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(57)【要約】
　可溶性エンドグリン、内皮一酸化窒素合成酵素、PGI2、TGF-β1、TGF-β3、アクチビン
A、BMP2、BMP7、およびsFlt-1の発現レベルまたは生物活性を改変する化合物の組合せを
使用して、子癇前症および子癇などの妊娠関連高血圧障害を治療するための方法を本明細
書で開示する。可溶性エンドグリン、内皮一酸化窒素合成酵素、PGI2、TGF-β1、TGF-β3
、アクチビンA、BMP2、BMP7、およびsFlt-1の発現レベルまたは生物活性のいずれか1つま
たは複数の測定を含む、子癇前症および子癇などの妊娠関連高血圧障害を診断する方法も
開示する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体における妊娠関連高血圧障害を治療または予防する方法であって、NOSの発現レ
ベルまたは生物活性を増大させることができる化合物を該被験体に投与するステップを含
み、該投与ステップが該被験体における該妊娠関連高血圧障害を治療または予防するのに
十分な時間および量である、上記方法。
【請求項２】
　前記NOSがeNOSである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記化合物がeNOSのSer1177のリン酸化を増大させる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記化合物がVEGFまたはその生物学的に活性な断片である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記VEGFがVEGF121、VEGF165、または修飾型VEGF、またはその生物学的に活性な断片で
ある、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記化合物がPlGFまたはその生物学的に活性な断片である、請求項２５に記載の方法。
【請求項７】
　前記化合物がeNOSのThr495の脱リン酸化を増大させる、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　前記化合物がTGF-β1、TGF-β3、アクチビンA、BMP-2、BMP-7、およびそれらの生物学
的に活性な断片からなる群より選択される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　可溶性エンドグリンの発現または可溶性エンドグリンの生物活性を低下させることがで
きる化合物を前記被験体に投与するステップをさらに含み、該投与ステップが該被験体に
おける前記妊娠関連高血圧障害を治療または予防するのに十分である、請求項１に記載の
方法。
【請求項１０】
　前記化合物が可溶性エンドグリンと特異的に結合する精製抗体または可溶性エンドグリ
ン抗原結合断片である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記抗体が図30Bに示されるヒトエンドグリン配列のアミノ酸26～437、40～406、また
は26～587からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む可溶性エンドグリンポリペプチ
ドまたはその断片と結合する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記抗体が図30Bに示されるヒトエンドグリン配列のアミノ酸40～86、144～199、206～
222、289～304、または375～381を含む可溶性エンドグリン上のエピトープと結合する、
請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記化合物がマトリックスメタロプロテイナーゼ(MMP)、カテプシン、およびエラスタ
ーゼからなる群より選択されるタンパク質分解酵素を阻害する化合物である、請求項９に
記載の方法。
【請求項１４】
　前記妊娠関連高血圧障害が正常参照と比較して増大したsFlt-1のレベルを特徴とする、
請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　sFlt-1の発現レベルまたはsFlt-1の生物活性を低下させることができる化合物を前記被
験体に投与するステップをさらに含み、該投与ステップが該被験体における前記妊娠関連
高血圧障害を治療または予防するのに十分である、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
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　前記化合物がsFlt-1と結合する精製増殖因子または抗体または抗原結合断片である、請
求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記被験体が妊娠したヒト、産後のヒト、または妊娠したヒト以外の動物である、請求
項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記被験体における前記妊娠関連高血圧障害をモニタリングするステップをさらに含み
、該モニタリングステップが該被験体由来の血清または血漿サンプル中の可溶性エンドグ
リンポリペプチドのレベルを測定することを含み、25ng/ml未満の可溶性エンドグリンポ
リペプチドのレベルが該妊娠関連高血圧障害の改善を示すものである、請求項１に記載の
方法。
【請求項１９】
　前記被験体における前記妊娠関連高血圧障害をモニタリングするステップをさらに含み
、該モニタリングステップが該被験体由来のサンプル中の可溶性エンドグリンポリペプチ
ドのレベルを測定することを含み、該レベルの測定を2回以上行い、測定間の該可溶性エ
ンドグリンレベルの低下が該妊娠関連高血圧障害の改善の指標である、請求項１に記載の
方法。
【請求項２０】
　前記被験体における前記妊娠関連高血圧障害をモニタリングするステップをさらに含み
、該モニタリングステップが該被験体由来のサンプル中の可溶性エンドグリンポリペプチ
ドのレベルを測定すること、および陽性参照サンプルと該レベルを比較することを含み、
該陽性参照サンプルに対する可溶性エンドグリンレベルの低下が該被験体における該妊娠
関連高血圧障害の改善を示すものである、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　前記モニタリングを使用して化合物の治療用量を決定する、請求項１８～２０のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記測定が免疫アッセイの使用を含む、請求項１８～２０のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項２３】
　可溶性エンドグリンのレベルが遊離、結合、または全可溶性エンドグリンのレベル、ま
たは分解もしくは酵素的切断から生成されるエンドグリンポリペプチドのレベルである、
請求項１８～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記モニタリングが前記被験体由来のサンプル中のsFlt-1、VEGF、またはPlGFポリペプ
チドの少なくとも1つのレベルを測定することをさらに含む、請求項１８～２０のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項２５】
　測定基準（metric）を使用して可溶性エンドグリン、sFlt-1、VEGF、またはPlGFの前記
レベル間の関係を予測することをさらに含み、参照サンプルに対する被験体サンプルにお
ける該レベル間の関係の変化が前記被験体における前記妊娠関連高血圧障害の改善を示す
ものである、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記測定基準が[(sFlt-1+0.25可溶性エンドグリン)/PlGF]、[(可溶性エンドグリン+sFl
t-1)/PlGF]、および[sFlt-1×可溶性エンドグリン]からなる群より選択される、請求項２
５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記測定基準が[dproduct=妊娠第二期中の(sFlt1×sEng)-妊娠第一期中の(sFlt1×sEng
)]であり、0を超えるdproduct値が前記被験体における妊娠関連高血圧障害を示し、陽性
参照サンプルと比較した該dproduct値の低下が該被験体における該妊娠関連高血圧障害の
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改善を示す、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　可溶性エンドグリンポリペプチドと特異的に結合する抗体またはその抗原結合断片であ
って、該抗体が図30Bに示されるヒトエンドグリン配列のアミノ酸40～86、144～199、206
～222、289～304、または375～381を含むエピトープと結合する、上記抗体またはその抗
原結合断片。
【請求項２９】
　増殖因子と可溶性エンドグリンの結合を妨げる、請求項２８に記載の抗体またはその抗
原結合断片。
【請求項３０】
　前記増殖因子がTGF-β1、TGF-β3、アクチビンA、BMP-2、およびBMP-7からなる群より
選択される、請求項２９に記載の抗体またはその抗原結合断片。
【請求項３１】
　モノクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、またはヒト抗体である、請求項２８に
記載の抗体またはその抗原結合断片。
【請求項３２】
　Fc部分、F(ab')2、Fab、またはFv構造を欠く、請求項２８に記載の抗体またはその抗原
結合断片。
【請求項３３】
　製薬上許容される担体中に存在する、請求項２８に記載の抗体またはその抗原結合断片
。
【請求項３４】
　妊娠関連高血圧障害を有するか、またはそれに対する素因を有する被験体を診断する方
法であって、該被験体由来のサンプル中の可溶性エンドグリンポリペプチドならびにTGF-
β1、TGF-β3、アクチビンA、BMP2、BMP7、eNOS、およびPGI2からなる群より選択される
少なくとも1つの他のポリペプチドのレベルを測定することを含み、正常参照サンプル、
標準、またはレベルと比較した可溶性エンドグリンレベルの増大および該少なくとも1つ
の他のポリペプチドのレベルの低下が、妊娠関連高血圧障害の診断指標または妊娠関連高
血圧障害を発症する傾向の診断指標である、上記方法。
【請求項３５】
　前記測定が免疫アッセイの使用を含む、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記免疫アッセイがELISAである、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記正常参照サンプルが前記被験体由来の事前サンプルである、請求項３４に記載の方
法。
【請求項３８】
　妊娠関連高血圧障害を有するか、またはそれに対する素因を有する被験体を診断する方
法であって、該被験体由来の可溶性エンドグリンポリペプチドおよびsFlt-1ポリペプチド
のレベルを測定すること、および[可溶性エンドグリン×sFlt-1]の測定基準（metric）を
使用して可溶性エンドグリンとsFlt-1の該レベル間の関係を算出することを含み、正常参
照サンプルに対する被験体サンプルにおける該測定基準の増大が該被験体における妊娠関
連高血圧障害の診断指標である、上記方法。
【請求項３９】
　前記測定基準が母親の体格指数または胎児の在胎期間をさらに含む、請求項３８に記載
の方法。
【請求項４０】
　妊娠関連高血圧障害を有するか、またはそれに対する素因を有する被験体を診断する方
法であって、妊娠第一期および妊娠第二期中の該被験体由来の可溶性エンドグリンポリペ
プチドおよびsFlt-1ポリペプチドのレベルを測定すること、および以下の測定基準（metr
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ic）:[dproduct=妊娠第二期中の(sFlt1×sEng)-妊娠第一期中の(sFlt1×sEng)]を使用し
て可溶性エンドグリンとsFlt-1の該レベル間の関係を算出することを含み、0を超えるdpr
oduct値が該被験体における妊娠関連高血圧障害の診断指標である、上記方法。
【請求項４１】
　1を超えるdproduct値が前記被験体における妊娠関連高血圧障害の診断指標である、請
求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　1を超えるdproduct値が早産の子癇前症の診断指標である、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記サンプルが、前記可溶性エンドグリンが通常検出可能である前記被験体の体液、細
胞、または組織である、請求項３４、３８、または４０に記載の方法。
【請求項４４】
　前記体液が尿、羊水、血液、血清、および血漿からなる群より選択される、請求項４３
に記載の方法。
【請求項４５】
　前記細胞が内皮細胞、白血球、単球、および胎盤由来の細胞からなる群より選択される
、請求項４３に記載の方法。
【請求項４６】
　前記組織が胎盤組織である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４７】
　前記被験体が非妊娠状態のヒト、妊娠したヒト、産後のヒト、またはヒト以外の動物で
あり、かつ前記方法が妊娠関連高血圧障害を発症する傾向を診断する、請求項３４、３８
、または４０に記載の方法。
【請求項４８】
　前記ヒト以外の動物がウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、イヌ、またはネコからなる群
より選択される、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　症状の発現前に少なくとも4週間、前記方法を使用して、妊娠関連高血圧障害または妊
娠関連高血圧障害を発症する傾向を診断する、請求項３４、３８、または４０に記載の方
法。
【請求項５０】
　前記妊娠関連高血圧障害が子癇前症、子癇、妊娠性高血圧、慢性高血圧、HELLP症候群
、およびSGA幼児を伴う妊娠である、請求項１、３４、３８、または４０に記載の方法。
【請求項５１】
　前記妊娠関連高血圧障害が子癇前症または子癇である、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　被験体における妊娠関連高血圧障害を診断するためのキットであって、(i)可溶性エン
ドグリン結合物質および(ii)TGF-β1、TGF-β3、アクチビンA、BMP2、BMP7、eNOS、およ
びPGI2からなる群より選択されるポリペプチドと結合する少なくとも1つの他の結合物質
、ならびに(iii)妊娠関連高血圧障害または妊娠関連高血圧障害を発症する傾向を診断す
るための(i)の結合物質および(ii)の少なくとも1つの結合物質の使用説明書を含む、上記
キット。
【請求項５３】
　前記(i)の結合物質が可溶性エンドグリンと特異的に結合する抗体、またはその抗原結
合断片であり、かつ(ii)の少なくとも1つの結合物質がTGF-β1、TGF-β3、アクチビンA、
BMP2、BMP7、eNOS、またはPGI2と特異的に結合する抗体、またはその抗原結合断片である
、請求項５２に記載のキット。
【請求項５４】
　前記キットがVEGF、sFlt-1、またはPlGF結合分子をさらに含む、請求項５２に記載のキ
ット。
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【請求項５５】
　前記妊娠関連高血圧障害が子癇前症、子癇、慢性高血圧、HELLP症候群、妊娠性高血圧
、またはSGA幼児を伴う妊娠である、請求項５２に記載のキット。
【請求項５６】
　妊娠関連高血圧障害を改善する化合物を同定する方法であって、
　(a)細胞を可溶性エンドグリン化合物と接触させるステップ、
　(b)ステップ(a)の該細胞中のeNOSのThr495のリン酸化状態を測定するステップ、
　(c)該細胞を候補化合物と接触させるステップ、
　(d)ステップ(c)の前記細胞中のeNOSのThr495のリン酸化状態を測定するステップ、およ
び
　(e)ステップ(b)およびステップ(d)において測定したリン酸化状態を比較するステップ
を含み、ステップ(b)と比較したステップ(d)におけるeNOSのThr495の脱リン酸化の増大に
よって、該候補化合物が妊娠関連高血圧障害を改善する化合物として同定される、上記方
法。
【請求項５７】
　妊娠関連高血圧障害を改善する化合物を同定する方法であって、
　(a)細胞をSmad2/3依存性レポーター構築物および可溶性エンドグリン化合物と接触させ
るステップ、
　(b)ステップ(a)の細胞中のSmad2/3レポーター構築物の活性化のレベルを測定するステ
ップ、
　(c)ステップ(a)の該細胞を候補化合物と接触させるステップ、
　(d)ステップ(c)の細胞中のSmad2/3レポーター構築物の活性化のレベルを測定するステ
ップ、および
　(e)ステップ(b)およびステップ(d)において測定したSmad2/3レポーター構築物の活性化
のレベルを比較するステップ
を含み、ステップ(b)と比較したステップ(d)におけるSmad2/3レポーター構築物の活性化
のレベルの増大によって、該候補化合物が妊娠関連高血圧障害を改善する化合物として同
定される、上記方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　一般に本発明は、妊娠関連高血圧障害を有する被験体の検出および治療に関する。
【背景技術】
【０００２】
　子癇前症は、妊娠の5～10％に影響を与え、母体および胎児の相当な罹患率および死亡
率をもたらす、高血圧、浮腫およびタンパク尿の症候群である。子癇前症は、世界中で年
間少なくとも200,000の母体の死亡を占める。子癇前症の症候群は、典型的には妊娠第20
週後に現れ、女性の血圧および尿の日常的な測定によって通常検出される。しかしながら
、これらのモニタリング法は初期段階の症候群の診断には無効である。有効な治療が利用
可能であるとすれば、初期段階の診断は被験体または発育中の胎児に対するリスクを低下
させ得る。
【０００３】
　現在、子癇前症の治療法は分かっていない。子癇前症は、軽度から致死的まで重度が異
なることがある。軽度の子癇前症は、床上安静および頻繁なモニタリングによって治療す
ることができる。中等度から重度の症例に関しては、入院が勧められ、発作を予防するた
めの血圧薬または抗痙攣薬が処方される。状態が母親または赤ん坊にとって致死的になる
場合、妊娠は中断され、赤ん坊は早産となる。
【０００４】
　胎児および胎盤の適切な発達は、いくつかの増殖因子または抗血管新生因子によって媒
介される。これらの抗血管新生因子の1つは、CD105としても知られるエンドグリンである
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。エンドグリンは、合胞体栄養細胞、ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)、血管内皮細胞など
の内皮細胞で主に発現されるホモ二量体細胞膜糖タンパク質である。エンドグリンは、形
質転換増殖因子(TGF)-β受容体(TβR)III型であるベータグリカンと配列同一性を共有す
る。エンドグリンは、血管新生、増殖、分化およびアポトーシスを調節するTGF-β受容体
複合体の制御成分であることが示されている。エンドグリンは、アクチビン-A、骨形成タ
ンパク質(BMP)-2およびBMP-7を含めたTGF-βスーパーファミリーのいくつかの他のメンバ
ーとも結合する。特に、エンドグリンは高い親和性でTGF-β1およびTGF-β3と結合し、TG
F-βシグナル伝達受容体I型およびII型とのヘテロ三量体会合を形成する。エンドグリン
遺伝子のコード領域の突然変異は、多臓器血管形成不全および再発性出血によって特徴付
けられる優性遺伝性の血管障害である出血性毛細管拡張症1型(HHT1)の原因である。エン
ドグリンの免疫反応性はこれまで、転移性の乳癌および結腸直腸癌を有する患者の血漿に
おいて高レベルで検出されてきたが、その生化学的特徴は決定されておらず、癌の発病に
おけるその正確な機能的役割は明らかではない。可溶性エンドグリンの生成が、子癇前症
または正常な妊娠と関係があることは報告されていない。
【０００５】
　いくつかの因子が、胎児および胎盤の発達、より詳細には子癇前症と関係があることが
報告されてきている。その因子は血管内皮増殖因子(VEGF)、可溶性Flt-1受容体(sFlt-1)
、および胎盤増殖因子(PlGF)を含む。VEGFは内皮細胞特異的マイトジェン、血管新生誘導
因子、および血管透過性のメディエーターである。VEGFは糸球体毛細血管の修復に重要で
あることも示されている。VEGFは、多くの異なる組織から得た内皮細胞において異なった
形で発現される2つの相同的な膜貫通チロシンキナーゼ受容体、fms様チロシンキナーゼ(F
lt-1)およびキナーゼドメイン受容体(KDR)の1つにホモ二量体として結合する。KDRではな
くFlt-1が、胎盤形成に寄与するトロホブラスト細胞によって高度に発現される。PlGFは
、胎盤の発達とも関係があるVEGFファミリーのメンバーである。PlGFは細胞栄養芽層およ
び合胞体栄養細胞によって発現され、内皮細胞の増殖、移動および活性化を誘導すること
ができる。PlGFはホモ二量体としてFlt-1受容体に結合するが、KDR受容体には結合しない
。PlGFとVEGFの両方が、胎盤の発達に重要であるマイトジェン活性および血管新生に寄与
する。
【０００６】
　最近、受容体の膜貫通ドメインおよび細胞質ドメインを欠くsFlt-1が、ヒト臍帯静脈内
皮細胞の培養培地において同定され、後にin vivo発現が胎盤組織において実証された。s
Flt-1はVEGFと高い親和性で結合するが、内皮細胞の有糸分裂誘発を刺激しない。血管新
生および有糸分裂シグナル伝達経路の入念な制御は、発達中の胎盤におけるトロホブラス
ト細胞による適切な増殖、移動および血管新生を維持するのに重要である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　特に、最も重大な症状が発現する前に、子癇前症もしくは子癇のリスクがあるか、また
はそれらを有する被験体を正確に診断する方法に関する必要性が存在する。治療も必要と
される。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、子癇前症および子癇を含めた、妊娠関連高血圧障害を診断および治療す
るための方法を発見した。
【０００９】
　遺伝子発現分析を使用して、可溶性エンドグリン(sEng)のレベルは、子癇前症を含めた
高血圧を伴う妊娠合併症を患う妊婦由来の胎盤組織サンプルにおいて著しく上昇すること
を、本発明者らは発見した。ウエスタンブロッティングを使用して、可溶性エンドグリン
のタンパク質レベルは、子癇前症または子癇などの妊娠関連高血圧障害を有する女性から
採取した血清サンプル中で上昇することも、本発明者らは発見した。可溶性エンドグリン
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は、タンパク質分解酵素による膜結合型の細胞外部分の切断によって形成され得る。これ
らのサンプル中で検出される可溶性エンドグリンは、完全長エンドグリンのアミノ末端部
分の少なくとも最初の381アミノ酸(リーダーペプチドを除く、リーダーペプチドを含める
と406アミノ酸)を含むことを、本発明者らは発見した。子癇前症における過剰な可溶性エ
ンドグリンは、本明細書に記載の通り内皮細胞上のTGF-β1とTβRIIの結合を妨げてシグ
ナル伝達が低減されることにより、必要量のこれらの必要不可欠な抗血管新生因子および
マイトジェン因子を胎盤から奪い得る。可溶性エンドグリンは内皮細胞中のTGF-β1のシ
グナル伝達および内皮一酸化窒素合成酵素(eNOS)の活性化に干渉し、それによって血管の
健康状態の維持に必要な主要ホメオスタシスのメカニズムを混乱させることも、本発明者
らは発見した。可溶性エンドグリンは内皮細胞上のTGF-β1とTβRIIの結合を妨げて、シ
グナル伝達が低減されることを本発明者らは実証する。循環TGF-β1は、潜伏関連ペプチ
ドおよび潜在TGF-β1結合タンパク質と複合体形成するので、活性化されない限り、その
受容体と結合することはできない。したがって、可溶性エンドグリンは、活性TGF-β1が
生成される場所で局所的にTGF-β1作用しか阻害しない可能性がある。総合するとこれら
のデータから、TGF-β1受容体活性化を一酸化窒素(NO)合成と結びつける上でのエンドグ
リンの役割が重大であることが示唆される。さらに、本発明者らの機能的研究から、可溶
性エンドグリンとsFlt1は協調して、おそらくNOSの下流活性化を阻害することによって、
それぞれTGF-β1およびVEGFのシグナル伝達に干渉することにより血管の損傷およびHELLP
症候群を誘導することを示唆される。
【００１０】
　本発明では、可溶性エンドグリンと結合する、またはそれを中和する化合物を使用して
、可溶性エンドグリンの上昇したレベルを低下させ、子癇前症または子癇を含めた高血圧
を伴う妊娠合併症を治療する。例えば、可溶性エンドグリンに対して作られた抗体、なら
びに生物活性がある可溶性エンドグリンのレベルを低下させるために作られたRNA干渉お
よびアンチセンス核酸塩基オリゴマーも提供する。本発明はさらに、可溶性エンドグリン
のレベルまたは生物活性を低下させる、または可溶性エンドグリン結合タンパク質(例え
ば、可溶性エンドグリン結合タンパク質(例えば、TGF-β1、TGF-β3、アクチビンA、骨形
成タンパク質(BMP)-2およびBMP-7)、NOS、およびプロスタサイクリン(PGI2)のレベルまた
は生物活性を増大させる、任意の化合物(例えば、ポリペプチド、小分子、抗体、核酸、
およびミメティクス)を単独で、あるいは互いに組み合わせて、またはsFlt-1のレベルを
低下させるかVEGFまたはPlGFのレベルまたは活性を増大させる任意の化合物と組み合わせ
て(例えば、米国特許出願公開第20040126828号、同第20050025762号、および同第2005017
0444号およびPCT国際公開第2004/008946号および同第2005/077007号を参照)使用して、被
験体における子癇前症または子癇などの妊娠関連高血圧障害を治療または予防することを
特徴とする。本発明は、子癇前症および子癇を含めた妊娠関連高血圧障害の初期診断また
は管理の検出ツールとして、単独で、またはsFlt-1、VEGF、PlGF、TGF-β1、eNOS、もし
くはPGI2と組み合わせて可溶性エンドグリンのレベルを測定するための方法も特徴とする
。
【００１１】
　したがって、第一の態様では本発明は、被験体における妊娠関連高血圧障害を治療また
は予防する方法であって、(i)可溶性エンドグリンの発現レベルまたは生物活性を低下さ
せることができる化合物、および(ii)sFlt-1の発現レベルまたは生物活性を低下させるこ
とができる化合物を、妊娠関連高血圧障害を治療または予防するのに十分な時間および量
で被験体に投与することを含む方法を特徴とする。妊娠関連高血圧障害には、例えば子癇
前症、子癇、妊娠性高血圧、慢性高血圧、HELLP症候群、および在胎期間に比べて小さい(
SGA)幼児を伴う妊娠がある。妊娠関連高血圧障害は、子癇前症または子癇であることが好
ましい。
【００１２】
　可溶性エンドグリンまたはsFlt-1の発現レベルまたは生物活性に関するアッセイは、当
技術分野で知られている。好ましい化合物は可溶性エンドグリンまたはsFlt-1の発現レベ
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ルまたは生物活性を少なくとも10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％
、またはそれ以上低下させるはずである。可溶性エンドグリンの発現レベルまたは生物活
性を低下させることができる化合物の非制限的な例には、可溶性エンドグリンと特異的に
結合する任意の化合物、例えば精製可溶性エンドグリン抗体、可溶性エンドグリン抗原結
合断片、または可溶性エンドグリン結合タンパク質(例えば、TGF-β1、TGF-β3、アクチ
ビンA、BMP-2およびBMP-7)がある。
【００１３】
　可溶性エンドグリンの発現レベルまたは生物活性を低下させることができる化合物の他
の例には、タンパク質分解酵素を阻害する任意の化合物(例えば、マトリックスメタロプ
ロテイナーゼ(MMP)、カテプシン、およびエラスターゼ)、または可溶性エンドグリンと結
合することができる増殖因子のレベルを増大させる化合物がある。TGF-β1、TGF-β3、ア
クチビンA、BMP-2、BMP-7、またはこれらの断片などの増殖因子は、可溶性エンドグリン
と結合することができる増殖因子のレベルを増大させる化合物の例であり、シクロスポリ
ン、αトコフェロール、メチセルギド、ブロモクリプチン、およびアルドメットなどがあ
る。
【００１４】
　sFlt-1の発現レベルまたは生物活性を低下させることができる化合物の非制限的な例に
は、精製sFlt-1抗体またはsFlt-1抗原結合断片などのsFlt-1と特異的に結合することがで
きる化合物;ニコチン、テオフィリン、アデノシン、ニフェジピン、ミノキシジル、およ
び硫酸マグネシウムなどの、sFlt-1と結合することができる増殖因子、VEGF(例えば、VEG
F121、VEGF165、または修飾型VEGF)、PlGF、またはその断片のレベルを増大させる化合物
がある。
【００１５】
　前述の方法の好ましい実施形態では、可溶性エンドグリンの発現レベルまたは生物活性
を低下させることができる化合物、またはsFlt-1の発現レベルまたは生物活性を低下させ
ることができる化合物、またはその両方が、一酸化窒素合成酵素(NOS)活性を少なくとも1
0％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、またはそれ以上増大させるこ
とも可能である。NOS活性に関するアッセイは当技術分野で知られており、本明細書に記
載する。
【００１６】
　第二の態様では本発明は、被験体における妊娠関連高血圧障害を治療または予防する方
法であって、NOSの発現レベルまたは生物活性を増大させることができる化合物を、被験
体において妊娠関連高血圧障害を治療または予防するのに十分な時間および量で被験体に
投与するステップを含む方法を特徴とする。NOSはeNOSであることが望ましい。一実施形
態では化合物は、VEGF(例えば、VEGF121、VEGF165、または修飾型のVEGF)、またはその生
物学的に活性な断片、またはPlGFまたはその生物学的に活性な断片などのeNOSのSer1177
のリン酸化を増大させる化合物である。他の実施形態では化合物は、TGF-β1またはTGF-
β3、アクチビンA、BMP-2、およびBMP-7などのeNOSのThr495の脱リン酸化を増大させる化
合物である。他の実施形態では化合物は、eNOSのレベルの低下を妨げるかまたはeNOSの安
定性を増大させる化合物である。
【００１７】
　場合によっては、この方法は、可溶性エンドグリンの発現レベルまたは生物活性を低下
させることができる化合物を被験体に投与することをさらに含み、その投与は被験体にお
ける妊娠関連高血圧障害を治療または予防するのに十分である。可溶性エンドグリンの発
現または生物活性を低下させることができる化合物の非制限的な例には、可溶性エンドグ
リンと特異的に結合する精製抗体もしくは可溶性エンドグリン抗原結合断片、またはマト
リックスメタロプロテイナーゼ(MMP)、カテプシン、およびエラスターゼからなる群より
選択されるタンパク質分解酵素を阻害する化合物、またはTGF-β1、TGF-β3、アクチビン
A、BMP-2、BMP-7、またはそれらの断片などの増殖因子がある。可溶性エンドグリンと特
異的に結合する代表的な抗体には、図30Bに示すヒトエンドグリン配列のアミノ酸26～437
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、40～406、または26～587からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む可溶性エンドグ
リンポリペプチドと結合する抗体がある。本発明の方法において有用である他の代表的な
抗体には、図30Bに示すヒトエンドグリン配列のアミノ酸40～86、144～199、206～222、2
89～304、または375～381を含むヒトエンドグリン上のエピトープと結合する抗体がある
。
【００１８】
　一実施形態では、妊娠関連高血圧障害は、正常参照と比較したsFlt-1ポリペプチドのレ
ベルの増大によって特徴付けられる。場合によっては、この方法は、sFlt-1の発現レベル
または生物活性を低下させることができる化合物を被験体に投与することをさらに含み、
その投与は被験体における妊娠関連高血圧障害を治療または予防するのに十分である。可
溶性sFlt-1の発現または生物活性を低下させることができる化合物の非制限的な例には、
sFlt-1と特異的に結合する精製抗体もしくはsFlt-1抗原結合断片、またはsFlt-1と結合す
るVEGF(例えば、VEGF121、VEGF165、または修飾型のVEGF)、PlGF、またはその断片などの
増殖因子がある。
【００１９】
　任意の前述の方法に関して、方法は降圧化合物を被験体に投与するステップをさらに含
み得る。任意の前述の方法の好ましい実施形態では、被験体は妊娠したヒト、産後のヒト
、またはヒト以外の動物(例えば、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、イヌ、およびネコ)
である。
【００２０】
　任意の前述の方法に関して、この方法は、被験体における妊娠関連高血圧障害をモニタ
リングするステップをさらに含むことができ、モニタリングは被験体由来の血清または血
漿サンプル中の可溶性エンドグリンポリペプチドのレベルを測定することを含む。可溶性
エンドグリンの絶対レベルを測定する場合、25ng/ml未満の可溶性エンドグリンポリペプ
チドのレベルは妊娠関連高血圧障害の改善を示す。代替的または追加的に、可溶性エンド
グリンのレベルは2回以上測定することができ、または(例えば、妊娠関連高血圧障害に罹
患している被験体由来の)陽性参照サンプルと比較することができ、この場合測定間また
