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(57)【要約】
子癇前症マーカー、子癇前症マーカーパネル、および試
料の子癇前症マーカーレベル表示を得るための方法が提
供される。これらの組成物および方法は、例えば、子癇
前症の診断、子癇前症の予後診断、子癇前症を有する対
象の監視、および子癇前症に対する処置の決定を含む、
多くの用途における使用が見出される。さらに、主題の
方法の実践における使用が見出される系、デバイスおよ
びそのキットが提供される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象の子癇前症マーカーレベル表示を提供する方法であって、
　対象からの血液試料中の子癇前症マーカーのパネルを評定し、前記血液試料中の各子癇
前症マーカーのレベルを決定することと、
　前記パネル中の各子癇前症マーカーの前記レベルに基づいて、前記子癇前症マーカーレ
ベル表示を計算することとを含む方法。
【請求項２】
　１つ以上の前記子癇前症マーカーは、ヘモペキシン（ＨＰＸ）、フェリチン（ＦＴ）、
カテプシンＢ（ＣＴＳＢ）、カテプシンＣ（ＣＴＳＣ）、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼド
メイン１２（ＡＤＡＭ１２）、ハプトグロビン（ＨＰ）、アルファ－２－マクログロブリ
ン（Ａ２Ｍ）、アポリポタンパク質Ｅ（ＡｐｏＥ）、アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ（Ａ
ｐｏＣ３）、アポリポタンパク質Ａ－Ｉ（ＡｐｏＡ１）、レチノール結合タンパク質４（
ＲＢＰ４）、ヘモグロビン（ＨＢ）、フィブリノゲンアルファ（ＦＧＡ）、ピカチュリン
（ＥＧＦＬＡＭ）およびヘムからなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　子癇前症マーカーの前記パネルは、ピカチュリンおよび／またはカテプシンＣを含む、
請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　子癇前症マーカーの前記パネルは、ピカチュリン、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、Ａｐｏ
Ｃ３、ＲＢＰ４およびハプトグロビンを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記子癇前症マーカーレベル表示の報告を提供することをさらに含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項６】
　前記子癇前症マーカー表示は、子癇前症スコアである、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　ヘモペキシン（ＨＰＸ）、フェリチン（ＦＴ）、カテプシンＢ（ＣＴＳＢ）、カテプシ
ンＣ（ＣＴＳＣ）、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１２（ＡＤＡＭ１２）、ハプト
グロビン（ＨＰ）、アルファ－２－マクログロブリン（Ａ２Ｍ）、アポリポタンパク質Ｅ
（ＡｐｏＥ）、アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ（ＡｐｏＣ３）、アポリポタンパク質Ａ－
Ｉ（ＡｐｏＡ１）、レチノール結合タンパク質４（ＲＢＰ４）、ヘモグロビン（ＨＢ）、
フィブリノゲンアルファ（ＦＧＡ）、ピカチュリン（ＥＧＦＬＡＭ）およびヘムからなる
群から選択される１つ以上の子癇前症マーカーを含む、子癇前症マーカーのパネル。
【請求項８】
　前記パネルは、ピカチュリンおよび／またはカテプシンＣを含む、請求項７に記載のパ
ネル。
【請求項９】
　前記パネルは、ピカチュリン、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４、お
よびハプトグロビンを含む、請求項７に記載のパネル。
【請求項１０】
　対象の子癇前症診断を提供するための方法であって、
対象からの試料の子癇前症マーカーレベル表示を得ることと、
前記子癇前症マーカーレベル表示に基づいて、前記対象の子癇前症診断を提供することと
を含む方法。
【請求項１１】
　前記子癇前症マーカーレベル表示は、ヘモペキシン（ＨＰＸ）、フェリチン（ＦＴ）、
カテプシンＢ（ＣＴＳＢ）、カテプシンＣ（ＣＴＳＣ）、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼド
メイン１２（ＡＤＡＭ１２）、ハプトグロビン（ＨＰ）、アルファ－２－マクログロブリ
ン（Ａ２Ｍ）、アポリポタンパク質Ｅ（ＡｐｏＥ）、アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ（Ａ
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ｐｏＣ３）、アポリポタンパク質Ａ－Ｉ（ＡｐｏＡ１）、レチノール結合タンパク質４（
ＲＢＰ４）、ヘモグロビン（ＨＢ）、フィブリノゲンアルファ（ＦＧＡ）、ピカチュリン
（ＥＧＦＬＡＭ）、およびヘムからなる群から選択される１つ以上のマーカーを含む子癇
前症マーカーのパネル中の子癇前症マーカーの前記レベルに基づく、請求項１０に記載の
方法。
【請求項１２】
　子癇前症マーカーの前記パネルは、ピカチュリンおよび／またはカテプシンＣを含む、
請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　子癇前症マーカーの前記パネルは、ピカチュリン、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、Ａｐｏ
Ｃ３、ＲＢＰ４およびハプトグロビンを含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記対象は、子癇前症の症状を有する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１５】
　前記対象は、子癇前症に対して無症状性である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１６】
　前記対象は、子癇前症に関連したリスク因子を有する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１７】
　前記試料は、妊娠２０週目以降において回収される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１８】
　前記試料は、妊娠３４週目以降において回収される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１９】
　前記子癇前症マーカーレベル表示を、子癇前症表現型決定要素と比較することと、その
比較に基づいて前記対象の子癇前症診断を提供することとをさらに含む、請求項１０に記
載の方法。
【請求項２０】
　子癇前症診断を作成するためのキットであって、
　（ａ）ヘモペキシン（ＨＰＸ）、フェリチン（ＦＴ）、カテプシンＢ（ＣＴＳＢ）、カ
テプシンＣ（ＣＴＳＣ）、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１２（ＡＤＡＭ１２）、
ハプトグロビン（ＨＰ）、アルファ－２－マクログロブリン（Ａ２Ｍ）、アポリポタンパ
ク質Ｅ（ＡｐｏＥ）、アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ（ＡｐｏＣ３）、アポリポタンパク
質Ａ－Ｉ（ＡｐｏＡ１）、レチノール結合タンパク質４（ＲＢＰ４）、ヘモグロビン（Ｈ
Ｂ）、フィブリノゲンアルファ（ＦＧＡ）、およびピカチュリン（ＥＧＦＬＡＭ）ならび
にヘムからなる群から選択される１つ以上のマーカーを含む子癇前症マーカーのパネルに
対する、試料中のマーカーの量を測定するための１つ以上の検出要素と、
　（ｂ）子癇前症表現型決定要素とを備えるキット。
【請求項２１】
　子癇前症マーカーの前記パネルは、ピカチュリンおよび／またはカテプシンＣを含む、
請求項２０に記載のキット。
【請求項２２】
　子癇前症マーカーの前記パネルは、ピカチュリン、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、Ａｐｏ
Ｃ３、ＲＢＰ４およびハプトグロビンを含む、請求項２０に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　３５　Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１１９（ｅ）に従い、本出願は、２０１２年５月８日に出願され
た米国仮特許出願第６１／６４４，２５４号、および２０１２年１１月３０日に出願され
た　米国仮特許出願第６１／７３１，６４０号の出願日に対する優先権を主張し、それら
の開示は、参照により本明細書に組み込まれる。
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【０００２】
発明の分野
　本発明は、子癇前症評価の提供に関する。
【背景技術】
【０００３】
　子癇前症は、母親および子供に悪影響を有する、重篤な妊娠の多重合併症である。この
障害の発生率は、米国および世界中において、全ての妊娠の約５～８％であり、この障害
は、米国における全ての妊産婦死亡の１８％を占める。子癇前症の原因および病因は未だ
に不明確であり、診断は、疾患プロセスの後期に生じる非特異的な実験的および臨床的兆
候および症状に依存し、時折診断および臨床管理における決断を困難なものとする。より
早期の、より信頼性のある疾患診断、予後診断および監視が、より時宜を得た、個人に合
わせた子癇前症処置をもたらし、子癇前症の病因に関する我々の理解を大幅に前進させる
ことだろう。本発明は、これらの問題に対応する。
【発明の概要】
【０００４】
　子癇前症マーカー、子癇前症マーカーパネル、および試料の子癇前症マーカーレベル表
示を得るための方法が提供される。これらの組成物および方法は、例えば、子癇前症の診
断、子癇前症の予後診断、子癇前症を有する対象の監視、および子癇前症に対する処置の
決定を含む、多くの用途における使用が見出される。さらに、主題の方法の実践における
使用が見出される系、デバイスおよびそのキットが提供される。
【０００５】
　本発明のいくつかの態様において、子癇前症マーカーのパネルが提供され、パネルは、
ヘモペキシン（ＨＰＸ）、フェリチン（ＦＴ）、カテプシンＢ（ＣＴＳＢ）、カテプシン
Ｃ（ＣＴＳＣ）、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１２（ＡＤＡＭ１２）、ハプトグ
ロビン（ＨＰ）、アルファ－２－マクログロブリン（Ａ２Ｍ）、アポリポタンパク質Ｅ（
ＡｐｏＥ）、アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ（ＡｐｏＣ３）、アポリポタンパク質Ａ－Ｉ
（ＡｐｏＡ１）、レチノール結合タンパク質４（ＲＢＰ４）、ヘモグロビン（ＨＢ）、フ
ィブリノゲンアルファ（ＦＧＡ）、ピカチュリン（ＥＧＦＬＡＭ）およびヘムからなる群
から選択される１つ以上の子癇前症マーカーを含む。いくつかの実施形態において、パネ
ルは、ピカチュリンおよび／またはカテプシンＣを含む。いくつかの実施形態において、
パネルは、ピカチュリン、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４、およびハ
プトグロビンを含む。
【０００６】
　本発明のいくつかの態様において、対象の子癇前症マーカーレベル表示を提供するため
の方法が提供される。いくつかの実施形態において、方法は、対象からの血液試料中の子
癇前症マーカーのパネルを評定し、血液試料中の各子癇前症マーカーのレベルを決定する
ことと、パネル中の各子癇前症マーカーのレベルに基づいて、子癇前症マーカーレベル表
示を計算することとを含む。いくつかの実施形態において、パネルは、ヘモペキシン（Ｈ
ＰＸ）、フェリチン（ＦＴ）、カテプシンＢ（ＣＴＳＢ）、カテプシンＣ（ＣＴＳＣ）、
ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１２（ＡＤＡＭ１２）、ハプトグロビン（ＨＰ）、
アルファ－２－マクログロブリン（Ａ２Ｍ）、アポリポタンパク質Ｅ（ＡｐｏＥ）、アポ
リポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ（ＡｐｏＣ３）、アポリポタンパク質Ａ－Ｉ（ＡｐｏＡ１）、
レチノール結合タンパク質４（ＲＢＰ４）、ヘモグロビン（ＨＢ）、フィブリノゲンアル
ファ（ＦＧＡ）、ピカチュリン（ＥＧＦＬＡＭ）およびヘムからなる群から選択される、
１つ以上の子癇前症マーカーを含む。いくつかの実施形態において、パネルは、ピカチュ
リンおよび／またはカテプシンＣを含む。いくつかの実施形態において、パネルは、ピカ
チュリン、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４、およびハプトグロビンを
含む。いくつかの実施形態において、方法は、子癇前症マーカーレベル表示の報告を提供
することをさらに含む。ある特定の実施形態において、子癇前症マーカー表示は、子癇前
症スコアである。
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【０００７】
　本発明のいくつかの態様において、対象の子癇前症評価を提供するための方法が提供さ
れる。いくつかの実施形態において、子癇前症評価は、子癇前症の診断である。いくつか
の実施形態において、方法は、例えば上述のように、または本明細書のいずれかに記載の
ように、対象からの試料の子癇前症マーカーレベル表示を得ることと、子癇前症マーカー
レベル表示に基づいて、対象の子癇前症診断を提供することとを含む。いくつかの実施形
態において、方法は、子癇前症マーカーレベル表示を、子癇前症表現型決定要素と比較す
ることと、その比較に基づいて対象の子癇前症診断を提供することとをさらに含む。いく
つかの実施形態において、対象は、子癇前症の症状を有する。他の実施形態において、対
象は、子癇前症に対して無症状性である。いくつかの実施形態において、対象は、子癇前
症に関連した１つ以上のリスク因子を有する。他の実施形態において、対象は、子癇前症
に関連したリスク因子を有さない。いくつかの実施形態において、試料は、妊娠２０週目
以降において回収される。ある特定の実施形態において、試料は、妊娠３４週目以降にお
いて回収される。
【０００８】
　本発明のいくつかの態様において、試料の子癇前症評価を作成するためのキットが提供
される。いくつかの実施形態において、子癇前症評価は、子癇前症診断である。いくつか
の実施形態において、キットは、ヘモペキシン（ＨＰＸ）、フェリチン（ＦＴ）、カテプ
シンＢ（ＣＴＳＢ）、カテプシンＣ（ＣＴＳＣ）、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン
１２（ＡＤＡＭ１２）、ハプトグロビン（ＨＰ）、アルファ－２－マクログロブリン（Ａ
２Ｍ）、アポリポタンパク質Ｅ（ＡｐｏＥ）、アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ（ＡｐｏＣ
３）、アポリポタンパク質Ａ－Ｉ（（ＡｐｏＡ１）、レチノール結合タンパク質４（ＲＢ
Ｐ４）、ヘモグロビン（ＨＢ）、フィブリノゲンアルファ（ＦＧＡ）、ピカチュリン（Ｅ
ＧＦＬＡＭ）およびヘムからなる群から選択される１つ以上のマーカーを含む子癇前症マ
ーカーのパネルに対する、試料中のマーカーの量を測定するための１つ以上の検出要素と
、子癇前症表現型決定要素とを備える。いくつかの実施形態において、１つ以上の検出要
素は、試料中のマーカーポリペプチドのレベルを検出する。いくつかの実施形態において
、子癇前症マーカーのパネルは、ピカチュリンおよび／またはカテプシンＣを含む。いく
つかの実施形態において、子癇前症マーカーのパネルは、ピカチュリン、ヘモペキシン、
ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４およびハプトグロビンを含む。
【０００９】
　本発明は、付属の図面と併せて読めば、以下の発明を実施するための形態から最も良く
理解される。特許または出願書類は、少なくとも１つのカラー図面を含む。カラー図面を
含む本特許または特許出願公開の複写は、要請および必要な料金の支払により特許庁より
提供される。習慣により、図面の様々な特徴は実寸ではないことが強調される。逆に、様
々な特徴の寸法は、明確化のために任意に拡大または縮小される。図面には、以下の図が
含まれる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】ＰＥバイオマーカーのマルチ「オミックス」ベースの発見および検証の研究概略
である。後の検証に不合格となった候補検体は、灰色で示されている。
【図２】ＰＥバイオマーカーの発現比較解析である（ＰＥ対対照）。フォレストプロット
は、胎盤ｍＲＮＡ発現メタ解析、ならびに異なる早期および後期妊娠期間週における母体
血清検体存在量定量化の結果を要約している。ラインプロットは、９５％信頼区間を表す
。
【図３】早期または後期発生バイオマーカーパネルスコアが、妊娠週の関数としてプロッ
トされた。＊異なるパネルスコアは、直接比較することができるように、同じスコア化基
準に合わせた。ＰＥまたは対照データ点のいずれかにおいて、レス曲線は、妊娠期間の関
数としてバイオマーカースコア化の全体的傾向を表すように適合された。
【図４】妊娠期間週の関数としての、ＰＥおよび対照対象の両方に対する異なるバイオマ
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ーカーパネルのレス適合化直線の複合化された重ね合わせである。
【図５】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ｓＦｌｔ－１のバイオマーカ
ー分布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の
四分位点を示す。
【図６】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＰＩＧＦのバイオマーカー分
布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の四分
位点を示す。
【図７】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＨＰＸのバイオマーカー分布
の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の四分位
点を示す。
【図８】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＦＴのバイオマーカー分布の
箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の四分位点
を示す。
【図９】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＡＤＡＭ１２のバイオマーカ
ー分布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の
四分位点を示す。
【図１０】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＨＰのバイオマーカー分布
の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の四分位
点を示す。
【図１１】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、Ａ２Ｍのバイオマーカー分
布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の四分
位点を示す。
【図１２】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＡＰＯ－Ｅのバイオマーカ
ー分布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の
四分位点を示す。
【図１３】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＡＰＯ－ＣＩＩＩのバイオ
マーカー分布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、
試料の四分位点を示す。
【図１４】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＡＰＯ－ＡＩのバイオマー
カー分布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料
の四分位点を示す。
【図１５】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＲＢＰ４のバイオマーカー
分布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の四
分位点を示す。
【図１６】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＨＢのバイオマーカー分布
の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の四分位
点を示す。
【図１７】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＦＧＡのバイオマーカー分
布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の四分
位点を示す。
【図１８】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ピカチュリンのバイオマー
カー分布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料
の四分位点を示す。
【図１９】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＣＴＳＢのバイオマーカー
分布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の四
分位点を示す。
【図２０】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ＣＴＳＣのバイオマーカー
分布の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の四
分位点を示す。
【図２１】ＰＥおよび対照群における異なる妊娠期間週での、ヘムのバイオマーカー分布
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の箱ひげ図表示および散布図である。水平方向の箱の境界および中央線は、試料の四分位
点を示す。
【図２２】現在の予後の標準（「ｓＦｌｔ－１／ＰＩＧＦ」）と比較した、ｓ－ＦＬｔ－
１（可溶性ＶＥＧＦ－Ｒ１）と組み合わせて測定された場合に子癇前症を予測する子癇前
症血清学的バイオマーカーの、ＥＬＩＳＡまたは生化学的方法（ヘムに対する）による検
証の概要を示す図である。早期（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の予測は、妊娠３４週
目以前において回収された試料から行われた。後期（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の
予測は、妊娠３４週目以降に回収された試料から行われた。異なる検体比の組み合わせの
ＲＯＣ曲線を解析して、曲線下面積（ＡＵＣ）値を算出した。
【図２３】現在の予後の標準（「ｓＦｌｔ－１／ＰＩＧＦ」）と比較した、ｓ－ＦＬｔ－
１と組み合わせて測定された場合に子癇前症を予測する子癇前症血清学的バイオマーカー
の、ＥＬＩＳＡまたは生化学的方法（ヘムに対する）による検証の概要を示す図である。
早期（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の予測は、妊娠３４週目以前において回収された
試料から行われた。後期（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の予測は、妊娠３４週目以降
に回収された試料から行われた。異なる検体比の組み合わせのＲＯＣ曲線を解析して、曲
線下面積（ＡＵＣ）値を算出した。
【図２４】現在の予後の標準（「ｓ－ＦＬｔ－１／ＰＩＧＦ」）と比較した、ＨＰＸと組
み合わせて測定された場合に子癇前症を予測する子癇前症血清学的バイオマーカーの、Ｅ
ＬＩＳＡまたは生化学的方法（ヘムに対する）による検証の概要を示す図である。早期（
正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の予測は、妊娠３４週目以前において回収された試料か
ら行われた。後期（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の予測は、妊娠３４週目以降に回収
された試料から行われた。異なる検体比の組み合わせのＲＯＣ曲線を解析して、曲線下面
積（ＡＵＣ）値を算出した。
【図２５】現在の予後の標準（「ｓ－Ｆｌｔ－１／ＰＩＧＦ」）と比較した、ＣＴＳＣと
組み合わせて測定された場合に子癇前症を予測する子癇前症血清学的バイオマーカーの、
ＥＬＩＳＡまたは生化学的方法（ヘムに対する）による検証の概要を示す図である。早期
（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の予測は、妊娠３４週目以前において回収された試料
から行われた。後期（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の予測は、妊娠３４週目以降に回
収された試料から行われた。異なる検体比の組み合わせのＲＯＣ曲線を解析して、曲線下
面積（ＡＵＣ）値を算出した。
【図２６】現在の予後の標準（「ｓ－Ｆｌｔ－１／ＰＩＧＦ」）と比較した、ＡＤＡＭ１
２と組み合わせて測定された場合に子癇前症を予測する子癇前症血清学的バイオマーカー
の、ＥＬＩＳＡによる検証の概要を示す図である。早期（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６
）の予測は、妊娠３４週目以前において回収された試料から行われた。後期（正常Ｎ＝１
６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の予測は、妊娠３４週目以降に回収された試料から行われた。異な
る検体比の組み合わせのＲＯＣ曲線を解析して、曲線下面積（ＡＵＣ）値を算出した。
【図２７】ｓＦｌｔ－１／ＰＩＧＦからなるパネルと比較した、ヘモペキシン、フェリチ
ン、カテプシンＣ、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１２、ケラチン３３Ａ、ハプト
グロビン、アルファ－２－マクログロブリン、アポリポタンパク質Ｅ、アポリポタンパク
質Ｃ－ＩＩＩ、アポリポタンパク質Ａ－Ｉ、レチノール結合タンパク質４、ヘモグロビン
、フィブリノゲン、ピカチュリン、ｓＦｌｔ－１およびＰＩＧＦ（「パネル」）を含むバ
イオマーカーパネルを使用して達成される、子癇前症の予後診断の改善された精度を示す
図である。早期（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の予測は、妊娠３４週目以前に回収さ
れた試料から行われた。後期（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の予測は、妊娠３４週目
以降に回収された試料から行われた。バイオマーカーパネルのＲＯＣ曲線を解析して、曲
線下面積（ＡＵＣ）値を算出した。
