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(57)【要約】
妊娠可能ドナー由来の子宮内膜幹細胞を含む子宮内膜細胞の採取および子宮内膜機能障害
を患うホストへの子宮内膜細胞または組織の移植を含む、子宮内膜機能障害を処置する方
法が記載される。特定の実施形態では、本方法は、移植前の遺伝子改変、組織培養または
子宮内膜細胞の凍結保存を含む。種々の態様では、子宮内膜細胞は、妊娠可能性が最も高
い期間に採取され、今後の自家移植のために保管される。本発明は、子宮内膜機能障害お
よび子宮内膜関連不妊症を評価および処置するための方法およびシステムに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　子宮内膜の機能および受精能を増強するための方法であって、
　　ドナーから子宮内膜幹細胞を得るステップ、および
　　前記子宮内膜幹細胞を宿主子宮に移植するステップ
を含む方法。
【請求項２】
　前記ドナーが、宿主でもある、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記子宮内膜幹細胞を凍結保存するステップをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記子宮内膜幹細胞が、前記ドナーの出産後５年の期間内に得られる、請求項１に記載
の方法。
【請求項５】
　前記子宮内膜幹細胞が、子宮内膜生検により得られる、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記子宮内膜幹細胞が、月経液から単離することにより得られる、請求項１に記載の方
法。
【請求項７】
　前記子宮内膜幹細胞が、前記宿主の子宮周期の増殖期中に移植される、請求項１に記載
の方法。
【請求項９】
　前記移植ステップが、
　前記子宮内膜幹細胞を、前記宿主子宮の子宮内膜内に注射することをさらに含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項１０】
　移植前に前記子宮内膜幹細胞を遺伝子改変するステップをさらに含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項１１】
　前記遺伝子改変が、クラスターを形成し規則正しい間隔を持つ短いパリンドロームリピ
ート（ＣＲＩＳＰＲ）ヌクレアーゼを使用することを含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記遺伝子改変が、子宮内膜受容性に関連するタンパク質の発現を増大させることを含
む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　子宮内膜の機能について前記ドナーをスクリーニングするステップをさらに含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記ドナーおよび前記宿主をＨＬＡマッチングするステップをさらに含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項１５】
　前記子宮内膜幹細胞を治療化合物に曝露させるステップをさらに含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項１６】
　前記移植ステップの前に、前記子宮内膜幹細胞から子宮内膜組織を培養するステップを
さらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記移植ステップの前に、前記子宮内膜幹細胞を分化させるステップをさらに含む、請
求項１に記載の方法。
【請求項１８】
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　分化させた細胞を治療化合物に曝露させるステップをさらに含む、請求項１７に記載の
方法。
【請求項１９】
　子宮内膜の機能および受精能を増強するための方法であって、
　　個体から子宮内膜組織を得るステップ、
　　前記子宮内膜組織をするステップ、および
　　前記子宮内膜組織を前記個体に移植するステップ
を含む方法。
【請求項２０】
　前記遺伝子改変が、クラスターを形成し規則正しい間隔を持つ短いパリンドロームリピ
ート（ＣＲＩＳＰＲ）ヌクレアーゼを使用することを含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記遺伝子改変が、子宮内膜受容性に関連するタンパク質の発現を増大させることを含
む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　前記子宮内膜組織を治療化合物に曝露させるステップをさらに含む、請求項１９に記載
の方法。
【請求項２３】
　子宮内膜の機能および受精能を増強するための方法であって、
　　個体から子宮内膜組織を得るステップ、
　　前記子宮内膜組織を凍結保存するステップ、および
　　前記子宮内膜組織を前記個体に移植するステップ
を含む方法。
【請求項２４】
　前記子宮内膜組織が、前記個体の出産後５年の期間内に得られる、請求項２３に記載の
方法。
【請求項２５】
　前記子宮内膜組織を治療化合物に曝露させるステップをさらに含む、請求項２３に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　本願は、２０１５年７月１７日に出願され、その全体が参照として援用される米国仮出
願第６２／１９３，９０３号に対する優先権および利益を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　米国疾病予防センターによれば、米国内で、１５～４４歳の間の女性６７０万人（およ
そ１０．９％）が、生殖能障害、または妊娠し、出産予定日までベビーをはらむ能力の障
害を患っている。Ｃｈａｎｄｒａ　Ａ、Ｃｏｐｅｎ　ＣＥ、Ｓｔｅｐｈｅｎ　ＥＨ、Ｉｎ
ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　ｉｍｐａｉｒｅｄ　ｆｅｃｕｎｄｉｔｙ　ｉｎ　ｔｈｅ　
Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ，１９８２－２０１０：Ｄａｔａ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｎａ
ｔｉｏｎａｌ　Ｓｕｒｖｅｙ　ｏｆ　Ｆａｍｉｌｙ　Ｇｒｏｗｔｈ、Ｎａｔｉｏｎａｌ　
ｈｅａｌｔｈ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ　ｒｅｐｏｒｔｓ、６７号、Ｈｙａｔｔｓｖｉｌｌ
ｅ、ＭＤ：Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｔａｔｉｓｔｉ
ｃｓ、２０１３年を参照されたい。多くの女性にとって、不妊は、胚の子宮への着床付着
に関する問題を伴う。着床は、胚の質、および子宮内膜（子宮の内層）が胚を受け容れる
能力の両方に依存する。子宮内膜は、２つの層：子宮腔に最も近い機能層および機能層下
の基底層からなる。機能層は、月経中に完全に脱落するまで、各月経周期中に増殖する。
【０００３】
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　子宮内膜が胚を受容するための準備状態にあることは、子宮内膜受容性と呼ばれる。子
宮内膜受容性は、超音波スキャンにより、子宮内膜生検により、または遺伝子発現レベル
などの生化学マーカーの分析により評価することができる。Ｂｏｎｉｌｌａ－Ｍｕｓｏｌ
ｅｓら、Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　ｒｅｃｅｐｔｉｖｉｔｙ：　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　
ｗｉｔｈ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ、Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　Ｑ．、２０１３年３月；２９
巻（１号）：３～２０頁；Ｇｏｍｅｚら、Ｈｕｍａｎ　Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　Ｔｒａ
ｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ：　Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
　Ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ　Ｐｅｒｓｐｅｃｔ　
Ｍｅｄ．、２０１５年３月２７日；Ｒｕｉｚ－Ａｌｏｎｓｏら、Ｔｈｅ　ｇｅｎｏｍｉｃ
ｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ、Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ　Ａｃｔａ．、２０１２年１２月；１８２２巻（１２号）：１９３１～４２頁；Ｇａ
ｒｒｉｄｏ－Ｇｏｍｅｚら、Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅ　ｓｉｇｎａｔｕｒ
ｅ　ｏｆ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　ｒｅｃｅｐｔｉｖｉｔｙ：　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｒ
ｅｓｕｌｔｓ、Ｆｅｒｔｉｌ　Ｓｔｅｒｉｌ．、２０１３年３月１５日；９９巻（４号）
：１０７８～８５頁；Ｅｌｎａｓｈａｒら、Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　Ｒｅｃｅｐｔｉｖ
ｉｔｙ、Ｍｉｄｄｌｅ　Ｅａｓｔ　Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　Ｊｏｕｒｎａ
ｌ、９巻、１号、２００４年、１０～２４頁を参照されたい。これら文献の各々の内容は
、それらの全体が本明細書に組み込まれる。
【０００４】
　採胚、保管、および準備に着目し、胚移植手順を継続して改良するための研究がなされ
ているが、有力候補での体外受精（ＩＶＦ）成功率は、依然として５０％程度に留まって
いる。子宮内膜の機能および受容性は、妊娠成立の主要な制限因子であることが明らかに
なっている。子宮内膜受容性は、いくつかの因子により負の影響を受け、子宮内膜機能障
害および難治性着床不全（ＲＩＦ）に結び付く場合がある。Ｓｔｒｏｗｉｔｚｋｉら、Ｔ
ｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ　ａｓ　ａ　ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ－ｄｅｔｅ
ｒｍｉｎｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒ、Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｕｐｄａｔｅ
、１２巻、５号、６１７～６３０頁、２００６年；Ｓｉｍｏｎら、Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
　ａｎｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｒｅｐｅａｔｅｄ　ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　
ｆａｉｌｕｒｅ　（ＲＩＦ）、Ｊ　Ａｓｓｉｓｔ　Ｒｅｐｒｏｄ　Ｇｅｎｅｔ（２０１２
年）２９巻：１２２７～１２３９頁を参照されたい。これら文献の各々の内容は、それら
の全体が本明細書に組み込まれる。公知の処置方法としては、ホルモン制限、遺伝子およ
びタンパク質治療が挙げられるが、それらは、広く受け入れられていないか、または成功
するまでに至っていない。同上。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｃｈａｎｄｒａ　Ａ、Ｃｏｐｅｎ　ＣＥ、Ｓｔｅｐｈｅｎ　ＥＨ、Ｉｎ
ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　ｉｍｐａｉｒｅｄ　ｆｅｃｕｎｄｉｔｙ　ｉｎ　ｔｈｅ　
Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ，１９８２－２０１０：Ｄａｔａ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｎａ
ｔｉｏｎａｌ　Ｓｕｒｖｅｙ　ｏｆ　Ｆａｍｉｌｙ　Ｇｒｏｗｔｈ、Ｎａｔｉｏｎａｌ　
ｈｅａｌｔｈ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ　ｒｅｐｏｒｔｓ、６７号、Ｈｙａｔｔｓｖｉｌｌ
ｅ、ＭＤ：Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｔａｔｉｓｔｉ
ｃｓ、２０１３年
【非特許文献２】Ｂｏｎｉｌｌａ－Ｍｕｓｏｌｅｓら、Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　ｒｅｃ
ｅｐｔｉｖｉｔｙ：　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ、Ｕｌｔ
ｒａｓｏｕｎｄ　Ｑ．、２０１３年３月；２９巻（１号）：３～２０頁
【非特許文献３】Ｇｏｍｅｚら、Ｈｕｍａｎ　Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　Ｔｒａｎｓｃｒ
ｉｐｔｏｍｉｃｓ：　Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｉｍｐ
ｌａｎｔａｔｉｏｎ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ　Ｐｅｒｓｐｅｃｔ　Ｍｅｄ．
、２０１５年３月２７日
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【非特許文献４】Ｒｕｉｚ－Ａｌｏｎｓｏら、Ｔｈｅ　ｇｅｎｏｍｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ、Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ．
