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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者の子宮内膜の受容性を評価するための方法であって、以下からなる工程：
ｉ）患者から得られた子宮内膜生検試料中の１１の遺伝子の発現レベルを測定する工程、
ここで該遺伝子がＭＦＡＰ５、ＡＮＧＰＴＬ１、ＰＲＯＫ１、ＮＬＦ２、ＬＡＭＢ３、Ｂ
ＣＬ２Ｌ１０、ＣＤ６８、ＴＲＰＣ４、ＳＯＲＣＳ１、ＦＳＴおよびＫＲＴ８０である；
および
ｉｉ）子宮内膜生検試料中の遺伝子の発現レベルを対照と比較する工程、ここで、子宮内
膜生検試料と対照との間の遺伝子の発現レベルの差の検出が子宮内膜が受容性であるかど
うかを示す
を含む、方法。
【請求項２】
　インビトロ受精法（ＩＶＦ）中に子宮内膜－胚同時培養のための子宮内膜同時培養の系
を調製するための方法であって、以下からなる工程：
ｉ）患者から得られた子宮内膜生検試料中の１１の遺伝子の発現レベルを測定する工程、
ここで該遺伝子がＭＦＡＰ５、ＡＮＧＰＴＬ１、ＰＲＯＫ１、ＮＬＦ２、ＬＡＭＢ３、Ｂ
ＣＬ２Ｌ１０、ＣＤ６８、ＴＲＰＣ４、ＳＯＲＣＳ１、ＦＳＴおよびＫＲＴ８０である；
ｉｉ）子宮内膜生検試料中の遺伝子の発現レベルを対照と比較する工程、ここで、子宮内
膜生検試料と対照との間の遺伝子の発現レベルの差の検出が子宮内膜が受容性であるかど
うかを示す；
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ｉｉｉ）子宮内膜細胞の集団を得るために、工程ｉｉ）において受容性と評価された子宮
内膜から得られた子宮内膜細胞を培養する工程；および
ｉｖ）該子宮内膜細胞の集団を胚と同時培養する工程；
を含む方法。
【請求項３】
　請求項１又は２記載の方法を実行するためのキットであって、ここで該キットがＭＦＡ
Ｐ５、ＡＮＧＰＴＬ１、ＰＲＯＫ１、ＮＬＦ２、ＬＡＭＢ３、ＢＣＬ２Ｌ１０、ＣＤ６８
、ＴＲＰＣ４、ＳＯＲＣＳ１、ＦＳＴおよびＫＲＴ８０の発現レベルを特異的に測定する
ための手段として核酸のプライマー又はプローブを含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、患者の子宮内膜の受容性を評価するための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生殖補助医療（ＡＲＴ）における多くの進歩にも関わらず、調節卵巣刺激法（ＣＯＨ）
およびインビトロ受精（ＩＶＦ）後の妊娠率は、依然として低い。着床失敗の三分の二は
、不十分な子宮内膜の受容性または胚－子宮内膜ダイアログの不良に関連すると推定され
る。子宮内膜は、“着床の窓”と呼ばれる、空間的および時間的に制限された窓の期間中
、胚盤胞の着床に対して受容性である。ヒトの場合、この期間は、ＬＨサージの６～１０
日後に始まって、約４８時間持続する。子宮内膜の受容性を評価するために、伝統的な判
断基準である子宮内膜厚、子宮内膜の形態学的な観点、ならびに子宮内膜および子宮内膜
下の血流を含む、いくつかのパラメータが示唆されている。しかし、それらの陽性適中率
は、依然として限定的である。
【０００３】
　より最近では、ヒトの着床の窓のバイオマカーを特定するために、トランスクリプトー
ムを用いたアプローチが推し進められている。ヒト生検試料におけるマイクロアレイによ
る技術を用いて、数人の研究者らは、ヒト子宮内膜の前受容性（分泌期前期）から受容性
（分泌期中期）の段階への移行に関連する遺伝子発現プロフィールの変化を観察している
（Carson et al., 2002; Riesewijk et al., 2003; Mirkin et al., 2005; Talbi et al.
, 2006）。しかし、調節された様々な遺伝子の内、これらのすべての試験に共通するのは
２つの遺伝子のみであった（Haouzi et al., 2009）。同一のアプローチを用いた結果に
おけるこのようなばらつきには、いくつかの説明があり得る：子宮内膜の生検日の違い、
患者のプロフィールの違い、そして試験した子宮内膜の試料数が不十分であったことであ
る（ｎ≦１１）。さらに、患者間のばらつきの影響を最小限にするために必須の条件であ
ると思われるが、同一の患者において分泌期前期および中期を比較した試験は１試験のみ
であった（Riesewijk et al., 2003）。
【０００４】
　従って、当技術分野では、依然として、ＩＶＦの臨床的な結果の改善に役立つヒト子宮
内膜受容性の信頼性のあるバイオマーカーの必要性がある。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、患者の子宮内膜の受容性を評価するための方法であって、患者から得られた
子宮内膜生検試料中の１１の遺伝子の発現レベルの測定からなる工程を含み、該遺伝子が
ＭＦＡＰ５、ＡＮＧＰＴＬ１、ＰＲＯＫ１、ＮＬＦ２、ＬＡＭＢ３、ＢＣＬ２Ｌ１０、Ｃ
Ｄ６８、ＴＲＰＣ４、ＳＯＲＣＳ１、ＦＳＴおよびＫＲＴ８０である、方法に関する。
【０００６】
発明の詳細な説明
　本発明者らは、着床の窓の期間中にヒトの子宮内膜で発現して、このようなマーカーと
して用いることができる遺伝子を特定することを目的とした。男性不妊症因子における新
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しい卵細胞質内精子注入法（ＩＣＳＩ）の試みに先行して、一連の正常な応答者の患者（
ｎ＝３１）が、同一の自然周期の分泌期前期（ＬＨ＋２）および分裂期中期（ＬＨ＋７）
の期間中に子宮内膜の生検を受けた（ｎ＝６２）。試料は、ＤＮＡマイクロアレイを用い
て解析して、マイクロアレイの解析は、各患者について分泌期前期および中期の段階の対
にした試料により実施したが、これは患者間のばらつきを最小限にするために必須である
。子宮内膜受容性の新しいマーカーを特定するために、本発明者らは、先ず、ＬＨ＋２お
よびＬＨ＋７の試料群の間で著しく変化した遺伝子リストと、同一の自然子宮内膜周期段
階を比較した他の４つのトランスクリプトーム試験Carson et al., 2002; Riesewijk et 
al., 2003; Mirkin et al., 2005; Talbi et al., 2006）から得られた遺伝子リストの共
通項を求めて、着床の窓の期間中に特異的に変化する、７９７の遺伝子を含む本試験独自
の遺伝子リストを特定した（図１）。これらのデータ（７９７遺伝子）の階層的なクラス
タリングの結果、このリストが２つの子宮内膜試料群に明確に分離することが示された。
この分離を図１に例証する。面白いことに、これらの遺伝子の大部分は着床の窓の期間中
にアップレギュレーションされた（アップレギュレーションされた遺伝子７４６、ダウン
レギュレーションされた遺伝子５１）（図１）。
【０００７】
　続いて、子宮内膜の受容性に関与すると推定されるバイオマーカーを特定するために、
マイクロアレイの実験に適用される分類予測のための新しいアプローチが用いられた。着
床の窓の候補遺伝子を選択するために、次に、本発明者らは、着床の窓の期間中に特異的