【図２８】ｓＦｌｔ－１／ＰＩＧＦからなるパネルと比較した、ヘモペキシン、フェリチ
ン、カテプシンＣ、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１２、ケラチン３３Ａ、ハプト
グロビン、アルファ－２－マクログロブリン、アポリポタンパク質Ｅ、アポリポタンパク
質Ｃ－ＩＩＩ、アポリポタンパク質Ａ－Ｉ、レチノール結合タンパク質４、ヘモグロビン
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、フィブリノゲン、およびピカチュリン（「パネル」）を含む（すなわちｓＦｌｔ－１ま
たはＰＩＧＦは測定されない）バイオマーカーパネルを使用して達成される、子癇前症の
予後診断の精度を示す図である。早期（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の予測は、妊娠
３４週目以前に回収された試料から行われた。後期（正常Ｎ＝１６；ＰＥ　Ｎ＝１６）の
予測は、妊娠３４週目以降に回収された試料から行われた。バイオマーカーパネルのＲＯ
Ｃ曲線を解析して、曲線下面積（ＡＵＣ）値を算出した。
【図２９】異なるバイオマーカーの組み合わせのパネルを示す図である。＋：バイオマー
カーが対応するパネルに選択されている；－：バイオマーカーがパネルに選択されていな
い。
【図３０】異なるバイオマーカーの組み合わせによるＲＯＣ曲線ＡＵＣ値を示す図である
。「バイオマーカー」の列は、各パネルにおけるｓＦｌｔ－１、ＰＩＧＦおよびＳｔａｎ
ｆｏｒｄ検証済バイオマーカーの選択を示す。「ＳＵバイオマーカーの数」の列は、早期
ＰＥ発生、後期ＰＥ発生および全体的概要それぞれに対するＳｔａｎｆｏｒｄ検証済バイ
オマーカーの数を示す。「ＲＯＣ曲線ＡＵＣ値」の列は、早期ＰＥ発生、後期ＰＥ発生お
よび全体的概要に対するＲＯＣ曲線解析のＡＵＣ値を示す。
【図３１】図２９および３０における各バイオマーカーパネルの感度および特異性解析を
示す図である。上パネル：所与の特異性レベルでの異なるパネルの感度。下パネル：所与
の感度レベルでの異なるパネルの特異性。
【図３２】図２７におけるパネル１およびパネル２の散布図およびＲＯＣ曲線を示す図で
ある。上パネル：対数を組み合わせたバイオマーカー値対妊娠期間（週）。下パネル：Ｒ
ＯＣ曲線。
【図３３】図２９におけるパネル３およびパネル４の散布図およびＲＯＣ曲線を示す図で
ある。上パネル：対数を組み合わせたバイオマーカー値対妊娠期間（週）。下パネル：Ｒ
ＯＣ曲線。
【図３４】図２９におけるパネル５およびパネル６の散布図およびＲＯＣ曲線を示す図で
ある。上パネル：対数を組み合わせたバイオマーカー値対妊娠期間（週）。下パネル：Ｒ
ＯＣ曲線。
【図３５】図２９におけるパネル７の散布図およびＲＯＣ曲線を示す図である。上パネル
：対数を組み合わせたバイオマーカー値対妊娠期間（週）。下パネル：ＲＯＣ曲線。
【図３６】ＰＥおよび対照対象の区別における、ＰＥ血清蛋白質バイオマーカーパネル０
、１、および２の、ＲＯＣ解析により測定される性能を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
発明の詳細な説明
　子癇前症マーカー、子癇前症マーカーパネル、および試料の子癇前症マーカーレベル表
示を得るための方法が提供される。これらの組成物および方法は、例えば、子癇前症の診
断、子癇前症の予後診断、子癇前症を有する対象の監視、および子癇前症に対する処置の
決定を含む、多くの用途における使用が見出される。さらに、主題の方法の実践における
使用が見出される系、デバイスおよびそのキットが提供される。本発明のこれらの、およ
び他の目的、利点、および特徴は、以下でより十分に説明される組成物および方法の詳細
を読めば、当業者に明らかとなる。
【００１２】
　本方法および組成物を説明する前に、本発明は、記載される特定の方法または組成物に
限定されず、したがって、当然ながら変動し得ることを理解されたい。本明細書で使用さ
れる専門用語は、特定の実施形態を説明するためだけのものであり、本発明の範囲が添付
の特許請求の範囲によってのみ限定されるため、限定するよう意図されないことも理解さ
れたい。
【００１３】
　値の範囲が提供される場合、その範囲の上限値および下限値の間の各介在値（文脈が別
途明確に指示しない限り、下限値の単位の１０分の１まで）もまた、具体的に開示される
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ことが理解される。表示範囲内の任意の表示値または介在値と、その表示範囲内の任意の
他の表示値もしくは介在値との間のより小さい範囲は、それぞれが本発明に包含される。
これらのより小さい範囲の上限値および下限値は、その範囲内に独立して含まれても、ま
たは除外されてもよく、いずれかもしくは両方の限界値がより小さい範囲内に含まれる、
またはいずれも含まれない各範囲もまた、表示範囲内の任意の具体的に除外された限界値
に従って本発明に包含される。表示範囲がそれらの上限値および下限値のうちの１つまた
は両方を含む場合、それらの包含される上限値および下限値のいずれかまたは両方を除外
する範囲も本発明に包含される。
【００１４】
　別途定義されない限り、本明細書で使用されるすべての技術用語および科学用語は、本
発明が属する技術分野における当業者が一般に理解する意味と同じ意味を有する。本明細
書に記載の方法および材料と同様もしくは同等の任意の方法および材料を本発明の実践ま
たは試験において使用することができるが、いくつかの可能性のある好ましい方法および
材料をこれから説明する。本明細書で言及されるすべての出版物は、それらの出版物が引
用される方法および／または材料を開示および説明するために、参照により本明細書に組
み込まれる。本開示は、矛盾が生じる場合、組み込まれた出版物のいずれの開示にも優先
されることが理解される。
【００１５】
　本開示を読めば当業者に明らかなように、本明細書において説明および例示される個々
の実施形態のそれぞれは、本発明の範囲または精神から逸脱せずに、他のいくつかの実施
形態のいずれかの特徴から容易に分離する、またはそれと組み合わせることができる、個
別の成分および特徴を有する。列挙された方法はいずれも、列挙された事象の順番で、ま
たは理論的に可能な任意の他の順番で行うことができる。
【００１６】
　本明細書および添付の特許請求の範囲で使用される単数形「ａ」、「ａｎ」、および「
ｔｈｅ」は、文脈が別途明確に指示しない限り、複数指示対象を含むことに留意すべきで
ある。したがって、例えば「１つの細胞」への言及は、そのような細胞の複数を含み、「
そのペプチド」への言及は、当業者に知られている１つ以上のペプチドおよびその均等物
、例えばポリペプチドへの言及を含む、等である。
【００１７】
　本明細書で論じられる出版物は、本出願の出願日前にそれらを開示するためだけに提供
される。本明細書におけるいずれの内容も、本発明が先行発明によりそのような出版物に
先行する資格がないことを認めるものと解釈されるべきではない。さらに、提供される出
版物の日付は、実際の出版日とは異なる場合があり、別々に確認する必要があり得る。
【００１８】
　上で要約されるように、主題の発明の態様は、対象における子癇前症の評価の提供、例
えば、子癇前症の診断、予後診断、監視、および／または処置における使用が見出される
方法、組成物、系およびキットを含む。「子癇前症（ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ）」また
は「子癇前症（ｐｒｅ－ｅｃｌａｍｐｓｉａ）」は、高血圧、タンパク尿、手および顔／
目の腫脹（浮腫）、体重の急増、正常より高い肝酵素、および血小板減少症のうちの１つ
以上を伴い得る、妊娠の多重合併症である。子癇前症は、典型的には、妊娠の第３の３ヵ
月間に生じるが、重篤な場合には、障害は、第２の３ヵ月間、例えば、妊娠約２２週間後
に生じる。対処されない場合、子癇前症は、子癇、すなわち既存の脳状態とは無関係の発
作をもたらし得る。子癇前症を「診断すること」、または「子癇前症の診断を提供するこ
と」は、一般に、子癇前症の決定、例えば、対象（例えば、子癇前症の臨床症状を有する
対象、子癇前症に対し無症状性であるが、子癇前症に関連したリスク因子を有する対象、
子癇前症に対し無症状性であり、子癇前症に関連したリスク因子を有さない対象）が現在
子癇前症に罹患しているかどうかに関する決定、対象の子癇前症の疾患または障害の亜型
への分類、子癇前症の重篤度の決定等を提供することを意味する。子癇前症を「予後診断
すること」、または「子癇前症の予後診断を提供すること」は、一般に、子癇前症の予測
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、例えば、対象の子癇前症発症の感受性またはリスクの予測、疾患の進行の過程および／
または疾患の転帰の予測、例えば子癇前症の推定される発生、子癇前症の推定される期間
、子癇前症が子癇に発展するかどうかに関する推定等、子癇前症の処置に対する対象の反
応性、例えば陽性反応、陰性反応、全くの無反応等の推定を提供することを意味する。子
癇前症を「監視すること」は、一般に、例えば、子癇前症の診断を伝える、子癇前症の予
後診断を伝える、子癇前症の処置の効果または有効性に関する情報を提供する等のために
、対象の状態を監視することを意味する。子癇前症を「処置すること」は、哺乳動物にお
ける子癇前症の任意の処置を処方または提供することを意味し、（ａ）子癇前症に罹患し
やすい可能性があるがまだそれを有すると診断されていない対象において、子癇前症が発
生するのを予防すること、（ｂ）子癇前症を阻害すること、すなわちその発現を停止する
こと、または（ｃ）子癇前症を緩和すること、すなわち子癇前症の退行をもたらすことを
含む。
【００１９】
　主題の発明の説明において、子癇前症の評価を提供するのに有用な組成物が最初に説明
され、続いてその使用のための方法、系およびキットが説明される。
【００２０】
子癇前症マーカーおよびパネル
　本発明のいくつかの態様において、子癇前症マーカーおよび子癇前症マーカーのパネル
が提供される。「子癇前症マーカー」は、試料におけるその表示が子癇前症表現型に関連
している分子的実体を意味する。例えば、子癇前症マーカーは、異なるように表示されて
もよく、すなわち、健常個人と比較して、子癇前症を発症する、または発症した個人から
の試料において、異なるレベルで表示されてもよい。いくつかの場合において、上昇した
マーカーのレベルは、子癇前症表現型に関連している。例えば、試料中のマーカーの濃度
は、子癇前症表現型に関連した試料において、子癇前症表現型に関連しない試料中よりも
、１．５倍、２倍、２．５倍、３倍、４倍、５倍、７．５倍、１０倍、またはそれ以上で
あってもよい。他の場合において、低下したマーカーのレベルは、子癇前症表現型に関連
している。例えば、試料中のマーカーの濃度は、子癇前症表現型に関連した試料において
、子癇前症表現型に関連しない試料中よりも、１０％低い、２０％低い、３０％低い、４
０％低い、５０％低い、またはそれ以上低くてもよい。
【００２１】
　子癇前症マーカーは、子癇前症に関連したタンパク質およびその対応する遺伝子配列、
すなわちｍＲＮＡ、ＤＮＡ等を含んでもよい。「遺伝子」または「組み換え遺伝子」は、
タンパク質をコードするオープンリーディングフレームを含む核酸を意味する。コード化
配列の境界は、５’（アミノ）末端における開始コドンおよび３’（カルボキシ）末端に
おける停止翻訳コドンにより決定される。転写終結配列は、コード化配列に対し３’に位
置し得る。さらに、遺伝子は、その天然プロモーター（すなわち、遺伝子のエクソンおよ
びイントロンが非組み換え細胞、すなわち自然発生的な細胞内に作用可能に連結するプロ
モーター）ならびに関連した調節配列を任意選択的に含んでもよく、ＡＵＧ開始部位の上
流側の配列を有してもよく、または有さなくてもよく、また非翻訳リーダー配列、シグナ
ル配列、下流側の非翻訳配列、転写開始および停止配列、ポリアデニル化シグナル、翻訳
開始および停止配列、リボソーム結合部位等を含んでもよく、または含まなくてもよい。
【００２２】
　本開示の実施例において示されるように、本発明者らは、子癇前症に関連し、また単独
で、または組み合わせとして（すなわちパネルとして）、子癇前症の評価の提供、例えば
子癇前症の診断、子癇前症の予後診断、子癇前症に罹患した対象の監視、子癇前症に罹患
した対象に対する処置の決定等における使用が見出される、いくつかの分子的実体を特定
した。これらは、ヘモペキシン（ＨＰＸ、ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．
ＮＭ＿０００６１３．２）；フェリチン（ＦＴ、ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　
Ｎｏｓ．ＮＭ＿０００１４６．３（軽鎖ポリペプチド）、ＮＭ＿００２０３２．２（重鎖
ポリペプチド）；カテプシンＢ（ＣＴＳＢ、Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ
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ｓ．ＮＭ＿００１９０８．３（変異体１）、ＮＭ＿１４７７８０．２（変異体２）、ＮＭ
＿１４７７８１．２（変異体３）、ＮＭ＿１４７７８２．２（変異体４）、およびＮＭ＿
１４７７８３．２（変異体５）；カテプシンＣ（ＣＴＳＣ、Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓ
ｓｉｏｎ　Ｎｏｓ．ＮＭ＿００１１１４１７３．１（アイソフォームａ）、ＮＭ＿１４８
１７０．３（アイソフォームｂ）、ＮＭ＿００１１１４１７３．１（アイソフォームｃ）
；ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１２（ＡＤＡＭ１２、Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅ
ｓｓｉｏｎ　Ｎｏｓ．ＮＭ＿００３４７４．４（アイソフォーム１）、ＮＭ＿０２１６４
１．３（アイソフォーム２）；ケラチン３３Ａ（ＫＲＴ３３Ａ、Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃ
ｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．　ＮＭ＿００４１３８．２）；ハプトグロビン（ＨＰ、ＧｅｎＢａ
ｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏｓ．ＮＭ＿００５１４３．３（アイソフォーム１）、Ｎ
Ｍ＿００１１２６１０２．１（アイソフォーム２）；アルファ－２－マクログロブリン（
Ａ２Ｍ、ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．　ＮＭ＿００００１４．４）；ア
ポリポタンパク質Ｅ（ＡｐｏＥ、ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．　ＮＭ＿
００００４１．２）；アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ（ＡｐｏＣ３、ＧｅｎＢａｎｋ　Ａ
ｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＭ＿００００４０．１）；アポリポタンパク質Ａ－Ｉ（Ａｐ
ｏＡ１、ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＭ＿００００３９．１）；レチ
ノール結合タンパク質４、血漿（ＲＢＰ４、ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ
．ＮＭ＿００６７４４．３）；ヘモグロビン（ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎ
ｏｓ．ＮＭ＿０００５１７．４（アルファ２）、ＮＭ＿０００５１８．４（ベータ）、Ｎ
Ｍ＿０００５５９．２（ガンマＡ）、ＮＭ＿０００１８４．２（ガンマＧ）；フィブリノ
ゲンアルファ（ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＭ＿０２１８７１．２（
アルファ鎖）；ピカチュリン（ＥＧＦＬＡＭ、ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎ
ｏｓ．ＮＭ＿１５２４０３．３（アイソフォーム１）、ＮＭ＿１８２７９８．２（アイソ
フォーム２）、ＮＭ＿１８２８０１．２（アイソフォーム４）、およびＮＭ＿００１２０
５３０１．１（アイソフォーム５）、ならびに補因子／補欠分子族ヘムを含む。特に興味
深いのは、子癇前症マーカーＡＤＡＭ１２、ＣＴＳＣ、およびピカチュリンである。
【００２３】
　上述のように、本明細書において、子癇前症パネルもまた提供される。子癇前症マーカ
ーの「パネル」は、２つ以上の子癇前症マーカー、例えば３つ以上、４つ以上、または５
つ以上のマーカー、いくつかの場合においては６つ以上、７つ以上、または８つ以上のマ
ーカー、時折９つ以上、または１０個以上のマーカー、例えば１２個、１５個、１７個ま
たは２０個のマーカーを意味し、それらのレベルは、組み合わせて考慮した場合、子癇前
症の評価の提供、例えば子癇前症診断、予後診断、監視および／または処置の実行におけ
る使用が見出される。特に興味深いのは、子癇前症マーカーＡＤＡＭ１２、ＣＴＳＣ、ま
たはピカチュリンを含むパネルである。例えば、いくつかの実施形態において、子癇前症
パネルは、ピカチュリンと、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４、および
／またはハプトグロビンのうちの１つ以上とを含んでもよく、例えば、ピカチュリンおよ
びヘモペキシン；ピカチュリンおよびＡｐｏＡ１；ピカチュリンおよびＡｐｏＣ３；ピカ
チュリンおよびＲＢＰ４；ピカチュリンおよびハプトグロビン；ピカチュリン、ヘモペキ
シン、およびＡｐｏＡ１；ピカチュリン、ヘモペキシン、およびＡｐｏＣ３；ピカチュリ
ン、ヘモペキシン、およびＲＢＰ４；ピカチュリン、ヘモペキシン、およびハプトグロビ
ン；ピカチュリン、ＡｐｏＡ１、およびＡｐｏＣ３；ピカチュリン、ＡｐｏＡ１、および
ＲＢＰ４；ピカチュリン、ＡｐｏＡ１、およびハプトグロビン；ピカチュリン、ＡｐｏＣ
３、およびＲＢＰ４；ピカチュリン、ＡｐｏＣ３、およびハプトグロビン；ピカチュリン
、ＲＢＰ４、およびハプトグロビン；ピカチュリン、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１およびＡ
ｐｏＣ３；ピカチュリン、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１およびＲＢＰ４；ピカチュリン、ヘ
モペキシン、ＡｐｏＡ１、およびハプトグロビン；ピカチュリン、ヘモペキシン、Ａｐｏ
Ｃ３、およびＲＢＰ４；ピカチュリン、ヘモペキシン、ＡｐｏＣ３、およびハプトグロビ
ン；ピカチュリン、ヘモペキシン、ＲＢＰ４、およびハプトグロビン；ピカチュリン、Ａ
ｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４；ピカチュリン、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３およびハプト
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グロビン；ピカチュリン、ＡｐｏＡ１、ＲＢＰ４、およびハプトグロビン；ピカチュリン
、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４およびハプトグロビン；またはピカチュリン、ヘモペキシン、Ａ
ｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４、およびハプトグロビンを含んでもよい。
【００２４】
　いくつかの場合において、当該技術分野において知られている他の子癇前症マーカー、
例えば、可溶性血管内皮成長因子／血管透過性因子受容体（ＶＥＧＦ－Ｒ１、ＦＭＳ様チ
ロシンキナーゼ１またはｓＦｌｔ－１としても知られる；Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓ
ｉｏｎ　Ｎｏｓ．ＮＭ＿００１１５９９２０．１（アイソフォーム２）、ＮＭ＿００１１
６００３０．１（アイソフォーム３）、およびＮＭ＿００１１６００３１．１（アイソフ
ォーム４）；ならびに胎盤成長因子（ＰＩＧＦ、Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　
Ｎｏｓ．ＮＭ＿００２６３２．５（アイソフォーム１）およびＮＭ＿００１２０７０１２
．１（アイソフォーム２）（Ｖｅｒｌｏｈｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（２０１０）　Ａｍｅｒ
　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　１６
１：ｅ１－ｅ１１）が、主題の子癇前症パネルに含まれてもよい。したがって、例えば、
子癇前症パネルは、ＡＤＡＭ１２と、ＰＩＧＦ、ハプトグロビン、ＡｐｏＥ、ＡｐｏＡ１
、Ａ２Ｍ、ＲＢＰ４、ヘモグロビン、ＡｐｏＣ３、フィブリノゲン、および／またはピカ
チュリンのうちの１つ以上とを含んでもよい。別の例として、子癇前症パネルは、ＣＴＳ
Ｃと、ＰＩＧＦ、ハプトグロビン、ＡｐｏＥ、ＡｐｏＡ１、Ａ２Ｍ、ＲＢＰ４、ヘモグロ
ビン、ＡｐｏＣ３、フィブリノゲン、ピカチュリン、および／またはヘムのうちの１つ以
上とを含んでもよい。興味深い子癇前症パネルの他の例は、ＨＰＸ、ＰＩＧＦ、ハプトグ
ロビン、ＡｐｏＥ、ＡｐｏＡ１、Ａ２Ｍ、ＲＢＰ４、ヘモグロビン、ＡｐｏＣ３、フィブ
リノゲン、ピカチュリン、および／またはヘム；ｓＦｌｔ－１、ハプトグロビン、Ａｐｏ
Ｅ、ＡｐｏＡ１、Ａ２Ｍ、ＲＢＰ４、ヘモグロビン、ＡｐｏＣ３、フィブリノゲン、ピカ
チュリン、および／またはヘム；ｓＦｌｔ－１およびＡ２Ｍ；ｓＦｌｔ－１およびＲＢＰ
４；ｓＦｌｔ－１およびヘモグロビン；ｓＦｌｔ－１およびフィブリノゲン；ｓＦｌｔ－
１およびピカチュリン；ｓＦｌｔ１およびＨＰＸ；ＨＰＸおよびピカチュリン；ｓＦｌｔ
１、ＰＩＧＦ、およびＨＰＸ；ｓＦｌｔ１、ＰＩＧＦ、ＨＰＸ、ＣＴＳＣ、ＡＤＡＭ１２
、ＡｐｏＥ、ＡｐｏＡ１、ＲＢＰ４、ＨＢ、およびピカチュリン；ｓＦｌｔ１、ＨＰＸ、
ＡｐｏＥ、ＡｐｏＡ１、およびピカチュリン；ＰＩＧＦおよびピカチュリン；ＰＩＧＦ、
ＨＰＸ、ＣＴＳＣ、Ａｄａｍ１２、ＨＰ、ＡｐｏＥ、ＲＢＰ４、ＨＢ、フィブリノゲン、
およびピカチュリン；ならびにＨＰＸ、ＡｐｏＡ１、ピカチュリン；ＨＰＸ、ＣＴＳＣ、
Ａｄａｍ１２、ＨＰ、ＨＢ、フィブリノゲン、およびピカチュリンを含む。
【００２５】
　主題の方法における子癇前症パネルとしての使用が見出される子癇前症マーカーの他の
組み合わせは、例えば当該技術分野において知られている、または本明細書の実施例にお
いて説明されているような、任意の便利な統計的方法を使用して、当業者により容易に特
定され得る。例えば、検体のパネルは、子癇前症分類解析のための遺伝的アルゴリズム（
ＧＡ）および全対（ＡＰ）サポートベクターマシン（ＳＶＭ）法を組み合わせることによ
り選択され得る。予測的特徴は、例えば、反復ＧＡ／ＳＶＭにより自動的に決定され、最
適な分類性能を有する非冗長的な子癇前症関連検体の非常にコンパクトなセットをもたら
す。異なる分類子セットは、典型的には、少量の重複遺伝子の特徴のみを内包するが、そ
れらは、子癇前症の評価の提供において、上述および本明細書の実施例において説明され
るレベルと同様のレベルの正確性を有する。
【００２６】
方法
　本発明のいくつかの態様において、対象の子癇前症マーカーレベル表示を得るための方
法が提供される。子癇前症マーカーレベル表示は、対象からの生体試料における、主題の
子癇前症マーカー（複数可）の１つ以上、例えば子癇前症マーカーのパネルのレベルの表
示を意味する。「生体試料」という用語は、生物から得られた様々な試料の種類を包含し
、診断、予後診断または監視分析において使用され得る。この用語は、生体起源の血液お
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よび他の液体試料、またはそれから得られた細胞もしくはその子孫を包含する。この用語
は、入手後に任意の手法で、例えば試薬による処理、可溶化、またはある特定の成分の濃
縮により操作された試料を包含する。この用語は、臨床試料を包含し、また、細胞上清、
細胞溶解物、血清、血漿、生体液、および組織試料も含む。本発明の方法における使用の
ための臨床試料は、様々な源、具体的には血液試料から得ることができる。
【００２７】
　特に興味深い試料源は、血液試料またはその調製物、例えば全血、または血清もしくは
血漿、および尿を含む。典型的には、約２μｌから約２，０００μｌの間の血液、血清ま
たは尿の試料体積が、子癇前症遺伝子産物のレベルの決定に十分である。一般に、試料体
積は、約１０μｌから約１，７５０μｌ、約２０μｌから約１，５００μｌ、約４０μｌ
から約１，２５０μｌ、約６０μｌから約１，０００μｌ、約１００μｌから約９００μ
ｌ、約２００μｌから約８００μｌ、約４００μｌから約６００μｌの範囲である。多く
の実施形態において、ヒト試料の好適な最初の源は、血液試料である。したがって、主題
の分析において使用される試料は、一般に血液由来試料である。血液由来試料は、全血ま
たはその分画、例えば血清、血漿等から得られてもよく、いくつかの実施形態において、
試料は、血液から得られ、凝固され、血清が分離され、回収されて分析に使用される。
【００２８】
　いくつかの実施形態において、試料は、血清または血清由来試料である。液体血清試料
を生成するための任意の便利な方法が使用され得る。多くの実施形態において、方法は、
皮膚穿刺（例えば指腹での採血、静脈穿刺）により凝固または血清分離管内に静脈血を採
取すること、血液を凝固させること、および凝固した血液から血清を遠心分離することを
使用する。次いで、血清が回収され、分析まで保存される。患者由来試料が得られたら、
子癇前症マーカー（複数可）のレベルを決定するために試料が分析される。
【００２９】
　主題の試料は、典型的には、妊娠の第２または第３の３ヵ月間に個人から得られる。「
妊娠」は、哺乳動物における妊娠の期間、すなわち、受精から出産までの発育の時間間隔
、プラス２週間、すなわち最後の月経期間の最初の日までを意味する。第２または第３の
３ヵ月は、妊娠の第２または第３の部分を意味し、各区間は３ヶ月の長さである。したが
って、例えば、「第１の３ヶ月間」は、最後の月経期間の最初の日から妊娠１３週目まで
を意味し、「第２の３ヶ月間」は、妊娠１４週目から２７週目までを意味し、「第３の３
ヵ月間」は、２８週目から出産まで、すなわち妊娠３８週間から４２週間までを意味する
。換言すれば、主題の試料は、妊娠約１４週目から４２週目、妊娠約１８週目から４２週
目、妊娠約２０週目から４２週目、妊娠約２４週目から４２週目、妊娠約３０週目から４
２週目、妊娠約３４週目から４２週目、妊娠約３８週目から４２週目に得られてもよい。
したがって、いくつかの実施形態において、主題の試料は、妊娠早期、例えば妊娠１４週
目以降、例えば妊娠１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、または２
３週目以降、より頻繁には妊娠２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２
、３３週目、または３４週目以降に得られてもよい。他の実施形態において、主題の試料
は、妊娠後期、例えば妊娠３４週間後、例えば妊娠３５、３６、３７、３８、３９、４０
週目、または４１週目に得られてもよい。
【００３０】
　試料が得られたら、直接使用されてもよく、短期間凍結または適切な培養培地中で維持
されてもよい。典型的には、試料は、ヒト患者からのものであるが、動物モデル、例えば