は陽性参照と比較したいずれかの可溶性エンドグリンレベルの低下は、妊娠関連高血圧障
害の改善の指標である。可溶性エンドグリンレベルの測定は、免疫アッセイの使用を含み
得る。可溶性エンドグリンは、遊離、結合、もしくは全可溶性エンドグリン、または分解
もしくは酵素切断から生成するエンドグリンポリペプチドのレベルを含み得る。モニタリ
ング法は、子癇前症または子癇の診断に関して本明細書に記載する任意の測定基準（metr
ic）も含むことができる。例えばモニタリング法は、被験体における妊娠第一期および妊
娠第二期中のsFlt-1および可溶性エンドグリンのレベルを測定すること、および分数を含
めた0、1、2を超える値、またはそれより大きな値(例えば、陽性値)が子癇前症または子
癇の診断指標である、以下の等式:[dproduct=妊娠第二期中の(sFlt1×sEng)-妊娠第一期
中の(sFlt1×sEng)]を使用して、それぞれの妊娠期中のsFlt1×可溶性エンドグリン(sEng
)のデルタ値を計算することを含むことができる。経時的な値の減少は、妊娠関連高血圧
障害の改善を示す。他の例では、妊娠第一期と妊娠第二期の間のsFlt-1レベル(dsFlt-1)
またはsEngレベル(dsEng)に関するdproductを計算し、分数を含めた0、1、2を超える値、
またはそれより大きな値(例えば、陽性値)は子癇前症または子癇の診断指標である。経時
的な値の減少は、妊娠関連高血圧障害の改善を示す。
【００２１】
　任意のモニタリング法に関して、それらの方法を使用して化合物の治療用量を決定する
ことができる。方法は被験体由来のサンプル中のsFlt-1、VEGF、またはPlGFポリペプチド
の少なくとも1つのレベルを測定することもさらに含むことができ、これらのレベル間の
関係は測定基準（metric）を使用して計算することもできるが、そうする必要はない。代
表的な測定基準には、前に記載したように[(sFlt-1+0.25可溶性エンドグリン)/PlGF]、[(
可溶性エンドグリン+sFlt-1)/PlGF]、[sFlt-1×可溶性エンドグリン]、およびdsFlt-1、d
sEng、および[dproduct=妊娠第二期中の(sFlt1×sEng)-妊娠第一期中の(sFlt1×sEng)]が
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ある。
【００２２】
　他の態様では本発明は、可溶性エンドグリンポリペプチドと特異的に結合する抗体また
はその抗原結合断片を特徴とし、この抗体は、図30Bに示すヒトエンドグリン配列のアミ
ノ酸40～86、144～199、206～222、289～304、または375～381を含むヒトエンドグリン上
のエピトープと結合する。一実施形態では、抗体または抗原結合断片は、増殖因子(例え
ば、TGF-β1、TGF-β3、アクチビンA、BMP-2、およびBMP-7)と可溶性エンドグリンの結合
を妨げる。
【００２３】
　抗体は、モノクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、Fc部分、F(ab')2
、Fab、またはFv構造を欠く抗体をはじめとする、任意の型の抗体または抗体断片であっ
てよい。一実施形態では、抗体またはその抗原結合断片は、製薬上許容される担体中に存
在する。
【００２４】
　他の態様では本発明は、妊娠関連高血圧障害を有するか、またはそれに対する素因を有
する被験体を診断する方法であって、被験体由来のサンプル中の、可溶性エンドグリンポ
リペプチド、および可溶性エンドグリン結合タンパク質(例えば、TGF-β1、TGF-β3、ア
クチビンA、BMP-2、およびBMP-7)からなる群より選択される少なくとも1つの他のポリペ
プチド、および可溶性エンドグリンシグナル伝達の下流メディエーター(例えば、eNOSお
よびPGI2)のレベルを測定することを含み、正常参照サンプル、標準、またはレベルと比
較した可溶性エンドグリンレベルの増大および少なくとも1つの他のポリペプチドのレベ
ルの低下が、妊娠関連高血圧障害の診断指標または妊娠関連高血圧障害を発症する傾向の
診断指標である方法を特徴とする。
【００２５】
　他の態様では本発明は、妊娠関連高血圧障害を有するか、またはそれに対する素因を有
する被験体を診断する方法であって、被験体由来の可溶性エンドグリンポリペプチドおよ
びsFlt-1ポリペプチドのレベルを測定すること、および[可溶性エンドグリン×sFlt-1]の
測定基準（metric）を使用して可溶性エンドグリンとsFlt-1のレベル間の関係を予測する
ことを含み、正常参照サンプルに対する被験体サンプルにおける測定基準の増大が被験体
における妊娠関連高血圧障害の診断指標である方法を特徴とする。
【００２６】
　他の態様では本発明は、妊娠関連高血圧障害を有するか、またはそれに対する素因を有
する被験体を診断する方法であって、妊娠第一期および妊娠第二期中の被験体におけるsF
lt-1および可溶性エンドグリンのレベルを測定すること、および分数を含めた0、1、2を
超える値、またはそれより大きな値(例えば、陽性値)が子癇前症または子癇の診断指標で
ある、以下の等式:[dproduct=妊娠第二期中の(sFlt1×sEng)-妊娠第一期中の(sFlt1×sEn
g)]を使用して、それぞれの妊娠期中のsFlt1×可溶性エンドグリン(sEng)のデルタ値を計
算することを含む方法を特徴とする。陽性値が早産の子癇前症の指標である可能性もある
。このような測定値は妊娠第一期および妊娠第二期中に多数回得ることができ、dproduct
は経時的に追跡される場合がある。
【００２７】
　他の態様では本発明は、妊娠関連高血圧障害を有するか、またはそれに対する素因を有
する被験体を診断する方法であって、妊娠第一期および妊娠第二期中の被験体におけるsF
lt-1および可溶性エンドグリンのレベルを測定すること、および妊娠第一期と妊娠第二期
の間のsFlt-1レベル(dsFlt-1)またはsEngレベル(dsEng)に関するdproductを計算すること
であって、分数を含めた0、1、2を超える値、またはそれより大きな値(例えば、陽性値)
が子癇前症または子癇の診断指標であることを含む方法を特徴とする。
【００２８】
　本発明の任意の診断法に関して、測定はELISAなどの免疫アッセイの使用を含むことが
できる。一実施形態では、正常参照サンプルは被験体由来の事前サンプルである。他の実
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施形態では、測定基準は母親の体格指数または胎児の在胎期間をさらに含む。サンプルは
可溶性エンドグリンが通常検出可能である被験体の体液(例えば、尿、羊水、血液、血清
、および血漿)、細胞(例えば、内皮細胞、白血球、単球、および胎盤由来の細胞)、また
は組織(例えば、胎盤組織)であってよい。被験体は非妊娠状態のヒト、妊娠したヒト、産
後のヒト、またはヒト以外の動物(例えば、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、イヌ、ま
たはネコ)であってよく、方法を使用して、妊娠関連高血圧障害または妊娠関連高血圧障
害を発症する傾向を診断することができる(例えば、症状の発現前に少なくとも4週間)。
【００２９】
　さらに他の態様では本発明は、被験体における妊娠関連高血圧障害を診断するためのキ
ットであって、(i)可溶性エンドグリン結合物質および(ii)TGF-β1、TGF-β3、eNOS、お
よびPGI2からなる群より選択されるポリペプチドと結合する少なくとも1つの他の結合物
質、ならびに(iii)妊娠関連高血圧障害または妊娠関連高血圧障害を発症する傾向を診断
するための(i)の結合物質および(ii)の少なくとも1つの結合物質の使用説明書を含むキッ
トを特徴とする。結合物質は、可溶性エンドグリンと特異的に結合する抗体またはその抗
原結合断片、またはTGF-β1、TGF-β3、eNOS、またはPGI2と特異的に結合する抗体または
その抗原結合断片であってよい。
【００３０】
　場合によっては、キットはVEGF、sFlt-1、またはPlGF結合分子も含むことができる。
【００３１】
　他の態様では本発明は、妊娠関連高血圧障害を改善する化合物を同定する方法であって
、
　(a)細胞を可溶性エンドグリン化合物と接触させるステップ、
　(b)可溶性エンドグリン化合物と接触させた後の、細胞中のeNOSのThr495のリン酸化状
態を測定するステップ、
　(c)該細胞を候補化合物と接触させるステップ、
　(d)細胞を候補化合物と接触させた後の、細胞中のeNOSのThr495のリン酸化状態を測定
するステップ、および
　(e)ステップ(b)およびステップ(d)において測定したリン酸化状態を比較するステップ
を含み、ステップ(b)と比較したステップ(d)におけるeNOSのThr495の脱リン酸化の増大に
よって、妊娠関連高血圧障害を改善する化合物として前記候補化合物が同定される方法を
特徴とする。
【００３２】
　さらに他の態様では本発明は、妊娠関連高血圧障害を改善する化合物を同定する方法で
あって、
　(a)細胞をSmad2/3依存性レポーター構築物および可溶性エンドグリン化合物と接触させ
るステップ、
　(b)ステップ(a)の細胞中のSmad2/3レポーター構築物の活性化のレベルを測定するステ
ップ、
　(c)ステップ(a)の細胞を候補化合物と接触させるステップ、
　(d)ステップ(c)の細胞中のSmad2/3レポーター構築物の活性化のレベルを測定するステ
ップ、および
　(e)ステップ(b)およびステップ(d)において測定したSmad2/3レポーター構築物の活性化
のレベルを比較するステップを含み、
　ステップ(b)と比較したステップ(d)におけるSmad2/3レポーター構築物の活性化のレベ
ルの増大によって、妊娠関連高血圧障害を改善する化合物として前記候補化合物が同定さ
れる方法を特徴とする。
【００３３】
　任意の前述の態様に関して、妊娠関連高血圧障害は、子癇前症、子癇、妊娠性高血圧、
慢性高血圧、HELLP症候群、およびSGA幼児を伴う妊娠であってよい。一実施形態では、妊
娠関連高血圧障害は子癇前症または子癇である。
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【００３４】
　以下に記載したように、可溶性エンドグリン/TGF-βとsFlt-1/VEGF/PlGFシグナル伝達
経路の両方の脱制御は一緒に働いて、妊娠関連高血圧障害の病状を促進することが可能で
あることを、本発明者らは発見した。したがって本発明は、米国特許出願公開第20040126
828号、同第20050025762号、同第20050170444号、同第2006/0067937号、および同第20070
104707号およびPCT国際公開第2004/008946号、同第2005/077007号、および同第06/034507
号中に記載された治療、診断、またはモニタリング法のいずれかと、本明細書に記載する
方法の組合せも特徴とする。
【００３５】
　本発明の目的のために、以下の略語および用語を以下のように定義する。
【００３６】
　「改変」とは変化(増大または低下)を意味する。改変は、以下に記載する方法などの標
準的な当技術分野で知られている方法によって検出される、遺伝子またはポリペプチドの
発現レベルの変化を含み得る。本明細書で使用する改変は、発現レベルの10％の変化、好
ましくは25％の変化、より好ましくは40％、50％、60％、70％、80％、90％以上の発現レ
ベルの変化を含む。「改変」は、本発明の任意のポリペプチド(例えば、可溶性エンドグ
リン、sFlt-1、VEGF、PlGF、eNOS、またはTGFβファミリーのメンバー)の生物活性の変化
(増大または低下)も示すことができる。本明細書で使用する改変は、生物活性の10％の変
化、好ましくは25％の変化、より好ましくは40％、50％、60％、70％、80％、90％以上の
生物活性の変化を含む。可溶性エンドグリンに関する生物活性の例は、血管新生およびア
クチビン-A、BMP2、BMP-7、TGF-β1およびTGF-β3などの基質との結合である。可溶性エ
ンドグリンの生物活性は、当技術分野において標準的であるかまたは本明細書に記載する
、リガンド結合アッセイ、イムノアッセイ、および血管新生アッセイによって測定するこ
とができる。このようなアッセイの一例は、in vitroマトリゲル内皮管形成アッセイであ
り、ここではエンドグリンシグナル伝達のアンタゴニズムが毛細管形成の多大な消失をも
たらした(Li et al.、Faseb Journal 14: 55～64 (2000))。eNOSに関する生物活性の例は
当技術分野で知られており、酸素およびアルギニンからの一酸化窒素すなわち「NO」の形
成の触媒を含む。TGF-βに関する生物活性の例には、多くの細胞型における増殖、分化、
運動性、組織再編成、神経発生、創傷修復、アポトーシス、および血管新生の制御がある
。このような活性は、当技術分野において知られているかまたは本明細書に記載するアッ
セイによって測定することができる。TGF-βは多くの細胞型における細胞増殖も抑制し、
マトリックスタンパク質の合成を刺激することができる。PlGFまたはVEGFに関する生物活
性の他の例には、イムノアッセイ、リガンド結合アッセイまたはスキャッチャードプロッ
ト解析によって測定される受容体との結合、およびBrdU標識、細胞計数実験、または3H-
チミジンの取り込みなどのDNA合成の定量アッセイによって測定される細胞増殖または移
動の誘導がある。sFlt-1に関する生物活性の例には、イムノアッセイ、リガンド結合アッ
セイ、またはスキャッチャードプロット解析によって測定されるPlGFおよびVEGFとの結合
がある。ポリペプチドの各々の生物活性に関するアッセイの他の例は、本明細書に記載す
る。
【００３７】
　「アンチセンス核酸塩基オリゴマー」とは、エンドグリン遺伝子のコード鎖またはmRNA
と相補的である核酸塩基オリゴマーを、長さとは無関係に意味する。「核酸塩基オリゴマ
ー」とは、連結基によって1つに結合した、少なくとも8個の核酸塩基、好ましくは少なく
とも12個、および最も好ましくは少なくとも16個の塩基の鎖を含む化合物を意味する。こ
の定義内に含まれるのは、天然および非天然オリゴヌクレオチド、修飾型と非修飾型の両
方、およびタンパク質核酸、ロックド核酸、およびアラビノ核酸などのオリゴヌクレオチ
ドミメティクスである。参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第20030114
412号(例えば、この公開のパラグラフ27～45を参照)および米国特許出願公開第200301144
07号(例えば、この公開のパラグラフ35～52を参照)中に記載された核酸塩基および連結基
を含めた、多数の核酸塩基および連結基を本発明の核酸塩基オリゴマーにおいて利用する
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ことができる。核酸塩基オリゴマーは、翻訳開始および停止部位を標的とすることも可能
である。アンチセンス核酸塩基オリゴマーは、約8～30個のヌクレオチドを含むことが好
ましい。アンチセンス核酸塩基オリゴマーは、エンドグリンのmRNAまたはDNAと相補的で
ある少なくとも40、60、85、120、またはそれ以上の連続したヌクレオチドを含むことも
でき、完全長mRNAまたは遺伝子と同程度の長さであってよい。
【００３８】
　「結合」とは、非共有または共有結合相互作用、好ましくは2つの分子を一緒に保持す
る非共有結合を意味する。例えば、2つのこのような分子はリガンドとその受容体、酵素
とその酵素の阻害剤、酵素とその基質、または抗体と抗原であり得る。非共有結合相互作
用には、水素結合、帯電基間のイオン相互作用、ファンデルワールス相互作用、および無
極性基間の疎水性相互作用があるが、これらだけには限られない。1つまたは複数のこれ
らの相互作用は、2つの分子の結合を互いに仲介することができる。結合は特異性または
選択性などの差別的性質を示し得る。
【００３９】
　「体格指数」（body mass index）とは、体重が健康範囲の範疇にあるかどうかの一般
的指標を与える、身長と体重の測定値を使用することによって導いた数字を意味する。体
格指数を決定するために一般に使用される式は、人の体重、キログラム単位÷人の身長、
メートル単位の二乗、すなわち体重(kg)/(身長(m))2である。
【００４０】
　「化合物」とは、任意の小分子化学化合物(ペプチジルまたは非ペプチジル)、抗体、核
酸分子、ポリペプチド、またはその断片を意味する。本発明の治療法に特に有用な化合物
は、少なくとも10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％以上可溶性エン
ドグリンのレベルまたは生物活性を変えるか、好ましくは低下させることが可能である。
【００４１】
　「キメラ抗体」とは、他のタンパク質の少なくとも一部分(典型的には免疫グロブリン
定常ドメイン)と連結した抗体分子の少なくとも抗原結合部分を含むポリペプチドを意味
する。
【００４２】
　「二本鎖RNA(dsRNA)」とは、センス鎖とアンチセンス鎖の両方から構成されるリボ核酸
分子を意味する。典型的にはdsRNAを使用してRNA干渉を仲介する。
【００４３】
　CD105としても知られる「エンドグリン」または「Eng」とは、エンドグリンの生物活性
を有し(Fonsatti et al.、Oncogene22: 6557～6563、2003; Fonsatti et al.、Curr.Canc
er Drug Targets 3: 427～432、2003;およびCheifetz et al.、J.Biol.Chem.267: 19027
～19030(1992)を参照)、以下のGenBank登録番号:AAH29080およびNP_031958(マウス);AAS6
7893(ラット);NP_000109、P17813、VSP_004233、CAA80673(ブタ);ならびにCAA50891およ
びAAC63386(ヒト)のいずれかによって定義されるかまたはU.S.P.N.6,562,957中に記載さ
れるタンパク質と相同的である、哺乳動物の増殖因子を意味する。エンドグリンは、増殖
する血管内皮細胞および胎盤由来の合胞体栄養細胞において高レベルで発現されるホモ二
量体細胞膜糖タンパク質である。それらの細胞質尾部が47アミノ酸異なるエンドグリンの
2つの異なるアイソフォーム、LおよびSが存在する。両方のアイソフォームが、本明細書
で使用する用語エンドグリンに含まれる。エンドグリンはTGF-βファミリーのメンバーと
結合し、TGF-βの存在下においてエンドグリンは、TGF-βシグナル伝達受容体RIおよびRI
Iと結合し、増殖因子に対する応答性を高めることができる。エンドグリンの生物活性に
は、アクチビンA、BMP2、BMP-7、TGF-β1およびTGF-β3などのTGF-βファミリーのメンバ
ーなどの基質との結合、血管新生の誘導、細胞増殖、結合、移動、浸潤の制御、および内
皮細胞の活性化がある。エンドグリンの生物活性に関するアッセイは当技術分野で知られ
ており、リガンド結合アッセイまたはスキャッチャードプロット解析、細胞増殖を測定す
るために使用されるBrdU標識、細胞計数実験、または3H-チミジンの取り込みなどのDNA合
成の定量アッセイ、および本明細書またはMcCarty et al.、Intl.J.Oncol.21:5～10、200
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2; Akhtar et al.Clin.Chem.49:32～40、2003; およびYamashita et al、J.Biol.Chem.26
9: 1995～2001、1994中に記載されるアッセイなどの血管新生アッセイを含む。
【００４４】
　「可溶性エンドグリンポリペプチド」または「sEng」とは、エンドグリンタンパク質の
細胞外部分の少なくとも一部分を含み、エンドグリンタンパク質の細胞外部分をコードす
るアミノ酸配列(図1および2B参照)と(例えば60％、70％、80％、90％、995％、96％、97
％、98％、99％、または100％)実質的に同一である、エンドグリンの任意の循環、非膜結
合型を意味する。可溶性エンドグリンは、タンパク質分解酵素によるエンドグリンの膜結
合型の切断から生成し得る。1つの考えられる切断部位は、ERにおいて典型的には切断さ
れるペプチドリーダー配列(図3Aおよび3B参照)を含むエンドグリンポリペプチドのアミノ
酸1～437を含む可溶性エンドグリンポリペプチド、またはエンドグリンポリペプチドのア
ミノ酸1～437と実質的に同一であるタンパク質を生成するヒトエンドグリンのアミノ酸43
7である。本発明によって企図される可溶性エンドグリンの他の形には、図30Bに示すヒト
エンドグリンのアミノ酸40(グリシン)～406(アルギニン)と実質的に同一、ヒトエンドグ
リンのアミノ酸1～587(細胞外ドメイン全体、R&D Systemsから市販されているペプチドリ
ーダー配列、カタログ番号1097-ENを含む)と実質的に同一、図30Bに示すヒトエンドグリ
ンのアミノ酸40～587(これがペプチドリーダー配列を除いた細胞外ドメイン全体である)
と実質的に同一であるタンパク質、図30B中において太線および下線で確認されるペプチ
ドを含む任意のポリペプチド、およびTGF-βまたはTGF-β受容体との結合に必要とされる
可溶性エンドグリンの領域またはドメインを含む任意のポリペプチドがある。エンドグリ
ンと可溶性エンドグリンの両方の番号処理は、リーダーペプチド配列が含まれるかどうか
に依存することを記さなければならない。図30Bに示すエンドグリンの番号処理は、アミ
ノ酸26で始まる(この場合、不在リーダーペプチド配列はアミノ酸1～25であり得る)。可
溶性エンドグリンは、酵素によるエンドグリンの切断から生成しエンドグリンの生物活性
を維持する、循環する分解産物または断片も含み得る。好ましい可溶性エンドグリンポリ
ペプチドは、TGF-βファミリーのメンバーまたはTGF-β受容体などの基質との結合、TGF-
βファミリーのメンバーの生物活性の阻害、または少なくとも10％、20％、30％、40％、
50％、60％、70％、80％、90％以上の血管新生の無効または阻害などの可溶性エンドグリ
ンの生物活性を有する。これらの活性を測定するためのアッセイの例は当技術分野で知ら
れており、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第20060067937号、同第2
0050267021号、および同第20070104707号およびPCT国際公開第06/034507号中に記載され
ている。例えば、可溶性エンドグリンの生物活性は、TGF-βによって誘導される血管新生
を無効にする、減少させる、もしくは阻害する能力、またはSmad2/3の活性化もしくはSma
d2/3依存性の転写活性化を無効にする能力を含み得る。可溶性エンドグリンポリペプチド
は様々な供給源から、哺乳動物の組織または細胞(例えば、胎盤組織または細胞)などから
単離することができ、または組換えもしくは合成法によって調製することができる。用語
可溶性エンドグリンは、エンドグリンポリペプチドのポリペプチド、断片、誘導体、類似
体、および変異体に対する修飾も含み、それらの例は以下に記載する。
【００４５】
　「エンドグリン核酸」とは、前に記載したエンドグリンタンパク質のいずれかをコード
する核酸を意味する。例えば、ヒトエンドグリンの遺伝子は14エクソンからなり、この場
合エクソン1はシグナルペプチド配列をコードし、エクソン2～12は(エクソン9aおよび9b
を含む)細胞外ドメインをコードし、エクソン13は膜貫通ドメインをコードし、かつエク
ソン14はC末端細胞質ドメインをコードする(図1、2A、および2Bを参照)。エンドグリン核
酸は、前に記載したかまたは図2Aに示す核酸配列と(60％、65％、70％、75％、80％、85
％、90％、95％、96％、97％、98％、99％、または100％)実質的に同一である可溶性エン
ドグリンポリペプチドのいずれかをコードすることが望ましい。循環タンパク質はペプチ
ドリーダー配列(アミノ酸1～25)を欠くことが予想されることを、記さなければならない
。
【００４６】
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　「エピトープ」とは、線状構造または三次元立体配座のいずれかの結果として抗体の結
合部位を形成する、アミノ酸の配列を意味する。
【００４７】
　「発現」とは、標準的な当技術分野で知られている方法による遺伝子またはポリペプチ
ドの検出を意味する。例えば、ポリペプチドの発現はウエスタンブロッティングによって
検出されることが多く、DNAの発現はサザンブロッティングまたはポリメラーゼ連鎖反応(
PCR)によって検出されることが多く、かつRNAの発現はノーザンブロッティング、PCR、ま
たはRNAse保護アッセイによって検出されることが多い。タンパク質の発現レベルを測定
するための方法には、一般にウエスタンブロット、イムノブロット、酵素結合免疫吸着ア
ッセイ(ELISA)、ラジオイムノアッセイ(RIA)、免疫沈降、表面プラズモン共鳴、化学発光
、蛍光偏光、リン光、免疫組織化学分析、マトリックス支援レーザー脱離/イオン化飛行
時間型(MALDI-TOF)質量分析、マイクロサイトメトリー、マイクロアレイ、顕微鏡法、蛍
光活性化細胞選別(FACS)、およびフローサイトメトリー、ならびに酵素活性または他のタ
ンパク質パートナーとの相互作用だけには限られないが、これらを含めたタンパク質の性
質に基づくアッセイがあるが、これらだけには限られない。代表的なアッセイは、米国特
許出願公開第2006/0067937号およびPCT国際公開第06/034507号中に詳細に記載されている
。可溶性エンドグリンのレベルを少なくとも10％、20％、好ましくは30％、より好ましく
は少なくとも40％または50％、および最も好ましくは少なくとも60％、70％、80％、90％
以上低下させる任意の化合物が、本発明の治療用化合物であると考えられる。
【００４８】
　「断片」とは、ポリペプチドまたは核酸分子の一部分を意味する。この一部分は、好ま
しくは、参照核酸分子またはポリペプチドの全長の少なくとも10％、20％、30％、40％、
50％、60％、70％、80％、または90％を含む。断片は10、20、30、40、50、60、70、80、
90、または100、200、300、400、500、600、700、800、900、1000、1250、1500、1750、1
800またはそれ以上のヌクレオチド、または10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、
150、200、250、300、350、400、450、500、550、600、640またはそれ以上のアミノ酸を
含むことができる。可溶性エンドグリンの代表的な断片には、1～437のアミノ酸(ペプチ
ドリーダー配列を含む)、26～437のアミノ酸(ペプチドリーダー配列を除く)、40～406の
アミノ酸、または1～587のアミノ酸、および1～1311、10～1311、80～1030、または1～17
61のヌクレオチドがある。
【００４９】
　「在胎期間」とは、通常数週間と言われる母親の最終月経期の初日から数えた、胎児の
年齢に関する言及を意味する。
【００５０】
　「妊娠性高血圧」とは、妊娠第20週後のタンパク尿を伴わない高血圧の発症を意味する
。
【００５１】
　「子癇前症または子癇の病歴」とは、被験体自体または関係がある家族のメンバーにお
ける子癇前症または子癇または妊娠誘導型高血圧の以前の診断歴を意味する。
【００５２】
　「相同的」とは、比較配列の長さで知られている遺伝子またはタンパク質配列と少なく
とも30％の相同性、より好ましくは40％、50％、60％、70％、80％、および最も好ましく
は90％以上の相同性を有する任意の遺伝子またはタンパク質配列を意味する。「相同的」
タンパク質は、比較タンパク質の少なくとも1つの生物活性も有することができる。一般
にタンパク質に関して、比較配列の長さは少なくとも10アミノ酸、好ましくは20、30、40
、50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150、200、250、300、350、400、437
、または少なくとも587アミノ酸以上であるはずである。核酸に関して、比較配列の長さ
は一般に少なくとも25、50、100、125、150、200、250、300、350、400、450、500、550
、600、650、700、800、900、1000、1100、1200、1311、または少なくとも1761ヌクレオ
チド以上であるはずである。「相同性」は、抗体を作製するために使用されるエピトープ



(17) JP 2009-538915 A 2009.11.12

10

20

30

40

50

と抗体が対象とするタンパク質またはその断片の間の、実質的類似性も指すことができる
。この場合相同性は、当該のタンパク質を特異的に認識することができる抗体の生成を誘
導するのに十分な類似性を指す。
【００５３】
　「ヒト化抗体」とは、所定の抗原と結合することができる免疫グロブリンアミノ酸配列
変異体またはその断片を意味する。通常、抗体は、軽鎖と重鎖の少なくとも可変ドメイン
の両方を含むはずである。抗体は重鎖のCH1、ヒンジ、CH2、CH3、またはCH4領域も含むこ
とができる。ヒト化抗体は、ヒト免疫グロブリンのアミノ酸配列を実質的に有するフレー
ムワーク領域(FR)、および非ヒト免疫グロブリンのアミノ酸配列(「輸入」配列)を実質的
に有する相補性決定領域(CDR)を含む。
【００５４】
　一般にヒト化抗体は、ヒト以外の動物である供給源からそこに導入された1つまたは複
数のアミノ酸残基を有する。一般にヒト化抗体は、ヒト以外の動物の免疫グロブリンの領
域に対応する全てのまたは実質的に全てのCDR領域および全てのまたは実質的に全てのFR
領域がヒト免疫グロブリンのコンセンサス配列の領域である、少なくとも1つ、および典
型的には2つの可変ドメイン(Fab、Fab'、F(ab')2、Fabc、Fv)の全てを実質的に含むはず
である。ヒト化抗体は、免疫グロブリン定常領域(Fc)の少なくとも一部分、典型的にはヒ
ト免疫グロブリンの少なくとも一部分を含むことが最適であるはずである。「相補性決定
領域(CDR)」とは、それぞれの免疫グロブリン軽鎖と重鎖内の可変領域中の3つの超可変配
列を意味する。「フレームワーク領域(FR)」とは、免疫グロブリン軽鎖と重鎖の3つの超
可変配列(CDR)の片側に位置するアミノ酸の配列を意味する。
【００５５】
　ヒト化抗体のFRおよびCDR領域は親配列に正確に対応する必要はない、例えば輸入CDRま
たはコンセンサスFRは、その部位におけるCDRまたはFR残基がコンセンサスまたは輸入抗
体のいずれかに対応しないように、少なくとも1つの残基の置換、挿入または欠失によっ
て突然変異を誘発することが可能である。しかしながら、このような突然変異は広範囲で
はないはずである。通常、少なくとも75％、好ましくは90％、および最も好ましくは少な
くとも95％のヒト化抗体の残基が、親FRおよびCDR配列の残基に対応するはずである。
【００５６】
　「ハイブリダイズ」とは、様々なストリンジェンシー条件下において相補的ポリヌクレ
オチド配列、またはその一部分の間で二本鎖分子を形成するための対を意味する(例えば
、Wahl and Berger Methods Enzymol.152: 399、1987; Kimmel、Methods Enzymol.152: 5
07、1987を参照)。例えば、厳密な塩濃度は通常約750mM未満のNaClおよび75mMのクエン酸
三ナトリウム、好ましくは約500mM未満のNaClおよび50mMのクエン酸三ナトリウム、およ
び最も好ましくは約250mM未満のNaClおよび25mMのクエン酸三ナトリウムであるはずであ
る。低ストリンジェンシーのハイブリダイゼーションは有機溶媒、例えばホルムアミドの
不在下で得ることができ、一方で高ストリンジェンシーのハイブリダイゼーションは少な
くとも約35％のホルムアミド、および最も好ましくは少なくとも約50％のホルムアミドの
存在下で得ることができる。厳密な温度条件は少なくとも約30℃、より好ましくは少なく
とも約37℃、および最も好ましくは少なくとも約42℃の温度を通常含むはずである。ハイ
ブリダイゼーション時間、界面活性剤、例えばドデシル硫酸ナトリウム(SDS)の濃度、お
よび担体DNAを含むか含まないかなどの他のパラメータの変更は、当業者にはよく知られ
ている。必要に応じてこれらの様々な条件を組み合わせることによって、様々なレベルの
ストリンジェンシーに到達する。好ましい実施形態では、750mMのNaCl、75mMのクエン酸
三ナトリウム、および1％のSDS中で30℃においてハイブリダイゼーションが起こるはずで
ある。より好ましい実施形態では、500mMのNaCl、50mMのクエン酸三ナトリウム、1％のSD
S、35％のホルムアミド、および100μg/mlの変性したサケ精子DNA(ssDNA)中で37℃におい
てハイブリダイゼーションが起こるはずである。最も好ましい実施形態では、250mMのNaC
l、25mMのクエン酸三ナトリウム、1％のSDS、50％のホルムアミド、および200μg/mlのss
DNA中で42℃においてハイブリダイゼーションが起こるはずである。これらの条件の有用
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なバリエーションは、当業者には容易に明らかであるはずである。
【００５７】
　大部分の適用例に関して、ハイブリダイゼーション後の洗浄ステップもストリンジェン
シーが変わるはずである。洗浄ストリンジェンシーの条件は、塩濃度および温度によって
定義することができる。前述のように、洗浄ストリンジェンシーは塩濃度を低下させるこ
とによって、または温度を上昇させることによって増大することが可能である。例えば、
洗浄ステップに関する厳密な塩濃度は好ましくは約30mM未満のNaClおよび3mMのクエン酸
三ナトリウム、および最も好ましくは約15mM未満のNaClおよび1.5mMのクエン酸三ナトリ
ウムであるはずである。洗浄ステップに関する厳密な温度条件は少なくとも約25℃、より
好ましくは少なくとも約42℃、および最も好ましくは少なくとも約68℃の温度を通常含む
はずである。好ましい実施形態では、洗浄ステップは30mMのNaCl、3mMのクエン酸三ナト
リウム、および0.1％のSDS中で25℃において行うはずである。より好ましい実施形態では
、洗浄ステップは15mMのNaCl、1.5mMのクエン酸三ナトリウム、および0.1％のSDS中で42
℃において行うはずである。最も好ましい実施形態では、洗浄ステップは15mMのNaCl、1.
