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(57)【要約】
本発明は、子癇前症（ＰＥ）を有するか、または発症す
る素因がある女性を確実に同定するための非侵襲性アッ
セイを提供する。本方法は、被験体から得られた試験試
料においてアネキシンＡ２（ＡＮＸＡ２）のレベルを測
定するステップ、および試験試料におけるＡＮＸＡ２の
レベルが対照試料に対して減少している場合、子癇前症
を有するか、または子癇前症を発症するリスクが高いと
被験体を同定するステップを含む。ＰＥを有するか、ま
たは子癇前症を発症するリスクが高いと同定された被験
体を処置するための方法もまた提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　子癇前症を処置するための方法であって、
　被験体から得られた試験試料においてアネキシンＡ２（ＡＮＸＡ２）のレベルを測定す
ることにより、前記被験体が子癇前症を発症するリスクが高いかどうかを決定するステッ
プ、
　前記試験試料における前記ＡＮＸＡ２のレベルをＡＮＸＡ２の対照レベルと比較して、
前記被験体が子癇前症を発症するリスクが高いかどうかを決定するステップ、および
　子癇前症を発症するリスクが高いと決定された前記被験体に、有効量のグリコサミノグ
リカンを投与するステップ
を含む、方法。
【請求項２】
　前記被験体が子癇前症の病歴をもたない、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記試料が、子宮内膜組織、子宮内膜間質細胞、および子宮内膜液の試料からなる群よ
り選択される、請求項１～２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４】
　前記ＡＮＸＡ２の対照レベルが、妊娠に成功したことがあり、かつ子癇前症の病歴をも
たない被験体から導かれる、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記グリコサミノグリカンが、低分子量ヘパリン、ヘパラン硫酸、化学修飾されたヘパ
リンまたはヘパラン硫酸、低分子量デルマタン硫酸、およびそれらの混合物からなる群よ
り選択される、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記ＡＮＸＡ２のレベルが、ＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロット、および免疫組織化学染
色からなる群より選択される免疫アッセイを使用して決定される、請求項１～５のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記被験体が妊娠していることがわかっている、請求項１～６のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項８】
　前記被験体が妊娠しようと試みている、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　子癇前症を診断するか、または子癇前症の診断を補助するための方法であって、
　被験体から得られた試験試料においてアネキシンＡ２（ＡＮＸＡ２）のレベルを測定す
るステップ、および
　前記試験試料における前記ＡＮＸＡ２のレベルをＡＮＸＡ２の対照レベルと比較して、
前記被験体が子癇前症を発症するリスクが高いかどうかを決定するステップ
を含む、方法。
【請求項１０】
　前記被験体が子癇前症の病歴をもたない、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記試料が、子宮内膜組織、子宮内膜間質細胞、および子宮内膜液の試料からなる群よ
り選択される、請求項９～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　対照試料が、妊娠に成功したことがあり、かつ子癇前症の病歴をもたない被験体から得
られる、請求項９～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記ＡＮＸＡ２のレベルが、ＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロット、および免疫組織化学染
色からなる群より選択される免疫アッセイを使用して決定される、請求項９～１２のいず
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れか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記被験体が妊娠していることがわかっている、請求項９～１３のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１５】
　前記被験体が妊娠しようと試みている、請求項９～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　子癇前症を処置するための方法であって、
　現在、子癇前症を有していない被験体の子宮内膜液試料を得るステップであって、前記
被験体が妊娠しているか、または前記被験体が妊娠する計画を有する、ステップ、
　前記子宮内膜液試料においてＡＮＸＡ２のレベルを決定するアッセイを実施するステッ
プ、
　前記子宮内膜液試料中の前記ＡＮＸＡ２のレベルをＡＮＸＡ２の対照レベルと比較して
、前記被験体が子癇前症を発症するリスクが高いかどうかを決定するステップ、および
　前記被験体が子癇前症を発症するリスクが高いと決定された場合には、有効量のグリコ
サミノグリカンを前記被験体に投与するステップ
を含む、方法。
【請求項１７】
　前記被験体が子癇前症の病歴をもたない、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記ＡＮＸＡ２の対照レベルが、妊娠に成功したことがあり、かつ子癇前症の病歴をも
たない被験体から導かれる、請求項１６～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記グリコサミノグリカンが、低分子量ヘパリン、ヘパラン硫酸、化学修飾されたヘパ
リンまたはヘパラン硫酸、低分子量デルマタン硫酸、およびそれらの混合物からなる群よ
り選択される、請求項１６～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記ＡＮＸＡ２のレベルが、ＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロット、および免疫組織化学染
色からなる群より選択される免疫アッセイを使用して決定される、請求項１６～１９のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　子癇前症を処置するための方法であって、
　ＡＮＸＡ２の対照レベルと比較して低レベルのＡＮＸＡ２を有し、妊娠する計画を有し
、かつ子癇前症の病歴をもたない被験体を同定するステップ、および
　グリコサミノグリカンを、前記被験体において前記ＡＮＸＡ２のレベルを上昇させるの
に十分な量で前記被験体に投与するステップ
を含む、方法。
【請求項２２】
　前記ＡＮＸＡ２の対照レベルが、妊娠に成功したことがあり、かつ子癇前症の病歴をも
たない被験体から導かれる、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記グリコサミノグリカンが、低分子量ヘパリン、ヘパラン硫酸、化学修飾されたヘパ
リンまたはヘパラン硫酸、低分子量デルマタン硫酸、およびそれらの混合物からなる群よ
り選択される、請求項２１～２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記ＡＮＸＡ２のレベルが、ＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロット、および免疫組織化学染
色からなる群より選択される免疫アッセイを使用して決定される、請求項２１～２３のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　子癇前症についてのグリコサミノグリカン治療の効力を評価するための方法であって、
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　子癇前症を有するか、または子癇前症を発症するリスクが高い被験体を有効量のグリコ
サミノグリカンで処置するステップ、
　グリコサミノグリカンでの前記処置前および前記処置後、前記被験体から得られた試験
試料においてアネキシンＡ２（ＡＮＸＡ２）のレベルを測定するステップであって、処置
前の前記レベルに対する処置後の前記ＡＮＸＡ２のレベルの増加が、前記グリコサミノグ
リカン治療が有効であることを示す、ステップ
を含む、方法。
【請求項２６】
　前記グリコサミノグリカンが、低分子量ヘパリン、ヘパラン硫酸、化学修飾されたヘパ
リンまたはヘパラン硫酸、低分子量デルマタン硫酸、およびそれらの混合物からなる群よ
り選択される、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記ＡＮＸＡ２のレベルが、ＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロット、および免疫組織化学染
色からなる群より選択される免疫アッセイを使用して決定される、請求項２５～２６のい
ずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　この出願は、米国特許法§１１９（ｅ）の下、２０１４年３月２１日に出願された米国
仮出願第６１／９６８，７２８号および２０１４年３月２４日に出願された米国仮出願第
６１／９６９，５２０号（これらの内容は、それらの全体が参考として本明細書に援用さ
れる）の利益を主張する。
【０００２】
　本発明は、一般的に、子癇前症についてのバイオマーカー、およびこの疾患を処置する
ための方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　子癇前症（ＰＥ）は、妊産婦および胎児の罹患および死亡の主な原因であり、妊娠の４
％～８％を冒し、１年あたり世界中で８百万人超の症例を引き起こしている。臨床的には
、子癇前症は、高血圧、蛋白尿、浮腫、ならびに一部の患者においては、ＨＥＬＬＰ症候
群および子癇の存在によって定義される。子癇前症を正確に予測することができるマーカ
ーを開発するために多大な努力がなされてきた。母体の子宮動脈における生化学的マーカ
ーおよび血流のドップラー超音波測定が広範囲に試験されているが、これまで、これらの
どれも広汎な臨床的使用の達成に至っていない（Ｃｏｎｄｅ－Ａｇｕｄｅｌｏら、Ｏｂｓ
ｔｅｔ　Ｇｅｎｅｒａｌ　２００４年、１０４巻、１３６７～９１頁）。子癇前症を予測
するための信頼でき、かつ臨床的に有用なマーカーを開発するための必要性が依然として
ある。子癇前症を発症するリスクがある妊婦を同定し得ることにより、子癇前症発症を防
ぐのに有効であることが公知である予防薬の使用が可能になり得る。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｃｏｎｄｅ－Ａｇｕｄｅｌｏら、Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｅｎｅｒａｌ（２０
０４年）１０４巻、１３６７～９１頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、ＰＥを発症する素因がある女性を確実に同定するための非侵襲性アッセイを
提供する。これにより、ＰＥを防ぎ、または軽減する適切な治療での早期介入が可能にな
る。本発明は、子宮内膜のアネキシンＡ２（ＡＮＸＡ２）レベルが、正常に（健康に）妊
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娠した女性におけるレベルと比較して、以前の妊娠において子癇前症（ＰＥ）を有した女
性において減少しているという発見に、少なくとも部分的に、基づいている。
【０００６】
　本発明の一部の態様によれば、子癇前症を処置するための方法が提供される。本方法は
、被験体から得られた試験試料においてアネキシンＡ２（ＡＮＸＡ２）のレベルを測定す
ることにより、被験体が子癇前症を発症するリスクが高いかどうかを決定するステップ、
試験試料におけるＡＮＸＡ２のレベルをＡＮＸＡ２の対照レベルと比較して、被験体が子
癇前症を発症するリスクが高いかどうかを決定するステップ、および子癇前症を発症する
リスクが高いと決定された被験体に、有効量のグリコサミノグリカンを投与するステップ
を含む。
【０００７】
　一部の実施形態では、被験体は子癇前症の病歴をもたない。一部の実施形態では、試料
は、子宮内膜組織、子宮内膜間質細胞、および子宮内膜液（ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　ｆ
ｌｕｉｄ）の試料からなる群より選択される。一部の実施形態では、ＡＮＸＡ２の対照レ
ベルは、妊娠に成功したことがあり、かつ子癇前症の病歴をもたない被験体から導かれる
。一部の実施形態では、グリコサミノグリカンは、低分子量ヘパリン、ヘパラン硫酸、化
学修飾されたヘパリンまたはヘパラン硫酸、低分子量デルマタン硫酸、およびそれらの混
合物からなる群より選択される。一部の実施形態では、ＡＮＸＡ２のレベルは、ＥＬＩＳ
Ａ、ウェスタンブロット、および免疫組織化学染色からなる群より選択される免疫アッセ
イを使用して決定される。一部の実施形態では、被験体は、妊娠していることがわかって
いる。一部の実施形態では、被験体は、妊娠しようと試みている。
【０００８】
　本発明の一部の態様は、子癇前症を診断するか、または子癇前症の診断を補助するため
の方法を提供する。本方法は、被験体から得られた試験試料においてアネキシンＡ２（Ａ
ＮＸＡ２）のレベルを測定するステップ、および試験試料におけるＡＮＸＡ２のレベルを
ＡＮＸＡ２の対照レベルと比較して、被験体が子癇前症を発症するリスクが高いかどうか
を決定するステップを含む。
【０００９】
　一部の実施形態では、被験体は子癇前症の病歴をもたない。一部の実施形態では、試料
は、子宮内膜組織、子宮内膜間質細胞、および子宮内膜液の試料からなる群より選択され
る。一部の実施形態では、対照試料は、妊娠に成功したことがあり、かつ子癇前症の病歴
をもたない被験体から得られる。一部の実施形態では、ＡＮＸＡ２のレベルは、ＥＬＩＳ
Ａ、ウェスタンブロット、および免疫組織化学染色からなる群より選択される免疫アッセ
イを使用して決定される。一部の実施形態では、被験体は、妊娠していることがわかって
いる。一部の実施形態では、被験体は、妊娠しようと試みている。
【００１０】
　本発明の一部の態様は、子癇前症を処置するための方法を提供する。本方法は、現在、
子癇前症を有していない被験体の子宮内膜液試料を得るステップであって、被験体が妊娠
しているか、または被験体が妊娠する計画を有する、ステップ、子宮内膜液試料において
ＡＮＸＡ２のレベルを決定するアッセイを実施するステップ、子宮内膜液試料におけるＡ
ＮＸＡ２のレベルをＡＮＸＡ２の対照レベルと比較して、被験体が子癇前症を発症するリ
スクが高いかどうかを決定するステップ、および被験体が子癇前症を発症するリスクが高
いと決定された場合には、有効量のグリコサミノグリカンを被験体に投与するステップを
含む。
【００１１】
　一部の実施形態では、被験体は子癇前症の病歴をもたない。一部の実施形態では、ＡＮ
