影響のクレシルバイオレット染色に
よる観察。胎盤の母体側が上である。アルコールは接合層および迷路層の分離に影響を及
ぼす（点線）。Ｂ：ライへルト膜厚に及ぼすアルコールの影響の画像解析による定量。Ｃ
、Ｄ：「対照」群（Ｃ）および「アルコール」群（Ｄ）における巨大栄養膜層の低倍率で
の観察。巨大栄養膜を矢印で示す。それらは「対照」群の胎盤では典型的な長方形である
が、「アルコール」群では円形である。Ｅ～Ｈ：「対照」群（Ｅ、Ｇ）および「アルコー
ル」群（Ｆ、Ｈ）における巨大栄養膜の細胞形態および密着結合の存在（矢印）を示す、
中倍率（Ｅ、Ｆ）および高倍率（Ｇ、Ｈ）での電子顕微鏡により得たれた画像。密着結合
（星印）は、アルコール処置動物ではもはや見られない。ＥおよびＦの挿入は、それぞれ
ＧおよびＨにおいてより高倍率で観察した区域を示す。Ｄ：母体の脱落膜；Ｊ：接合層；
Ｌ：迷路層；Ｔｇ：巨大栄養膜層。＊＊＊ｐ＜０．００１　対応のないｔ検定を用いて「
対照」群と比較。
【図４】胎盤関門および胎盤エネルギー代謝に関与するタンパク質の発現に及ぼす子宮内
アルコール暴露の影響。Ａ、Ｂ：「対照」群（Ａ）および「アルコール」群（Ｂ）のマウ
スの胎盤迷路層におけるＺＯ－１タンパク質の免疫組織化学的観察。ＺＯ－１タンパク質
は、「対照」群ではドット群を形成しているように見える（矢印）が、「アルコール」群
では染色は散在している。栄養膜層は、グルコース輸送体Ｇｌｕｔ－１との免疫反応性に
より可視化した。核はヘキストで染色した。Ｃ：「対照」胎盤の迷路層におけるモノカル
ボン酸ＭＣＴ－１およびグルコース輸送体に対する抗体による二重染色。Ｇｌｕｔ－１と
は対照的に、ＭＣＴ－１の発現は、合胞体性栄養膜の母体層に関連している。核はヘキス
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トで染色した。Ｄ：「対照」群および「アルコール」群の胎盤におけるＺＯ－１およびＭ
ＣＴ－１タンパク質発現レベルのウェスタンブロットによる定量。＊ｐ＜０．０５、＊＊

ｐ＜０．０１　対応のないｔ検定を用いて「対照」群と比較。
【図５】マウス胎盤におけるＶＥＧＦ／ＰｌＧＦファミリーメンバーの発現に及ぼす子宮
内アルコール暴露の影響。Ａ～Ｆ：ＧＤ２０におけるＶＥＧＦ－Ａ（Ａ）、ＰｌＧＦ（Ｂ
）、ｓＶＥＧＦ－Ｒ１（Ｃ）、ｍＶＥＧＦ－Ｒ１（Ｄ）、ＶＥＧＦ－Ｒ２（Ｅ）およびＣ
Ｄ３１（Ｆ）の胎盤発現に及ぼす妊娠最終週中のアルコール暴露の影響のウェスタンブロ
ットによる定量。Ｇ、Ｈ：Ｇｌｕｔ－１で標識された胎盤合胞体性栄養膜層（Ｈ）におけ
るＶＥＧＦ－Ｒ２（Ｇ）分布を示す免疫組織化学的染色。核をヘキストで染色した。＊ｐ
＜０．０５　対応のないｔ検定を使用して「対照」群と比較。
【図６】胎盤から胎児脳へ子宮内注入したエバンスブルーの拡散。Ａ、Ｂ：ＧＤ１５にお
ける妊娠マウスの胎盤にマイクロインジェクションにより投与されたエバンスブルーの可
視化の経時的推移。蛍光はＵＶ照射（Ａ）により検出し、偽カラースケール（Ｂ）を用い
て表す。Ｃ、Ｄ：ＧＤ１５における胎盤マイクロインジェクション後の胎児脳におけるエ
バンスブルー蛍光の可視化の経時的推移。蛍光はＵＶ照射（Ｃ）により検出し、偽カラー
スケール（Ｄ）を用いて表す。Ｅ、Ｆ：胎盤（Ｅ）、次いで、対応する胎児の脳（Ｆ）に
おける、注入したエバンスブルーのシグナルの５９５ｎｍでの吸光度の分光光度測定によ
る定量の経時的推移。Ｇ：ＧＤ１５の妊娠マウスの胎盤にヒトＰｌＧＦを注入した３０分
後のマウス胎児脳におけるｈＰｌＧＦのＥＬＩＳＡ定量。＊ｐ＜０．０５　対応のないｔ
検定を用いて「対照」群と比較。
【図７】脳ＶＥＧＦ－Ｒ１レベルに及ぼす子宮内トランスフェクションによる胎盤ＰｌＧ
Ｆの抑制の影響。Ａ：ＧＤ１５の妊娠マウスの胎盤におけるｅＧＦＰコードプラスミドの