5mMのクエン酸三ナトリウム、および0.1％のSDS中で68℃において行うはずである。これ
らの条件の他のバリエーションは、当業者には容易に明らかであるはずである。ハイブリ
ダイゼーション技法は当業者にはよく知られており、例えばBenton and Davis(Science19
6: 180、1977); Grunstein and Hogness(Prot.Natl.Acad. Sci.、USA72: 3961、1975); A
usubel et al. (Current Protocols in Molecular Biology、Wiley Interscience、New Y
ork、2001); Berger and Kimmel(Guide to Molecular Cloning Techniques、1987、Acade
mic Press、New York);およびSambrook et al.、Molecular Cloning: A Laboratory Manu
al、Cold Spring Harbor Laboratory Press、New York中に記載されている。
【００５８】
　「子宮内発育遅延(IUGR)」とは、胎児の在胎期間の予想される胎児の体重の10パーセン
ト未満である出生体重をもたらす症候群を意味する。低出生体重に関する現在の世界保健
機関の基準は、2,500グラム(5ポンド8オンス)未満、または人種、出産経歴、および幼児
の性別による在胎期間に関する出生体重のU.S.表に従った在胎期間の10パーセント未満の
体重である(Zhang and Bowes、Obstet.Gynecol.86: 200～208、1995)。これらの低出生体
重の赤ん坊は、「在胎期間に比べて小さい(SGA)」とも呼ばれる。子癇前症は、IUGRまた
はSGAと関係があることが知られている状態である。
【００５９】
　「測定基準」（metric）とは、尺度を意味する。測定基準を使用して、例えば当該のポ
リペプチドまたは核酸分子のレベルを比較することができる。代表的な測定基準には、数
式またはアルゴリズム、比などがあるが、これらだけには限られない。使用される測定基
準は、子癇前症または子癇などの妊娠関連高血圧障害を有する被験体、および正常な対照
である被験体において、可溶性エンドグリン、sFlt-1、VEGF、PlGF、またはこれらの任意
の組合せのレベルを最もよく区別する測定基準である。使用される測定基準に応じて、妊
娠関連高血圧障害の診断指標は(例えば、妊娠関連高血圧障害を有さない対照である被験
体からの)参照値より著しく上または下である可能性がある。可溶性エンドグリンのレベ
ルは、遊離、結合(すなわち、増殖因子と結合した)、または全(遊離+結合)可溶性エンド
グリンの量を測定することによって決定する。sFlt-1のレベルは、遊離、結合(すなわち
、増殖因子と結合した)、または全sFlt-1(遊離+結合)の量を測定することによって決定す
る。VEGFまたはPlGFのレベルは、遊離PlGFまたは遊離VEGF(すなわち、sFlt-1と結合しな
い)の量を測定することによって決定する。1つの代表的な測定基準は子癇前症抗血管新生
指数(PAAI)とも呼ばれる[sFlt-1/(VEGF+PlGF)]である。他の例は以下の可溶性エンドグリ
ン抗血管新生指数:(sFlt-1+0.25(可溶性エンドグリンポリペプチド))/PlGFである。さら
に他の代表的な測定基準は以下の:(可溶性エンドグリン+sFlt-1)/PlGFである。正常参照
と比較したこれら2つの代表的な測定基準のいずれかの値の増大は、子癇前症または子癇
の診断指標である。他の例は、妊娠第一期および妊娠第二期中の被験体におけるsFlt-1お
よび可溶性エンドグリンのレベルの測定、および0、1、2を超える値、またはそれより大
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きな値(例えば、陽性値)が子癇前症または子癇の診断指標である、以下の等式:[dproduct
=妊娠第二期中の(sFlt1×sEng)-妊娠第一期中の(sFlt1×sEng)]を使用して、それぞれの
妊娠期中のsFlt1×可溶性エンドグリン(sEng)のデルタ値を計算することを含む。他の測
定基準は、(dsFlt-1)または(dsEng)に関する0、1
、2を超える値、またはそれより大きな値(例えば、陽性値)が子癇前症または子癇の診断
指標である、妊娠第一期と妊娠第二期の間のsFlt-1レベル(dsFlt-1)およびsEngレベル(ds
Eng)のdproductを含む。
【００６０】
　本発明の任意の測定基準が、母親のBMIまたは幼児の在胎期間、または出産経歴をさら
に含むことができる。任意の測定基準は、eNOS、TGF-β1またはβ3またはPGI2のレベルも
さらに含むことができる。
【００６１】
　「一酸化窒素合成酵素」または「NOS」とは、酸素およびアルギニンからの一酸化窒素(
NO)の形成を触媒する酵素を意味する。NOSは数種のコファクター、触媒部位、ヘム-チオ
レートタンパク質のクラスに属するN末端オキシゲナーゼドメイン、およびNADPH:P450レ
ダクターゼと相同的であるC末端レダクターゼドメインの一部分であるヘム基を含む複合
酵素である。L-アルギニン(L-Arg)のグアニジノ窒素の5電子の酸化を触媒することによっ
て、NOSはNOを生成する。L-シトルリンへのL-Argの酸化は、中間体としてN-ヒドロキシ-L
-アルギニンを生成する2回の連続した一原子酸化反応によって起こる。オキシゲナーゼド
メインとレダクターゼドメインの間のドメイン間リンカーは、CaM結合配列を含む。NOは
低濃度では血圧調節、神経伝達、学習および記憶などの多くの多様な生理的プロセスにお
いてシグナルとして機能し、高濃度では防御性細胞毒素として機能する。
【００６２】
　哺乳動物では、3つの異なる遺伝子はNOSアイソザイム:ニューロン(nNOSまたはNOS-1)、
サイトカイン誘導型(iNOSまたはNOS-2)および内皮(eNOSまたはNOS-3)をコードする。eNOS
は膜と結合しており、内皮細胞膜へのeNOSの局在は共翻訳N末端ミリストイル化および翻
訳後パルミトイル化によって仲介される。本発明の好ましい実施形態では、NOSはeNOSで
ある。
【００６３】
　「子癇前症抗血管新生指数(PAAI)」とは、抗血管新生活性の指標として使用するsFlt-1
/VEGF+PlGFの比を意味する。10を超える、より好ましくは20を超えるPAAIは、子癇前症ま
たは子癇前症のリスクなどの妊娠関連高血圧障害を示す。
【００６４】
　「可溶性エンドグリン抗血管新生指数」とは、(sFlt-1+0.25可溶性エンドグリン)/PlGF
の比を意味する。例えば、75以上、好ましくは100以上、またはより好ましくは200以上の
値は子癇前症または子癇などの高血圧を伴う妊娠合併症を示す。
【００６５】
　「機能的に連結した」とは、適切な分子(例えば、転写活性化因子タンパク質)が制御配
列と結合したときに遺伝子の発現を可能にするような形式で、遺伝子と制御配列が結びつ
いていることを意味する。
【００６６】
　「製薬上許容される担体」とは、投与する化合物の治療特性を保ちながら、治療される
哺乳動物にとって生理的に許容される担体を意味する。1つの代表的な製薬上許容される
担体物質は生理食塩水である。他の生理的に許容される担体およびその配合物は当業者に
知られており、例えばRemington's Pharmaceutical Sciences、(20th edition)、ed.A.Ge
nnaro、2000、Lippincott、Williams & Wilkins、Philadelphia、PA中に記載されている
。
【００６７】
　「胎盤増殖因子(PlGF)」とは、GenBank登録番号P49763によって定義されるタンパク質
と相同的でありPlGF生物活性を有する、哺乳動物の増殖因子を意味する。PlGFはVEGFファ
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ミリーに属するグリコシル化ホモ二量体であり、選択的スプライシング機構によって2つ
の異なるアイソフォームにおいて見ることができる。PlGFは胎盤中で細胞栄養層細胞およ
び合胞体栄養細胞によって発現され、PlGFの生物活性には、内皮細胞、特にトロホブラス
ト細胞の増殖、移動、および活性化の誘導がある。
【００６８】
　「多型」とは、子癇前症または子癇を発症する素因を示す、可溶性エンドグリン、sFlt
-1、PlGF、またはVEGF核酸分子における遺伝的変異、突然変異、欠失または付加を意味す
る。このような多型は当業者には知られており、例えばRaab et al.(Biochem.J.339: 579
～588、1999)およびParry et al.(Eur.Jlmmunogenet.26: 321～323、1999)によって記載
されている。多型は遺伝子のプロモーター配列、オープンリーディングフレーム、イント
ロン配列、または非翻訳3'領域に存在し得る。エンドグリン遺伝子におけるこのような多
型の知られている例には、エクソン7の3'端後の26塩基におけるイントロン7中のGGGGGAの
6塩基の挿入がある(Ann.Neurol.41: 683～6、1997)。
【００６９】
　「妊娠関連高血圧障害」とは、血圧の上昇を伴うか、またはそれによって特徴付けられ
る、任意の状態または疾患または妊娠を意味する。これらの状態に含まれるのは、子癇前
症(早産の子癇前症、重度の子癇前症を含む)、子癇、妊娠性高血圧、HELLP症候群、(溶血
、肝酵素の上昇、血小板の減少)、胎盤早期剥離、慢性高血圧、子宮内発育制限を伴う妊
娠、および在胎期間に比べて小さい(SGA)幼児を伴う妊娠である。SGA幼児を伴う妊娠が高
血圧を伴うことは多くないが、それがこの定義内に含まれることは記さなければならない
。
【００７０】
　「子癇前症」とは、タンパク尿または浮腫、または両方を伴う高血圧、糸球体機能障害
、脳浮腫、肝臓浮腫、または妊娠または近年の妊娠の影響による凝固異常によって特徴付
けられる多系統障害を意味する。早期、軽度、中等度、および重度の子癇前症などの全て
の形の子癇前症が、この定義内に含まれる。子癇前症は一般に妊娠第20週後に生じる。子
癇前症は、以下の症状:(1)妊娠第20週後の140mmHgを超える収縮期血圧(BP)および90mmHg
を超える拡張期BP(一般に4～168時間間隔で2回測定する)、(2)初発のタンパク尿(ディッ
プスティック(dipstick)により尿検査において1+、＞300mgのタンパク質、24時間採尿、
またはタンパク質/クレアチニン比＞0.3を有する1つのランダムな尿サンプル)、および(3
)産後第12週までの高血圧およびタンパク尿の消散、の何らかの組合せとして一般に定義
される。重度の子癇前症は、(1)110mmHgを超える拡張期BP(一般に4～168時間間隔で2回測
定する)または(2)24時間採尿における3.5グラム以上のタンパク質の測定値、またはディ
ップスティックにより少なくとも3+タンパク質を有する2つのランダムな尿検体によって
特徴付けられるタンパク尿として一般に定義される。子癇前症では、高血圧とタンパク尿
は互いに7日以内に一般に生じる。重度の子癇前症では、重度の高血圧、重度のタンパク
尿およびHELLP症候群(溶血、肝酵素の上昇、血小板の減少)または子癇が同時に生じる可
能性があり、または一度に1つの症候群のみが生じる可能性がある。HELLP症候群は、血小
板減少症(＜100000細胞/μl)、増大したLDH(＞600IU/L)および増大したAST(＞70IU/L)の
兆候によって特徴付けられる。時折、重度の子癇前症は発作の発症をもたらす可能性があ
る。この重度の形の症候群は「子癇」と呼ばれる。子癇は、肝臓(例えば、肝細胞障害、
門脈周囲の壊死)および中枢神経系(例えば、脳浮腫および脳出血)などの、いくつかの臓
器または組織に対する機能障害または損傷も含む可能性がある。発作の病状は、脳浮腫お
よび腎臓中の小血管の限局的痙攣の発症に続発すると考えられている。
【００７１】
　「早期の（premature）子癇前症」とは、第37週以内または第34週以内での症状の発現
を伴う子癇前症を意味する。
【００７２】
　「プロスタサイクリン」または「PGI2」とは、エイコサノイドとして知られる脂質分子
のファミリーのメンバーを意味する。それは内皮細胞において酵素プロスタサイクリンシ
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ンターゼの作用によりプロスタグランジンH2(PGH2)から生成され、主に血管内皮および平
滑筋によって合成される。PGI2の生物活性には、血小板凝集の阻害、平滑筋の弛緩、直接
的な血管拡張による全身および肺血管耐性の低下、および腎臓におけるナトリウム利尿が
ある。
【００７３】
　「タンパク質」または「ポリペプチド」または「ポリペプチド断片」とは、天然に存在
するポリペプチドまたはペプチドの全体または一部分を構成するか、非天然ポリペプチド
またはペプチドを構成する3つ以上のアミノ酸の任意の鎖を、翻訳後修飾(例えば、グリコ
シル化またはリン酸化)とは無関係に意味する。
【００７４】
　「参照サンプル」とは、比較目的で使用される任意のサンプル、標準、またはレベルを
意味する。「正常参照サンプル」は、同じ被験体由来の事前サンプル、子癇前症または子
癇などの妊娠関連高血圧障害を有さない妊娠被験体、妊娠しているが妊娠の初期(例えば
、妊娠第一期もしくは妊娠第二期中、または子癇前症もしくは子癇などの妊娠関連高血圧
障害の検出前)にサンプルを採取した被験体、妊娠しており子癇前症または子癇などの妊
娠関連高血圧障害の病歴がない被験体、妊娠していない被験体由来のサンプル、知られて
いる正常濃度での精製参照ポリペプチドのサンプル(すなわち、子癇前症または子癇など
の妊娠関連高血圧障害を示さない)であってよい。「参照標準またはレベル」とは、参照
サンプルから導いた値または数字を意味する。正常参照標準またはレベルは、以下の基準
:胎児の在胎期間、母親の年齢、妊娠前の母親の血圧、妊娠中の母親の血圧、母親のBMI、
胎児の体重、子癇前症または子癇の以前の診断歴、および子癇前症または子癇の家族歴の
少なくとも1つによってサンプル被験体に適合する正常な被験体から導いた値または数字
であってよい。「陽性参照」サンプル、標準または値は、以下の基準:胎児の在胎期間、
母親の年齢、妊娠前の母親の血圧、妊娠中の母親の血圧、母親のBMI、胎児の体重、子癇
前症または子癇の以前の診断歴、および妊娠関連高血圧障害の家族歴の少なくとも1つに
よってサンプル被験体に適合する、子癇前症または子癇などの妊娠関連高血圧障害を有す
ることが知られている被験体に由来するサンプルまたは値または数字である。
【００７５】
　「低下または阻害」とは、未処理サンプルと比較して前述のアッセイによって検出され
る(「発現」を参照)、全体的な減少、好ましくは20％以上、より好ましくは40％、50％、
60％、70％、80％、90％以上のタンパク質または核酸のレベルの変化を引き起こす能力を
意味する。
【００７６】
　「サンプル」とは、組織バイオプシー、細胞、体液(例えば血液、血清、血漿、尿、唾
液、羊水、または脳脊髄液)または被験体から得られる他の検体を意味する。生物学的サ
ンプルは、可溶性エンドグリン核酸分子もしくはポリペプチド、または両方を含むことが
望ましい。
【００７７】
　「低分子干渉RNA(siRNA)」とは、分解対象の標的遺伝子またはmRNAを同定するために使
用される、好ましくは10ヌクレオチド(nt)長を超える、より好ましくは15ヌクレオチド長
を超える、および最も好ましくは19ヌクレオチド長を超える、単離dsRNA分子を意味する
。19～25ヌクレオチドの範囲がsiRNAの最も好ましい大きさである。siRNAは、siRNA二本
鎖の両方の鎖が1つのRNA分子内に含まれる短いヘアピンRNAも含み得る。siRNAは、任意の
形のdsRNA(大きなdsRNAのタンパク質分解切断産物、一部分が精製されたRNA、ほぼ純粋な
RNA、合成RNA、組換えによって生じたRNA)、および1つまたは複数のヌクレオチドの付加
、欠失、置換、および/または改変によって天然に存在するRNAと異なる改変型RNAを含む
。このような改変は、19、20、21、22、23、24、または25ntのRNAの末端などへの、また
は内部(RNAの1つまたは複数のヌクレオチド)への非ヌクレオチド物質の付加を含むことが
できる。好ましい実施形態では、RNA分子は3'ヒドロキシル基を含む。本発明のRNA分子中
のヌクレオチドは、天然に存在しないヌクレオチドまたはデオキシリボヌクレオチドを含
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めた、非標準的なヌクレオチドも含むことができる。集合的に、全てのこのような改変型
RNAはRNAの類似体と呼ぶ。本発明のsiRNAは、それがRNA干渉(RNAi)を仲介する能力を有す
るほど十分に天然RNAと類似していることのみ必要である。本明細書で使用するRNAiは、
細胞または生物中への小さな干渉RNAまたはdsRNAの導入による、特異的mRNA分子のATP依
存性の標的型切断および分解を指す。本明細書で使用する「RNAiを仲介する」は、どのRN
Aが分解されるかを区別または同定する能力を指す。
【００７８】
　「可溶性エンドグリン結合分子」とは、可溶性エンドグリンポリペプチドと結合する、
好ましくは特異的に結合する、タンパク質または小分子化合物を意味する。可溶性エンド
グリン結合分子は、例えば抗体、抗体関連ペプチド、可溶性エンドグリン結合抗体、また
は可溶性エンドグリン相互作用タンパク質の1つまたは複数のCDR領域であってよい。
【００７９】
　(sVEGF-R1としても知られる)「可溶性Flt-1(sFlt-1)」とは、GenBank登録番号U01134に
より定義されるタンパク質と相同的であり、sFlt-1の生物活性を有する可溶形のFlt-1受
容体を意味する。sFlt-1ポリペプチドの生物活性は、任意の標準的な方法を使用して、例
えばsFlt-1とVEGFの結合をアッセイすることによって、アッセイすることができる。sFlt
-1は、Flt-1受容体の膜貫通ドメインおよび細胞質チロシンキナーゼドメインを欠いてい
る。sFlt-1は高い親和性でVEGFおよびPlGFと結合することはできるが、sFlt-1は増殖また
は血管新生を誘導することはできず、したがってFlt-1およびKDR受容体とは機能的に異な
る。sFlt-1は当初はヒト臍帯静脈内皮細胞から精製され、in vivoでトロホブラスト細胞
によって生成されることが後に示された。本明細書で使用するsFlt-1は、任意のsFlt-1フ
ァミリーのメンバーまたはアイソフォームを含む。sFlt-1は、Flt-1受容体の酵素による
切断から生じsFlt-1の生物活性を維持している、分解産物または断片も意味することがで
きる。一例では、胎盤から放出される特異的メタロプロテイナーゼはFlt-1受容体の細胞
外ドメインを切断して、Flt-1のN末端部分を循環中に切り離すことができる。
【００８０】
　「特異的に結合する」とは、本発明のポリペプチドを認識し結合するが、本発明のポリ
ペプチドを本来含むサンプル、例えば生物学的サンプル中の他の分子を認識しそれらと結
合することは実質的にない、化合物または抗体を意味する。一例では、可溶性エンドグリ
ンと特異的に結合する抗体は、膜結合エンドグリンとは結合しない。他の例では、可溶性
エンドグリンと特異的に結合する抗体は、エンドグリンの細胞外ドメイン内のエピトープ
、特に(例えば、可溶性エンドグリンの三次元構造において)可溶性エンドグリンに特有で
あるかまたはそうではない可能性がある、アミノ酸26～437(ペプチドリーダー配列を除く
)、ヒトエンドグリンのアミノ酸40～406(図30B参照)、またはアミノ酸26～587(ペプチド
リーダー配列を除く)内のエピトープと結合する。他の例では、可溶性エンドグリンと特
異的に結合する抗体は、図30B中において太線および下線で示すアミノ酸配列の1つまたは
複数を認識する。
【００８１】
　「被験体」とは、ヒトまたはヒト以外の哺乳動物、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、
イヌ、またはネコなどだけには限られないが、これらを含めた哺乳動物を意味する。この
定義に含まれるのは、妊娠状態、産後、および非妊娠状態の哺乳動物である。
【００８２】
　「実質的に同一」とは、例えば以下に記載する方法を使用して最適にアライメントをと
らせると、第二の核酸またはアミノ酸配列、例えばエンドグリンまたは可溶性エンドグリ
ン配列と少なくとも60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98
％、99％、または100％の配列同一性を共有する核酸またはアミノ酸配列を意味する。「
実質的に同一」を使用して、様々な型および長さの配列、完全長配列、エピトープまたは
免疫原性ペプチド、機能性ドメイン、コードおよび/または制御配列、エクソン、イント
ロン、プロモーター、およびゲノム配列などを指すことができる。2つのポリペプチドま
たは核酸配列間の同一率は、当分野の技術範疇内の様々な方法で、例えば公に利用可能で
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あるコンピュータソフトウェア、GeneMatcher Plus(商標)に組み込んだSmith Waterman A
lignment(Smith、T.F.and M.S.Waterman(1981) JMol Biol 147: 195～7);「BestFit」(Sm
ith and Waterman, Advances in Applied Mathematics、482～489(1981))、Schwarz and 
Dayhof(1979) Atlas of Protein Sequence and Structure、Dayhof、M.O.、Ed pp353～35
8; BLASTプログラム(Basic Local Alignment Search Tool;(Altschul、S.F.、W.Gish、et
 al.(1990) J Mol Biol215: 403～10)、BLAST-2、BLAST-P、BLAST-N、BLAST-X、WU-BLAST
-2、ALIGN、ALIGN-2、CLUSTAL、またはMegalign(DNASTAR)ソフトウェアなどを使用して測
定する。さらに当業者は、比較する配列の長さに関する最大アライメントを得るのに必要
とされる任意のアルゴリズムを含めた、アライメントを測定するのに適したパラメータを
決定することができる。一般に、タンパク質に関しては、比較配列の長さは少なくとも10
アミノ酸、好ましくは20、30、40、50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150
、200、250、300、350、400、437、または少なくとも587アミノ酸以上であるはずである
。核酸に関しては、比較配列の長さは一般に少なくとも25、50、100、125、150、200、25
0、300、350、400、450、500、550、600、650、700、800、900、1000、1100、1200、1311
、または少なくとも1761ヌクレオチド以上であるはずである。DNA配列とRNA配列の比較時
に配列同一性を決定する目的で、チミンヌクレオチドはウラシルヌクレオチドに相当する
ことは理解される。保存的置換は典型的には、以下の基:グリシン、アラニン;バリン、イ
ソロイシン、ロイシン;アスパラギン酸、グルタミン酸、アスパラギン、グルタミン;セリ
ン、スレオニン;リシン、アルギニン;およびフェニルアラニン、チロシン内の置換を含む
。
【００８３】
　「子癇前症の症候群」とは、以下の:(1)妊娠第20週後の140mmHgを超える収縮期血圧(BP
)および90mmHgを超える拡張期BP、(2)初発のタンパク尿(ディップスティックによる尿検
査における1+、24時間の採尿における＞300mgのタンパク質、またはランダムな尿タンパ
ク質/クレアチニン比＞0.3)、および(3)産後第12週までの高血圧およびタンパク尿のいず
れかを意味する。子癇前症の症候群は、腎機能障害および糸球体内皮症または肥大も含み
得る。「子癇の症候群」とは、妊娠または最近の妊娠の影響が原因である以下の症候群:
発作、昏睡、血小板減少症、肝浮腫、肺浮腫、および脳浮腫のいずれかの発症を意味する
。
【００８４】
　「形質転換増殖因子β(TGF-β)」とは、TGF-βの生物活性を有し、脊椎動物において偏
在的に見られ、後生動物の増殖、分化、および形態形成因子の大ファミリーの原型である
、構造上関連があるパラクリンポリペプチドのファミリーのメンバーである、哺乳動物の
増殖因子を意味する(総説に関しては、Massaque et al.Ann.Rev.Cell.Biol.6: 597～641(
1990); Massaque et al.Trends Cell Biol4: 172～178(1994); Kingsley Gene Dev.8: 13
3～146 (1994);およびSporn et al.J.Cell.Biol.119: 1017～1021(1992)を参照。Kingsle
y、上記中に記載されたように、TGF-βのスーパーファミリーには少なくとも25のメンバ
ーがあり、非常に関連する配列を有する異なるサブファミリーに分類することができる。
最も明白なサブファミリーには、以下の:TGF-βのスーパーファミリーの他のメンバーよ
りTGF-β1と一層類似する少なくとも4個の遺伝子を含むTGF-βのサブファミリー、骨形成
タンパク質、ホモもしくはヘテロ二量体または2つのサブユニット、インヒビン-Aおよび
インヒビン-Bを含むアクチビンのサブファミリーがある。皮膚下または筋肉内に移植する
と異所性骨および軟骨の形成を誘導することができる哺乳動物因子BMP2およびBMP4を含む
、デカペンタプレジックのサブファミリー。BMP5～8を含めた骨誘導活性を有するいくつ
かの哺乳動物相同体を含む、60Aのサブファミリー。TGF-βのスーパーファミリーの他の
メンバーには、全身分化因子1(GDP-1)、GDF-3/GR-2、ドルザリン、ノーダル、ミュラー管
抑制物質(MIS)、およびグリア細胞系由来神経栄養因子(GDNF)がある。DPPと60Aのサブフ
ァミリーは、TGF-βのスーパーファミリーの他のメンバーより互いにより密接に関連して
おり、DVR(dppおよびvgl関連)と呼ばれる分子の大集合の一部として1つに分類されている
ことが多いことを記す。それが使用されている文脈から明らかにならない限り、本明細書
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を通じて使用する用語TGF-βは、必要に応じてTGF-βのスーパーファミリーのメンバーを
一般に指すことは理解されるはずである(Massague et al.、Annu.Rev.Biochem.67: 753～
91、1998; Joss et al.、Curr.Op.Gen.Dev.、7: 371～377、1997)。TGF-βは多くの細胞
型において、増殖、分化、運動性、組織再編成、神経発生、創傷修復、アポトーシス、お
よび血管新生を制御するために機能する。TGF-βは多くの細胞型における細胞増殖も抑制
し、マトリックスタンパク質の合成を刺激することができる。
【００８５】
　「治療量」とは、患者への直接投与、または子癇前症もしくは子癇に罹患する患者への
ex vivo手法のいずれかによって投与したとき、本明細書に記載する子癇前症または子癇
の症状の定性的または定量的低下を引き起こすのに十分である量を意味する。「治療量」
は、患者への直接投与、または子癇前症もしくは子癇に罹患する患者へのex vivo手法の
いずれかによって投与したとき、本明細書に記載するアッセイにより測定される、可溶性
エンドグリンもしくはsFlt-1の発現レベルの低下、またはVEGFもしくはPlGFの発現レベル
の増大を、引き起こすのに十分である量も意味することができる。
【００８６】
　「治療」とは、治療目的で化合物または医薬組成物を投与することを意味する。「疾患
を治療する」こと、または「療法治療」の使用は、既に疾患を患っている被験体に治療を
施してその被験体の状態を改善することを指す。被験体は、以下に記載する特徴的な症状
のいずれかの同定または本明細書に記載する診断法の使用に基づいて、子癇前症または子
癇などの高血圧を伴う妊娠合併症を患っていると診断されることが好ましい。「疾患を予
防する」ことは、まだ病気にはなっていないが、特定の疾患を発症しやすい、または他の
場合はそのリスクがある被験体の予防的治療を指す。被験体は、本明細書に記載する診断
法を使用して、子癇前症または子癇を発症するリスクがあると測定されることが好ましい
。したがって、特許請求の範囲および実施形態では、治療目的または予防目的のいずれか
で哺乳動物に治療を施す。
【００８７】
　「栄養芽層」（トロホブラスト；trophoblast）とは、子宮内粘膜を腐食する胚盤胞を
覆い、それを介して胚が母親から栄養を受け取り、その細胞が胎盤の形成に寄与する中外
胚葉細胞層を意味する。
【００８８】
　「血管内皮増殖因子(VEGF)」とは、米国特許第5,332,671号、米国特許第5,240,848号、
米国特許第5,194,596号、およびCharnock-Jones et al.(Biol. Reproduction、48: 1120
～1128、1993)中で定義された増殖因子と相補的であり、VEGFの生物活性を有する哺乳動
物の増殖因子を意味する。VEGFはグリコシル化ホモ二量体として存在し、少なくとも4つ
の異なる選択的スプライシングアイソフォームを含む。原型VEGFの生物活性には、血管内
皮細胞または臍帯静脈内皮細胞の選択的増殖の促進、および血管新生の誘導がある。本明
細書で使用するVEGFは、任意のVEGFファミリーのメンバーまたはアイソフォーム(例えば
、VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、VEGF-D、VEGF-E、VEGF189、VEGF165、またはVEGF121)を含む
。VEGFはVEGF121またはVEGF165アイソフォームであることが好ましく(Tischer et al.、J
 Biol.Chem.266、11947～11954、1991; Neufed et al.Cancer Metastasis15: 153～158、
1996)、これは参照により本明細書に組み込まれる米国特許第6,447,768号、米国特許第5,
219,739号および米国特許第5,194,596号中に記載されている。Gille et al.(J.Biol.Chem
.276: 3222～3230、2001)中に記載されたKDR選択的VEGFおよびFlt選択的VEGFなどの突然
変異型のVEGFも含まれる。本明細書で使用するVEGFは、LeCouter et al.(Science299: 89
0～893、2003)中に記載されたVEGFなどの、任意の修飾型のVEGFも含む。ヒトVEGFが好ま
しいが、本発明はヒト型に限られず、他の動物型のVEGF(例えば、マウス、ラット、イヌ
、またはニワトリ)を含むことができる。
【００８９】
　「ベクター」とは、その中にDNAの断片を挿入またはクローニングすることができる、
プラスミドまたはバクテリオファージに通常由来するDNA分子を意味する。組換えベクタ
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ーは1つまたは複数の特有の制限部位を含むはずであり、クローニング配列が再生可能で
あるように一定の宿主または媒体生物中で自己複製することができる。ベクターは、レシ
ピエント細胞へのトランスフェクションによってRNAが発現されるように、遺伝子または
コード領域と作動可能に連結したプロモーターを含む。
【００９０】
　本発明の他の特徴および利点は、以下のその好ましい実施形態の記載から、および特許
請求の範囲から明らかであるはずである。
【図面の簡単な説明】
【００９１】
【図１】エンドグリンタンパク質を示す略図である。SP:シグナルペプチド(ペプチドリー
ダー配列とも呼ばれる)、ZP:透明帯ドメイン、CL:可溶性エンドグリン放出のための推定
切断部位(アミノ酸437)、TM:膜貫通ドメイン、Cyto:細胞質ドメイン。いったんシグナル
ペプチドが切断されると、残りの成熟タンパク質はアミノ酸26のグルタミン酸残基から始
まる。
【図２】図2Aは、可溶性エンドグリンの推定cDNA配列(配列番号1)を示す。図2Bは、シグ
ナルペプチド(アミノ酸1～25)を含む可溶性エンドグリンの推定アミノ酸配列(配列番号2)
を示す。配列は、通常ERで切断されることになるリーダーペプチド配列を含むことに注意
すべきである。
【図３】正常妊娠由来胎盤(N)、早産の子癇前症妊娠由来胎盤(p)および満期産の子癇前症
妊娠由来胎盤(P)におけるエンドグリンmRNAレベルを示すノーザンブロットである。
【図４】胎盤中のエンドグリンタンパク質レベルを示すウエスタンブロットである。サン
プルは2003年にベスイスラエルディーコネスメディカルセンター(Beth Israel Deaconess
 Medical Center)を受診した2人の子癇前症患者p32およびp36に由来し、母体血清は妊娠
女性に由来する。ウエスタンブロットは、サンタクルーズバイオテクノロジー社(Santa C
ruz Biotechnology, Inc.)(サンタクルーズ、カリフォルニア州)から入手したN末端抗体
を使用してプローブした。ウエスタンブロットは、胎盤における110kDのバンドと、胎盤
および血清サンプルにおいて存在する小さい63kDのバンドの2つのバンドを示す。
【図５】正常妊娠、軽度子癇前症、重度子癇前症および早産を合併した非子癇前症妊娠の
女性における可溶性エンドグリンの血中濃度を示すグラフである。全ての血液検体を分娩
前24時間以内に得た。可溶性エンドグリンを、ミネソタ州のアールアンドディーシステム
ズ(R&D systems)社製ELISAキット(カタログ番号DNDG00)を使用して測定した。これらのデ
ータは、可溶性エンドグリンレベルが臨床疾患時に子癇前症患者において顕著に上昇する
ことを示している。
【図６】様々な在胎期間群ウインドウの、妊娠中の5つの異なる妊婦研究群の平均可溶性
エンドグリン濃度を示すグラフである。
【図７】様々な在胎期間群ウインドウの、妊娠中の5つの異なる妊婦研究群の平均sFlt1濃
度を示すグラフである。
【図８】様々な在胎期間群ウインドウの、妊娠中の5つの異なる妊婦研究群の平均PlGF濃
度を示すグラフである。
【図９】臨床症状の前に採取したサンプルの子癇前症抗血管新生に関する、可溶性エンド
グリン抗血管新生指数の値を示すグラフである。
【図１０】臨床早発型子癇前症(PE＜37週)前の週数に応じた可溶性エンドグリンの平均濃
度を示すグラフである。
【図１１】臨床早発型子癇前症(PE＜37週)前の週数に応じた可溶性エンドグリン抗血管新
生指数値を示すグラフである。
【図１２】症状前後の満期産の子癇前症(PE＞37週)に関する、妊娠中の可溶性エンドグリ
ンレベルの変化を示すグラフである。
【図１３】症状前後の満期産の子癇前症(PE＞37週)に関する、妊娠中の可溶性エンドグリ
ン抗血管新生指数レベルの変化を示すグラフである。
【図１４】妊娠性高血圧の間および妊娠性高血圧前(妊娠性高血圧の1～5週前(妊娠33～36
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週の間))の女性、および正常血圧対照において検出された可溶性エンドグリンレベルを示
すグラフである。
【図１５】妊娠性高血圧の間および妊娠性高血圧前(妊娠性高血圧の1～5週前(妊娠33～36
週の間))の女性、および正常血圧対照における可溶性エンドグリン抗血管新生指数レベル
を示すグラフである。
【図１６】重度SGA、軽度SGAおよび正常血圧対照の女性において妊娠33～36週の期間帯に
検出された可溶性エンドグリンレベルを示すグラフである。
【図１７】重度SGA、軽度SGAおよび正常血圧対照の女性において妊娠33～36週の期間帯に
検出された可溶性エンドグリン抗血管新生指数レベルを示すグラフである。
【図１８】同じ妊娠患者のsFlt1および可溶性エンドグリンの濃度を示すグラフである。
互いに対してプロットしてある。
【図１９】25.2週で採取した子癇前症胎盤の、エンドグリン(赤色)および平滑筋アクチン
(緑色)の二重免疫蛍光染色の顕微鏡写真である。エンドグリン検出のために使用した抗体
は、完全長エンドグリンおよび可溶性エンドグリンの両方を染色する。適切な妊娠期間帯
の対照胎盤を早産患者から得た。
【図２０】41.3週で採取した子癇前症胎盤の、エンドグリン(赤色)および平滑筋アクチン
(緑色)の二重免疫蛍光染色の顕微鏡写真である。エンドグリン検出のために使用した抗体
は、完全長エンドグリンおよび可溶性エンドグリンの両方を染色する。適切な妊娠期間帯
の対照胎盤を早産患者から得た。
【図２１】図21Aは、子癇前症胎盤および血清の両方を使用した、エンドグリンの免疫沈
降およびウエスタンブロット実験のオートラジオグラムを示す。図21Bは、子癇前症胎盤
を使用した、エンドグリンの免疫沈降およびウエスタンブロット実験のオートラジオグラ
ムを示す。3つの異なるNおよびPサンプルは個々の患者を表す。両方の図に関して、免疫
沈降には市販のモノクローナル抗体を使用し、ウエスタンブロットにはポリクローナル抗
体を使用した。これらの抗体はともに、エンドグリンタンパク質のN末端領域に対して作
製され、完全長および切断型の可溶性エンドグリンタンパク質の両方を検出する。
【図２２】増殖因子低減マトリゲル中のHUVECを使用した血管新生アッセイの結果を示す
グラフである。血管新生アッセイは可溶性エンドグリンまたはsFlt1または両方の存在下
で行い、内皮管の長さを定量した。Cは対照を表し、Eは1μg/mlの可溶性エンドグリンを
表し、Sは1μg/mlのsFlt1を表す。E+Sは1μg/mlのE+1μg/mlのsFlt1の組合せを表す。デ
ータは、3回の独立した実験の平均を表す。
【図２３】材料および方法に記載したマウスにおけるエバンスブルー漏出を使用して評価
したいくつかの器官床（organ bed）の微小血管透過性を示すグラフである。Cは対照(GFP
)、Eは可溶性エンドグリン、SはsFlt1、およびS+EはsFlt1+可溶性エンドグリンを示す。
データは、4回の独立した実験の平均を表す。
【図２４】200pg/ml～200ng/mlの範囲の用量のTGF-β1(B1)およびTGF-β3(B3)存在下にお
いて微小血管反応性実験に供した場合の、ラット腎臓微小血管径の変化パーセントを示す
グラフである。1μg/mlの可溶性エンドグリン(E)存在下で、これらの同じ実験を繰り返し
た。これらのデータは、4回の独立した実験の平均を表す。
【図２５】1ng/mlのVEGF(V)、TGF-β1(B1)および組合せ(V+B1)の存在下における、腎臓微
小血管の血管径の変化パーセントを示すグラフである。各1μg/mlのsFlt1(S)および可溶
性エンドグリン(E)の存在下におけるこの組合せ(V+B1+S+E)の作用もまた示す。データは
、4回の独立した実験の平均を表す。
【図２６Ａ】図26Aは、sFlt1および対照アデノウイルス(CMV)の組合せを注射した妊娠ラ
ットから屠殺時に採取した血液サンプルの末梢血液塗抹の写真である。
【図２６Ｂ】図26Bは、sFltおよび可溶性エンドグリン発現アデノウイルスの組合せを注
射した妊娠ラットから屠殺時に採取した血液サンプルの末梢血液塗抹の写真であり、分裂
赤血球および網状赤血球数増加から明らかなように高度の溶血を実証している。矢印は分
裂赤血球を表す。
【図２７】図27A～Dは、表8に記載した様々な動物群の腎臓組織構造(H&E染色)を示す一連
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の顕微鏡写真である。図27Aは、糸球体内皮症の知見がない対照群の腎臓組織構造を示す
。図27Bは、糸球体内皮症の知見がない可溶性エンドグリン注射群の腎臓組織構造を示す
。図27Cは、中等度内皮症(矢頭で示す)を示すsFlt1注射ラットの腎臓組織構造を示す。図
27Dは、極度に腫脹した糸球体および有足細胞内に再吸収されたタンパク質小滴を伴う重
度の糸球体内皮症を示す、可溶性エンドグリンおよびsFlt1注射ラットの腎臓組織構造を
示す。全ての光学顕微鏡は60×(原倍率)で撮影した。
【図２８】実施例3に記載した、様々な程度の子癇前症患者、対照妊娠および4人の非妊娠
健常ボランティアの血清における、可溶性エンドグリン(sEng)およびsFlt1のELISAの結果
を示すグラフである。早産対照と比較した*P＜0.05および重度子癇前症と比較した#P＜0.