に変化する本試験独自の遺伝子リストを予測遺伝子リストと比較した。その結果、本発明
者らは、マイクロアレイの解析による報告書には列記されていない、子宮内膜の受容性を
予測する最も強くアップレギュレーションされた１０個の新しい遺伝子を選択した。これ
らの新しい遺伝子の内、４個の遺伝子はHaouziら(2009)において発表されている。発表さ
れたこれらのバイオマーカーは、ＭＦＡＰ５（マイクロフィブリル関連タンパク質５）、
ＡＮＧＰＴＬ１（アンギオポエチン様１）、ＰＲＯＫ１とも呼ばれるＥＧ－ＶＥＧＦ（内
分泌腺由来血管内皮細胞増殖因子またはプロキネチシン１）、およびＣ２ＣＤ４Ｂとも呼
ばれるＮＬＦ２（核局在因子２またはＣ２カルシウム依存ドメイン含有４Ｂ）であり、す
べてがマイクロアレイ解析において着床の窓の期間中に、それぞれ、３７、１２．６、１
０．２および２２．５倍に過剰発現する（表１）。さらに、他のマイクロアレイ解析で発
見された１つの遺伝子がヒト子宮内膜受容性の陽性対照として選択された：ＬＡＭＢ３（
ラミニンベータ３）。６つの未発表の遺伝子は、ＢＣＬ２Ｌ１０（ＢＣＬ２様１０）、Ｃ
Ｄ６８抗原、ＴＲＰＣ４（一過性レセプター電位陽イオンチャネル、サブファミリーＣ、
メンバー４）、ＳＯＲＣＳ１（ソルチリン関連ＶＰＳ１０ドメイン含有レセプター１）、
ＦＳＴ（フォリスタチン）、およびＫＲＴ８０（ケラチン８０）であり、これらは、着床
の窓の期間中に同じく、それぞれ、４．７倍、５．３倍、７．７倍、９倍、９倍および１
４．６倍に過剰発現した（表１）。結論：１１の遺伝子（ＭＦＡＰ５、ＡＮＧＰＴＬ１、
ＰＲＯＫ１、ＮＬＦ２、ＬＡＭＢ３、ＢＣＬ２Ｌ１０、ＣＤ６８、ＴＲＰＣ４、ＳＯＲＣ
Ｓ１、ＦＳＴ、およびＫＲＴ８０）は初めて選択された遺伝子であり、子宮内膜受容性の
検査のための新しいバイオマーカーである。子宮内膜の生検は自然周期の期間中に実施し
易い手順であり、従って、本発明は、ＩＶＦまたはＩＣＳＣ後の着床不良の患者における
新規の手法である。
【０００８】
　従って、本発明は、患者の子宮内膜の受容性を評価するための方法であって、患者から
得られた子宮内膜生検試料中の１１の遺伝子の発現レベルの測定からなる工程を含み、該
遺伝子がＭＦＡＰ５、ＡＮＧＰＴＬ１、ＰＲＯＫ１、ＮＬＦ２、ＬＡＭＢ３、ＢＣＬ２Ｌ
１０、ＣＤ６８、ＴＲＰＣ４、ＳＯＲＣＳ１、ＦＳＴ、およびＫＲＴ８０である方法に関
する。
【０００９】
　本明細書で用いられるように、「患者」という用語は、本発明が適用され得る哺乳動物
の雌を指す。典型的には該哺乳動物はヒト（即ち、女性）であるが、霊長類、イヌ、ネコ
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、ブタ、ヒツジ、ウシなどのその他の哺乳動物を対象とすることができる。
【００１０】
　本発明に関連するすべての遺伝子は、それ自体、公知であり、以下の表１に列記されて
いる。
【００１１】
【表１】

【００１２】
　本発明の方法は、子宮内膜生検試料と対照の間の遺伝子の発現レベルの差の検出によっ
て子宮内膜が受容性であるかどうかが示される、子宮内膜生検試料中の遺伝子の発現レベ
ルの対照との比較からなる工程をさらに含んでもよい。対照は、受容性子宮内膜から得ら
れた子宮内膜生検試料に存在してもよく、あるいは、非受容性子宮内膜から得られる子宮
内膜生検試料からなってもよい。
【００１３】
　好ましい態様において、患者は自然周期が観察される。本発明者らは、実際に、刺激さ
れた周期または自然の変更された周期は子宮内膜の受容性に影響を及ぼすと考えている。
「自然周期」という用語は、雌または患者が１個の卵母細胞を産生する自然周期を指す。
「変更された自然周期」という用語は、雌または患者が、組換え型ＦＳＨまたはｈＭＧに
関連するＧｎＲＨアンタゴニストを用いた軽度の卵巣刺激下において２個から５個の間の
卵母細胞を産生する過程を指す。「刺激された周期」という用語は、雌または患者が、組
換え型ＦＳＨまたはｈＭＧに関連するＧｎＲＨアゴニストまたはアンタゴニストを用いた
刺激下において１個よりも多い卵母細胞を産生する過程を指す。本発明者らは、実際に、
調節卵巣刺激（ＣＯＳ）のサイクルにおけるゴナドトロピンの投与が正常な子宮内膜受容
性に関与する遺伝子の転写活性の混乱を来すことを見出している。従って、本発明は、特
に複数回の着床不全の患者において、新しい展望を開く。この場合、子宮内膜のプロフィ
ールの解析によってＣＯＳプロトコール中に大きく変化したプロフィールを明らかにする
ことが可能であり、臨床医に対してＩＶＦ刺激プロトコールを修正するか、あるいは自然
周期中のより遅い時期に胚移植を実施することを促す。特に、子宮内膜の受容性がＣＯＳ
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プロトコールによって深刻に損なわれる場合は、新鮮な胚の移植は中止されるべきであり
、自然周期下において凍結された胚および融解された胚の移植が実施されるべきである。
【００１４】
　本発明の方法は、患者がなぜ複数回の着床不全を起こすかを理解するためにも特に適し
ている。
【００１５】
　本発明の方法は、患者の妊娠の結果の改善に特に適している。従って、本発明は、以下
を含む患者の妊娠の結果を改善させるための方法にも関する：
　ｉ）本発明の方法を実施することによって、患者の子宮内膜の受容性を評価する工程。
　ｉｉｉ）工程ｉ）において子宮内膜が受容性と判断された時点で、胚を移植する工程。
【００１６】
　工程ｉｉ）の胚は、伝統的なインビトロ受精法（ｃＩＶＦ）のプロトコールまたは細胞
質内精子注入法（ＩＣＳＩ）のプロトコールを介して得ることができる。「伝統的なイン
ビトロ受精法」または「ｃＩＶＦ」という用語は、卵母細胞が、体外、つまりインビトロ
において精子を受精する過程を指す。ＩＶＦは、インビボにおける受胎が失敗した際の不
妊における主要な治療法である。「細胞質内精子注入法」または「ＩＣＳＩ」という用語
は、１個の精子が卵母細胞に直接注入されるインビトロの受精手順を指す。この手順は、
雄の不妊要因を克服するために最も広く用いられるが、卵母細胞が精子によって容易に侵
入され得ない場合、および場合によっては、特に精子提供に関連するインビトロにおける
受精の方法としても用いることができる。
【００１７】
　上記の表１に記載した通り、遺伝子の発現レベルの測定は様々な手法で実施することが
できる。一般に、測定される発現レベルは相対的な発現レベルである。
【００１８】
　より好ましくは、前記測定は、子宮内膜生検試料をプローブ、プライマーまたはリガン
ドのような選択的な試薬と接触させる工程、およびそれによって、子宮内膜生検試料中に
元々含まれる関心対象のポリペプチドまたは核酸の存在を検出する工程または量を測定す
る工程を含む。接触は、プレート、マイクロタイターディッシュ、試験管、ウェル、ガラ
ス、カラムなどのような任意の適切な装置で実施してよい。具体的な態様において、接触
は、核酸アレイまたは特異的リガンドアレイのような試薬でコーティングした基質上で実
施される。基質は、ガラス、プラスチック、ナイロン、紙、金属、ポリマーなどを含む適
切な任意の支持体のような固体または半固体の基質であってよい。基質は、スライド、膜