、２０１２年１２月；１８２２巻（１２号）：１９３１～４２頁
【非特許文献５】Ｇａｒｒｉｄｏ－Ｇｏｍｅｚら、Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　ｔｈｅ　ｇｅｎ
ｅ　ｓｉｇｎａｔｕｒｅ　ｏｆ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　ｒｅｃｅｐｔｉｖｉｔｙ：　
ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ、Ｆｅｒｔｉｌ　Ｓｔｅｒｉｌ．、２０１３年３月１
５日；９９巻（４号）：１０７８～８５頁
【非特許文献６】Ｅｌｎａｓｈａｒら、Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　Ｒｅｃｅｐｔｉｖｉｔ
ｙ、Ｍｉｄｄｌｅ　Ｅａｓｔ　Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　Ｊｏｕｒｎａｌ、
９巻、１号、２００４年、１０～２４頁
【非特許文献７】Ｓｔｒｏｗｉｔｚｋｉら、Ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕ
ｍ　ａｓ　ａ　ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ－ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒ、Ｈｕｍａ
ｎ　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｕｐｄａｔｅ、１２巻、５号、６１７～６３０頁、２０
０６年
【非特許文献８】Ｓｉｍｏｎら、Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　
ｏｆ　ｒｅｐｅａｔｅｄ　ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｆａｉｌｕｒｅ　（ＲＩＦ）、Ｊ
　Ａｓｓｉｓｔ　Ｒｅｐｒｏｄ　Ｇｅｎｅｔ（２０１２年）２９巻：１２２７～１２３９
頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、子宮内膜機能障害および子宮内膜関連不妊症を評価および処置するための方
法およびシステムに関する。本発明の態様は、妊娠可能ドナーから子宮内膜細胞（例えば
、子宮内膜幹細胞（ＥｎＳＣ）または子宮内膜の基底層もしくは機能層に由来する組織）
を得るステップ、およびそれらを宿主に移植するステップを含む。子宮内膜細胞を、受精
能が高い時点で女性から回収し（例えば、女性が、生殖寿命の初期付近にある間、または
出産後数か月もしくは数年の間）、その後、後の時点でその女性の子宮内膜の増殖性また
は着床受容性が低下した際に、ドナーの子宮に戻して移植してもよい。子宮内膜細胞は、
子宮内膜生検によりドナーから得てもよく、または月経液から単離してもよく、後の使用
のために凍結保存してもよい。
【０００７】
　ある特定の実施形態では、子宮内膜細胞を、採胚と同時に収集し、将来のＩＶＦ手順で
使用するために、胚と共に凍結または凍結保存してもよい。子宮内膜細胞を収集および保
管する理由は様々であってもよく、理由としては、女性が出産を遅らせることを望む場合
、または女性に子宮内膜疾患もしくは子宮疾患のリスクがある場合、または女性が子宮内
膜に負の影響を及ぼし得る処置を受けようとしている場合が挙げられる。本発明によると
、子宮内膜組織または細胞は、例えば、上述のように自己由来であってもよく、または同
種異系であってもよく、移植は、ドナーからの採取と時間的に接近していてもよい。
【０００８】
　採取後、子宮内膜組織または細胞をそのまま移植してもよく、遺伝子改変に供してもよ
く、または培養して組織として、グラフトしてもよい。ある特定の自己由来の実施形態で
は、特にドナー／レシピエントが、遺伝的関連性を有する子宮内膜機能障害を患っている
場合では、子宮内膜細胞は、様々な子宮内膜細胞機能を回復または増強するために、ウイ
ルス媒介性もしくはリポソーム媒介性トランスフェクションを使用するか、またはＣＲＩ
ＳＰＲ／Ｃａｓ系を使用する遺伝子治療に供してもよい。
【０００９】
　採取および移植のタイミングは、それぞれドナーおよび宿主の子宮周期の期によっても
よい。例えば、子宮内膜組織は、胚移植前に宿主の子宮内膜の機能層増殖を促進するため
に、宿主の増殖期中、月経終了の数日以内に移植してもよい。
【００１０】
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　本発明の態様は、子宮内膜機能障害を処置するための方法を含む。方法のステップは、
ドナーから子宮内膜幹細胞を得ること、および子宮内膜幹細胞を宿主子宮に移植すること
を含む。ある特定の実施形態では、ドナーは、宿主であってもよい。本発明の方法は、子
宮内膜幹細胞を凍結保存することを含んでいてもよい。
【００１１】
　子宮内膜幹細胞は、ドナーの出産後５年の期間内に得てもよい。
【００１２】
　子宮内膜幹細胞は、子宮内膜生検により得てもよく、または月経液から単離してもよい
。ある特定の実施形態では、子宮内膜幹細胞は、宿主の子宮周期の増殖期中に移植しても
よい。本発明の方法は、子宮内膜幹細胞を宿主子宮の子宮内膜内に注射することを含んで
いてもよい。ある特定の方法は、移植前に子宮内膜幹細胞を遺伝子改変することを含んで
いてもよい。遺伝子改変は、クラスターを形成し規則正しい間隔を持つ短いパリンドロー
ムリピート（ＣＲＩＳＰＲ、ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ　ｒｅｇｕｌａｒｌｙ　ｉｎｔｅｒｓｐ
ａｃｅｄ　ｓｈｏｒｔ　ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ　ｒｅｐｅａｔ）ヌクレアーゼを使用す
ることを含んでいてもよく、または子宮内膜受容性に関連するタンパク質の発現を増大さ
せることを含んでいてもよい。方法は、子宮内膜の機能についてドナーをスクリーニング
すること、またはドナーおよび宿主をＨＬＡマッチングすることを含んでいてもよい。
【００１３】
　本発明のある特定の態様は、子宮内膜機能障害を処置するための方法であって、個体か
ら子宮内膜組織を得るステップ、子宮内膜組織を遺伝子改変するステップ、および子宮内
膜組織を個体に移植するステップを含む方法に関する。遺伝子改変は、クラスターを形成
し規則正しい間隔を持つ短いパリンドロームリピート（ＣＲＩＳＰＲ）ヌクレアーゼを使
用することを含んでいてもよい。ある特定の実施形態では、遺伝子改変は、子宮内膜受容
性に関連するタンパク質の発現を増大させることを含む。
【００１４】
　種々の態様では、本発明の方法は、子宮内膜機能障害を処置するための方法を含む。方
法のステップは、個体から子宮内膜組織を得ること、子宮内膜組織を凍結保存すること、
および子宮内膜組織を個体に移植することを含む。子宮内膜組織は、個体の出産後５年の
期間内に得てもよい。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】図１は、本発明の方法の概略図を提供する。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明の方法およびシステムは、概して、子宮内膜機能障害および子宮内膜関連不妊症
の評価および処置に関する。子宮内膜組織または幹細胞を、ドナーから得て、子宮内膜の
増殖および受容性を促進するためにＩＶＦでの胚移植または自然受精の前に、子宮内膜機
能障害を患っている宿主に移植してもよい。子宮内膜細胞は、生検により得てもよく、月
経液から単離してもよく、将来の移植のために単独でまたは採取した胚と共に凍結保存で
保管してもよい。子宮内膜細胞を、採取後に改変して、移植前に遺伝子欠陥を修正するか
または選択した子宮内膜の機能を増強してもよい。ある特定の実施形態では、子宮内膜細
胞を女性から収集し、保管するか、または同じ女性の子宮に再導入する前に改変して、健
康で自己由来の子宮内膜細胞の保存が、以降の人生でまたは子宮内膜の機能に影響を及ぼ
す事象後に子宮内膜を再構築することを可能にしてもよい。
【００１７】
　本発明の方法は、宿主から子宮内膜組織または子宮内膜幹細胞（ＥｎＳＣ）を得るステ
ップを含む。細胞は、任意の臨床的に許容される様式で収集することができる。組織は、
例えばヒトまたは他の哺乳動物に由来する連結された細胞および／または細胞外マトリッ
クス材料の塊であり、細胞および／または組織に関連する連結材料および液体材料を含む
。子宮内膜細胞は、微細針吸引組織または生検組織の形態で得ることができる。細胞は、



(7) JP 2018-525356 A 2018.9.6

10

20

30

40

50

細胞培養培地などの培地に懸濁または保管することができる。子宮内膜組織は、子宮周期
の様々な時点で得ることができる。
【００１８】
　図１には、本発明の方法の例示的な実施形態が示されている。子宮内膜細胞をドナー１
０１から得、その後宿主１０９に移植してもよい。子宮内膜細胞は、任意選択で、移植１
０９の前に、例えばゲノム編集により改変１０７してもよく、保管してもよく（例えば、
凍結保存）、または培養もしくは操作１０３して組織にしてもよい。任意選択のステップ
は、任意の組合せおよび順序で実施してもよく、例えば、細胞は、保管の前にまたは後で
改変または培養して組織にしてもよい。
【００１９】
　採取する前に、子宮内膜細胞の健康および宿主との適合性を決定するために、ドナーを
、血液分析、免疫学的分析、または核酸分析を含むスクリーニングにかけてもよい。例え
ば、ドナーおよび宿主を、骨髄または他の幹細胞の移植技法で行われるように、ＨＬＡマ
ッチングしてもよい。Ｐｅｔｅｒｓｄｏｒｆ、ＨＬＡ　ｍａｔｃｈｉｎｇ　ｉｎ　ａｌｌ
ｏｇｅｎｅｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ、Ｃｕｒｒ　Ｏ
ｐｉｎ　Ｈｅｍａｔｏｌ．、２００４年１１月；１１巻（６号）：３８６～９１頁を参照
されたい。この文献はその全体が本明細書に組み込まれる。ある場合には、ＨＬＡ型判定
を使用して、拒絶またはドナー対宿主疾患を回避するためのある特定のマーカーはマッチ
していてもよいが、着床および難治性着床不全に関連する他のマーカーは異なっていても
よい移植用の細胞を識別することができる。Ｓｉｍｏｎら、Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ａｎ
ｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｒｅｐｅａｔｅｄ　ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｆａｉ
ｌｕｒｅ　（ＲＩＦ）、Ｊ　Ａｓｓｉｓｔ　Ｒｅｐｒｏｄ　Ｇｅｎｅｔ（２０１２年）２
９巻：１２２７～１２３９頁を参照されたい。この文献はその全体が本明細書に組み込ま
れる。かなりの割合の宿主子宮内膜組織が、骨髄移植後にドナーのＨＬＡ型を保有するこ
とが判明しており、子宮内膜細胞移植が、宿主子宮内膜の遺伝構造をも変更する場合があ
ることが示されている。Ｔａｌｙｏｒ、Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　Ｃｅｌｌｓ　Ｄｅｒｉ
ｖｅｄ　Ｆｒｏｍ　Ｄｏｎｏｒ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　Ｂｏｎｅ　Ｍａｒｒｏｗ
　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ　Ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ、ＪＡＭＡ．、２００４年７月７日；２
９２巻（１号）：８１～５頁を参照されたい。
　採取
【００２０】
　子宮内膜幹細胞は、例えば、子宮摘出、診断掻爬、経血、および妊娠一期脱落膜でドナ
ーから単離してもよい。Ｇａｒｇｅｔｔら、Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｕｌｔｕｒ
ｅ　ｏｆ　Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　Ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ　ａｎｄ　Ｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　ｆｒｏｍ　Ｈｕｍａｎ　Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ、ＢＩ
ＯＬＯＧＹ　ＯＦ　ＲＥＰＲＯＤＵＣＴＩＯＮ、８０巻、１１３６～１１４５頁（２００
９年）；Ｘｉａｏｌｏｎｇら、Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ　ｃ
ｅｌｌｓ：　Ａ　ｎｏｖｅｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ、Ｊ　Ｔｒａ
ｎｓｌ　Ｍｅｄ．、２００７年、５巻：５７頁；Ｌｉｎら、Ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ　ｏｆ
　ｈｕｍａｎ　ｍｅｎｓｔｒｕａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｄｅｒｉｖｅ
ｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ、Ｊ　Ｚｈｅｊｉａｎｇ　Ｕｎｉｖ　Ｓ
ｃｉ　Ｂ．、２０１１年５月；１２巻（５号）：３７２～３８０頁を参照されたい。これ
ら文献の各々の内容は、それらの全体が本明細書に組み込まれる。
【００２１】
　ある特定の実施形態では、子宮内膜幹細胞は、例えば、Ｘｉａｏｌｏｎｇら、２００７
年に記載の技法を使用して、月経液から単離してもよい。あるいは、子宮内膜幹細胞は、
例えば生検により得られる子宮内膜組織（Ｇａｒｇｅｔｔら、２００９年を参照）から単
離してもよい。ある特定の実施形態では、基底層または機能層子宮内膜組織などの子宮内
膜組織全体をドナーから取り出し、宿主に移植してもよい。Ｇｒｕｎｂｅｒｇｅｒ，　Ｖ
、Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｓ
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、Ｇｅｂｕｒｔｓｈｉｌｆｅ　Ｆｒａｕｅｎｈｅｉｌｋｄ、１９６９年５月；２９巻（５
号）：４７８～８１頁を参照されたい。この文献はその全体が本明細書に組み込まれる。
【００２２】
　ある特定の実施形態では、子宮内膜細胞は、ドナーの子宮周期の特定の期中にドナーか
ら採取してもよい。子宮内膜組織を統御する子宮周期は、いくつかの異なる期を有する。
異なる期は、ホルモンの変化により統御される。したがって、期は人によって様々である
。子宮周期は、月経期（ｍｅｎｓｔｒｕａｌ　ｐｈａｓｅ）または月経期（ｍｅｎｓｔｒ
ｕａｔｉｏｎ　ｐｈａｓｅ）と共に始まる。月経期とは、子宮内膜が月経流として脱落す
る期である。月経液は、頚部および膣から流れ出す。月経流の１日目を、月経周期の１日
目と定義する。月経期は、約３～７日間にわたり持続する。月経期の間、脳下垂体は、卵
胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）を分泌し始める。ＦＳＨの上昇は、増殖期（卵胞期）を誘発す
る。子宮内膜細胞は、生検により得る場合、例えば、増殖期中に採取してもよい。月経液
からの採取が月経期中に行われるのは自明であろう。
　保管
【００２３】
　種々の実施形態では、子宮内膜細胞または組織は、下記に記載のように改変もしくは培
養されるか、または単にドナーから採取されるかにかかわりなく、保管することができる
。特に、自己移植の場合、細胞は、将来の子宮内膜機能障害の場合に将来使用するために
個体から採取して預託してもよく、または例えば年齢もしくは疾患処置に関する膜機能障
害に備えて採取してもよい。子宮内膜細胞は、受精能が増加する期間中に、例えば、妊娠
の１、２、３、４、５、もしくは６年以内に、または女性の生殖寿命の最初の数年中に（
思春期または定期的排卵が始まってから）、ドナーから収集してもよい。子宮内膜細胞は
、卵巣組織、胚、および卵母細胞の保存に使用されるような凍結保存などの公知の方法を
使用して保管することができる。Ｏｋｔａｙら、２００８年１１月、Ｏｖａｒｉａｎ　ｃ
ｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　
ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ　ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｍｅｄｉｃａｌ　ｉｎｄｉｃ
ａｔｉｏｎｓ：　ｒｅｐｏｒｔ　ｏｆ　ａｎ　ｏｎｇｏｉｎｇ　ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ、
Ｆｅｒｔｉｌ．　Ｓｔｅｒｉｌ．、９３巻（３号）：７６２～８頁；Ｅｄｇａｒら、２０
１２年、Ａ　ｃｒｉｔｉｃａｌ　ａｐｐｒａｉｓａｌ　ｏｆ　ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａ
ｔｉｏｎ　（ｓｌｏｗ　ｃｏｏｌｉｎｇ　ｖｅｒｓｕｓ　ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）
　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｏｏｃｙｔｅｓ　ａｎｄ　ｅｍｂｒｙｏｓ、Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｐｒ
ｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｕｐｄａｔｅ、１８巻（５号）：５３６頁；Ｋｏｐｅｉｋａら、２０
１４年、Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈ
ｅ　ｇｅｎｏｍｅ　ｏｆ　ｇａｍｅｔｅｓ　ａｎｄ　ｅｍｂｒｙｏｓ：　ｐｒｉｎｃｉｐ
ｌｅｓ　ｏｆ　ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｃｒｉｔｉｃａｌ　ａｐｐｒａｉｓａ
ｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｖｉｄｅｎｃｅ、Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｕｐｄ
ａｔｅ、２１巻（２号）：２０９～２２７頁を参照されたい。これら文献の各々の内容は
、それらの全体が本明細書に組み込まれる。
　改変
【００２４】
　宿主から子宮内膜幹細胞または組織を採取した後だが、移植する前に、様々な公知の技
法により材料を遺伝子改変して、遺伝子欠陥を修正するか、または子宮内膜移植後の増殖
もしくは受容性を増強してもよい。例えば、子宮内膜細胞を改変して、ＰＴＥＮなどの子
宮内膜がんに関連する遺伝子の突然変異を修復してもよい。子宮内膜がんに関連するさら
なる遺伝子は、Ｏｋｕｄａら、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　Ｃａ
ｎｃｅｒｓ、Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　Ｉｎｔｅｒｎａｔ
ｉｏｎａｌ、２０１０巻、論文ＩＤ９８４０１３、全８頁、２０１０年を参照されたい。
この文献は、その全体が本明細書に組み込まれる。子宮内膜細胞を改変して、Ｋａｏら、
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　ｏｆ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ　ｆｒｏｍ
　ｗｏｍｅｎ　ｗｉｔｈ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ　ｒｅｖｅａｌｓ　ｃａｎｄｉｄ
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ａｔｅ　ｇｅｎｅｓ　ｆｏｒ　ｄｉｓｅａｓｅ－ｂａｓｅｄ　ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
　ｆａｉｌｕｒｅ　ａｎｄ　ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ、Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ．、
２００３年７月；１４４巻（７号）：２８７０～８１頁に記載されているものなどの子宮
内膜症関連遺伝子の発現を変化させてもよい。この文献は、その全体が本明細書に組み込
まれる。下記は、その発現レベルが子宮内膜症と有意に相関する遺伝子のリストである：
ＣＣＬ３Ｌ１、ＣＣＬ３、ＦＡＭ１８０Ａ、ＴＨＢＳ２、ＰＤＧＦＲＬ、ＦＮ１、ＣＬＥ
１１Ａ、ＣＣＮＡ２、ＫＩＦ２０Ａ、ＢＵＢ１Ｂ、ＨＳＤ１７Ｂ６、ＨＳＤ１１Ｂ１、Ｃ
７、Ｃ３、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ１２、ＣＸＣＬ１３、ＰＤＧＦＣ、ＣＸＣＬ１４、ＡＣ
ＴＡ２、ＴＡＧＬＮ、およびＳＯＲＢＳ１。増殖期中に脱制御される子宮内膜症関連遺伝
子としては、ＣＣＮＡ２、ＫＩＦ２０Ａ、ＢＵＢ１Ｂが挙げられる。増殖期中に上方制御
される子宮内膜症関連遺伝子としては、ＨＳＤ１７Ｂ６、ＨＳＤ１１Ｂ１、Ｃ７、Ｃ３、
ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ１２、ＣＸＣＬ１４が挙げられる。初期分泌期中に脱制御される子
宮内膜症関連遺伝子としては、ＣＸＣＬ１３が挙げられる。初期分泌期中に上方制御され
る子宮内膜症関連遺伝子としては、ＣＣＮＡ２、ＫＩＦ２０Ａ、ＢＵＢ１Ｂが挙げられる
。中期から後期の分泌期中に上方制御される子宮内膜症関連遺伝子としては、ＡＣＴＡ２
、ＴＡＧＬＮ、およびＳＯＲＢＳ１が挙げられる。期特異的子宮内膜症関連遺伝子は、以
下の文献にも記載されている：Ｈａｗｋｉｎｓ，　Ｓｈａｎｎｏｎ　Ｍ．ら、「Ｆｕｎｃ
ｔｉｏｎａｌ　ｍｉｃｒｏＲＮＡ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉ
ｓ．」、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ、２５巻、５号（２０１１年
）：８２１～８３２頁；Ｓｈａ，　Ｇ．ら、「Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ　ｅｘｐｒ
ｅｓｓｅｄ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　ｅｎｄｏｔｈｅ
ｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　ｅｕｔｏｐｉｃ　ｅｎｄｏｍｅｔｒ
ｉｕｍ　ｏｆ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ　ｃｏｍｐａ
ｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｏｓｅ　ｆｒｏｍ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ｅｎｄ
ｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ．」、Ｈｕｍａｎ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ、２２巻、１２号（
２００７年）：３１５９～３１６９頁；Ｂｕｒｎｅｙ，　Ｒｉｃｈａｒｄ　Ｏ．ら、「Ｇ
ｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ　ｒ
ｅｖｅａｌｓ　ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ａｎｄ　ｃａｎｄｉ
ｄａｔｅ　ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｗｏｍｅｎ　ｗｉｔｈ　
ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ．」、Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ、１４８巻、８号（２０
０７年）：３８１４～３８２６頁；Ｃｒｉｓｐｉ，　Ｓｔｅｆａｎｉａら、「Ｔｒａｎｓ
ｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　ｏｆ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ　ｔｉ
ｓｓｕｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ　ｇｅｎｅｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｔｏ　ｏｒｇａｎｏ
ｇｅｎｅｓｉｓ　ｄｅｆｅｃｔｓ．」、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｈ
ｙｓｉｏｌｏｇｙ、２２８巻、９号（２０１３年）：１９２７～１９３４頁；Ｅｙｓｔｅ
ｒ，　Ｋａｔｈｌｅｅｎ　Ｍ．ら、「Ｗｈｏｌｅ　ｇｅｎｏｍｅ　ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎ
ｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｅｃｔｏｐｉｃ　ｖｅｒｓｕｓ　ｅｕｔｏｐｉｃ　ｅｎｄ
ｏｍｅｔｒｉｕｍ．」、Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ、８８巻、６
号（２００７年）：１５０５～１５３３頁；Ｈｅｖｅｒ，　Ａｎｉｋｏら、「Ｈｕｍａｎ
　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ　ｉｓ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｐｌａｓｍａ
　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｂ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔ
ｅ　ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ．」、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎ
ａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、１０４巻、３０号（２００７年）：１
２４５１～１２４５６頁；Ｈｕｌｌ，　Ｍ．　Ｌｏｕｉｓｅら、「Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａ
ｌ－ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ｄｕｒｉｎｇ　ｅｎｄｏｍｅｔ
ｒｉｏｔｉｃ　ｌｅｓｉｏｎ　ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ．」、Ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃ
ａｎ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｐａｔｈｏｌｏｇｙ、１７３巻、３号（２００８年）：７
００～７１５頁；Ｔａｌｂｉ，　Ｓ．ら、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎ
ｇ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ　ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｓ　ｍｅｎ
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ｓｔｒｕａｌ　ｃｙｃｌｅ　ｐｈａｓｅｓ　ａｎｄ　ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ　ｂｉｏｌｏ