05。
【図２９】分娩前(0～12時間)および後(48時間)に採血した、実施例3に記載の妊娠患者部
分集団(正常:n=6;子癇前症:n=11)における可溶性エンドグリンのELISAの結果を示すグラ
フである。T=0サンプルと比較して*P＜0.05。
【図３０Ａ】図30Aは、子癇前症患者の血清を精製後の、可溶性エンドグリンを示すウエ
スタンブロットである。44G4-IgG(抗Eng)セファロースから溶出した画分4および5を、還
元条件下でSDS-PAGEにかけ、エンドグリンに対するポリクローナル抗体を使用するウエス
タンブロットにより試験した。溶出画分を質量分析に供した(3回のラン)。
【図３０Ｂ】図30Bは、ヒトエンドグリンの配列を示す(配列番号5)。質量分析により同定
したペプチドを太字および下線で示す。下線を引いたアミノ酸はヒト細胞表面エンドグリ
ンの膜貫通ドメインを表す。アミノ酸1～25はリーダーペプチドを表すため、アミノ酸配
列番号付けが26から始まることに注意されたい。配列表に配列番号5として記載された配
列はアミノ酸1から始まるため、図中のアミノ酸26が配列表中のアミノ酸1となり、図中の
アミノ酸658が配列表中のアミノ酸633となることに注意されたい。アミノ酸の番号付けは
参照配列に応じて調整する(すなわち、図30Bを参照したアミノ酸26～658は配列番号5を参
照した配列のアミノ酸1～633と同じである)。
【図３１】可溶性エンドグリンが毛細管形成を阻害し、血管透過性を増大させることを示
す一連の顕微鏡写真である。血管新生アッセイを、増殖因子低減マトリゲル(Matrigel)(
商標)中のHUVECを使用して、1μgの組換え可溶性エンドグリン、sFlt1、または両方の存
在下で行い、内皮管の長さを定量した。代表的な実験(n=4)を、パネルの下にピクセルで
示した管の長さとともに示す。
【図３２】可溶性エンドグリンによる、腸管膜血管におけるTGF-β1に仲介される血管反
応性の阻害を示す一連のグラフである。ラット腸管膜微小血管の微小血管反応性を、200p
g/mlから200ng/mlのTGF-β1またはTGF-β3の存在下で測定した。1μg/mlの組換え可溶性
エンドグリンの存在下で実験を繰り返した。4回の独立した実験の平均±標準誤差を示す(
上のパネル)。1ng/mlでのTGFβ1に対するL-NAMEの阻害作用も示す(下のパネル)。
【図３３】妊娠ラットにおける糸球体内皮症を示す一連の顕微鏡写真である。対照妊娠ラ
ット(上のパネル)、可溶性エンドグリン(sEng)処理した妊娠ラット(中央パネル)、可溶性
エンドグリン(sEng)+sFlt1の併用群(下のパネル)由来の糸球体の電子顕微鏡写真(EM)を示
す。これらの写真は、上および中央のパネルについては6200×(原倍率)で、下のパネルに
ついては5000×(原倍率)で撮影した。
【図３４】図34A～Hは、可溶性エンドグリンおよびsFlt1処理後の妊娠ラットにおける、
腎臓、胎盤および肝臓の組織学的変化ならびに末梢血液塗抹を示す一連の顕微鏡写真であ
る。対照(図34A)、sEng(図34B)、sFlt1(図34C)およびsFlt1+ sEng(図34D)群の胎盤組織構
造(H&E染色)。可溶性エンドグリンおよびsFlt1処理された動物はともに、対照では見られ
ない、母体-胎児境界でのびまん性炎症(矢頭)を示す。腸管膜血管の管腔閉塞(矢印)を伴
う出血性梗塞およびフィブリノイド壊死が、sFlt1+ sEng処理胎盤の脱落膜に存在する(図
34D)。スケールバー、200μm(図34E～H)。対照(図34E)、sEng(図34F)、sFlt1(図34G)およ
びsFlt1+ sEng(図34H)群における肝臓の組織構造。多発性巣状壊死(矢頭)を伴う虚血性変
化が、sFlt1+ sEng群において認められる(図34H)。対照群およびsEngまたはsFlt1を与え
られたラットは変化を示さなかった。スケールバー、200μm。
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【図３５Ａ】図35A～Dは、組換えsEngがTGF-β1結合および活性、ならびにeNOS活性化を
介する血管拡張に対する作用を抑制することを示す一連のグラフおよびオートラジオグラ
ムである。図35Aは、1ng/mlのVEGF、TGF-β1およびこの組合せに対する腎臓微小血管の微
小血管反応を示すグラフである。組み合わせた反応に対する各100ng/mlのsFlt1およびsEn
gの作用を示す(n=4)。TGFβ1およびVEGFに刺激される反応に対するL-NAMEの阻害作用もま
た示す。
【図３５Ｂ】図35A～Dは、組換えsEngがTGF-β1結合および活性、ならびにeNOS活性化を
介する血管拡張に対する作用を抑制することを示す一連のグラフおよびオートラジオグラ
ムである。図35Bは、マウス内皮細胞のTβRIIへの[I125]TGF-β1結合の用量依存的な増加
の代表的なオートラジオグラムおよびグラフである。5nM組換え可溶性エンドグリンによ
る処理は、50pMおよび100pMで結合を顕著に減少させた(未処理群に対する*P＜0.05)。100
pM[I125]TGF-β1で処理した細胞における40×の過剰な非標識TGF-β1との競合は、受容体
結合を消失させ、バックグラウンド対照の役割をした。
【図３５Ｃ】図35A～Dは、組換えsEngがTGF-β1結合および活性、ならびにeNOS活性化を
介する血管拡張に対する作用を抑制することを示す一連のグラフおよびオートラジオグラ
ムである。図35Cは、HUVECにトランスフェクトされたSmad2/3依存性CAGA-Lucレポーター
構築物の、TGF-β1に誘導される活性化の顕著な増大、およびsEng処理による阻害を示す
グラフである(n=3、sEng未処理群に対する**P＜0.01)。
【図３５Ｄ】図35A～Dは、組換えsEngがTGF-β1結合および活性、ならびにeNOS活性化を
介する血管拡張に対する作用を抑制することを示す一連のグラフおよびオートラジオグラ
ムである。図35Dは、TGF-β1処理後のeNOSのThr495の顕著な脱リン酸化、およびsEngによ
る抑制を示す代表的なウエスタンブロットおよびグラフ(n=4)である(未処理に対する*P＜
0.05)。Ser1177においてリン酸化は変化せず、全eNOSレベルは実験を通して一定のままで
あった。
【図３６】組換えsFlt1および可溶性エンドグリンの発現を実証する、ラット血漿の2つの
ウエスタンブロットを示す図である。上のパネル:妊娠ラット(妊娠第三期初期)由来の血
漿検体を方法に記載したように使用した。レーン1、2および3は、陽性対照として使用し
た200pg、500pgおよび2ngの組換えマウスFlt1-Fcタンパク質を表す。1匹の対照ラットお
よび2匹のsFlt1処理ラット由来の20μlの血漿検体を示す。sFlt1(53 kDa)のバンドはsFlt
1処理ラットにおいて検出された。sFlt1発現の定量化を、市販のELISAを使用して行った(
表8)。下のパネル:sEng発現を検出するために、妊娠ラット由来の血漿検体を使用した(妊
娠第三期初期において)。レーン1は500pgの組換えヒト可溶性エンドグリンを表し、レー
ン2および3はそれぞれsEng処理および対照ラット由来の30μlの血漿を表す。ブロットは
対照ラットにおいて可溶性エンドグリンを示さないが、処理ラットにおいて組換えsEngの
大量発現を示す。可溶性エンドグリンの定量化を、市販のELISAを使用して行った(表8)。
【図３７】対照、全ての子癇前症における、および＜37週の子癇前症におけるδsFlt1お
よびδsEng(妊娠第一期-妊娠第二期の値)の分布を示すグラフである。
【図３８】対照、全ての子癇前症における、および＜37週の子癇前症における、妊娠第一
期の積sFlt×sEng(積1)、妊娠第二期の積sFlt×sEng(積2)、δ積(積1-積2)の分布を示す
グラフである。
【図３９】δ積の三分位数による子癇前症の危険性を示すグラフである。δ積レベルが-1
未満の女性と比較して、δ積レベルが+1より大きい群[aOR 5.5、95％CI 1.4～22.4]にお
いて早産の子癇前症の危険性の増加は、統計的に有意であった(P＜0.05)。
【図４０】図40Aは、エンドグリンがTGF-β1に誘導されるeNOSのThr495脱リン酸化に必要
であることを示すウエスタンブロットである。図40Bは、全eNOSに対するeNOSのThr495リ
ン酸化のパーセントを示すグラフである。結果は、リン酸化されたThr495レベルがTGF-β
1の存在下で、可溶性エンドグリンの存在下で減少し、可溶性エンドグリンの非存在下で
減少しないことを示している。
【発明を実施するための形態】
【００９２】
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　本発明者らは、可溶性エンドグリンのレベルが、子癇前症または子癇などの妊娠関連高
血圧障害を有する女性から採取した血液の血清サンプル中で上昇することを発見した。可
溶性エンドグリンは、タンパク質分解酵素による膜結合型の細胞外部分の切断によって形
成され得る。胎盤における選択的スプライス変異体が検出されないこと、および本明細書
に記載する精製可溶性エンドグリンの一部分のペプチド配列は、それが完全長エンドグリ
ンのN末端切断産物であることを示唆する。過剰な可溶性エンドグリンは、必要量のこれ
らの必要不可欠な抗血管新生因子およびマイトジェン因子を胎盤から奪い得る。本発明者
らは、子癇前症を有する患者における可溶性エンドグリンとsFlt1の過剰な循環濃度は、
子癇前症および他の妊娠関連高血圧障害の病因の一因となることを発見した。本発明者ら
は、可溶性エンドグリンはTGF-β1およびTGF-β3とその受容体の結合に干渉し、内皮細胞
中のeNOSの活性化の低下など、シグナル伝達を低減し、それによって血管の健康状態の維
持に必要な主要ホメオスタシスのメカニズムを混乱させることも発見した。これらのデー
タから、TGF-β1受容体活性化をNO合成と結びつける上でのエンドグリンの役割が重大で
あることが示唆される。さらに本発明者らは、可溶性エンドグリンとsFlt1は協調して、
おそらくeNOSの下流活性化を阻害することによって、それぞれTGF-β1およびVEGFシグナ
ル伝達に干渉することにより血管の損傷および子癇前症または子癇などの妊娠関連高血圧
障害を誘導することを発見した。
【００９３】
　本発明は、可溶性エンドグリンと増殖因子の結合に干渉する治療物質、可溶性エンドグ
リンの発現または生物活性を低下させる物質、または増殖因子のレベルを増大させる物質
の使用を特徴とし、本発明を使用して、被験体における子癇前症または子癇などの妊娠関
連高血圧障害を治療または予防することができる。このような物質には、可溶性エンドグ
リンと結合し可溶性エンドグリンの生物活性を阻害する抗体、可溶性エンドグリンのレベ
ルを低下させるアンチセンスまたはRNAiのオリゴヌクレオチド、可溶性エンドグリンと結
合する増殖因子のレベルを増大させる化合物、タンパク質分解による膜結合型のエンドグ
リンの切断を妨げ、それによって可溶性エンドグリンの放出を妨げる化合物、および可溶
性エンドグリンと結合し増殖因子結合部位を塞ぐ小分子があるが、これらだけには限られ
ない。追加的または代替的に、本発明は、TGF-β、eNOS、およびPGI2のレベルまたは生物
活性を増大させる任意の化合物(例えば、ポリペプチド、小分子、抗体、核酸、およびミ
メティクス)を使用して、被験体における子癇前症または子癇などの妊娠関連高血圧障害
を治療または予防することを特徴とする。さらに本発明は、sFlt-1のレベルを低下させる
かVEGFまたはPlGFのレベルまたは活性を増大させる(例えば、米国特許出願公開第2004012
6828号、同第20050025762号、および同第20050170444号およびPCT国際公開第2004/008946
号および同第2005/077007号を参照)、任意の化合物を、前に記載した任意の治療用化合物
と組み合わせて使用して、被験体における子癇前症または子癇などの妊娠関連高血圧障害
を治療または予防することを特徴とする。さらに本発明は、子癇前症および子癇を含めた
妊娠関連高血圧障害の診断マーカーとしての、単独または組み合わせた、可溶性エンドグ
リン、eNOS、TGF-β、またはPGI2の使用を特徴とする。
【００９４】
　本明細書で示す詳細な説明は、可溶性エンドグリン、TGF-β1、eNOS、sFlt-1、VEGF、
またはPlGFを明確に指すが、この詳細な説明は、可溶性エンドグリン、TGF-β1、eNOS、s
Flt-1、VEGF、またはPlGFのファミリーのメンバー、アイソフォーム、および/または変異
体に適用することもできることは当業者には明らかであるはずである。
【００９５】
　診断
　本発明者らは、可溶性エンドグリンのレベルが、子癇前症または子癇などの妊娠関連高
血圧障害を有する女性から採取した血液の血清サンプル中で上昇することを発見した。可
溶性エンドグリンは、子癇前症の臨床症状の6～10週前に上昇し始める。したがって、場
合によっては遊離PlGFと組み合わせて、血清中の可溶性エンドグリンおよびsFlt1を測定
する診断試験は高い感受性および特異性を有するはずであり、子癇前症誘導型の死を予防
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する際の強力なツールとなる。診断試験は、遊離VEGF; TGF-βファミリーのメンバー、好
ましくはTGF-β1、TGF-β3、遊離アクチビンA、BMP2、BMP7; NOS、好ましくはeNOS; また
はPGI2のレベルを、単独またはこれらの任意の組合せで測定することも含むことができる
。任意のこれらのタンパク質のレベルの変化は、子癇前症または子癇などの妊娠関連高血
圧障害の診断指標である。一例では、遊離BMP2、BMP7、またはアクチビンAのレベルの低
下は、子癇前症または子癇などの妊娠関連高血圧障害の診断指標である。
【００９６】
　本明細書に記載する方法は子癇前症および子癇を明確に指すが、本発明の診断およびモ
ニタリング法は、妊娠性高血圧、在胎期間に比べて小さい(SGA)幼児を伴う妊娠、HELLP症
候群、慢性高血圧、子癇前症(軽度、中等度、および重度)、および子癇だけには限られな
いが、これらを含めた任意の妊娠関連高血圧障害に当てはまることは理解されるはずであ
る。
【００９７】
　被験体サンプル中の可溶性エンドグリンのレベル、遊離、結合、または全体レベルのい
ずれかを測定し、子癇前症、子癇、またはこのような疾患を発症する傾向の指標として使
用する。
【００９８】
　子癇前症、子癇、またはこのような疾患に対する素因を有する被験体は、可溶性エンド
グリンポリペプチドの発現の増大を示すはずである。可溶性エンドグリンポリペプチドは
、完全長の可溶性エンドグリン、分解産物、可溶性エンドグリンの選択的スプライスアイ
ソフォーム、可溶性エンドグリンの酵素切断産物などを含むことができる。可溶性エンド
グリンポリペプチドと特異的に結合する抗体を子癇前症または子癇の診断用に使用して、
このような疾患を発症するリスクがある被験体を同定することができる。本発明の方法に
おいて有用な抗体の一例は、Santa Cruz Biotechnology、Inc.から市販されているエンド
グリンのN末端領域に対するモノクローナル抗体(カタログ番号sc-20072)である。他の例
は、エンドグリンの細胞外ドメイン(例えば、エンドグリンのアミノ酸1～437、エンドグ
リンのアミノ酸1～587、または図30B中において太線および下線で示される任意のアミノ
酸配列)と特異的に結合する抗体を含む。免疫法(ELISAおよびRIAなど)を含めた、このよ
うなポリペプチドの発現の変化を測定するための様々なプロトコルが知られており、子癇
前症または子癇、またはこのような疾患を発症するリスクを診断するための基盤を与える
。
【００９９】
　可溶性エンドグリンの増大したレベルは、子癇前症または子癇の陽性指標である。例え
ば、被験体由来の1つまたは複数のサンプル中で、可溶性エンドグリンのレベルが正常参
照に対して増大する(例えば、10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％
以上)、または経時的に増大する場合、これは子癇前症または子癇の陽性指標であると考
えられる。さらに、正常レベルに対する可溶性エンドグリン、sFlt-1、VEGF、またはPlGF
のレベルの任意の検出可能な変化は、子癇前症、子癇、またはこのような疾患を発症する
傾向を示す。通常、可溶性エンドグリンの循環血清濃度は非妊娠状態中で2～7ng/ml、正
常な妊娠中で10～20ng/mlの範囲である。15ng/mlを超える、好ましくは20ng/mlを超える
、および最も好ましくは25ng/mlを超える、またはそれを超える、可溶性エンドグリンの
上昇した血清中レベルは、子癇前症または子癇の陽性指標であると考えられる。
【０１００】
　一実施形態では、sFlt-1、VEGF、またはPlGFポリペプチドまたは核酸、またはこれらの
任意の組合せのレベルと組み合わせて、可溶性エンドグリンのレベルを測定する。sFlt-1
、VEGF、およびPlGFを測定するための方法は、参照によりその全容が本明細書に組み込ま
れる米国特許出願公開第20040126828号、同第20050025762号、および同第20050170444号
およびPCT国際公開第2004/008946号および同第2005/077007号中に記載されている。他の
好ましい実施形態では、体格指数(BMI)および胎児の在胎期間も測定し、診断測定基準に
含まれる。
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【０１０１】
　他の実施形態では、可溶性エンドグリン、sFlt-1、VEGF、またはPlGFポリペプチドまた
は核酸のレベルと組み合わせて、TGF-β1、TGF-β3、またはeNOSポリペプチドまたは核酸
のレベルを測定する。TGF-β1およびβ3ポリペプチドのレベルを測定するのに有用な抗体
は、例えばAbcam、Abgent、BD Biosciences Pharmingen、Chemicon、GeneTex、and R&D S
ystemsから市販されている。任意の前述のポリペプチドのレベルと組み合わせて、PGI2の
レベルを使用することもできる。PGI2のレベルは、例えば前に記載した診断アッセイのい
ずれかにおいて結合分子としてPGI2受容体を使用して、または例えば尿中プロスタサイク
リン比色分析ELISAキット(Assay Designs)を使用して測定することができる。eNOSポリペ
プチドのレベルを測定するのに有用な抗体は、例えばResearch Diagnostics Inc.、Santa
 Cruz、Cayman Chemicals、and BD Biosciencesから市販されている。
【０１０２】
　他の実施形態では、可溶性エンドグリン、sFlt-1、VEGF、またはPlGFポリペプチドの生
物活性と組み合わせて、任意の1つまたは複数のTGF-β1、TGF-β3、またはeNOSポリペプ
チドの生物活性を測定し、生物活性の低下が子癇前症または子癇の陽性指標である。生物
活性は、例えば酵素活性または下流シグナル伝達活性用のアッセイを使用して測定するこ
とができる。一例では、シトルリンの変換を測定することによってeNOSの酵素活性を測定
し、eNOSの酵素活性の低下が子癇前症または子癇の陽性指標である。
【０１０３】
　一実施形態では、可溶性エンドグリン、sFlt-1、VEGF、またはPlGF、またはこれらの任
意の組合せを組み込んだ測定基準を使用して、少なくとも2つのタンパク質のレベル間の
関係が子癇前症または子癇を示すかどうか測定する。一例では、測定基準は、可溶性エン
ドグリンの測定値と組み合わせて、子癇前症、子癇、またはこのような疾患を発症する傾
向の診断指標である抗血管新生指数として使用するPAAI(sFlt-1/VEGF+PlGF)である。可溶
性エンドグリンのレベルが参照サンプルに対して増大し(例えば、1.5倍、2倍、3倍、4倍
、またはさらに10倍以上ほど多く)、PAAIが10を超える、より好ましくは20を超える場合
、したがって被験体は子癇前症、子癇を有するか、またはこれらを発症する差し迫った危
険な状態にあると考えられる。PAAI(sFlt-1/VEGF+PlGF)の比は、診断指標として使用する
ことができる有用な測定基準の単なる一例である。それが本発明を制限するとは考えられ
ない。正常対照に対する被験体における可溶性エンドグリン、sFlt-1、PlGF、またはVEGF
、またはこれらの任意の組合せのレベルの変化を検出するほぼ任意の測定基準を、診断指
標として使用することができる。他の例は、以下の可溶性エンドグリン抗血管新生指数:(
sFlt-1+0.25(可溶性エンドグリンポリペプチド))/PlGFである。経時的または参照のサン
プルまたは値と比較した可溶性エンドグリンの測定基準の値の増大は、子癇前症または子
癇の診断指標である。100を超える、好ましくは200を超える可溶性エンドグリンの指数は
、子癇前症または子癇の診断指標である。他の例には以下の指数:(可溶性エンドグリン+s
Flt-1)/PlGFまたはsFlt-1×可溶性エンドグリンがある。
【０１０４】
　他の例は、被験体における妊娠第一期および妊娠第二期中のsFlt-1および可溶性エンド
グリンのレベルの測定、および分数を含めた0、1、2を超える値、またはそれより大きな
値(例えば、陽性値)が子癇前症または子癇の診断指標である、以下の等式:[dproduct=妊
娠第二期中の(sFlt1×sEng)-妊娠第一期中の(sFlt1×sEng)]を使用して、それぞれの妊娠
期中のsFlt1×可溶性エンドグリン(sEng)のデルタ値を計算することを含む。陽性値が早
産の子癇前症の指標である可能性もある。このような測定値は妊娠第一期および妊娠第二
期中に多数回得ることができ、dproductは経時的に続く可能性がある。さらに、妊娠第一
期と妊娠第二期の間のsFlt-1レベル(dsFlt-1)およびsEngレベル(dsEng)のdproductのみを
計算することもでき、この場合(dsFlt-1)または(dsEng)に関する分数を含めた0、1、2を
超える値、またはそれより大きな値(例えば、陽性値)が、子癇前症または子癇の診断指標
である。
【０１０５】
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　さらに測定基準は、TGF-β1、TGF-β3、PGI2、またはeNOSポリペプチドのレベルをさら
に含むことができる。任意の測定基準が、母親のBMIまたは幼児のGAをさらに含むことが
できる。
【０１０６】
　標準的な方法を使用して、尿、血清、血漿、唾液、羊水、または脳脊髄液だけには限ら
れないが、これらを含めた任意の体液中の可溶性エンドグリン、遊離VEGF、遊離PlGF、sF
lt-1、TGF-β1、TGF-β3、PGI2、またはeNOSポリペプチドのレベルを測定することができ
る。このような方法には、可溶性エンドグリン、遊離VEGF、遊離PlGF、sFlt-1、TGF-β1
、TGF-β3、PGI2、またはeNOSポリペプチドを対象とする抗体を使用するイムノアッセイ
、ELISA、ウエスタンブロッティング、およびOng et al.(Obstet.Gynecol.98: 608～611
、2001)およびSu et al.(Obstet.Gynecol.、97: 898～904、2001)中に記載された技法な
どの定量的酵素イムノアッセイ技法がある。ELISAは可溶性エンドグリン、VEGF、PlGF、s
Flt-1、TGF-β1、TGF-β3、PGI2、またはeNOSポリペプチドのレベルを測定するのに好ま
しい方法である。可溶性エンドグリンは単独で、または任意の1つまたは複数の残りのポ
リペプチドと組み合わせて測定することが好ましい。
【０１０７】
　エンドグリン、sFlt-1、PlGF、またはVEGF核酸配列由来のオリゴヌクレオチドまたはよ
り長い断片は、発現をモニタリングするためだけでなく、子癇前症または子癇を発症する
素因を示す、可溶性エンドグリン、sFlt-1、PlGF、またはVEGF核酸分子の遺伝的変異、突
然変異、または多型を有する被験体も同定するための、プローブとして使用することがで
きる。このような方法は、Abdalla et al.、Hum.Mutat.25: 320～321(2005)、米国特許出
願公開第2006/0067937号およびPCT国際公開第06/034507号中に詳細に記載されている。好
ましいオリゴヌクレオチドは、エンドグリンの細胞外ドメインまたは図30B中において太
線および下線で示すペプチドのいずれかをコードする任意の核酸配列と、高ストリンジェ
ンシーでハイブリダイズするはずである。
【０１０８】
　本明細書に記載する任意の核酸またはポリペプチドの測定は少なくとも2つの異なると
きに行うことができ、経時的に正常参照レベルと比較したレベルの変化は、子癇前症、子
癇、またはこのような疾患を発症する傾向の指標として使用する。
【０１０９】
　一例では、子癇前症、子癇、またはこのような疾患を発症する傾向を有する被験体の体
液中に存在する可溶性エンドグリンポリペプチドまたは核酸のレベルは、正常対照である
被験体のレベルに対して、または同じ被験体の同じ体液から得た事前サンプルに対して、
わずか10％、20％、30％もしくは40％、または50％、60％、70％、80％、90％、95％、96
％、97％、98％、99％以上ほども増大する可能性がある。他の例では、子癇前症、子癇、
またはこのような疾患を発症する傾向を有する被験体の体液中に存在する可溶性エンドグ
リンポリペプチドまたは核酸のレベルは、1回の測定から次回の測定まで経時的に、わず
か10％、20％、30％もしくは40％、または50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、
97％、98％、99％以上ほども変わる可能性がある。
【０１１０】
　子癇前症、子癇、またはこのような疾患を発症する傾向を有する被験体の体液中の可溶
性エンドグリンのレベルと組み合わせて測定したsFlt-1、VEGF、またはPlGFのレベルは、
正常対照中のsFlt-1、VEGF、またはPlGFのレベルに対して、わずか10％、20％、30％もし
くは40％、または50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、99％以上ほ
ども変わる可能性がある。子癇前症、子癇、またはこのような疾患を発症する傾向を有す
る被験体の体液中の可溶性エンドグリンのレベルと組み合わせて測定したsFlt-1、VEGF、
またはPlGFのレベルは、1回の測定から次回の測定まで経時的に、わずか10％、20％、30
％もしくは40％、または50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、99％
以上ほども変わる可能性がある。
【０１１１】
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　一実施形態では、体液(例えば、尿、血漿、血清、羊水、または脳脊髄液)の被験体サン
プルを、子癇前症症状の発現前の妊娠初期に収集する。他の例ではサンプルは、子癇前症
症状の発現前の妊娠初期に収集した組織または細胞であってよい。組織および細胞の非制
限的な例には、胎盤組織、胎盤細胞、循環内皮細胞、および白血球、単球などがある。例
えばヒトでは、母親の血清サンプルは妊娠の第一期、第二期、または第三期中に妊婦の肘
正中静脈から収集する。アッセイは妊娠第一期、例えば第4、6、8、10もしくは12週、ま
たはこの間の任意の間隔、または妊娠第二期、例えば第14、16、18、20、22もしくは24週
、またはこの間の任意の間隔で実施するのが好ましい。一例では、妊娠第13週と第16週の
間にアッセイを実施する。このようなアッセイは、妊娠第二期または妊娠第三期の最後、
例えば第26、28、30、32、34、36もしくは38週、またはこの間の任意の間隔で実施するこ
ともできる。可溶性エンドグリンおよび/または本明細書に記載する任意の他のポリペプ
チドのレベルは、この期間中に2回測定することが好ましい。産後の子癇前症または子癇
を診断するために、可溶性エンドグリンに関するアッセイを産後に実施することができる
。子癇前症または子癇に対する素因を診断するために、妊娠の開始前または子癇前症もし
くは子癇の症状の発症前にアッセイを実施する。一例では、治療をモニタリングおよび管
理するために、子癇前症の診断後の妊娠中、および/または治療中にアッセイは実施する
。
【０１１２】
　特定の一例では、一連の血液サンプルを妊娠中に収集することができ、可溶性エンドグ
リンポリペプチドおよび/または本発明の任意の他のポリペプチドのレベルはELISAによっ
て測定することができる。他の例では、サンプルは妊娠第二期および妊娠第三期の初期中
に収集し、最初のサンプリングから次回のサンプリングまでの、本発明の任意の他のポリ
ペプチドの可溶性エンドグリンのレベルの増大は、子癇前症もしくは子癇、またはいずれ
かを発症する傾向を示す。
【０１１３】
　本発明は、被験体由来の体液、好ましくは尿中の、任意の可溶性エンドグリン結合タン
パク質(例えば、TGF-β1、TGF-β3、アクチビン-A、BMP-2、およびBMP-7)または可溶性エ
ンドグリンシグナル伝達の下流メディエーター(例えば、PGI2およびeNOS)の測定も含み、
可溶性エンドグリン結合タンパク質のレベルの変化(例えば、増大または減少)は子癇前症
または子癇を示す。本明細書に記載する可溶性エンドグリンの測定に関する方法およびタ
イミングは、可溶性エンドグリン結合タンパク質、PGI2またはeNOSのいずれかの測定に使
用することもできる。
【０１１４】
　獣医学診療では、アッセイは妊娠中の任意の時期に実施することができるが、妊娠初期
、子癇前症症状の発現前に実施することが好ましい。妊娠の期間は種間で広く変わること
を考慮すると、アッセイのタイミングは獣医により決定されるはずであるが、一般的には
ヒトの妊娠中のアッセイのタイミングに相当するはずである。
【０１１５】
　本明細書に記載する診断法は個別に、または本明細書に記載するかまたは子癇前症もし
くは子癇の存在、重度もしくは発症の推定時間をより正確に診断するための当技術分野で
知られている、任意の他の診断法と組み合わせて使用することができる。さらに、本明細
書に記載する診断法は、子癇前症または子癇の存在、重度、または発症の推定時間を正確
に診断するのに有用であることが判明している、任意の他の診断法と組み合わせて使用す
ることができる。
【０１１６】
　本明細書に記載する診断法を使用して、被験体における子癇前症または子癇をモニタリ
ングおよび管理することもできる。一例では、血液、血漿、または血清の可溶性エンドグ
リンレベルが25ng/ml未満となるまで、または血清の可溶性エンドグリンレベル(または可
溶性エンドグリン結合タンパク質、PGI2またはeNOSのレベル)が、子癇前症または子癇の
発症前に測定したベースラインレベルに戻るまで治療を施す。他の例では、被験体が正常