、ビーズ、カラム、ゲルなどのように様々な形状および大きさであってよい。接触は、試
薬と子宮内膜生検試料の核酸またはポリペプチドの間で形成される、核酸ハイブリッドま
たは抗体－抗原複合体のような検出可能な複合体に適した任意の条件下で実施することが
できる。
【００１９】
　好ましい態様において、発現レベルは、ｍＲＮＡの量を測定することによって測定され
得る。
【００２０】
　ｍＲＮＡの量を測定するための方法は、当技術分野において周知である。例えば、子宮
内膜生検試料に含まれる核酸は、先ず、例えば、溶解酵素または化学的な溶液を用いて、
標準的な方法に従って抽出されるか、あるいは、製造業者の説明書に従って核酸結合樹脂
によって抽出される。続いて、抽出されたｍＲＮＡは、ハイブリダイゼーション（例えば
、ノーザンブロット分析）および／または増幅（例えば、ＲＴ－ＰＣＲ）により検出され
る。好ましくは、定量的または半定量的ＲＴ－ＰＣＲが、好ましい。リアルタイムの定量
的または半定量的ＲＴ－ＰＣＲは、特に有利である。
【００２１】
　増幅のその他の方法は、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、転写介在性増幅法（ＴＭＡ）、
核酸鎖置換増幅法（ＳＤＡ）、および核酸配列に基づく増幅（ＮＡＳＢＡ）を含む。
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【００２２】
　少なくとも１０個のヌクレオチドを持って、本明細書の関心対象のｍＲＮＡと相補性ま
たは相同な配列を示す核酸は、ハイブリダイゼーションのプローブまたは増幅プライマー
としての用途がある。このような核酸は、同一である必要はないが、典型的には、同等の
大きさの相同領域と少なくとも約８０％同一、より好ましくは８５％同一、さらにより好
ましくは９０～９５％同一であると理解されている。特定の態様において、核酸を、ハイ
ブリダイゼーションを検出するための検出可能な標識のような適切な方法と組み合わせて
使用することは有利である。蛍光、放射性、酵素的またはその他のリガンド（例えば、ア
ビジン／ビオチン）を含む、様々な適切な指標が当技術分野において公知である。
【００２３】
　プローブは、典型的には、長さ１０～１０００個のヌクレオチド、例えば、１０～８０
０個、より好ましくは１５～７００個、典型的には２０～５００個の一本鎖の核酸を含む
。プライマーは、典型的には、増幅されるべき関心対象の核酸と完全に、またはほぼ完全
にマッチするように設計された、長さ１０～２５個のヌクレオチドの短い一本鎖の核酸で
ある。プローブおよびプライマーは、ハイブリダイゼーションする核酸に「特異的」であ
り、即ち、それらは好ましくは高ストリンジェンシーなハイブリダイゼーションの条件下
（最も高い融解温度Ｔｍに対応する、例えば、５０％ホルムアミド、５ｘまたは６ｘＳＣ
Ｃ。ＳＣＣは０．１５Ｍ ＮａＣｌ、０．０１５Ｍ クエン酸ナトリウムである）において
ハイブリダイゼーションする。
【００２４】
　先に記載した増幅および検出方法で用いられる核酸のプライマーまたはプローブは、キ
ットとして構築されてもよい。このようなキットは、共通のプライマーおよび分子プロー
ブを含む。好ましいキットは、増幅が生じたかどうかを調べるために必要な成分をさらに
含む。キットは、例えば、ＰＣＲの緩衝液および酵素；陽性対照配列、反応コントロール
プライマー；ならびに特異的な配列の増幅および検出のための説明書をさらに含んでも良
い。
【００２５】
　特定の態様において、本発明の方法は、子宮内膜生検試料から抽出された全ＲＮＡを提
供する工程、ならびに特に定量的または半定量的ＲＴ－ＰＣＲを用いて、ＲＮＡを増幅お
よび特異的プローブにハイブリダイゼーションさせる工程を含む。
【００２６】
　もう一つの好ましい態様において、発現レベルはＤＮＡチップ解析によって測定される
。このようなＤＮＡチップまたは核酸マイクロアレイは、基質に対して化学的に接着した
異なる核酸プローブからなり、基質はマイクロチップ、スライドガラスまたはミクロスフ
ェアの大きさのビーズであることができる。マイクロチップは、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をベースとする材料、炭素、金属、無機のガラス
、またはニトロセルロースから構成され得る。プローブは、約１０～約６０塩基対であり
得るｃＤＮＡまたはオリゴヌクレオチドのような核酸を含む。発現レベルを調べるために
、試験患者からの子宮内膜生検試料を任意で先ず逆転写に供して、標識し、ハイブリダイ
ゼーションの条件においてマイクロアレイに接触させて、マイクロアレイの表面に接着し
たプローブ配列と相補性である標的核酸間の複合体を形成させる。続いて、標識されてハ
イブリダイゼーションした複合体を検出して、定量または半定量することができる。標識
は、様々な方法で、例えば、放射性または蛍光の標識を用いることによって、達成してよ
い。当業者はマイクロアレイハイブリダイゼーション技術の多くの変異型が利用可能であ
る（例えば、Hoheisel, Nature Reviews, Genetics, 2006, 7:200-210の総説を参照され
たい）。
【００２７】
　この状況において、本発明は、表１に列記する遺伝子に特異的である核酸を有する固体
支持体を含むＤＮＡチップをさらに提供する。
【００２８】
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　該遺伝子の発現レベルを測定するためのその他の方法は、該遺伝子によってコードされ
るタンパク質の量の測定を含む。
【００２９】
　このような方法は、子宮内膜生検試料を、子宮内膜生検試料中に含まれるマーカータン
パク質と選択的に相互作用することができる結合パートナーと接触させる工程を含む。結
合パートナーは、一般に、ポリクローナルまたはモノクローナル、好ましくはモノクロー
ナルであり得る抗体である。
【００３０】
　タンパク質の存在は、競合、直接反応、またはサンドイッチタイプのアッセイのような
免疫アッセイを含む、標準的な電気泳動および免疫診断学の技術を用いて検出することが
できる。このようなアッセイは、ウェスタンブロット；凝集試験；ＥＬＩＳＡのような酵
素標識および介在性免疫アッセイ；ビオチン／アビジンタイプのアッセイ；放射免疫アッ
セイ；免疫電気泳動法；免疫沈降法などを非限定的に含む。反応は、一般に、蛍光、化学
発光、放射性、酵素の標識もしくは色素分子のような明示用標識、または抗原およびそれ
と反応する抗体（antibody）もしくは抗体（antibodies）の間の複合体の形成を検出する
ためのその他の方法を含む。
【００３１】
　先に述べたアッセイは、一般に、抗原－抗体複合体が結合するた固相支持体からの液相
中の未結合タンパク質の分離を伴う。本発明の実施で用いることができる固体支持体は、
ニトロセルロースのような基質（例えば、膜またはマイクロタイターのウェルの形）；ポ
リビニルクロリド（例えば、シートまたはマイクロタイターのウェル）；ポリスチレンラ
テックス（例えば、ビーズまたはマイクロタイターのプレート）；フッ化ポリビニリジン
；ジアゾ化した紙；ナイロンの膜；活性化したビーズ、磁気的に反応性のビーズなどのよ