ＸＡ２の対照レベルは、妊娠に成功したことがあり、かつ子癇前症の病歴をもたない被験
体から導かれる。一部の実施形態では、グリコサミノグリカンは、低分子量ヘパリン、ヘ
パラン硫酸、化学修飾されたヘパリンまたはヘパラン硫酸、低分子量デルマタン硫酸、お
よびそれらの混合物からなる群より選択される。一部の実施形態では、ＡＮＸＡ２のレベ
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ルは、ＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロット、および免疫組織化学染色からなる群より選択さ
れる免疫アッセイを使用して決定される。
【００１２】
　本発明の一部の態様は、子癇前症を処置するための方法を提供する。本方法は、ＡＮＸ
Ａ２の対照レベルと比較して低レベルのＡＮＸＡ２を有し、妊娠する計画を有し、かつ子
癇前症の病歴をもたない被験体を同定するステップ、およびグリコサミノグリカンを、被
験体においてＡＮＸＡ２のレベルを上昇させるのに十分な量で被験体に投与するステップ
を含む。
【００１３】
　一部の実施形態では、ＡＮＸＡ２の対照レベルは、妊娠に成功したことがあり、かつ子
癇前症の病歴をもたない被験体から導かれる。一部の実施形態では、グリコサミノグリカ
ンは、低分子量ヘパリン、ヘパラン硫酸、化学修飾されたヘパリンまたはヘパラン硫酸、
低分子量デルマタン硫酸、およびそれらの混合物からなる群より選択される。一部の実施
形態では、ＡＮＸＡ２のレベルは、ＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロット、および免疫組織化
学染色からなる群より選択される免疫アッセイを使用して決定される。
【００１４】
　本発明の一部の態様は、子癇前症についてのグリコサミノグリカン治療の効力を評価す
るための方法を提供する。本方法は、子癇前症を有するか、または子癇前症を発症するリ
スクが高い被験体を有効量のグリコサミノグリカンで処置するステップ、グリコサミノグ
リカンでの処置前および処置後、被験体から得られた試験試料においてアネキシンＡ２（
ＡＮＸＡ２）のレベルを測定するステップであって、処置前のレベルに対する処置後のＡ
ＮＸＡ２のレベルの増加が、グリコサミノグリカン治療が有効であることを示すステップ
を含む。
【００１５】
　一部の実施形態では、グリコサミノグリカンは、低分子量ヘパリン、ヘパラン硫酸、化
学修飾されたヘパリンまたはヘパラン硫酸、低分子量デルマタン硫酸、およびそれらの混
合物からなる群より選択される。一部の実施形態では、ＡＮＸＡ２のレベルは、ＥＬＩＳ
Ａ、ウェスタンブロット、および免疫組織化学染色からなる群より選択される免疫アッセ
イを使用して決定される。
【００１６】
　本発明の限定のそれぞれは、本発明の様々な実施形態を包含し得る。したがって、任意
の１つの要素または要素の組合せを含む本発明の限定のそれぞれが、本発明の各態様に含
まれ得ることは予想される。この発明は、それの出願において、以下の説明に示され、ま
たは図面に図示された構築の詳細および構成要素の配置に限定されない。本発明は、他の
実施形態を含むことができ、かつ様々な様式で実施、または実行することができる。また
、本明細書で使用される語句および用語は、説明のためであり、限定としてみなされるべ
きではない。本明細書における「を含むこと（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「を含むこと（
ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、または「有すること（ｈａｖｉｎｇ）」、「含有すること（
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」、「含むこと（ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ）」、およびその変形の使
用は、その後に列挙された項目およびその等価物、加えて追加の項目を包含することを意
図される。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１Ａ】図１は、以前の妊娠においてｓＰＥを患ったことがある患者におけるｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏでのｈＥＳＣ脱落膜化（ｄｅｃｉｄｕａｌｉｚａｔｉｏｎ）を示す。図１Ａおよ
び１Ｂは、以前の妊娠において重篤な子癇前症（ｓＰＥ）を患ったことがある女性（ｎ＝
１３）および対照患者（非ＰＥ）（ｎ＝１３）由来の、脱落膜対非脱落膜ｈＥＳＣにおい
てＥＬＩＳＡによって測定されたプロラクチンおよびＩＧＦＢＰ－１分泌を示す。プロラ
クチンおよびＩＧＦＢＰ－１分泌は、非脱落膜（黒色バー）および脱落膜化（灰色バー）
におけるｎｇ／ｍｌ（平均値±ｓｄ）として提示され、中央値がグラフ上に図式化された
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。図１Ｂは、ＥＬＩＳＡによって測定されたＩＧＦＢＰ－１分泌を示す。図１Ｃは、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏ脱落膜化がｓＰＥおよび非ＰＥ由来のｈＥＳＣに誘導された場合の、非脱落
膜ｈＥＳＣと比較した、Ｆ－アクチンリモデリングを示す。＊、Ｐ＜０．０５；＊＊、Ｐ
＜０．００５　。
【図１Ｂ】図１は、以前の妊娠においてｓＰＥを患ったことがある患者におけるｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏでのｈＥＳＣ脱落膜化を示す。図１Ａおよび１Ｂは、以前の妊娠において重篤な
子癇前症（ｓＰＥ）を患ったことがある女性（ｎ＝１３）および対照患者（非ＰＥ）（ｎ
＝１３）由来の、脱落膜対非脱落膜ｈＥＳＣにおいてＥＬＩＳＡによって測定されたプロ
ラクチンおよびＩＧＦＢＰ－１分泌を示す。プロラクチンおよびＩＧＦＢＰ－１分泌は、
非脱落膜（黒色バー）および脱落膜化（灰色バー）におけるｎｇ／ｍｌ（平均値±ｓｄ）
として提示され、中央値がグラフ上に図式化された。図１Ｂは、ＥＬＩＳＡによって測定
されたＩＧＦＢＰ－１分泌を示す。図１Ｃは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化がｓＰＥおよび
非ＰＥ由来のｈＥＳＣに誘導された場合の、非脱落膜ｈＥＳＣと比較した、Ｆ－アクチン
リモデリングを示す。＊、Ｐ＜０．０５；＊＊、Ｐ＜０．００５　。
【図１Ｃ】図１は、以前の妊娠においてｓＰＥを患ったことがある患者におけるｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏでのｈＥＳＣ脱落膜化を示す。図１Ａおよび１Ｂは、以前の妊娠において重篤な
子癇前症（ｓＰＥ）を患ったことがある女性（ｎ＝１３）および対照患者（非ＰＥ）（ｎ
＝１３）由来の、脱落膜対非脱落膜ｈＥＳＣにおいてＥＬＩＳＡによって測定されたプロ
ラクチンおよびＩＧＦＢＰ－１分泌を示す。プロラクチンおよびＩＧＦＢＰ－１分泌は、
非脱落膜（黒色バー）および脱落膜化（灰色バー）におけるｎｇ／ｍｌ（平均値±ｓｄ）
として提示され、中央値がグラフ上に図式化された。図１Ｂは、ＥＬＩＳＡによって測定
されたＩＧＦＢＰ－１分泌を示す。図１Ｃは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化がｓＰＥおよび
非ＰＥ由来のｈＥＳＣに誘導された場合の、非脱落膜ｈＥＳＣと比較した、Ｆ－アクチン
リモデリングを示す。＊、Ｐ＜０．０５；＊＊、Ｐ＜０．００５　。
【図２－１】図２は、ｓＰＥにおけるＡＮＸＡ２の免疫組織化学およびウェスタンブロッ
ト分析を示す。図２Ａは、ＳＤＳ－ＰＡＧＥに供され、ＡＮＸＡ２抗体でイムノブロッテ
ィングされた、重篤な子癇前症（ｓＰＥ）の子宮内膜の生検材料から抽出された細胞内総
タンパク質、およびハウスキーピングタンパク質、β－アクチンを示す。ＡＮＸＡ２の濃
度測定分析を、３つの異なる実験から実施し、ＧＡＰＤＨで正規化した。図２Ｂは、非Ｐ
ＥおよびｓＰＥ子宮内膜組織において観察されたＡＮＸＡ２含有量の染色プロフィールを
示す。図２Ｃは、ｓＰＥおよび非ＰＥ患者のｈＥＳＣ脱落膜化および非脱落膜化子宮内膜
から得られた細胞内総タンパク質抽出物のＡＮＸＡ２ウェスタンブロットおよび濃度測定
分析を示す。図２Ｄは、タンパク質抽出物および馴化培地ｈＥＳＣ、それぞれの細胞内Ａ
ＮＸＡ２分析および細胞外ＡＮＸＡ２分析を示す。ＡＮＸＡ２タンパク質を、ＥＬＩＳＡ
により測定し、３つの異なる実験からのｎｇ／ｍＬ（平均値±ｓｄ）として表した。＊、
Ｐ＜０．０５；＊＊、Ｐ＜０．００５　。
【図２－２】図２は、ｓＰＥにおけるＡＮＸＡ２の免疫組織化学およびウェスタンブロッ
ト分析を示す。図２Ａは、ＳＤＳ－ＰＡＧＥに供され、ＡＮＸＡ２抗体でイムノブロッテ
ィングされた、重篤な子癇前症（ｓＰＥ）の子宮内膜の生検材料から抽出された細胞内総
タンパク質、およびハウスキーピングタンパク質、β－アクチンを示す。ＡＮＸＡ２の濃
度測定分析を、３つの異なる実験から実施し、ＧＡＰＤＨで正規化した。図２Ｂは、非Ｐ
ＥおよびｓＰＥ子宮内膜組織において観察されたＡＮＸＡ２含有量の染色プロフィールを
示す。図２Ｃは、ｓＰＥおよび非ＰＥ患者のｈＥＳＣ脱落膜化および非脱落膜化子宮内膜
から得られた細胞内総タンパク質抽出物のＡＮＸＡ２ウェスタンブロットおよび濃度測定
分析を示す。図２Ｄは、タンパク質抽出物および馴化培地ｈＥＳＣ、それぞれの細胞内Ａ
ＮＸＡ２分析および細胞外ＡＮＸＡ２分析を示す。ＡＮＸＡ２タンパク質を、ＥＬＩＳＡ
により測定し、３つの異なる実験からのｎｇ／ｍＬ（平均値±ｓｄ）として表した。＊、
Ｐ＜０．０５；＊＊、Ｐ＜０．００５　。
【図２－３】図２は、ｓＰＥにおけるＡＮＸＡ２の免疫組織化学およびウェスタンブロッ
ト分析を示す。図２Ａは、ＳＤＳ－ＰＡＧＥに供され、ＡＮＸＡ２抗体でイムノブロッテ
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ィングされた、重篤な子癇前症（ｓＰＥ）の子宮内膜の生検材料から抽出された細胞内総
タンパク質、およびハウスキーピングタンパク質、β－アクチンを示す。ＡＮＸＡ２の濃
度測定分析を、３つの異なる実験から実施し、ＧＡＰＤＨで正規化した。図２Ｂは、非Ｐ
ＥおよびｓＰＥ子宮内膜組織において観察されたＡＮＸＡ２含有量の染色プロフィールを
示す。図２Ｃは、ｓＰＥおよび非ＰＥ患者のｈＥＳＣ脱落膜化および非脱落膜化子宮内膜
から得られた細胞内総タンパク質抽出物のＡＮＸＡ２ウェスタンブロットおよび濃度測定
分析を示す。図２Ｄは、タンパク質抽出物および馴化培地ｈＥＳＣ、それぞれの細胞内Ａ
ＮＸＡ２分析および細胞外ＡＮＸＡ２分析を示す。ＡＮＸＡ２タンパク質を、ＥＬＩＳＡ
により測定し、３つの異なる実験からのｎｇ／ｍＬ（平均値±ｓｄ）として表した。＊、
Ｐ＜０．０５；＊＊、Ｐ＜０．００５　。
【図３－１】図３は、ＡＮＸＡ２阻害のｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化への効果を示す。図３
Ａは、非処理ｈＥＳＣと比較した、２つの系：Ｐ４＋Ｅ２およびｃＡＭＰ＋ＭＰＡによる
脱落膜ｈＥＳＣのＡＮＸＡ２ウェスタンブロットおよび濃度測定分析を示す。図３Ｂは、
３つの異なる実験における、ＥＬＩＳＡにより測定された、脱落膜化し、かつ処理されて
いないｈＥＳＣの馴化培地における細胞外ＡＮＸＡ２レベルを示す。対照細胞（トランス
フェクションされていない）、スクランブル配列（対照ｓｉＲＮＡ）をトランスフェクシ
ョンされた細胞、またはＡＮＸＡ２特異的ｓｉＲＮＡ（ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ）をトラ
ンスフェクションされた細胞のｍＲＮＡ（図３Ｃ）およびタンパク質のＡＮＸＡ２レベル
（図３Ｄ）を、ＲＴ－ＰＣＲおよびウェスタンブロット分析により評価した。図３Ｅおよ
び３Ｆは、対照およびＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ阻害ｈＥＳＣの馴化培地におけるＥＬＩＳ
Ａにより測定されたＰＲＬおよびＩＧＦＢＰ－１レベルを示す。図３Ｇは、ローダミンフ
ァロイジン染色により可視化された、対照、対照ｓｉＲＮＡ、およびＡＮＸＡ２阻害ｈＥ
ＳＣにおけるＦ－アクチン構造を示す。図３Ｈは、ｉｎ　ｖｉｖｏアッセイにより分析さ
れたＧ－アクチン（可溶性）、Ｆ－アクチン（線維状）、および総アクチン画分を示し、
その結果は、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣおよび対照ｈＥＳＣにおけるウェスタンブロット分
析により観察された。濃度測定分析を、３つの異なる実験から実施し、Ｇ／Ｆアクチン比
として表し、総アクチンで正規化した。
【図３－２】図３は、ＡＮＸＡ２阻害のｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化への効果を示す。図３
Ａは、非処理ｈＥＳＣと比較した、２つの系：Ｐ４＋Ｅ２およびｃＡＭＰ＋ＭＰＡによる
脱落膜ｈＥＳＣのＡＮＸＡ２ウェスタンブロットおよび濃度測定分析を示す。図３Ｂは、
３つの異なる実験における、ＥＬＩＳＡにより測定された、脱落膜化し、かつ処理されて
いないｈＥＳＣの馴化培地における細胞外ＡＮＸＡ２レベルを示す。対照細胞（トランス
フェクションされていない）、スクランブル配列（対照ｓｉＲＮＡ）をトランスフェクシ
ョンされた細胞、またはＡＮＸＡ２特異的ｓｉＲＮＡ（ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ）をトラ
ンスフェクションされた細胞のｍＲＮＡ（図３Ｃ）およびタンパク質のＡＮＸＡ２レベル
（図３Ｄ）を、ＲＴ－ＰＣＲおよびウェスタンブロット分析により評価した。図３Ｅおよ
び３Ｆは、対照およびＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ阻害ｈＥＳＣの馴化培地におけるＥＬＩＳ
Ａにより測定されたＰＲＬおよびＩＧＦＢＰ－１レベルを示す。図３Ｇは、ローダミンフ
ァロイジン染色により可視化された、対照、対照ｓｉＲＮＡ、およびＡＮＸＡ２阻害ｈＥ
ＳＣにおけるＦ－アクチン構造を示す。図３Ｈは、ｉｎ　ｖｉｖｏアッセイにより分析さ
れたＧ－アクチン（可溶性）、Ｆ－アクチン（線維状）、および総アクチン画分を示し、
その結果は、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣおよび対照ｈＥＳＣにおけるウェスタンブロット分
析により観察された。濃度測定分析を、３つの異なる実験から実施し、Ｇ／Ｆアクチン比
として表し、総アクチンで正規化した。
【図３－３】図３は、ＡＮＸＡ２阻害のｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化への効果を示す。図３
Ａは、非処理ｈＥＳＣと比較した、２つの系：Ｐ４＋Ｅ２およびｃＡＭＰ＋ＭＰＡによる
脱落膜ｈＥＳＣのＡＮＸＡ２ウェスタンブロットおよび濃度測定分析を示す。図３Ｂは、
３つの異なる実験における、ＥＬＩＳＡにより測定された、脱落膜化し、かつ処理されて
いないｈＥＳＣの馴化培地における細胞外ＡＮＸＡ２レベルを示す。対照細胞（トランス
フェクションされていない）、スクランブル配列（対照ｓｉＲＮＡ）をトランスフェクシ