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対照に対して増大したレベルの可溶性エンドグリンを有すると測定した場合、したがって
血清のPlGFレベルが約400pg/mLに上昇するか、または子癇前症もしくは子癇の発症前のベ
ースラインレベルに戻るまで、治療を施すことができる。この実施形態は、可溶性エンド
グリン、sFlt-1、PlGF、VEGF、可溶性エンドグリン結合タンパク質、PGI2、eNOS、または
これらのいずれかおよび全てのレベルを、疾患を診断するだけでなく、子癇前症および子
癇の治療および管理をモニタリングする方法と同様に繰り返し測定する。
【０１１７】
　診断キット
　本発明は、診断試験キットも提供する。例えば診断試験キットは、可溶性エンドグリン
と特異的に結合する結合物質(例えば、ポリペプチドまたは抗体)、および結合物質と可溶
性エンドグリンポリペプチドの間の結合を検出するため、およびより好ましくは評価する
ための手段を含むことができる。検出用に、結合物質または可溶性エンドグリンポリペプ
チドのいずれかを標識し、かつ結合物質または可溶性エンドグリンポリペプチドのいずれ
かを、結合物質または可溶性エンドグリンポリペプチドの間の結合の後に基質と結合した
標識の量を測定することによって、可溶性エンドグリンポリペプチドと結合物質の相互作
用を確定することができるように基質と結合させる。従来のELISAは抗体と基質の相互作
用を検出するための一般的で、当技術分野で知られている方法であり、本発明のキットと
ともに提供することができる。可溶性エンドグリンポリペプチドは、尿、血清、血漿、唾
液、羊水、または脳脊髄液だけには限られないが、これらを含めたほぼ任意の体液中で検
出することができる。本発明は、可溶性エンドグリン核酸のレベルを検出および測定する
ために使用することができる可溶性エンドグリン核酸を含む診断試験キットも提供する。
正常対照中に存在するレベルなどの参照に対する、可溶性エンドグリンポリペプチドのレ
ベルの変化、例えば増大を測定するキットは、本発明の方法における診断キットとして有
用である。
【０１１８】
　米国特許出願公開第20040126828号、同第20050025762号、および同第20050170444号お
よびPCT国際公開第2004/008946号および同第2005/077007号に記載されたのと同様に、本
発明の診断キットは、sFlt-1、VEGF、またはPlGFポリペプチドまたは核酸を検出するため
の抗体または核酸を含むことができる。
【０１１９】
　他の実施形態では、キットはTGF-β1、TGF-β3、またはPGI2またはeNOSポリペプチドだ
けには限られないが、これらを含めた可溶性エンドグリンリガンドを検出するための結合
物質も含むことができる。TGF-β1およびβ3ポリペプチドのレベルを測定するのに有用な
抗体は、例えばAbcam、Abgent、BD Biosciences Pharmingen、Chemicon、GeneTex、and R
&D Systemsから市販されている。eNOSポリペプチドのレベルを測定するのに有用な抗体は
、例えばResearch Diagnostics Inc.、Santa Cruz、Cayman Chemicals、and BD Bioscien
cesから市販されている。PGI2のレベルを検出するための結合物質も含まれる可能性があ
り、例えば前に記載した診断アッセイのいずれかにおいて結合分子として、PGI2受容体、
またはその断片を例えば含み、または例えば尿中プロスタサイクリン比色分析ELISAキッ
ト(Assay Designs)を使用する。正常参照または標準またはレベル、正常対照中に存在す
るレベルなどに対する、eNOS、TGF-β1またはβ3ポリペプチドまたはPGI2のレベルの変化
、例えば低下を測定するキットは、本発明の方法における診断キットとして有用である。
陽性参照標準またはレベルに対する、変化、例えば可溶性エンドグリンのレベルの低下、
または可溶性エンドグリン結合タンパク質(例えば、TGF-β1、TGF-β3、アクチビンA、BM
P 2、およびBMP 7)または可溶性エンドグリンシグナル伝達の下流メディエーター(例えば
、eNOSおよびPGI2)のレベルの増大を測定するキットは、子癇前症または子癇の治療をモ
ニタリングするのに有用である。
【０１２０】
　前に記載した診断法のいずれかを実施するのに必要とされる任意の構成要素を、キット
が含むことが望ましい。例えば、キットはメンブレンを含むことが望ましく、この場合、
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可溶性エンドグリン結合物質または可溶性エンドグリン結合物質と結合する物質をメンブ
レン上に固定する。メンブレンはディップスティック構造で支えることができ、この場合
ディップスティック構造をサンプル中に配置することによってメンブレン上にサンプルを
置き、またはメンブレンは側方流動カセットで支えることができ、この場合カセット中の
開口部を介してメンブレン上にサンプルを置く。
【０１２１】
　診断キットは、キット構成要素の目的とする用途の標識または説明書、および標準曲線
を定めるために使用する参照サンプルまたは精製タンパク質も一般に含む。一例ではキッ
トは、子癇前症、子癇などの妊娠関連高血圧障害、または子癇前症もしくは子癇を発症す
る傾向を診断するためのキットの使用説明書を含む。さらに他の例では、キットは、子癇
前症または子癇の治療に関する療法治療または用量レジメンをモニタリングするための、
キットの使用説明書を含む。診断キットは、被験体サンプルのPAAIまたは可溶性エンドグ
リン抗血管新生指数を測定するため、およびPAAIまたは可溶性エンドグリン抗血管新生指
数と参照サンプル値を比較するための、キットの使用に関する標識または説明書も含むこ
とができる。参照サンプル値がキットの目的とする用途に依存するであろうことは理解さ
れるはずである。例えば、サンプルは参照サンプル値と比較することができ、PAAIまたは
可溶性エンドグリン抗血管新生指数または可溶性エンドグリンの値の増大は、子癇前症ま
たは子癇、または子癇前症もしくは子癇に対する素因を示す。他の例では、治療モニタリ
ングに使用するキットは、子癇前症または子癇を示す参照PAAIまたは可溶性エンドグリン
抗血管新生指数値または可溶性エンドグリンの値を有する可能性があり、参照サンプルに
対する被験体サンプルの、PAAIまたは可溶性エンドグリン抗血管新生指数値の低下または
可溶性エンドグリンの値の低下を使用して、治療用化合物の治療有効性または有効用量を
示すことができる。キットの使用に応じて、正常または陽性参照範囲内の精製タンパク質
のレベルの標準曲線も含まれ得る。
【０１２２】
　治療薬
　本発明は、被験体における子癇前症または子癇を治療または予防する方法および組成物
を特徴とする。子癇前症、子癇を有するか、またはこのような疾患に対する素因を有する
被験体において可溶性エンドグリンのレベルが増大することを考慮すると、可溶性エンド
グリンポリペプチドまたは核酸分子の発現レベルおよび/または生物活性を低下させる任
意の化合物が、本発明の方法において有用である。このような化合物には、リガンドと結
合する可溶性エンドグリンを破壊し得るTGF-β1、TGF-β3、アクチビン-A、BMP 2、また
はBMP 7、可溶性エンドグリンと特異的に結合する精製抗体または抗原結合断片、アンチ
センス核酸塩基オリゴマー、およびRNA干渉を仲介するために使用するdsRNAがある。他の
有用な化合物には、例えば血管新生アッセイにより測定して、可溶性エンドグリンの生物
活性を変えることができる任意の化合物がある。代表的な化合物および方法は以下に詳細
に記載する。これらの方法は、PCT国際公開第2004/008946号および米国特許出願公開第20
040126828号および同第20050170444号中に記載されたのと同様の、sFlt-1のレベルを低下
させるかまたはVEGFまたはPlGFのレベルを増大させるかまたはsFlt-1のレベルを低下させ
るための方法と組み合わせることもできる。さらに、TGF-β1または3、eNOS、またはPGI2
のレベルまたは生物活性を増大させる任意の化合物は、本発明の方法において有用である
。代表的な化合物および方法は以下に詳細に記載する。
【０１２３】
　本発明者らは、可溶性エンドグリンとsFlt-1の経路は協力的に働いて、子癇前症または
子癇の発生を助長する可能性があることを発見したことを記さなければならない。したが
って本発明は、妊娠関連高血圧障害を治療または予防するための、本明細書に記載する任
意の方法または組成物の任意の組合せを含む。例えば、妊娠関連高血圧障害を治療または
予防するために、可溶性エンドグリンの経路を標的化する(例えば、可溶性エンドグリン
の発現または生物活性をダウンレギュレーションする、またはTGF-β、eNOS、またはPGI2
の発現または生物活性をアップレギュレーションする)化合物は、sFlt-1の経路を標的化
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する化合物(例えば、sFlt-1の発現または生物活性をダウンレギュレーションする、また
はVEGFまたはPlGFの発現または生物活性をアップレギュレーションする)と組み合わせて
使用することができる。
【０１２４】
　TGF-βシグナル伝達経路を標的化する治療薬
　TGF-βは多くの細胞型において増殖、分化、運動性、組織再編成、神経発生、創傷修復
、アポトーシス、および血管新生を制御する少なくとも25の増殖因子からなるファミリー
の原型である。TGF-βは多くの細胞型における細胞増殖も抑制し、マトリックスタンパク
質の合成を刺激することができる。それが使用されている文脈から明らかにならない限り
、本明細書を通じて使用する用語TGF-βは、必要に応じてTGF-βのスーパーファミリーの
いずれかまたは全てのメンバーを一般に指すことは理解されるはずである。可溶性エンド
グリンはTGF-β1、TGF-β3、アクチビン、BMP-2、およびBMP-7を含めたTGF-βファミリー
のいくつかの特異的メンバーと結合し、発育中の胎児または胎盤からこれらの必要不可欠
なマイトジェン因子および抗血管新生因子を奪うために働く可能性がある。本発明は、可
溶性エンドグリンと結合させ可溶性エンドグリンの影響を中和するためのこれらのリガン
ドのレベルを増大させる方法を特徴とする。
【０１２５】
　治療用化合物としての可溶性エンドグリンリガンド
　本発明の好ましい実施形態では、TGF-β1、TGF-β3、アクチビンA、BMP2、およびBMP7
だけには限られないがこれらを含めたTGF-βファミリーのタンパク質などの精製型の任意
の可溶性エンドグリンリガンドを被験体に投与して、子癇前症または子癇を治療または予
防する。
【０１２６】
　精製TGF-βファミリータンパク質は、TGF-β1またはTGF-β3、または血管新生を誘導し
得る任意の知られているTGF-βファミリーのメンバーのアミノ酸配列と相同的、より望ま
しくは実質的に同一であるアミノ酸配列を有する任意のタンパク質を含む。非制限的な例
には、R & D Systems、MNからのヒトTGF-β1(カタログ番号240-B-002)およびヒトTGF-β3
(カタログ番号243-B3-002)がある。本発明の方法中で有用である好ましいTGF-βファミリ
ーのタンパク質は、可溶性エンドグリンと結合する能力を有するはずである(例えば、Bar
baraet al、J.Biol.Chem.274: 584～94(1999))。
【０１２７】
　エンドグリンのタンパク質分解による切断を阻害する治療用化合物
　本発明者らはエンドグリンの細胞外ドメイン中の考えられる切断部位を同定しており、
そこでタンパク質分解酵素が膜結合型のエンドグリンを切断し、可溶形として細胞外ドメ
インを切り離す可能性がある。本発明者らの切断部位の配列アライメントは、マトリック
スメタロプロテイナーゼ(MMP)は可溶性エンドグリンの切断および切り離しを担う可能性
があることを示唆する。あるいは、カテプシンまたはエラスターゼも切断事象に関与する
可能性がある。MMPはコラゲナーゼ、ゼラチナーゼ、およびストロメリシンとしても知ら
れており、現在知られている26のファミリーのメンバーが存在する(総説に関しては、Whi
ttaker and Ayscough、Cell Transmissions 17:1(2001)を参照)。好ましいMMPは、子癇前
症患者由来の胎盤中でアップレギュレーションされることが知られているMMP9である(Lim
 et al.、Am.J.Pathol.151: 1809～1818、1997)。MMPの活性化は、プロ酵素の活性化およ
びメタロプロテイナーゼの組織阻害剤(TIMPS)などの内因性阻害剤による阻害によって制
御される。MMPの阻害剤は亜鉛結合タンパク質である。4つの知られている内因性阻害剤(T
IMP1～4)が存在し、これらはWhittaker et al.、上記中に総説されている。1つの好まし
いMMP阻害剤は、ベータグリカン、エンドグリンと類似性を共有する分子を切断すること
が示されてきている膜型MMP1の阻害剤である(Velasco-Loyden et al.、J.Biol.Chem.279:
 7721～7733(2004))。さらに、様々な天然に存在する阻害剤および合成MMP阻害剤が同定
されてきており、これらもWhittaker et al.、上記中に総説されている。例にはMMPを対
象とする抗体、およびマリマスタット、バチマスタット、CT1746、BAY12-9566、プリノマ
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スタット、CGS-27023A、D9120、BMS275291(Bristol Myers Squibb)、およびトロケードを
含めた様々な化合物があり、これらのいくつかは現在臨床試験中である。可溶性エンドグ
リンの切り離しおよび可溶性エンドグリンレベルのアップレギュレーションにおけるMMP
、カテプシン、またはエラスターゼの潜在的な役割を考慮すると、本発明は、被験体にお
ける子癇前症または子癇を治療または予防するための、可溶性エンドグリンの切断および
切り離しに関与する任意のMMP、カテプシン、またはエラスターゼの活性を阻害すること
が知られている、前に記載した化合物などの任意の化合物の使用も提供する。
【０１２８】
　可溶性エンドグリン結合タンパク質を増大させる治療用化合物
　本発明は、被験体における子癇前症を治療または予防するための、TGF-β1、TGF-β3、
アクチビンA、BMP2、およびBMP7だけには限られないがこれらを含めた、可溶性エンドグ
リン結合タンパク質の血中血清レベルを刺激または増大することが知られている任意の化
合物の使用を提供する。これらの化合物は単独で、または前に記載した精製タンパク質、
または本明細書に記載するTGF-βファミリータンパク質のタンパク質レベルを増大させる
ために使用した任意の他の方法と組み合わせて使用することができる。一例では、シクロ
スポリンを1日2回100～200mgの用量で使用してTGF-β1の生成を刺激する。
【０１２９】
　可溶性エンドグリンの抗血管新生活性を変える治療用化合物
　他の治療用化合物は、血管新生アッセイを使用して同定することができる。例えば、高
レベルの可溶性エンドグリンを有する子癇前症の血清をマトリゲルチューブ形成アッセイ
に加え、抗血管新生状態を誘導するはずである。次いで試験化合物をアッセイに加えるこ
とができ、10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％以上の抗血管新生状
態の復帰は、その化合物が可溶性エンドグリンの生物活性を低下させることができ、治療
用化合物として有用であることを示す。
【０１３０】
　NOSのレベルまたは生物活性を増大させる治療用化合物
　NOSは、数種のコファクター、触媒部位、ヘム-チオレートタンパク質のクラスに属する
N末端オキシゲナーゼドメイン、およびNADPH:P450レダクターゼと相同的であるC末端レダ
クターゼドメインの一部分であるヘム基を含む複合酵素である。L-アルギニン(L-Arg)の
グアニジノ窒素の5電子の酸化を触媒することによって、NOSはNOを生成する。
【０１３１】
　eNOSの活性化は、Ser1177のリン酸化およびThr495の脱リン酸化の同時の増大を含む。
本発明者らは、TGF-β1はThr495でeNOSを脱リン酸化し、これはCa2+感受性および酵素活
性を増大させるのに必要であり、Ser1177をリン酸化することによってeNOSを活性化するV
EGFと相乗的に働く可能性があることを発見した。
【０１３２】
　したがって、NOS、特にeNOSのレベルまたは生物活性を増大させる(例えば、安定性、転
写または翻訳を増大させることによって、タンパク質分解を低下させることによって)任
意の化合物(例えば、ポリペプチド、核酸分子、小分子化合物、または抗体)、またはeNOS
活性のダウンレギュレーションを妨げる任意の化合物は、本発明の方法中で有用である。
このような化合物には精製NOS、好ましくはeNOS、またはその生物学的に活性な断片、NOS
、好ましくはeNOS、またはその生物学的に活性な断片をコードする核酸、スタチン、バナ
ジン酸塩、肝細胞増殖因子、ホスホイノシチド3-キナーゼ(PI3K)、Akt、VEGF、TGF-β1、
またはSer1177のリン酸化またはThr495の脱リン酸化または両方を増大させる任意の他の
化合物がある。一酸化窒素は、内皮および他の細胞中に局在する一酸化窒素合成酵素によ
ってL-アルギニンから合成される。一酸化窒素は、例えばニトロプルシドナトリウム、ニ
トログリセリン、SIN-1、一硝酸イソソルビド、硝酸イソソルビドなどの様々な一酸化窒
素ドナーの適用によって生成することもできる。したがって、NOSのレベルまたは生物活
性を(例えば、少なくとも10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％以上)
増大させる化合物は、場合によってはL-アルギニンまたは一酸化窒素ドナー(例えば、ニ
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トロプルシドナトリウム、ニトログリセリン、一硝酸イソソルビド、および硝酸イソソル
ビド)と組み合わせて投与することができる。NOS活性は当技術分野で知られている標準的
な方法によってアッセイすることができ、シトルリンアッセイ、および参照によりその全
開示が本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第20050256199号中に記載された他のア
ッセイを含むが、これらだけには限られない。eNOSのThr495残基はeNOSのカルモジュリン
(CaM)結合ドメイン内に位置する。Thr495におけるeNOSのアゴニスト誘導型脱リン酸化はC
aMと酵素の結合を増大させ(Fleming et at.、Circ Res.2001、88: E68～75)、これによっ
てそのカルシウム感受性および活性化が増大する。本明細書に記載するTGF-β1以外に、
他のアゴニストは、ブラジキニン、ヒスタミン、およびVEGFを含
めた、eNOSのThr495の脱リン酸化を引き起こすことが示されている。Thr495の脱リン酸化
は、タンパク質キナーゼC(PKC)阻害剤Ro31-8220(Calbiochem)によって、またはホルボー
ル12-ミリスチン酸13-アセテート(PMA)(Sigma Aldrich)を使用したPKCのダウンレギュレ
ーション後に増大させることが可能である。さらに、Thr495のアゴニスト誘導型脱リン酸
化はCa2+/カルモジュリン依存性であり、カリクリンA(Sigma Aldrich)、タンパク質ホス
ファターゼ1(PP1)阻害剤によって阻害可能であることが示されてきている(Fleming I、et
 al.Circ Res.2001、88: E68～75)。Thr495におけるeNOSの脱リン酸化に影響を与える他
の化合物には、ヒスタミンおよびブラジキニン(Sigma Aldrich)がある。
【０１３３】
　PGI2のレベルまたは生物活性を増大させる治療用化合物
　プロスタサイクリンは、エイコサノイドとして知られる脂質分子のファミリーのメンバ
ーである。それは内皮細胞において酵素プロスタサイクリンシンターゼの作用によりプロ
スタグランジンH2(PGH2)から生成される。PGI2の生物活性には、血小板凝集の阻害、平滑
筋の弛緩、直接的な血管拡張による全身および肺血管耐性の低下、および腎臓におけるナ
トリウム利尿がある。
【０１３４】
　PGI2は、VEGFとTGF-β1の両方によって刺激される抗血栓因子である。PGI2の生物活性
には血小板凝集の阻害および平滑筋の弛緩があり、PGI2の生物活性に関するアッセイには
、Jakubowski et al.、Prostaglandins47: 404(1994)中に記載されたアッセイなどの、当
技術分野で知られている任意の血小板凝集アッセイまたは他のPGI2アッセイがある。本発
明は、PGI2ミメティクス、イロプロスト、シカプロスト、およびアスピリンだけには限ら
れないが、これらを含めた、当技術分野で知られている標準的なアッセイにより測定して
PGI2のレベルまたは活性を(例えば、少なくとも10％、20％、30％、40％、50％、60％、7
0％、80％、90％以上)増大させる任意の化合物の使用を特徴とする。他の化合物が当技術
分野で知られており、例は参照によりその全開示が本明細書に組み込まれるU.S.P.N.5,91
0,482中に記載されている。
【０１３５】
　精製タンパク質
　任意の精製タンパク質、またはその断片に関して、当技術分野で知られている標準的な
方法を使用してタンパク質を調製する。前に記載した任意の治療用タンパク質の類似体ま
たは相同体も含まれ、例えば残基または配列の様々な置換を施すことによって、生物活性
に必要ではない末端または内部残基または配列を削除することによって、または生物活性
を増大する可能性がある末端または内部残基を加えることによって構築することができる
。アミノ酸の置換、欠失、付加、または突然変異を施して、様々な発現系におけるタンパ
ク質の発現、安定性、または可溶性を改善することができる。一般に置換は保存的に施し
、生物活性に対する影響を考慮する。類似のタンパク質またはその断片の発現用に構築し
たヌクレオチド配列の突然変異、欠失、または付加は当然ながらコード配列のリーディン
グフレームを保つはずであり、ハイブリダイズしてmRNAの翻訳に悪影響を与え得るループ
またはヘアピンなどの二次的mRNA構造を生成する相補的領域を作製しないことが好ましい
はずである。
【０１３６】
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　本発明の任意の治療用化合物(例えば、ポリペプチド、抗体、小分子化合物)は任意の修
飾型も含むことができる。翻訳後修飾の例には、リン酸化、グリコシル化、ヒドロキシル
化、硫酸化、アセチル化、イソプレニル化、プロリン異性化、サブユニット二量体化また
は多量体化、および任意の他のタンパク質、またはその断片、または膜構成要素、または
その断片との架橋または結合(例えば、膜脂質構成要素が結合した膜からのタンパク質の
切断)があるが、これらだけには限られない。ポリペプチドの高い安定性、低いオフレー
ト、可溶性、安定性およびin vivoまたはin vitro循環時間、または低い免疫原性などの
、他の利点をもたらす修飾には、例えばアセチル化、アシル化、ADP-リボシル化、アミド
化、フラビンの共有結合、ヘム成分の共有結合、ヌクレオチドまたはヌクレオチド誘導体
の共有結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスファチジルイノシトールの共有結合
、架橋、環化反応、ジスルフィド結合形成、脱メチル化、共有架橋の形成、システインの
形成、ピログルタミン酸の形成、ホルミル化、γ-カルボキシル化、グリコシル化、GPIア
ンカー形成、ヒドロキシル化、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル化、酸化、ペグ化、タ
ンパク質分解処理、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、トランス
ファーRNA仲介のタンパク質へのアミノ酸の付加、アルギニル化、およびユビキチン化な
どがある(例えば、Creighton、「Proteins: Structures and Molecular Properties」、2
dEd.、W.H.Freeman and Co.、N.Y.、1992; 「Postranslational Covalent Modification 
of Proteins」、Johnson、ed.、Academic Press、New York、1983; Seifter et al.、Met
h.Enzymol.、182: 626～646、1990; Rattan et al.、Ann.NY Acad Sci.、663: 48～62、1
992を参照)。本発明のペプチジル治療用化合物は、野生型配列に対する置換、欠失、また
は挿入などの1、2、3、4、5個、5個を超える、または10個を超えるアミノ酸の変化を含む
変異体などの、任意の化合物の配列変異体も含み得る。さらに、本発明の治療用化合物は
1つまたは複数の非古典的アミノ酸を含むことができる。非古典的アミノ酸は、一般的な
アミノ酸、2,4-ジアミノ酪酸、α-アミノイソ酪酸、4-アミノ酪酸、Abu、2-アミノ酪酸、
g-Abu、e-Ahx、6-アミノヘキサン酸、Aib、2-アミノイソ酪酸、3-アミノプロピオン酸、
オミチン、ノルロイシン、ノルバリン、ヒドロキシプロリン、サルコシン、シトルリン、
ホモシトルリン、システイン酸、t-ブチルグリシン、t-ブチルアラニン、フェニルグリシ
ン、シクロヘキシルアラニン、β-アラニン、フルオロ-アミノ酸、デザイナーアミノ酸、
例えばβ-メチルアミノ酸、Ca-メチルアミノ酸、Na-メチルアミノ酸、およびアミノ酸類
似体のD異性体を一般に含むが、これらだけには限らない。さらに、アミノ酸はD(右旋回)
またはL(左旋回)であってよい。
【０１３７】
　例えば、本発明によって含まれる他の翻訳後修飾には、例えばN末端またはC末端を処理
したN結合またはO結合炭水化物鎖、アミノ酸骨格と化学成分の結合、N結合またはO結合炭
水化物鎖の化学修飾、およびN末端メチオニン残基の付加または欠失がある。
【０１３８】
　さらに、ポリペプチドの高い可溶性、安定性および循環時間、または低い免疫原性(米
国特許第4,179,337号を参照)などの他の利点をもたらすことができる、本明細書に記載す
る治療用化合物の化学的に修飾された誘導体も含まれる。誘導体化用の化学成分は、水溶
性ポリマー、例えばポリエチレングリコール、エチレングリコール/プロピレングリコー
ルコポリマー、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、ポリビニルアルコールなど
から選択することができる。化合物は分子内のランダムな位置、または分子内の所定の位
置で修飾することができ、1、2、3個またはそれ以上の結合した化学成分を含むことがで
きる。
【０１３９】
　ポリマーは任意の分子量であってよく、分岐状または非分岐状であってよい。ポリエチ
レングリコールに関しては、取り扱いやすさおよび製造のために、好ましい分子量は約1k
Daと約100kDaの間である(用語「約」は、ポリエチレングリコールの調製中、いくつかの
分子は規定分子量より重く、いくつかの分子は軽いはずであることを示す)。所望の治療
プロファイル(例えば、所望の徐放期間、存在する場合は生物活性に対する影響、取り扱
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いやすさ、抗原性の程度または欠如、および治療用タンパク質または類似体に対するポリ
エチレングリコールの他の知られている影響)に応じて、他のサイズを使用することがで
きる。前述のように、ポリエチレングリコールは分岐状構造を有し得る。分岐状ポリエチ
レングリコールは、例えば参照により開示のそれぞれが本明細書に組み込まれる、米国特
許第5,643,575号;Morpurgo et al.、Appl.Biochem.Biotechnol.56: 59～72、(1996); Vor
objev et al.、Nucleosides Nucleotides 18: 2745～2750、(1999);およびCaliceti et a
l.、Bioconjug.Chem.10: 638～646、(1999)中に記載されている。
【０１４０】
　本発明の任意の治療用化合物(例えば、ポリペプチド、抗体、または小分子化合物)を1
つの方法で修飾して、他の、異種ポリペプチドまたはアミノ酸配列、Fc配列、検出可能な
標識、または他の治療用分子などと融合した治療用化合物を含むキメラ分子を形成するこ
ともできる。一例では、抗可溶性エンドグリン抗体は、Fc融合タンパク質と融合したペプ
チドであってよい。
【０１４１】
　本発明の方法中で使用する抗体を含めた任意のポリペプチドに関して、それらのポリペ
プチドまたは抗体、またはその断片をコードする核酸も、当技術分野で知られており本明
細書に記載する遺伝子療法用の標準的技法を使用する、本発明の方法中で有用である。本
発明は、ポリペプチドまたはペプチド断片の3次元構造のモデリング、および特定の分子
形状、サイズおよび電荷特性を有する考えられる阻害剤化合物を与えるための合理的薬剤
設計の使用に基づくミメティクスも含む。治療用化合物を同定した後、当技術分野で知ら
れている適切なモデリング技法を使用して機能的相互作用を試験し、それらがこの相互作
用を再現することができるような形式で配列した官能基を含むミメティクス化合物を設計
することができる。知られている薬理活性化合物に対するミメティクスの設計は、リード
化合物ベースの薬剤を開発するための知られている手法である。これは活性化合物の合成
が困難または高価である場合、またはそれが個々の投与法に適していない、例えばペプチ
ドが、それらが消化管内でプロテアーゼにより急速に分解される傾向があるため経口組成
物の活性物質として十分に適していない場合、望ましい可能性がある。ミメティクスの設
計、合成および試験を使用して、標的性に関して多数の分子をランダムにスクリーニング
することを避けることができる。したがって1つまたは複数のミメティクスをスクリーニ
ングして、それらが可溶性エンドグリンのレベルまたは生物活性を低下させるかまたは阻
害するかどうかを調べることができ、およびさらなる最適化または修飾を次いで実施して
、in vivoまたは臨床試験用の1つまたは複数の最終的なミメティクスに到達することがで
きる。
【０１４２】
　治療用核酸
　近年の実験によって、VEGFなどの内皮細胞マイトジェンの発現を可能にする核酸(DNAま