うな基質を含む。
【００３２】
　特に、ＥＬＩＳＡの方法を使うことが可能であり、マイクロタイターのプレートのウェ
ルは、試験対象であるタンパク質に対する抗体でコーティングされる。続いて、マーカー
タンパク質を含むまたは含むと思われる子宮内膜生検試料を、コーティングされたウェル
に加える。抗体－抗原複合体の形成を可能とするための十分なインキュベーション期間後
、未結合の分子を除去するためにプレートを洗浄して、検出可能な標識された二次的結合
分子を加えることができる。二次的結合分子は、捕捉された任意の試料マーカータンパク
質と反応させて、プレートを洗い、当技術分野において周知の方法を用いて二次的結合分
子の存在を検出する。
【００３３】
　あるいは、免疫組織化学（ＩＨＣ）の方法も好ましいとされ得る。ＩＨＣは、特に、そ
のままの位置で子宮内膜生検試料中の標的を検出する方法を提供する。ＩＨＣでは子宮内
膜生検試料の全体の細胞の完全性が維持されて、従って、関心対象の標的の存在および所
在の双方が検出可能である。典型的には、子宮内膜生検試料は、染色およびその後の光学
顕微鏡による検査に備えて、ホルマリンで固定して、パラフィンに包埋し、薄切する。Ｉ
ＨＣの現在の方法は、直接標識または二次抗体をベースとするもしくはハプテンをベース
とする標識のいずれかを用いる。公知のＩＨＣの系の例は、例えば、EnVision（商標）（
DakoCytomation)、Powervision（登録商標）（Immunovision, Springdale, AZ）、NBA（
商標）キット（Zymed Laboratories Inc., South San Francisco, CA）、HistoFine（登
録商標）（Nichirei Corp, Tokyo, Japan）を含む。
【００３４】
　特定の態様において、組織の切片（即ち、子宮内膜生検試料）は、関心対象の遺伝子に
よってコードされるタンパク質に対する抗体と共にインキュベーションした後に、スライ
ドまたはその他の支持体上にマウントすることができる。続いて、適切な固体支持体上に
マウントされた試料における顕微鏡検査を実施することができる。顕微鏡写真の撮影に備
えて、関心対象のタンパク質の存在を選択的に染め出すことによって強調するために、子
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宮内膜生検試料を含む切片をスライドガラスまたはその他の平面状の支持体にマウントし
てよい。
【００３５】
　従って、ＩＨＣ子宮内膜生検試料は、例えば、（ａ）子宮内膜細胞を含む調製物、（ｂ
）固定および包埋された細胞、（ｃ）該子宮内膜生検試料中の関心対象のタンパク質の検
出を含み得る。いくつかの態様において、ＩＨＣの染色手順は、組織の切り出しおよび整
形、固定、脱水、パラフィン浸潤、薄切切片の作製、スライドガラスへのマウント、ベー
キング、脱パラフィン化、再水和、抗原の回収、ブロッキングの工程、一次抗体の適用、
洗浄、二次抗体（任意で、適切な検出可能な標識に共役）、洗浄、カウンター染色、およ
び鏡検などの工程を含むことができる。
【００３６】
　本発明は、上記の方法を実施するためのキットにも関連し、該キットは子宮内膜が受容
性かどうかを示す表１の遺伝子の発現レベルを測定するための手段を含む。
【００３７】
　本発明のもう一つの目的は、本発明の方法に従って受容性と判断された子宮内膜から入
手可能な子宮内膜の外植片に関する。
【００３８】
　従って、子宮内膜の外植片は、ＭＦＡＰ５、ＡＮＧＰＴＬ１、ＰＲＯＫ１、ＮＬＦ２、
ＬＡＭＢ３、ＢＣＬ２Ｌ１０、ＣＤ６８、ＴＲＰＣ４、ＳＯＲＣＳ１、ＦＳＴおよびＫＲ
Ｔ８０からなる群から選択される少なくとも１つの遺伝子を過剰発現する子宮内膜の細胞
（例えば、上皮、間質細胞または腺細胞）を持つと言う点を特徴とする。好ましくは、子
宮内膜の外植片は表１に記載するすべての遺伝子を過剰発現する。
【００３９】
　本発明に従って、このように子宮内膜の外植片は、患者の子宮の裏打ちの小片が摘出さ
れる際に、子宮内膜の生検から得ることができる。
【００４０】
　本発明の子宮内膜外植片は、ＩＶＦ期間中の子宮内膜－胚同時培養のための子宮内膜同
時培養の系を調製するために特に適している。
【００４１】
　特定の態様において、子宮内膜－胚同時培養は自己由来である（子宮内膜外植片および
胚は同一の患者に由来する）。
【００４２】
　典型的には、子宮内膜外植片は子宮内膜細胞の集団を得るために処理される。例えば、
子宮内膜外植片の処理はUS 2008064100;Eyheremendy et al., 2010;Spandorfer et al., 
2004に記載される通りに実施することができる。
【００４３】
　得られる子宮内膜細胞はコンピテントな子宮内膜細胞として特徴付けられ得る。本明細
書で用いられる通り、「コンピテントな子宮内膜細胞」という用語は、本発明に従って子
宮内膜外植片から得られて、ＭＦＡＰ５、ＡＮＧＰＴＬ１、ＰＲＯＫ１、ＮＬＦ２、ＬＡ
ＭＢ３、ＢＣＬ２Ｌ１０、ＣＤ６８、ＴＲＰＣ４、ＳＯＲＣＳ１、ＦＳＴおよびＫＲＴ８
０からなる群から選択される少なくとも一つの遺伝子の過剰発現を示している子宮内膜細
胞を指す。好ましくは、コンピテントな子宮内膜細胞は表１に記載するすべての遺伝子を
過剰発現する。
【００４４】
　次に、胚盤胞を得るためにコンピテントな子宮内膜細胞の集団が胚と同時培養され得た
後、胚盤胞は最終的に患者に移植することができる。
【００４５】
　従って、本発明のもう一つの目的は、上記に定義されるコンピテントな子宮内膜細胞の
集団の存在下において胚を同時培養する工程を含む、胚を発生の胚盤胞の段階まで成長さ
せる方法に関する。
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【００４６】
　特定の態様において、胚を発生の胚盤胞の段階まで成長させる方法は、上記の通りに得
られるコンピテントな子宮内膜細胞の層でコーティングした細胞培養表面で胚を同時培養
する工程を含む。
【００４７】
　「細胞培養表面」または「細胞培養マトリックス」という用語は、細胞培養に適した表
面またはマトリックスのすべての種類を指す。「細胞培養表面」という用語は、組織培養
のプレート、ディッシュ、ウェルまたはボトルを非限定的に含む。特定の態様において、
培養表面は培養のプレート、ディッシュ、ウェルまたはボトルのプラスチック表面である
。細胞培養表面は、コンピテントな子宮内膜細胞のコーティングと適合性でなければなら
ない。本発明の一つの態様に従って、細胞培養表面は、コンピテントな子宮内膜細胞が自
然に接着し得る方法で選択される。細胞培養表面の様々な材料が選択され得る。このよう
な材料の例は、組織培養ディッシュまたはコラーゲンでコーティングされたディッシュを
非限定的に含む。
【００４８】
　典型的には、細胞培養表面にコンピテントな子宮内膜細胞の層を得るために、先ず、コ
ラーゲンを含む培養培地を用いてコンピテントな子宮内膜細胞を細胞培養表面にコーティ
ングする。コンピテントな子宮内膜細胞を細胞培養表面に接着させるための十分な時間の
後、コラーゲンを含む培養培地を除去して、コンピテントな子宮内膜細胞の増殖を可能と