子宮内トランスフェクション４８時間後のｅＧＦＰ発現を示す顕微鏡写真。Ｂ、Ｃ：ｅＧ
ＦＰ蛍光（Ｂ）がＧｌｕｔ－１で標識された胎児栄養膜層に主要に関連していることを示
す三重染色ｅＧＦＰ／Ｇｌｕｔ－１／ヘキスト（Ｃ；矢印の先）。母体栄養膜層（これも
またＧｌｕｔ－１で標識される）はトランスフェクトされない。胎児栄養膜層は、胎児循
環に特徴的な有核赤血球の存在により識別される（矢印）。Ｄ：非トランスフェクト（Ｓ
ｈ－／ＧＦＰ－）、ＧＦＰトランスフェクト（Ｓｈ－／ＧＦＰ＋）およびｓｈＰｌＧＦ／
ＧＦＰトランスフェクト（Ｓｈ＋／ＧＦＰ＋）動物の胎盤におけるＰｌＧＦ、ＧＦＰおよ
びアクチンタンパク質のウェスタンブロットによる可視化。Ｅ、Ｆ：非トランスフェクト
（Ｓｈ－／ＧＦＰ－）、ＧＦＰトランスフェクト（Ｓｈ－／ＧＦＰ＋）およびｓｈＰｌＧ
Ｆ／ＧＦＰトランスフェクト（Ｓｈ＋／ＧＦＰ＋）動物の胎盤におけるＰｌＧＦ（Ｅ）お
よびＧＦＰ（Ｆ）発現レベルのウェスタンブロットによる定量。Ｇ：非トランスフェクト
（Ｓｈ－／ＧＦＰ－）、ＧＦＰトランスフェクト（Ｓｈ－／ＧＦＰ＋）およびｓｈＰｌＧ
Ｆ／ＧＦＰトランスフェクト（Ｓｈ＋／ＧＦＰ＋）胎盤からの胎児脳におけるＶＥＧＦ－
Ｒ１発現レベルのウェスタンブロットによる定量。＊ｐ＜０．０５　ＡＮＯＶＡとその後
のテューキーＨＳＤ多重比較検定を用いて「Ｓｈ－／ＧＦＰ－」群と比較。
【図８】妊娠第２０週～第２５週のヒト胎盤に及ぼす子宮内アルコール暴露の影響の形態
計測的特徴。Ａ、Ｂ：妊娠第２０週から第２５週（ＷＧ）未満の「対照」群（Ａ）および
「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群（Ｂ）の胎盤絨毛（青）に存在する微小血管（褐色）を可視化す
るための抗ＣＤ３１免疫組織化学染色およびトルイジンブルー対比染色。Ｃ：２０から２
５ＷＧ未満の「対照」群および「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群の胎盤における、サイズにより分
類された絨毛のパーセンテージ。Ｄ：２０から２５ＷＧ未満の「対照」群および「ＦＡＳ
／ｐＦＡＳ」群の胎盤における絨毛サイズによる血管分布。Ｅ：２０から２５ＷＧ未満の
「対照」群および「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群の胎盤における絨毛サイズによる血管表面積。
＊ｐ＜０．０５　対応のないｔ検定を用いて「対照」群と比較。
【図９】妊娠第２５週～第３５週のヒト胎盤に及ぼす子宮内アルコール暴露の影響の形態
計測的特徴。Ａ、Ｂ：２５から３５ＷＧ未満の「対照」群（Ａ）および「ＦＡＳ／ｐＦＡ
Ｓ」群（Ｂ）の胎盤絨毛（青）に存在する微小血管（褐色）を可視化するための抗ＣＤ３
１免疫組織化学染色およびトルイジンブルー染色。Ｃ：２５から３５ＷＧ未満の「対照」
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群および「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群の胎盤における、サイズにより分類された絨毛のパーセ
ンテージ。Ｄ：２５から３５ＷＧ未満の「対照」群および「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群の胎盤
における絨毛サイズによる血管分布。Ｅ：２５から３５ＷＧ未満の「対照」群および「Ｆ
ＡＳ／ｐＦＡＳ」群の胎盤における絨毛サイズによる血管表面積。＊ｐ＜０．０５　対応
のないｔ検定を用いて「対照」群と比較。
【図１０】妊娠第３５週～第４２週のヒト胎盤に及ぼす子宮内アルコール暴露の影響の形
態計測的特徴。Ａ、Ｂ：３５から４２ＷＧ未満の「対照」群（Ａ）および「ＦＡＳ／ｐＦ