ｇｉｃａｌ　ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ　ｉｎ　ｎｏｒｍｏ－ｏｖｕｌａｔｏｒｙ　ｗｏｍｅｎ
．」、Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ、１４７巻、３号（２００６年）：１０９７～１１２
１頁。
【００２５】
　ある特定の実施形態では、子宮内膜細胞を遺伝子改変して、ＨＯＸＡ１０、ＬＩＦ、Ｉ
Ｌ－６、ＭＦＡＰ５、ＡＮＧＰＴＬ１、ＥＧ－ＶＥＧＦ、ＮＬＦ２などのタンパク質の発
現を変更してもよい。Ｓｔｒｏｗｉｔｚｋｉら、２００６年；Ｍａｒｔｉｎら、Ｈｕｍａ
ｎ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　ｒｅｃｅｐｔｉｖｉｔｙ：　ｇｅｎｅ　ｒｅｇｕｌａｔｉ
ｏｎ、Ｊ　Ｒｅｐｒｏｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、２００２年５月～６月；５５巻（１～２号
）：１３１～９頁；Ｒｉｅｓｅｗｉｊｋら、Ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｆ
ｉｌｉｎｇ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　ｒｅｃｅｐｔｉｖｉｔｙ　ｏ
ｎ　ｄａｙｓ　ＬＨ＋２　ｖｅｒｓｕｓ　ＬＨ＋７　ｂｙ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ、９巻
、５号、２５３～２６４頁、２００３年；Ｈａｏｚｉら、Ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏ
ｎ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　ｒｅｃｅｐｔｉｖｉ
ｔｙ：　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｎａｔｕｒａｌ　ａｎｄ　ｓｔｉｍｕ
ｌａｔｅｄ　ｃｙｃｌｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｐａｔｉｅｎｔｓ、Ｈｕｍ　Ｒ
ｅｐｒｏｄ．、２００９年６月；２４巻（６号）：１４３６～１４４５頁を参照されたい
。これら文献の各々の内容は、それらの全体が本明細書に組み込まれる。
【００２６】
　ある特定の実施形態では、上述の手段のいずれかによりドナーから採取された子宮内膜
組織または細胞から核酸を抽出して、細胞の健康を決定するために、または子宮内膜機能
障害に関連する遺伝子欠陥もしくは突然変異を探索するために、配列決定または他の分析
を行ってもよい。種々の実施形態では、少量の子宮内膜組織または細胞を採取し、移植の
ためにさらなる細胞または組織を採取する前のスクリーニング手順の一部として分析して
もよい。
【００２７】
　核酸は、当技術分野で公知の方法により子宮内膜試料から抽出することができる。例え
ば、その内容が参照によりその全体において本明細書に組み込まれる、Ｍａｎｉａｔｉｓ
ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．、２８０～２８１頁、１９８２年を
参照されたい。ある特定の実施形態では、ゲノム試料を被験体（宿主、ドナーまたは潜在
的ドナー）から回収するのに続き、例えば、目的の子宮内膜に関連する遺伝子または子宮
内膜に関連する遺伝子断片を含むヌクレオチドアレイとのハイブリダイゼーションにより
、目的の遺伝子領域または遺伝子断片について富化する。試料は、ハイブリッド捕捉など
、当技術分野で公知の方法を使用して、目的の遺伝子（例えば、子宮内膜関連遺伝子）に
ついて富化することができる。例えば、その内容が参照によりその全体において本明細書
に組み込まれる、Ｌａｐｉｄｕｓ（米国特許第７，６６６，５９３号）を参照されたい。
【００２８】
　子宮内膜試料から抽出された核酸は、配列決定または発現分析または転写分析を含むい
くつかの手段により分析することができる。
【００２９】
　抽出した核酸を、分析前に増幅してもよい。増幅方法としては、例えば、単一標的核酸
の増幅および多重増幅（複数の標的核酸の同時増幅）が挙げられる。増幅は、核酸配列の
さらなるコピーの産生を指し、一般的に、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）または当技術
分野で周知の他の技術を使用して実施される（例えば、ＤｉｅｆｆｅｎｂａｃｈおよびＤ
ｖｅｋｓｌｅｒ、ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ，　ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、
１９９５年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、プレーンビュー、ニ
ューヨーク州）。増幅反応は、ポリメラーゼ連鎖反応、ネステッドポリメラーゼ連鎖反応
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、ポリメラーゼ連鎖反応一本鎖高次構造多型、リガーゼ連鎖反応（Ｂａｒａｎｙ，　Ｆ．
、Ｇｅｎｏｍｅ　ｒｅｓｅａｒｃｈ、１巻：５～１６頁（１９９１年）；Ｂａｒａｎｙ，
　Ｆ．、ＰＮＡＳ、８８巻：１８９～１９３頁（１９９１年）；米国特許第５，８６９，
２５２号；および米国特許第６，１００，０９９号）、鎖置換増幅および制限断片長多型
、転写に基づく増幅系、ローリングサークル増幅、ならびにハイパーブランチドローリン
グサークル増幅（ｈｙｐｅｒ－ｂｒａｎｃｈｅｄ　ｒｏｌｌｉｎｇ　ｃｉｒｃｌｅ　ａｍ
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）などの、当技術分野で公知の、核酸分子を増幅するいかなる増
幅反応であってもよい。使用することができる増幅技法のさらなる例としては、限定では
ないが、以下のものが挙げられる：定量ＰＣＲ、定量蛍光ＰＣＲ（ＱＦ－ＰＣＲ）、多重
蛍光ＰＣＲ（ＭＦ－ＰＣＲ）、リアルタイムＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）、シングルセルＰＣＲ
、制限断片長多型（ＰＣＲ－ＲＦＬＰ）、ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ、ホットスタートＰＣ
Ｒ、ｉｎ　ｓｉｔｕポロノニＰＣＲ、ｉｎ　ｓｉｔｕローリングサークル増幅（ＲＣＡ）
、ブリッジＰＣＲ、ピコタイターＰＣＲ（ｐｉｃｏｔｉｔｅｒ　ＰＣＲ）、およびエマル
ジョンＰＣＲ。他の好適な増幅方法としては、以下のものが挙げられる：転写増幅、自家
持続配列複製法、標的ポリヌクレオチド配列の選択的増幅、コンセンサス配列プライムポ
リメラーゼ連鎖反応（ＣＰ－ＰＣＲ、ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｐｒｉｍ
ｅｄ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、任意プライムポリメラ
ーゼ連鎖反応（ＡＰ－ＰＣＲ、ａｒｂｉｔｒａｒｉｌｙ　ｐｒｉｍｅｄ　ｐｏｌｙｍｅｒ
ａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、変性オリゴヌクレオチドプライマーＰＣＲ（
ＤＯＰ－ＰＣＲ、ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｐｒｉｍｅ
ｄ　ＰＣＲ）、および核酸に基づく配列増幅（ＮＡＢＳＡ、ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　
ｂａｓｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）。本明細書で使用するこ
とができる他の増幅方法としては、米国特許第５，２４２，７９４号；第５，４９４，８
１０号；第４，９８８，６１７号；および第６，５８２，９３８号に記載されているもの
が挙げられる。
【００３０】
　種々の態様では、本発明の方法は、個体の体細胞から単離された核酸サンプルの配列決
定、または循環無細胞核酸の配列決定に関する。配列決定は、当技術分野で公知の任意の
方法によるものであってもよい。ＤＮＡ配列決定技法としては、以下のものが挙げられる
：標識ターミネーターまたはプライマーおよびスラブまたはキャピラリーでのゲル分離が
使用される、古典的ジデオキシ配列決定反応（サンガー法）；可逆的に終端標識されたヌ
クレオチドが使用される、合成による配列決定（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｂｙ　ｓｙｎｔ
ｈｅｓｉｓ）；ピロシーケンス；４５４シーケンシング（４５４　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
）；Ｉｌｌｕｍｉｎａ／Ｓｏｌｅｘａ配列決定法；標識オリゴヌクレオチドプローブのラ
イブラリーとの対立遺伝子特異的ハイブリダイゼーション；標識クローンのライブラリー
との対立遺伝子特異的ハイブリダイゼーションおよびその後ライゲーションを使用した、
合成による配列決定；重合ステップ中の標識ヌクレオチドの組込みのリアルタイムモニタ
リング；ポロニー配列決定；ナノポアまたはナノチャネルによるトランスロケーション；
ナノポアまたはナノチャネルでのヌクレオチドの検出と組み合わせたＤＮＡの消化または
重合；ナノポアまたはナノチャネルに局在化されている鎖のヌクレオチドの光学的検出；
ならびにＳＯＬｉＤ配列決定法。分離された分子は、ポリメラーゼまたはリガーゼを使用
した連続したまたは単一の伸長反応により、ならびにプローブのライブラリーとの単一の
または連続した差別的ハイブリダイゼーションにより配列決定することができる。
【００３１】
　一部の実施形態では、配列決定技法（例えば、次世代配列決定技法）を使用して、１つ
または複数の捕捉標的（例えば、またはそれらの増幅産物）の部分を配列決定し、その配
列を使用して、存在する異なるバーコードの数を計数する。したがって、一部の実施形態
では、本発明の態様は、高度に多重化されたｑＰＣＲ反応に関する。
【００３２】
　使用することができる配列決定技法としては、例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ配列決定法が
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挙げられる。Ｉｌｌｕｍｉｎａ配列決定法は、ホールドバックＰＣＲ（ｆｏｌｄ－ｂａｃ
ｋ　ＰＣＲ）およびアンカープライマーを使用した、固体表面でのＤＮＡ増幅に基づく。
ＤＮＡを断片化し、断片の５’および３’末端にアダプターを付加する。フローセルチャ
ネルの表面に付着されているＤＮＡ断片が伸長され、ブリッジが増幅される。断片は二本
鎖になり、二本鎖分子を変性させる。固相増幅およびその後の変性の複数サイクルは、フ
ローセルの各チャネルで同じ鋳型の一本鎖ＤＮＡ分子のおよそ１，０００コピーの数百万
個のクラスターを生成することができる。プライマー、ＤＮＡポリメラーゼ、および４つ
のフルオロフォア標識可逆的終端ヌクレオチドを使用して、連続的配列決定が実施される
。ヌクレオチド組込み後、レーザーを使用してフルオロフォアを励起させ、画像を取り込
み、最初の塩基の同一性を記録する。組み込まれた塩基の各々から３’ターミネーターお
よびフルオロフォアを除去し、組込みステップ、検出ステップ、および識別ステップを繰
り返す。この技術による配列決定は、以下の文献に記載されている：米国特許第７，９６
０，１２０号；米国特許第７，８３５，８７１号；米国特許第７，２３２，６５６号；米
国特許第７，５９８，０３５号；米国特許第６，９１１，３４５号；米国特許第６，８３
３，２４６号；米国特許第６，８２８，１００号；米国特許第６，３０６，５９７号；米
国特許第６，２１０，８９１号；米国特許出願公開第２０１１／０００９２７８号；米国
特許出願公開第２００７／０１１４３６２号；米国特許出願公開第２００６／０２９２６
１１号；および米国特許出願公開第２００６／００２４６８１号。これらの文献の各々は
、それらの全体が参照により組み込まれる。
【００３３】
　配列決定は、複数の読取りを生成する。読取りは、一般的に、長さが約１５０塩基未満
または長さが約９０塩基未満のヌクレオチドデータの配列を含む。ある特定の実施形態で
は、読取りは、長さが約８０～約９０塩基の間、例えば約８５塩基である。一部の実施形
態では、これらは、非常に短い読取りであり、つまり長さが約５０未満または約３０塩基
未満である。
【００３４】
　提供される発明の方法で使用することができる配列決定技法としては、例えば、４５４
シーケンシングが挙げられる（４５４　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｒｏｃｈｅ　ｃｏ
ｍｐａｎｙ、ブランフォード、コネチカット州）（Ｍａｒｇｕｌｉｅｓ，　Ｍら、Ｎａｔ
ｕｒｅ、４３７巻：３７６～３８０頁（２００５年）；米国特許第５，５８３，０２４号
；米国特許第５，６７４，７１３号；および米国特許第５，７００，６７３号）。４５４
シーケンシングは、２つのステップを含む。第１のステップでは、ＤＮＡを、およそ３０
０～８００塩基対の断片に剪断し、断片を平滑末端化する。その後、オリゴヌクレオチド
アダプターを、断片の末端にライゲーションする。アダプターは、断片を増幅および配列
決定するためのプライマーの役目を果たす。断片は、ＤＮＡ捕捉ビーズ、例えば、５’－
ビオチンタグを含有するアダプターＢが使用されている、例えばストレプトアビジンコー
ティングビーズに付着させることができる。ビーズに付着させた断片を、油水エマルジョ
ンの液滴内でＰＣＲ増幅する。その結果、各ビーズでクローン的に増幅されたＤＮＡ断片
の複数コピーがもたらされる。第２のステップでは、ビーズをウェル（ピコリットルサイ
ズ）に捕捉する。各ＤＮＡ断片でピロシーケンスを同時に実施する。１つまたは複数のヌ
クレオチドの付加は、光シグナルを生成し、光シグナルは、配列決定装置のＣＣＤカメラ
により記録される。シグナルの強度は、組み込まれたヌクレオチドの数に比例する。ピロ
シーケンスでは、ヌクレオチド付加時に放出されるピロリン酸塩（ＰＰｉ）が使用される
。ＰＰｉは、アデノシン５’ホスホスルフェートの存在下でＡＴＰスルフリラーゼにより