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ョンされた細胞、またはＡＮＸＡ２特異的ｓｉＲＮＡ（ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ）をトラ
ンスフェクションされた細胞のｍＲＮＡ（図３Ｃ）およびタンパク質のＡＮＸＡ２レベル
（図３Ｄ）を、ＲＴ－ＰＣＲおよびウェスタンブロット分析により評価した。図３Ｅおよ
び３Ｆは、対照およびＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ阻害ｈＥＳＣの馴化培地におけるＥＬＩＳ
Ａにより測定されたＰＲＬおよびＩＧＦＢＰ－１レベルを示す。図３Ｇは、ローダミンフ
ァロイジン染色により可視化された、対照、対照ｓｉＲＮＡ、およびＡＮＸＡ２阻害ｈＥ
ＳＣにおけるＦ－アクチン構造を示す。図３Ｈは、ｉｎ　ｖｉｖｏアッセイにより分析さ
れたＧ－アクチン（可溶性）、Ｆ－アクチン（線維状）、および総アクチン画分を示し、
その結果は、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣおよび対照ｈＥＳＣにおけるウェスタンブロット分
析により観察された。濃度測定分析を、３つの異なる実験から実施し、Ｇ／Ｆアクチン比
として表し、総アクチンで正規化した。
【図４Ａ】図４は、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣの運動性、トロホブラスト拡散（ｓｐｒｅａ
ｄｉｎｇ）および浸潤の分析を示す。図４Ａは、対照ｈＥＳＣおよびＡＮＸＡ２阻害ｈＥ
ＳＣにおける創傷治癒アッセイを示す。創傷幅を、創傷後０時間目および２４時間目に測
定した。創傷閉鎖のパーセンテージを、画像分析により決定した。値は、３つの異なる実
験からの１０個の測定値の平均値である。図４Ｂは、ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡをトランス
フェクションされ、その後、胚付着が起きるまでマウス胚盤胞と共培養されたｈＥＳＣを
示す。４８時間後、ｈＥＳＣをビメンチンに関して免疫染色し、マウストロホブラスト細
胞をＥ－カドヘリンに関して免疫染色した。ｈＥＳＣ上のマウス胚盤胞拡散を白線で取り
囲み、面積を、ピクセルで測定した。図４Ｃは、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣにおけるヒトト
ロホブラストＪＥＧ－３細胞浸潤の効果を測定するために使用したコラーゲンｔｒａｎｓ
ｗｅｌｌ浸潤アッセイの概略図を示す。ヒストグラムは、対照細胞の浸潤を１００％と指
定した、ＪＥＧ－３浸潤細胞のパーセンテージを示す。データは、３つの独立した実験の
平均値を表す。＊、Ｐ＜０．０５；＊＊、Ｐ＜０．００５。
【図４Ｂ】図４は、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣの運動性、トロホブラスト拡散（ｓｐｒｅａ
ｄｉｎｇ）および浸潤の分析を示す。図４Ａは、対照ｈＥＳＣおよびＡＮＸＡ２阻害ｈＥ
ＳＣにおける創傷治癒アッセイを示す。創傷幅を、創傷後０時間目および２４時間目に測
定した。創傷閉鎖のパーセンテージを、画像分析により決定した。値は、３つの異なる実
験からの１０個の測定値の平均値である。図４Ｂは、ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡをトランス
フェクションされ、その後、胚付着が起きるまでマウス胚盤胞と共培養されたｈＥＳＣを
示す。４８時間後、ｈＥＳＣをビメンチンに関して免疫染色し、マウストロホブラスト細
胞をＥ－カドヘリンに関して免疫染色した。ｈＥＳＣ上のマウス胚盤胞拡散を白線で取り
囲み、面積を、ピクセルで測定した。図４Ｃは、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣにおけるヒトト
ロホブラストＪＥＧ－３細胞浸潤の効果を測定するために使用したコラーゲンｔｒａｎｓ
ｗｅｌｌ浸潤アッセイの概略図を示す。ヒストグラムは、対照細胞の浸潤を１００％と指
定した、ＪＥＧ－３浸潤細胞のパーセンテージを示す。データは、３つの独立した実験の
平均値を表す。＊、Ｐ＜０．０５；＊＊、Ｐ＜０．００５。
【図４Ｃ】図４は、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣの運動性、トロホブラスト拡散（ｓｐｒｅａ
ｄｉｎｇ）および浸潤の分析を示す。図４Ａは、対照ｈＥＳＣおよびＡＮＸＡ２阻害ｈＥ
ＳＣにおける創傷治癒アッセイを示す。創傷幅を、創傷後０時間目および２４時間目に測
定した。創傷閉鎖のパーセンテージを、画像分析により決定した。値は、３つの異なる実
験からの１０個の測定値の平均値である。図４Ｂは、ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡをトランス
フェクションされ、その後、胚付着が起きるまでマウス胚盤胞と共培養されたｈＥＳＣを
示す。４８時間後、ｈＥＳＣをビメンチンに関して免疫染色し、マウストロホブラスト細
胞をＥ－カドヘリンに関して免疫染色した。ｈＥＳＣ上のマウス胚盤胞拡散を白線で取り
囲み、面積を、ピクセルで測定した。図４Ｃは、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣにおけるヒトト
ロホブラストＪＥＧ－３細胞浸潤の効果を測定するために使用したコラーゲンｔｒａｎｓ
ｗｅｌｌ浸潤アッセイの概略図を示す。ヒストグラムは、対照細胞の浸潤を１００％と指
定した、ＪＥＧ－３浸潤細胞のパーセンテージを示す。データは、３つの独立した実験の
平均値を表す。＊、Ｐ＜０．０５；＊＊、Ｐ＜０．００５。
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【図５－１】図５は、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣにおける線維素溶
解活性を示す。図５Ａは、３つの異なる実験においてＥＬＩＳＡにより評価され、かつ中
央値ｐｇ／ｍＬとして表された、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ患者由来のｈＥＳ
Ｃの馴化培地におけるプラスミノーゲンレベルを示す。図５Ｂは、蛍光定量的機能アッセ
イにより評価され、かつ活性プラスミンのｍＭ濃度として表された、ｈＥＳＣ馴化培地と
共に存在するプラスミン活性を示す。３つの異なる実験において、ＥＬＩＳＡにより、Ｍ
ＭＰ２（図５Ｃ）およびＭＭＰ９（図５Ｄ）のタンパク質レベルを、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥ
ＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣの馴化培地において評価した。図５Ｅは、５０μｇ／ｍＬま
たは１００μｇ／ｍＬのヘパリンで処理され、かつ０分間、１５分間、３０分間、および
６０分間の区間中でのプラスミノーゲンレベルについて分析した、対照、対照ｓｉＲＮＡ
、ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ、およびｓＰＥのｈＥＳＣを示し、処理なしの場合も示す。図
５Ｅは、１００μｇ／ｍＬのヘパリンで処理され、または処理されていないＡＮＸＡ２阻
害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣの馴化培地において測定されたプラスミン活性を示す
。図５Ｆは、ヘパリン用量で処理されたｈＥＳＣの馴化培地において分泌されたＡＮＸＡ
２タンパク質を示す。ＭＭＰ２（図５Ｈ）およびＭＭＰ９（図５Ｇ）レベルを、ヘパリン
処理ｈＥＳＣの馴化培地においてＥＬＩＳＡにより評価した。
【図５－２】図５は、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣにおける線維素溶
解活性を示す。図５Ａは、３つの異なる実験においてＥＬＩＳＡにより評価され、かつ中
央値ｐｇ／ｍＬとして表された、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ患者由来のｈＥＳ
Ｃの馴化培地におけるプラスミノーゲンレベルを示す。図５Ｂは、蛍光定量的機能アッセ
イにより評価され、かつ活性プラスミンのｍＭ濃度として表された、ｈＥＳＣ馴化培地と
共に存在するプラスミン活性を示す。３つの異なる実験において、ＥＬＩＳＡにより、Ｍ
ＭＰ２（図５Ｃ）およびＭＭＰ９（図５Ｄ）のタンパク質レベルを、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥ
ＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣの馴化培地において評価した。図５Ｅは、５０μｇ／ｍＬま
たは１００μｇ／ｍＬのヘパリンで処理され、かつ０分間、１５分間、３０分間、および
６０分間の区間中でのプラスミノーゲンレベルについて分析した、対照、対照ｓｉＲＮＡ
、ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ、およびｓＰＥのｈＥＳＣを示し、処理なしの場合も示す。図
５Ｅは、１００μｇ／ｍＬのヘパリンで処理され、または処理されていないＡＮＸＡ２阻
害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣの馴化培地において測定されたプラスミン活性を示す
。図５Ｆは、ヘパリン用量で処理されたｈＥＳＣの馴化培地において分泌されたＡＮＸＡ
２タンパク質を示す。ＭＭＰ２（図５Ｈ）およびＭＭＰ９（図５Ｇ）レベルを、ヘパリン
処理ｈＥＳＣの馴化培地においてＥＬＩＳＡにより評価した。
【図５－３】図５は、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣにおける線維素溶
解活性を示す。図５Ａは、３つの異なる実験においてＥＬＩＳＡにより評価され、かつ中
央値ｐｇ／ｍＬとして表された、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ患者由来のｈＥＳ
Ｃの馴化培地におけるプラスミノーゲンレベルを示す。図５Ｂは、蛍光定量的機能アッセ
イにより評価され、かつ活性プラスミンのｍＭ濃度として表された、ｈＥＳＣ馴化培地と
共に存在するプラスミン活性を示す。３つの異なる実験において、ＥＬＩＳＡにより、Ｍ
ＭＰ２（図５Ｃ）およびＭＭＰ９（図５Ｄ）のタンパク質レベルを、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥ
ＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣの馴化培地において評価した。図５Ｅは、５０μｇ／ｍＬま
たは１００μｇ／ｍＬのヘパリンで処理され、かつ０分間、１５分間、３０分間、および
６０分間の区間中でのプラスミノーゲンレベルについて分析した、対照、対照ｓｉＲＮＡ
、ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ、およびｓＰＥのｈＥＳＣを示し、処理なしの場合も示す。図
５Ｅは、１００μｇ／ｍＬのヘパリンで処理され、または処理されていないＡＮＸＡ２阻
害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣの馴化培地において測定されたプラスミン活性を示す
。図５Ｆは、ヘパリン用量で処理されたｈＥＳＣの馴化培地において分泌されたＡＮＸＡ
２タンパク質を示す。ＭＭＰ２（図５Ｈ）およびＭＭＰ９（図５Ｇ）レベルを、ヘパリン
処理ｈＥＳＣの馴化培地においてＥＬＩＳＡにより評価した。
【図５－４】図５は、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣにおける線維素溶
解活性を示す。図５Ａは、３つの異なる実験においてＥＬＩＳＡにより評価され、かつ中
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央値ｐｇ／ｍＬとして表された、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ患者由来のｈＥＳ
Ｃの馴化培地におけるプラスミノーゲンレベルを示す。図５Ｂは、蛍光定量的機能アッセ
イにより評価され、かつ活性プラスミンのｍＭ濃度として表された、ｈＥＳＣ馴化培地と
共に存在するプラスミン活性を示す。３つの異なる実験において、ＥＬＩＳＡにより、Ｍ
ＭＰ２（図５Ｃ）およびＭＭＰ９（図５Ｄ）のタンパク質レベルを、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥ
ＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣの馴化培地において評価した。図５Ｅは、５０μｇ／ｍＬま
たは１００μｇ／ｍＬのヘパリンで処理され、かつ０分間、１５分間、３０分間、および
６０分間の区間中でのプラスミノーゲンレベルについて分析した、対照、対照ｓｉＲＮＡ
、ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ、およびｓＰＥのｈＥＳＣを示し、処理なしの場合も示す。図
５Ｅは、１００μｇ／ｍＬのヘパリンで処理され、または処理されていないＡＮＸＡ２阻
害ｈＥＳＣおよびｓＰＥ　ｈＥＳＣの馴化培地において測定されたプラスミン活性を示す
。図５Ｆは、ヘパリン用量で処理されたｈＥＳＣの馴化培地において分泌されたＡＮＸＡ
２タンパク質を示す。ＭＭＰ２（図５Ｈ）およびＭＭＰ９（図５Ｇ）レベルを、ヘパリン
処理ｈＥＳＣの馴化培地においてＥＬＩＳＡにより評価した。
【図６】図６は、少なくとも部分的にＡＮＸＡ２欠乏により媒介される、ｓＰＥに存在す
るｈＥＳＣ脱落膜化抵抗性を、ＰＥの母体における原因としての浅いトロホブラスト浸潤
および線維素溶解の変化と共に組み込んだモデルを示す。
【図７】図７は、子宮内膜液におけるＡＮＸＡ２レベルの研究を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明は、子宮内膜のアネキシンＡ２（ＡＮＸＡ２）レベルが、正常に妊娠した女性に
おけるレベルと比較して、以前の妊娠において子癇前症（ＰＥ）を有した女性において減
少しているという発見に、少なくとも一部、基づいている。本発明の方法は、ＰＥを発症
する素因がある女性を確実に同定するための非侵襲性アッセイを提供する。したがって、
本発明は、症状が発生する前にＰＥを発症する素因の早期検出を可能にし、それにより、
適切な治療を、時期を逃さずに開始することを可能にする。本発明のもう１つの利点は、
子癇前症のリスクが高いと決定されている女性が、子癇前症を防ぎ、または軽減するため
にＡＮＸＡ２レベルを増加させる薬剤で処置することができることである。
【００１９】
　子癇前症（ＰＥ）は、以前には正常な血圧であった女性において妊娠２０週間後に起き
る高血圧（収縮期血圧≧１４０ｍｍＨｇおよび／または拡張期血圧≧９０ｍｍＨｇ）によ
り特徴付けられる状態である。加えて、正常と比較して、尿中のタンパク質のレベルの増
加がある。蛋白尿の増加は、２４時間分の尿の収集において≧３００ｍｇと定義される（
Ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｈｉｇｈ　Ｂｌｏｏｄ　Ｐｒｅｓｓｕｒｅ　Ｅｄｕｃａｔｉ