ＡＳ」群（Ｂ）の胎盤絨毛（青）に存在する微小血管（褐色）を可視化するための抗ＣＤ
３１免疫組織化学染色およびトルイジンブルー染色。抗ＣＤ３１免疫組織化学染色および
トルイジンブルー染色。「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群では、微小血管の管腔面積が大幅に減少
している。Ｃ：３５から４２ＷＧ未満の「対照」群および「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群の胎盤
における、サイズにより分類された絨毛のパーセンテージ。Ｄ：３５から４２ＷＧ未満の
「対照」群および「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群の胎盤における絨毛サイズによる血管分布。Ｅ
：３５から４２ＷＧ未満の「対照」群および「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群の胎盤における絨毛
サイズによる血管表面積。＊ｐ＜０．０５　対応のないｔ検定を用いて「対照」群と比較
。
【図１１】ヒト胎盤における絨毛および血管密度に及ぼす子宮内アルコール暴露の影響の
経時的推移ならびに血管新生誘導タンパク質およびエネルギー代謝のウェスタンブロット
の特徴。Ａ：２０から２５ＷＧ未満、２５～３５ＷＧ未満、および３５から４２ＷＧ未満
の「対照」群（Ａ）および「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群（Ｂ）の胎盤における絨毛密度の変化
。Ｂ：２０から２５ＷＧ未満、２５～３５ＷＧ未満、および３５から４２ＷＧ未満の「対
照」群（Ａ）および「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群（Ｂ）の胎盤における血管密度の変化。＃ｐ
＜０．０５、＃＃ｐ＜０．０１　グラフに示されるように「対照」群との比較。＊ｐ＜０
．０５、＊＊＊ｐ＜０．００１　所与の妊娠齢の群に関する「対照」群と「アルコール」
群の比較。Ｃ～Ｈ：「対照」群および「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群の胎盤におけるＺＯ－１（
Ｃ）、ＭＣＴ－１（Ｄ）、ＰｌＧＦ（Ｅ）、ＶＥＧＦ－Ａ（Ｆ）、ＶＥＧＦ－Ｒ１（Ｇ）
およびＶＥＧＦ－Ｒ２（Ｈ）タンパク質レベルのウェスタンブロットによる定量。＊ｐ＜
０．０５　対応のないｔ検定を用いて「対照」群と比較。
【図１２】ヒト胎児に見られる子宮内アルコール暴露により誘発された脳および胎盤障害
の比較および統計学的相関。Ａ～Ｈ：　２２ＷＧ（Ａ、Ｅ）および３１ＷＧ（Ｃ、Ｇ）の
「対照」群患者の脳（Ａ、Ｄ）および胎盤（Ｅ、Ｈ）における血管組織、ならびに２１Ｗ
Ｇ（Ｂ、Ｆ）および３３ＷＧ（Ｄ、Ｈ）の「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群の患者の脳（Ｂ、Ｄ）
および胎盤（Ｆ、Ｈ）における血管組織。Ｉ、Ｊ：「対照」群（Ｉ）およびＦＡＳ／ｐＦ
ＡＳ群（Ｊ）の患者における無秩序な皮質血管と胎盤血管密度の間の統計学的相関。
【実施例】
【００４３】
子宮内アルコール暴露後の脳血管新生異常
脳血管系発達に及ぼす子宮内アルコール暴露の影響
　本発明者らは、従前に、出生前のアルコール暴露が脳血管の無秩序化を誘発することを
示した。特に、アルコールの影響は、放射状配向を有する皮質血管の数の有意な減少およ
びランダム配向を有する微小血管の数の増加に関連している（図１）。マウスで行った研
究と並行して、ヒトでの脳微小血管系の分析は、マウスと同様に、「対照」群で放射状配
向を有する皮質微小血管が、「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群では完全に無秩序化されていること