たはRNA)の血管損傷部位への送達は、損傷した血管の増殖および再内皮化を誘導するはず
であることが示されている。本発明は血管損傷に関するものではないが、内皮細胞に核酸
を送達するためのこれらの一般的な技法は、TGF-β1、TGF-β3、アクチビン-A、BMP2およ
びBMP7、またはeNOSなどの可溶性エンドグリン結合タンパク質をコードする核酸を送達す
るために本発明において使用することができる。被験体における子癇前症または子癇を治
療または予防するために、可溶性エンドグリンの切断および切り離しに関与する任意のMM
P、カテプシン、またはエラスターゼの活性を阻害することが知られている前に記載した
タンパク質などのタンパク質をコードする核酸を送達するために、これらの技法を使用す
ることもできる。これらの一般的な技法は米国特許第5,830,879号および米国特許第6,258
,787号中に記載されており、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１４３】
　本発明において核酸は、TGF-β1、TGF-β3、アクチビン-A、BMP2およびBMP7、またはeN
OSなどの可溶性エンドグリン結合タンパク質をコードするゲノムDNA、cDNA、およびmRNA
を含めた任意の核酸(DNAまたはRNA)であってよい。所望のタンパク質をコードする核酸は
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、当技術分野で知られている通常の手順、例えば組換えDNA、PCR増幅を使用して得ること
ができる。
【０１４４】
　核酸を送達するための形態
　本明細書に記載する任意の核酸の適用例に関して、核酸を投与するための標準的な方法
を使用することができる。例は米国特許出願公開第20060067937号およびPCT国際公開第06
/034507号中に記載されている。
【０１４５】
　可溶性エンドグリンの発現を阻害する治療用核酸
　本発明は、可溶性エンドグリンmRNAの発現を直接ダウンレギュレーションするための、
アンチセンス核酸塩基オリゴマーの使用も特徴とする。相補的核酸配列(センスまたはコ
ード鎖)との結合によって、アンチセンス核酸塩基オリゴマーは、おそらくRNAseHによるR
NA鎖の酵素切断によってタンパク質の発現を阻害することができる。アンチセンス核酸塩
基オリゴマーは、高レベルの可溶性エンドグリンを発現する細胞中の、可溶性エンドグリ
ンタンパク質の発現を低下させることが可能であることが好ましい。好ましくは、可溶性
エンドグリンタンパク質の発現の低下は、対照オリゴヌクレオチドで処理した細胞に対し
て少なくとも10％、好ましくは20％以上、より好ましくは40％、50％、60％、70％、80％
、90％以上である。アンチセンス核酸塩基オリゴマーを選択および調製するための方法は
、当技術分野でよく知られている。VEGFの発現をダウンレギュレーションするためのアン
チセンス核酸塩基オリゴマーの使用の一例に関しては、参照により本明細書に組み込まれ
る米国特許第6,410,322号を参照されたい。タンパク質発現のレベルをアッセイするため
の方法も当技術分野でよく知られており、ウエスタンブロッティング、免疫沈降、および
ELISAを含む。
【０１４６】
　本発明は、可溶性エンドグリンの発現を阻害するためのRNA干渉(RNAi)の使用も特徴と
する。RNA干渉(RNAi)は転写後遺伝子サイレンシング(PTGS)の近年発見されたメカニズム
であり、その中では当該の遺伝子またはmRNAに対応する二本鎖RNA(dsRNA)が生物中に導入
され、対応するmRNAの分解が生じる。RNAi反応では、dsRNA分子のセンス鎖とアンチセン
ス鎖の両方が、21～23ヌクレオチド(nt)の長さ範囲であり2つのヌクレオチド3'尾部を有
する小さなRNA断片またはセグメントに処理される。あるいは、21～23nt長であり2つのヌ
クレオチド3'尾部を有する合成dsRNAを合成し、精製し、反応中で使用することができる
。これらの21～23ntのdsRNAは、「ガイドRNA」または「低分子干渉RNA」(siRNA)として知
られている。
【０１４７】
　したがってsiRNA二本鎖は、複合体内のsiRNAと相同性を有する内因性mRNAを標的化し破
壊するタンパク質で構成されるヌクレアーゼ複合体と結合する。複合体内のタンパク質の
同一性は依然として明らかではないが、複合体の機能は、siRNA鎖の一本と内因性mRNAの
間の塩基対形成相互作用によって、相同的mRNA分子を標的化することである。mRNAは次い
でsiRNAの3'末端から約12nt切断され、分解される。このようにして、特定の遺伝子を標
的化し分解することができ、それによって標的遺伝子からのタンパク質発現の消失がもた
らされる可能性がある。siRNAは化学的に合成することもでき、またはsiRNAを化学的に合
成している会社(例えば、Dharmacon Research Inc.、Pharmacia、またはABI)から入手す
ることもできる。
【０１４８】
　dsRNAの具体的な要件および修飾は、参照により本明細書に組み込まれるPCT国際公開第
01/75164号中、および米国特許出願公開第20060067937号およびPCT国際公開第06/034507
号に記載されている。
【０１４９】
　妊娠初期に有用である可溶性エンドグリンベースの治療用化合物
　完全長エンドグリンシグナル伝達の阻害は、様々な移植片培養においてトロホブラスト
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の侵襲性を増大させることが示されてきている(Caniggia I et al、Endocrinology、1997
、138: 4977～88)。したがって可溶性エンドグリンは、妊娠初期中のトロホブラストの侵
襲性を増大させる可能性がある。したがって、妊娠関連高血圧障害または妊娠関連高血圧
障害に対する素因を有さない女性の、妊娠初期の可溶性エンドグリンレベルを増大させる
組成物は、胎盤形成の促進に有益である可能性がある。可溶性エンドグリンレベルを増大
させる組成物の例には、精製可溶性エンドグリンポリペプチド、核酸分子をコードする可
溶性エンドグリン、および可溶性エンドグリンのレベルまたは生物活性を増大させる化合
物または増殖因子がある。
【０１５０】
　遺伝子およびタンパク質の発現のアッセイ
　以下の方法を使用してタンパク質または遺伝子の発現を評価することができ、可溶性エ
ンドグリン結合タンパク質のレベルを増大させるため、または可溶性エンドグリンタンパ
ク質のレベルを低下させるための、任意の前述の方法の有効性を決定することができる。
【０１５１】
　被験体由来の血清を、特異的抗体を使用するELISA、ウエスタンブロッティング、また
はイムノアッセイなどの方法を使用して、可溶性エンドグリンのレベルに関して測定する
。被験体由来の血清は、TGF-β1、TGF-β3、アクチビン-A、BMP2、BMP7、または可溶性エ
ンドグリンと結合することが知られている任意のタンパク質リガンドのレベルに関して測
定することもできる。タンパク質の血清中レベルを測定するために使用する方法には、特
異的抗体を使用するELISA、ウエスタンブロッティング、またはイムノアッセイがある。
さらに、in vitro血管新生アッセイを実施して、被験体の血液が抗血管新生状態から血管
新生促進状態に変わったかどうか判定することができる。このようなアッセイは以下の実
施例4中に記載する。子癇前症または子癇の診断指標である結果は、可溶性エンドグリン
のレベルの少なくとも10％、20％、好ましくは30％、より好ましくは少なくとも40％また
は50％、および最も好ましくは少なくとも60％、70％、80％、90％以上の増大であると考
えられ、子癇前症または子癇の改善を示す結果は、可溶性エンドグリンのレベルの少なく
とも10％、20％、好ましくは30％、より好ましくは少なくとも40％または50％、および最
も好ましくは少なくとも60％、70％、80％、90％以上の低下である。代替的または追加的
に、子癇前症または子癇の診断指標である結果は、eNOS、PGI2、TGF-β1、TGF-β3、アク
チビン-A、BMP2、BMP7、または可溶性エンドグリンと結合することが知られている任意の
タンパク質リガンドのレベルの少なくとも10％、20％、好ましくは30％、より好ましくは
少なくとも40％または50％、および最も好ましくは少なくとも60％、70％、80％、90％以
上の低下であると考えられ、子癇前症または子癇の改善を示す結果は、eNOS、PGI2、TGF-
β1、TGF-β3、アクチビン-A、BMP2、BMP7、または可溶性エンドグリンと結合することが
知られている任意のタンパク質リガンドのレベルの少なくとも10％、20％、好ましくは30
％、より好ましくは少なくとも40％または50％、および最も好ましくは少なくとも60％、
70％、80％、90％以上の増大である。子癇前症または子癇の改善を示す結果は、in vitro
血管新生アッセイを使用して、抗血管新生状態から血管新生促進状態への少なくとも10％
、好ましくは20％、30％、40％、50％、および最も好ましくは少なくとも60％、70％、80
％、90％以上の転換であると考えることもできる。
【０１５２】
　被験体由来の血清または尿サンプルは、eNOS、TGF-β1、TGF-β3、アクチビン-A、BMP2
、BMP7、または可溶性エンドグリンをコードする核酸またはポリペプチドのレベルを測定
することもできる。遺伝子発現をアッセイするための当技術分野で知られているいくつか
の方法が存在する。いくつかの例には、被験体の血液サンプルからのRNAの調製、および
ノーザンブロッティング用のRNAの使用、PCRベースの増幅、またはRNAse保護アッセイが
ある。陽性結果は、可溶性エンドグリン、TGF-β1、TGF-β3、アクチビン-A、BMP2、BMP7
核酸のレベルの少なくとも10％、20％、好ましくは30％、より好ましくは少なくとも40％
または50％、および最も好ましくは少なくとも60％、70％、80％、90％以上の増大である
と考えられる。
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【０１５３】
　治療用抗体
　子癇前症に罹患している妊婦から採取した血清サンプル中に見られる高レベルの可溶性
エンドグリンは、トロホブラスト細胞および母体の内皮細胞と結合し、それらから胎児ま
たは胎盤の正しい発達および血管新生に必要とされる機能的増殖因子を奪うための、「生
理的シンク」として可溶性エンドグリンが作用していることを示唆する。可溶性エンドグ
リンと結合し(例えば、TGF-β1、TGF-β3、アクチビン-A、BMP2、BMP7と結合し)可溶性エ
ンドグリンの活性を中和する抗体などの化合物の使用は、遊離TGF-β1、TGF-β3、アクチ
ビン-A、BMP2、およびBMP7の増大をもたらすことによって、子癇前症または子癇の予防ま
たは治療を手助けすることができる。このような増大は、胎盤の発達および胎児の栄養状
態、および母体全身の内皮細胞の健康状態に必要とされるトロホブラストの増殖、移動お
よび血管新生の増大をもたらすはずである。
【０１５４】
　本発明は、可溶性エンドグリンと特異的に結合する抗体を提供する。抗体は、エンドグ
リンの細胞外ドメインまたはリガンド結合ドメインと結合することが好ましい。抗体を使
用して可溶性エンドグリンの活性を中和し、最も有効なメカニズムはTGF-β1、TGF-β3、
アクチビン-A、BMP2、またはBMP7に関する結合部位の直接阻害によるものであると考えら
れているが、しかしながら、他のメカニズムを排除することはできない。好ましい抗体は
、図30B中において太線および下線で示すペプチド配列(例えば、アミノ酸40～86、144～1
99、206～222、289～304、または375～381)のいずれか1つまたは複数を含むヒトエンドグ
リン上のエピトープ(線状構造または三次元立体配座のいずれかの結果として)と、または
可溶性エンドグリンの好ましい断片(例えば、ヒトエンドグリンのアミノ酸1～437、4～43
7、40～406、または1～587)のいずれかと結合することができる。治療目的で抗体を調製
および使用するための方法は、米国特許第6,054,297号、米国特許第5,821,337号、米国特
許第6,365,157号、および米国特許第6,165,464号、米国特許出願公開第2006/0067937号、
およびPCT国際公開第06/034507号を含めたいくつかの特許中に記載されており、参照によ
り本明細書に組み込まれる。抗体はポリクローナルまたはモノクローナルであってよく、
モノクローナルヒト化抗体が好ましい。本発明は、図30B中において太線および下線で示
すペプチド配列のいずれか1つまたは複数、または可溶性エンドグリンの好ましい断片(例
えば、ヒトエンドグリンのアミノ酸1～437、4～437、40～406、または1～587)のいずれか
と結合する抗体だけには限らないが、これらを含めた、可溶性エンドグリンと結合する抗
体も含む。
【０１５５】
　抗体の治療用途
　子癇前症または子癇の治療または予防のためにin vivoで使用するとき、本発明の抗体
は治療有効量で被験体に投与する。好ましくは、抗体は持続注入によって非経口的または
静脈内に投与する。用量および投与レジメンは、被験体の疾患の重度、および全体的な健
康状態に依存する。投与する抗体の量は、典型的には被験体の体重1kg当たり約0.001～約
10mg、好ましくは被験体の体重1kg当たり0.01～約5mgの範囲である。
【０１５６】
　非経口投与用に、製薬上許容される非経口賦形剤とともに、注射可能な形の単位剤形で
(溶液、懸濁液、エマルジョン)抗体を配合する。このような賦形剤は本質的に無毒であり
、非治療的である。このような賦形剤の例は水、生理食塩水、リンガー溶液、デキストロ
ース溶液、および5％ヒト血清アルブミンである。固定油（fixed oil）およびオレイン酸
エチルなどの非水性賦形剤を使用することもできる。リポソームを担体として使用するこ
とができる。賦形剤は、等張性および化学安定性を増大させる物質、例えばバッファーお
よび防腐剤などの微量の添加剤を含むことができる。抗体は典型的には、約1mg/ml～10mg
/mlの濃度でこのような賦形剤に配合する。
【０１５７】
　併用療法
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　場合によっては、任意の他の標準的な子癇前症または子癇療法と組み合わせて治療を施
すことができ、このような方法は当業者には知られており、米国特許出願公開第20040126
828号、同第20050025762号、同第20050170444号、同第20060067937号、および同第200701
04707、ならびにPCT国際公開第2004/008946号、同第2005/077007号、および同第06/03450
7号中に記載された方法を含む。
【０１５８】
　望ましいことに、本発明は、本明細書に記載する任意の1つまたは複数の治療物質の組
合せの使用を特徴とする。可溶性エンドグリンとsFlt-1は一緒に作用して、おそらくNOS
シグナル伝達経路に集中するTGF-β1およびVEGFシグナル伝達経路にそれぞれ干渉するこ
とによって、血管損傷および妊娠関連高血圧障害を誘導し得るという本発明者らの発見を
考慮すると、本発明の望ましい治療法は、sFlt-1のレベルまたは活性を低下させるかまた
はVEGFまたはPlGFのレベルまたは活性を増大させる化合物を、可溶性エンドグリンのレベ
ルまたは活性を低下させるかまたはTGF-β、NOS、またはPGI2のレベルまたは活性を増大
させる化合物と組み合わせて投与することを含む。任意の物質の任意の組合せをこの目的
で使用することができることは、当業者によって理解されるはずである。例えば、可溶性
エンドグリンと特異的に結合する抗体をVEGFと組み合わせて投与することができる。他の
例では、TGF-β1のレベルまたは活性を増大させる化合物をVEGFまたはPlGFを増大させる
化合物と組み合わせて投与して、エンドグリン経路とVEGF経路の両方を標的化することが
できる。あるいは、可溶性エンドグリンとsFlt-1の両方に対する抗体の組合せを直接、ま
たはex vivo手法(例えば、抗可溶性エンドグリンまたはsFlt-1を裏打ちしたカラムを使用
し、患者の血液をカラム内で循環させる)のいずれかで使用することができる。任意のこ
れらの組合せは、それぞれの受容体の下流の経路を制御するための、NOS、好ましくはeNO
Sのレベルまたは活性を増大させる化合物の投与をさらに含むことができる。
【０１５９】
　さらに本発明は、本明細書に記載する任意の治療法と組み合わせて使用する、任意の慢
性高血圧の薬剤の使用を提供する。妊娠中の高血圧を治療するために使用する薬剤には、
メチルドーパ、塩酸ヒドララジン、またはラベタロールがある。これらの薬剤のそれぞれ
に関して、投与の形態および用量は医師によって、および製造者の説明書によって決定さ
れる。
【０１６０】
　投与の用量および形態
　治療は直接、または妊娠中に子癇前症または子癇を治療または予防するためのex vivo
手法を使用して施して、または妊娠後に使用して施して産後の子癇前症または子癇を治療
することが好ましい。投与に関する技法および用量は化合物の型(例えば、化学化合物、
精製タンパク質、抗体、アンチセンス、RNAi、または核酸ベクター)に応じて変わり、当
業者にはよく知られており、または容易に決定される。
【０１６１】
　本発明の治療用化合物は、単位剤形で製薬上許容される希釈剤、担体、または賦形薬と
ともに投与することができる。投与は非経口、静脈内、皮下、経口または羊水への直接注
射による局所投与であってよい。持続注入による静脈内送達は、本発明の治療用化合物を
投与するのに好ましい方法である。治療用化合物は、溶液、懸濁液、エマルジョン、輸液
用デバイス、または移植用送達デバイスの形であってよく、またはそれは、使用前に水ま
たは他の適切な媒体で元の状態に戻す乾燥粉末として示すことができる。
【０１６２】
　組成物は、経口投与用のピル、錠剤、カプセル、液体、または徐放性錠剤、または静脈
内、皮下または非経口投与用の液体、または局所投与用のポリマーまたは他の徐放性媒体
の形であってよい。
【０１６３】
　製剤を作製するための当技術分野でよく知られている方法は、例えば「Remington: The
 Science and Practice of Pharmacy」(20th ed.、ed.A.R.Gennaro AR.、2000、Lippinco
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tt Williams & Wilkins、Philadelphia、PA)中に見られる。非経口投与用の製剤は、例え
ば賦形薬、滅菌水、生理食塩水、ポリエチレングリコールなどのポリアルキレングリコー
ル、植物起源の油、または水素化ナフタレンを含むことができる。生体適合性、生分解性
ラクチドポリマー、ラクチド/グリコリドコポリマー、またはポリオキシエチレン-ポリオ
キシプロピレンコポリマーを使用して、化合物の放出を制御することができる。ナノ粒子
配合物(例えば、生分解性ナノ粒子、固体脂質ナノ粒子、リポソーム)を使用して、化合物
の生体内分布を制御することができる。他のおそらく有用な非経口送達系には、エチレン
-酢酸ビニルコポリマー粒子、浸透圧ポンプ、埋め込み型注入システム、およびリポソー
ムがある。製剤中の化合物の濃度は、投与する薬剤の用量、および投与の経路を含めたい
くつかの要因に応じて変わる。
【０１６４】
　化合物は、医薬産業において一般的に使用される非毒性の酸添加塩または金属錯体など
の、製薬上許容される塩として、場合によっては投与することができる。酸添加塩の例に
は、例えば酢酸、乳酸、パモン酸、マレイン酸、クエン酸、リンゴ酸、アスコルビン酸、
コハク酸、安息香酸、パルミチン酸、スベリン酸、サリチル酸、酒石酸、メタンスルホン
酸、トルエンスルホン酸、またはトリフルオロ酢酸などの有機酸、例えばタンニン酸、カ
ルボキシメチルセルロースなどのポリマー酸、および例えば塩酸、臭化水素酸、硫酸、リ
ン酸などの無機酸がある。金属錯体は、亜鉛、鉄などを含む。
【０１６５】
　経口用途の製剤は、非毒性の製薬上許容される賦形薬と混合して活性成分を含む錠剤を
含む。これらの賦形薬は、例えば不活性希釈剤または充填剤(例えば、スクロースおよび
ソルビトール)、潤滑剤、流動促進剤、および粘着防止剤(例えば、ステアリン酸マグネシ
ウム、ステアリン酸亜鉛、ステアリン酸、シリカ、水素化植物油、またはタルク)であっ
てよい。
【０１６６】
　経口用途の製剤は、チュアブル錠として、または活性成分を不活性固体希釈剤と混合し
た硬質ゼラチンカプセルとして、または活性成分を水または油媒体と混合した軟質ゼラチ
ンカプセルとして提供することもできる。
【０１６７】
　化合物を投与する用量およびタイミングは、被験体の全体的な健康状態および子癇前症
の症状の重度を含めた、様々な臨床要因に依存する。一般に、ひとたび子癇前症または子
癇前症に対する素因を検出したら、精製タンパク質の持続注入を使用して疾患のさらなる
進行を治療または予防する。治療は1～100日間、より好ましくは1～60日間、および最も
好ましくは1～20日間の範囲の時間の間、または妊娠が終了するまで続けることができる
。用量はそれぞれの化合物および疾患の重度に応じて変わり、10～20ng/ml可溶性エンド
グリン、および/または1～500pg/mL遊離VEGFまたは遊離PlGF、または両方、好ましくは1
～100pg/mL、より好ましくは5～50pg/mL、および最も好ましくは5～10pg/mLのVEGFまたは
PlGF、または1～5ngのsFlt-1の範囲の安定状態の血清濃度を得るように力価を設定する。
【０１６８】
　本明細書に記載する診断法を使用して、療法中に子癇前症または子癇をモニタリングす
ることができ、または治療用化合物の用量を決定することができる。一例では、治療用化
合物を投与し、PAAIを療法の過程中に決定する。PAAIが20未満、好ましくは10未満である
場合、したがってその治療用量は有効用量であると考えられる。他の例では、治療用化合
物を投与し、可溶性エンドグリン抗血管新生指数を療法の過程中に決定する。可溶性エン
ドグリン抗血管新生指数が200未満、好ましくは100未満である場合、したがってその治療
用量は有効用量であると考えられる。
【０１６９】
　被験体のモニタリング
　子癇前症、子癇、またはこのような疾患に対する素因を有する被験体の疾患状態または
治療は、本発明の診断法、キット、および組成物を使用してモニタリングすることができ
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る。例えば、血液、血清、尿、血漿、羊水、またはCSFなどの体液中に存在する可溶性エ
ンドグリンポリペプチドの発現をモニタリングすることができる。可溶性エンドグリンの
モニタリングは、sFlt-1、VEGF、またはPlGF、TGF-β、またはeNOSポリペプチドまたは核
酸、またはPGI2の発現をモニタリングするための方法と組み合わせることができる。この
ようなモニタリングは、例えば被験体における特定の薬剤の有効性を評価する際に、また
は疾患の進行を評価する際に有用である可能性がある。可溶性エンドグリン核酸分子また
はポリペプチドの発現または生物活性を低下させる治療は、本発明において特に有用であ
ると考えられる。
【０１７０】
　スクリーニングアッセイ
　前に論じたように、可溶性エンドグリン核酸分子またはポリペプチドのレベルは、子癇
前症、子癇、またはこのような疾患に対する素因を有する被験体において増大する。これ
らの発見に基づくと、本発明の組成物は、子癇前症または子癇を有する被験体においてそ
の発現が変化する可溶性エンドグリンポリペプチドまたは核酸分子の発現を制御する化合
物を同定するための、候補化合物の高スループット低コストのスクリーニングに有用であ
る。
【０１７１】
　いくつかの方法が、スクリーニングアッセイを実施して、可溶性エンドグリン核酸分子
の発現を変える新たな候補化合物を同定するために利用可能である。米国特許出願公開第
20060067937号およびPCT国際公開第06/034507号中には詳細に例が記載されている。
【０１７２】
　一例では、可溶性エンドグリンポリペプチドと特異的に結合する候補化合物をスクリー
ニングすることができる。このような候補化合物の有効性は、このようなポリペプチドま
たはその機能相当物と相互作用するその能力に依存する。このような相互作用は、イムノ
アッセイまたは親和性クロマトグラフィーベースのアッセイ(例えば、Ausubel et at.上
記中に記載されたアッセイ)などの、任意の数の標準的な結合技法および機能アッセイを
使用して容易にアッセイすることができる。一実施形態では、可溶性エンドグリンポリペ
プチドを固定し、標準的な親和性クロマトグラフィーベースのアッセイを使用して固定し
た可溶性エンドグリンと結合する能力に関して化合物を試験する。固定した可溶性エンド
グリンと結合する化合物は次いで溶出させ、精製し、in vivoとin vitroの両方で可溶性
エンドグリンと結合するその能力、または可溶性エンドグリンの生物活性を阻害するその
能力に関してさらに試験することが可能である。
【０１７３】
　他の例では、候補化合物を、可溶性エンドグリンポリペプチドとTGF-β1、TGF-β3、ア
クチビン-A、BMP-2、およびBMP-7などの増殖因子の結合を低下させることによって可溶性
エンドグリンポリペプチドの生物活性を低下させるその能力に関して試験する。これらの
アッセイはin vivoまたはin vitroで実施することができ、可溶性エンドグリンポリペプ
チドの生物活性は、当技術分野で知られているかまたは本明細書に記載する任意の可溶性
エンドグリン活性に関するアッセイのいずれかを使用してアッセイすることができる。例
えば、細胞はSmad2/3依存性レポーター構築物とともにインキュベートすることができる
。望む場合、TGF-βの存在下で細胞をインキュベートして、Smad2/3依存性レポーター構
築物におけるシグナルを増大させることも可能である。したがって細胞は可溶性エンドグ
リンの存在下でインキュベートすることができ、それによってSmad2/3依存性レポーター
構築物のTGF-β誘導活性化を低下させるかまたは阻害するはずである。候補化合物を細胞
に加えることができ、可溶性エンドグリンで処理していない細胞と比較して、可溶性エン
ドグリン処理細胞中でのSmad2/3依存性レポーターのTGF-β誘導活性化の増大をもたらす
任意の化合物が、子癇前症または子癇を治療するのに有用であり得る化合物であると考え
られる。
【０１７４】
　他の例では、Thr495におけるeNOSのTGF-β誘導脱リン酸化を、可溶性エンドグリンの生
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物活性の変化に関するアッセイとして使用することもできる。この例では、可溶性エンド
グリンの存在下で細胞をインキュベートし、以下に記載する実験に示すように、これはeN
OSのThr495のTGF-β1脱リン酸化を阻害する。次いで候補化合物を細胞に加え、Thr495の
リン酸化状態を測定する。可溶性エンドグリンで処理していない細胞と比較して、可溶性
エンドグリン処理細胞中でのThr495の脱リン酸化のTGF-β誘導活性化の増大をもたらす任
意の化合物が、子癇前症または子癇を治療するのに有用であり得る化合物であると考えら
れる。
【実施例】
【０１７５】
　以下の実施例は、本発明を例示することを意図する。決して本発明を限定するものでは
ない。
【０１７６】
実施例１
子癇前症妊婦におけるエンドグリンmRNAおよびタンパク質レベルの増大
　子癇前症において病理的役割を果たす新たな分泌因子の同定を試みるため、本発明者ら
は、アフィメトリックス(Affymetrix)U95Aマイクロアレイチップを使用して17人の子癇前
症妊婦および13人の正常妊婦の胎盤組織の遺伝子発現プロファイリングを行った。本発明
者らは、エンドグリン遺伝子が子癇前症女性においてアップレギュレーションされている
ことを見出した。
【０１７７】
　子癇前症におけるエンドグリンのアップレギュレーションを確認するため、本発明者ら
は正常血圧の妊婦と比較した、子癇前症妊婦における胎盤のエンドグリンmRNAレベルを解
析するノーザンブロット解析(図3)およびエンドグリンの血清タンパク質レベルを測定す
るウエスタンブロット(図4)を行った。子癇前症は(1)妊娠20週以降の収縮期血圧(BP)＞14
0mmHgおよび拡張期BP＞90mmHg、(2)新たなタンパク尿の発症(ディップスティック尿検査1
+、24時間尿採取におけるタンパク質＞300mg、または無作為の尿タンパク/クレアチニン
比＞0.3)、および(3)分娩後12週までの高血圧およびタンパク尿の消散、と定義された。
基礎疾患としての高血圧、タンパク尿、または腎臓病を有する患者は除外した。ネフロー
ゼ域のタンパク尿(24時間尿採取におけるタンパク質＞3g、または3.0より大きい尿タンパ
ク/クレアチニン比)の有無に基づいて、患者を軽度および重度子癇前症に分類した。軽度
子癇前症群における平均尿タンパク/クレアチニン比は0.94+/-0.2であり、重度子癇前症
群においては7.8+/-2.1であった。様々な群の平均在胎期間は、以下の通りであった:正常
38.8+/-0.2週、軽度子癇前症34+/-1.2週、重度子癇前症31.3+/-0.6週、および早産29.5+/
-2.0週。胎盤サンプルは分娩後直ちに採取した。各胎盤から4個のサンプルを無作為に採
取し、RNAレイター(later)安定化溶液(アンビオン(Ambion)社、オースティン、テキサス
州)に入れ、-70℃で保存した。RNA単離は、キアゲンアールエヌイージーマキシキット(Qi
agen RNAeasy Maxi Kit)(キアゲン(Qiagen)社、バレンシア、カリフォルニア州)を使用し
て行った。
【０１７８】
　N末端領域(ジーンバンク#BC014271)に相当するエンドグリンコード領域(Unigene Hs.76
753)中の400塩基対プローブ、および標準化対照として18Sプローブを用いてプローブした
ノーザンブロットは、胎盤エンドグリンmRNAの増加を示した(Knebelmann et al.、Cancer
 Res、58:226-231 (1998)参照)。エンドグリンアミノ末端に対する抗体を用いてプローブ
したウエスタンブロットは、正常血圧の妊婦と比較して、子癇前症妊婦における胎盤およ
び母親の血清エンドグリンタンパク質レベル両方の増加を示した。
【０１７９】
実施例２
子癇前症患者の胎盤および血清中の可溶性エンドグリンポリペプチドの実証
　子癇前症女性の胎盤および血清中のエンドグリンタンパク質レベルを測定するために使
用したウエスタンブロット解析によって、子癇前症妊婦の胎盤および血清に存在する小さ
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さい断片がエンドグリンの細胞外ドメインであることを実証した。この切断型は、胎盤の