ｏｎ　Ｐｒｏｇｒａｍ　Ｗｏｒｋｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ　Ｒｅｐｏｒｔ　ｏｎ　Ｈｉｇｈ　
Ｂｌｏｏｄ　Ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ｉｎ　Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ、Ａｍ　Ｊ　Ｏｂｓｔｅｔ　
Ｇｅｎｅｒａｌ　２０００年、１８３巻、Ｓ１～Ｓ２２頁）。血圧の上昇に伴って、頭痛
、腹痛、出血問題、痙攣、ならびに胎児成長不良、早産、およびさらに胎児または母親の
死亡などの合併症などの関連した徴候および症状があり得る。頻度は、全妊娠の５～８％
であるが、ある特定の群、例えば、双生児を身ごもる女性において非常に高くあり得る。
【００２０】
　本発明の一態様によれば、子癇前症を処置するための方法が提供される。本方法は、被
験体から得られた試験試料においてアネキシンＡ２（ＡＮＸＡ２）のレベルを測定するこ
とにより、被験体が子癇前症を有するか、または子癇前症を発症するリスクが高いかどう
かを決定するステップ、試験試料におけるＡＮＸＡ２のレベルをＡＮＸＡ２の対照レベル
と比較して、被験体が子癇前症を有するか、または子癇前症を発症するリスクが高いかど
うかを決定するステップ、および子癇前症を発症するリスクが高いと決定された被験体に
、ＡＮＸＡ２のレベルを上昇させることが公知の有効量の薬剤を投与するステップを含む
。
【００２１】
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　一部の実施形態では、本方法は、被験体から得られた試験試料においてアネキシンＡ２
（ＡＮＸＡ２）のレベルを測定することにより、被験体が子癇前症を発症するリスクが高
いかどうかを決定するステップ、試験試料におけるＡＮＸＡ２のレベルをＡＮＸＡ２の対
照レベルと比較して、被験体が子癇前症を発症するリスクが高いかどうかを決定するステ
ップ、および子癇前症を発症するリスクが高いと決定された被験体に、有効量のグリコサ
ミノグリカンを投与するステップを含む。
【００２２】
　本発明の一態様によれば、子癇前症を診断するか、または子癇前症の診断を補助するた
めの方法が提供される。本方法は、被験体から得られた試験試料においてアネキシンＡ２
（ＡＮＸＡ２）のレベルを測定するステップ、および試験試料におけるＡＮＸＡ２のレベ
ルをＡＮＸＡ２の対照レベルと比較して、被験体が子癇前症を発症するリスクが高いかど
うかを決定するステップを含む。
【００２３】
　本発明の一態様による、子癇前症を処置するための方法。本方法は、現在、子癇前症を
有していない被験体の子宮内膜液試料を得るステップであって、被験体が妊娠しているか
、または被験体が妊娠する計画を有する、ステップ、子宮内膜液試料においてＡＮＸＡ２
のレベルを決定するアッセイを実施するステップ、子宮内膜液試料におけるＡＮＸＡ２の
レベルをＡＮＸＡ２の対照レベルと比較して、被験体が子癇前症を発症するリスクが高い
かどうかを決定するステップ、および被験体が子癇前症を発症するリスクが高いと決定さ
れた場合には、有効量のグリコサミノグリカンを被験体に投与するステップを含む。
【００２４】
　本発明の一態様によれば、子癇前症を処置するための方法が提供される。本方法は、Ａ
ＮＸＡ２の対照レベルと比較して低レベルのＡＮＸＡ２を有し、妊娠の計画があり、かつ
子癇前症の病歴をもたない被験体を同定するステップ、およびグリコサミノグリカンを、
被験体においてＡＮＸＡ２のレベルを上昇させるのに十分な量で被験体に投与するステッ
プを含む。
【００２５】
　本発明の一態様によれば、子癇前症についてのグリコサミノグリカン治療の効力を評価
するための方法が提供される。本方法は、子癇前症を有するか、または子癇前症を発症す
るリスクが高い被験体を有効量のグリコサミノグリカンで処置するステップ、グリコサミ
ノグリカンでの処置前および処置後、被験体から得られた試験試料においてアネキシンＡ
２（ＡＮＸＡ２）のレベルを測定するステップであって、処置前のレベルに対する処置後
のＡＮＸＡ２のレベルの増加が、グリコサミノグリカン治療が有効であることを示すステ
ップを含む。
【００２６】
　本明細書で使用される場合、「被験体」は、全ての哺乳類を含み、それらとしては、イ
ヌ、ネコ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ウシ、ブタ、ヒト、および非ヒト霊長類が挙げられるが
、それらに限定されない。一部の実施形態では、被験体は女性である。本明細書で使用さ
れる場合、「子癇前症を発症するリスクが高い」被験体は、その集団を代表する平均と比
較した場合、子癇前症を発症する確率がより高い被験体を含む。一部の実施形態では、被
験体は妊娠していることがわかっている。一部の実施形態では、被験体は妊娠しようと試
みている。被験体は、以前に妊娠したことがなくてもよいし、以前、１回もしくは複数回
、正常に妊娠したことがあってもよいし、または以前の妊娠においてＰＥを患っている。
一部の実施形態では、被験体は、子癇前症についての１つまたは複数のリスク因子を有す
る。例えば、被験体は、以下の１つまたは任意の組合せを有する場合がある：被験体は１
人より多くの赤ん坊を身ごもっている、慢性高血圧、糖尿病、腎臓疾患、もしくは臓器移
植の病歴を有する、初めて妊娠している、肥満であり、特に３０もしくはそれ超のボディ
マス指数（ＢＭＩ）を有する、４０歳超である、もしくは１８歳未満である、子癇前症の
家族歴（すなわち、母親、姉妹、祖母、または伯母・叔母がその障害を有した）をもつ、
多嚢胞性卵巣症候群を有する、ループス、もしくは関節リウマチ、サルコイドーシス、お
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よび多発性硬化症を含む他の自己免疫疾患を有する、体外受精を受けたことがある、また
は鎌状赤血球症を有する。
【００２７】
　一部の実施形態では、本明細書に記載された方法は、ＡＮＸＡ２の対照レベルと比較し
て低レベルのＡＮＸＡ２を有し、妊娠の計画があり、かつ子癇前症の病歴をもたない被験
体を同定するステップを含む。本明細書で使用される場合、「ＡＮＸＡ２の対照レベルと
比較して低レベルのＡＮＸＡ２を有し、妊娠の計画があり、かつ子癇前症の病歴をもたな
い被験体を同定すること」とは、ＡＮＸＡ２の対照レベルと比較して低レベルのＡＮＸＡ
２を有し、妊娠する計画を有し、かつ子癇前症の病歴をもたない被験体を選択することを
意味する。そのように同定または選択された被験体は、グリコサミノグリカンを、被験体
においてＡＮＸＡ２のレベルを上昇させるのに十分な量で被験体に投与することによりＰ
Ｅについて処置される。
【００２８】
　用語「試験試料」は、本発明の方法を使用して評価されることになっている被験体、例
えば、妊娠しているか、または妊娠しようと試みている被験体に由来した試料を指す。試
料の非限定的例としては、子宮内膜組織、子宮内膜間質細胞、および子宮内膜液が挙げら
れる。被験体の試料を得ることとは、被験体の試料を入手することを意味する。被験体か
ら試料を得ることとは、被験体から試料を取り出すことを意味する。したがって、被験体
の試料を得て、試料においてＡＮＸＡ２のレベルを測定する人は、必ずしも、被験体から
試料を得るとは限らない。一部の実施形態では、試料は、医療従事者（例えば、医者、看
護師、または臨床検査実施者（ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｐｒａｃｔｉ
ｔｉｏｎｅｒ））によって被験体から取り出され、その後、ＡＮＸＡ２のレベルを測定す
る人に提供されてもよい。試料は、被験体により、または医療従事者（例えば、医者、看
護師、または臨床検査実施者）により、ＡＮＸＡ２のレベルを測定する人に提供されても
よい。一部の実施形態では、ＡＮＸＡ２のレベルを測定する人は、試料を被験体から取り
出すことにより被験体から試料を得る。
【００２９】
　アネキシンＡ２（ＡＮＸＡ２）は、ヒト子宮内膜の分泌期中期および後期中に有意に上
方制御されるカルシウム制御性リン脂質結合タンパク質である。このタンパク質は、Ｆ－
アクチンネットワークの調節により子宮内膜上皮による受容能表現型の獲得に重要である
。ＡＮＸＡ２は、ヒト子宮内膜間質細胞（ｈＥＳＣ）上に存在し、かつ機能する線維素溶
解促進性受容体である。それは、プラスミノーゲンおよびそれのアクチベーターｔＰＡの
細胞表面共受容体として働き、細胞表面プラスミン生成を有意に増強する。本明細書で使
用される場合、用語「アネキシンＡ２」は、アネキシンＡ２の任意の既知のアイソフォー
ムを指す。非限定的に、アネキシンＡ２としては、核酸配列ＮＭ＿００１００２８５８．
２、ＮＭ＿００１１３６０１５．２、ＮＭ＿００４０３９．２、およびＮＭ＿００１００
２８５７．１、ならびにタンパク質配列ＮＰ＿００１００２８５８．１、ＮＰ＿００１１
２９４８７．１、ＮＰ＿００４０３０．１、およびＮＰ＿００１００２８５７．１が挙げ
られる。他の既知のアネキシンＡ２核酸およびコードされたポリペプチドは、（参照によ
り本明細書に組み入れられた）ＷＯ２００９／１４３６３３に記載されている。
【００３０】
　本明細書に開示された方法は、典型的には、試料においてＡＮＸＡ２のレベルを測定し
、またはＡＮＸＡ２のレベルを決定するアッセイを実施するステップを含む。ＡＮＸＡ２
のレベルは、一般的に、細胞からｍＲＮＡを検出し、ならびに／またはポリペプチドおよ
びタンパク質などの発現産物を検出することにより、検出され得る。核酸によってコード
された転写産物および／またはタンパク質の発現は、当技術分野における様々な公知の方
法のいずれかにより測定され得る。例えば、ＡＮＸＡ２タンパク質のレベルを測定する方
法には、酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ）、ウェスタンブロット、免疫組
織化学的分析、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、質量分析、マイクロアレイ、および顕
微鏡観察が挙げられるが、それらに限定されない。ＡＮＸＡ２核酸配列を検出するための
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方法には、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、逆転写酵素－ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）、イ
ンサイチュＰＣＲ、定量的ＰＣＲ（ｑ－ＰＣＲ）、インサイチュハイブリダイゼーション
、サザンブロット、ノーザンブロット、配列分析、マイクロアレイ分析、レポーター遺伝
子の検出、または他のＤＮＡ／ＲＮＡハイブリダイゼーションプラットフォームが挙げら
れるが、それらに限定されない。
【００３１】
　本明細書に開示された方法は、典型的には、試験試料におけるＡＮＸＡ２のレベルをＡ
ＮＸＡ２の対照レベルと比較して、被験体が子癇前症を発症するリスクが高いかどうかを
決定するステップを含む。一部の実施形態では、「ＡＮＸＡ２の対照レベル」は、妊娠に
成功したことがあり、かつ子癇前症の病歴をもたない被験体から導かれる。そのような場
合、ＡＮＸＡ２の対照レベルが、妊娠に成功したことがあり、かつ子癇前症の病歴をもた
ない被験体から導かれている時、対照レベルより低い、試験試料におけるＡＮＸＡ２のレ
ベルは、被験体が子癇前症を有するか、または子癇前症を発症するリスクが高いことを示
している。一部の実施形態では、対照レベルが、ＰＥ発症の予測となることが公知であり
、そのような場合、対照レベルに相当する、試験試料におけるＡＮＸＡ２のレベルは、被
験体が、子癇前症を有するか、または子癇前症を発症するリスクが高いことを示している
。したがって、試験レベルが対照レベルより統計的に低いかどうかを決定することよりむ
しろ、試験レベルが、ＰＥ発症の予測となることが公知の範囲内にあるかどうかを決定す
ることができる。対照レベルは、例えば子宮内膜液の１ｍｌあたりのＡＮＸＡ２単位での
、定数であり得る。対照レベルは範囲であり得る。対照レベルは、対照試料において測定
された比較レベルであり得、そのレベルは、試験レベルのアッセイと同時に測定される。
対照レベルは、標準偏差を有する平均として表され得る。本発明は、試験試料が、統計的
に、対照より低く、または対照に相当すると決定する特定の方法によって限定されること
を意図するものではない。
【００３２】
　一部の実施形態では、ＡＮＸＡ２レベルは、月経周期を通して任意の期において測定さ
れる。一部の実施形態では、ＡＮＸＡ２のレベルは、月経周期の黄体期中に測定される。
一部の実施形態では、ＡＮＸＡ２のレベルは、月経周期の黄体期中期（１８～２４日目）
中に測定される。一部の実施形態では、月経周期の黄体期中期（１８～２４日目）中に正
常な被験体（すなわち、妊娠に成功したことがあり、かつ子癇前症の病歴をもたない被験
体）において測定されるＡＮＸＡ２の平均対照子宮内膜液内レベルは、３２μｇ／ｍｌ（
平均値±４）であり、一方、ＰＥの素因がある被験体における黄体期中期中のＡＮＸＡ２
のレベルは、この対照レベルと比較して、有意に低下している。一部の実施形態では、Ｐ
Ｅの素因がある被験体におけるＡＮＸＡ２のレベルは、この平均対照ＡＮＸＡ２レベルよ
り２、３、４、または５標準偏差分、低い。一部の実施形態では、ＰＥの素因がある被験
体における黄体期中期中のＡＮＸＡ２のレベルは、５μｇ／ｍｌ未満、１０μｇ／ｍｌ未
満、１５μｇ／ｍｌ未満、２０μｇ／ｍｌ未満、または２５μｇ／ｍｌ未満である。
【００３３】
　一部の実施形態では、対照試料に対する、試験試料におけるＡＮＸＡ２のレベルの減少
は、被験体が子癇前症を有するか、または子癇前症を発症するリスクが高いことを示して
いる。「発現の減少」とは、試験試料におけるＡＮＸＡ２の発現が、対照試料におけるそ
の発現から統計的に有意に減少していることを意味する。例えば、試験試料におけるＡＮ
ＸＡ２の発現レベルが、対照試料におけるそれより、少なくとも１％、少なくとも５％、
少なくとも１０％、少なくとも２５％、少なくとも５０％、少なくとも１００％、少なく
とも２５０％、少なくとも５００％、または少なくとも１０００％、低い場合、有意な減
少が検出され得る。同様に、試験試料におけるＡＮＸＡ２の発現レベルが、対照試料のそ
れの少なくとも２分の１、少なくとも３分の１、少なくとも４分の１、少なくとも５分の
１、少なくとも６分の１、少なくとも７分の１、少なくとも８分の１、少なくとも９分の
１、少なくとも１０分の１、少なくとも２０分の１、少なくとも３０分の１、少なくとも
４０分の１、少なくとも５０分の１、少なくとも１００分の１、またはそれ未満である場
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合、有意な減少が検出され得る。有意差は、適切な統計的検定を使用することにより、同
定され得る。統計的有意性についての検定は、当技術分野において周知であり、Ｐｅｔｒ
ｕｃｃｅｌｌｉ、ＣｈｅｎおよびＮａｎｄｒａｍによるＡｐｐｌｉｅｄ　Ｓｔａｔｉｓｔ
ｉｃｓ　ｆｏｒ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｓ　ａｎｄ　Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔｓ　１９９９年　再
版に例示されている。
【００３４】
　一部の実施形態では、分析の結果、すなわち、被験体がＰＥを有し、またはＰＥを有す