する培地で培地交換する。
【００４９】
　特定の態様において、コンピテントな子宮内膜細胞は、胚と接触させる前に、それらの
増殖を停止させるために予め処理する。従って、コンピテントな子宮内膜細胞は、ガンマ
線照射によって、または細胞周期遮断物質を用いて不活化される。
【００５０】
　もう一つの態様において、コンピテントな子宮内膜細胞は、コンピテントな子宮内膜細
胞のセルラインを得るために不死化してもよい。
【００５１】
　子宮内膜－胚同時培養のための条件（例えば、温度、ＣＯ２レベルなど）および培養培
地は当技術分野において周知であり、例えば、Eyheremendy et al., 2010およびSpandorf
er et al., 2004に記載されている。
【００５２】
　従って、本発明の子宮内膜の同時培養系はインビトロにおける受精胚のインビボにおけ
る着床の可能性を高めるために特に適している。「着床の可能性」は胚が子宮内で着床す
る可能性である。従って、本発明は、インビトロにおける受精胚のインビボにおける着床
の可能性を高めるための方法に関する。この方法は、その他のＩＶＦの方法に比して、培
養中での胚の完全な孵化が達成されるか、あるいは孵化が促進されるように、胚を発生の
胚盤胞の段階まで成長させるための上記の態様の一つを実施する工程を含む。この方法の
特定の態様に従って、続いて、胚の向上した着床が達成されるように、胚盤胞は哺乳動物
の宿主の子宮内に導入される。いくつかの態様において、インビトロにおける胚の完全な
孵化は生存可能な妊娠の確立と相関する。典型的には、患者がこの手順の適切な候補と判
断されると、この患者は子宮内膜の受容性を調べるために本発明の方法を受ける。子宮内
膜が受容性と考えられると、子宮内膜の生検が実施されて、この期間中に、前記の通り、
子宮内膜の外植片を得るために子宮の裏打ち細胞の小片が採取される。続いて、子宮内膜
外植片は検査機関または会社に送付され得て、そこで処理および精製されて凍結される。
次に、患者は典型的なＩＶＦ周期を受けて、卵巣内での卵子の成長を刺激するするために
投薬を受ける。患者の卵子が回収されて、精液と混合される。この時点で、検査期間は、
上記の通り調製された、子宮内膜外植片に由来する子宮内膜の細胞の融解および培養を開
始する。受精が確認されたら、患者の胚は子宮内膜細胞と同時培養される。胚盤胞の段階
に達した時点で、患者の胚は着床および妊娠のために子宮に移植される。
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【００５３】
　本発明のいくつかの態様において、インビトロにおいて受精した哺乳動物の胚の出生の
可能性を高める方法をさらに提供する。「出生の可能性」は、出生児が得られる胚の可能
性を指す。該方法は、培養中の胚の促進された孵化の可能性または完全な孵化が達成され
るように、上記の通り、胚を発生の胚盤胞の段階まで成長させる工程を含む。続いて、胚
盤胞は哺乳動物の宿主の子宮に移植される；そして、胚はインビボにおいて着床および成
長して、本発明に従って培養されなかった胚のそれに比較して、胚の出生児を得る可能性
が高められる。
【００５４】
　本発明の方法は、高い着床率を提供することができて、従って、各周期において少ない
胚が移植可能であり、その結果、多胎妊娠の発生率が低下するので、多胎妊娠を制限する
ためにも特に適切でもある。
【００５５】
　本発明は、以下の実施例および図面によって詳細に例示される。しかし、これらの実施
例および図面は、いかなる点においても本発明の範囲を限定するものと解釈されるべきで
ない。
【図面の簡単な説明】
【００５６】
【図１】子宮内膜の受容性の新しいバイオマーカーの特定
【図２】自然周期下での着床の窓の期間中のWin Test（窓着床試験）。
【図３】ＩＶＦ手順の期間における患者ケアマネジメントの結果
【図４】自然周期と刺激された周期の間の患者の受容性状態を確認するためのWin Test
【図５】ＩＶＦ手順の期間における患者ケアマネジメントの結果
【図６】複数回の着床不全の患者の受容性状態を確認するためのWin Test。
【図７】婦人科疾患を有する不妊女性の受容性状態を確認するためのWin Test。
【図８】卵母細胞提供のためのレシピエント患者における子宮内膜準備期間中のホルモン
補充療法の影響を確認するためのWin Test。
【００５７】
実施例
実施例１
材料および方法：子宮内膜の受容性の新しいバイオマーカーの特定（Haouzi et al., 200
9）（図１）
　患者の特徴および子宮内膜の生検：このプロジェクトは施設評価委員会の承認を得てい
る。試験集団は、書面によるインフォームドコンセントの後に補充された３１名の患者（
年齢 ３０．４歳±３．２歳）を含んだ。すべての患者が、Ｄａｙ ３に正常な血清ＦＳＨ
、ＬＨ、エストラジオールおよびＡＭＨの値を示して、先行の１回目のＩＣＳＩ試行にお
いて正常な応答者であり、それらは、男性の不妊要因のＩＣＳＩにおいて調べられた。２
回目のＩＣＳＩ試行に先行する同じ自然周期の期間中、ＬＨピーク後のＤａｙ ２（ＬＨ
＋２）およびＤａｙ ７（ＬＨ＋７）にすべての女性について２回の子宮内膜生検試料を
採取した。ＬＨのサージは、月経の初日に基づいて患者本人が推定した。ＬＨの時期が正
確であることを確認するための組織学的な分析は実施しなかった。従って、月経の初日か
ら１日の遅延の可能性は排除できない。各生検試料は、ＰＢＳで洗って、ＲＬＴ ＲＮＡ
抽出緩衝液（RNeasy kit, Qiagen, Valencia, CA, USA）に入れて－８０℃で凍結させた
。
【００５８】
　相補性ＲＮＡ（ｃＲＮＡ）の調製およびマイクロアレイによるハイブリダイゼーション
：すべてのＲＮＡ（１００ng）を、（Haouzi et al., 2009）に記載される通り、HG-U133
 plus GeneChip全ゲノムオリゴヌクレオチドアレイ（Affymetrix, Santa Clara, CA, USA
）に対するハイブリダイゼーションのために２倍に増幅した標識ｃＲＮＡを調製するため
に使用した。
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【００５９】
　マイクロアレイデータの解析：HG-U133 plus 2.0アレイは、５４，６７５のオリゴヌク
レオチドプローブのセットを含んで、それらは約３０，０００の固有のヒト遺伝子または
予定される遺伝子に対応する。アレイ解析は、重要なＲＮＡの検出（検出コールは「あり
」または「なし」）を調べるため、および各プローブセットのシグナルの強度を測定する
ために、GeneChip Operating Software 1.2（Affymetrix）を用いて実施した。
【００６０】
　バイオインフォマティックおよびインシリコ分析：２試料群、ＬＨ＋２（ｎ＝３１）お
よびＬＨ＋７（ｎ＝３１）の間で発現が有意な変動を示した遺伝子を特定するために、マ
イクロアレイの有意性解析（SAM, Stanford University, USA, Tusher et al. 2001）を
用いた。ＳＡＭは、変化倍率（ＦＣ）の平均値または中央値、およびデータの順列に基づ