ウマ、ウシ、ブタ、イヌ、ネコ、げっ歯類、例えばマウス、ラット、ハムスター、霊長類
等も使用が見出される。子癇前症に罹患した患者における、本明細書において開示される
１つ以上の子癇前症マーカーの異なる表示を示す任意の便利な組織試料が、主題の方法に
おいて評定され得る。典型的には、好適な試料源は、関心のある分子的実体、すなわちＲ
ＮＡ転写物またはタンパク質が放出されている液体から得られる。
【００３１】
　主題の試料は、１つ以上の子癇前症マーカーの検出を向上させるように様々な手法で処
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理されてもよい。例えば、試料が血液である場合、分析の前に赤血球が（例えば遠心分離
により）試料から除去されてもよい。そのような処理は、親和性試薬を使用した子癇前症
マーカーのレベルの検出の非特異的なバックグラウンドレベルを低減するのに役立つ。ま
た、子癇前症マーカーの検出は、当該技術分野において周知の手順（例えば、酸性沈殿、
アルコール沈殿、塩沈殿、疎水性沈殿、濾過（３０ｋＤを超える分子を保持することがで
きるフィルタ、例えばＣｅｎｔｒｉｍ　３０（商標）を使用して）、親和性沈殿）を使用
して試料を濃縮することにより向上され得る。いくつかの実施形態において、試験および
対照試料のｐＨは、中性に近いｐＨ（すなわちｐＨ６．５～８．０）に調節および維持さ
れる。そのようなｐＨ調節は、複合体形成を防止し、それにより、試料中のマーカーのレ
ベルのより正確な定量が提供される。試料が尿である実施形態において、試料のｐＨが調
節され、マーカーの検出を向上させるために濃縮される。
【００３２】
　主題の方法の実践において、個人からの生体試料中の子癇前症マーカー（複数可）のレ
ベル（複数可）が評定される。主題の試料中の１つ以上の子癇前症マーカーのレベルは、
任意の便利な方法により評定され得る。例えば、子癇前症遺伝子発現レベルは、１つ以上
の子癇前症遺伝子の１つ以上の核酸転写物、例えばｍＲＮＡのレベル／量を測定すること
により検出され得る。タンパク質マーカーは、１つ以上のタンパク質／ポリペプチドのレ
ベル／量を測定することにより検出され得る。「評定」、「分析」、「測定」、「評価」
、および「決定」という用語は、任意の形態の測定を指すように同義的に使用され、要素
が存在するか否かの決定を含み、定量的および定性的決定の両方を含む。評定は、相対的
または絶対的であってもよい。
【００３３】
　例えば、少なくとも１つの子癇前症マーカーのレベルは、試料において、タンパク質レ
ベル表示を導く１つ以上のタンパク質／ポリペプチドまたはその断片の量またはレベルを
検出することにより評定され得る。「タンパク質」および「ポリペプチド」という用語は
、本出願において使用される場合、同義的である。「ポリペプチド」は、アミノ酸（アミ
ノ酸配列）のポリマーを指し、特定の長さの分子を指すものではない。したがって、ペプ
チドおよびオリゴペプチドが、ポリペプチドの定義に含まれる。この用語はまた、翻訳後
修飾ポリペプチド、例えばグリコシル化ポリペプチド、アセチル化ポリペプチド、リン酸
化ポリペプチド等を指す、または含む。この定義に含まれるのは、例えば、アミノ酸の１
つ以上の類似体を含有するポリペプチド、置換連結を有するポリペプチド、および、当該
技術分野において知られている、自然発生的および非自然発生的両方の他の修飾である。
【００３４】
　タンパク質レベルが検出される場合、分析される試料中の１つ以上のタンパク質のレベ
ルが決定される、タンパク質レベルを評定するための任意の便利なプロトコルが使用され
てもよい。例えば、タンパク質レベルを分析するための１つの代表的で便利な種類のプロ
トコルは、ＥＬＩＳＡである。ＥＬＩＳＡおよびＥＬＩＳＡベース分析において、関心の
あるタンパク質に特異的な１つ以上の抗体は、選択された固体表面上、好ましくはポリス
チレンマイクロタイタープレートのウェル等のタンパク質親和性を示す表面上に固定化さ
れてもよい。不完全に吸着した材料を除去するために洗浄した後、分析プレートウェルは
、ウシ血清アルブミ（ＢＳＡ）、カゼインまたは粉乳の溶液等の、試験試料に対して抗原
的に中性であることが知られている非特異的「遮断」タンパク質でコーティングされる。
これは、固定化表面上の非特異的吸着部位の遮断を可能にし、それにより表面上の抗原の
非特異的結合によりもたらされるバックグラウンドが低減される。未結合遮断タンパク質
を除去するために洗浄した後、免疫複合体（抗原／抗体）形成をもたらす条件下で、固定
化表面を試験される試料と接触させる。そのような条件は、非特異的バックグラウンドの
低減を補助する傾向も有する、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）／ＴｗｅｅｎまたはＰＢ
Ｓ／Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００中のＢＳＡまたはウシガンマグロブリン（ＢＧＧ）等の希釈
剤で試料を希釈すること、および、試料を約２５℃～２７℃のオーダーの温度（但し他の
温度が使用されてもよい）で約２～４時間インキュベートすることを含む。インキュベー
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ション後、非免疫複合化材料を除去するために、抗血清接触表面が洗浄される。例示的な
洗浄手順は、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ、ＰＢＳ／Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００、またはホウ酸塩緩
衝液等の溶液での洗浄を含む。次いで、第１の抗体とは異なる、標的に対する特異性を有
する第２の抗体に結合免疫複合体を供し、第２の抗体の結合を検出することにより、免疫
複合体形成の発生および量が決定され得る。ある特定の実施形態において、第２の抗体は
、適切な発色基質を用いたインキュベーション後に発色沈殿物を生成する、関連した酵素
、例えばウレアーゼ、ペルオキシダーゼ、またはアルカリホスファターゼを有する。例え
ば、ある期間、および免疫複合体形成の発達に有利な条件下（例えば、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅ
ｎ等のＰＢＳ含有溶液中での室温で２時間のインキュベーション）で、ウレアーゼまたは
ペルオキシダーゼ共役抗ヒトＩｇＧが使用されてもよい。第２の抗体を用いたそのような
インキュベーション、および未結合材料を除去するための洗浄後、例えば、ウレアーゼ標
識の場合には尿素およびブロモクレゾールパープル等の発色基質を用いた、またはペルオ
キシダーゼ標識の場合には２，２’－アジノ－ジ－（３－エチル－ベンゾチアゾリン）－
６－スルホン酸（ＡＢＴＳ）およびＨ２Ｏ２を用いたインキュベーションにより、標識の
量が定量される。次いで、例えば可視スペクトル分光光度計を使用して発色の程度を測定
することにより、定量が達成される。
【００３５】
　前述の形式は、まず試料を分析プレートに結合させることにより変更されてもよい。次
いで、一次抗体を分析プレートと共にインキュベートし、続いて、一次抗体に対する特異
性を有する標識化二次抗体を使用して、結合した一次抗体を検出する。
【００３６】
　抗体（複数可）が固定化される固体基板は、様々な材料から様々な形状で、例えば、マ
イクロタイタープレート、マイクロビーズ、ディップスティック、樹脂粒子等として作製
することができる。基板は、信号対雑音比を最大化するように、バックグラウンドの結合
を最小限化するように、ならびに分離の容易性およびコストに合わせて選択され得る。洗
浄は、使用されている基板に対し最も適切な様式で、例えば、貯蔵部からビーズもしくは
ディップスティックを取り出すことにより、マイクロタイタープレートウェル等の貯蔵部
を空にする、もしくは希釈することにより、またはビーズ、粒子、クロマトグラフィーカ
ラムもしくはフィルタを、洗浄液もしくは溶媒で濯ぐことにより達成され得る。
【００３７】
　代替的に、試料中の１つ以上のタンパク質のレベルを測定するための非ＥＬＩＳＡベー
ス方法が使用されてもよい。代表例は、これらに限定されないが、質量分析法、プロテオ
ームアレイ、ｘＭＡＰ（商標）ミクロスフェア技術、フローサイトメトリー、ウェスタン
ブロット法、および免疫組織化学を含む。
【００３８】
　別の例として、少なくとも１つの子癇前症マーカーのレベルは、患者試料において、核
酸マーカー表示を導く関心のある遺伝子によりコードされた１つ以上のＲＮＡ転写物また
はその断片の量またはレベルを検出することにより評定され得る。試料中の核酸のレベル
は、任意の便利なプロトコルを使用して検出され得る。差次的遺伝子発現解析の分野にお
いて使用されているもの等の、核酸を検出する様々な異なる様式が知られているが、マー
カー表示を生成するための１つの代表的および便利な種類のプロトコルは、アレイベース
遺伝子発現プロファイリングプロトコルである。そのような応用は、生成されるマーカー
表示において分析／プロファイルされる遺伝子のそれぞれの「プローブ」核酸を表示する
核酸が使用される、ハイブリダイゼーション分析である。これらの分析において、標的核
酸の試料がまず分析されている最初の核酸試料から調製され、調製は、標識、例えばシグ
ナル生成系のメンバーによる標的核酸の標識化を含み得る。標的核酸試料調製の後、ハイ
ブリダイゼーション条件下で試料をアレイと接触させ、それにより、アレイ表面に付着し
たプローブ配列に相補的な標的核酸の間に、複合体が形成される。次いで、ハイブリダイ
ズした複合体の存在が、定性的または定量的に検出される。
【００３９】
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　主題の方法において使用されるマーカー表示を生成するために実践され得る特定のハイ
ブリダイゼーション技術は、その開示が参照により本明細書に組み込まれる、米国特許第
５，１４３，８５４号、同第５，２８８，６４４号、同第５，３２４，６３３号、同第５
，４３２，０４９号、同第５，４７０，７１０号、同第５，４９２，８０６号、同第５，
５０３，９８０号、同第５，５１０，２７０号、同第５，５２５，４６４号、同第５，５
４７，８３９号、同第５，５８０，７３２号、同第５，６６１，０２８号、同第５，８０
０，９９２号、ならびに国際公開第ＷＯ９５／２１２６５号、同第ＷＯ９６／３１６２２
号、同第ＷＯ９７／１０３６５号、同第ＷＯ９７／２７３１７号、欧州特許第ＥＰ３７３
２０３号、および同第ＥＰ７８５２８０号に記載の技術を含む。これらの方法において、
発現が分析されている表現型決定遺伝子のそれぞれに対するプローブを含む「プローブ」
核酸のアレイを、上述のように標的核酸と接触させる。接触は、ハイブリダイゼーション
条件下、例えばストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で行われ、次いで未結
合核酸が除去される。「ストリンジェントな分析条件」という用語は、本明細書において
使用される場合、分析において所望のレベルの特異性を提供するのに十分な相補性を有す
る核酸、例えば表面結合および溶液相核酸の結合対の生成に適合するが、一方で、所望の
特異性を提供するのに不十分な相補性を有する結合メンバー間の結合対の形成への適合性
がより低い条件を指す。ストリンジェントな分析条件は、ハイブリダイゼーション条件お
よび洗浄条件の両方の総和または組み合わせ（合計）である。
【００４０】
　ハイブリダイズした核酸の結果的なパターンは、精査された遺伝子のそれぞれに対する
発現に関する情報を提供し、発現情報は、遺伝子が発現されるか否か、および典型的には
どのレベルで発現されるかに関連し、発現データ、すなわちマーカー表示（例えば、トラ
ンスクリプトソームの形態の）は、定性的および定量的の両方であってもよい。
【００４１】
　代替的に、増幅プロトコルに基づくもの、例えばポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）ベー
ス分析（定量的ＰＣＲ、逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）リアルタイムＰＣＲ等を含む）を
含む、試料中の１つ以上の核酸のレベルを定量化するための非アレイベース方法が使用さ
れてもよい。
【００４２】
　分子および細胞生化学における一般方法は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，３ｒｄ　Ｅｄ．（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　ＨａＲＢｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ　２００１）；Ｓｈｏｒｔ　
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，４ｔｈ　Ｅｄ．（Ａ
ｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ　１９９９）；
Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（Ｂｏｌｌａｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ
＆Ｓｏｎｓ　１９９６）；Ｎｏｎｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈ
ｅｒａｐｙ（Ｗａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１
９９９）；Ｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　（Ｋａｐｌｉｆｔ＆Ｌｏｅｗｙ　ｅｄｓ．，Ａ
ｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９５）；Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍ
ａｎｕａｌ（Ｉ．Ｌｅｆｋｏｖｉｔｓ　ｅｄ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９
７）；およびＣｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ：Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｄｏｙｌｅ＆Ｇｒｉｆｆ
ｉｔｈｓ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ　１９９８）等の標準的教科書に見出すこと
ができ、それらの開示は、参照により本明細書に組み込まれる。本開示において言及され
る遺伝子操作のための試薬、クローニングベクター、およびキットは、ＢｉｏＲａｄ、Ｓ
ｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、およびＣｌ
ｏｎＴｅｃｈ等の販売業者から入手可能である。
【００４３】
　結果的なデータは、試料中の精査されたマーカーのそれぞれのレベルに関する情報を提
供し、情報は、マーカーが発現されるか否か、および典型的にはどのレベルで発現される
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かに関連し、データは、定性的および定量的の両方であってもよい。したがって、検出が
定性的である場合、方法は、見解または評定、例えば分析されている試料中に標的マーカ
ー、例えば核酸またはタンパク質が存在するか否かの評価を提供する。さらに他の実施形
態において、方法は、分析されている試料中に標的マーカーが存在するか否かの定量的検
出、すなわち、分析されている試料中の標的検体、例えば核酸またはタンパク質の実際の
量または相対的存在度の評定または評価を提供する。そのような実施形態において、定量
的検出は、絶対的であってもよく、または、方法が試料中の２つ以上の異なる検体、例え
ば標的核酸またはタンパク質を検出する方法である場合は、相対的であってもよい。した
がって、「定量化」という用語は、試料中の標的検体、例えば核酸（複数可）またはタン
パク質（複数可）の定量化の文脈において使用される場合、絶対的または相対的定量化を
示し得る。絶対的定量化は、既知の濃度（複数可）の１つ以上の対照検体の含有、および
、標的検体の検出されたレベルに関して既知の対照検体を参照すること（例えば標準曲線
の生成により）によって達成され得る。代替的に、相対的定量化は、２つ以上の異なる標
的検体の間での検出されたレベルまたは量を比較して、例えば互いに対する２つ以上の異
なる検体のそれぞれの相対的定量化を提供することにより達成され得る。
【００４４】
　１つ以上の子癇前症マーカーのレベルが決定されたら、測定値（複数可）をいくつかの
手法のいずれかで解析して、子癇前症マーカーレベル表示を得ることができる。
【００４５】
　例えば、１つ以上の子癇前症マーカーの測定値を個々に解析して、子癇前症プロファイ
ルを作成することができる。本明細書において使用される場合、「子癇前症プロファイル
」は、患者試料中の１つ以上の子癇前症マーカーの正規化されたレベル、例えば、患者試
料中の血清学的タンパク質濃度の正規化されたレベルである。プロファイルは、当該技術
分野において知られたいくつかの方法のいずれかにより生成され得る。例えば、各マーカ
ーのレベルは、ｌｏｇ２変換されて、選択されたハウスキーピング遺伝子、例えばＡＢＬ
１、ＧＡＰＤＨ、もしくはＰＧＫ１の発現に対して、またはパネル全体にわたるシグナル
等に対して正規化されてもよい。子癇前症プロファイルを計算する他の方法は、当業者に
容易に知られる。
【００４６】
　別の例として、子癇前症マーカーのパネルの測定値が総合的に解析されて、単一の子癇
前症スコアが導かれてもよい。「子癇前症スコア」は、子癇前症パネルにおける子癇前症
マーカーのそれぞれの加重レベルを表す単一の基準値を意味する。したがって、いくつか
の実施形態において、主題の方法は、試料中の子癇前症パネルのマーカーのレベルを検出
することと、子癇前症マーカーの加重レベルに基づき子癇前症スコアを計算することとを
含む。患者試料に対する子癇前症スコアは、バイオマーカースコアを計算するための当該
技術分野において知られたいくつかの方法およびアルゴリズムのいずれかにより計算する
ことができる。例えば、各正規化マーカーレベルを加重因子に対し乗算すること等により
加重された加重マーカーレベル、例えばｌｏｇ２変換され正規化されたマーカーレベルが
合計され、またいくつかの場合においては平均化されて、解析された子癇前症マーカーの
パネルの単一代表値が導かれてもよい。
【００４７】
　いくつかの場合において、パネルにおける各マーカーに対する加重因子、または単に「
重み」は、試料中の検体レベルの変化の反映であってもよい。例えば、各子癇前症マーカ
ーの検体レベルは、ｌｏｇ２変換され、１として（子癇前症においてレベルが増加したマ
ーカーに対して）または－１（子癇前症においてレベルが減少したマーカーに対して）と
して加重されてもよく、減少したマーカーと比較した増加したマーカーの合計の比は、子
癇前症の特徴が導かれるように決定される。他の場合において、重みは、診断、予後診断
、または監視評価を行う上での、マーカーパネルの特異性、感度および／または正確性に
対する各マーカーの重要性を反映するものであってもよい。そのような重みは、任意の便
利な統計機械学習法により決定されてもよく、例えば、試料が得られるデータセットの主
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成分解析（ＰＣＡ）、線形回帰、サポートベクターマシン（ＳＶＭ）、および／またはラ
ンダムフォレストが使用されてもよい。いくつかの場合において、各マーカーに対する重
みは、患者試料が得られるデータセットにより定義される。他の場合において、各マーカ
ーに対する重みは、参照データセットまたは「訓練データセット」に基づいて定義されて
もよい。
【００４８】
　例えば、本明細書の実施例において開示されるように、マーカーであるピカチュリン、
ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４およびハプトグロビンを含む子癇前症
パネルにおいて、ピカチュリンレベルが最も有意であり、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１およ
びＡｐｏＣ３のレベルは中程度に重要であり、ＲＢＰ４およびハプトグロビンのレベルは
より有意でない。したがって、子癇前症スコアを導くために使用され得るアルゴリズムの
一例は、ピカチュリンレベルを最も重く考慮し、例えばピカチュリン測定値に約１２～１
６、例えば約１５の重みを割り当て；ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、およびＡｐｏＣ３レベ
ルをより控え目に考慮し、例えばこれらの遺伝子の測定値に約４～８、例えば約６の重み
を割り当て；ＲＢＰ４をさらにより控え目に考慮し、例えばＲＢＰ４測定値に約２の重み
を割り当て、ハプトグロビンを最も低く考慮し、例えばハプトグロビン測定値に約１以下
の重みを割り当てるアルゴリズムである。
【００４９】
　これらの解析方法は、コンピュータベースシステムを使用することによって、例えば当
該技術分野において知られた任意のハードウェア、ソフトウェアおよびデータ記憶媒体を
使用することによって、およびそのような解析に便利な任意のアルゴリズムを使用するこ
とによって、当業者により容易に実行され得る。例えば、データマイニングアルゴリズム
は、「クラウドコンピューティング」、スマートフォンベースまたはクライアント－サー
バーベースのプラットフォーム等により適用され得る。
【００５０】
　ある特定の実施形態において、１つのマーカーのみの発現、例えばポリペプチドレベル
が評定されて、マーカーレベル表示が生成される。さらに他の実施形態において、２つ以
上、すなわちパネルのマーカー、例えば３つ以上、４つ以上、５つ以上、６つ以上、７つ
以上、８つ以上、１０個以上、または１５個以上のマーカーのレベルが評定される。した
がって、表題の方法において、試料中の少なくとも１つのマーカーの発現が評定される。
ある特定の実施形態において、行われる評定は、当該技術分野においてその用語が使用さ
れるように、プロテオームの評定としてみなされ得る。
【００５１】
　いくつかの場合において、対照の子癇前症マーカー表示（例えば子癇前症プロファイル
または子癇前症スコア）を決定する、または得る主題の方法は、子癇前症マーカー表示を
報告として提供することをさらに含む。したがって、いくつかの場合において、主題の方
法は、試料における子癇前症マーカーの評定の結果を提供する報告を生成または出力する
ステップをさらに含んでもよく、その報告は、電子媒体（例えばコンピュータモニタ上の
電子的表示）の形態で、または、有形的媒体（例えば、紙に印刷された報告または他の有
形的媒体）の形態で提供され得る。例えば当該技術分野において知られた、または以下で
より詳細に説明される、任意の形態の報告が提供され得る。
【００５２】
実用性
　そのようにして得られた子癇前症マーカーレベル表示は、多くの用途が見出される。例
えば、マーカーレベル表示は、子癇前症を診断する、すなわち、対象が子癇前症に罹患し
ているかどうか、子癇前症の種類、子癇前症の重篤度等に関する決定を提供するために使
用されてもよい。いくつかの場合において、対象は、子癇前症の臨床症状、例えば血圧の
上昇（例えば１４０／９０ｍｍ／Ｈｇ以上）、タンパク尿、体重の急増（１～２日間にわ
たり、もしくは１週間に２ポンド超）、水分貯留（浮腫）、肝酵素の増加、および／また
は血小板減少症（１００，０００未満の血小板数の低下）を示す可能性がある。他の場合
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において、対象は、子癇前症に対して無症状性であってもよいが、子癇前症に関連したリ
スク因子、例えば、妊娠性糖尿病、Ｉ型糖尿病、肥満、慢性高血圧、腎疾患、血栓性素因
；アフリカ系アメリカ人もしくはフィリピン人の遺伝的特徴；３５歳を超える、もしくは
２０歳未満の年齢；子癇前症の家族暦；未経産；以前の妊娠における子癇前症；および／
またはストレス等の医学的状態を有する。さらに他の場合において、対象は、子癇前症に
対して無症状性であり、子癇前症に関連したリスク因子を有さなくてもよい。
【００５３】
　別の例として、子癇前症マーカーレベル表示は、子癇前症を予後診断する、すなわち子
癇前症の予後診断を提供するために使用されてもよい。例えば、子癇前症マーカーレベル
表示は、患者の子癇前症の発症の感受性またはリスクを予測するために使用されてもよい
。「個人が子癇前症を発症するかどうかを予測すること」は、翌週、次の２週間、次の３
週間、次の５週間、次の２ヶ月、次の３ヶ月、例えば妊娠の残りの期間で個人が子癇前症
を発症する可能性を決定することを意味する。子癇前症マーカーレベル表示は、疾患の進
行の過程および／または疾患の転帰、例えば子癇前症の推定される発生、子癇前症の推定
される期間、子癇前症が子癇に発展するかどうかに関する推定等を予測するために使用さ
れてもよい。子癇前症マーカーレベル表示は、子癇前症の処置に対する対象の反応性、例
えば陽性反応、陰性反応、全くの無反応等を予測するために使用されてもよい。
【００５４】
　別の例として、子癇前症マーカーレベル表示は、子癇前症を監視するために使用されて
もよい。子癇前症を「監視すること」は、一般に、例えば、子癇前症の診断を伝える、子
癇前症の予後診断を伝える、子癇前症の処置の効果または有効性に関する情報を提供する
等のために、対象の状態を監視することを意味する。
【００５５】
　別の例として、子癇前症マーカーレベル表示は、対象の処置を決定するために使用され
てもよい。「処置」、「処置する」等の用語は、本明細書において、一般に所望の薬理学
的および／または生理学的効果を得ることを意味するように使用される。その効果は、そ
の疾患または症状を完全にまたは部分的に予防するという観点において予防的であり得、
かつ／または疾患および／もしくはその疾患に起因する副作用の部分的または完全な治癒
という観点において治療的であり得る。「処置」は、本明細書において使用される場合、
哺乳動物における疾患の任意の処置を包含し、（ａ）その疾患にかかりやすい可能性があ
るが、まだそれを有すると診断されていない対象における疾患の発生を予防すること、（
ｂ）その疾患を阻害すること、すなわち、その発現を阻止すること、または（ｃ）その疾
患を軽減すること、すなわち、その疾患の退行を引き起こすことを含む。治療薬剤は、疾
患または損傷の発生の前、その間、またはその後に投与され得る。処置が患者の望ましく
ない臨床症状を安定化または低減する場合は、進行中の疾患の処置が特に興味深い。主題
の治療法は、疾患の症状段階の前に施されてもよく、いくつかの場合においては、疾患の
症状段階の後に施されてもよい。「個人」、「対象」、「宿主」、および「患者」という
用語は、本明細書において同義的に使用され、診断、処置、または治療が望ましい任意の
哺乳動物対象、特にヒトを指す。子癇前症の処置は当該技術分野において周知であり、ベ
ッド休養、余分な水分の摂取、減塩食、血圧を制御するための医薬、コルチコステロイド
、妊娠誘導等を含み得る。
【００５６】
　いくつかの実施形態において、子癇前症評価を提供する、例えば子癇前症を診断する、
子癇前症を予後診断する、子癇前症を監視する、子癇前症を処置する等の主題の方法は、
得られた子癇前症マーカーレベル表示を子癇前症表現型決定要素と比較して、表現型決定
要素との類似性または差異を特定することを含んでもよく、特定される類似性または差異
は、次いで子癇前症評価を提供する、例えば子癇前症を診断する、子癇前症を予後診断す
る、子癇前症を監視する、子癇前症の処置を決定するため等に使用される。「表現型決定
要素」は、表現型（この場合、子癇前症表現型）を代表する要素、例えば組織試料、マー
カープロファイル、値（例えばスコア）、値の範囲等を意味し、例えば、対象が健康であ