る素因があるかどうか、および分析に関連する任意の他の情報を要約する報告書は、任意
選択で、分析の一部として作成すること（本明細書において、報告書を「提供すること」
、報告書を「製作すること」、または報告書を「作成すること」と交換可能に呼ばれ得る
）ができる。例えば、血圧および／または尿中のタンパク質含量の測定値が決定され得、
これらは報告書に含まれ得る。報告書の例には、紙（例えば、試験結果のコンピュータ作
成のプリントアウト）または等価の形式での報告書、およびコンピュータ可読媒体（例え
ば、ＣＤ、コンピュータハードドライブ、またはコンピュータネットワークサーバーなど
）上に保存された報告書が挙げられ得るが、それらに限定されない。報告書、特に、コン
ピュータ可読媒体上に保存された報告書は、データベース（例えば、患者および患者の医
療従事者だけがその報告書を見ることを許可するように、報告書へのアクセスを制限する
セキュリティ特徴を有する「セキュアデータベース」であり得る、患者の記録のデータベ
ースなど）の一部であり得る。有形の報告書を作成することに加えて、またはその代替と
して、報告書はまた、コンピュータスクリーン（または別の電子デバイスもしくは電子装
置のディスプレイ）上に表示することができる。
【００３５】
　報告書はさらに、試験された個体、医療従事者（例えば、医者、看護師、または臨床検
査実施者、遺伝子カウンセラー等）、ヘルスケア組織、臨床実験室、および／または報告
書を見、もしくは保有することを意図された任意の他の団体などへ伝達、通信、または報
告され得る（これらの用語は本明細書で交換可能に使用され得る）。報告書を「伝達する
こと」または「通信すること」は、報告書の型に基づいて、当技術分野において公知の任
意の手段によることができ、その手段としては、口頭伝達と非口頭伝達の両方が挙げられ
る。さらに、報告書を「伝達する」または「通信する」行為は、報告書を配達すること（
「プッシュ型（ｐｕｓｈｉｎｇ）」）、および／または報告書を引き出すこと（「プル型
（ｐｕｌｌｉｎｇ）」）を含み得る。例えば、非口頭報告書は、（例えば、紙の形での報
告書について）１つの団体から別の団体へ物理的に配達することによるなどの団体間を物
理的に移動するような手段により、またはコンピュータネットワークサーバー等上に保存
されたデータベースから引き出すことによりなどの電子的に、もしくは信号の形で（例え
ば、Ｅメールによって、もしくはインターネットを通じて、ファクシミリにより、および
／または当技術分野において公知の任意の有線もしくは無線の通信方法により）伝達され
ることにより、伝達／通信することができる。
【００３６】
　一部の実施形態では、本明細書に記載された方法は、子癇前症を有し、または子癇前症
を発症する素因があると同定される被験体を、ＡＮＸＡ２レベルを増加させることによっ
て子癇前症が防がれ、または軽減されるようにすることが公知である有効量の薬剤で処置
するステップを含む。ＡＮＸＡ２レベルを増加させることが公知の薬剤としては、グリコ
サミノグリカンが挙げられるが、それに限定されない。グリコサミノグリカンの例として
は、低分子量ヘパリン、ヘパラン硫酸、化学修飾されたヘパリンまたはヘパラン硫酸、低
分子量デルマタン硫酸、およびそれらの混合物が挙げられるが、それらに限定されない。
子癇前症についての処置のためのグリコサミノグリカンの追加の例は、参照により本明細
書に組み入れられた、ＥＰ１０１６４１０に記載されている。
【００３７】
　本明細書で使用される場合、用語「処置する」は、被験体のＰＥを発症するリスクを低
下させ、または改善することを意味する。被験体のＰＥを発症するリスクの低下は、処置
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前に得られたＡＮＸＡ２レベルと比較した、または対照の正常なＡＮＸＡ２レベル（すな
わち、以前、正常に妊娠したことがあり、かつＰＥの病歴をもたない被験体のＡＮＸＡ２
レベル）と比較した、ＡＮＸＡ２のレベルの増加として現れ得る。一部の実施形態では、
用語「処置する」は、ＰＥを検出可能な量または程度で、低下させ、または改善すること
を意味する。本明細書で使用される場合、用語「処置する」は、完全な処置と部分的な処
置の両方を指す。例えば、ＰＥの処置は、尿中のタンパク質レベルの低下、および／また
は処置前に得られた血圧レベルと比較した、もしくは対照の正常な血圧レベルと比較した
、血圧レベルの減少として現れ得る。
【００３８】
　グリコサミノグリカンの「有効量」は、所望の生物学的応答、すなわち、子癇前症を処
置することを誘発するのに十分な量を指す。当業者により認識されているように、グリコ
サミノグリカンの有効量は、所望の生物学的エンドポイント、その化合物の薬物動態、処
置されることになっている状態、投与様式、ならびに被験体の年齢および健康のような因
子に依存して異なり得る。有効量としては、ＰＥに伴う１つまたは複数の症状を遅らせ、
低下させ、阻害し、改善し、または逆転させるのに必要な量が挙げられるが、それらに限
定されない。ＰＥの処置において、そのような量は、処置前に得られた血圧レベルと比較
して、または対照の正常な血圧レベルと比較して、血圧レベルを減少させるのに十分な量
を指し得る。一部の実施形態では、有効量は、尿中のタンパク質レベルの低下を引き起こ
すのに十分な量を指し得る。一部の実施形態では、有効量は、被験体のＰＥを発症するリ
スクを低下させるのに十分な量を指し得る。そのような量は、処置前に得られたＡＮＸＡ
２レベルと比較して、または対照の正常なＡＮＸＡ２レベル（すなわち、妊娠に成功した
ことがあり、かつ子癇前症の病歴をもたない被験体のＡＮＸＡ２レベル）と比較して、Ａ
ＮＸＡ２のレベルを増加／上昇させるのに十分な量を指し得る。一部の実施形態では、そ
の量は、処置された被験体においてＡＮＸＡ２の対照の正常なレベルを再確立するのに十
分である。
【００３９】
　化合物の有効量は、（投与様式に依存して）１または数日間、１回または複数回の用量
投与において、約０．００１ｍｇ／ｋｇから約１０００ｍｇ／ｋｇまで様々であり得る。
ある特定の実施形態では、有効量は、約０．００１ｍｇ／ｋｇから約１０００ｍｇ／ｋｇ
まで、約０．０１ｍｇ／ｋｇから約７５０ｍｇ／ｋｇまで、約０．１ｍｇ／ｋｇから約５
００ｍｇ／ｋｇまで、約１．０ｍｇ／ｋｇから約２５０ｍｇ／ｋｇまで、および約１０．
０ｍｇ／ｋｇから約１５０ｍｇ／ｋｇまで様々である。一部の実施形態では、有効量は、
１０００ＩＵ、２０００ＩＵ、３０００ＩＵ、４００００ＩＵ、５０００ＩＵ、６０００
ＩＵ、または７０００ＩＵのグリコサミノグリカンである。一部の実施形態では、有効量
は、５０００ＩＵのグリコサミノグリカン（例えば、低分子量ヘパリン）である。グリコ
サミノグリカンは、任意の適切な投与経路を介して投与することができる。例えば、グリ
コサミノグリカンは、皮下、静脈内、腹腔内、または筋肉内経路を介して投与することが
できる。
【００４０】
　一部の実施形態では、本明細書に記載された方法は、グリコサミノグリカンでの処置前
および処置後、被験体から得られた試験試料においてアネキシンＡ２（ＡＮＸＡ２）のレ
ベルを測定するステップを含む。有効な治療は、処置前のレベルに対して処置後のＡＮＸ
Ａ２のレベルを増加させることが予想される。したがって、有効な治療は、処置後のＡＮ
ＸＡ２のレベルの増加によって示される。
【００４１】
　本発明は、以下の実施例によってさらに例証され、その実施例は、決して、さらなる限
定として解釈されるべきではない。この出願を通して引用された（文献参考、発行された
特許、公開された特許出願、および同時係属の特許出願を含む）参考文献の全部の全内容
は、参照により本明細書に明確に組み入れられている。
【実施例】
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【００４２】
　（実施例１）
　ＡＮＸＡ２欠乏を通して媒介される子宮内膜脱落膜化抵抗性が、子癇前症の母体におけ
る原因を示す
　材料および方法
　組織収集、ｈＥＳＣ単離、および培養
　ＩＲＢ承認がＣＥＩＣ　Ｅｔｈｉｃｓ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｆ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ
　Ｌａ　Ｆｅ、Ｖａｌｅｎｃｉａ　Ｓｐａｉｎ（コード　２０１１／０３８３）によって
２０１１年８月８日に得られ、書面でのインフォームドコンセントは、組織収集の前に各
患者からサインされた。重篤な子癇前症（ｓＰＥ）子宮内膜生検材料（ｎ＝１３）を、１
～５年間の間に生じた最近の妊娠中にｓＰＥを患ったことがある女性から得た。非子癇前
症（非ＰＥ）子宮内膜生検材料を、１８～３２歳の正常な妊娠をもつ女性から収集した（
ｎ＝１３）。全ての患者は、規則的な月経周期を有し、潜在する子宮内膜病理はなく、生
検材料収集前の３ヶ月間の間、ホルモン処置を受けなかった。平均年齢および平均ＢＭＩ
は、２つの群において類似していた。
【００４３】
　子宮内膜生検材料を、ｐｉｐｅｌｌｅ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、Ｂｅｌｇｉｕｍ）を使用し
て無菌条件下で得た。前に記載されているように（４１）、穏やかなコラゲナーゼ消化に
より試料を処理し、間質コンパートメントを単離した。ヒト子宮内膜間質細胞（ｈＥＳＣ
）培養物を、１０％活性炭処理済みウシ胎仔血清（ＦＢＳ）および０．１％抗生物質を含
有するダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）／Ｆ１２（Ｓｉｇｍａ、Ｍａｄｒｉｄ、
Ｓｐａｉｎ）で構成される培地を使用して増殖させた。異なるアッセイのためのｈＥＳＣ
を、２日間または４日間、プレートにおいてコンフルエンスまで培養した。
【００４４】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化プロトコール
　コンフルエントなｈＥＳＣ単層を、２％ＦＢＳ、０．１％抗生物質、ならびに２つの異
なる脱落膜化プロトコール：ｉ）３日ごとに培地を新しくしながら、９日間、プロゲステ
ロン（Ｐ４）（１μＭ）およびβ－エストラジオール（Ｅ２）（３０ｎＭ）；ｉｉ）３日
間、８－ブロモ－ｃＡＭＰ（ｃＡＭＰ、Ｓｉｇｍａ）（０．５ｍＭ）および酢酸メドロキ
シプロゲステロン（ＭＰＡ、Ｓｉｇｍａ）（１μＭ）を含有するＤＭＥＭ／Ｆ１２で脱落
膜化させた。対照ｈＥＳＣを、脱落膜反応の誘導物質を含まずに、並行して培養した。
【００４５】
　特徴的な脱落膜表現型を、生化学的に、馴化培養培地中のＰＲＬ（Ａｂｎｏｖａ）およ
びＩＧＦＢＰ－１（Ｒａｙｂｉｏｔｅｃｈ）タンパク質レベルのＥＬＩＳＡによる分析に
より、ならびに形態学的に、Ｆ－アクチン染色により確認した。ｈＥＳＣを、プラスチッ
クプレートにおいて、３０～４０％のコンフルエンスまで培養した。エピトープマスキン
グの効果を最小限にするために、細胞を、低濃度の固定液（２～３％パラホルムアルデヒ
ド）で固定し、５％ＢＳＡでブロッキングした。細胞を、Ｆ－アクチンへの０．１μｇ／
ｍＬ　Ａｍａｎｉｔａ　Ｐｈａｌｌｏｉｄｅｓ由来のファロイジン－テトラメチルローダ
ミンＢイソチオシアネート結合体（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、ＵＳＡ）と、暗所中、
室温で３０分間、インキュベートした。共焦点蛍光顕微鏡画像を、１００×１．４５開口
数の対物レンズおよびＹｏｋｏｇａｗａ回転盤共焦点ユニット（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ
）を備えたＮｉｋｏｎ顕微鏡で得た。各免疫蛍光標識について、少なくとも３つの異なる
組織調製物を使用した。
【００４６】
　細胞内および細胞外ＡＮＸＡ２タンパク質アッセイ
　ｈＥＳＣ細胞を、溶解バッファー（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ８．０、１５０
ｍＭ　ＮａＣｌ、１％　ＩＧＥＰＡＬ　ＣＡ　３６０、０．５％　Ｎａ－ＤＯＣ、０．１
％　ＳＤＳ、および０．５Ｍ　ＥＤＴＡ）中に溶解した。タンパク質抽出物（２５μｇ／
レーン）を、電気泳動により１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上で分離し、ポリビニリデンジ
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フルオリド膜（Ｈｙｂｏｎｄ－Ｐ（疎水性ポリビニリデンジフルオリド膜）（Ａｍｅｒｓ
ｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＮＪ、ＵＳＡ）に転写し、５％ミルクおよび０．１％
　Ｔｗｅｅｎを含むＰＢＳ緩衝食塩水中でブロッキングした。膜を、１／２５００ウサギ
ポリクローナル抗ヒトアネキシンＩＩ（Ａｂｃａｍ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＵＫ）および
１／２０００マウスモノクローナル抗ヒトβ－アクチン（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、ＣＡ、
ＵＳＡ）と４℃で終夜、インキュベートし、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ（ＣＡ、ＵＳＡ）製の
西洋ワサビペルオキシダーゼ結合体化二次ヤギ抗ウサギ抗体およびヤギ抗マウスＩｇＧ－
ＨＲＰ抗体で調べた。抗体－抗原複合体を、増強ケミルミネッセンスＥＣＬ　Ｐｌｕｓ試
薬（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＣＴ、ＵＳＡ）を使用して検出した。
【００４７】
　タンパク質抽出物（２μｇ／ウェル）および馴化培地を、ＥＬＩＳＡ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ、ＭＮ、ＵＳＡ）により分析した。固定化捕捉抗体は、アネキシンＡ２を特異的
に結合する。結合していない材料を洗い流した後、アネキシンＡ２に特異的なビオチン化
検出抗体を使用して、標準ストレプトアビジン－ＨＲＰ様式で、結合したアネキシンＡ２
を検出した。条件ごとに３つの複製で実施し、吸光度値を、標準曲線に外挿して、ヒトア
ネキシンＡ２濃度（ｐｇ／ｍＬ）を確立した。
【００４８】
　ＡＮＸＡ２免疫組織化学
　ホルマリン固定されかつパラフィン包埋された子宮内膜生検材料を、切片にし、Ｖｅｃ
ｔａｂｏｎｄ（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、ＣＡ
、ＵＳＡ）でコーティングされたスライドガラス上にマウントした。脱パラフィンおよび
再湿潤化（ｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ）後、切片を、ＰＢＳで５分間、３回、すすいだ。免
疫組織化学を、ＬＳＡＢペルオキシダーゼキット（Ｄａｋｏ、Ｃａｒｐｉｎｔｅｒｉａ、
ＣＡ、ＵＳＡ）を使用して、子宮内膜切片上で実施した。非特異的結合を、ＰＢＳ中５％
ＢＳＡでブロッキングした。３％ＢＳＡを含むＰＢＳ中に希釈した１：１００ウサギポリ
クローナル抗ヒトアネキシンＩＩ（Ａｂｃａｍ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＵＫ）と、室温で
１時間、切片をインキュベートした。抗体の非存在下で、陰性対照を、３％ＢＳＡを含む
ＰＢＳとともにインキュベートした。ウサギ起源一次抗体に対して適用される二次抗体は