く偽陽性比率（ＦＤＲ）の信頼性パーセントを与える。
【００６１】
　ＬＨ＋２およびＬＨ＋７の群からの子宮内膜試料（ｎ＝６２）の発現プロフィールを比
較するために、本発明者らは、主成分分析法（ＰＣＡ）および階層的なクラスタリング（
Eisen et al., 1998; de Hoon et al., 2004）の双方を用いて監督されていない分類を実
施した。ＰＣＡは、ＲＡＧＥウェブインターフェース（http://rage.montp.inserm.fr）
（Reme et al., 2008）を介してＲ統計解析ソフトウェアに基づくオリジナルのスクリプ
トを伴う。可変プローブの発現レベルに基づく階層的なクラスタリング解析は、CLUSTER
およびTREEVIEWのソフトウェアパッケージを用いて実施した。遺伝子発現プロフィールは
、反復検査補正を用いたノンパラメトリックなMann WhitneyのＵ検定を用いて、ＲＡＧＥ
で監督した解析モジュールにて解析して、ＳＡＭソフトウェアを用いて確認した。
【００６２】
　予測遺伝子の構築：他（Reme et al., 2008）で幅広く説明される３ステップの過程は
、対の試料のために修正されている。Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘの検出コールは、全体を通し
て、「あり」１および「それ以外」０の２段階の発現レベルのみで使用した。他の研究者
によって推奨される通り、プローブセットは、すべての試料を通じてありのコールの最少
の数である試料分類のサイズの１／２を選択することによって、フィルターに掛けた。４
０％の最少変動係数を用いて情報価値の低いシグナルのプローブセットをさらに排除して
、最終的には、５４，６１３プローブセットのＵ１３３Ｐチップから１６，１３０プロー
ブセットとなった。
【００６３】
　データ次元の減少は、２段階の基準（あり＝１、それ以外＝０）のマルチプルドゥロー
イングとして判断される試料群の各プローブセットの分布を比較することによって達成さ
れた。簡潔に言うと、ある患者の対の状況（ＬＨ２およびＬＨ７）を説明するために、双
方の状況が同一のコールである場合は値が０であり、それらが異なる場合は値が１である
プローブセットのベクトルを構築した。続いて、このベクトルをχ２検定を用いてヌルベ
クトルと比較して、反復検定によりＰ値を補正した結果、２００～５００のプローブセッ
トのリストが得られて、続いて、スーパーバイズド解析（supervised analysis）に使用
した。このようなリストの試料分類を分離する能力は、先に記載された通り、反復検定の
ためのBonferroni補正および２分類比較における小さな試料数のためのYates補正を用い
て、χ２検定を用いた試料対試料の比較の有意性を最大限とすることによって評価する。
有意な閾値に達したら、試料は同一の分類ではない。これを、対にした各分類の試料とそ
の他の分類の任意の試料の比較について反復して、有意でない比較の最初の数および強度
が求められる。リストの減少は、最も良好な向上を示すプローブセットを連続的に削除す
ることによって、有意でない比較の数を最小限として達成される。プローブセットの除去
によって基準がそれ以上改善されない場合は過程を中止して、残りのリストが予測遺伝子
である。
【００６４】
　リーブ－ワン－アウト（leave-one-out）交差検証では、各試料ペアを順に除去して、
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残りの試料に対して、最初の分類において記載したように、Bonferroni補正を用いて次元
の減少および予測遺伝子構築の全体の過程を実施する。このようにして構築される各予測
遺伝子について、レフトアウトされた試料がその分類に戻る誤分類のエラーを生じる可能
性を検定して、この場合、有意でない比較の数は０でなければならない。
【００６５】
結果
　子宮内膜受容性の関数としての遺伝子発現プロフィール：先ず、ＬＨ＋２およびＬＨ＋
７の試料の間で変動係数（≧４０％）およびなし／ありの「検出コール」（少なくとも１
５の試料においてあり）を用いた選択を実施して、約１６，２００のプローブセットを示
した。続いて、本発明者らは、ＬＨ＋２およびＬＨ＋７の試料群の間でＳＡＭ解析を実施
した（ＬＨ＋２対ＬＨ＋７、対の試料の解析）。これらの２群の間で１０１２の遺伝子が
有意に変化して、ＬＨ＋７の試料群では９４５のアップレギュレーションされた遺伝子お
よび６７のダウンレギュレーションされた遺伝子が含まれた（倍率変化 ≧２、およびＰ
値 ＜０．０５）。
【００６６】
　予測遺伝子リストの妥当性検査：本発明者らは、先ず、材料および方法に記載された通
り、事前に作成された予測遺伝子リスト（６０プローブセットを含む）を用いて、Ｐ値≦
０．０１におけるリーブ－ワン－アウト交差検証のエラーを６％として、ＬＨ＋２および
ＬＨ＋７の試料についてＰＣＡ解析を実施した。最初の二次元を用いたこのＰＣＡにおい
てＬＨ＋７試料の７５％がその他の試料から分離されて、これはデータ情報の５２％であ
った。次に、本発明者らは、３つの分泌期前期の試料および８つの分泌期中期の試料にあ
るTalbi et al. (2006)の試料に対して、予測遺伝子のリストを解析した。本発明者らの
予測遺伝子リストを用いたこれらの非依存試料のＰＣＡ解析は、２試料群（ＬＨ＋２およ
びＬＨ＋７）の間で最初の二次元を用いて明瞭な分離を可能として、これはデータ情報の
５３％であった。
【００６７】
　着床の窓の新しい候補遺伝子の選択：子宮内膜受容性の新しいマーカーを特定するため
に、本発明者らは、先ず、同一の自然子宮内膜周期段階を比較する別の４つのトランスク
リプトーム試験（Carson et al., 2002; Riesewijk et al., 2003; Mirkin et al., 2005
; Talbi et al., 2006）の患者を用いて、ＬＨ＋２およびＬＨ＋７の試料群の間で著しく
変化する遺伝子リストの共通項を求めて、着床の窓の期間中に特異的に変化する７９７の
遺伝子を含む本試験独自の遺伝子リストを特定した。本発明者らはこの同じデータ（７９
７の遺伝子）を用いて階層的なクラスタリングを実施した。この遺伝子のリストは、２つ
の子宮内膜試料群の分離を可能とした。面白いことに、これらの遺伝子の大部分は着床の
窓の期間中にアップレギュレーションされた（アップレギュレーションされた遺伝子７４
６、ダウンレギュレーションされた遺伝子５１）。
【００６８】
　着床の窓の候補遺伝子を選択するために、次に、本発明者らは、着床の窓の期間中に特
異的に変化する本試験独自の遺伝子リストを予測遺伝子のリストと比較した。本発明者ら
は、マイクロアレイ解析による報告書には列記されていない、子宮内膜の受容性を予測す
る新しい１０の遺伝子を選択した。これらの新しい遺伝子の内、４個の遺伝子のみがHaou
ziらに発表されている。（２００９）。発表されたこれらの新しいマーカーは、ＭＦＡＰ
５（マイクロフィブリル関連タンパク質５）、ＡＮＧＰＴＬ１（アンギオポエチン様１）
、ＰＲＯＫ１とも呼ばれるＥＧ－ＶＥＧＦ（内分泌腺由来血管内皮細胞増殖因子またはプ