(20) JP 2015-519564 A 2015.7.9

10

20

30

40

50

る、または子癇前症に罹患しているかどうか、対象が子癇に進行する可能性のある子癇前
症を有しているか、対象が治療に反応する子癇前症を有しているか等、対象の表現型を決
定するために使用され得る。
【００５７】
　例えば、子癇前症表現型決定要素は、例えば、所与の対象に対するマーカーレベル表示
の実験的決定における参照／対照として使用され得る、子癇前症を有する、または有さな
い個人からの試料であってもよい。別の例として、子癇前症表現型決定要素は、子癇前症
状態の代表であり、所与の対象のマーカーレベル表示を解釈するための参照／対照として
使用され得る、マーカーレベル表示、例えばマーカープロファイルまたはスコアであって
もよい。表現型決定要素は、陽性参照／対照、例えば、子癇前症を有する、または子癇前
症を発症する、または既知の処置により管理され得る子癇前症を有する、または子供の出
産に対してのみ反応性であることが特定されている子癇前症を有する妊娠女性からの試料
またはそのマーカーレベル表示であってもよい。代替的に、表現型決定要素は、陰性参照
／対照、例えば、子癇前症を発症していない妊娠女性、または妊娠していない女性からの
試料またはそのマーカーレベル表示であってもよい。表現型決定要素は、好ましくは、同
じ種類の試料であり、またはマーカーレベル表示の場合、監視されている個人のマーカー
レベル表示を生成するために使用された試料と同じ種類の試料から得られる。例えば、個
人の血清が評定されている場合、表現型決定要素は、好ましくは血清である。
【００５８】
　ある特定の実施形態において、得られたマーカーレベル表示は、子癇前症に関して試験
されている個人に関する情報を得るために、単一の表現型決定要素と比較される。他の実
施形態において、得られたマーカーレベル表示は、２つ以上の表現型決定要素と比較され
る。例えば、得られたマーカーレベル表示は、個人が子癇前症を発症するかどうかに関す
る確認された情報を得るために、陰性参照および陽性参照と比較されてもよい。別の例と
して、得られたマーカーレベル表示は、患者が処置に対し反応性であるか否かに関する情
報を得るために、処置に対し反応性である子癇前症の代表である参照、および処置に対し
応答性でない子癇前症の代表である参照と比較されてもよい。
【００５９】
　得られたマーカーレベル表示の、１つ以上表現型決定要素との比較は、任意の便利な方
法を使用して行われてもよく、様々な方法が当業者に知られている。例えば、ＥＬＩＳＡ
技術における当業者は、ＥＬＩＳＡデータが、例えば標準曲線への正規化、正規化された
値の比較等により比較されてもよいことを認識する。比較ステップは、得られたマーカー
レベルプロファイルがどれ程対照／参照プロファイル（複数可）と類似しているか、また
は相違しているかに関する情報をもたらし、この類似性／相違性情報は、例えば、子癇前
症の発生を予測する、子癇前症を診断する、子癇前症患者を監視する等のために使用され
る。同様に、アレイ技術における当業者は、アレイプロファイルが、例えば発現プロファ
イルのデジタル画像を比較する、発現データのデータベースを比較する等により比較され
得ることを認識する。発現プロファイルを比較する手法を説明している特許は、これらに
限定されないが、米国特許第６，３０８，１７０号および同第６，２２８，５７５号を含
み、その開示は参照により本明細書に組み込まれる。マーカーレベルプロファイルを比較
する方法もまた上述されている。類似性は、相対マーカーレベル、絶対マーカーレベル、
またはその両方の組み合わせに基づいてもよい。ある特定の実施形態において、類似性の
決定は、対象から得られたマーカーレベル表示の入力をユーザ等から受信し、１つ以上の
参照プロファイルまたは参照スコアに対する類似性を決定し、また子癇前症の予後診断を
ユーザ等（例えば検査技師、医師、妊娠した個人等）に返すように設計されたプログラム
が保存されたコンピュータを使用して行われる。本発明のコンピュータにより実現される
態様のさらなる説明は、以下に記載される。ある特定の実施形態において、類似性の決定
は、マーカーレベル表示、例えば子癇前症スコアを、一連の表現型決定要素、例えば一連
の子癇前症スコアと視覚的に比較し、対象の子癇前症スコアと最も類似する参照子癇前症
スコアを決定することに基づいてもよい。得られたマーカーレベルプロファイルが比較さ
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れる表現型決定要素の種類および性質に依存して、上記比較ステップは、分析される細胞
／体液に関する様々な異なる種類の情報をもたらす。したがって、上記比較ステップは、
子癇前症の発生の陽性／陰性の予測、子癇前症の陽性／陰性の診断、子癇前症の特性決定
、処置に対する子癇前症の反応性に関する情報等をもたらし得る。
【００６０】
　他の実施形態において、マーカーレベル表示は、子癇前症の予後診断、子癇前症の診断
、または子癇前症の監視を行うために、直接的に、すなわち表現型決定要素との比較なし
に使用され得る。例えば、患者は、患者の血清中のＡＤＡＭ１２の濃度が約９５０ｐｇ／
ｍｌ以上である場合、患者の血清中のカテプシンＣの濃度が約１６ｎｇ／ｍｌ以上である
場合、または患者の血清中のピカチュリンの濃度が約５００ｎｇ／ｍｌ以下である場合、
子癇前症を発症すると予測され得る。他の例に関しては、以下の実施例の表１および２を
参照されたい。
【００６１】
　いくつかの実施形態において、子癇前症評価を提供する、例えば子癇前症を診断する、
子癇前症を予後診断する、子癇前症を監視する等の主題の方法は、主題のマーカーレベル
表示と併せて使用される追加的な評価（複数を含む）を含んでもよい。例えば、主題の方
法は、子癇前症に関連した１つ以上の臨床パラメータ／因子、例えば、血圧、尿タンパク
質、体重変化、水分貯留（浮腫）、肝酵素レベル、および血小板数を測定することをさら
に含んでもよい。例えば、対象は、妊娠約１４週目以降において、例えば妊娠１５、１６
、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、
３０、３１、３２、３３、３４週目以降において、１つ以上の臨床症状、例えば高血圧、
タンパク尿等について評価されてもよく、臨床評価の陽性結果（すなわち、子癇前症に関
連した１つ以上の症状の検出）は、子癇前症の診断、子癇前症の予後診断、子癇前症の監
視等を提供するためにマーカーレベル表示と組み合わせて使用される。いくつかの場合に
おいて、臨床パラメータは、例えば子癇前症マーカーレベル表示が得られるべきかどうか
に関して当業者に知らせるために、例えば子癇前症の診断を行う、または確認するために
、子癇前症マーカーレベル表示を得る前に測定されてもよい。いくつかの場合において、
臨床パラメータは、例えば子癇前症を監視するために、子癇前症マーカーレベル表示を得
た後に測定されてもよい。
【００６２】
　別の例として、子癇前症評価を提供する主題の方法は、子癇前症を発症するリスクに関
連する１つ以上の因子を評価することをさらに含んでもよい。子癇前症リスク因子の限定
されない例は、例えば、妊娠性糖尿病、Ｉ型糖尿病、肥満、慢性高血圧、腎疾患、血栓性
素因；アフリカ系アメリカ人もしくはフィリピン人の遺伝的特徴；３５歳を超える、もし
くは２０歳未満の年齢；子癇前症の家族暦；未経産；以前の妊娠における子癇前症；およ
びストレス等の医学的状態を含む。例えば、対象は、妊娠が最初に確認された時、または
それ以降に、１つ以上のリスク因子、例えば医学的状態、家族暦等について評価されても
よく、リスク評価（すなわち子癇前症に関連した１つ以上のリスク因子の決定）の陽性結
果は、子癇前症の診断、子癇前症の予後診断、子癇前症の監視等を提供するために、マー
カーレベル表示と組み合わされて使用される。
【００６３】
　主題の方法は、様々な異なる種類の対象に対して使用され得る。多くの実施形態におい
て、対象は、肉食動物目（例えばイヌおよびネコ）、げっ歯目（例えばマウス、モルモッ
トおよびラット）、ウサギ目（例えばウサギ）ならびに霊長目（例えばヒト、チンパンジ
ー、およびサル）を含む、哺乳動物クラス内である。ある特定の実施形態において、動物
または宿主、すなわち対象（本明細書において患者とも呼ばれる）は、ヒトである。
【００６４】
　いくつかの実施形態において、子癇前症評価を提供する主題の方法は、診断、予後診断
、または監視の結果を提供することを含む。いくつかの実施形態において、本開示の子癇
前症評価は、当業者の評価、例えば、患者が現在子癇前症に罹患しているか否か、対象の
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子癇前症の種類、段階もしくは重篤度等の当業者による決定（「子癇前症の診断」）、子
癇前症の発症に対する患者の感受性、疾患の進行の過程、処置に対する患者の反応性等の
当業者による予測（すなわち、当業者による「子癇前症の予後診断」）、または当業者に
よる子癇前症の監視の結果を含む、書面での報告を提供する、すなわち生成することによ
り提供される。したがって、主題の方法は、当業者の評価の結果を提供する報告を生成ま
たは出力するステップをさらに含んでもよく、その報告は、電子媒体（例えばコンピュー
タモニタ上の電子的表示）の形態で、または、有形的媒体（例えば、紙に印刷された報告
または他の有形的媒体）の形態で提供され得る。例えば当該技術分野において知られた、
または以下でより詳細に説明される、任意の形態の報告が提供され得る。
【００６５】
報告
　「報告」は、本明細書において使用される場合、対象の評価およびその結果に関連する
関心のある情報を提供する報告要素を含む、電子的または有形的文書である。いくつかの
実施形態において、主題の報告は、少なくとも子癇前症マーカー表示、例えば、上でより
詳細に説明されたように、子癇前症プロファイルまたは子癇前症スコアを含む。いくつか
の実施形態において、主題の報告は、少なくとも当業者による子癇前症評価、例えば子癇
前症の診断、子癇前症の予後診断、子癇前症監視の解析、処置の推奨等を含む。主題の報
告は、完全に、または部分的に電子的に生成されてもよい。主題の報告は、１）試験施設
に関する情報；２）サービスプロバイダ情報；３）患者データ；４）試料データ；５）ａ
）使用される参照値およびｂ）試験データ（試験データは、例えばタンパク質レベル決定
を含み得る）を含む様々な情報を含み得る評価報告；６）他の特徴、のうちの１つ以上を
さらに含んでもよい。
【００６６】
　報告は、試験施設に関する情報を含んでもよく、この情報は、試料収集および／または
データ生成が行われた病院、診療所、または研究室に関連する。試料収集は、対象からの
液体試料、例えば血液、唾液、尿など；組織試料、例えば組織生検試料等を含み得る。デ
ータ生成は、子癇前症患者対健常個人、すなわち子癇前症を有さない、および／または発
症しない個人におけるマーカー濃度の測定を含み得る。この情報は、例えば、試験施設の
名称および場所、分析を行った、および／または入力データを入力した検査技師の識別情
報、分析が行われた、および／または解析された日付および時間、試料および／または結
果データが保存された場所、分析において使用された試薬（例えばキット等）のロット番
号等に関する１つ以上の詳細を含み得る。この情報に関する報告欄は、一般に、使用者に
より提供された情報を使用して投入され得る。
【００６７】
　報告は、使用者が位置する医療施設外に、または医療施設内に位置し得るサービスプロ
バイダに関する情報を含んでもよい。そのような情報の例は、サービスプロバイダの名称
および場所、検閲者の名前、ならびに必要な場合または望ましい場合には試料収集および
／またはデータ生成を行った個人の名前を含み得る。この情報に関する報告欄は、一般に
、事前に用意された選択肢の中から（例えばドロップダウンメニューを使用して）選択さ
れ得る使用者により入力されたデータを使用して投入され得る。報告における他のサービ
スプロバイダ情報は、結果について、および／または解釈的報告についての技術情報に関
する問い合わせ先情報を含んでもよい。
【００６８】
　報告は、患者の病歴（例えば、年齢、人種、血清型、以前の子癇前症の発現、および妊
娠の任意の他の特徴を含み得る）、ならびに管理上の患者データ、例えば患者を識別する
ための情報（例えば、名前、患者の生年月日（ＤＯＢ）、性別、郵送先および／または住
所、診療記録番号（ＭＲＮ）、医療施設における部屋および／またはベッド番号）、保険
情報等）、監視評価を命じた患者の主治医または他の医療従事者の名前、および命じた主
治医とは異なる場合、患者の医療に責任のある担当医師（例えばかかりつけの医師）の名
前を含む、患者データセクションを含んでもよい。
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【００６９】
　報告は、監視評価において解析された生体試料に関する情報、例えば患者から得られた
生体試料の源（例えば、血液、唾液、または組織の種類等）、試料をどのように扱ったか
（例えば、保存温度、調製プロトコル）および回収された日付および時間を提供し得る、
試料データセクションを含んでもよい。この情報に関する報告欄は、一般に、使用者によ
り入力されたデータを使用して投入され、そのいくつかは、事前に用意された選択肢とし
て提供され得る（例えばドロップダウンメニューを使用して）。報告は、結果セクション
を含んでもよい。例えば、報告は、タンパク質レベル決定分析（例えば「血清中１．５ｎ
ｍｏｌ／リットルのＡＤＡＭ１２」）の結果、または計算された子癇前症スコアを報告す
るセクションを含んでもよい。
【００７０】
　報告は、本明細書に記載のようにデータの処理後に生成された情報を含み得る、評価報
告セクションを含んでもよい。解釈的報告は、対象が子癇前症を発症する可能性の予測を
含んでもよい。解釈的報告は、子癇前症の診断を含んでもよい。解釈的報告は、子癇前症
の特性決定を含んでもよい。また、報告の評価部分は、任意選択で推奨（複数可）を含ん
でもよい。例えば、結果が子癇前症が生じ得ることを示す場合、推奨は、当該技術分野に
おいて推奨されるように、食生活が変更される、血圧の薬が投与される等の推奨を含んで
もよい。
【００７１】
　また、報告は、追加的な要素または修正された要素を含んでもよいことが、容易に理解
される。例えば、電子的である場合、報告は、報告の選択された要素に関するより詳細な
情報を提供する、内部または外部データベースを指し示すハイパーリンクを含有してもよ
い。例えば、報告の患者データ要素は、電子的患者記録、またはそのような患者記録にア
クセスするためのサイトへのハイパーリンクを含んでもよく、この患者記録は、部外秘の
データベースに維持される。この後者の実施形態は、院内システムまたは診療所内の環境
において興味深い。電子的形態の場合、報告は、好適な物理媒体、例えばコンピュータ可
読媒体、例えばコンピュータメモリ、ジップドライブ、ＣＤ、ＤＶＤ等に記録される。
【００７２】
　報告は、上記要素の全てまたは一部を含んでもよいが、但し、報告は、一般に、使用者
により要求される解析（例えば、計算された子癇前症マーカーレベル表示；子癇前症の予
測、診断または特性決定）を提供するのに十分な要素を少なくとも含むことが、容易に理
解される。
【００７３】
試薬、系およびキット
　上述の方法の１つ以上を実践するための試薬、系およびそのキットもまた提供される。
主題の試薬、系およびそのキットは、大きく変動し得る。興味深い試薬は、試料からの子
癇前症マーカーの上述のマーカーレベル表示の生成における使用のために特別設計された
試薬、例えば１つ以上の検出要素、例えば、タンパク質の検出のための抗体またはペプチ
ド、核酸の検出のためのオリゴヌクレオチド等を含む。いくつかの場合において、検出要
素は、単一の子癇前症マーカーの発現を検出するための試薬を含み、例えば、検出要素は
、１つ以上の検出要素を含むディップスティック、プレート、アレイ、またはカクテル、
例えば、１つ以上の子癇前症マーカーの発現を同時に検出するために使用され得る、１つ
以上の抗体、１つ以上のオリゴヌクレオチド、ＰＣＲプライマーの１つ以上のセット等で
あってもよい。
【００７４】
　マーカーレベル表示、例えば子癇前症マーカーレベル表示を生成するために特別に作製
される試薬の１つの種類は、例えばＥＬＩＳＡ形式、ｘＭＡＰ（商標）ミクロスフェア形
式、プロテオームアレイ、フローサイトメトリー、ウェスタンブロット法、ドットブロッ
ト法、または免疫組織化学による解析のための懸濁液としての、タンパク質マーカーに特
異的に結合する抗体の集合である。これらの抗体を使用するための方法は、当該技術分野
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において周知である。これらの抗体は、溶液として提供されてもよい。代替的に、それら
は、固体マトリックスに、例えばマルチウェルディッシュのウェルまたはｘＭＡＰミクロ
スフェアの表面に事前に結合した状態で提供されてもよい。
【００７５】
　そのような試薬の別の種類は、関心のある遺伝子が提示されたプローブ核酸のアレイで
ある。様々な異なるアレイ形式が、広範な異なるプローブ構造、基質組成および結合技術
（例えば、ドットブロットアレイ、マイクロアレイ等）と共に当該技術分野において知ら
れている。興味深い代表的なアレイ構造は、その開示が参照により本明細書に組み込まれ
る、米国特許第５，１４３，８５４号、同第５，２８８，６４４号、同第５，３２４，６
３３号、同第５，４３２，０４９号、同第５，４７０，７１０号、同第５，４９２，８０
６号、同第５，５０３，９８０号、同第５，５１０，２７０号、同第５，５２５，４６４
号、同第５，５４７，８３９号、同第５，５８０，７３２号、同第５，６６１，０２８号
、同第５，８００，９９２号、ならびに国際公開第ＷＯ９５／２１２６５号、同第ＷＯ９
６／３１６２２号、同第ＷＯ９７／１０３６５号、同第ＷＯ９７／２７３１７号、欧州特
許第ＥＰ３７３２０３号、および同第ＥＰ７８５２８０号に記載のものを含む。
【００７６】
　遺伝子、例えば子癇前症遺伝子のマーカーレベル表示を生成するために特別に調製され
る試薬の別の種類は、（例えば、ＰＣＲベース技術、例えばリアルタイムＲＴ－ＰＣＲを
使用して）そのような遺伝子を選択的に増幅するように設計される遺伝子特異的プライマ
ーの集合である。遺伝子特異的プライマーおよびそれを使用するための方法は、米国特許
第５，９９４，０７６号に記載されており、その開示は参照により本明細書に組み込まれ
る。
【００７７】
　特に興味深いのは、ヘモペキシン、フェリチン、カテプシンＢ、カテプシンＣ、ＡＤＡ
Ｍメタロペプチダーゼドメイン１２、ケラチン３３Ａ、ハプトグロビン、アルファ－２－
マクログロブリン、アポリポタンパク質Ｅ、アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ、アポリポタ
ンパク質Ａ－Ｉ、レチノール結合タンパク質４、ヘモグロビン、フィブリノゲン、および
ピカチュリンからなる群から選択される少なくとも１種の遺伝子／タンパク質に特異的な
プローブ、プライマーもしくは抗体（試薬とも呼ばれる）、または補因子／補欠分子族ヘ
ムに特異的な、いくつかの場合においては複数のこれらの遺伝子／ポリペプチド、例えば
少なくとも２つ、３つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つもしくはそれ以上の遺伝子／ポリ
ペプチドに特異的な生化学的基質を含む、プローブのアレイ、プライマーの集合、または
抗体の集合である。ある特定の実施形態において、プローブ、プライマーまたは抗体の集
合は、カテプシンＣおよびピカチュリンの１つ以上に特異的な試薬を含む。ある特定の実
施形態において、プローブ、プライマー、または抗体の集合は、ピカチュリンと、ヘモペ
キシン、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４、および／またはハプトグロビンの１つ以上
とに特異的な試薬を含む。ある特定の実施形態において、プローブ、プライマー、または
抗体の集合は、ピカチュリン、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４、およ
びハプトグロビンに特異的な試薬を含む。ある特定の実施形態において、プローブ、プラ
イマー、または抗体の集合は、ヘモペキシン、フェリチン、カテプシンＢ、カテプシンＣ
、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１２、ケラチン３３Ａ、ハプトグロビン、アルフ
ァ－２－マクログロブリン、アポリポタンパク質Ｅ、アポリポタンパク質Ｃ－ＩＩＩ、ア
ポリポタンパク質Ａ－Ｉ、レチノール結合タンパク質４、ヘモグロビン、フィブリノゲン
、およびピカチュリンに特異的な試薬、ならびにヘムに特異的な生化学的基質を含む。主
題のプローブ、プライマー、もしくは抗体の集合もしくは試薬は、上に列挙された遺伝子
／タンパク質／補因子のみに特異的な試薬を含んでもよく、または、それらは、上に列挙
されていない追加的な遺伝子／タンパク質／補因子に特異的な試薬、例えば、その発現パ
ターンが当該技術分野において子癇前症と関連していることが知られている遺伝子／タン
パク質／補因子、例えばｓＦＬＴ－１（ＶＥＧＦ－Ｒ１）およびＰＩＧＦに特異的なプロ
ーブ、プライマー、もしくは抗体を含んでもよい。
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【００７８】
　いくつかの場合において、系が提供され得る。本明細書において使用される場合、「系
」という用語は、試薬の集合を指すが、例えば、同じまたは異なる供給元から試薬の集合
を購入することにより蓄積される。いくつかの場合において、キットが提供され得る。本
明細書において使用される場合、「キット」という用語は、一緒に提供される、例えば販
売される試薬の集合を指す。例えば、試料核酸またはタンパク質の、それぞれ核酸または
抗体ベースの検出は、個人に合わせた子癇前症医療のために、これらのバイオマーカーの
多重決定を可能にする電気化学的バイオセンサープラットフォームと結合されてもよい。
【００７９】
　主題の発明の系およびキットは、上述のアレイ、遺伝子特異的なプライマーの集合、ま
たはタンパク質特異的な抗体の集合を含んでもよい。系およびキットは、様々な方法にお
いて使用されている１つ以上の追加的試薬、例えば、標的核酸を生成するためのプライマ
ー、事前に混合される、または分離していてもよいｄＮＴＰおよび／またはｒＮＴＰ、１
つ以上の一意に標識化されたｄＮＴＰおよび／またはｒＮＴＰ、例えばビオチン化または
Ｃｙ３もしくはＣｙ５タグ化ｄＮＴＰ、異なる散乱スペクトルを有する金もしくは銀粒子
、または他の合成後標識化試薬、例えば蛍光染料の化学活性誘導体、酵素、例えば逆転写
酵素、ＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡポリメラーゼ等、様々な緩衝媒体、例えばハイブリダ
イゼーションおよび洗浄緩衝液、事前に作製されたプローブアレイ、標識化プローブ精製
試薬およびコンポーネント、例えばスピンカラム等、シグナル生成および検出試薬、例え
ば標識化二次抗体、ストレプトアビジン－アルカリホスファターゼコンジュゲート、化学
蛍光または化学発光基質等をさらに含んでもよい。
【００８０】
　主題の系およびキットはまた、例えば上述のマーカー決定要素を用いて決定された「入
力」マーカーレベルプロファイルに基づいて子癇前症の予後診断を行うために、１つ以上
の子癇前症表現型決定要素を含んでもよく、この要素は、多くの実施形態において、例え
ば好適な実験的またはコンピュータ手段により使用され得る参照または対照試料またはマ
ーカー表示である。代表的な子癇前症表現型決定要素は、子癇前症を有する、または有さ
ないことが知られている個人からの試料、マーカーレベル表示のデータベース、例えば上
述のような参照または対照プロファイルまたはスコア等を含む。
【００８１】
　上記コンポーネントに加えて、主題のキットは、主題の方法を実践するための説明をさ
らに含む。これらの説明は、様々な形態で主題のキット内に存在してもよく、その１つ以
上がキット内に存在してもよい。これらの説明が存在し得る１つの形態は、好適な媒体ま
たは基板上、例えば情報が印刷された１枚または数枚の紙、キットの包装、添付文書等に
印刷された情報として存在してもよい。さらに別の手段は、情報が記録されたコンピュー
タ可読媒体、例えば、ディスケット、ＣＤ等である。存在し得るさらに別の手段は、イン
ターネットを介して離れたサイトにおける情報にアクセスするために使用され得るウェブ
サイトアドレスである。任意の便利な手段がキット内に存在し得る。
【００８２】
　以下の実施例は、限定を目的としてではなく、例示を目的として提供される。
【実施例】
【００８３】
　以下の実施例は、当業者に本発明をどのように作製および使用するかの完全なる開示お
よび説明を提供するように提示され、本発明者が自身の発明とみなすものの範囲を限定す
るようには意図されておらず、以下の実験が全てまたは唯一の実行される実験であると示
すようにも意図されていない。使用される数値（例えば、量、温度等）に対する正確さを
確保する努力がなされているが、いくつかの実験によるエラーおよび偏差が計上されるは
ずである。別途示されない限り、部は、重量部であり、分子量は、重量平均分子量であり
、温度は、摂氏温度であり、圧力は、大気圧であるか、またはそれに近い。
【００８４】
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実施例１
　母体罹患率および死亡率の主な原因として、子癇前症（ＰＥ）は、全妊娠者の５％～８
％が罹患する妊娠関連血管障害である（Ｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ
　ｍａｔｅｒｎａｌ　ｍｏｒｂｉｄｉｔｙ　ｄｕｒｉｎｇ　ｈｏｓｐｉｔａｌｉｚａｔｉ
ｏｎ　ｆｏｒ　ｌａｂｏｒ　ａｎｄ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　
Ｓｔａｔｅｓ：１９９３－１９９７　ａｎｄ　２００１－２００５．Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃ
ｓ　ａｎｄ　ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　２００９；１１３：１０７５－８１；Ｍａｃｋａｙ
　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｍｏｒｔａｌｉｔｙ　ｆｒｏｍ　
ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ　ａｎｄ　ｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎ
ｄ　ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　２００１；９７：５３３－８）。しばしば胎児発育遅延およ
び早期産、ならびに胎児罹患率および死亡率の原因となるＰＥは、胎盤と共に胎児を出産
することにより改善され得る（Ｐｏｗｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ，ａ　
ｄｉｓｅａｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍａｔｅｒｎａｌ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ：ｔｈｅ　
ｒｏｌｅ　ｏｆ　ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ　ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｉｍｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｌａｔｅｒ　ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　ｄｉｓｅａｓｅ
．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　２０１１；１２３：２８５６－６９）。ＰＥの病因学は、完
全には理解されていない。現在のＰＥの診断は、高血圧およびタンパク尿の兆候に基づい
ている（Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｉｓｔｓ　ＡＣＯＯＡ　ＡＣＯＧ　ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｂｕ
ｌｌｅｔｉｎ．Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ａｎｄ　ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐｒｅｅｃ
ｌａｍｐｓｉａ　ａｎｄ　ｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ｎｕｍｂｅｒ　３３，Ｊａｎｕａｒｙ　
２００２．Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　２００２；９９：１
５９－６７）が、感度および特異性に欠いており、母体および胎児の有害な転帰の不良な
予後を伴う（Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｄｖｅｒｓｅ　
ｏｕｔｃｏｍｅｓ　ｂｙ　ｃｏｍｍｏｎ　ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｈｙｐｅｒｔ
ｅｎｓｉｏｎ　ｉｎ　ｐｒｅｇｎａｎｃｙ．Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　ｇｙｎｅｃ
ｏｌｏｇｙ　２００１；９７：２６１－７）。したがって、状態の進行のより良好な監視
の機会、したがって改善された転帰および経済的利点を伴う断定的な診断を提供すること
ができるＰＥバイオマーカーを特定することが必要である。
【００８５】
　病態生理学は困難な点が多いが、ＰＥは、胎盤が重要な役割を担う妊娠の多重障害であ
る。研究者は、遺伝子、ゲノムおよびプロテオーム的手法を使用して、ＰＥおよび対照胎
盤組織を比較した。症例－対照試料の転写プロファイルにより、疾患特異的発現パターン