、ＬＳＡＢペルオキシダーゼキット（Ｄａｋｏ）に含まれていた。３，３０－ジアミノベ
ンジジン（ＤＡＢ）色素原で、３０秒間から１分間の間の時間、染色を達成させた。ヘマ
トキシリンでの１０秒間の対比染色および蒸留水での洗浄後、スライドをｅｎｔｅｌｌａ
ｎ（Ｍｅｒｃｋ、Ｄａｒｍｓｔａｄｔ、Ｇｅｒｍａｎｙ）でマウントした。
【００４９】
　ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ
　ＡＮＸＡ２をサイレンスさせるために、ＡＮＸＡ２に対する特異性を有するｓｉＲＮＡ
オリゴヌクレオチド（ＣＧＧＣＣＵＧＡＧＣＧＵＣＣＡＧＡＡＡＴＴ、配列番号１）およ
び陰性対照ＲＮＡ二重鎖を、どちらも３’－ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８（Ｑｉａｇｅｎ
　ＣＡ、ＵＳＡ）で修飾して、使用した。ｈＥＳＣにＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ（１００ｎ
Ｍ）またはｓｉＲＮＡ陰性対照（１００ｎＭ）をトランスフェクションした。全てのトラ
ンスフェクション実験を、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）およびＤＭＥＭ／Ｆ１２培地を使用して実施した。その処理と共に、細胞を３７℃で
６時間、インキュベートし、その後、培地は、新しく、ｓｉＲＮＡを含まない新鮮な培地
に交換した。
【００５０】
　Ｆ－アクチン／Ｇ－アクチンのｉｎ　ｖｉｖｏアッセイ
　ＡＮＸＡ２阻害、続いて脱落膜誘導物質（ＡＭＰｃおよびＭＰＡ）に供したＥＳＣ細胞
中の遊離単量体アクチン（Ｇ－アクチン）　対　線維状アクチン（Ｆ－アクチン）の含有
量を、Ｇ－アクチン／Ｆ－アクチンｉｎ　ｖｉｖｏアッセイキット（Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅ
ｔｏｎ、ＣＯ、ＵＳＡ）を使用して決定した。非脱落膜対照、対照野生型、ＡＮＸＡ２　
ｓｉＲＮＡ、および脱落膜のＥＳＣ細胞を、Ｆ－アクチン安定化バッファー中、３７℃で
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ホモジナイズした。その後、細胞溶解産物を、低速度遠心分離（２０００ｒｐｍ）で非破
壊細胞を除去した。除去後の溶解産物を、その後、１０００００×ｇで遠心分離して、可
溶性Ｇ－アクチンを不溶性Ｆ－アクチンから分離した。その後、諸画分を、ポリアクリル
アミドゲル上に比例させてロードし、電気泳動ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離し、１／５０
０抗アクチン抗体（Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ、ＣＯ、ＵＳＡ）でプローブするためにニ
トロセルロース膜に転写した。ウェスタンブロットの濃度測定定量化により、総アクチン
で正規化された、サイトゾル中に見出されるＧ－アクチン　対　細胞骨格に組み入れられ
たＦ－アクチンの比が決定された。
【００５１】
　創傷閉鎖アッセイ
　ｈＥＳＣ細胞をカバーガラス上に播種し、コンフルエンスまで増殖させ、脱落膜化させ
、続いて、ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ処理（６時間）を行った。９６時間後、各カバーガラ
スを滅菌ピペットチップで引っ掻き、ＰＢＳで洗浄し、新鮮な培地に置いた。創傷幅を、
位相差顕微鏡により、すぐに、および２４時間後に、測定した。創傷閉鎖を、最初の創傷
幅のうちの閉鎖区域のパーセンテージとして計算した。示されたデータは、３つの独立し
た実験から取られた１０個の測定値の平均値±ＳＥＭを表している。
【００５２】
　トロホブラスト拡散アッセイ
　使用されるプロトコールは、Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃｏｍｍｉｔ
ｔｅｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｖａｌｅｎｃｉａ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｓｃｈｏｏｌ　ｏｆ
　Ｍｅｄｉｃｉｎｅにより、実験動物の保護および使用についてのＵ．Ｓ．　Ｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈガイドラインに従って、承認された
。Ｂ６Ｃ３Ｆ１マウス系統を、Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
（Ｂａｒｃｅｌｏｎａ、Ｓｐａｉｎ）から購入した。週齢６～８週間の雌マウスを過排卵
させ、繁殖用雄とペアで終夜、収容した。妊娠２日目に、卵管から胚を回収し、ＣＣＭ－
３０培地（Ｖｉｔｒｏｌｉｆｅ、Ｌｕｂｅｃｋ、Ｇｅｒｍａｎｙ）中で３日間、培養した
。正常な形態を有する発達した胚盤胞だけを、研究に含めた（ｎ＝４２５マウス胚）。
【００５３】
　孵化した胚を、対照、対照ｓｉＲＮＡ、またはＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡとして働くコン
フルエントな脱落膜化ｈＥＳＣ単層上に共培養した。４８時間後、付着した胚盤胞のトロ
ホブラスト拡散面積を評価した。共培養物を、低濃度の固定液（２～３％パラホルムアル
デヒド）で固定し、５％ＢＳＡでブロッキングし、３％ＢＳＡ中に希釈された、１／５０
マウス抗ビメンチン（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、ＵＳＡ）および１／１００ウサギ抗
Ｅ－カドヘリン（Ａｂｃａｍ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＵＫ）を含む一次抗体と、室温で２
時間、インキュベートした。細胞を、二次抗体、ビメンチンに対する１／１０００　ＴＲ
ＩＣＴ抗マウス（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｂａｒｃｅｌｏｎａ、ｓｐａｉｎ）、およびＥ
－カドヘリンに対する１／１０００　Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８抗ウサギ（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ、Ｂａｒｃｅｌｏｎａ、Ｓｐａｉｎ）と、暗所中、室温で１時間、インキ
ュベートした。条件あたり１０～１５個のマウス胚盤胞を、各実験において評価した。（
ピクセルで表される）成長面積を、３つの独立した実験から取られた３連セットの測定値
の平均値±ＳＥＭとして表した。
【００５４】
　浸潤アッセイ
　トロホブラスト由来細胞株ＪＥＧ－３を使用して、トロホブラストの脱落膜ｈＥＳＣを
通って浸潤する能力を評価した（参考文献　Ｈａｎｎａｎ　２０１０年）。浸潤アッセイ
を、コラーゲンＴｒａｎｓｗｅｌｌ浸潤キット（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔ．　Ｂｉｌｌ
ｅｒｉｃａ、ＭＡ）を使用して実施した。対照、対照ｓｉＲＮＡ、またはＡＮＸＡ２　ｓ
ｉＲＮＡとしての５×１０５個の脱落膜化ｈＥＳＣを、８ｍｍポアサイズのｔｒａｎｓｗ
ｅｌｌインサートに入れて、２４時間、コンフルエンスまで増殖させた。インサートの上
面において、１０６個のＪＥＧ－３細胞をｈＥＳＣ培地中に再懸濁し、ＪＥＧ－３細胞を
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４８時間、浸潤させた。浸潤を、標準マイクロプレートリーダーを使用してＯＤにより測
定した（図４Ｃ）。
【００５５】
　線維素溶解研究
　プラスミノーゲンレベルを、馴化培地において、ＥＬＩＳＡキット（Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏ
ｌａｂｓ、ＣＡ、ＵＳＡ）により、製造業者の使用説明書に従って評価した。２連のウェ
ルにおける平均吸光度（Δ４５０ｎｍ）を、ｈＥＳＣを含まない培地を有するウェル由来
のバックグラウンドを引き算することにより計算した。
【００５６】
　プラスミン活性を、馴化培地において、蛍光定量アッセイキット（Ａｎａｓｐｅｃ、Ｃ
Ａ、ＵＳＡ）により測定した。それは、４９６ｎｍ／５２０ｎｍ（励起／発光）で検出さ
れる明るい緑色蛍光を有するローダミン１１０フルオロフォアを生成する、プラスミン基
質のプロテアーゼ切断に基づいている。５０マイクロリットルの馴化培地を、室温で１０
分間、プレインキュベートし、５０μＬのプラスミン基質溶液を各ウェルに加えた。蛍光
シグナルを、動態読み取りのために得た。測定はすぐに開始し、６０分間にわたり５分ご
とにデータを記録し、読み取り（ｌｅｃｔｕｒｅ）は合計１３個であった。各条件を２連
で評価した。蛍光を、Ｒｈ１１０蛍光参照標準を使用して濃度値に内挿した（ｉｎｔｅｒ
ｐｏｌ）。
【００５７】
　ＭＭＰ２およびＭＭＰ９のレベル
　ＭＭＰ２およびＭＭＰ９のプロタンパク質型および活性タンパク質型を、市販のＥＬＩ
ＳＡ分析（ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ、ＧＡ、ＵＳＡ）により評価した。これらのアッセイは
、９６ウェルプレート上にコーティングされたヒトＭＭＰ－２およびＭＭＰ－９に特異的
な抗体を利用している。標準および試料を、ピペットによりウェルへ２連にし、試料中に
存在するＭＭＰ－２およびＭＭＰ－９を、固定化抗体によりウェルに結合させる。ビオチ
ン化抗ヒトＭＭＰ－２およびＭＭＰ－９ならびにＨＲＰ結合体化ストレプトアビジンを加
えた。ＴＭＢ基質溶液を加え、４５０ｎｍでの吸光度を、標準曲線に外挿した。
【００５８】
　定量的ＰＣＲ
　全ＲＮＡを、Ｔｒｉｚｏｌ　ＬＳ試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｂａｒｃｅｌｏｎａ、
Ｓｐａｉｎ）を使用して、製造業者の使用説明書に従い、ｈＥＳＣ培養物から抽出した。
最初に、１μｇの全ＲＮＡを、Ａｄｖａｎｔａｇｅ　ＲＴ－ｆｏｒ－ＰＣＲキット（Ｃｌ
ｏｎｔｅｃｈ　ＣＡ、ＵＳＡ）を使用して、製造業者の使用説明書に従い、ｃＤＮＡへ逆
転写した。定量的リアルタイムＰＣＲを、Ｌｉｇｈｔ　Ｃｙｃｌｅｒ　４８０システム（
Ｒｏｃｈｅ）においてＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ（Ｒｏｃｈｅ）を使用して実施した。転写産
物を、内部対照としてＧＡＰＤＨを使用して、対応する標準曲線から定量化した。各実験
を、３連で試料ごとに３回、実施した。以下のプライマーを使用した：ＡＮＸＡ２（Ｆｗ
：ＴＧＴＧＣＡＡＧＣＴＣＡＧＣＴＴＧＧＡ、配列番号２、Ｒｖ：ＡＧＧＴＧＴＣＴＴＣ
ＡＡＴＡＧＧＣＣＣＡＡ、配列番号３）およびＧＡＰＤＨ（Ｆｗ：ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧ
ＧＴＣＧＧＡＧＴＣ、配列番号４、Ｒｖ：ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ、
配列番号５）。
【００５９】
　ヘパリン用量反応
　ｈＥＳＣを、用量反応実験を策定するために、５０μｇ／ｍＬおよび１００μｇ／ｍＬ
のヘパリン（Ｓｉｇｍａ、Ｍａｄｒｉｄ）の存在下、１５分間、３０分間、および６０分
間、単層上で培養した。ｈＥＳＣ細胞からの馴化培地を収集して、プラスミノーゲンレベ
ル、プラスミン活性、およびメタロプロテアーゼ産生を分析した。
【００６０】
　統計解析
　各実験あたり、少なくとも３つの異なる子宮内膜生検材料を使用し、３連で測定値を取
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った。平均値±ＳＥＭが提示され、ｎは実験の数を示す。データは、ＳＰＳＳソフトウェ
アを用い、ｔ検定を使用して、分析された群間の大域的差について分析した。Ｐ≦０．０
５のｐ値は、有意とみなされた。（＊ｐ≦０．０５、＊＊ｐ≦０．０１、＊＊＊ｐ≦０．
００１）。
【００６１】
　結果
　以前の妊娠においてｓＰＥを患った患者におけるｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化抵抗性
　正常な妊娠の過去をもつ対照患者（非ＰＥ）（ｎ＝１３）と比較した、以前の妊娠にお
いて重篤なＰＥ（ｓＰＥ）を患ったことがある女性（ｎ＝１３）由来のｈＥＳＣのｉｎ　
ｖｉｔｒｏ脱落膜化を評価した。ｓＰＥ群において、混合型ＨＥＬＬＰ症候群、子癇、ま
たは子癇に終わったＨＥＬＬＰ症候群を発症した２つの連続した以前のｓＰＥを含む異な
る型を患った女性からｈＥＳＣを単離した。ｓＰＥおよび非ＰＥの患者は、同等のＢＭＩ
および年齢をもつが、ｓＰＥの患者は、より高い収縮期／拡張期血圧、蛋白尿、ＧＯＴ、
ＧＰＴ、ならびにより低い血小板数およびフィブリノーゲンレベルを有した。脱落膜刺激
物質としてのｃＡＭＰ（０．５μＭ）＋ＭＰＡ（１μＭ）で５日間か、またはホルモン誘
導物質Ｐ４（１μＭ）＋Ｅ２（３０ｎＭ）で９日間のいずれかで脱落膜化したｈＥＳＣは
、類似した結果を示した。したがって、ｃＡＭＰ＋ＭＰＡプロトコールをこの研究に使用
した。興味深いことには、ＰＲＬおよびＩＧＦＢＰ－１分泌は、非ＰＥ対応物と比較して
、ｓＰＥから得られたｈＥＳＣにおいてｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化が損なわれていたこと
を実証している（それぞれ、図１Ａおよび１Ｂ）。ｈＥＳＣにおけるＦ－アクチン再編成
を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化中に調べ、非ＰＥにおいて線維芽細胞表現型から膨大した
円形細胞形態への移行を示したが、脱落膜表現型への移行は、ｓＰＥ患者由来の脱落膜化
ｈＥＳＣにおいて存在しなかった（図１Ｃ）。
【００６２】
　ｓＰＥにおけるＡＮＸＡ２の下方制御され、かつ制御解除されたｈＥＳＣ発現
　以前の妊娠においてｓＰＥを患った女性　対　非ＰＥ患者に由来した全子宮内膜試料に
おけるＡＮＸＡ２タンパク質存在量を分析した（図２Ａ）。濃度測定分析により、非ＰＥ
患者（ｎ＝６）と比較して、ｓＰＥ（ｎ＝６）由来の子宮内膜におけるＡＮＸＡ２存在量
の有意な低下が示された（図２Ａ）。子宮内膜ＡＮＸＡ２局在化を調べた。非ＰＥに対し
てｓＰＥにおける間質コンパートメントでのより低い染色が観察された（図２Ｂ）。次に
、ｓＰＥ患者　対　非ＰＥ患者に由来したｈＥＳＣを単離し、脱落膜化させ、ＡＮＸＡ２
タンパク質をウェスタンブロットによって評価した（図２Ｃ）。濃度測定分析により、ｓ
ＰＥ女性において、非ＰＥ患者と比較して、ＡＮＸＡ２が、基礎条件下で有意に低下し、
脱落膜化したｈＥＳＣにおいて制御解除されることが実証された（図２Ｃ）。この分子を
さらに定量化するために、両方の条件において脱落膜化中の細胞内型および分泌型のＡＮ
ＸＡ２を、ＥＬＩＳＡを使用して分析した。この分析により、脱落膜化刺激物質の存在下
でｓＰＥ女性由来のｈＥＳＣが、対照と比較して、細胞内および細胞外の両方のＡＮＸＡ
２において有意な低下および制御解除を受けることが裏付けられる（図２Ｄ）。さらに、
分泌型は細胞内ＡＮＸＡ２を反映し、これにより、ＰＥ患者において脱落膜化抵抗性を予
測するために使用することができるバイオマーカーとしてのＡＮＸＡ２の使用が確認され
る。