ＡＴＰに変換される。ルシフェラーゼは、ＡＴＰを使用して、ルシフェリンをオキシルシ
フェリンに変換し、この反応により発生する光が、検出および分析される。
【００３５】
　提供される発明の方法で使用することができるＤＮＡ配列決定技法の別の例は、Ｌｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（カールズバッド、カリフォル
ニア州）のＡｐｐｌｉｅｄ　ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓによるＳＯＬｉＤ技術である。ＳＯＬ
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ｉＤ配列決定法では、ＤＮＡを断片に剪断して、断片の５’および３’末端にアダプター
を付着させ、断片ライブラリーを生成する。あるいは、アダプターを断片の５’および３
’末端にライゲーションし、断片を環状化し、環状化された断片を消化して、内部アダプ
ターを生成し、得られた断片の５’および３’末端にアダプターを付着させて、メイト対
ライブラリー（ｍａｔｅ－ｐａｉｒｅｄ　ｌｉｂｒａｒｙ）を生成することより、内部ア
ダプターを導入することができる。次に、クローンビーズ集団を、ビーズ、プライマー、
鋳型、およびＰＣＲ成分を含有するマイクロリアクタ内で調製する。ＰＣＲした後、鋳型
を変性させ、ビーズを濃縮して、伸長された鋳型を有するビーズを分離する。選択された
ビーズの鋳型を、スライドガラスへの結合を可能にする３’修飾にかける。配列は、特定
のフルオロフォアにより識別される中央の決定されている塩基（または塩基の対）を有す
る部分的に無作為化されたオリゴヌクレオチドの連続ハイブリダイゼーションおよびライ
ゲーションにより決定することができる。発色を記録した後、ライゲーションされたオリ
ゴヌクレオチドを切断および除去してから、このプロセスを繰り返す。
【００３６】
　提供される発明の方法で使用することができるＤＮＡ配列決定技法の別の例は、例えば
、米国特許出願公開第２００９／００２６０８２号、第２００９／０１２７５８９号、第
２０１０／００３５２５２号、第２０１０／０１３７１４３号、第２０１０／０１８８０
７３号、第２０１０／０１９７５０７号、第２０１０／０２８２６１７号、第２０１０／
０３００５５９号、第２０１０／０３００８９５号、第２０１０／０３０１３９８号、お
よび第２０１０／０３０４９８２号に記載されているＩｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ配列決定法
である。これら文献の各々の内容は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。Ｉ
ｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ配列決定法では、ＤＮＡを、およそ３００～８００塩基対の断片に
剪断し、断片を平滑末端化する。その後、オリゴヌクレオチドアダプターを断片の末端に
ライゲーションする。アダプターは、断片を増幅および配列決定するためのプライマーの
役目を果たす。断片を表面に付着させることができ、断片が個々に解像可能なような解像
度で付着させる。１つまたは複数のヌクレオチドの付加は、陽子（Ｈ＋）を放出させ、そ
のシグナルが、配列決定装置で検出および記録される。シグナルの強度は、組み込まれた
ヌクレオチドの数に比例する。
【００３７】
　提供される発明の方法で使用することができる配列決定技術の別の例は、Ｉｌｌｕｍｉ
ｎａ配列決定法である。Ｉｌｌｕｍｉｎａ配列決定法は、ホールドバックＰＣＲおよびア
ンカープライマーを使用した、固体表面でのＤＮＡ増幅に基づく。ＤＮＡを断片化し、断
片の５’および３’末端にアダプターを付加する。フローセルチャネルの表面に付着され
ているＤＮＡ断片が伸長され、ブリッジが増幅される。断片は二本鎖になり、二本鎖分子
を変性させる。固相増幅およびその後の変性の複数サイクルは、フローセルの各チャネル
で同じ鋳型の一本鎖ＤＮＡ分子のおよそ１，０００コピーの数百万個のクラスターを生成
することができる。プライマー、ＤＮＡポリメラーゼ、および４つのフルオロフォア標識
可逆的終端ヌクレオチドを使用して、連続的配列決定が実施される。ヌクレオチド組込み
後、レーザーを使用してフルオロフォアを励起させ、画像を取り込み、最初の塩基の同一
性が記録される。組み込まれた塩基の各々から３’ターミネーターおよびフルオロフォア
を除去し、組込みステップ、検出ステップ、および識別ステップを繰り返す。この技術に
よる配列決定は、以下の文献に記載されている：米国特許出願公開第２０１１／０００９
２７８号、米国特許出願公開第２００７／０１１４３６２号、米国特許出願公開第２００
６／００２４６８１号、米国特許出願公開第２００６／０２９２６１１号、米国特許第７
，９６０，１２０号、米国特許第７，８３５，８７１号、米国特許第７，２３２，６５６
号、米国特許第７，５９８，０３５号、米国特許第６，３０６，５９７号、米国特許第６
，２１０，８９１号、米国特許第６，８２８，１００号、米国特許第６，８３３，２４６
号、および米国特許第６，９１１，３４５号。これらの文献の各々は、それらの全体が参
照により本明細書に組み込まれる。
【００３８】
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　本発明の方法で使用することができる配列決定技術の別の例としては、Ｐａｃｉｆｉｃ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（メンローパーク、カリフォルニア州）の単一分子リアルタイ
ム（ＳＭＲＴ）技術が挙げられる。ＳＭＲＴでは、４つのＤＮＡ塩基の各々が、４つの異
なる蛍光色素のうちの１つに付着される。これらの色素は、ホスホ連結される。単一のＤ
ＮＡポリメラーゼを、ゼロモード導波路（ＺＭＷ）の底部に、鋳型一本鎖ＤＮＡの単一分
子と共に固定する。ＺＭＷは、ＺＭＷへとおよびＺＭＷから迅速に（マイクロ秒で）拡散
する蛍光ヌクレオチドのバックグラウンドに対してＤＮＡポリメラーゼによる単一ヌクレ
オチドの組込みの観察を可能にする閉じ込め構造である。ヌクレオチドを成長中の鎖に組
み込むには数ミリ秒かかる。この間に、蛍光標識が励起され、蛍光シグナルが生成し、蛍
光タグが切断される。色素の対応する蛍光を検出することにより、どの塩基が組み込まれ
たかが示される。このプロセスを繰り返す。
【００３９】
　提供される発明の方法で使用することができる配列決定技法の別の例は、ナノポア配列
決定法である（Ｓｏｎｉ，　Ｇ．　Ｖ．およびＭｅｌｌｅｒ，　Ａ．、Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅ
ｍ、５３巻：１９９６～２００１頁（２００７年））。ナノポアは、直径が約１ナノメー
トル程度の小さな穴である。ナノポアを導電性流体に浸漬し、ナノポアに電圧を印加する
と、イオンがナノポアを伝導することによりわずかな電流が生じる。流れる電流の量は、
ナノポアのサイズに感応性である。ＤＮＡ分子がナノポアを通過する際に、ＤＮＡ分子の
各ヌクレオチドがナノポアを閉塞する度合いは異なる。したがって、ＤＮＡ分子がナノポ
アを通過する際にナノポアを流れる電流の変化は、ＤＮＡ配列の読取りを表す。
【００４０】
　提供される発明の方法で使用することができる配列決定技法の別の例は、化学感応性電
界効果トランジスター（ｃｈｅｍＦＥＴ、ｃｈｅｍｉｃａｌ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｆｉ
ｅｌｄ　ｅｆｆｅｃｔ　ｔｒａｎｓｉｓｔｏｒ）アレイを使用してＤＮＡの配列決定を行
うことを含む（例えば、米国特許出願公開第２００９／００２６０８２号に記載されてい
る）。この技法の１つの例では、ＤＮＡ分子を反応チャンバに入れてもよく、鋳型分子を
、ポリメラーゼに結合している配列決定用プライマーとハイブリダイズさせてもよい。配
列決定用プライマーの３’末端での１つまたは複数の三リン酸の新たな核酸鎖への組込み
は、電流が変化することによりｃｈｅｍＦＥＴで検出することができる。アレイは、複数
のｃｈｅｍＦＥＴセンサーを有することができる。別の例では、単一核酸をビーズに付着
させ、核酸をビーズ上で増幅してもよく、個々のビーズを、ｃｈｅｍＦＥＴアレイ上にあ
る、各々がｃｈｅｍＦＥＴセンサーを有する個々の反応チャンバに移動させ、核酸を配列
決定してもよい。
【００４１】
　提供される発明の方法で使用することができる配列決定技法の別の例は、電子顕微鏡を
使用することを含む（Ｍｏｕｄｒｉａｎａｋｉｓ　Ｅ．　Ｎ．およびＢｅｅｒ　Ｍ．、Ｐ
ＮＡＳ、５３巻：５６４～７１頁（１９６５年））。この技法の１つの例では、個々のＤ
ＮＡ分子を、電子顕微鏡を使用して識別可能な金属標識を使用して標識する。その後、こ
れら分子を平坦表面に伸展させ、電子顕微鏡を使用して画像化し、配列を測定する。
【００４２】
　提供される発明の方法で使用することができる配列決定技法の別の例は、ＰＣＴ出願Ｐ
ＣＴ／ＵＳ２０１３／０３３４５１号に記載されている迅速異数性スクリーニング検査配
列決定システム（ＦＡＳＴ－ＳｅｑＳ、Ｆａｓｔ　Ａｎｅｕｐｌｏｉｄｙ　Ｓｃｒｅｅｎ
ｉｎｇ　Ｔｅｓｔ－Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ）を含む。この文献は参照によ
り組み込まれる。また、Ｋｉｎｄｅら、「ＦＡＳＴ－ＳｅｑＳ：　Ａ　Ｓｉｍｐｌｅ　ａ
ｎｄ　Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ
　Ａｎｅｕｐｌｏｉｄｙ　ｂｙ　Ｍａｓｓｉｖｅｌｙ　Ｐａｒａｌｌｅｌ　Ｓｅｑｕｅｎ
ｃｉｎｇ」、ＤＯＩ：　１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００４１１６２を
参照されたい。この文献は参照により組込まれる。ＦＡＳＴ－ＳｅｑＳでは、特定のプラ
イマー、具体的には、ゲノム全体にわたって散在する配列のサブセットにアニーリングす
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る単一対のプライマーが使用される。単一対のプライマーで増幅することができるが、増
幅された遺伝子座のほとんどを識別可能にする程度には十分に固有であるように、領域を
類似性により選択する。ＦＡＳＴ－ＳｅｑＳがもたらす配列は、各タグが独立してアライ
ンされなければならない従来の全ゲノム増幅ライブラリーとは対照的に、少数の位置にア
ラインする。
【００４３】
　配列アッセンブリは、リファレンス配列に基づくアッセンブリ、デノボアッセンブリ、
アラインメントによるアッセンブリ、または組合せ方法を含む、当技術分野で公知の方法
により達成することができる。一部の実施形態では、配列アッセンブリには、Ｋｌｅｉｎ
ら、ＬＯＣＡＳ－Ａ　ｌｏｗ　ｃｏｖｅｒａｇｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｓｓｅｍｂｌｙ
　ｔｏｏｌ　ｆｏｒ　ｒｅ－ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｐｒｏｊｅｃｔｓ、ＰＬｏＳ　Ｏｎ
ｅ、６巻（８号）論文２３４５５（２０１１年）に記載されているローカバレッジ配列ア
ッセンブリソフトウェア（ＬＯＣＡＳ、ｌｏｗ　ｃｏｖｅｒａｇｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　
ａｓｓｅｍｂｌｙ　ｓｏｆｔｗａｒｅ）ツールが使用される。この文献の内容は、それら
の全体が参照により本明細書に組み込まれる。配列アッセンブリは、米国特許第８，１６
５，８２１号；米国特許第７，８０９，５０９号；米国特許第６，２２３，１２８号；米
国特許出願公開第２０１１／０２５７８８９号；および米国特許出願公開第２００９／０
３１８３１０号に記載されている。これら文献の各々の内容は、それらの全体が参照によ
り本明細書に組み込まれる。
【００４４】
　ＲＮＡは、細胞の溶解およびその中に含有されるタンパク質の変性を伴う手技により、
真核細胞から単離することができる。目的の組織は、配偶子細胞、性腺組織、子宮内膜組
織、受精胚、および胎盤を含む。ＲＮＡは、その中に含有されるタンパク質の変性を伴う
手技により、目的の体液から単離することができる。目的の体液は、血液、月経液、乳腺
液、卵巣の卵胞液、腹腔液、または培養培地を含む。さらなるステップを援用して、ＤＮ
Ａを除去することができる。細胞溶解は非イオン系界面活性剤により遂行し、続くマイク
ロ遠心分離により核を除去して、細胞内ＤＮＡのバルクを除去することができる。一実施
形態では、ＲＮＡは、目的とする多様な種類の細胞から、チオシアン酸グアニジウム溶解
、これに続く、ＲＮＡをＤＮＡから分離するためのＣｓＣｌ遠心分離によって抽出する（
Ｃｈｉｒｇｗｉｎら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、１８巻：５２９４～５２９９頁（１９
７９年））。ポリ（Ａ）＋ＲＮＡは、オリゴ－ｄＴセルロースを用いる選択により選択す
る（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ－－Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴ
ＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ（２版）、１～３巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．（１９８９年）
を参照されたい）。代替的に、ＲＮＡの、ＤＮＡからの分離は、例えば、熱フェノールま
たはフェノール／クロロホルム／イソアミルアルコールを用いる有機抽出により遂行する
こともできる。所望の場合、ＲＮアーゼ阻害剤を、溶解緩衝液へと添加することができる
。同様に、ある特定の細胞型のためには、タンパク質の変性／消化ステップを、プロトコ
ールへと追加することも所望でありうる。
【００４５】
　多くの適用では、転移ＲＮＡ（ｔＲＮＡ）およびリボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）など、
他の細胞内ＲＮＡに対して、ｍＲＮＡを優先的に富化することが望ましい。大半のｍＲＮ
Ａは、それらの３’末端において、ポリ（Ａ）テールを含有する。このため、例えば、セ