を示した（図１２およびＪｅｇｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２）。
【００４４】
マウスにおける血管系に典型的な遺伝子の発現に及ぼす子宮内アルコール暴露の影響
　定量的ＲＴ－ＰＣＲ（ｍＲＮＡ）およびウェスタンブロット（タンパク質）試験から、
ＶＥＧＦ－ＡまたはＰｌＧＦなどの因子の血管新生誘導効果の中継ぎをするＶＥＧＦ－Ｒ
１およびＶＥＧＦ－Ｒ２受容体のレベルの顕著な調節不全が明らかになった。よって、脳
血管系異常は脳血管新生誘導受容体の調節不全に関連している（図２およびＪｅｇｏｕ　
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ｅｔ　ａｌ．，２０１２）。
【００４５】
子宮内アルコール暴露後の胎盤血管新生の異常
　マウス（図３～５）およびヒト（図８～１０）で、免疫組織化学的アプローチを、特に
、胎盤絨毛の密度およびサイズ、血管の密度および表面積、ならびに絨毛当たりの血管の
割合を含んでなる形態計測的分析と組み合わせて、種々の胎盤パラメーターを試験した。
これらのパラメーターを測定し、対照個体からの３４胎盤と子宮内アルコール暴露個体か
らの３６胎盤とで比較した。胎盤を、脳研究に相当する３つの月齢群に分けた（Ｊｅｇｏ
ｕ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２）。月齢群２０から２５ＷＧ未満、２５から３５ＷＧ未満、
および３５から４２ＷＧ未満に関する結果を本明細書に示す。
【００４６】
　特に、形態計測的分析は、絨毛サイズおよび血管表面積による胎盤血管の分布がアルコ
ール暴露により有意に影響を受けることを示す（図１１）。さらに、「月齢」因子を考慮
した血管密度の縦断的解析は、「対照」群で、胎盤血管新生が月齢群２０から２５ＷＧ未
満と２５から３５ＷＧ未満の間で著しく増加することを示す。この高い胎盤血管新生は、
多量の酸素および栄養素を要する妊娠第３期の著しい脳発達により説明される。他方、胎
児期アルコールは、胎盤血管密度の停滞または低下を誘発する（図１１）。
【００４７】
　結論として、本結果は、アルコール暴露対象では大脳皮質と同様にヒト胎盤にも血管異
常が存在することを示す。よって、これらの結果は、脳障害と胎盤血管新生障害の間に相
関があるという仮説を裏付ける。
【００４８】
胎盤血管異常と脳血管異常の間の相関の証明
　子宮内アルコール暴露後のヒトに見られる胎盤血管異常および脳血管異常は、因果関係
のない完全に独立したプロセスの結果であるかもしれないし、あるいは逆に密接に連関し
ているかもしれない。ＰｌＧＦの供給源はユニークであり、胎盤起源であるという事実は
、第２の仮説を支持するものである。しかしながら、脳血管の欠陥と胎盤血管の欠陥の間
の関連を示すために、本発明者らは、「対照」群の対照と「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群の個体
のべつの対象で相関試験を行った（図１２）。
【００４９】
　これらの結果は、「対照」群では、胎盤の血管新生の増加は皮質血管の放射状組織（Ｒ
２　０．４７１９）に影響を及ぼさないことを示す。他方、「ＦＡＳ／ｐＦＡＳ」群に見
られる胎盤の血管新生の欠如は、皮質血管のランダム配向（Ｒ２　０．９９９５）と密接
に相関している。よって、胎盤の血管変化と脳の血管変化の間には有意性の高い相互作用
が存在する。
【００５０】
胎盤ＰｌＧＦとその脳受容体の間の機能的関連の証明
　妊娠（ＧＤ１５）マウスの胎盤に子宮内投与された蛍光分子は、２０～３０分後に胎児
の脳に見られる（図６）。加えて、マウスの胎盤に注入された組換えヒトＰｌＧＦは、３
０分後に胎児の脳においてＥＬＩＳＡにより検出される（図６）。これらのデータは、胎