ロキネチシン１）およびＮＬＦ２（核局在因子２）であり、すべてがマイクロアレイ解析
において着床の窓の期間中に、それぞれ、３７、１２．６、１０．２および２２．５倍に
過剰発現する。さらに、Riesewijkら(2003)およびTalbiら(2006)によって確立された他の
２回のマクロアレイ解析、ならびに本発明者らの試験で見出された遺伝子をヒト子宮内膜
受容性の陽性対照として選択した。この遺伝子は、ＬＡＭＢ３であり、本発明者らの試験
では２０．４倍に、RiesewijkおよびTablbiの試験では、それぞれ、１５倍および６．６
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倍に過剰発現した。６つの未発表の遺伝子は、ＢＣＬ２Ｌ１０（ＢＣＬ２様１０）、ＣＤ
６８、ＴＲＰＣ４（一過性レセプター潜在陽イオンチャネル、サブファミリーＣ、メンバ
ー４）、ＳＯＲＣＳ１（ソルチリン関連ＶＰＳ１０ドメイン含有レセプター１）、ＦＳＴ
（フォリスタチン）、およびＫＲＴ８０（ケラチン８０）であり、これらは、着床の窓の
期間中に同じく、それぞれ、４．７倍、５．３倍、７．７倍、９倍、９倍および１４．６
倍に過剰発現した。
【００６９】
考察：
　本発明者らのマイクロアレイ解析により、本発明者らは、ヒト子宮内膜受容性の一連の
バイオマーカーを特定して、その中から、１１の候補であるＬＡＭＢ３、ＭＦＡＰ５、Ａ
ＮＧＰＴＬ１、ＥＧ－ＶＥＧＦ（ＰＲＯＫ１）、ＮＬＦ２、ＦＳＴ、ＫＲＴ８０、ＢＣＬ
２Ｌ１０、ＣＤ６８、ＴＲＰＣ４およびＳＯＲＣＳ１を選択した。
【００７０】
　ヒヒの子宮内膜の場合、ラミニンの発現が着床部位および子宮内膜の至るところで増加
して、子宮内膜の受容性におけるこの細胞外マトリックス成分の役割を示唆する。また、
ＬＨ＋７試料群ではＭＡＧＰ２とも呼ばれるＭＦＡＰ５も過剰発現した。この遺伝子は、
脈管構造のような弾性組織の重要な構成成分であるミクロフィブリルの成分であるミクロ
フィブリル関連糖タンパク質をコードする。従って、このタンパク質は、コラーゲンのよ
うな細胞外マトリックスおよびインテグリンのような細胞関連タンパク質の双方との相互
作用によって、細胞マトリックスの相互作用を潜在的に調節して、細胞の情報伝達経路に
関与するように位置付けられる。さらに、最近では、ＭＦＡＰ５が、胚形成期間中の脈管
構造、発生および正常な恒常性に関与する経路であるＮｏｔｃｈ情報伝達活性化において
役割を担うことが示唆されている。
【００７１】
　本発明者らは、血管内皮細胞増殖因子ファミリーの２つのメンバーであるＥＧ－ＶＥＧ
ＦおよびＡＮＧＰＴＬ１がヒトの子宮内膜で着床の窓の期間中に過剰発現することも見出
した。ＰＲＯＫ１とも呼ばれる内分泌腺由来血管内皮細胞増殖因子（ＥＧ－ＶＥＧＦ）は
、主としてステロイド産生組織で発現する新たに特定された血管形成および透過性促進因
子である。ＥＧ－ＶＥＧＦは、生殖年齢の患者由来の正常な着床前後の子宮内膜試料中で
も発現して、閉経後の患者および子宮内膜癌の患者に由来する子宮内膜試料中で検出され
ることはほとんどない。ＥＧ－ＶＥＧＦは、主として腺上皮細胞で発現して、ピークのタ
ンパク質発現は月経周期の黄体期中期である。ヒトの子宮内膜にＥＧ－ＶＥＧＦおよびそ
の受容体であるＰＲＯＫＲ１が共存することは、ＥＧ－ＶＥＧＦが増殖、血管形成および
透過性をレギュレーションして、内皮の開窓の形成を誘導し得ることを裏付けるものであ
る。ＡＮＧＰＴＬ１（アンギオポエチン様１）はアンギオポエチン関連タンパク質ファミ
リーのメンバーである。インビトロ試験において、ＡＮＧＰＴＬ１はホスファチジルイノ
シトール３－キナーゼ／Ａｋｔ経路を介して抗アポトーシス活性を示して、血管形成をレ
ギュレーションする。卵巣切除術を受けた雌のヒツジモデルにおいて、エストラジオール
投与後にＡＮＧＰＴＬ１ ｍＲＮＡが増加する。本発明者らの試験において、本発明者ら
は、子宮内膜の着床の窓の期間中にＡＮＧＰＴＬ１遺伝子が過剰発現することを観察した
。
【００７２】
　本発明者らのマイクロアレイデータおよび定量的ＰＣＲの解析では、ＮＬＦ２遺伝子の
発現がＬＨ＋７の試料群で強く発現して、着床の窓の期間における子宮内膜の再構築にお
いて役割を果たすことを示唆する。子宮内膜の間質への侵入は炎症によって促進される。
Ｃ２ＣＤ４Ｂ（Ｃ２カルシウム依存ドメイン含有４Ｂ）とも呼ばれるＮＬＦ２は、最近、
核因子として、また内皮細胞の炎症において役割を担う調節遺伝子のファミリーのメンバ
ーとして同定された。インターロイキン１ベータで処理したヒト微小血管内皮細胞のゲノ
ムワイドアレイスクリーニングにおいて最初に同定されたＮＬＦ２は、内皮細胞の炎症に
おいて細胞の構造および接着の変化を惹起する情報伝達経路の一部と思われる。
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【００７３】
　フォリスタチン（ＦＳＴ）は、濾胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）の放出を特異的に阻害する
一本鎖の性腺糖タンパク質である。フォリスタチンは、これまでは、子宮内膜に存在して
、間質および上皮の細胞に局在するとされていた。上皮細胞からのＦＳＨの分泌は、子宮
腔内でのアクチビンの生物学的利用能を制限するために重要であると思われる。フォリス
タチンは、アクチビン非依存性の影響も有していて、インヒビンおよびＢＭＰ（骨形成タ
ンパク質）ファミリーの一部のメンバーを含むＴＧＦ－ベータサブファミリーのその他の
メンバーを結合することもできる。ヒトの子宮では、ＦＳＴをコードする遺伝子の発現パ
ターンは、ＩＶＦ後の胚盤胞の着床および順調な妊娠の結果における重要な事象である脱
落膜化における役割と一致する。さらに、対照の妊孕性の女性に比して、ＩＶＦ後に着床
不全を示した女性の子宮内膜の上皮細胞においてＦＳＴの発現が少ないことが、近年報告
されて、ＦＳＴが着床において役割を担う可能性があるという見解を強化している。この
所見は、ヒト受容性子宮内膜においてＦＳＴ遺伝子の発現の過剰発現を示した本試験と一
致した。
【００７４】
　本発明者らは、前受容性の子宮内膜に比して受容性子宮内膜における過剰発現により判
断されるようになり、ケラチン８０（ＫＲＴ８０）遺伝子が着床の窓のバイオマーカーで
あることも特定した。ケラチンは、特異的な機能を達成するために不可欠な上皮細胞の細
胞構造を司る中間のフィラメントタンパク質である。これらのタンパク質は、食作用、飲
作用、細胞接着、細胞運動性、亜細胞性の組織化および細胞分裂において、細胞レベルで
必要とされる。組織レベルでは、構造タンパク質は、収縮およびインタクトな上皮におい
て必要である。構造タンパク質は、微小管ネットワークを介して細胞内の輸送にも役割を
担っている可能性がある。
【００７５】
　アポトーシスは、周期の分泌期後期および月経期の期間中に子宮内膜の機能層から老化
細胞を排除することによって、月経中の細胞の恒常性の維持に重要な役割を果たす。アポ
トーシスは、分泌期後期および月経中の子宮内膜の腺上皮において検出されて、増殖期ま
たは分泌期の開始時にはアポトーシスはごく少量しか検出されなかった。タンパク質のＢ
ｃｌ２ファミリーのメンバーは、アポトーシスを制御してアポトーシス促進性および抗ア