ルロースまたはＳＥＰＨＡＤＥＸなどの固体支持体へとカップリングさせた、オリゴ（ｄ
Ｔ）またはポリ（Ｕ）を使用して、それらをアフィニティークロマトグラフィーにより富
化することが可能である（Ａｕｓｕｂｅｌら、ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　Ｉ
Ｎ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ、２巻、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９４年）を参照されたい）。結合させ
たら、２ｍＭのＥＤＴＡ／０．１％ＳＤＳを使用して、ポリ（Ａ）＋ｍＲＮＡを、アフィ
ニティーカラムから溶出させる。
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【００４６】
　ある特定の実施形態によると、宿主または潜在的ドナーの発現レベルを、子宮周期の期
に特異的な基準データと比較する。基準データは、妊娠可能な女性の正常組織の期特異的
シグネチャーであってもよい。シグネチャーの差異、特に自家移植における宿主／ドナー
での差異を分析して、それらの子宮内膜機能障害に関連する制御パターンを特徴付け、移
植前に特定の遺伝子を改変の標的とすることができる。
【００４７】
　ある特定の態様では、本発明は、生体試料中、例えば、宿主または潜在的ドナーからの
子宮内膜細胞に存在する転写物を評価することを伴う。このような方法は、総ＲＮＡから
増幅されたｃＤＮＡを調製することを伴いうる。ｃＤＮＡは、単離されたＲＮＡ試料を希
釈したり、単離されたＲＮＡ中の遺伝子材料の混合物を、個別の反応試料へと分配したり
せずに、調製し、無差別的に増幅する。増幅は、ｍＲＮＡおよび非ポリアデニル化転写物
の両方の増幅を可能とするように、試料中の全トランスクリプトームにわたって、３’末
端からおよびランダムに開始することが好ましい。こうして、二本鎖ｃＤＮＡ増幅産物を
、次世代シークエンシングプラットフォームのためのシークエンシングライブラリーの生
成のために最適化する。本発明の方法に従い、ｃＤＮＡを増幅するのに適するキットは、
例えば、Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）ＲＮＡ－Ｓｅｑ　Ｓｙｓｔｅｍを含む。
【００４８】
　本発明の方法はまた、増幅されたｃＤＮＡのシークエンシングも伴いうる。増幅された
ｃＤＮＡ混合物を配列決定するのに、単一分子シークエンシング方法を含む、任意の公知
のシークエンシング方法を使用しうる。増幅されたｃＤＮＡは、全トランスクリプトーム
ショットガンシークエンシング（本明細書ではまた、「ＲＮＡ－Ｓｅｑ」とも称する）に
より配列決定されうる。全トランスクリプトームショットガンシークエンシング（ＲＮＡ
－Ｓｅｑ）は、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｚｅｒプラットフォーム、
ＡＢＩ　Ｓｏｌｉｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇプラットフォーム、またはＬｉｆｅ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅの４５４　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇプラットフォームなど、様々な次世代シークエ
ンシングプラットフォームを使用して遂行することができる。
【００４９】
　宿主または潜在的ドナーの子宮内膜試料中の差次的転写物レベルはまた、マイクロアレ
イ技法を使用して解析することもできる。増幅されたｃＤＮＡを使用して、任意の出産前
状態、または任意の種類のがん、炎症性疾患、もしくは自己免疫疾患など、１または複数
の状態または疾患と関連する遺伝子転写物を含有するマイクロアレイをプローブすること
ができる。
【００５０】
　ある特定の態様では、本発明は、個別のアドレス可能（ａｄｄｒｅｓｓａｂｌｅ）な位
置で基材に付着されている複数のオリゴヌクレオチドを含み、オリゴヌクレオチドの少な
くとも１つが、不妊関連突然変異を含む表１の遺伝子の部分にハイブリダイズするマイク
ロアレイを提供する。ある特定の実施形態中。
【００５１】
　当技術分野では、マイクロアレイを構築する方法が公知である。例えば、その内容が参
照によりその全体において本明細書に組み込まれる、Ｙｅａｔｍａｎら（米国特許出願第
２００６／０１９５２６９号）を参照されたい。
【００５２】
マイクロアレイは、ポリヌクレオチド配列を含むプローブを選択し、次いで、このような
プローブを、固体支持体または固体表面へと固定することにより調製する。例えば、プロ
ーブは、ＤＮＡ配列、ＲＮＡ配列、またはＤＮＡとＲＮＡとのコポリマー配列を含みうる
。プローブのポリヌクレオチド配列はまた、ＤＮＡおよび／もしくはＲＮＡ類似体、また
はこれらの組合せも含みうる。例えば、プローブのポリヌクレオチド配列は、ゲノムＤＮ
Ａの完全断片の場合もあり、部分断片の場合もある。プローブのポリヌクレオチド配列は
また、合成オリゴヌクレオチド配列など、合成されたヌクレオチド配列であってもよい。
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プローブ配列は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて酵素的に合成することもでき、ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏにおいて（例えば、ＰＣＲにより）酵素的に合成することもでき、ｉｎ　ｖｉｔｒｏに
おいて非酵素的に合成することもできる。
【００５３】
　本発明の方法において使用される１または複数のプローブは、多孔性の場合もあり、非
多孔性の場合もある固体支持体へと固定することが好ましい。例えば、本発明のプローブ
は、ポリヌクレオチドの３’末端または５’末端において、ニトロセルロース膜もしくは
ニトロセルロースフィルターまたはナイロン膜もしくはナイロンフィルターへと、共有結
合的に付着させたポリヌクレオチド配列でありうる。当技術分野では、このようなハイブ
リダイゼーションプローブが周知である（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬ
ＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ－－Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ（２版）、１～３巻
、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．（１９８９年）を参照されたい）。代替的に、固体支持体
または固体表面は、ガラスまたはプラスチック表面であってもよい。ある特定の実施形態
では、その表面に、ＤＮＡもしくはＤＮＡ模倣体の集団、または、代替的に、ＲＮＡもし
くはＲＮＡ模倣体の集団など、ポリヌクレオチドの集団を固定した固相からなる、プロー
ブのマイクロアレイとのハイブリダイゼーションレベルを測定する。固相は、非多孔性材
料の場合もあり、任意選択で、ゲルなどの多孔性材料の場合もある。
【００５４】
　マイクロアレイは、各々が、本明細書で記載される遺伝子のうちの１つ、特に、表1に
記載の遺伝子を表す、結合性（例えば、ハイブリダイゼーション）部位または「プローブ
」の順序付けられたアレイを伴う、支持体または表面を含む。好ましくは、マイクロアレ
イは、アドレス可能なアレイであり、より好ましくは、位置アドレス可能なアレイである
。より具体的には、アレイの各プローブは、各プローブの実体（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）（す
なわち、配列）を、アレイ内の（すなわち、支持体上または表面上の）その位置から決定
しうるように、固体支持体上の、既知の、所定の位置に配置することが好ましい。ある特
定の実施形態では、各プローブを、単一部位において、固体支持体へと、共有結合的に付
着させる。
【００５５】
　マイクロアレイは、多数の方式で作製することができ、それらのうちのいくつかについ
ては、下記で記載される。しかし、作製されたマイクロアレイは、ある特定の特徴を共有
する。アレイは、複製可能であり、所与のアレイの複数のコピーを生成し、互いと容易に
比較することを可能とする。マイクロアレイは、結合（例えば、核酸ハイブリダイゼーシ
ョン）条件下で安定な材料から作製することが好ましい。マイクロアレイは、小型、例え
ば、１ｃｍ２～２５ｃｍ２の間、１２ｃｍ２～１３ｃｍ２の間、または３ｃｍ２であるこ
とが好ましい。しかし、また、大型のアレイも想定され、例えば、アレイのスクリーニン
グにおける使用のために好ましい場合がある。マイクロアレイ内の所与の結合性部位また
は結合性部位の固有のセットは、細胞内の単一の遺伝子の産物（例えば、特異的なｍＲＮ
Ａ、またはこれに由来する特異的なｃＤＮＡ）に特異的に結合する（例えば、これとハイ
ブリダイズする）ことが好ましい。しかし、一般に、他の関連の配列または類似の配列も
、所与の結合性部位と交差ハイブリダイズする。
【００５６】
　本発明のマイクロアレイは、それらの各々が、検出されるＲＮＡまたはＤＮＡの部分配
列と相補的なポリヌクレオチド配列を有する、１または複数の被験プローブを含む。固体
表面上の各プローブの位置は、既知であることが好ましい。実際、マイクロアレイは、好
ましくは、位置アドレス可能なアレイである。具体的には、アレイの各プローブは、各プ
ローブの実体　（すなわち、配列）を、アレイ上の（すなわち、支持体上または表面上の
）その位置から決定しうるように、固体支持体上の、既知の、所定の位置に配置すること
が好ましい。
【００５７】
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　本発明によると、マイクロアレイとは、各位置が、本明細書で記載されるバイオマーカ
ーのうちの１つを表すアレイ（すなわち、マトリックス）である。例えば、各位置は、ゲ
ノムＤＮＡに基づくＤＮＡまたはＤＮＡ類似体であって、その遺伝子マーカーから転写さ
れる特定のＲＮＡまたはｃＤＮＡが特異的にハイブリダイズしうる、ＤＮＡまたはＤＮＡ
類似体を含有しうる。ＤＮＡまたはＤＮＡ類似体は、例えば、合成オリゴマーの場合もあ
り、遺伝子断片の場合もある。一実施形態では、マーカーの各々を表すプローブが、アレ
イ上に存在する。ある特定の実施形態では、アレイは、子宮内膜症と関連することが公知
の遺伝子についてのプローブを含む。加えて、アレイプローブは、子宮周期のある特定の
期において、子宮内膜症と関連することが公知の遺伝子に特異的でありうる。
【００５８】
　上記で言及した通り、本発明による特定のポリヌクレオチド分子が特異的にハイブリダ
イズするプローブは、相補的なゲノムポリヌクレオチド配列を含有する。マイクロアレイ
のプローブは、１，０００ヌクレオチド以下のヌクレオチド配列からなることが好ましい
。一部の実施形態では、アレイのプローブは、１０～１，０００ヌクレオチドのヌクレオ
チド配列からなる。種々の実施形態では、プローブのヌクレオチド配列は１０～２００ヌ
クレオチドの長さの範囲内にあって、生物の種のゲノム配列であり、その結果、このよう
な生物の種のゲノムと相補的であり、そのためそのゲノムにハイブリダイズすることが可
能な配列であって、このようなゲノムの全部または一部にわたり、順次タイリングされる
配列を有する複数の異なるプローブが存在する。他の具体的な実施形態では、プローブは
、１０～３０ヌクレオチドの長さの範囲内、１０～４０ヌクレオチドの長さの範囲内、２
０～５０ヌクレオチドの長さの範囲内、４０～８０ヌクレオチドの長さの範囲内、５０～
１５０ヌクレオチドの長さの範囲内、８０～１２０ヌクレオチドの長さの範囲内であり、
最も好ましくは、６０ヌクレオチドの長さである。
【００５９】
　プローブは、生物のゲノムの部分に対応する、ＤＮＡまたはＤＮＡ「模倣体」（例えば
、誘導体および類似体）を含みうる。別の実施形態では、マイクロアレイのプローブは、
相補的なＲＮＡまたはＲＮＡ模倣体である。ＤＮＡ模倣体とは、ＤＮＡとの、特異的な、
ワトソン－クリック様ハイブリダイゼーション、またはＲＮＡとの特異的なハイブリダイ
ゼーションが可能なサブユニットから構成されるポリマーである。核酸は、塩基部分にお
いて修飾することもでき、糖部分において修飾することもでき、リン酸骨格において修飾
することもできる。例示的なＤＮＡ模倣体は、例えば、ホスホロチオエートを含む。
【００６０】
　ＤＮＡは、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による、ゲノムＤＮＡまたはクロ
ーニングされた配列の増幅によって得ることができる。ＰＣＲプライマーは、公知のゲノ
ムの配列であって、ゲノムＤＮＡの特異的な断片の増幅を結果としてもたらす配列に基づ
き選ぶことが好ましい。当技術分野では、Ｏｌｉｇｏバージョン５．０（Ｎａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）など、要請される特異性および最適な増幅特性を有するプ
ライマーのデザインにおいて有用なコンピュータプログラムが周知である。マイクロアレ
イ上の各プローブは、１０塩基～５０，０００塩基の間、通例、３００塩基～１，０００
塩基の間の長さであることが典型的である。当技術分野では、ＰＣＲ方法が周知であり、
例えば、Ｉｎｎｉｓら編、ＰＣＲ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ：　Ａ　ＧＵＩＤＥ　ＴＯ　ＭＥ
ＴＨＯＤＳ　ＡＮＤ　ＡＰＰＬＩＣＡＴＩＯＮＳ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎ
ｃ．、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１９９０年）において記載されている。当業
者には、制御型ロボットシステムが、核酸の単離および増幅に有用であることが明らかで
ある。
【００６１】
　マイクロアレイのポリヌクレオチドプローブを生成するための、代替的な手段は、例え
ば、Ｎ－ホスホネート化学反応またはホスホルアミダイト化学反応（Ｆｒｏｅｈｌｅｒら