【００６３】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化中のｈＥＳＣにおけるＡＮＸＡ２の制御および機能性
　以前の研究は、ＡＮＸＡ２が、胚着床の受容能獲得および初期段階の間、ヒト子宮内膜
において月経周期を通して制御されることを示している。次に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのｈ
ＥＳＣ脱落膜化中のＡＮＸＡ２の制御を調べた。ウェスタンブロット（図３Ａ）および濃
度測定分析により評価された細胞内ＡＮＸＡ２は、どちらのプロトコールを使用しても、
非脱落膜化ｈＥＳＣに対する脱落膜化ｈＥＳＣにおける細胞内ＡＮＸＡ２の上方制御が裏
付けられる（図３Ａ）。その細胞内動力学と並行して、分泌型ＡＮＸＡ２を、ｈＥＳＣの
上清においてＥＬＩＳＡにより測定した（図３Ｂ）。これらの結果は、細胞内および細胞
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外ＡＮＸＡ２が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化中にｈＥＳＣにおいて上方制御されることを
実証している。
【００６４】
　次に、ｈＥＳＣにおけるＡＮＸＡ２の機能性を、ｓｉＲＮＡアプローチを使用してＡＮ
ＸＡ２分子を阻害することにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ脱落膜化中に評価した。ｈＥＳＣト
ランスフェクションから２４時間後、非脱落膜条件および脱落膜条件の両方で、対照群お
よび対照ｓｉＲＮＡ群と比較して、ｓｉＲＮＡ群において、ＡＮＸＡ２　ｍＲＮＡ（図３
Ｃ）およびタンパク質（図４Ｄ）の有意な低下が観察された。それの機能的関連性を確証
するために、ＡＮＸＡ２阻害の影響を、ＰＲＬおよびＩＧＦＢＰ－１などの脱落膜バイオ
マーカーの分泌、加えて、脱落膜刺激の開始後７２時間目における形態学的表現型変化に
おいて評価した。対照と違って、ｓｉＲＮＡ脱落膜化ｈＥＳＣにおいてＰＲＬおよびＩＧ
ＦＢＰ－１は存在しなかった（図３Ｅおよび３Ｆ）。また、ローダミン－ファロイジン染
色により、ＡＮＸＡ２干渉は、脱落膜化過程中のＦ－アクチン構造の特徴的な表現型改変
を抑止し、Ｆ－アクチンフィラメントの長手方向の配向を変化しないままにした（図３Ｇ
）。ＡＮＸＡ２阻害後の脱落膜化中のアクチン細胞骨格の再編成もまた、細胞骨格へ組み
入れられたＦ－アクチンと比較した、サイトゾルに見出される遊離単量体Ｇ－アクチンの
比を使用して、調べた（図３Ｈ）。平均Ｇ／Ｆ－アクチン比は、脱落膜表現型および非脱
落膜表現型のどちらも、対照および対照ｓｉＲＮＡのｈＥＳＣ細胞においておよそ１：１
であったが、ＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣ細胞は、Ｆ－アクチンと比較して単量体Ｇ－アクチ
ンの含有量の有意な増加を示した（ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ処理された非脱落膜細胞にお
いて３：１の比、およびＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ処理された脱落膜細胞において４：１の
比）（図３Ｈ）。これらのデータは、ＡＮＸＡ２阻害が、アクチンフィラメント脱重合お
よびＧ－アクチン単量体の割合の有意な増加を通して脱落膜化抵抗性を誘導することを実
証し、脱落膜化過程中のＦ－アクチンファイバーの再編成におけるＡＮＸＡ２の機能的役
割を示している。
【００６５】
　ＡＮＸＡ２阻害は、ｈＥＳＣ運動性、トロホブラスト拡散および浸潤を低下させる
　ＡＮＸＡ２阻害により誘導される脱落膜化抵抗性のトロホブラスト拡散および浸潤への
パラクリン作用をさらに理解するために、ＡＮＸＡ２のｈＥＳＣ運動性への関与を分析す
るために、創傷閉鎖アッセイを実施した。ｈＥＳＣの脱落膜化に続いて、ＡＮＸＡ２　ｓ
ｉＲＮＡを、６時間、トランスフェクションし、その後、細胞の単層を引っ掻きによって
破壊し、遊走に関してのＡＮＸＡ２阻害の効果を、ビデオ顕微鏡観察により２４時間中、
追跡した（図４Ａ）。ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ阻害細胞における創傷閉鎖のパーセンテー
ジは、対照細胞および対照ｓｉＲＮＡ細胞と比較して、有意に低下した（図４Ａ）。
【００６６】
　マウス胚をコンフルエントな脱落膜化ｈＥＳＣ単層上に置き、続いてＡＮＸＡ２　ｓｉ
ＲＮＡによる阻害を行う異種性ｉｎ　ｖｉｔｒｏ共培養モデルを使用する、ＡＮＸＡ２阻
害のトロホブラスト拡散への効果を、次に研究した。Ｅ－カドヘリンおよびビメンチンの
免疫染色により、それぞれ、マウストロホブラストおよびｈＥＳＣが同定される。トロホ
ブラスト拡散の総面積を、ピクセルの数として評価し、対照および対照ｓｉＲＮＡのｈＥ
ＳＣ細胞と比較して、ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ細胞における有意な減少が観察された（図
４Ｂ）。
【００６７】
　ＪＥＧ－３ヒトトロホブラスト細胞株のＡＮＸＡ２阻害ｈＥＳＣ細胞への浸潤性もまた
、コラーゲン浸潤チャンバーアッセイを使用して分析した。脱落膜化ｈＥＳＣを、ＡＮＸ
Ａ２　ｓｉＲＮＡにより阻害し、コラーゲン層上のインサート内で培養した。その後、Ｊ
ＥＧ－３細胞懸濁物をインサートの上面に置いた。処理されたｈＥＳＣの単層およびコラ
ーゲンバリアを通って浸潤する能力を調べた。ＡＮＸＡ２阻害細胞における浸潤したＪＥ
Ｇ－３細胞のパーセンテージは、対照ｈＥＳＣと比較して有意に低下した（図４Ｃ）。
【００６８】
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　ＡＮＸＡ２の阻害による線維素溶解活性の欠乏もまた、ｓＰＥ由来のｈＥＳＣに存在す
る
　線維素溶解系は、フィブリン沈着を通してＰＥの病因および子宮内膜機能不全の素因に
結びつけられている。ＰＥ女性由来のｈＥＳＣと比較した、ｈＥＳＣ　ＡＮＸＡ２阻害の
線維素溶解活性への機能的効果を調べた。この目的のために、脱落膜化対照、ＡＮＸＡ２
　ｓｉＲＮＡ、およびＰＥ由来のｈＥＳＣからの、馴化培地におけるプラスミノーゲンレ
ベルおよびプラスミン活性を分析した。プラスミノーゲンレベルおよびプラスミン活性は
、対照ｓｉＲＮＡ　ｈＥＳＣおよび対照脱落膜化ｈＥＳＣと比較して、ＡＮＸＡ２　ｓｉ
ＲＮＡおよびｓＰＥ由来のｈＥＳＣにおいて有意に低下した（プラスミノーゲンレベル：
それぞれ、２２９．１±２３．１および１９１．５±３６．７ｐｇ／ｍＬ　対　３０５．
１±２３．２および３９７．１±４５．１ｐｇ／ｍＬ；プラスミン活性：それぞれ、１２
．７±３．６ｍＭおよび４．２±０．７５ｍＭ　対　２７．５±１０．２ｍＭおよび２３
．１±４．１ｍＭ）（図５Ａおよび５Ｂ）。したがって、線維素溶解系は、脱落膜化ｈＥ
ＳＣにおいてＡＮＸＡ２が阻害されている場合に欠乏し、ｓＰＥ患者由来のｈＥＳＣにお
いてより高い程度で欠乏している。
【００６９】
　興味深いことに、プラスミノーゲン／プラスミン系は、フィブリンおよびコラーゲンな
どのＥＣＭ成分を分解するＭＭＰ２およびＭＭＰ９タンパク質の産生によりトロホブラス
ト浸潤を制御する。ＭＭＰ２およびＭＭＰ９タンパク質分泌を、ＡＮＸＡ２阻害およびｓ
ＰＥの脱落膜化ｈＥＳＣの馴化培地においてＥＬＩＳＡにより分析した。ＭＭＰ２および
ＭＭＰ９分泌のレベルは、ＡＮＸＡ２が阻害された場合、およびｓＰＥ患者において、有
意に低下した（図５Ｃおよび５Ｄ）。
【００７０】
　ヘパリン処理は、ＡＮＸＡ２低下ｈＥＳＣにおいて欠損線維素溶解系の活性化を支持す
る
　ヘパリンは、組織プラスミノーゲンアクチベーター（ｔＰＡ）を通して線維素溶解経路
に作用し、ヘパリンのＡＮＸＡ２との結合の直接的効果としても記載されている。ヘパリ
ンの線維素溶解への効果を、対照ｓｉＲＮＡ、ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ阻害、非ＰＥ、お
よびＰＥの脱落膜化ｈＥＳＣにおいてプラスミノーゲン存在量およびプラスミン活性を測
定する用量反応および時間依存性実験で分析した。１００μｇ／ｍＬでのヘパリンは、Ａ
ＮＸＡ２阻害およびｓＰＥの脱落膜化ｈＥＳＣを含む、調べられた全ての条件において馴
化培地へのプラスミノーゲンおよびプラスミンの分泌を有意に増加させた（図５Ｅ）。ま
た、ヘパリンのプラスミンへの効果もまた評価し、同じ用量において、ＡＮＸＡ２　ｓｉ
ＲＮＡおよびｓＰＥ由来のｈＥＳＣにおけるプラスミン活性の有意な増加を生じた（図５
Ｆ）。対照、ＡＮＸＡ２　ｓｉＲＮＡ、およびｓＰＥ患者由来のｈＥＳＣの馴化培地にお
ける分泌された細胞外ＡＮＸＡ２レベルをＥＬＩＳＡによって測定した。結果により、ヘ
パリン処理が、培養培地へ分泌されたＡＮＸＡ２タンパク質の有意な増加を誘導すること
が裏付けられた（図５Ｇ）。
【００７１】
　最後に、全ての条件における、ヘパリンのＭＭＰ２およびＭＭＰ９メタロプロテアーゼ
産生への機能的効果をｉｎ　ｖｉｔｒｏで試験した（図５Ｈ）。ヘパリンでの処理は、ト
ロホブラストの子宮内膜間質細胞を通っての浸潤を促進する重要な要素である、メタロプ
ロテアーゼの有意な増加を誘導した。したがって、ｓｉＲＮＡにより誘導されたか、また
はｓＰＥを有する患者に自然発生したＡＮＸＡ２欠乏脱落膜化ｈＥＳＣへのヘパリンの直
接的および／または間接的効果は、少なくとも一部、関連した線維素溶解性欠陥を矯正す
る。
【００７２】
　これらのデータに基づいて、少なくとも部分的にＡＮＸＡ２欠乏によって媒介される、
ｓＰＥに存在するｈＥＳＣ脱落膜化抵抗性を、ＰＥの母体における原因としての浅いトロ
ホブラストの浸潤および線維素溶解の変化と共に組み込んだモデルが提案される（図７）
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。ｓＰＥにおける、またはｓｉＲＮＡを通して誘導されたＡＮＸＡ２欠乏ｈＥＳＣが、そ
れらの典型的な形態学的変換を妨害する、アクチンフィラメントの脱重合およびＧ－アク
チン単量体の割合の有意な増加により適切に脱落膜化しないことが見出された。下流にお
ける主な帰結は、前酵素プラスミノーゲンへの直接的効果を含み、そのことが、プラスミ
ン生成の低下をもたらし、それが、線維素溶解系の欠乏による血栓形成促進性パラクリン
効果を生じることを含んだ。同様に、ＡＮＸＡ２活性化の欠損は、フィブリンおよびコラ
ーゲンなどのＥＣＭ成分を分解するＭＭＰ２およびＭＭＰ９の阻害を通して浅いトロホブ
ラスト浸潤をもたらす。ＡＮＸＡ２を通して作用するヘパリンの添加は、示した下流にお
ける効果を克服することができる。
【００７３】
　考察
　ＰＥの考え得る原因として欠損ＣＴＢ分化は熱心に研究されているが、本研究は、この
産科合併症の起源に関与する子宮内膜の母体のパラクリン因子に着目した。疫学研究によ
って、母系家族における過去のＰＥが、近親者の女性においてＰＥを患うリスクの２４％
～１６３％増加と関連することが明らかになっている。しかしながら、父系家族における
ＰＥエピソードは、所定の患者におけるＰＥリスクに影響しない。したがって、ＰＥにつ
いての遺伝子感受性は、母系と明らかに関連している。
【００７４】
　子宮壁におけるＣＴＢの浸潤を制御する脱落膜からの脱落膜化変換を通してｈＥＳＣを
標的にした。非ＰＥ対応物と比較した、ｓＰＥから得られるｈＥＳＣにおける脱落膜化抵
抗性の同定は本研究を促進した。
【００７５】
　アネキシンＡ２（ＡＮＸＡ２）は、ヒト子宮内膜の分泌期中期および後期中に有意に上
方制御されるカルシウム制御性リン脂質結合タンパク質である。このタンパク質は、Ｆ－
アクチンネットワークの調節によって、子宮内膜上皮が受容能表現型を獲得するうえで重
要である。ＡＮＸＡ２は、ｈＥＳＣ上に存在し、かつ機能する線維素溶解促進性受容体で
ある。それは、プラスミノーゲンおよびそれのアクチベーターｔＰＡの細胞表面共受容体
として働き、細胞表面プラスミン生成が有意に増強される。ＰＥにおいて線維素溶解経路
が変化しているので、機構分析をＡＮＸＡ２に注力した。なぜなら、この分子の高い力価
が、抗リン脂質症候群（ＡＰＳ）（ＰＥの発症の素因となることが公知である状態）にお
ける血栓性事象と関連づけられているからである。さらに、ＰＥを有する胎盤におけるＡ
ＮＸＡ２自己抗体が、胎盤トロンビン形成の考え得る原因として示唆されている。
【００７６】
　最初に、子宮内膜間質コンパートメント内のＡＮＸＡ２は、非ＰＥに対して、以前の妊
娠でｓＰＥを患った患者において低下した。次に、この分析から、脱落膜化刺激物質の存
在下でのｓＰＥ女性由来のｈＥＳＣは、対照と比較して、細胞内ＡＮＸＡ２および細胞外
ＡＮＸＡ２の両方において有意な低下および制御解除を受けることが裏付けられる。もう
１つの驚くべき所見は、細胞内および細胞外ＡＮＸＡ２が、ｈＥＳＣにおいてｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ脱落膜化中、上方制御され、それの機能阻害が、アクチンフィラメントの脱重合お
よびＧ－アクチン単量体割合の増加を通して脱落膜化抵抗性を誘導することであった。Ａ
ＮＸＡ２阻害により誘導される脱落膜化抵抗性のオートクリンおよびパラクリン作用のさ
らなる研究により、ｈＥＳＣ運動性の直接的効果、ならびに、この病理学的状態の顕著な
特徴である、トロホブラスト拡散および浸潤の低下が明らかにされた。
【００７７】
　線維素溶解は、フィブリン血栓をリモデリングおよび分解する組織プラスミノーゲンア
クチベーター（ｔＰＡ）およびウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベーター（ｕＰＡ
）の作用を通して、プラスミノーゲンがプラスミンへと変換される、非常に組織化された
過程である。ＰＥ由来の胎盤における共通の病理組織学的所見は、フィブリン沈着と共に
様々な程度の血栓症の出現である。線維素溶解機能の欠陥は、血栓症の増加の公知のリス
ク因子である。線維素溶解の変化がＰＥに存在しており、その疾患の発症における、原因
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かまたは結果のいずれかとしての線維素溶解異常を示唆している。ＡＮＸＡ２は、前酵素
プラスミノーゲン、および同じ程度で、外因性線維素溶解経路へ直接的効果を生じ、した
がって、線維素溶解系は、ＡＮＸＡ２が阻害された場合の脱落膜化ｈＥＳＣにおいて欠乏
し、脱落膜化抵抗性をもつｓＰＥ患者由来のｈＥＳＣにおいてより高い程度で欠乏した。
プラスミノーゲン／プラスミン系の変化は、フィブリンおよびコラーゲンなどのＥＣＭ成
分を分解するＭＭＰ２およびＭＭＰ９の阻害を通して、トロホブラスト浸潤を妨げた。１
００μｇ／ｍＬの用量でのヘパリンがｉｎ　ｖｉｔｒｏで、調べられた全ての条件におい
て、分泌型ＡＮＸＡ２タンパク質、プラスミノーゲン、プラスミン、ＭＭＰ２、およびＭ
ＭＰ９の産生を増加させることも実証された。したがって、この研究は、ＰＥにおけるヘ
パリン処置の報告された有益な効果を理解するための基礎を固めるものである。
【００７８】
【化１】
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【００７９】
　本明細書に示され、記載されたものに加えて、本発明の様々な改変が、前述の説明から
当業者にとって明らかになるであろうが、それらは、添付の特許請求の範囲の範囲内にあ
る。本発明の利点および目的は、必ずしも、本発明の各実施形態によって包含されるとは
限らない。