、標準経路および遺伝子間ネットワークが特定された（Ｌａｐａｉｒｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｍ
ｉｃｒｏａｒｒａｙ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｆｏｒ　ｎｏｖｅｌ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓ
ｉａ　ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　ｃａｎｄｉｄａｔｅｓ．Ｆｅｔａｌ　ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　
ａｎｄ　ｔｈｅｒａｐｙ　２０１２；３１：１４７－５３；Ｎｉｓｈｉｚａｗａ　ｅｔ　
ａｌ．Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｆｅｔａｌ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｐｌａｃｅｎｔａ　ｔｉｓｓｕ
ｅ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　ｅａｒｌｙ　ａｎｄ　ｌａｔｅ　ｏｎｓｅｔ　ｓｅｖｅ
ｒｅ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ｐｌａｃｅｎｔａ　２００７；２８：４８７－９７；
Ｌｏｓｅｔ　ｅｔ　ａｌ．ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　ｄｅｃｉｄｕａ　ｉｎ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ａｍｅｒｉｃａｎ　ｊｏｕｒ
ｎａｌ　ｏｆ　ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　２０１１；２０
４：８４　ｅ１－２７；Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　Ｐａｒｔｉａｌ　ｃｏｒｒ
ｅｌａｔｉｏｎ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ａｎａｌｙｓｅｓ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ａｌｔｅｒ
ｅｄ　ｇｅｎｅ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｄｉｓｅａｓｅ：ｕｓ
ｉｎｇ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ　ａｓ　ａ　ｍｏｄｅｌ．Ｈｕｍａｎ　ｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ　２０１１；１２９：２５－３４；Ｓｉｔｒａｓ　ｅｔ　ａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉａｌ　ｐｌａｃｅｎｔａｌ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｓｅｖｅｒｅ　
ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ｐｌａｃｅｎｔａ　２００９；３０：４２４－３３；Ｔｓａ
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ｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　ｏｆ　ｈｕｍ
ａｎ　ｐｌａｃｅｎｔａｓ　ｆｒｏｍ　ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ　ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅ
ｄ　ｂｙ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ　ｒｅｖｅａｌｓ　ｄｉｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ　ａｃｅｔｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ　ａｎｄ　ｉｍｍｕｎｅ
　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙｓ．Ｐｌａｃｅｎｔａ　２０１１；３２：１７５
－８２；Ｗｉｎｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｅｖｅｒｅ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ－ｒｅｌａｔ
ｅｄ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｔ　ｔｈｅ　ｍａｔ
ｅｒｎａｌ－ｆｅｔａｌ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ　ｉｎｃｌｕｄｅ　ｓｉａｌｉｃ　ａｃｉ
ｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｌｉｋｅ　ｌｅｃｔｉｎ－６　ａ
ｎｄ　ｐａｐｐａｌｙｓｉｎ－２．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　２００９；１５０：４
５２－６２）。また、プロテオームベースバイオマーカー研究（Ｋｏｌｌａ　ｅｔ　ａｌ
．　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ　（ｉＴＲＡＱ）　ａｎａｌｙｓｉ
ｓ　ｏｆ　１ｓｔ　ｔｒｉｍｅｓｔｅｒ　ｍａｔｅｒｎａｌ　ｐｌａｓｍａ　ｓａｍｐｌ
ｅｓ　ｉｎ　ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ　ａｔ　ｒｉｓｋ　ｆｏｒ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓ
ｉａ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ＆ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　
２０１２；２０１２：３０５９６４；Ｍａｒｙ　ｅｔ　ａｌ．　Ｄｙｎａｍｉｃ　ｐｒｏ
ｔｅｏｍｅ　ｉｎ　ｅｎｉｇｍａｔｉｃ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ：　ａｎ　ａｃｃｏ
ｕｎｔ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　ｂｉｏｍａｒｋｅ
ｒ　ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔ
ｉｏｎｓ　２０１２；６：７９－９０；Ｃａｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．Ｕｒｉｎａｒｙ　ｐｒ
ｏｔｅｏｍｉｃｓ　ｆｏｒ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．
Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ　２０１１；５７：５６１－９）では、将来の試験のための候
補バイオマーカーが明らかとなった。胎盤血管新生因子および抗血管新生因子の不均衡、
上昇した可溶性ｆｍｓ様チロシンキナーゼ（ｓＦｌｔ－１）および減少した胎盤成長因子
（ＰＩＧＦ）レベルが、ＰＥの病因において示唆されており（Ｓｈｉｂａｔａ　ｅｔ　ａ
ｌ．　Ｓｏｌｕｂｌｅ　ｆｍｓ－ｌｉｋｅ　ｔｙｒｏｓｉｎｅ　ｋｉｎａｓｅ　１　ｉｓ
　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｉｎ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ　ｂｕｔ　ｎｏｔ　ｉｎ　ｎｏ
ｒｍｏｔｅｎｓｉｖｅ　ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ　ｗｉｔｈ　ｓｍａｌｌ－ｆｏｒ－ｇｅ
ｓｔａｔｉｏｎａｌ－ａｇｅ　ｎｅｏｎａｔｅｓ：　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｔｏ　
ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ　ｐｌａｃｅｎｔａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ．Ｔｈｅ　
Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｍｅ
ｔａｂｏｌｉｓｍ　２００５；９０：４８９５－９０３；Ｍａｙｎａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．
　Ｅｘｃｅｓｓ　ｐｌａｃｅｎｔａｌ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｆｍｓ－ｌｉｋｅ　ｔｙｒｏｓ
ｉｎｅ　ｋｉｎａｓｅ　１　（ｓＦｌｔ１）　ｍａｙ　ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ　ｔｏ　ｅ
ｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，　ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ａｎｄ
　ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ　ｉｎ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ
　ｏｆ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　２００３；１１１：６４９－
５８；Ｗｏｌｆ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　
ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ　ｍａｒｋｅｒ　ｓＦＬＴ－１　ａｒｅ　ｉｎｃｒｅａｓ
ｅｄ　ｉｎ　ｆｉｒｓｔ　ｖｅｒｓｕｓ　ｓｅｃｏｎｄ　ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ．Ａｍ
ｅｒｉｃａｎ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　ｇｙｎｅｃｏｌ
ｏｇｙ　２００５；１９３：１６－２２；Ｒａｊａｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｅｘｔｒａ
－ｐｌａｃｅｎｔａｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏｔｈ
ｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－１，（Ｆｌｔ－１）ａｎ
ｄ　ｓｏｌｕｂｌｅ　Ｆｌｔ－１（ｓＦｌｔ－１），ｂｙ　ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ｂｌ
ｏｏｄ　ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ　ｃｅｌｌｓ（ＰＢＭＣｓ）ｉｎ　ｎｏｒｍｏｔｅｎｓ
ｉｖｅ　ａｎｄ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｔｉｃ　ｐｒｅｇｎａｎｔ　ｗｏｍｅｎ．Ｐｌａｃ
ｅｎｔａ　２００５；２６：５６３－７３；Ｔａｙｌｏｒ　ｅｔ　ａｌ．Ａｌｔｅｒｅｄ
　ｔｕｍｏｒ　ｖｅｓｓｅｌ　ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉ
ｏｎ　ｉｎ　ｐｌａｃｅｎｔａ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｔ
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ｕｍｏｒｓ：ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｔｏ　ｐｏｓｔ－ｔｈｅ
ｒａｐｙ　ｔｕｍｏｒ　ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ　ａｎｄ　ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ．Ｉ
ｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｃａｎｃｅｒ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｉ
ｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ｄｕ　ｃａｎｃｅｒ　２００３；１０５：１５８－６４；Ｔ
ｉｄｅｗｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．Ｌｏｗ　ｍａｔｅｒｎａｌ　ｓｅｒｕｍ　ｌｅｖｅｌｓ　
ｏｆ　ｐｌａｃｅｎｔａ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ａｓ　ａｎ　ａｎｔｅｃｅｄｅ
ｎｔ　ｏｆ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ａｍｅｒｉｃａｎ　ｊｏｕ
ｒｎａｌ　ｏｆ　ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　２００１；１
８４：１２６７－７２；Ｔｏｒｒｙ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ　ｉｓ　ａ
ｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｒｅｄｕｃｅｄ　ｓｅｒｕｍ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｐ
ｌａｃｅｎｔａ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ．Ａｍｅｒｉｃａｎ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　１９９８；１７９：１５３
９－４４）、ｓＦｌｔ－１／ＰＩＧＦ比が、ＰＥの診断および管理における有用な指標と
して提案されている（Ｓｔｅｐａｎ　ｅｔ　ａｌ．［ｕｓｅ　ｏｆ　ａｎｇｉｏｇｅｎｉ
ｃ　ｆａｃｔｏｒｓ　（ｓｆｌｔ－１／ｐｌｇｆ　ｒａｔｉｏ）ｔｏ　ｃｏｎｆｉｒｍ　
ｔｈｅ　ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ｏｆ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ　ｉｎ　ｃｌｉｎｉｃａ
ｌ　ｒｏｕｔｉｎｅ：Ｆｉｒｓｔ　ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ］．Ｚｅｉｔｓｃｈｒｉｆｔ　
ｆｕｒ　Ｇｅｂｕｒｔｓｈｉｌｆｅ　ｕｎｄ　Ｎｅｏｎａｔｏｌｏｇｉｅ．２０１０；２
１４：２３４－２３８；Ｖｅｒｌｏｈｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ａｎ　ａｕｔｏｍａｔｅｄ　
ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｆｌｔ
－１／ｐｉｇｆ　ｒａｔｉｏ　ｉｎ　ｔｈｅ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐｒｅｅｃ
ｌａｍｐｓｉａ．Ａｍ．Ｊ．Ｏｂｓｔ．Ａｎｄ　Ｇｙｎ．２０１０；２０２：１６１　ｅ
１６１－１６１　ｅ１１１）。しかしながら、日常的臨床診療における、広く適用可能な
高感度および特異的分子ＰＥ試験は、現在利用可能ではない。
【００８６】
　これらの考慮点に照らして、ＰＥの診断および予後診断バイオマーカーを発見する強力
な理論的根拠および必要性がある。我々は、マイクロアレイ多重メタ解析、および２次元
（２Ｄ）ゲル解析によるプロテオーム同定からの結果を統合した、総合的な不偏マルチ「
オミックス」手法を使用した。メタ解析において我々が適用したパラメトリック法（Ｍｏ
ｒｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ｍｅｔａ　
ａｎａｌｙｓｉｓ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｆｏｒ　ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ　ｔｈ
ｅ　ａｃｕｔｅ　ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｏｌｉｄ　ｏｒｇａｎ　ｔｒａｎｓｐｌ
ａｎｔｓ．ＢＭＣ　ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　２０１０；１１　Ｓｕｐｐｌ　９：
Ｓ６；Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　
ＲＮＡ　ｆｒｏｍ　ｐｕｂｌｉｃ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ｄａｔａ　ｉｄｅｎｔｉｆｉ
ｅｓ　ｓｅｒｕｍ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ　ｆｏｒ　ｃｒｏｓｓ－ｏｒ
ｇａｎ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ　ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｓ．ＰＬｏＳ　ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｂｉｏｌｏｇｙ　２０１０；６）
により、我々は、実験を通して一貫した有意な差次的遺伝子発現を特定し、下流の実験検
証のためのバイオマーカーを開発することができた。血清タンパク質は、通例的に疾患の
診断に使用されるが、高感度および特異的バイオマーカーは、発見が困難であり、高い存
在度のタンパク質によって容易に隠される可能性があるその低い血清学的存在度に起因し
得る。我々の血清タンパク質マーカー発見法（Ｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　Ｐｌａｓｍａ　
ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｉｎ　ａｃｔｉｖｅ　ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｊｕｖｅｎｉｌｅ　ｉｄｉ
ｏｐａｔｈｉｃ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ：　Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ　ａｎｄ　ｂｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌ　ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　２０１０）は、抗体ベー
ス血清高存在度タンパク質欠失および２Ｄゲル比較プロファイリングを組み合わせ、その
後のタンパク質質量分析同定のためにＰＥ血清と対照血清との間の差次的タンパク質ゲル
スポットを発見する。我々は、ＰＥ診断を可能にする差次的な血清学的特徴が存在すると
仮定した。我々の発見に関する所見を検証するために、我々は、より高い処理量の方法で
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ある利用可能なＥＬＩＳＡ分析により、全ての候補を試験した。最も少ない数のタンパク
質検体を用いて高感度および特異的バイオマーカーパネルを構築および最適化するために
、遺伝的アルゴリズムを使用した。比較トランスクリプトミクスおよびプロテオミクスか
らのバイオマーカー、ならびにそれらの関連経路の綿密な検査により、ＰＥ病態生理学に
おけるそれらの役割に関する新たな仮説が得られた。
【００８７】
　示された結果により、高感度および特異的血清学的バイオマーカーパネルがＰＥを診断
するために構築され得るという我々の仮説が検証された。我々の知る限り、これは、ＰＥ
識別におけるｓＦｌｔ－１、ＰＩＧＦ、およびｓＦｌｔ－１／ＰＩＧＦ比よりも優れた新
規なＰＥバイオマーカーを明らかにするための、マルチ「オミックス」ベースバイオマー
カー手法を使用した最初の研究である。我々は、これらのＰＥバイオマーカーおよびそれ
らの関連経路の機能的重要性が、疾患の病因に対する新たな洞察を提供し、効果的な新規
治療法をもたらすと考えている。
【００８８】
材料および方法
　研究デザイン。　全体的な試料の配分、ＰＥバイオマーカーの発見、検証、および予測
パネル構築ステップを、図１に示す。我々の研究は、（１）コンピュータによる発現解析
（ｎ＝１１１　ＰＥおよびｎ＝１５２対照胎盤試料）およびプロテオーム２Ｄゲルプロフ
ァイリング（プールされたｎ＝５　ＰＥおよびプールされたｎ＝５対照血清プロテオーム
）の両方を含む発見段階；ならびに（２）独立したＰＥ（ｎ＝３２）および対照（ｎ＝３
２）コホートの解析を含む検証段階の２つの段階で行われた。全ての血清試料は、Ｐｒｏ
ＭｅｄＤＸ　Ｉｎｃ．（Ｎｏｒｔｏｎ、ＭＡ　０２７６６ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｒｏ
ｍｅｄｄｘ．ｃｏｍ）から購入した。全ての血清試料は、インフォームドコンセントが得
られた後に回収され、詳細な症例報告書を含んでいた。現在喫煙者である者、薬物乱用の
経歴を有する者、体外受精補助を使用した者、慢性高血圧を有する者、および子宮内胎児
発育遅延を併発した妊娠者は、この研究から外した。症例（ＰＥ）および対照（正常妊娠
）コホートは、妊娠期間、民族および出産経歴に関して一致させた。
【００８９】
　ＰＥおよび対照胎盤を比較する発現の多重メタ解析。　以下の表１に示されるように、
７つのＰＥ胎盤発現研究（Ｎｉｓｈｉｚａｗａ　ｅｔ　ａｌ．　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　
ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｆｅｔ
ａｌ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　Ｐｌａｃｅｎｔａ　ｔｉｓｓｕｅ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ
　ｅａｒｌｙ　ａｎｄ　ｌａｔｅ　ｏｎｓｅｔ　ｓｅｖｅｒｅ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉ
ａ．Ｐｌａｃｅｎｔａ　２００７；２８：４８７－９７；Ｓｉｔｒａｓ　ｅｔ　ａｌ．　
ｐｌａｃｅｎｔａｌ　ｐｌａｃｅｎｔａｌ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｓ
ｅｖｅｒｅ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ｐｌａｃｅｎｔａ　２００９；３０：４２４－
３３；Ｔｓａｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　
ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｐｌａｃｅｎｔａｓ　ｆｒｏｍ　ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ　ｃｏｍｐ
ｌｉｃａｔｅｄ　ｂｙ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ　ｒｅｖｅａｌｓ　ｄｉｓｒｅｇｕｌ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ　ａｃｅｔｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ　ａｎｄ　
ｉｍｍｕｎｅ　ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙｓ．Ｐｌａｃｅｎｔａ　２０１１
；３２：１７５－８２；Ｗｉｎｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｅｖｅｒｅ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉ
ａ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｔ　
ｔｈｅ　ｍａｔｅｒｎａｌ－ｆｅｔａｌ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ　ｉｎｃｌｕｄｅ　ｓｉａ
ｌｉｃ　ａｃｉｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｌｉｋｅ　ｌｅｃ
ｔｉｎ－６　ａｎｄ　ｐａｐｐａｌｙｓｉｎ－２．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　２００
９；１５０：４５２－６２；Ｆｏｕｎｄｓ　ｅｔ　ａｌ．Ａｌｔｅｒｅｄ　ｇｌｏｂａｌ
　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｆｉｒｓｔ　ｔｒｉｍｅｓｔｅｒ　ｐｌａｃ
ｅｎｔａｓ　ｏｆ　ｗｏｍｅｎ　ｄｅｓｔｉｎｅｄ　ｔｏ　ｄｅｖｅｌｏｐ　ｐｒｅｅｃ
ｌａｍｐｓｉａ．Ｐｌａｃｅｎｔａ　２００９；３０：１５－２４；Ｎｉｓｈｉｚａｗａ
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　ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｆｉ
ｉｎｇ　ｏｆ　ｐｌａｃｅｎｔａｓ　ｆｒｏｍ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｓｅｖｅ
ｒｅ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ　ａｎｄ　ｕｎｅｘｐｌａｉｎｅｄ　ｆｅｔａｌ　ｇｒ
ｏｗｔｈ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ．Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎ
ｄ　ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　２０１１；９：１０７）を組み合わせ、以前に我々が
開発した方法を用いて、多重メタ解析に供した（Ｍｏｒｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｍｐａ
ｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ｍｅｔａ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｔｅｃｈｎｉｑ
ｕｅｓ　ｆｏｒ　ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｃｕｔｅ　ｒｅｊｅｃｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｓｏｌｉｄ　ｏｒｇａｎ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｓ．ＢＭＣ　ｂｉｏｉｎｆｏ
ｒｍａｔｉｃｓ　２０１０；１１　Ｓｕｐｐｌ　９：Ｓ６；Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｄｉ
ｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ＲＮＡ　ｆｒｏｍ　ｐｕｂｌｉｃ　ｍ
ｉｃｒｏａｒｒａｙ　ｄａｔａ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ　ｓｅｒｕｍ　ｐｒｏｔｅｉｎ　
ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ　ｆｏｒ　ｃｒｏｓｓ－ｏｒｇａｎ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ　ｒｅ
ｊｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．ＰＬｏＳ　ｃｏｍｐｕｔ
ａｔｉｏｎａｌ　ｂｉｏｌｏｇｙ　２０１０；６）。試験した２２，３９４の遺伝子のそ
れぞれに対して、全ての研究にわたるメタ倍数変化を計算した。５つ以上の研究において
測定され、メタ効果ｐ値が４．５×１０－５未満である場合、有意な遺伝子として選択し
た。次いで、血清、血漿、または尿中の既知の検出可能な存在度を有する３，６３８のタ
ンパク質のリストにより遺伝子セットをフィルタリングした（Ｄｕｄｌｅｙ　ａｎｄ　Ｂ
ｕｔｔｅ．Ｄｉｓｅａｓｅ　ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ　ａｒｅ　ｒｏｂｕｓｔ　ａｃｒｏｓ
ｓ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ａｎｄ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｓｙｍｐｏｓ
ｉｕｍ　ｏｎ　Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ　Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　ｏｎ
　Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ　２００９：２７－３８）。
【表１】