、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．、１４巻：５３９９～５４０７頁（１９８６年）
；ＭｃＢｒｉｄｅら、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．、２４巻：２４６～２４８頁
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（１９８３年））を使用する、合成ポリヌクレオチドまたは合成オリゴヌクレオチドの合
成による手段である。合成配列は、典型的には、約１０～約５００塩基の間の長さであり
、より典型的には、約２０～約１００塩基の間であり、最も好ましくは、約４０～約７０
塩基の間の長さである。一部の実施形態では、合成核酸は、イノシンなどであるが、これ
らには決して限定されない非天然塩基を含む。上記で言及した通り、核酸類似体は、ハイ
ブリダイゼーションのための結合性部位として使用することができる。適切な核酸類似体
の例は、ペプチド核酸（例えば、Ｅｇｈｏｌｍら、Ｎａｔｕｒｅ、３６３巻：５６６～５
６８頁（１９９３年）；米国特許第５，５３９，０８３号を参照されたい）である。
【００６２】
　プローブは、結合エネルギー、塩基組成、配列の複雑性、交差ハイブリダイゼーション
結合エネルギー、および二次構造を考慮に入れるアルゴリズムを使用して選択することが
好ましい。２００１年１月２５日に公開された、Ｆｒｉｅｎｄら、国際特許公開第ＷＯ０
１／０５９３５号；Ｈｕｇｈｅｓら、Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈ．、１９巻：３４２～７
頁（２００１年）を参照されたい。
【００６３】
　当業者はまた、陽性対照プローブ、例えば、標的ポリヌクレオチド分子内の配列と相補
的であり、ハイブリダイズ可能であることが公知のプローブ、および陰性対照プローブ、
例えば、標的ポリヌクレオチド分子内の配列と相補的でなく、ハイブリダイズ可能でない
ことが公知のプローブを、アレイ上に含めるべきことも十分に理解する。一実施形態では
、陽性対照を、アレイの外周に沿って合成する。別の実施形態では、陽性対照を、アレイ
を横切って対角線状に合成する。さらに別の実施形態では、各プローブの逆相補体を、プ
ローブに隣接した位置に合成して、陰性対照として用いる。さらに別の実施形態では、他
の生物の種に由来する配列を、陰性対照または「スパイクイン」対照として使用する。
【００６４】
　プローブは、例えば、ガラス、プラスチック（例えば、ポリプロピレン、ナイロン）、
ポリアクリルアミド、ニトロセルロース、ゲル、または他の多孔性材料もしくは非多孔性
材料から作製されうる、固体支持体または固体表面へと付着させる。核酸を表面へと付着
させるための１つの方法は、Ｓｃｈｅｎａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２７０巻：４６７～４７
０頁（１９９５年）により一般に記載されている通り、ガラスプレート上にプリントする
ことによる方法である。この方法は、ｃＤＮＡのマイクロアレイを調製するために、とり
わけ有用である（ＤｅＲｉｓｉら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、１４巻：４５７～
４６０頁（１９９６年）；Ｓｈａｌｏｎら、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．、６巻：６３９～６
４５頁（１９９６年）；およびＳｃｈｅｎａら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　
Ｓｃｉ．　Ｕ．Ｓ．Ａ．、９３巻：１０５３９～１１２８６頁（１９９５年）もまた参照
されたい）。
【００６５】
　マイクロアレイを作製するための第２の方法は、高密度オリゴヌクレオチドアレイの作
製による方法である。ｉｎ　ｓｉｔｕにおける合成のためのフォトリソグラフィー技法（
Ｆｏｄｏｒら、１９９１年、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２５１巻：７６７～７７３頁；Ｐｅａｓｅ
ら、１９９４年、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．、９１巻：５０
２２～５０２６頁；Ｌｏｃｋｈａｒｔら、１９９６年、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ、１４巻：１６７５頁；米国特許第５，５７８，８３２号；同第５，５５６，
７５２号、および同第５，５１０，２７０号を参照されたい）、または定義されたオリゴ
ヌクレオチドの迅速な合成および沈着のための他の方法（Ｂｌａｎｃｈａｒｄら、Ｂｉｏ
ｓｅｎｓｏｒｓ　＆　Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ、１１巻：６８７～６９０頁）を使
用して、定義された配列と相補的な、数千に及ぶオリゴヌクレオチドを含有するアレイを
、表面上の定義された場所において作製するための技法が公知である。これらの方法を使
用する場合、公知の配列のオリゴヌクレオチド（例えば、６０マー）を、誘導体化された
スライドガラスなどの表面上で直接合成する。通例、作製されるアレイは、冗長であり、
ＲＮＡ　１つ当たりいくつかのオリゴヌクレオチド分子を有する。
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【００６６】
　また、マイクロアレイを作製するための他の方法、例えば、マスキングによる方法（Ｍ
ａｓｋｏｓおよびＳｏｕｔｈｅｒｎ、１９９２年、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．、２０
巻：１６７９～１６８４頁）も使用することができる。原理的には、かつ、上掲で言及さ
れている通り、任意の種類のアレイ、例えば、ナイロンハイブリダイゼーション膜上のド
ットブロット（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ－－Ａ　ＬＡ
ＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ（２版）、１～３巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．（１
９８９年）を参照されたい）も使用しうる。しかし、当業者により認識される通り、ハイ
ブリダイゼーション容量がより少なくなるため、極小アレイがしばしば好ましい。
【００６７】
　一実施形態では、本発明のアレイは、ポリヌクレオチドプローブを、支持体上で合成す
ることにより調製する。このような実施形態では、ポリヌクレオチドプローブを、ポリヌ
クレオチドの３’末端または５’末端において、支持体へと、共有結合的に付着させる。
【００６８】
　ある特定の実施形態では、本発明のマイクロアレイを、例えば、Ｂｌａｎｃｈａｒｄ、
米国特許第６，０２８，１８９号；Ｂｌａｎｃｈａｒｄら、１９９６年、Ｂｉｏｓｅｎｓ
ｏｒｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ、１１巻：６８７～６９０頁；Ｂｌａｎ
ｃｈａｒｄ、１９９８年、Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ＤＮＡ　Ａｒｒａｙｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅ
ｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、２０巻、Ｊ．Ｋ．Ｓｅｔｌｏｗ編、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐ
ｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１１１～１２３頁により記載されている方法およびシステ
ムを使用する、オリゴヌクレオチド合成のためのインクジェット式プリンティングデバイ
スにより製造する。具体的には、このようなマイクロアレイ内のオリゴヌクレオチドプロ
ーブは、プロピレンカーボネートなど、高表面張力の溶媒による「マイクロ液滴」中に、
個々のヌクレオチド塩基を順次沈着させることにより、例えば、スライドガラス上のアレ
イ内で合成することが好ましい。マイクロ液滴は、容量が小さく（例えば、１００ｐＬま
たはこれ未満、より好ましくは、５０ｐＬまたはこれ未満）、マイクロアレイ上で互いか
ら分離され（例えば、疎水性ドメインにより）て、アレイエレメント（すなわち、異なる
プローブ）の場所を定義する、円形の表面張力ウェルを形成する。このインクジェット方
法により製造されるマイクロアレイは、好ましくは、１ｃｍ２当たり少なくとも約２，５
００の密度の異なるプローブを有する高密度であることが典型的である。ポリヌクレオチ
ドプローブは、ポリヌクレオチドの３’末端または５’末端において、支持体へと、共有
結合的に付着させる。
【００６９】
　本発明により解析しうるポリヌクレオチド分子は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはタンパク質
である。標的ポリヌクレオチドは、１または複数のヌクレオチドにおいて、検出可能な形
で標識する。当技術分野で公知の任意の方法を使用して、標的ポリヌクレオチドを、検出
可能な形で標識することができる。この標識付けは、標識を、ＤＮＡまたはＲＮＡの全長
に沿って、均一に組み込むことが好ましく、標識付けは、高効率で実行することがより好
ましい。
【００７０】
　ある特定の実施形態では、検出可能な標識は、発光標識である。本発明では、例えば、
蛍光標識、生物発光標識、化学発光標識、および比色標識を使用することができる。一部
の実施形態では、標識は、フルオレセイン色素誘導体、リン光体（ｐｈｏｓｐｈｏｒ）色
素誘導体、ローダミン色素誘導体、またはポリメチン色素誘導体などの蛍光標識である。
市販の蛍光標識の例は、例えば、ＦｌｕｏｒｅＰｒｉｍｅ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｉａ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、Ｎ．Ｊ．）、Ｆｌｕｏｒｅｄｉｔｅ（Ｍｉｌｌｉｐ
ｏｒｅ、Ｂｅｄｆｏｒｄ、Ｍａｓｓ．）、ＦＡＭ（ＡＢＩ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、Ｃ
ａｌｉｆ．）、およびＣｙ３またはＣｙ５（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ、Ｐ
ｉｓｃａｔａｗａｙ、Ｎ．Ｊ．）などの蛍光ホスホルアミダイトを含む。別の実施形態で
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は、検出可能な標識は、放射性標識されたヌクレオチドである。
【００７１】
　さらなる実施形態では、患者試料に由来する標的ポリヌクレオチド分子を、基準試料の
標的ポリヌクレオチド分子と別々に標識する。基準試料は、正常組織試料に由来する標的
ポリヌクレオチド分子を含みうる。
【００７２】
　核酸ハイブリダイゼーション条件および洗浄条件は、標的ポリヌクレオチド分子が、ア
レイの相補的なポリヌクレオチド配列、好ましくは、その相補的なＤＮＡを配置した特異
的なアレイ部位に特異的に結合するか、またはこれと特異的にハイブリダイズするように
選ぶ。
【００７３】
　その上に置かれた二本鎖のプローブＤＮＡを含有するアレイは、標的ポリヌクレオチド
分子と接触させる前に、変性条件に供して、ＤＮＡを一本鎖とすることが好ましい。一本
鎖のプローブＤＮＡ（例えば、合成オリゴデオキシリボ核酸）を含有するアレイは、標的
ポリヌクレオチド分子と接触させる前に変性させて、例えば、自己相補的配列に起因して
形成される、ヘアピンまたは二量体を除去することが必要な場合がある。
【００７４】
　最適のハイブリダイゼーション条件は、プローブおよび標的核酸の長さ（例えば、２０
０塩基を超えるポリヌクレオチドと対比されるオリゴマー）および種類（例えば、ＲＮＡ
、またはＤＮＡ）に依存する。当業者は、オリゴヌクレオチドが短くなるにつれて、満足
のゆくハイブリダイゼーション結果のために、比較的均一な溶融温度を達成するそれらの
長さを調整することが必要となりうることを十分に理解する。核酸の特異的な（すなわち
、厳密な）ハイブリダイゼーション条件のための一般的なパラメータについては、Ｓａｍ
ｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ－－Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　Ｍ
ＡＮＵＡＬ（２版）、１～３巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．（１９８９年）、およびＡ
ｕｓｕｂｅｌら、ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　Ｂ
ＩＯＬＯＧＹ、２巻、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ、Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９４年）において記載されている。ＳｃｈｅｎａらによるｃＤＮＡ
マイクロアレイのための、典型的なハイブリダイゼーション条件は、５倍濃度のＳＳＣ＋
０．２％のＳＤＳ中、６５℃で４時間にわたるハイブリダイゼーションに続く、低厳密性
の洗浄緩衝液（１倍濃度のＳＳＣ＋０．２％のＳＤＳ）中、２５℃における洗浄に続く、
高厳密性の洗浄緩衝液（０．１倍濃度のＳＳＣ＋０．２％のＳＤＳ）中、２５℃で１０分
間にわたる洗浄（Ｓｃｈｅｎａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ
．、９３巻：１０６１４頁（１９９３年））である。有用なハイブリダイゼーション条件
についてはまた、例えば、Ｔｉｊｅｓｓｅｎ、１９９３年、ＨＹＢＲＩＤＩＺＡＴＩＯＮ
　ＷＩＴＨ　ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤ　ＰＲＯＢＥＳ、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ　Ｂ．Ｖ．；およびＫｒｉｃｋａ、１９９２年、ＮＯＮＩＳ