ポトーシス調節物質として作用する経路の基本的な要素である。これらの内、細胞アポト
ーシスを抑制することが先に示されているＢＣＬ２Ｌ１０は、本試験では、ヒト受容性子
宮内膜においては、前受容性子宮内膜に比べて、過剰に発現することが見出された。この
所見は、月経周期を通じてのアポトーシス検出の期間と整合が取れていた。
【００７６】
　マクロファージおよび樹状細胞の数および分布の変化は、着床および早期妊娠の成功に
おけるこれらの免疫担当細胞の想定される役割を示唆し得る。本試験において、本発明者
らは、ヒトの単球および組織マクロファージによって高度に発現される膜貫通糖タンパク
質をコードする受容性子宮内膜中のＣＤ６８遺伝子の過剰発現について報告した。このタ
イプＩの複合的膜タンパク質は、着床の窓の期間中に大量に発現する組織－および臓器－
特異的なレクチンまたはセレクチンに結合する。
【００７７】
　ＴＲＰＣ４は、ヒトの子宮筋層においてカルシウム情報伝達に対してストア作動性カル
シウム流入（ＳＯＣＥ）を促進することができる一過性レセプター電位陽イオンチャネル
ファミリーの１つのメンバーである。ＴＲＰＣ４のｍＲＮＡおよびタンパク質は、先に、
妊娠期のヒトの子宮筋層において過剰発現することが述べられている。しかし、本発明者
らは、この遺伝子が受容性の子宮内膜において前受容性の子宮内膜に比べて過剰発現する
ことを初めて報告して、着床過程におけるＴＲＰＣ４の潜在的な役割を示唆する。
【００７８】
　本試験においてヒトの着床の窓の期間中に過剰発現するＳＯＲＣＳ１は、Ｎ末端Ｖｐｓ
１０ｐ－Ｄ（酵母液胞タンパク質選別１０タンパク質より命名）、高レクチンドメイン、
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単一の膜貫通ドメイン、および短い細胞質ドメインを含む、哺乳動物Ｖｐｓ１０ｐ－ドメ
インレセプターファミリーのサブグループの最初に同定されたメンバーである。ｓｏｒＣ
Ｓ１は、トランスゴルジネットワークにおいて開裂して成熟型となるプロタンパク質とし
て合成されて、レセプターの異なる輸送を調節することができる異なる細胞質ドメインを
持つ３つのイソ型として発現することが報告されていることから、この遺伝子の機能は解
明されなかった。
【００７９】
　結論として、前受容性および受容性段階の間での子宮内膜の推移に関するトランスクリ
プトームパターンの解析を用いた本発明者らのデータは、特に複数回の着床不全を示す患
者において、新しい展望を開くことができた。これらのバイオマーカーの解析は、（ｉ）
ＩＶＦ手順に参加するすべての患者の子宮内膜の受容性状態の評価、およびその結果とし
て、一部の正常な応答患者における変化した子宮内膜プロフィールの特定を可能とする。
続いて、自然周期中にこれらのバイオマーカーによって与えられる情報は、その後、着床
不全の患者におけるＩＶＦプロトコールを修正させるために利用することができる。
【００８０】
実施例２：自然周期における子宮内膜受容性評価を用いた患者の例示的プロフィール
　本発明の一つの態様に従って、患者の子宮内膜の受容性の評価は、自然周期の着床の窓
（ＬＨ＋７）の期間中における１１のバイオマーカー（Win Test：窓着床試験）のｍＲＮ
Ａの発現の測定からなる第１の工程（図２）、ならびに（ｉ）患者が着床の窓の遅延を示
して、そして、この場合はWin Testが着床の窓の検出に役立つ；（ｉｉ）Win Testによっ
て患者が受容性の子宮内膜を呈していないことを確認することを可能として、そして、こ
の場合は養子縁組の手順に向けて調整されるという２つのシナリオを含む第２の工程（図
３：ＩＶＦ手順期間中の患者ケアマネジメントの結果）を含む。
【００８１】
実施例３：刺激された周期における子宮内膜受容性評価を用いた患者の例示的プロフィー
ル
　発明の一つの態様に従って、自然周期および刺激された周期で同一患者に由来する遺伝
子発現を比較した結果、大半のケース（８６％）において中等度に変化した受容性または
少数のケース（１４％）においてＣＯＨプロトコール期間中に大きく変化した受容性のい
ずれかに関連する子宮内膜のプロフィールが明らかとなった（図４）。本発明は、Win Te
stの２つの結果を提供する：ｉ）ＩＶＦ手順の期間中は新鮮な胚の移植を再考することが
できる。胚の凍結によってＩＶＦの試行を省くことができて、胚の移入は自然周期の遅い
時期に実施することができる；ｉｉ）複数回の着床不全の患者では、子宮内膜プロフィー
ルの分析（Win test）によってＣＯＨプロトコール中の大きく変化したプロフィールを明
らかにすることができて、臨床医がＩＶＦ刺激プロトコールを修正させるか、あるいは自
然周期中のより遅い時期に胚の移植を実施するか、または患者を養子縁組の手順に向かわ
せることを促す（図５）。
【００８２】
実施例４：「アラカルト」「十分な」治療をセットアップする手段としてのWin Test
　本発明者らは、双方のプロトコール（ＧｎＲＨアンタゴニストおよびアゴニスト）が子
宮内膜の受容性に異なる影響を及ぼすことを説明している。患者ケアマネジメントに関す
る質問は、治療中の異なるＧｎＲＨ類似体の影響および患者の不均一な反応に関して、「
どのプロトコールを使用したか？」ということである。
【００８３】
　本発明の一つの態様に従って、複数回の着床不全の患者において、子宮内膜プロフィー
ルの分析（Win test）は臨床医がＩＶＦ刺激プロトコールを修正することに役立つ（図６
）。
【００８４】
実施例５：婦人科疾患を有する不妊女性の受容性状態を確認するためのWin Test
　本発明の一つの態様に従って、Win Testは、婦人科疾患を有する女性の子宮内膜受容性
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の考え得る原因である、いくつかの婦人科疾患（例えば、子宮内膜症および腺筋症）と異
常な子宮内膜受容性との潜在的な関連性がWin Testで調べることができる（図７）。
【００８５】
実施例６：卵母細胞提供のためのレシピエント患者における子宮内膜準備期間中のホルモ
ン補充療法の影響を確認するためのWin Test
　本発明の一つの態様に従って、Win testは、子宮内膜の成熟のためのホルモン療法の改
善に用いることができる。Win Testによって、自然周期に比べて、ホルモン補充療法（エ
ストロゲンおよびプロゲステロン療法）下での卵母細胞レシピエント患者の着床の窓の時
期における変化した子宮内膜のプロフィールが明らかとなる（図８）。
【００８６】
　「Win Test」（独自の遺伝子リストおよび予測遺伝子のリストの双方から得られた１１
の遺伝子セットを含む）は、独自のリストから得られた複数の遺伝子がプロテオミクスレ
ベルの他の試験によって見出されていることから、特に関連性のある診断ツールである（
表２）。
表２：
【００８７】
【表２】

【００８８】
参照：
　本出願を通じて、様々な参照が本発明が関連する現在の技術水準を説明している。これ
らの参考の開示内容を引用例として本明細書に取り込む。
【００８９】
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