【００９０】
　プールされたＰＥおよび対照患者血清試料を比較した２Ｄゲル解析。　より低い存在度
の血清タンパク質の試料を濃縮するために、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ａｆｆ
ｉｎｉｔｙ　Ｒｅｍｏｖａｌ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｇｉｌｅｎｔ、Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ
、ＣＡ）を使用して、血清試料を、血清に多く存在する上位１４のタンパク質（アルブミ
ン、ＩｇＧ、抗トリプシン、ＩｇＡ、トランスフェリン、ハプトグロビン、フィブリノゲ
ン、アルファ２－マクログロブリン、アルファ１－酸性糖タンパク質、ＩｇＭ、アポリポ
タンパク質Ａ－Ｉ、アポリポタンパク質Ａ－ＩＩ、補体Ｃ－ＩＩＩおよびトランスサイレ
チン）を欠失させた。具体的には、欠失により、残りのタンパク質の充填を１５倍増加さ
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せることができた（Ｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｌａｓｍａ　ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｉｎ　ａ
ｃｔｉｖｅ　ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｊｕｖｅｎｉｌｅ　ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ　ａｒｔｈｒ
ｉｔｉｓ：Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ　ａｎｄ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｉｍｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎｓ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　２０１０）。さらなる試料処理、２Ｄゲル電気泳動、比
較解析、および質量分析による差次的ゲルスポットタンパク質同定を、以前に説明された
ように行った（Ｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ，同書）。
【００９１】
　ＰＥマーカー候補を検証するＥＬＩＳＡ分析。　分析は全てＥＬＩＳＡ分析であり、業
者の説明に従い市販のキットを使用して行われた。分析は全て、以下の選択された検体の
血清レベルを測定するために行われた：アルファ－２－マクログロビン（Ａ２Ｍ）、Ａｂ
ｎｏｖａ　Ｉｎｃ．（Ｔａｉｐｅｉ、Ｔａｉｗａｎ）；ディスインテグリンおよびメタロ
プロテイナーゼドメイン含有タンパク質１２（ＡＤＡＭ１２）、Ｍｙｂｉｏｓｏｕｒｃｅ
（ＳＤ、ＵＳ）；アディポフィリン（ＡＤＲＰ）、Ｂｉｏｔａｎｇ　Ｉｎｃ．（ＭＡ、Ｕ
Ｓ）；アポリポタンパク質（ＡＰＯ）Ａ－Ｉ、Ａｂｃａｍ　Ｉｎｃ．（ＭＡ、ＵＳ）；ア
ポリポタンパク質（ＡＰＯ）Ｃ－ＩＩＩ、Ａｂｎｏｖａ　Ｉｎｃ．（Ｔａｉｐｅｉ、Ｔａ
ｉｗａｎ）；アポリポタンパク質（ＡＰＯ）－Ｅ、Ａｂｃａｍ　Ｉｎｃ．（ＭＡ、ＵＳ）
；カテプシンＢ（ＣＴＳＢ）、Ａｂｃａｍ．（ＭＡ、ＵＳ）；カテプシンＣ（ＣＴＳＣ）
、ＵＳＣＮ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（Ｗｕｈａｎ、Ｃｈｉｎａ）；ケモカイン（Ｃ－
Ｃモチーフ）リガンド２（ＣＣＬ２）、Ａｂｎｏｖａ（Ｔａｉｐｅｉ、Ｔａｉｗａｎ）；
ハプトグロビン（ＨＰ）、Ａｂｃａｍ　Ｉｎｃ．（ＭＡ、ＵＳ）；ヘモペキシン（ＨＰＸ
）、Ａｂｃａｍ　Ｉｎｃ．（ＭＡ、ＵＳ）；ＰＩＧＦ、Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍ　Ｉｎｃ．
（ＭＮ、ＵＳ）；ヘムオキシゲナーゼ１（ＨＭＯＸ１）、Ｂｉｏｔａｎｇ　Ｉｎｃ．（Ｍ
Ａ、ＵＳ）；インスリン様成長因子結合タンパク質７（ＩＧＦＢＰ７）、ＵＳＣＮ　Ｌｉ
ｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（Ｗｕｈａｎ、Ｃｈｉｎａ）；全鉄、Ａｂｎｏｖａ　Ｉｎｃ．（Ｔ
ａｉｐｅｉ、Ｔａｉｗａｎ）；ヘモグロビン（ＨＢ）、Ｂｅｔｈｙｌ　ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ（ＴＸ、ＵＳ）；ヘムオキシゲナーゼ１（ＨＭＯＸ１）、Ｂｉｏｔａｎｇ　Ｉｎｃ．
（ＭＡ、ＵＳ）；ケラチン３３Ａ（ＫＲＴ３３Ａ）、ＵＳＣＮ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ（Ｗｕｈａｎ、Ｃｈｉｎａ）；ケラチン４０（ＫＲＴ４０）、ＵＳＣＮ　Ｌｉｆｅ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ（Ｗｕｈａｎ、Ｃｈｉｎａ）；キニノゲン１（ＫＮＧ１）、Ａｂｃａｍ　Ｉ
ｎｃ．（ＭＡ、ＵＳ）；ピカチュリン（ＥＧＦＬＡＭ）、ＥＩＡａｂ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（
Ｗｕｈａｎ、Ｃｈｉｎａ）；血小板前駆体塩基性タンパク質（ＰＰＢＰ）、Ａｂｎｏｖａ
　Ｉｎｃ．（Ｔａｉｐｅｉ、Ｔａｉｗａｎ）；レチノール結合タンパク質４（ＲＢＰ４）
、Ａｂｃａｍ　Ｉｎｃ．（ＭＡ、ＵＳ）；および可溶性ｆｍｓ様チロシンキナーゼ（ｓＦ
ｌｔ－１、Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍ　Ｉｎｃ．（ＭＮ、ＵＳ）。
【００９２】
　統計解析。　患者人口統計データは、「疫学的計算機」（Ｒ　ｅｐｉｃａｌｃパッケー
ジ）を使用して解析した。スチューデントのｔ検定を行って連続型変数に対するｐ値を計
算し、カテゴリー変数の比較解析にはフィッシャーの正確確率検定を使用した。Ｒ　ｒｍ
ｅｔａパッケージによるフォレストプロットを使用して、胎盤発現メタ解析とすると共に
、血清タンパク質ＥＬＩＳＡの結果をグラフを用いて要約した。症例（ＰＥ）および対照
試料は対にされておらず、したがって、最初の血清蛋白質フォレストプロット解析は、慎
重に解釈されるべきである。ＥＬＩＳＡの結果の後のフォレストプロット解析のために、
ブートストラップ法を使用して症例および対照群からの「対」試料を作成した。したがっ
て、血清タンパク質フォレストプロット解析は、ＰＥおよび正常妊娠対照対象の識別にお
ける各検体の能力の全体的な効果の推定を提供する。スチューデントのｔ検定（両側）お
よびマン－ホイットニーＵ検定（両側）、ならびに局所ＦＤＲ（Ｅｆｒｏｎ　ｅｔ　ａｌ
．Ｅｍｐｉｒｉｃａｌ　ｂａｙｅｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．Ｊ　Ａｍ　Ｓｔａｔ　Ａｓｓｏｃ　２００１；９６：１１５１－
６０）を使用して仮説検定を行い、複数仮説検定問題を補正した。遺伝的アルゴリズム（
Ｒ　ｇｅｎａｌｇパッケージ）を使用して、バイオマーカー特徴選択およびパネル最適化
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を行った。各バイオマーカーパネル解析の予測性能は、ＲＯＣ曲線解析により評定した（
Ｚｗｅｉｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｒｅｃｅｉｖｅｒ－ｏＰＥｒａｔｉｎｇ　ｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｓｔｉｃ（ＲＯＣ）ｐｌｏｔｓ：ａ　ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
　ｔｏｏｌ　ｉｎ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ．Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｃｈｅｍ
ｉｓｔｒｙ　１９９３；３９：５６１－７７；Ｓｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．ＲＯＣＲ：ｖｉｓ
ｕａｌｉｚｉｎｇ　ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｉｎ　Ｒ．Ｂｉｏ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　２００５；２１：３９４０－１）。バイオマーカーパネルスコ
アは、母体循環系におけるそれぞれ上方および下方調整されたタンパク質バイオマーカー
の幾何平均間の比として定義した。
【００９３】
結果
　ＰＥマーカー候補を明らかにするマルチ「オミックス」ベースの発見。　図１に示され
るように、正常対照からＰＥを診断するバイオマーカー候補を発見するために、以前の胎
盤発現研究を組み合わせて多重メタ解析とした。この取り組みにより、Ａ２Ｍ、ＡＤＡＭ
１２、ＣＣＬ２、ＣＴＳＢ、ＣＴＳＣ、ＥＧＦＬＡＭ、ＨＯＭＸ１、ＩＧＦＢＰ７、ＫＲ
Ｔ３３Ａ、ＫＲＴ４０、ＰＩＧＦ、ＰＰＢＰ、およびｓＦｌｔ－１がＰＥの差次的胎盤バ
イオマーカーとして同定された。並行して、血清学的ＰＥおよび対照プールプロテオーム
を比較し、後に配列決定される極めて識別力のあるタンパク質スポットを明らかにするた
めに、２Ｄゲル解析を行った。２Ｄゲルプロファイリングは、Ａ２Ｍ、ＡＤＦＰ、ＡＰＯ
　Ａ－Ｉ、ＡＰＯ　Ｃ－ＩＩＩ、ＡＰＯ－Ｅ、ＫＮＧ１、ＨＰ、ＨＰＸ、およびＲＢＰ４
マーカー候補の同定をもたらした。
【００９４】
　組み合わされたＰＥバイオマーカーリストの綿密な検査により、Ａ２Ｍ、ＨＭＯＸ－１
およびＨＰＸがヘム／ヘモグロビン異化経路に関与し得ることが判明した。細胞外ヘムは
、望ましくない器官、組織および細胞傷害を引き起こす可能性があり、それぞれＨＰＸお
よびＨＰと複合化した細胞外ヘムおよびヘモグロビン（ＨＢ）のエンドサイトーシスの受
容体経路が存在する（Ｈｖｉｄｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ｈｅｍｏｐｅｘｉｎ－ｈｅｍ
ｅ　ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ．Ｂｌｏｏｄ　２００５；１０６：２５７２－９）。ヘムは、最
終的にポルフィリン環をビリルビン、一酸化炭素および鉄に分解し、一方で鉄はフェリチ
ン（ＦＴ）に結合する。Ａ２Ｍは、急性期タンパク質であり、ヘムは、炎症の間の肝Ａ２
Ｍ発現の制御における新たな調整要素であることが提案された（Ｌｙｏｕｍｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．Ｈｅｍｅ　ａｎｄ　ａｃｕｔｅ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ　ｒｏｌｅ　ｉｎ　ｖｉ
ｖｏ　ｏｆ　ｈｅｍｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｈｅｐａｔｉｃ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　
ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ａｃｕｔｅ－ｐｈａｓｅ　ｒｅａｃｔａｎｔｓ　ｉｎ　ｒａｔｓ．Ｅ
ｕｒｏｐｅａｎ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ／ＦＥＢＳ　１９９
９；２６１：１９０－６）。遊離ヘムは、その触媒活性により酸化ストレスを引き起こし
得るため、任意の既知のタンパク質のヘムに対し最も高い親和性を有するＨＰＸは、循環
から遊離ヘムを除去するためのスカベンジャーとして機能する（Ｄｅｌａｎｇｈｅ　ｅｔ
　ａｌ．Ｈｅｍｏｐｅｘｉｎ：ａ　ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｓｐ
ｅｃｔｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｒｏｌｅ　ｉｎ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ
．Ｃｌｉｎｉｃａ　ｃｈｉｍｉｃａ　ａｃｔａ；　ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ｊｏｕ
ｒｎａｌ　ｏｆ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２００１；３１２：１３－２
３；Ｔｏｌｏｓａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．　Ｈｅｍｅ　ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｎｄ　ｔｈ
ｅ　ｏｔｈｅｒ　ｆａｃｅｔｓ　ｏｆ　ｈｅｍｏｐｅｘｉｎ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ
＆ｒｅｄｏｘ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　２０１０；１２：３０５－２０）。血漿ＨＰＸは、
ＰＥ患者のアンジオテンシンＩＩに対する血管反応性の潜在的調整因子として見出された
（Ｂａｋｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｈｅｍｏｐｅｘｉｎ　ａｓ　ａ　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　Ｒ
ｅｇｕｌａｔｏｒ　ｏｆ　Ｖａｓｃｕｌａｒ　Ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ　ｔｏ　Ａ
ｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ　ＩＩ．Ｒｅｐｒｏｄ　Ｓｃｉ　２０１２）。フィブリノゲン（Ｆ