(31) JP 2017-513021 A 2017.5.25

【図１Ａ】 【図１Ｂ】

【図１Ｃ】 【図２－１】



(32) JP 2017-513021 A 2017.5.25

【図２－２】 【図２－３】

【図３－１】 【図３－２】



(33) JP 2017-513021 A 2017.5.25

【図３－３】 【図４Ａ】

【図４Ｂ】 【図４Ｃ】



(34) JP 2017-513021 A 2017.5.25

【図５－１】 【図５－２】

【図５－３】 【図５－４】



(35) JP 2017-513021 A 2017.5.25

【図６】 【図７】

【配列表】
2017513021000001.app



(36) JP 2017-513021 A 2017.5.25

10

20

30

40

【国際調査報告】



(37) JP 2017-513021 A 2017.5.25

10

20

30

40



(38) JP 2017-513021 A 2017.5.25

10

20

30

40



(39) JP 2017-513021 A 2017.5.25

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｐ  15/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   15/00     ＺＮＡ　        　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,ST,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,T
J,TM),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,R
O,RS,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,
BA,BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,H
N,HR,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JP,KE,KG,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG
,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,
UA,UG,US

(74)代理人  230113332
            弁護士　山本　健策
(72)発明者  シモン，　カルロス
            スペイン国　エ－４６９８０　パテルナ　（バレンシア），　セ／カテドラティコ　アグスティン
            　エスカルディノ　９，　パーク　サイエンティフィック　ウニベルシタット　デ　バレンシア，
            　フンダシオン　イウベイ
(72)発明者  ガリド，　タマラ
            スペイン国　エ－４６９８０　パテルナ　（バレンシア），　セ／カテドラティコ　アグスティン
            　エスカルディノ　９，　パーク　サイエンティフィック　ウニベルシタット　デ　バレンシア，
            　フンダシオン　イウベイ
(72)発明者  ペイセール，　アントニオ
            スペイン国　エ－４６９８０　パテルナ　（バレンシア），　セ／カテドラティコ　アグスティン
            　エスカルディノ　９，　パーク　サイエンティフィック　ウニベルシタット　デ　バレンシア，
            　フンダシオン　イウベイ
Ｆターム(参考) 4C086 AA01  AA02  EA25  EA26  EA27  NA20  ZA81 



专利名称(译) <无法获取翻译>

公开(公告)号 JP2017513021A5 公开(公告)日 2018-04-26

申请号 JP2017500456 申请日 2015-03-19

[标]发明人 シモンカルロス
ガリドタマラ
ペイセールアントニオ

发明人 シモン, カルロス
ガリド, タマラ
ペイセール, アントニオ

IPC分类号 G01N33/53 G01N33/543 A61K31/726 A61K31/727 A61K31/737 A61P15/00

CPC分类号 G01N33/689 G01N2800/368 A61K31/727 A61P15/00 G01N2333/47

FI分类号 G01N33/53.D G01N33/543.545.A A61K31/726 A61K31/727 A61K31/737 A61P15/00.ZNA

F-TERM分类号 4C086/AA01 4C086/AA02 4C086/EA25 4C086/EA26 4C086/EA27 4C086/NA20 4C086/ZA81

代理人(译) 夏木森下
饭田TakashiSatoshi
石川大介
山本健作

优先权 61/968728 2014-03-21 US
61/969520 2014-03-24 US

其他公开文献 JP2017513021A
JP6684263B2

摘要(译)

本发明提供了一种用于可靠地识别患有先兆子痫（PE）或易于发展它们
的女性的非侵入性测定法。该方法包括测量从受试者获得的测试样品中
膜联蛋白A 2（ANXA 2）的水平，并确定测试样品中ANXA 2的水平相对
于对照样品是否降低，或者如果发生先兆子痫的风险很高，则主题是相
同的包括设置步骤。还提供了用于治疗患有PE或被鉴定为处于发展先兆
子痫高风险的受试者的方法。
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