合胞体栄養細胞および内皮細胞から切り出され、子癇前症患者において、過剰量で循環す
るようである。この可溶型エンドグリンは、正常な血管の健康状態に必要な血中リガンド
に結合することにより抗血管新生薬の機能を果たしている可能性がある。
【０１８０】
　予測されるこの可溶型タンパク質の長さは、約437アミノ酸(ペプチドリーダー配列を含
む、リーダー配列を除くと412アミノ酸)である。sEngを、子癇前症患者の血清から精製し
た。44G4-IgG(抗Eng)セファロースから溶出した画分4および5を、還元条件下でSDS-PAGE
に流し、Engに対するポリクローナル抗体を使用してウエスタンブロットにより試験した
。溶出した画分を質量分析(3回のラン)に供して同定したペプチドを(図30B)に示す。質量
分析による精製および解析によって、Gly40～Arg406のいくつかのEng特異的ペプチドが明
らかになり、これは可溶型(可溶性エンドグリン)がヒトエンドグリン配列上ではっきりと
完全長タンパク質のN末端領域に相当することを示す。
【０１８１】
実施例３
正常妊婦と子癇前症妊婦における可溶性エンドグリンの血中濃度
　正常、軽度子癇前症、または重度子癇前症女性の血清の、血中可溶性エンドグリンレベ
ルを比較するため、本発明者らはこれらの女性から採取した血液サンプルのELISA分析を
行った。この研究の患者は全て、適切なIRBの承認を得た後、ベスイスラエルディーコネ
スメディカルセンター(Beth Israel Deaconess Medical Center)において集められた。子
癇前症は、(1)それまで正常血圧であった患者における妊娠20週以降の収縮期BP＞140およ
び拡張期BP＞90、(2)新たなタンパク尿の発症(ディップスティック尿検査1+、または24時
間尿採取におけるタンパク質＞300mg、または無作為の尿タンパク/クレアチニン比＞0.3)
、および(3)分娩後12週までの高血圧およびタンパク尿の消散、と定義された。基礎疾患
としての高血圧、タンパク尿、または腎臓病を有する患者は除外した。本研究のために、
ネフローゼ域のタンパク尿(24時間尿採取におけるタンパク質＞3g、または3.0より大きい
尿タンパク対クレアチニン比)の有無に基づいて、患者を軽度および重度子癇前症に分類
した。HELLP症候群は、患者が血小板減少症(＜100000細胞/μl)、LDH上昇(＞600IU/L)お
よびAST上昇(＞70IU/L)の知見を有する場合と定義された。健常妊婦を対照として含めた
。他の医学的な理由による早産の患者8人を、さらに対照として含めた。胎盤サンプルは
分娩後直ちに採取した。血清は、インフォームドコンセントを得た後、分娩時(胎盤娩出
の0～12時間前)に妊娠患者から採取した。これらの実験はベスイスラエルディーコネスメ
ディカルセンター(Beth Israel Deaconess Medical Center)の施設内審査委員会により承
認された。
【０１８２】
　表1に記載した患者の血清検体を使用して、本発明者らは様々な子癇前症患者群および
対照妊娠患者群における可溶性エンドグリンの血中濃度を測定した。子癇前症患者をHELL
Pの有無によりさらに分類した場合、在胎期間を一致させた早産対照と比較して、軽度、
重度およびHELLP症候群の子癇前症におけるsEng濃度はそれぞれ3、5および10倍高かった(
図28)。妊娠患者のsEng濃度は、sEngがsFlt1よりも高かったHELLP群を除いて、sFlt1濃度
と相関関係があった(R2=0.56)。患者の部分集団では、胎盤娩出の48時間後に得られた血
液サンプルは、子癇前症および正常妊娠患者における平均sEng血中レベルが70％減少して
いた(図29)。
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【表１】

【０１８３】
　可溶性エンドグリンの平均血清濃度は、軽度子癇前症において少なくとも2倍高く、重
度子癇前症患者において3～4倍高かった。HFLLP症候群を合併した子癇前症患者において
、可溶性エンドグリン濃度は在胎期間を一致させた対照検体より少なくとも5～10倍高か
った。さらに、妊娠患者の可溶性エンドグリンレベルはsFlt1レベルと相関する(図18)。
相関のR2値は0.6であった(ここで報告されているsFlt1血中濃度は以前発表されているも
のより少なくとも4～5倍高いことに注意する(Maynard et al.、上記)。これは、アッセイ
希釈液に尿素を含まないために以前発表されたものより常に高い値を与える、アールアン
ドディーシステムズ(R&D systems)社製の新しいELISAキットの感受性の違いによる。)。
換言すると、最大の可溶性エンドグリンレベルを有する患者は、最大のsFlt1血中レベル
も有していた。胎盤の免疫組織染色で見られた強い染色によっても明らかなように(図19
および20)、可溶性エンドグリンの由来は胎盤の合胞体栄養細胞である可能性が最も高い
。これらの図は、エンドグリンタンパク質が合胞体栄養細胞により発現され、子癇前症に
おいて顕著にアップレギュレーションされていることを示す。本発明者らのウエスタンブ
ロットデータ(図21Aおよび21B)、およびノーザンブロットにより選択的スプライス変異体
が検出されなかったことは、可溶性エンドグリンがおそらく膜タンパク質エンドグリンの
細胞外ドメインの切断型であるという考えを支持する。大きさは約65kDaであり、子癇前
症胎盤において高レベルで産生され、子癇前症血清中で多量に循環する。このタンパク質
は正常妊婦の血清中でははるかに低いレベルで存在し、非妊娠女性においてはかろうじて
検出できる程度であった。子癇前症胎盤における可溶性エンドグリン発現は、正常妊娠よ
り4倍高かった(n=1-/群、P＜0.01)。これらの検体中のsEng/Engの定量は、正常(0.43)お
よび子癇前症(0.56)胎盤で大きな差を示さず(n=10/群、P=0.4)、sEngは完全長タンパク質
に由来し、EngおよびsEngはともに子癇前症において同様に増加したことを示唆した。
【０１８４】
　以下の方法を、本実施例に記載した実験の一部に使用した。
【０１８５】
　免疫組織化学
　胎盤サンプルにおけるエンドグリンおよびα-平滑筋アクチン(SMA)の免疫組織染色を、
(Leach et al.、Lancet 360:1215-1219 (2002))により報告されたように行った。簡潔に
言えば、子癇前症無し(n=10)および子癇前症有り(n=10)の患者から得られた凍結胎盤切片
スライドを、無血清タンパク質ブロッキング溶液(ダコ(DAKO)社)で30分間室温にて、次い
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で一次抗体(マウスモノクローナル抗エンドグリン、1:50希釈、ダコ(DAKO)社)で2時間室
温にてインキュベートした。次いでスライドをリン酸緩衝生理食塩水で10分間洗浄した。
二次抗体の、ローダミン結合ヒツジ抗マウスIgG、1:200希釈(バイオメダ(Biomeda)社)を1
時間添加した。切片をリン酸緩衝生理食塩水で再び洗浄し、続いて1:400希釈のFITC結合
マウス抗ヒトSMA(ダコ(DAKO)社)で30分間室温にてインキュベートした。エンドグリンの
免疫反応性は、SPOTアドバンストイメージングシステム(advanced imaging system)(RT S
LIDER、ダイアグノスティックインスツルメンツ(Diagnostic Instruments)社)を使用して
、臨床診断を知らされていない病理学者が観察した。
【０１８６】
　ELISAおよびウエスタンブロット
　ミネソタ州のアールアンドディーシステムズ(R&D systems)社から市販されているELISA
キット(例えば、カタログ番号DNDG00)を使用して、以前に記載された(Maynard et al、J.
 Clin. Invest. 111:649-658、2003)ようにELISAを行った。ウエスタンブロットは、原則
的に以前に記載された(Maynard et al、上記、およびKuo et al. Proc. Natl. Acad. Sci
. 98:4605-4610 (2001))ように行った。
【０１８７】
　免疫沈降(IP)実験
　IPに続いてウエスタンブロットを使用して、子癇前症患者の胎盤組織および血清検体中
の可溶性エンドグリンの同定および特性評価を行った。ヒト胎盤組織を冷PBSで洗浄し、
ホモジナイゼーション緩衝液[10mM Tris-HCl、pH 7.4;15mM NaCl;60mM KCl;1mM EDTA;0.1
mM EGTA;0.5％ノニデット(Nonidet)P-40;5％スクロース;ロシュ(Roche)社(インディアナ
ポリス、インディアナ州)製プロテアーゼミクスチャー]中で10分間溶解した。胎盤溶解物
を次いで抗ヒトモノクローナルマウスエンドグリン抗体(mAb P4A4、サンタクルーズバイ
オテクノロジー社(Santa Cruz Biotechnology, Inc.)、サンタクルーズ、カリフォルニア
州)を用いる免疫沈降に供した。イムノピュアIgGオリエンテーション(immunopure IgG or
ientation)キット(ピアスケミカル社(Pierce Chemical Co.)、ロックフォード、イリノイ
州、米国)を製造業者の使用説明書に従って使用して、3～5mgの精製抗体の2mlプロテイン
Aセファロースへの方向性カップリングによってイムノアフィニティーカラムを調製した
。次いでカラムをプロテアーゼミクスチャー含有RIPA緩衝液でよく洗浄し、結合したタン
パク質を0.1mol/Lグリシン-HCl緩衝液、pH2.8で溶出した。溶出液を、1mol/L Tris-HCl緩
衝液を含有する0.5mlの画分に集めた。タンパク質含有画分をプールし、セントリコン(CE
NTRICON)遠心濃縮器(ミリポア社(Millipore Corp.)、ベッドフォード、マサチューセッツ
州、米国)を用いて9～10倍に濃縮した。免疫沈降したサンプルを4～12％勾配ゲル(インビ
トロジェン(Invitrogen)社)によって分離し、タンパク質をポリビニリデンジフルオリド(
PVDF)メンブレンにトランスファーした。エンドグリンタンパク質を、ポリクローナル抗
ヒトウサギエンドグリン一次抗体(H-300、サンタクルーズバイオテクノロジー社(Santa C
ruz Biotechnology, Inc.)、サンタクルーズ、カリフォルニア州)を使用してウエスタン
ブロットにより検出した。
【０１８８】
　可溶性エンドグリンの精製および質量分析による分析
　子癇前症患者の血清(10ml)をCMアフィ-ゲルブルー(Affi-gel blue)およびプロテインA
セファロース(バイオラッド(Bio-Rad)社)カラムに続けて添加して、アルブミンおよび免
疫グロブリンをそれぞれ除去した。フロースルーを、セファロースに結合した、ヒトEng
に対するmAb 44G4 IgG(Gougos et al.、Int. Immuno. 4:83-92、(1992))の2.5mlカラムに
ゆっくりと添加した。結合画分を0.02MジエチルアミンpH11.4によって溶出し、直ちに1M 
Tris pH7.8で中和した。280nmでの吸光度が高い画分4および5をプールし、10mM DDTで1時
間、57℃で還元し、0.055Mのヨードアセトアミドでアルキル化した。次いでサンプルをト
リプシン(1:100)で完全に消化した。凍結乾燥したサンプルを0.1％トリフルオロ酢酸に再
懸濁し、CapLC (ウォーターズ(Waters)社)HPLC装置に注入した。75μmナノシリーズカラ
ム(Nano Series column)(エルシーパッキング(LC Packings)社)を使用してペプチドを分
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離し、キュースター(Qstar)XL MS/MSシステムを使用して解析した。マスコットサーチエ
ンジン(Mascot search engine)(マトリックスサイエンス(Matrix Science)社)を使用して
、ヒトタンパク質データベースNCBInrを対象にしてデータを検索した。
【０１８９】
実施例４
血管新生モデルアッセイ
　血管新生のin vitroモデルには内皮管アッセイを使用することができる。増殖因子低減
マトリゲル(Growth factor reduced Matrigel)(7mg/ml、コラボレーティブバイオメディ
カルプロダクツ(Collaborative Biomedical Products)社、ベッドフォード、マサチュー
セッツ州)を予め冷却した48ウェル細胞培養プレートのウェル(100μl/ウェル)に入れ、37
℃で25～30分間インキュベートし重合させる。3～5継代のヒト臍帯静脈内皮細胞(無血清
の内皮細胞基本培地(クロネティクス(Clonetics)社、ウォーカーズビル、メリーランド州
)300μl中に30000+)を10％患者血清で処理し、マトリゲルでコートしたウェルにプレーテ
ィングし、37℃で12～16時間インキュベートする。次いで管形成を、4×で倒立位相差顕
微鏡(株式会社ニコン(Nikon Corporation)、東京、日本)によって評価し、PCI簡易画像解
析(Simple PCI imaging analysis)ソフトウェアを使用して解析する(管腔面積および全長
)。
【０１９０】
実施例５
女性における子癇前症および子癇の診断指標としての可溶性エンドグリンタンパク質レベ
ル(ロメロ試験)
　この試験は、可溶性エンドグリンが臨床子癇前症において変化するか、および女性にお
いて子癇前症および子癇を予測するために使用できるか、を評価するために設計された。
【０１９１】
　この試験は、ミシガン州デトロイトのウェイン州立大学/NICHD周産期学部門でロベルト
ロメロ(Roberto Romero)博士と共同して行われた。Chaiworapongsa et al.(The Journal 
of Maternal-Fetal and Neonatal Medicine、January 2005、17 (1):3-18)に以前記載さ
れたように保存された生物学的サンプルデータベースを使用して、長期的なレトロスペク
ティブ症例対照研究を行った。女性は全て、ソテロデルリオ(Sotero del Rio)病院(サン
ティアゴ、チリ)の出産外来で登録し、分娩までを追跡した。出産前診察は、妊娠第一期
および第二期において4週間間隔、および分娩までの妊娠第三期は2週間毎という予定を組
んだ。血漿サンプルは以下の6つの期間のそれぞれについて1回のみ各患者から選択した:(
1)妊娠7～16週、(2)16～24週、(3)24～28週、(4)28～32週、(5)32～37週、および(6)＞37
週。それぞれの子癇前症症例について、子癇前症の臨床診断時における在胎期間を一致さ
せる(±2週)ことにより1つの対照を選択した。子癇前症の診断の臨床基準は、上記のChai
worapongsa et alに以前記載されたものと同じとした。
【０１９２】
　血漿中エンドグリンレベルの測定
　-70℃で保存された血漿サンプルを融解し、ミネソタ州ミネアポリスのアールアンドデ
ィーシステムズ(R&D systems)社から市販されているELISAキット(カタログ番号DNDG00)を
使用して血漿中可溶性エンドグリンレベルを1バッチで測定した。
【０１９３】
　統計分析
　共分散分析を使用して、血液サンプリングおよびサンプル保存期間による在胎期間の調
整後、子癇前症を発症することになる患者および正常妊娠の患者間の血漿中可溶性エンド
グリン濃度の差を評価した。割合の比較にはχ二乗検定またはフィッシャーの正確確率検
定を採用した。使用した統計パッケージはSPSS V.12(エスピーエスエス社(SPSS Inc.)、
シカゴ、イリノイ州)であった。0.05未満のp値を有意と考えた。
【０１９４】
　結果
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　研究対象集団の臨床的特徴を表2に記載する。子癇前症群は未経産女性を多く含み、対
照群より早く分娩した。重要なことに、胎児の出生時体重は子癇前症群において低く、在
胎期間に比して体重が小さい(SGA)幼児を身ごもっている女性の割合が高かった。
【表２】

【０１９５】
　子癇前症患者の臨床的特徴を表3に記載する。32人(72％)の患者が重度の子癇前症であ
り、10人の患者が＜34週の発症と定義される重度の早発型子癇前症であった。
【表３】
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【０１９６】
　6つの在胎期間帯において測定した対照および子癇前症女性の血清中可溶性エンドグリ
ンレベルを表4に示す。子癇前症の中で、検体を、臨床子癇前症(子癇前症の症状時にサン
プルを採取)および前臨床子癇前症(臨床症状の前にサンプルを採取)の2つの群に分類した
。データは、妊娠中期(妊娠24～28週)において、血清中可溶性エンドグリン濃度が子癇前
症を発症することになる女性において上昇し始め、妊娠28～32週までに対照より少なくと
も3倍高くなることを示す。臨床子癇前症女性から採取した血液サンプルは、在胎期間を
一致させた対照と比較した場合、非常に劇的な(ほぼ10～15倍)上昇を示す。
【表４】

【０１９７】
　血漿中可溶性エンドグリン濃度と子癇前症の臨床診断までの期間との関係を調べるため
、異なる在胎期間の子癇前症患者の血漿サンプルを、血液サンプリングから臨床診断まで
の期間に従って5つの群:(1)臨床診断時、(2)臨床症状の2～5.9週前、(3)臨床症状の6～10
.9週前、(4)臨床症状の11～15.9週前、および(5)臨床症状の16～25週前、に分類した。表
5に示すデータは、血漿中可溶性エンドグリンレベルが子癇前症において症状発現の6～10
.9週前に上昇し始め、子癇前症を発症することになる女性において症状の2～5.9週前に少
なくとも3倍高くなることを実証する。
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【表５】

【０１９８】
　子癇前症を発症することになる患者を特定する血漿中可溶性エンドグリン濃度の診断能
力を調べるため、患者を早発型子癇前症(PE＜34週)および遅発型子癇前症(PE＞34週)に分
類した。早発型子癇前症患者では、平均血漿中可溶性エンドグリンレベルは子癇前症(臨
床診断前)において正常妊娠よりも顕著に高く、妊娠16～24週頃から現れ始め(表6)、24～
28週および28～32週の妊娠期間帯において非常に大きな差があった。対照的に、遅発型子
癇前症患者では、前臨床子癇前症における血漿中可溶性エンドグリン濃度は28～32週にな
って初めて正常妊娠よりも顕著に高くなり、妊娠32～36週で非常に大きな差があった(表7
)。
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【表７】

【０１９９】
　要約
　これらの実験結果は、在胎期間を一致させた対照と比較した場合に臨床子癇前症女性が
非常に高い血中可溶性エンドグリンレベルを有することを実証する。また結果は、子癇前
症を発症することになる(前臨床子癇前症)女性が、正常妊娠すると予測される女性よりも
高い血漿中可溶性エンドグリンレベルを有することも実証する。可溶性エンドグリンレベ
ルの増大は、臨床症状発現の少なくとも6～10週前に検出可能である。結論として、これ
らの結果は、早発型および遅発型子癇前症がともに高い血中可溶性エンドグリン濃度を有
するが、早発型子癇前症における変化の方がより劇的であることを実証する。
【０２００】
実施例６
女性における子癇前症および子癇の診断指標としての可溶性エンドグリンタンパク質レベ
ル(CPEP試験)
　前述のように本発明者らは、血管新生促進タンパク質TGF-βの細胞表面受容体であり内
皮および合胞体栄養細胞で発現される可溶性エンドグリンが、子癇前症胎盤においてアッ
プレギュレーションされることを発見した。前述の実験において本発明者らは、子癇前症
において過剰な可溶性エンドグリンが細胞外ドメインのシェディングによって胎盤から血
中に放出されるため、可溶性エンドグリンがその後、胎盤増殖因子(PlGF)およびVEGFに結
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合する抗血管新生因子であるsFlt1と相乗作用を示し、内皮機能障害を引き起こし得るこ
とを示した。この仮説を試験するため、本発明者らは、子癇前症を発症した女性における
、および妊娠性高血圧(GH)および在胎期間に比して体重が小さい(SGA)幼児を伴う妊娠な
どの他の妊娠合併症を有する子癇前症女性における妊娠期間中の可溶性エンドグリン、sF
lt-1および遊離PlGFの血清中濃度を、正常血圧の対照妊娠女性と比較した。本試験はリチ
ャードレビン(Richard Levine)博士と共同してNIHで行った。
【０２０１】
　本試験の主な目的は2つあった。第1の目的は、子癇前症および妊娠性高血圧(GH)および
在胎期間に比して体重が小さい(SGA)幼児を伴う妊娠などの他の妊娠性疾患の発症前に、
正常血圧対照と比較して高い可溶性エンドグリン、sFlt1血清濃度および低いPlGFレベル
が検出可能であるかを決定することであった。第2の目的は、子癇前症、妊娠性高血圧ま
たはSGAを有する女性における、母体血清中の可溶性エンドグリン、sFlt-1および遊離PlG
F濃度の在胎期間に対する経時変化を、臨床症状の発現前後、および正常血圧対照におい
て得られた検体の別個の試験によって示すことであった。
【０２０２】
　方法
　臨床情報
　本研究は、カルシウムによる子癇前症予防試験(CPEP)に参加した4,589人の健康な未経
産女性のコホート内にネスト化された妊娠合併症(早発型子癇前症、満期産の子癇前症、
妊娠性高血圧、SGA児を伴う妊娠、正常血圧対照妊娠)の症例対照研究であった。各研究群
から120例の症例を無作為に選択した。研究方法は、子癇前症について最近行われたコホ
ート内症例対照研究と同一であった(Levine et al、N. Eng. J. Med. 2004、350:672-83)
。各女性から、研究登録前(13～21週)に、26～29週で、36週で、および高血圧またはタン
パク尿の疑いのある時点で血液検体を得た。陣痛および分娩開始前の妊娠中に採取した全
ての血清検体は、研究の対象となった。症例は、満期産の子癇前症、妊娠性高血圧または
SGAを発症した、および既知の主な構造的または染色体異常のない生産または死産の男児
を分娩した、および基準血清検体を採取した、120人の女性を含んでいた。(PE＜37週)と
定義された早発型子癇前症では、CPEPコホートの72人の患者全てについて研究を行った。
子癇前症の診断のための臨床基準は、Levine et al.、(2004)上記に記載されている。妊
娠性高血圧の全ての症例について、妊娠性高血圧発症の1日前からその後7日間までの期間
内に通常の尿タンパク測定を行う必要があった。SGAは、人種、未経産、および幼児性別
に特異的な在胎期間に対する出生体重についてのZhangおよびBowesの表を使用して、＜第
10および＜第5(重度SGA)パーセンタイルと定義された。対照は、既知の主な構造的奇形ま
たは染色体異常のない生産児または死産児を分娩した、子癇前症または妊娠性高血圧また
はSGAを有さない女性から無作為に選択し、1つの対照に1つの症例を、臨床センター、最
初の血清検体採取時の在胎期間(±1週)に関して、冷凍保存期間(±1年)に関して、および
凍結融解回数に関して一致させた。合計1674例の血清検体を研究した。sFlt-1、VEGF、お
よびPlGFのレベルにおける在胎期間に関連する差について調整するために、在胎期間に関
して一致を行った。冷凍保存中に起こり得る分解による差を最小化するために、冷凍保存
期間に関して一致を行った。おそらく疾患の病態生理の差のために子癇前症率がセンター
間で著しく異なるという事実について調整するために、臨床センターに関して一致を行っ
た。加えて、センターは、検体の採取、調製、および保存に少し異なる手順を使用した可
能性がある。確実に、症例および対照が等しく凍結融解劣化をうけることになるように、
融解回数に関する一致も行った。
【０２０３】
　ELISA測定
　様々な血管新生マーカーに関するELISAを、Karumanchi研究所で、臨床転帰を知らされ
ていない1人の研究助手が行った。
【０２０４】
　可溶性エンドグリン(DNDG00)、sFlt1(DVR100)、PlGF(DPG00)のための市販のELISAキッ
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トはアールアンドディーシステムズ(R&D systems)社(ミネアポリス、ミネソタ州)から入
手した。
【０２０５】
　統計分析
　有意差を決定するための、対数変換後の様々な測定値の比較のためにt検定を使用した
。P＜0.05を統計的に有意であるとみなした。
【０２０６】
　結果
　方法において記載した様々な在胎期間群ウインドウ中の、妊娠中の妊婦の5つの異なる
研究グループに関する平均可溶性エンドグリン(図6)、sFlt1(図7)、PlGF(図8)濃度を、図
6～8に示す。子癇前症群および妊娠性高血圧群では、臨床症状発現後に採取した検体を示
していない。在胎期間を一致させた対照検体と比較して、可溶性エンドグリンおよびsFlt
1は増加し、遊離PlGFは減少しており、この変化は早発型子癇前症の9～11週前に発生し、
子癇前症発症後にそれぞれ5倍の(46.4対9.8ng/ml、P＜.0001)および3倍高い(6356対2316p
g/ml、P＜.0001)および4倍低い(144対546pg/ml、P＜.0001)レベルに達した。満期産の子
癇前症では、可溶性エンドグリンは12～14週に発生して増加し、遊離PlGFは9～11週から
減少し、sFlt1は子癇前症発症の＜5週前に増加した。sFlt1および遊離PlGFの血清濃度は
、在胎10～42週のSGAまたは在胎期間に比して体重が平均の/在胎期間に比して体重が大き
い(AGA/LGA)幼児を伴う妊娠間で有意に異なっていなかった。血清可溶性エンドグリンは
、AGA/LGA妊娠における12.9ng/mlと比較して、SGA妊娠において17～20週から穏やかに増
加し(7.2対5.8ng/ml、P=.03)、37～42週で軽度および重度SGAにおいてそれぞれ15.7およ
び43.7ng/mlの濃度に達した(重度SGA対AGA/LGA、P=.002)。妊娠性高血圧研究において、G
Aを一致させた対照検体と比較して、妊娠性高血圧の＜1～5週前に可溶性エンドグリンの
穏やかな増加が認められ、妊娠性高血圧発症後に2倍高い可溶性エンドグリンレベル(29.7
対12.5ng/ml、P=.002)に達した。他の全ての四分位点と比較した、対照可溶性エンドグリ
ン濃度の最高四分位点(＞7.2ng/ml)にある21～32週で得られた検体についてその後の早産
PEに関して調整したオッズ比は、9.8(95％ CI4.5～21.5)であった。
【０２０７】
　子癇前症の可溶性エンドグリン抗血管新生指数は、(sFlt1+0.25可溶性エンドグリン)/P
lGFと定義された。5つの異なる研究群について、様々な在胎期間群にわたって指数を計算
した。臨床症状前に採取されたサンプルの子癇前症抗血管新生についての可溶性エンドグ
リン抗血管新生指数を、図9に示す。可溶性エンドグリン抗血管新生指数の高い値は、重
度の早発型子癇前症において、妊娠17～20週で早くも認められ、妊娠が進むにつれてより
劇的になるようであった。満期産の子癇前症、SGAおよびGH（妊娠性高血圧）において、
対照女性と比較した場合、妊娠末期中(33～36週)に穏やかな上昇があった。
【０２０８】
　図10および11は、臨床早発型子癇前症(PE＜37週)前の週数による可溶性エンドグリン平
均濃度(図10)および可溶性エンドグリン抗血管新生指数(図11)を表す。早発型子癇前症発
症前の9～11週の早期でさえ、子癇前症を発症することになる女性において、可溶性エン
ドグリンおよび可溶性エンドグリン抗血管新生指数が2～3倍上昇し、臨床症状の1～5週前
に劇的に上昇(＞5倍)した。
【０２０９】
　図12および図13は、症状前後の、満期産の子癇前症(PE＞37週間)に関する妊娠中の可溶
性エンドグリン(図12)および可溶性エンドグリン抗血管新生指数(図13)の変化を示す。妊
娠33～36週に始まって、臨床子癇前症の時点で平均して2倍高いレベルに達する可溶性エ
ンドグリンおよび可溶性エンドグリン抗血管新生指数の上昇が認められる。
【０２１０】
　図14および図15は、正常血圧の対照と比較した場合の、妊娠性高血圧中および妊娠性高
血圧の1～5週前(妊娠33～36週の間)の女性において検出される可溶性エンドグリン(図14)
および可溶性エンドグリン抗血管新生指数(図15)の穏やかな上昇を示す。
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【０２１１】
　図16および図17は、対照妊娠と比較した場合の、SGAを有する全ての女性ではなく、重
度のSGAを有する女性において33～36週妊娠時期中に検出される可溶性エンドグリン(図16
)および可溶性エンドグリン抗血管新生指数(図17)の穏やかな上昇を示す。
【０２１２】
　要約
　本研究の結果は、妊娠33週前に測定された場合、可溶性エンドグリンレベルおよび可溶
性エンドグリン抗血管新生指数レベルが、正常な対照妊娠と比較した場合、早発型子癇前
症を発症することになる女性において、および臨床早発型子癇前症(PE＜37週)の女性にお
いて、劇的に上昇したことを示す。したがって、可溶性エンドグリンレベルおよび可溶性
エンドグリン抗血管新生指数レベル(33週前)は、早発型子癇前症の診断だけでなく、子癇
前症の予測にも使用することができる。可溶性エンドグリンレベルおよび可溶性エンドグ
リン抗血管新生指数レベルの上昇は、子癇前症の症状の早くも10～12週前に始まるようで
ある。
【０２１３】
　可溶性エンドグリンレベルおよび可溶性エンドグリン抗血管新生指数レベルはまた、妊
娠後期(妊娠33～36週の時期)に測定された場合、満期産の子癇前症(PE＞37週)において顕
著に上昇し、妊娠性高血圧および重度SGAにおいて穏やかに上昇した。したがって、可溶
性エンドグリンレベルおよび可溶性エンドグリン抗血管新生指数レベルはまた、妊娠33週
の後に測定される場合、SGAおよび妊娠性高血圧などの他の妊娠合併症を同定するために
も使用することができる。
【０２１４】
実施例７
子癇前症の病因における可溶性エンドグリンの関与
　本発明者らは、血管新生促進タンパク質TGF-βの細胞表面受容体であり、内皮および合
胞体栄養細胞で発現されるエンドグリンが、子癇前症胎盤においてアップレギュレーショ
ンされていることを示した。本発明者らはまた、子癇前症において、過剰な可溶性エンド
グリンが、細胞外ドメインのシェディングによって胎盤から血流中へ放出されることも示
した。下記の実験は、可溶性エンドグリンが、胎盤増殖因子(PlGF)およびVEGFに結合する