(33) JP 2015-519564 A 2015.7.9

10

20

30

ＧＡ）は、最近、ヘムに関連した一酸化炭素感知分子であることが提案された（Ｎｉｅｌ
ｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ　ｉｓ　ａ　ｈｅｍｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅ
ｄ，ｃａｒｂｏｎ　ｍｏｎｏｘｉｄｅ　ｓｅｎｓｉｎｇ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ：ａ　ｐｒｅ
ｌｉｍｉｎａｒｙ　ｒｅｐｏｒｔ．Ｂｌｏｏｄ　ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ＆ｆｉｂｒｉｎ
ｏｌｙｓｉｓ：ａｎ　ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｉｎ　ｈａｅｍｏ
ｓｔａｓｉｓ　ａｎｄ　ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ　２０１１；２２：４４３－７）。子癇前
症には、急性期反応および全身酸化ストレスが関与する。無細胞ヘモグロビン、酸化マー
カー、および抗酸化ヘムスカベンジャーのレベルの増加が、ＰＥにおいて見られた（Ｏｌ
ｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌ－ｆｒｅｅ
　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ｏｘｉｄａｔｉｏｎ　ｍａｒｋｅｒｓ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ａｎ
ｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ　ｈｅｍｅ　ｓｃａｖｅｎｇｅｒ　ａｌｐｈａ（１）－ｍｉｃｒ
ｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　ｉｎ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ｆｒｅｅ　ｒａｄｉｃａｌ　ｂ
ｉｏｌｏｇｙ＆ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２０１０；４８：２８４－９１）。ＨＭＯＸ－１の誘
導は、低酸素誘導反応性酸素種およびｓＦｌｔ－１（Ｏｌｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ，同書）
、ならびに胎盤虚血の病理学的因子の多く（Ｇｅｏｒｇｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｄｕｃｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　ｈｅｍｅ　ｏｘｙｇｅｎａｓｅ　１　ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ　ｐｌａｃｅｎ
ｔａｌ　ｉｓｃｈｅｍｉａ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ．Ｈｙｐｅｒｔ
ｅｎｓｉｏｎ　２０１１；５７：９４１－８）を下方調整することが実験的に示されてい
る。これは、ＰＥ胎盤虚血および結果的な機能障害性ヘム／ヘモグロビン異化が、ＰＥ病
態生理学の一端を担うことを示唆している。
【００９５】
　試料特性。　血清学的タンパク質バイオマーカー検証に使用されたＰＥおよび対照対象
は、早期（ＰＥ、ｎ＝１５；対照、ｎ＝１６）および後期（ＰＥ、ｎ＝１７；対照、ｎ＝
１６）妊娠群に分けることができる。以下の表２および表３に要約されるように、年齢（
ｐ値、早期０．８９、後期０．８５７、全体０．６）、登録時の妊娠期間（ｐ値、早期０
．８５１、後期０．８９５、全体０．８２４）、民族（ｐ値、早期０．５７、後期０．１
２３、全体０．２８９）、または対象の併発病状および他の臨床的特徴（ｐ値、全体０．
３５）において、有意な差は観察されなかった。
【００９６】
　ＰＥ患者は、高血圧およびタンパク尿の両方を特徴とする子癇前症と診断された。表４
に示されるように、３２名のＰＥ患者の全員が高血圧およびタンパク尿の両方を有し；そ
の４３．８％が頭痛を有し；その２１．９％が浮腫を有し；その２５．０％が他の追加的
症状を有していた。ボディ・マス・インデックス（ＢＭＩ、妊娠前）、血圧（ＢＰ）、タ
ンパク質／クレアチニン比（ＰＣＲ）、および妊娠暦を含む他の特徴もまた、表５に示さ
れる。
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【表２】

【表３】

【表４】
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【表５】

【００９７】
　ＰＥおよび対照母体血清試料を使用したバイオマーカー検証。　利用可能なＥＬＩＳＡ
分析に基づいて、ＰＥ血清学的タンパク質パネルが迅速な実用的臨床ツールの開発を可能
にし得るかどうかを特定するために、発現メタ解析および２Ｄゲルプロファイリングから
のバイオマーカー候補を、ＰＥ（ｎ＝３２）および妊娠期間を一致させた対照試料（ｎ＝
３２）を使用した利用可能な血清分析により検証した。図５～２１の箱ひげ図および散布
図で詳細に示されるように、全部で１１のタンパク質をＥＬＩＳＡ分析により検証した（
マン－ホイットニー検定ｐ値＜０．０５）。ＰＥおよび対照試料におけるそれぞれの検証
されたバイオマーカーの母体血清存在度の中央値、平均値および標準偏差を、表６に要約
する。
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【００９８】
　フォレストプロット（図２）は、胎盤発現メタ解析ならびに早期および後期妊娠母体血
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清解析にわたる、１１全ての検証されたＰＥマーカーのＰＥ対対照比を要約している。プ
ロテオームおよび発現メタ解析から得られたバイオマーカーは、ＰＥ試料と対照試料との
間の上方または下方調整の同じ傾向を共有していた。
【００９９】
　ＰＥバイオマーカーパネル構築。　ＥＬＩＳＡ分析からのデータを使用して、分析の様
々なサブセットを有する異なるパネルを構築した。我々は、最適な特徴の数のバイオマー
カーパネルを特定し、小さいパネルサイズの必要性、分類の正確性、クラス分離の良好度
（ＰＥ対対照）、ならびに十分な感度および特異性のバランスをとろうと努めた。ＰＥ診
断のための多重化抗体ベース分析を開発する目的において、我々は、遺伝的アルゴリズム
法を使用して、早期および後期妊娠期間ＰＥのための９つの検証されたＰＥタンパク質バ
イオマーカーからバイオマーカーパネルを構築し、ＰＥの評価においてｓＦｌｔ－１／Ｐ
ＩＧＦ比と比較した。アルゴリズムはパネル構築プロセスをガイドし、早期および後期妊
娠期間バイオマーカーパネルをもたらしたが、これは、ＰＥ対象と対照対象との間の完全
な分離を有していた（以下の表７および図２２～２８）。これらの選択されたバイオマー
カーパネルは、非冗長的であり、非包含関係を示している。以前の多施設治験検証（Ｖｅ
ｒｌｏｈｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ａｎ　ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｔｈ
ｅ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓＦｌｔ－１／ＰＩＧＦ　ｒａｔｉｏ
　ｉｎ　ｔｈｅ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ａｍｅｒｉ
ｃａｎ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ
　２０１０；２０２：１６１　ｅ１－６１　ｅ１１）による、ｓＦｌｔ－１／ＰＩＧＦ比
のＰＥ評価の実用性（パネル０：早期発生、受信者操作特性曲線ＲＯＣの曲線下面積１．
００、ｐ値４．３５×１０－４；後期発生、ＲＯＣ　ＡＵＣ　０．８６、ｐ値２．９４×
１０－４；図３５）が、この研究により確認され、我々の新たに得られたバイオマーカー
パネルの基準として使用された。表７のパネル２（早期発生、ＲＯＣ　ＡＵＣ　１．００
、ｐ値１．４３×１０－４）は、３つのタンパク質、ＨＰＸ、ＡＰＯ　Ａ－Ｉ、およびピ
カチュリンを有する。パネル５（後期発生、ＲＯＣ　ＡＵＣ　１．００、ｐ値３．６５×
１０－５）は、６つのタンパク質、ＨＰＸ、ＨＰ、ＡＰＯ　Ｃ－ＩＩＩ、ＡＰＯ　Ａ－Ｉ
、ＲＢＰ４、およびピカチュリンを有する。
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【表７】

【０１００】
　疾患発生に従うＰＥ疾患活性の分類子としてのバイオマーカーパネルの有効性を実証す
るために、バイオマーカーパネルスコアを妊娠期間の時間の関数としてプロットした（図
３に詳細が示されており、図４に複合的概要が示されている）。散布図解析によると、我
々の早期発生ＰＥバイオマーカーパネルの性能は、ｓＦｌｔ－１／ＰＩＧＦ比に匹敵した
。妊娠期間＞３４週間の試料では、我々のバイオマーカーパネルの性能は、３６週目あた
りでいくつかの診断誤差を有するｓＦｌｔ－１／ＰＩＧＦ比よりも良好であった。早期お
よび後期妊娠期間バイオマーカーパネルのうち、ＨＰＸ、ＡＰＯ　Ａ－Ｉ、およびピカチ
ュリンは両方のパネルに存在し、これはＰＥの診断、およびおそらくは病態生理学におけ
るそれらの重要な役割を示唆している。
【０１０１】
　ＰＥバイオマーカーの経路解析。　我々は、Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｐａｔｈｗａｙ　Ａ
ｎａｌｙｓｉｓソフトウェア（ＩＰＡバージョン７．６、Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ，Ｉｎｃ．，Ｒｅｄｗｏｏｄ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を使用して、ＰＥにおいて有意に
差次的に発現した検証されたバイオマーカーを複合物として解析した。我々のマルチ「オ
ミック」発見の取り組みの間に明確化されたヘム／ヘモグロビン分解経路に加えて、我々
の経路解析は、ＰＥ病態生理学において重要な役割を担い得る以下の統計的に有意な標準
経路の特定をもたらした：肝臓Ｘ受容体（ＬＸＲ）／レチノイドＸ受容体（ＲＸＲ）活性
化、ｐ値５．１３×１０－９；アテローム性動脈硬化シグナル伝達、ｐ値５．０１×１０
－７；ＩＬ－１２シグナル伝達およびマクロファージ内での産生、ｐ値８．５１×１０－