盤分子、特に、ＰｌＧＦが胎児の脳に到達し得ることを示す。
【００５１】
　マウスＰｌＧＦに関する子宮内胎盤トランスフェクションをｓｈＲＮＡにより無効化す
ると、４８時間に胎盤ＰｌＧＦタンパク質レベルの抑制がもたらされる（図７）。この影
響は、脳レベルでＶＥＧＦ－Ｒ１受容体タンパク質レベルの低下に関連している（図７）
。これらの結果は、ｉ）胎盤ＰｌＧＦの特異的抑制が脳受容体の発現に直接影響を及ぼす
こと、ｉｉ）胎盤ＰｌＧＦの特異的抑制が脳ＶＥＧＦ－Ｒ１発現に及ぼすアルコールの影
響を模倣すること（図２および７）を示す。
【００５２】
脳障害のバイオマーカーである胎盤因子の同定
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　上記の相関試験は、胎児期アルコール暴露により誘発される胎盤血管の欠陥が脳血管の
欠陥に直接関連していることを初めて示す。結局のところ、血管新生における役割が証明
される胎盤因子が脳血管の欠陥の候補バイオマーカーとなる。
【００５３】
　血管新生の因子または血管系の特異的タンパク質のいずれかであることが知られている
タンパク質の発現レベルを、ウェスタンブロットにより定量した。この研究は動物（マウ
ス；胎盤／脳）およびヒト（胎盤）で行った。
【００５４】
　マウスでは、胎盤ＶＥＧＦ－ＡおよびＰｌＧＦの発現レベルの定量は、（生物において
は胎盤が唯一の供給源である；図５）単独の有意な低下を示す。並行して、ＶＥＧＦ－Ａ
およびＰｌＧＦ受容体の定量は、ＶＥＧＦ－Ｒ１（ユニークなＰｌＧＦ受容体）の発現は
胎盤および脳の両方で低下することを示す（図２および５）。この極めて顕著な低下は５
０％程度である。次に脳におけるＶＥＧＦ－Ｒ２の発現は影響を受けない。さらに、胎盤
および血液脳関門の確立に関与する血管ＺＯ－１タンパク質を定量したところ、胎盤にお
いて著しく低下していた（図４）。
【００５５】
　マウスで行った試験と並行して、母体アルコール暴露が証明され、子供が生存していた
ヒト胎盤でタンパク質発現の分析を行った。本発明者らは、７つの「対照」胎盤および６
つの「アルコール」胎盤を回収し、マウスにおいて同定された候補マーカーをウェスタン
ブロットにより定量した。これらの結果は、「アルコール」群では、マウスの場合の同様
に、ＰｌＧＦ発現およびＺＯ－１発現が極めて著しく低下していることを示す（図１１）
。これらのデータは、胎盤および脳において見られた胎児期アルコールの影響はマウスお
よびヒトの２つの異なる種で見られることを示す。
【００５６】
２群の患者（対照と子宮内アルコール暴露）からの臍帯血、胎盤および母体血液における
ＰｌＧＦ濃度の評価
　この臨床試験の主要な目的は、臍帯および胎盤のＰｌＧＦ濃度を２群の患者間で比較す
ること、ならびに両群の患者の２歳および６歳時の神経発達の追跡調査を行うことである
。第１の群では、患者は子宮内でアルコールに暴露された。第２の群は、子宮内でアルコ
ール暴露されなかった患者の対照群である。
【００５７】
　本臨床試験は以下の目的を持つ：
・母体血液のＰｌＧＦ濃度の比較；
・小児の出生時の神経学的臨床検査；
・２歳時の、神経発達を評価するための、特に年齢ステージ質問紙(Ages and Stages Que
stionnaire)（ＡＳＱ）による、小児科診察における追跡調査、および
・６歳時の、親向け質問紙および神経心理学的評価による、神経発達を評価するための小
児科診察における追跡調査。
【００５８】
　本臨床試験では、妊娠中にアルコールを摂取した３０名の女性および３０名の禁酒女性
（対照群）を調査した。調査した女性は総て少なくとも１８歳であり、同意プロトコルに
署名した。
【００５９】
　記録した妊娠中のアルコール摂取は、妊娠中、週に少なくとも３０ｇのアルコールの慢