ＯＴＯＰＩＣ　ＤＮＡ　ＰＲＯＢＥ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
ｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．においても提示されている。
【００７５】
　ハイブリダイゼーション条件は、１ＭのＮａＣｌ、５０ｍＭのＭＥＳ緩衝液（ｐＨ６．
５）、０．５％のサルコシンナトリウム、および３０％のホルムアミド中、プローブの平
均溶融温度、またはこの近傍の温度（例えば、５１℃以内、より好ましくは、２１℃以内
）におけるハイブリダイゼーションを含む。
【００７６】
　蛍光標識された遺伝子または遺伝子産物を使用する場合、マイクロアレイの各部位にお
ける蛍光放射は、走査共焦点レーザー顕微鏡法により検出することが好ましい場合がある
。一実施形態では、適切な励起線を使用して、使用される２つのフルオロフォアの各々に
ついて、別個の走査を実行する。代替的に、２つのフルオロフォアに特異的な波長におけ
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る同時的な検体の照射を可能とするレーザーを使用することができ、２つのフルオロフォ
アに由来する放射を、同時に解析することができる（参照によりその全体において全ての
目的で組み込まれる、Ｓｈａｌｏｎら、１９９６年、「Ａ　ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏａｒｒａ
ｙ　ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ＤＮＡ　ｓａｍｐｌ
ｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ｔｗｏ－ｃｏｌｏｒ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｈｙｂ
ｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ」、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、６巻：６３９～６４５頁を
参照されたい）。ある特定の実施形態では、アレイを、コンピュータ制御Ｘ－Ｙステージ
および顕微鏡対物レンズを伴う、レーザー蛍光スキャナーで走査する。２つのフルオロフ
ォアの順次励起は、多重線混合ガスレーザー（ｍｕｌｔｉ－ｌｉｎｅ，ｍｉｘｅｄ　ｇａ
ｓ　ｌａｓｅｒ）により達成し、放射される光は、波長で分け、２つの光電子増倍管によ
り検出する。蛍光レーザー走査デバイスについては、Ｓｃｈｅｎａら、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒ
ｅｓ．、６巻：６３９～６４５頁（１９９６年）、および本明細書で引用される他の参考
文献において記載されている。代替的に、Ｆｅｒｇｕｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈ．、１４巻：１６８１～１６８４頁（１９９６年）（その全体の内容が本明細書に
援用される）により記載されている光ファイバーバンドルを使用して、ｍＲＮＡの存在レ
ベルを、多数の部位において同時にモニタリングすることができる。
【００７７】
　所望の遺伝子改変を決定したら、様々な遺伝子編集技法またはゲノム編集技法を使用し
て、所望の遺伝子改変を達成することができる。遺伝子編集技法またはゲノム編集技法と
しては、ジンクフィンガードメイン方法、ウイルス性転写活性化因子様エフェクターヌク
レアーゼ（ＴＡＬＥＮ）、リポソーム媒介性遺伝子移入、またはクラスターを形成し規則
正しい間隔を持つ短いパリンドロームリピート（ＣＲＩＳＰＲ）ヌクレアーゼが挙げられ
る。
【００７８】
　ＴＡＬＥＮでは、本質的にあらゆる配列を標的とすることができるＤＮＡ結合ドメイン
に融合されている非特異的ＤＮＡ切断ヌクレアーゼが使用される。ＴＡＬＥＮ技術では、
標的部位を特定し、発現ベクターを製作する。Ｌｉｕら、２０１２年、Ｅｆｆｉｃｉｅｎ
ｔ　ａｎｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｄｒｏｓ
ｏｐｈｉｌａ　ｇｅｎｏｍｅ　ｂｙ　ｍｅａｎｓ　ｏｆ　ａｎ　ｅａｓｙ　ＴＡＬＥＮ　
ｓｔｒａｔｅｇｙ、Ｊ．　Ｇｅｎｅｔ．　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ、３９巻：２０９～２１５頁
を参照されたい。この文献の内容は、それらの全体が本明細書に組み込まれる。Ｌｉｆｅ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（カールズバッド、カリフォルニア州）のｍＭＥＳＳＡＧＥ
　ｍＭＡＣＨＩＮＥ　ＳＰ６転写キットなどの市販のキットを使用することができる。Ｊ
ｏｕｎｇおよびＳａｎｄｅｒ、２０１３年、ＴＡＬＥＮｓ：　ａ　ｗｉｄｅｌｙ　ａｐｐ
ｌｉｃａｂｌｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｆｏｒ　ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｇｅｎｏｍｅ　ｅ
ｄｉｔｉｎｇ、Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏ、１４巻：４９～５５頁を参
照されたい。この文献の内容は、それらの全体が本明細書に組み込まれる。
【００７９】
　ＣＲＩＳＰＲ方法論では、ヌクレアーゼ、ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ９）が、プロトス
ペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ）の上流で配列特異的にＤＮＡを切断するためのガイド（
ｇＲＮＡ）として作用する小型ＲＮＡと共に使用される。Ｃａｓ９およびガイドＲＮＡ（
ｇＲＮＡ）は、公知の方法により合成することができる。ＣＲＩＳＰＲは、ｃｒＲＮＡお
よびｔｒａｃｒＲＮＡとして公知の異なるガイドＲＮＡを使用することができる。これら
異なる２つのＲＮＡは、短鎖ガイドＲＮＡを設計することにより部位特異的な哺乳動物ゲ
ノム切断を可能にするように組み合わせて単一ＲＮＡにされている。Ｃａｓ９／ガイドＲ
ＮＡ（ｇＲＮＡ）は、非特異的ＤＮＡ切断タンパク質Ｃａｓ９、およびハイブリダイズし
てＣａｓ９／ｇＲＮＡ複合体を標的および動員するＲＮＡオリゴを使用する。Ｃｈａｎｇ
ら、２０１３年、Ｇｅｎｏｍｅ　ｅｄｉｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ＲＮＡ－ｇｕｉｄｅｄ　Ｃ
ａｓ９　ｎｕｃｌｅａｓｅ　ｉｎ　ｚｅｂｒａｆｉｓｈ　ｅｍｂｒｙｏｓ、Ｃｅｌｌ　Ｒ
ｅｓ、２３巻：４６５～４７２頁；Ｈｗａｎｇら、２０１３年、Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｇ
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ｅｎｏｍｅ　ｅｄｉｔｉｎｇ　ｉｎ　ｚｅｂｒａｆｉｓｈ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ＣＲＩＳＰ
Ｒ－Ｃａｓ　ｓｙｓｔｅｍ、Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ、３１巻：２２７～２２９
頁；Ｘｉａｏら、２０１３年、Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ　ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　
ｉｎｖｅｒｓｉｏｎｓ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｂｙ　ＴＡＬＥＮＳ　ａｎｄ　ＣＲＩＳＰＲ
／Ｃａｓ　ｉｎ　ｚｅｂｒａｆｉｓｈ、Ｎｕｃｌ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ、１－１１を参照
されたい。これら文献の各々の内容は、それらの全体が本明細書に組み込まれる。
【００８０】
　ある特定の実施形態では、ゲノム編集は、ジンクフィンガーヌクレアーゼ媒介性プロセ
スまたはリポソーム媒介性遺伝子移入を使用して実施される。Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎの米国
特許出願公開第２０１１／００２３１４４号；Ｍａｎｎｉｎｏら、Ｌｉｐｏｓｏｍｅ　ｍ
ｅｄｉａｔｅｄ　ｇｅｎｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、１９８８
年、６巻（７号）：６８２～６９０頁を参照されたい。これら文献の各々の内容は、それ
らの全体が本明細書に組み込まれる。
【００８１】
　種々の実施形態では、子宮内膜組織は、Ｇａｒｇｅｔｔら、２００９年またはＺｈｏｎ
ｇら、Ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｌｌｏｇｅｎｅ
ｉｃ　ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ　ｃｅｌｌｓ、Ｊｏｕｒｎａ
ｌ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、２００９年、７巻：１５頁
に記載されているものなどの組織培養技法により子宮内膜細胞から調製することができる
。この文献はその全体が本明細書に組み込まれる。ある特定の実施形態では、組織操作技
法を使用して、ドナー子宮内膜細胞から移植用の子宮内膜移植片を生成することができる
。Ｃｈｅｎら、Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　ｆｏｒ　Ｓｋｉｎ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇｉｎｅ
ｅｒｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｏｕｎｄ　Ｈｅａｌｉｎｇ、Ｃｒｉｔ　Ｒｅｖ　Ｂｉｏｍｅｄ　
Ｅｎｇ．、２００９年；３７巻（４～５号）：３９９～４２１頁を参照されたい。この文
献はその全体が本明細書に組み込まれる。
【００８２】
　ある特定の実施形態では、ドナーから得られた子宮内膜細胞または組織を、宿主子宮へ
の移植前に治療化合物に曝露させてもよい。治療化合物の例としては、以下のものが挙げ
られる：例えば、精漿；抗生物質；ＦＳＨ、エストロゲン、黄体形成ホルモン（ＬＨ）、
プロゲステロン、または絨毛性性腺刺激ホルモンなどのホルモン；酵素；ならびに上皮増
殖因子、線維芽細胞増殖因子、形質転換増殖因子アルファ（ＴＧＦ）－α、血小板由来増
殖因子（ＰＤＧＦ）、形質転換増殖因子β１（ＴＧＦ－β１）、インターロイキン８（Ｉ
Ｌ－８）、ＩＬ－１、ＩＬ－１１、ＩＬ－１５、遊走阻害因子（ＭＩＦ）、および血管内
皮増殖因子（ＶＥＧＦ）などのサイトカインまたは増殖因子。
　移植
【００８３】
　本発明のシステムおよび方法によると、子宮内膜幹細胞は、子宮内膜下帯への経子宮筋
層注射、または掻爬を伴うもしくは伴わない基底部付近の子宮腔へのカテーテル導入など
による様々な技法により、宿主またはレシピエントの子宮内に導入することができる。Ｓ
ｉｎｇｈら、Ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉ
ｏｎ　ｉｎ　ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ　Ａｓｈｅｒｍａｎ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ：　Ａ　
ｎｏｖｅｌ　ｃｅｌｌ　ｂａｓｅｄ　ｔｈｅｒａｐｙ、Ｊ　Ｈｕｍ　Ｒｅｐｒｏｄ　Ｓｃ
ｉ、２０１４年４月～６月；７巻（２号）：９３～９８頁；Ｎａｇｏｒｉら、Ｅｎｄｏｍ
ｅｔｒｉａｌ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ　ａｄｕ
ｌｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｆｏｌｌｏｗｅｄ　ｂｙ　ｃｏｎｃｅｐｔｉｏｎ　ｂｙ　
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　ａ　ｐａｔｉｅｎｔ　ｏｆ　ｓ
ｅｖｅｒｅ　Ａｓｈｅｒｍａｎ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ、Ｊ　Ｈｕｍ　Ｒｅｐｒｏｄ　Ｓ
ｃｉ．、２０１１年１月；４巻（１号）：４３～８頁を参照されたい。これら文献の各々
の内容は、それらの全体が本明細書に組み込まれる。ある特定の実施形態では、子宮内膜
組織を、宿主の子宮に移植またはグラフトしてもよい。
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【００８４】
　移植に伴って、エストロゲンを補完し、子宮内膜組織を肥厚させるシグナルを伝達して
もよい。ある特定の実施形態では、子宮内膜細胞を移植する契機は、月経の終了であって
もよく、または血中もしくは尿中のホルモンレベル（ＦＳＨ、エストロゲン、またはＬＨ
など）の測定値変化であってもよい。移植は、宿主の同じ子宮周期内でのＩＶＦ胚移植ま
たは他の支援生殖技法の後であってもよい。
　参照による組込み
【００８５】
　本開示を通して、特許、特許出願、特許公開、雑誌、書籍、論文、ウェブコンテンツな
ど、他の文書に対する言及およびこれらの引用を行ってきた。全てのこのような文書は、
参照によりそれらの全体において全ての目的で本明細書に組み込まれる。
【００８６】
同等物
　本発明は、その精神または不可欠の特徴から逸脱しない限りにおいて、他の特殊な形態
でも具体化することができる。したがって、上掲の実施形態は、全ての点で、本明細書で
記載される本発明に対して、限定的なものではなく、例示的なものであると考えるべきで
ある。こうして、本発明の範囲は、上掲の記載ではなく、付属の特許請求の範囲により指
し示され、したがって、特許請求の範囲と同等な意味および範囲の中に納まる全ての変化
は、

【図１】
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