７；急性期反応シグナル伝達、ｐ値１．９１×１０－６；マクロファージ内での酸化窒素
および反応性酸素種の産生、ｐ値２．８２×１０－６；クラスリン媒介エンドサイトーシ
スシグナル伝達、ｐ値２．８８×１０－６；ファルネソイドＸ受容体（ＦＸＲ）／ＲＸＲ
活性化、ｐ値２．０４×１０－５；肝線維症／肝星細胞活性化、ｐ値２．８８×１０－３
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；ホスファチジルエタノールアミン生合成ＩＩ、ｐ値１．０５×１０－２；凝固系、ｐ値
２．０４×１０－２；成長ホルモンシグナル伝達、ｐ値４．２７×１０－２；ニューロン
におけるリーリンシグナル伝達、ｐ値４．５７×１０－２；およびＶＥＧＦファミリーリ
ガンド－受容体相互作用、ｐ値４．７９×１０－２。
【０１０２】
考察
　我々は、検証されたＰＥバイオマーカーを開発するためにマルチ「オミックス」手法を
適用し、胎盤ｍＲＮＡ発現メタ解析および欠失血清学的プロテオーム２Ｄゲル比較プロフ
ァイリングからの発見を統合した。商業的に利用可能なＥＬＩＳＡ分析によりＰＥ血清お
よび対照血清を比較して、我々は、ｓＦｌｔ－１およびＰＩＧＦを含む１１のタンパク質
マーカーを検証し、我々の同定したＰＥバイオマーカーがＰＥの予測においてｓＦｌｔ－
１／ＰＩＧＦ比よりも優れていることを見出した。胎盤組織におけるトランスクリプトミ
クス手法を血清におけるプロテオーム手法と組み合わせる概念は、新規的である。これに
よって、病態生理学の焦点により近い組織における研究の利点が、臨床的用途により適切
な血清における研究の利点と組み合わされる。発見段階から発見／予測されたタンパク質
を、ＥＬＩＳＡベース検証段階に移行させることにより、本研究の所見を臨床診療に適用
することができる。
【０１０３】
　発現メタ解析および２Ｄゲル血清プロテオミクスからの発見を比較すると、Ａ２Ｍのみ
が両方の解析において現れた。これは、以下の理由に起因し得る：（１）以前に特性決定
されたような、タンパク質およびｍＲＮＡの発現の不一致（Ｇｒｉｆｆｉｎ　ｅｔ　ａｌ
．　Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ　ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ　ａｔ　ｔｈｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｏｍｅ　ｌ
ｅｖｅｌｓ　ｉｎ　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ．ＭＣＰ　２０
０２；１：３２３－３３；Ｉｄｅｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ｇｅｎｏ
ｍｉｃ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ　ａｎａｌｙｓｅｓ　ｏｆ　ａ　ｓｙｓｔｅｍａｔ
ｉｃａｌｌｙ　ｐｅｒｔｕｒｂｅｄ　ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｎｅｔｗｏｒｋ．Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２００１；２９２：９２９－３４；Ｂａｌｉｇａ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｏｒｄｉｎａ
ｔｅ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　ｍｏｄ
ｕｌｅｓ　ｉｎ　Ｈａｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．ａｎａｌｙｚｅｄ　ｂｙ　ａ　ｇ
ｌｏｂａｌ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｐｒｏａｃｈ．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉ
ｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ　２００２；９９：１４９１３－８；Ｃｈ
ｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｄｉｓｃｏｒｄａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｍＲＮＡ　ｅｘｐ
ｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｌｕｎｇ　ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ．Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ＆ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ：ＭＣｐ　２００２；１：３０４－１３）
；（２）胎盤発現の循環タンパク質レベル存在度への転換の欠如；（３）０．５～５ｎｇ
の２Ｄゲル技術検出限界。最適化２Ｄゲル技術は、タンパク質濃度において約５桁のダイ
ナミックレンジを有し（Ｇｉｂｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ａｎａｌ
ｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｙｎｏｖｉａｌ　ｆｌｕｉｄ　ａｎｄ　ｐｌａｓｍａ　ｐｒｏｔｅｏ
ｍｅｓ　ｉｎ　ｊｕｖｅｎｉｌｅ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ－－ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ　ｐａｔ
ｔｅｒｎｓ　ｏｆ　ｊｏｉｎｔ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｅａｒｌｙ　ｓｔａ
ｇｅ　ｄｉｓｅａｓｅ．Ｊ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　２００９；７２：６５６－７６）、
一方血清学的タンパク質濃度は、約１０桁にわたり変動し、最高濃度はｍｇ／ｍｌに達す
る（Ａｎｄｅｒｓｏｎ，Ｎ．Ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｐｌａｓｍａ　ｐｒｏｔｅｏｍｅ：ｈ
ｉｓｔｏｒｙ，ｃｈａｒａｃｔｅｒ，ａｎｄ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　ｐｒｏｓｐｅｃｔ
ｓ．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　２００２；１：８４５－６７）。欠失ス
テップを用いても、我々の２Ｄゲルによるタンパク質検出は、血清学的濃度が＞１０ｕｇ
／ｍＬであるタンパク質に限られ、我々が検出したタンパク質バイオマーカーの組成に明
らかに影響する。さらに、情報を提供し得る低分子量タンパク質は、アルブミンに結合す
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る可能性があり、したがって欠失ステップにおいて除去される可能性があり（Ｔｉｒｕｍ
ａｌａｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｏｗ　ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｈｕｍａｎ　ｓｅｒｕｍ　ｐｒｏｔｅｏｍｅ．Ｍｏｌ
　Ｃｅｌｌ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　２００３；２：１０９６－１０３）、これは潜在的
な不利益となり得る。したがって、ｐｇ／ｍＬ濃度を有する候補、例えばｓＦｌｔ－１お
よびＰＩＧＦは、２Ｄゲル血清プロテオミクスベースの手法への適用が見出されない。し
たがって、ｐｇ／ｍＬ濃度を有する候補、例えばｓＦｌｔ－１およびＰＩＧＦは、２Ｄゲ
ル血清プロテオミクスベースの手法への適用が見出されない。疾患組織に関する公的に利
用可能なゲノム規模遺伝子発現データを効果的に取り出して、我々の２Ｄ血清プロテオミ
クスへの取り組みを補完するための大きな相乗効果を提供し、低い血清存在度（ｐｇ／ｍ
Ｌ）の差次的ＰＥバイオマーカー候補を明らかにすることができる。特に、我々の生産的
なＰＥ発見の取り組みは、バイオマーカー解析のためのマルチ「オミックス」手法が、ｐ
ｇ／ｍＬからｕｇ／ｍＬまで変動する血清学的タンパク質発現の広範なダイナミックレン
ジの候補を特定する上で、総合的、相補的および効果的であるという考えを支持している
。
【０１０４】
　最初の発現メタ解析および２Ｄゲルで発見されたバイオマーカー候補から、我々は、Ｐ
Ｅ胎盤虚血および結果的な機能障害性ヘム／ヘモグロビン異化経路が、ＰＥ病態生理学の
一端を担うと仮定した。ＰＥおよび対照血清を区別する、仮定により生成された７つの候
補のうちの５つ（ＦＧＡ、ＦＴ、ＨＢ、ヘムおよびＨＰ）の、他の検証されたバイオマー
カー（ＨＰ、ＨＰＸおよびＨＢ）と併せた検証は、ＰＥ病態生理学におけるヘム／ヘモグ
ロビン異化経路の役割の有力な証拠を提供する。ヘム／ヘモグロビン代謝経路の綿密な検
査は、ＰＥ発症における中心的因子としての胎盤虚血を支持し得るだけでなく、ＰＥ治療
のための新規な標的の特定をもたらし得る（Ｃｕｄｍｏｒｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｎｅｇａｔｉ
ｖｅ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｏｌｕｂｌｅ　Ｆｌｔ－１　ａｎｄ　ｓｏｌｕｂ
ｌｅ　ｅｎｄｏｇｌｉｎ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｂｙ　ｈｅｍｅ　ｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１．
Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　２００７；１１５：１７８９－９７）。
【０１０５】
　タンパク質マーカーの追加的な経路解析は、ＰＥ病態生理学における脂質ホメオスタシ
ス、ＩＬ－１２、および凝固標準経路の役割を示唆するさらなる証拠を裏付ける。ＬＸＲ
／ＲＸＲ活性化経路が、最も有意な経路として特定された。これは、ＰＥが脂質異常症に
関連し、脂質ホメオスタシスの調節因子がＰＥ病態生理学において重要であるという最近
の所見（Ｗｅｅｄｐｏｎ－Ｆｅｋｊａｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　
ｌｉｖｅｒ　Ｘ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｉｎ　ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ　ｃｏｍｐｌｉｃ
ａｔｅｄ　ｂｙ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ｐｌａｃｅｎｔａ　２０１０；３１：８１
８－２４）を支持している。胎盤においてより低い活性を有し、血清においてより高い存
在度を有するＰＥ患者におけるＩＬ－１２の以前の証拠（Ｂａｃｈｍａｙｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．Ａｂｅｒｒａｎｔ　ｕｔｅｒｉｎｅ　ｎａｔｕｒａｌ　ｋｉｌｌｅｒ（ＮＫ）－ｃｅ
ｌｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ａｌｔｅｒｅｄ　ｐｌａｃｅｎｔａｌ　ａｎｄ　
ｓｅｒｕｍ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＮＫ－ｃｅｌｌ　ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ　ｃｙ
ｔｏｋｉｎｅ　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１２　ｉｎ　ｐｒｅ－ｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ａ
ｍ　Ｊ　Ｒｅｐｒｏｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２００６；５６：２９２－３０１；Ｄａｎｉｅ
ｌ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｌａｓｍａ　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１２　ｉｓ　ｅｌｅｖａｔｅ
ｄ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｐ
ｒｏｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１９９８；３９：３７６－８０；Ｓａｋａｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｔ
ｈｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）－１８　ｔｏ　ＩＬ－１２　
ｓｅｃｒｅｔｅｄ　ｂｙ　ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ
　ｃｅｌｌｓ　ｉｓ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｉｎ　ｎｏｒｍａｌ　ｐｒｅｇｎａｎｔ　ｓ
ｕｂｊｅｃｔｓ　ａｎｄ　ｄｅｃｒｅａｓｅｄ　ｉｎ　ｐｒｅ－ｅｃｌａｍｐｔｉｃ　ｐ
ａｔｉｅｎｔｓ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｏｌｏ
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ｇｙ　２００４；６１：１３３－４３）は、我々のＰＥバイオマーカーパネルパターン経
路解析と一致するように反映された。
【０１０６】
　ｓＦｌｔ－１およびＰＩＧＦのＰＥ評価への実用性を実証している、自動化分析による
以前の多施設症例－対照研究（Ｖｅｒｌｏｈｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ａｎ　ａｕｔｏｍａｔ
ｅｄ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓ
Ｆｌｔ－１／ＰＩＧＦ　ｒａｔｉｏ　ｉｎ　ｔｈｅ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐｒ
ｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．Ａｍｅｒｉｃａｎ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｏｂｓｔｅｔｒｉｃ
ｓ　ａｎｄ　ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　２０１０；２０２：１６１　ｅ１－６１　ｅ１１）
は、ｓＦｌｔ－１（ＰＥ：１２，９８１±９６５対対照：２６４１±１００．５ｐｇ／ｍ
Ｌ）およびＰＩＧＦ（ＰＥ：７６．０６±１０．７１対対照：３４１．５±１３．５７ｐ
ｇ／ｍＬ）の血清存在度を報告した。おそらくは異なる試料コホートまたは分析プラット
フォームに起因してより大きな変動性があるものの、我々の結果、ｓＦｌｔ－１（ＰＥ：
１６，３９８．０２±５１４２．３２対対照：４，２８２．６３±２，５３２．９０ｐｇ
／ｍＬ）およびＰＩＧＦ（ＰＥ：１６１．８３±１１８．９８対対照：３８３．７５±３
４３．８４ｐｇ／ｍＬ）において反映された変化の傾向は、それらの報告と一致した。図
５～２１に示され、表８（下記）に要約されるように、正常およびＰＥ群それぞれにおい
て早期妊娠期間試料と後期妊娠期間試料との間でタンパク質存在度が有意に異なる（ｐ値
＜０．０５）ｓＦｌｔ－１およびＰＩＧＦとは対照的に、我々のバイオマーカー（表８）
は、ＲＢＰ４、ＡＤＡＭ１２およびピカチュリンを除いて、早期妊娠血清と後期妊娠血清
との間で有意に異ならなかった（ｐ値＞０．０５）。ここでの我々の結果は、ｓＦｌｔ－
１およびＰＩＧＦが、胎盤発育の間、妊娠期間の関数として調整され、ＰＥと対照との間
の差次的発現は、ＰＥの間の胎盤順応に起因し得ることを示している。本研究において見
出されたＰＥバイオマーカーは、ＰＥ血清においても対象血清においても、早期妊娠と後
期妊娠との間で有意に異ならなかった。したがって、ＰＥにおけるそれらの差次的発現は
、ＰＥおよび疾患発症の病因を直接的に測定することができ、または、その病態生理学に
関連するとは限らない、病因の極めて進行した段階で存在する特徴、例えばタンパク尿お
よび高血圧を反映し得る。
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【表８】

【０１０７】
　我々の遺伝的アルゴリズムベースのバイオマーカーパネル構築は、ＰＥ評価のための最
終的な早期および後期妊娠期間バイオマーカーパネルを導いた。ＰＥ評価における基準ｓ
Ｆｌｔ－１／ＰＩＧＦ比と比較して、我々のバイオマーカーパネルは、より後期の妊娠週
において明らかにより高性能である。ＰＥ診断に使用されるｓＦｌｔ－１およびＰＩＧＦ
不均衡が示されたが、正常なｓＦｌｔ－１およびＰＩＧＦの発現が実際に健康な妊娠を特
徴付けるという考えを支持する数多くの証拠がある（Ｄａｐｏｎｔｅ　ｅｔ　ａｌ．　Ｓ
ｏｌｕｂｌｅ　ｆｍｓ－ｌｉｋｅ　ｔｙｒｏｓｉｎｅ　ｋｉｎａｓｅ－１（ｓｆｌｔ－１
）ａｎｄ　ｓｅｒｕｍ　ｐｌａｃｅｎｔａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ（ｐｌｇｆ）
ａｓ　ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ　ｆｏｒ　ｅｃｔｏｐｉｃ　ｐｒｅｇｎａｎｃｙ　ａｎｄ　
ｍｉｓｓｅｄ　ａｂｏｒｔｉｏｎ．Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　
ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．２０１１；９６：Ｅ１４
４４－１４５１）。したがって、ｓＦｌｔ－１およびＰＩＧＦは、実際には、ＰＥに特異
的というよりも、妊娠の失敗、例えば子宮外妊娠、稽留流産の汎用的マーカーとなり得る
。我々のマルチ「オミックス」手法は、ＰＥ病態生理学の多面的な態様を反映し、ＰＥ患
者の断定的な診断を提供してリスクのある患者を特定する、また疾患の進行を監視するた
めに使用される可能性を有する複数のバイオマーカーのパネルを発見した。
【０１０８】
実施例２
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　実施例１および２に記載の子癇前症マーカーの追加的なパネルのタンパク質レベルを、
子癇前症患者の血清において分析し、これらの追加的パネルの早期発生子癇前症（例えば
、妊娠３４～３５週間の前の子癇前症の発生）または後期発生子癇前症（すなわち、妊娠
３４～３５週間以降の子癇前症の発生）の診断における正確性を決定した。特に興味深い
パネルは、以下の通りであった（図２９を参照されたい）：
　・パネル１：ｓＦｌｔ１、ＰＩＧＦ
　・パネル２－早期：ｓＦｌｔ１、ＰＩＧＦ、ＨＰＸ
　・パネル２－後期：ｓＦｌｔ１、ＰＩＧＦ、ＨＰＸ、ＣＴＳＣ、ＡＤＡＭ１２、Ａｐｏ
Ｅ、ＡｐｏＡ１、ＲＢＰ４、ＨＢ、ピカチュリン
　・パネル３：ｓＦｌｔ１
　・パネル４－早期：ｓＦｌｔ１、ＨＰＸ
　・パネル４－後期：ｓＦｌｔ１、ＨＰＸ、ＡｐｏＥ、ＡｐｏＡ１、ピカチュリン
　・パネル５：ＰＩＧＦ
　・パネル６－早期：ＰＩＧＦ、ピカチュリン
　・パネル６－後期：ＰＩＧＦ、ＨＰＸ、ＣＴＳＣ、Ａｄａｍ１２、ＨＰ、ＡｐｏＥ、Ｒ
ＢＰ４、ＨＢ、フィブリノゲン、ピカチュリン
　・パネル７－早期：ＨＰＸ、ＡｐｏＡ１、ピカチュリン
　・パネル７－後期：ＨＰＸ、ＣＴＳＣ、Ａｄａｍ１２、ＨＰ、ＨＢ、フィブリノゲン、
ピカチュリン。
　パネル１、３、および５は、子癇前症を診断するための現在の標準からのマーカーを含
む。パネル２－早期およびパネル２－後期は、パネル１および本明細書において開示され
る追加的な子癇前症マーカーを含む。パネル４－早期およびパネル４－後期は、パネル３
および本明細書において開示される追加的な子癇前症マーカーを含む。パネル６－早期お
よびパネル６－後期は、パネル５および本明細書において開示される追加的な子癇前症マ
ーカーを含む。パネル７－早期およびパネル７－後期は、本明細書において開示される追
加的な子癇前症マーカーを含まない。
【０１０９】
　図３０～３５に示されるように、本明細書において開示される子癇前症マーカーを含む
パネルは全て（「Ｓｔａｎｆｏｒｄバイオマーカー」、パネル２、４および７）は、指定
時点（すなわち、早期：妊娠３４～３５週間の前の子癇前症の発生；後期：妊娠３４～３
５週間以降の子癇前症の発生）において、子癇前症を診断するための現在の標準よりも正
確に機能した。確かに、本明細書において開示される子癇前症マーカーを含むパネルの多
く（パネル２早期、パネル２後期、パネル４早期、パネル４後期、パネル６早期、パネル
７早期およびパネル７後期）は、その指定された時間における子癇前症の診断において１
００％の正確性を提供する（ＡＵＣ＝１）。
【０１１０】
実施例３
　子癇前症マーカー（ピカチュリン、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＣ３、ＲＢＰ４
、ハプトグロビン）のパネルのタンパク質レベルを統計的に評価して、このパネルに基づ
き、試料の子癇前症スコアに対する各ポリペプチドの寄与をどのように加重するかを決定
した。
【０１１１】
　ランダムフォレストアルゴリズムを使用して、ハプトグロビンレベルは、最も有意でな
いと決定され；ＲＢＰ４レベルは、ハプトグロビンよりも約２倍有意であると決定され；
ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１およびＡｐｏＣ３レベルは、ハプトグロビンよりも約６倍有意
であり、ＲＢＰ４よりも約３倍有意であると決定され；ピカチュリンレベルは、最も有意
である、すなわちハプトグロビンよりも約１５倍有意であり、ＲＢＰ４よりも約７．５倍
有意であり、ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１およびＡｐｏＣ３よりも約２．５倍有意であると
決定された（以下の表９を参照されたい）。
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【０１１２】
　したがって、ピカチュリン／ヘモペキシン／ＡｐｏＡ１／ＡｐｏＣ３／ＲＢＰ４／ハプ
トグロビンパネルを使用して子癇前症スコアを導くために、ピカチュリンレベルには約１
２～１６、例えば約１５の重みが割り当てられてもよく；ヘモペキシン、ＡｐｏＡ１、お
よびＡｐｏＣ３レベルには約４～８、例えば約６の重みが割り当てられてもよく；ＲＢＰ
４レベルには約２の重みが割り当てられてもよく；またハプトグロビンレベルには１以下
の重みが割り当てられてもよい。
【０１１３】
　上記は、単に本発明の原理を例示するものである。当業者は、本明細書に明示的に説明
または示されていないが、本発明の原理を具現化し、本発明の精神および範囲内に含まれ
る様々な構成を考案することができることが理解される。さらに、本明細書において列挙
される全ての例および条件的な言語は、読者が本発明の原理、および当該技術を発展させ
るための本発明者らにより寄与された概念を理解する上で役立つことを主に意図し、その
ように具体的に列挙された例および条件に限定されないように解釈されるべきである。さ
らに、本発明の原理、態様および実施形態ならびにその具体例を列挙する本明細書におけ
る全ての記述は、その構造的および機能的均等物の両方を包含することを意図する。加え
て、そのような均等物は、現在知られている均等物および将来開発される均等物、すなわ
ち構造とは無関係に同じ機能を実行する開発された任意の要素の両方を含むことが意図さ
れる。したがって、本発明の範囲は、本明細書において示され説明される例示的実施形態
に限定されるように意図されない。むしろ、本発明の範囲および精神は、添付の特許請求
の範囲により具体化される。
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