性摂取または急性の暴飲型摂取（２５ｃＬの４．５°ビール、１０ｃＬの１２°ワイン、
３ｃＬのウイスキー、７ｃＬのシェリーなどに相当する１０ｇ単位の純水アルコールによ
る）である。
【００６０】
　対照群では、妊娠中、アルコール摂取無しと記録される。
【００６１】
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　各群３０名の患者は、検定力８０％では、ＰｌＧＦレベルに４．７ｐｇ／ｄＬの違いを
示す必要がある。
【００６２】
　臍帯血および胎盤におけるＰｌＧＦのアッセイは、臍帯血および胎盤のサンプル（対照
群とアルコール暴露群）に対する電気化学発光イムノアッセイ（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎ
ｏｓｔｉｃｓにより入手可能なＰｌＧＦの自動ＥＣＬＩＡ分析（Ｃｏｂａｓ　ｅ４１１　
Ａｎａｌｙｚｅｒ））により行われる。
【００６３】
　臍帯血および胎盤の組織サンプルを採取し、次いで、冷凍し、－８０℃で保存する。そ
の後、組織抽出物に対する血液および胎盤ＰｌＧＦの定量を行う。
【００６４】
　出産からの排出体に対する臨床検査（体重、身長、頭囲、体軸および末梢の緊張、反応
性、原始反射、姿勢適応、ＦＡＳを示唆する顔面異形、潜在的奇形）を行う。
【００６５】
　２歳および６歳時の小児の追跡調査は、認知発達および行動障害を対象として行う。
【００６６】
　２歳時の診察では、体重、身長および頭囲（ＨＣ）が測定される。ＡＳＱが記入され、
神経学的検査（脳奇形を検査するための脳ＭＲＩ）および顔面異形の徴候の評価が行われ
る。眼科医による網膜血管の血管剛性の検査も行われる。
【００６７】
　６歳時の診察では、体重、身長およびＨＣが測定され、神経発達スケール（ＷＩＳＣ　
ＩＶおよびＮＥＰＳＹ）を用いた神経学的および神経心理学的検査が行われる。この診察
の際に、コナーズの親および教師質問紙(Conners parent and teacher questionnaires)
（多動性スクリーニングのため）および親向けの社会的コミュニケーション質問紙(socia
l communication questionnaires)（ＳＣＱ）（行動に関する）も記入される。
【００６８】
　両群とも、出生時、２歳時および６歳時に、臨床検査（行動、眼の追跡－注視、体軸お
よび末梢の緊張、神経運動評価、伸長反射、奇形を調べるための精密身体検査）および臨
床関連領域の検査（眼底、脳ＭＲＩ、親向けＡＳＱ、ＷＩＳＣ　ＩＶおよびＮＥＰＳＹ発
達尺度、親および教師向けのコナーズおよびＳＣＱ質問紙）が行われる。
【００６９】
　これら２群の患者を、マン・ホイットニーノンパラメトリック検定を用いて比較する。
５％の有意閾値を設定する。
【００７０】
　得られた結果は予想されたものに一致する。
【００７１】
結論
　本発明者らによりマウスおよびヒトで得られた種々の結果に照らせば、以下のことが明
らかである。
　ｉ）胎児期アルコール暴露は、脳の血管新生および脳血管系の組織化に影響を及ぼす。
　ｉｉ）これらの脳の変化は、胎盤血管の異常と相関している。
　ｉｉｉ）胎盤血管新生誘導因子は、胎児の脳に到達し得る。
　ｉｖ）ＦＡＳＤ児の脳の血管新生の神経発達的異常は、胎盤ＰｌＧＦ／脳ＶＥＧＦ－Ｒ
１系の調節不全に関連している。
　ｖ）胎盤でのＰｌＧＦの無効化は、脳ＶＥＧＦ－Ｒ１に及ぼす胎児期アルコール暴露の
影響を再現する。
　ｖｉ）胎児期アルコール暴露後の胎盤ＰｌＧＦレベルの調節不全は、脳障害を予測する
ことを可能とする。
　ｖｉｉ）胎盤タンパク質因子ＰｌＧＦは、子宮内アルコール暴露により誘発される脳障
害のバイオマーカーとして同定された。
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