抗血管新生因子sFlt1と相乗作用を示し、内皮機能障害を引き起こし得るという仮説を試
験するために設計された。
【０２１５】
　材料および方法
　試薬
　組換えヒトエンドグリン、ヒトsFlt1、マウスエンドグリン、マウスsFlt1、ヒトTGF-β
1、ヒトTGF-β3、マウスVEGFは、アールアンドディーシステムズ(R&D systems)社(ミネア
ポリス、ミネソタ州)から入手した。ヒトエンドグリンN末端領域に対するマウスモノクロ
ーナル抗体(カタログ番号sc20072)およびポリクローナル抗体(sc20632)は、サンタクルー
ズバイオテクノロジー社(Santa Cruz Biotechnology, Inc.)から入手した。ヒトsFlt1、
マウスsFlt1、およびヒト可溶性エンドグリンのためのELISAキットは、アールアンドディ
ーシステムズ(R&D systems)社(ミネソタ州)から入手した。
【０２１６】
　アデノウイルスの作製
　sFlt1に対するアデノウイルスおよび対照アデノウイルス(CMV)は以前に記載されており
(Maynard et al.、J. Clin. Invest. 111:649:658 (2003))、リチャードマリガン(Richar
d Mulligan)博士と共同してハーバードメディカルコア機関(Harvard Medical Core facil
ity)で作製された。可溶性エンドグリンアデノウイルスを作製するために、本発明者らは
、アドイージー(Adeasy)キット(ストラタジーン(Stratagene)社)を使用した。簡潔に言え
ば、ヒト可溶性エンドグリン(エンドグリンタンパク質の全細胞外領域をコードする)を、
鋳型としてヒトcDNA完全長エンドグリンクローン(インビトロジェン(Invitrogen)社、カ
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リフォルニア州)およびプライマーとして以下のオリゴヌクレオチドを使用してPCR増幅し
た:フォワード5'-ACG AAG CTT GAA ACA GTC CAT TGT GAC CTT-3'(配列番号3)およびリバ
ース5'TTA GAT ATC TGG CCT TTG CTT GTG CAA CC-3'(配列番号4)。増幅したPCR断片をま
ずpSecTag2-B(インビトロジェン(Invitrogen)社、カリフォルニア州)へサブクローニング
し、DNA配列を確認した。Hisタグ付きヒト可溶性エンドグリンをコードする哺乳動物発現
構築物を、鋳型としてpSecTag2B-可溶性エンドグリンを使用してPCR増幅し、アデノウイ
ルス作製のために、アデノウイルス導入ベクターpShuttle-CMVベクター(ストラタジーン(
Stratagene)社;Kpn1およびSca1部位)にサブクローニングした。次いで可溶性エンドグリ
ン(sE)発現アデノウイルスを、製造業者の使用説明書通りに標準プロトコールを使用して
作製し、ウエスタンブロッティングによって発現を確認した。次いで確認されたクローン
を293個の細胞で増幅し、以前に記載された(Kuo et al.、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9
8:4605-4610 (2001))CsCl2密度勾配により精製した。最終産物を、吸光度法により力価測
定した(Sweeney et al.、Virology、2002、295:284-288)。力価は、標準プラーク希釈に
基づく力価アッセイキット(BDバイオサイエンスクロンテック(BD Biosciences Clontech)
社、パロアルト、カリフォルニア州、カタログ番号K1653-1)および吸光度法を使用して力
価測定した以前のウイルス調製から導かれる式に基づくプラーク形成単位(pfu)/mLとして
表す。
【０２１７】
　ウエスタンブロット
　他(Maynard et al、上記)で記載しているように、ラット血漿においてアデノウイルス
感染導入遺伝子の発現を確かめるためにウエスタンブロットを使用した。
【０２１８】
　免疫沈降(IP)実験
　IPとそれに続くウエスタンブロットを使用して、子癇前症患者由来の胎盤組織および血
清検体における可溶性エンドグリンの同定および特徴付けを行った。ヒト胎盤組織を冷PB
Sで洗浄し、ホモジナイゼーション緩衝液[10mM Tris-HCl、pH7.4;15mM NaCl;60mM KCl;1m
M EDTA;0.1mM EGTA;0.5％ノニデットP-40;5％スクロース; ロシュ(Roche)社(インディア
ナポリス、インディアナ州)製プロテアーゼミクスチャー]中で10分間溶解した。胎盤溶解
物を、次いで、抗ヒトモノクローナルマウスエンドグリン抗体(サンタクルーズバイオテ
クノロジー社(Santa Cruz Biotechnology, Inc.)、サンタクルーズ、カリフォルニア州)
を用いる免疫沈降に供した。イムノピュアIgGオリエンテーションキット(immunopure IgG
 orientation kit)(ピアスケミカル社(Pierce Chemical Co.)、ロックフォード、イリノ
イ州、米国)を製造業者の使用説明書に従って使用して、3～5mgの精製抗体の2mlプロテイ
ンAセファロースへの方向性カップリングによってイムノアフィニティーカラムを調製し
た。次いでカラムをプロテアーゼミクスチャー含有RIPA緩衝液でよく洗浄し、結合したタ
ンパク質を0.1mol/Lグリシン-HCl緩衝液、pH2.8で溶出した。溶出液を、1mol/LのTris-HC
l緩衝液を含有する0.5mlの画分に集めた。タンパク質含有画分をプールし、セントリコン
(CENTRICON)遠心濃縮器(ミリポア社(Millipore Corp.)、ベッドフォード、マサチューセ
ッツ州、米国)を用いて9～10倍に濃縮した。免疫沈降したサンプルを4～12％勾配ゲル(イ
ンビトロジェン(Invitrogen)社)によって分離し、タンパク質をポリビニリデンジフルオ
リド(PVDF)メンブレンにトランスファーした。エンドグリンタンパク質は、ヒトエンドグ
リンに対するウサギポリクローナル抗体(サンタクルーズバイオテクノロジー社(Santa Cr
uz Biotechnology, Inc.)、サンタクルーズ、カリフォルニア州)を使用してウエスタンブ
ロットにより検出した。
【０２１９】
　内皮管アッセイ
　増殖因子低減マトリゲル(7mg/mL、コラボレーティブバイオメディカルプロダクツ(Coll
aborative Biomedical Products)社、ベッドフォード、マサチューセッツ州)を予め冷却
した48ウェル細胞培養プレートのウェル(100l/ウェル)に入れ、37℃で30分間インキュベ
ートして重合させた。HUVEC細胞(無血清の内皮細胞基本培地(クロネティクス(Clonetics)
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社、ウォーカーズビル、メリーランド州)300μl中に30,000+)を、組換えタンパク質の様
々な組合せ(可溶性エンドグリン、sFlt1、または両方)で処理し、マトリゲルでコートし
たウェルにプレーティングし、37℃で12～16時間インキュベートした。次いで管形成を、
4×で倒立位相差顕微鏡(株式会社ニコン(Nikon Corporation)、東京、日本)によって評価
し、PCI簡易画像解析(Simple PCI imaging analysis)ソフトウェアを使用して定量的に解
析した(管腔面積および全長)。
【０２２０】
　微小血管透過性実験
　Balb-Cマウスに、GFPまたは可溶性エンドグリンまたはsFlt1または組合せを発現するア
デノウイルス1×108pfuを後眼窩静脈叢から注射し、微小血管透過性アッセイを、48時間
後に行った。アベルチン(Avertin)0.5mlのIP注射によりマウスに麻酔をかけた。100mlの1
％エバンスブルー色素(PBS中)を尾静脈へ注射した。40分後、マウスに2mMのEDTAを含有す
るPBSを20分間、心臓穿刺によって灌流した。器官(脳、肺、肝臓、腎臓)を摘出し、エバ
ンスブルー色素を溶出するためにホルムアミド中で3日間インキュベートした。ホルムア
ミド溶液のODを、620nm波長を使用して測定した。
【０２２１】
　腎臓微小血管反応性実験
　微小血管反応性実験は、ラット腎臓微小血管(内径70～170μm)を使用して以前に記載さ
れた(Maynard et al.、上記)ように行った。全ての実験群において、40mmHgの拡張圧力に
おける基準直径の40～60％までのU46619(トロンボキサンアゴニスト)による微小血管の前
収縮の後、腎臓微小血管の弛緩反応を試験した。一度静止緊張状態に達した後、TGF-β1
またはTGF-β3またはVEGFなどの様々な試薬に対する反応を、統一した順番で試験した。
全ての薬物は管腔外に適用した。
【０２２２】
　動物モデル
　妊娠および非妊娠スプラグドーリー(Sprague-Dawley)ラットの両方に、尾静脈注射によ
って2×109pfuのアデノウイルス(Ad CMVまたはAd sFlt1またはAd sEまたはAd sFlt1+Ad s
E)を注射した。妊娠8～9日目(妊娠第二期初期)で妊娠ラットに注射し、妊娠16～17日(妊
娠第三期初期)に血圧を測定した。ペントバルビタールナトリウム(60mg/kg、腹腔内)によ
る麻酔後、ラットの血圧を測定した。頸動脈を単離し、圧力変換器(ミラーインスツルメ
ンツ(Millar Instruments)社、ヒューストン、テキサス州)に接続した3-Fr高精度マイク
ロチップカテーテルをカニューレ挿入した。血圧を記録し、10分間について平均した。次
いで血液、組織および尿サンプルを、安楽死前に採取した。血漿レベルを血圧測定日(ア
デノウイルス注射後8日目)に測定し、アデノウイルス注射から7～10日後がこれらのタン
パク質発現のピークレベルに対応することを認めた。血中sFlt-1および可溶性エンドグリ
ンレベルを、まず、ウエスタンブロッティングにより確認し、次いで、市販のマウスELIS
Aキット(アールアンドディーシステムズ(R&D systems)社、ミネアポリス、ミネソタ州)を
使用して定量化した。尿アルブミンを、標準ディップスティックにより測定し、また市販
のラットアルブミンELISAキット(ネフラット(Nephrat)キット、エクソセル社(Exocell In
c)、フィラデルフィア、ペンシルベニア州)を使用する競合酵素免疫測定法により定量化
した。尿クレアチニンを、ピクリン酸比色分析キット(メトラクレアチニンアッセイ(Metr
a creatinine assay)キット、クイデル社(Quidel Corp)、サンディエゴ、カリフォルニア
州)により測定した。ASTおよびLDHは、市販のキット(サーモエレクトロン(Thermo Electr
on)社、ルイビル、コロラド州)を使用して測定した。ラット血液の血小板数は、自動血球
計数器(ヘマベット(Hemavet)850、ドリューサイエンティフィック社(Drew Scientific In
c)、オックスフォード、コネティカット州)を使用して測定した。ライト(Wright)染色に
よる血液の末梢血液塗沫を、循環血液における分裂赤血球を検出するために行った。血圧
測定および検体採取後、ラットを屠殺し、組織学的検査のために器官を摘出した。同腹子
をカウントし、個々の胎盤および胎児の重さを計った。摘出した腎臓を、ボーイン溶液(B
ouin's solution)中に入れ、パラフィン包埋し、切片にして、H&E、PASまたはマッソン(M
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【０２２３】
　統計比較
　結果を平均±標準誤差(SEM)として示し、ANOVAを使用する分散分析により複数群間の比
較を行った。有意差はp＜0.05の場合に報告する。
【０２２４】
　結果
　可溶性エンドグリンは抗血管新生分子であり、血管機能障害を引き起こす
　本発明者らは、可溶性エンドグリンの機能を理解するためにin vitro血管新生モデルを
使用した。可溶性エンドグリンは内皮管形成を穏やかに阻害し、これはsFlt1の存在によ
りさらに強化される(図22および図31)。子癇前症において、浮腫およびアルブミンと結合
したエバンスブルー(Evan's blue)の細胞外への漏出増加からも明らかなように、内皮機
能障害に加えて微小血管透過性も増強されることが報告されている。可溶性エンドグリン
が微小血管漏出を引き起こすかどうかを調べるため、本発明者らは可溶性エンドグリンお
よびsFlt1アデノウイルスで48時間処理したマウスを使用した。エバンスブルーアッセイ
を使用して実証されたように、可溶性エンドグリンおよびsFlt1の組合せは、肺、肝臓お
よび腎臓におけるアルブミン漏出の劇的な増加および脳における穏やかな漏出を引き起こ
した(図23)。単独の可溶性エンドグリンは肝臓における穏やかな漏出を引き起こした。重
要なことには、可溶性エンドグリンおよびsFlt1の組合せは肝臓において相加的な作用を
示し、これらの可溶性受容体が、内皮の完全性を崩壊させるため、および顕著な血管損傷
および漏出を引き起こすために、協力して作用する可能性があることを示した。これらの
データは、可溶性エンドグリンおよびsFlt1の組合せが強力な抗血管新生分子であること
、および顕著な血管漏出を引き起こし得ることを示唆する。
【０２２５】
　可溶性エンドグリンの血行動態作用を評価するために、ラット腎臓微小血管における一
連の微小血管反応性実験を行った。本発明者らはまず、エンドグリンの2つの既知のリガ
ンドであるTGF-β1およびTGF-β3の作用を研究した。TGF-β1およびTGF-β3はともに、血
管径の用量依存的な増大を引き起こした。TGF-β1およびβ3はともに動脈径の用量依存的
な増大を引き起こしたが、エンドグリンのリガンドではないTGF-β2は何ら顕著な血管拡
張を引き起こさなかった(0.1および1μg/mlで＜2％)。重要なことには、過剰な可溶性エ
ンドグリンの存在下において、2つのTGF-βの作用は顕著に抑制された(図24)。血管緊張
に対するTGF-β1およびTGF-β3アイソフォームのこの急激な作用は、腸管膜血管において
も見られた(図32)。最後に、VEGFおよびTGF-β1の組合せは、過剰な可溶性エンドグリン
およびsFlt1により阻害される血管拡張を引き起こした(図25)。このことは、sFlt1および
可溶性エンドグリンが、VEGFおよびTGF-β1などの血管新生増殖因子により誘導される生
理学的血管拡張を妨害し、高血圧を引き起こし得ることを示唆する。
【０２２６】
　可溶性エンドグリンおよびsFlt1のin vivo作用
　可溶性エンドグリンおよびsFlt1の血管作用を評価するために、本発明者らは、妊娠ラ
ットにおけるアデノウイルス発現系を用いた。対照遺伝子(CMV)または可溶性エンドグリ
ンまたはsFlt1またはsFlt1+可溶性エンドグリンをコードするアデノウイルスを、妊娠8日
目にスプラグドーリーラットに尾静脈から注射した。17日目に、子癇前症表現型について
動物を試験した。表8は、血行動態および生化学データを含む。
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【表８】

【０２２７】
　単独の可溶性エンドグリンは、軽度の高血圧を引き起こした。sFlt1は、以前に報告さ
れているように、高血圧およびタンパク尿の両方を引き起こした。sFlt1+ sEng群に生ま
れた子供において、胎盤血管の虚血および損傷におそらく関係する胎児発育遅延が認めら
れた。重要なことには、sFlt1および可溶性エンドグリンの組合せは、重度高血圧、ネフ
ローゼ域タンパク尿、胎児発育遅延、およびHELLP症候群発症の生化学的知見(LDH上昇、A
ST上昇および血小板数減少)を引き起こした(表8)。可溶性エンドグリン+sFlt1群における
溶血の知見を、分裂赤血球および網状赤血球増加を明らかにした末梢血液塗沫により確認
した(図26A～B)。最後に、腎臓の組織学的検査によって、可溶性エンドグリン群における
限局性内皮症、および可溶性エンドグリン+ sFlt1群における重度の糸球体内皮症も明ら
かになった(図27A～27D、および33)。図33において、対照群は正常範囲内であることに注
意されたい。有窓内皮（fenestrated endothelium）を有する開いた毛細血管ループに注
意されたい。可溶性エンドグリンのパネルは、窓（fenestrae）の欠損および管腔の部分
閉塞を伴う内皮細胞の腫脹を示す。管腔障害による赤血球の圧縮(squeezing)に注意され
たい。可溶性エンドグリン処理されたラットの腎臓の光学顕微鏡検査は顕著な内皮症を思
わせるものではなかったが、電子顕微鏡検査により限局性内皮症が明らかになった。重要
なことには、可溶性エンドグリンおよびsFlt1の両方を与えた動物は重度の糸球体内皮症
を有した。併用療法群(下のパネル)は、腫脹した内皮細胞を伴う大規模な管内閉塞を示す
。重度のタンパク尿にも関わらず、有足細胞足突起(矢印)が比較的保存されていることに
注意されたい。母体-胎児境界の梗塞を含む胎盤の広範な血管損傷は、sFlt1+ sEng群にお
いて観察されたが、対照ラットにおいて、またはどちらかの作用物質単独で処理したラッ
トにおいては観察されなかった(図34A～H)。巨細胞層(ヒトの浸潤性栄養膜細胞に相当)の
びまん性炎症が、sFlt1およびsEng群において認められ、併用群においてより強かった。
肝組織構造はsFlt1+ sEng群において、HELLP症候群患者において見られるのと同様の、虚
血の兆候および壊死部を明らかにした(図34A～H)。重度の母体血管損傷の兆候は、sFlt1+
 sEngを非妊娠ラットに注射した場合にも見られ、妊娠ラットにおいて認められた表現型
は母体血管に対する直接的な作用によるものであり、胎盤を必要としなかったことを示唆
した。
【０２２８】
　要約
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　これらの結果は、可溶性エンドグリンが子癇前症胎盤においてアップレギュレーション
され、子癇前症患者において極めて高いレベルで存在することを実証している。最高レベ
ルの可溶性エンドグリンは、子癇前症の最も重篤な形態の1つであるHELLP症候群の患者に
おいて存在した。これらの結果はまた、可溶性エンドグリンレベルが、妊娠患者において
sFlt1上昇と相関し、血中sFlt1レベルが高い患者においてより高かったことも実証してい
る。加えて、結果は、可溶性エンドグリンが抗血管新生分子であり、血管新生アッセイ、
微小血管透過性アッセイ、および微小血管反応性実験などの複数の内皮アッセイにおいて
内皮機能を障害することを示している。重要なことには、可溶性エンドグリンは、これら
のin vitro内皮アッセイにおいてsFlt1の毒性結果を増幅することができる。さらに、in 
vivoアッセイにおいて、可溶性エンドグリンのアデノウイルス発現は、顕著なタンパク尿
がない、軽度高血圧を引き起こす。しかしながら、sFlt1の存在下で可溶性エンドグリン
は、重度高血圧、タンパク尿、糸球体内皮症、HELLP症候群の発症および胎児発育遅延の
存在により明らかなように、顕著な血管損傷を引き起こす。
【０２２９】
　可溶性エンドグリンの放出機構は、おそらくエンドグリン分子の細胞外領域のタンパク
質分解的切断である。子癇前症組織においてアップレギュレーションされる特定のプロテ
アーゼは、候補分子となり得る。1つの例は、エンドグリンとの類似性を有する分子であ
るβグリカンを切断することが示されている膜型マトリックスメタロプロテイナーゼ-1(M
T1-MMP)であるだろう(Velasco-Loyden G et al.、J. Biol. Chem. 279:7721-33 (2004))
。したがって、そのようなプロテアーゼの阻害剤は、子癇前症治療のための有益な標的と
して役立つことができる。
【０２３０】
実施例８
可溶性エンドグリンはTGF-β1およびTGF-β3に仲介されるNOS依存的血管拡張を抑制する
　eNOSは、流体せん断応力および神経体液性刺激により活性化され得る、Ca2+/カルモジ
ュリンに調節される一酸化窒素(NO)合成酵素である。内皮由来NOは、全身血圧の調節、血
管透過性、および血管新生に寄与する非常に強力な血管弛緩薬である。実は、血管新生お
よび血管緊張に対するVEGFの作用は、eNOS/Hsp90会合の増加およびAkt依存的なeNOSのSer
1177のリン酸化を経たeNOSの活性化により一部仲介される。子癇前症患者血清中の胎盤由
来sFlt1の増加が血管新生を抑制し、高血圧を引き起こすという本発明者らの最近の実証
は、実はVEGF依存的eNOS活性化(Maynard et al.、上記)の障害を反映している可能性があ
る。つい最近、eNOS Thr495の脱リン酸化がSer1177のリン酸化より先に起こり、これらの
協調的な事象が内皮細胞中のeNOS活性を決定することが示された(Fleming et al.、Cir. 
Res. 88:E68-75 (2001))。eNOS活性化を介した血管反応性低下に対するVEGFの既知の作用
およびエンドグリンがeNOS依存的血管運動活性を調節する(Toporsian et al.、Circ. Res
. 96:684-692 (2005))という最近の実証を考慮して、本発明者らは、摘出ラット腎臓微小
血管におけるTGF-βアイソフォームおよび可溶性エンドグリンの血行力学的作用を評価し
た。実施例7において、および図24および25において記載したように、TGF-β1およびTGF-
β3はともに、可溶性エンドグリンによって顕著に抑制される動脈径の用量依存的増加を
引き起こした。TGF-β1および-β3アイソフォームの血管緊張に対するこの急激な作用は
これまで認められておらず、腸管膜血管においても見られた(図32)。VEGFおよびTGF-β1
は血管拡張に対して相加的な作用を有し、これは子癇前症患者において記載した濃度のsE
ng+sFlt1によって阻害された(図25および35A)。L-NAMEはTGF-β1およびVEGFに仲介される
血管拡張を阻害し、NOS依存的反応を示した(図35A)。これらのデータは、血中sFlt1およ
びsEngが、これらの血管新生増殖因子により誘発される生理学的NO依存的血管拡張を妨害
し得、子癇前症に見られる高血圧の発症に寄与していることを示唆している。
【０２３１】
実施例９
可溶性エンドグリンは内皮細胞においてTGF-β1結合およびシグナル伝達を阻害する
　エンドグリンがTGF-β1および-β3アイソフォームの共受容体であることを前提に、本
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発明者らは、可溶性エンドグリンが細胞表面受容体結合を妨げることによって作用すると
いう仮説を立てた。放射線標識したTGF-β1を組換え可溶性エンドグリンとプレインキュ
ベートすると、50および100pMでともにII型TGF-β受容体(TβRII)への結合が顕著に減少
した(図35B)。したがって内皮細胞において、可溶性エンドグリンはTGF-β1の受容体への
結合に競合する。このことがシグナル伝達障害をもたらすかどうかを試験するため、CAGA
-Lucレポーター構築物の活性をヒト内皮細胞において評価した。TGF-β1はSmad2/3依存性
CAGA-Lucレポーターの活性化を誘導し、この反応は可溶性エンドグリン処理によって消失
した(図35C)。
【０２３２】
実施例１０
可溶性エンドグリンはTGF-β1に仲介されるeNOS活性化を阻害する
　TGF-β1が腎臓および腸管膜抵抗血管の両方においてNOS依存的血管弛緩を引き起こすと
いう本発明者らの発見を前提に、本発明者らはeNOS活性化に対するTGF-β1の即効作用を
調べた。TGF-β1はeNOSのSer1177リン酸化に影響しなかったが、顕著なThr495の脱リン酸
化を引き起こし(図35D)、TGF-βがeNOS活性化における重要な残基のリン酸化状態を調節
することを示唆した。この作用は可溶性エンドグリンにより顕著に抑制された(図35D)。
【０２３３】
　まとめると、実施例8～10の結果は、可溶性エンドグリンが内皮細胞においてTGF-β受
容体結合および下流のシグナル伝達を妨げ、eNOS活性化を抑制することを実証している。
可溶性エンドグリンおよびsFlt1は協力して働いて、内皮依存的NO活性化、ならびにVEGF
およびTGF-βシグナル伝達経路の両方による血管運動作用を阻害している可能性がある。
【０２３４】
実施例１１
血管新生因子の連続変化により子癇前症または子癇の危険性がある女性を特定することが
できる
　前述の実施例において、本発明者らは、sFlt1および可溶性エンドグリン(sEng)がとも
に子癇前症の病因に密接に関係していることを示した。下記の実施例において、本発明者
らは、妊娠中に予測的に追跡し、妊娠第一期および第二期間のこれらのマーカーの連続変
化が子癇前症の発症と関連するかどうかを確認するために妊娠結果を詳細に特徴付けした
女性から、妊娠第一期および第二期に採取されたものを対にした血清検体においてsFlt1
およびsEngの濃度を測定した。
【０２３５】
　材料および方法
　研究対象集団
　本発明者らは、方法が以前に記載されている(Thadhani et al.、Obstet. Gynecol. 97:
515-20 (2001)およびWolf et al.、Obstet. Gynecol. 98:757-62 (2001))マサチューセッ
ツ総合病院産婦人科研究(MOMS、Massachusetts General Hospital Obstetrical Maternal
 Study)に登録した女性について、プロスペクティブな、コホート内症例対照研究を行っ
た。簡潔に言えば、MOMSコホートは、妊娠後期に起こる有害転帰の妊娠初期における危険
因子のプロスペクティブ研究のために1998年に確立された。マサチューセッツ総合病院お
よび提携している健康センターで胎児管理を受けた女性が被験体としてコホートに含まれ
た。本研究のために、2001年6月1日から2003年5月1日の間に単胎妊娠を有し、妊娠12週で
またはそれ以前にMOMSコホートに登録し、20週以降に分娩した、連続した（consecutive
）女性が被験体として含まれた。症例(n=39)を、妊娠第一期および第二期に血液採取し、
その後子癇前症を発症した人と定義し、対照(n=147)は、満期(＞37週)で分娩し、妊娠中
を通して正常血圧、正常血糖のまま、およびタンパク尿の知見がないままであった、連続
した同時期の同コホート登録女性であった。症例と対照は、曝露による交絡（confoundin
g）の可能性を考慮して年齢(±2歳)および体格指数(±1kg/m2)により一致させた(Thadhan
i et al.、Obstet. Gynecol. 94:543-50 (1999))。全ての被験体は書面によるインフォー
ムドコンセントを提供し、この研究はマサチューセッツ総合病院の施設内審査委員会に承
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認された。
【０２３６】
　一次曝露
　全ての女性において、最初の出産前来診時(11～13週)および再度妊娠第二期(17～20週)
に、血液サンプルを採取した。採取後、サンプルを後の分析のために-80℃で保存した。
一次曝露は、市販のELISAキット(アールアンドディーシステムズ(R&D systems)社、ミネ
アポリス、ミネソタ州)を使用して測定される血清sFlt1およびsEngであった(Maynard et 
al.、上記、およびVenkatesha et al.、Nat Med. 12:642-9 (2006))。sFlt1およびsEng変
動のアッセイ内精度係数は、それぞれ3.5および3.2％であった。sFlt1およびエンドグリ
ン変動のアッセイ間精度係数は、それぞれ8.1および9.5％であった。全てのサンプルにつ
いて2連で試験を行い、2連間で10％を超える変動があった場合、アッセイを繰り返し、平
均を報告した。全てのアッセイは、症例状態を知らされていない者が行った。サンプルは
分析のために無作為に順序付けた。
【０２３７】
　共変量および交絡因子（confounder）
　マサチューセッツ総合病院で使用されているカルテである電子カルテ(EMR、electronic
 medical record)は、産後早期までの妊娠事象をプロスペクティブに詳述する臨床および
人口統計学的データを提供する。ベースライン(最初の出産前来診)で、およびその後の全
ての出産前来診で集められたEMRから得られた具体的情報は、年齢、人種、身長、体重、
喫煙状態、最終月経期から推定し、超音波、血圧および尿検査結果により確認した在胎期
間、ならびに胎児の推定在胎期間を含んでいた。ブドウ糖負荷試験および他の定期的に測
定される臨床検査値の結果、ならびに出生時体重、分娩経路、および子癇前症診断などの
分娩の特徴を含めて、全ての妊娠結果情報もEMRに入れた。
【０２３８】
　一次結果
　出産前のフローシートおよび検査室測定値を含むカルテの詳細な調査によって、全ての
妊娠結果を確認した。各出産前来診時に、標準的な血圧計を使用して右腕から、3～5分安
静後の座位の女性の血圧を求めた。各患者について、右上腕周囲長に基づいて適切なカフ
のサイズを選択した。第1相(収縮期)および第5相(拡張期)のコロトコフ音のタイミングと
一致した血圧の測定値を記録した。本研究の全ての被験体は、以前からの高血圧または糖
尿病の病歴を有さず、胎児管理および妊娠をMOMSネットワーク内で開始および完了し、生
産児を分娩し、分娩6週後に高血圧の知見を有さなかった。
【０２３９】
　子癇前症は、ディップスティック検査2+以上または尿路感染症がない場合の少なくとも
300mg/24hのどちらかのタンパク尿と合併した、妊娠20週以降の少なくとも140mmHgの収縮
期血圧の上昇または少なくとも90mmHgの拡張期血圧と定義された(ACOG Committee on Pra
ctice Bulletins--Obstetrics. ACOG practice bulletin. diagnosis and management of
 preeclampsia and eclampsia. Number 33, January 2002. Obstet Gynecol. 99:159-67)
。子癇前症は、満期産の子癇前症(≧37週)および早産の子癇前症(＜37週)として分析した
。
【０２４０】
　統計分析
　人口統計学的および臨床的特徴を、必要に応じてχ二乗検定またはスチューデント(Stu
dent)のt検定を使用して比較した。傾斜分布を考慮して、一次曝露について対数変換が必
要であった(Levine et al.、(2004)、上記、Levine et al.、N. Engl. J. Med. 355:992-
1005 (2006))。一次曝露は、対照の自然分布に基づいて、連続型変数として、および切点
および三分位解析により調べ、臨床的解釈のために単純化した。ロジスティック回帰技術
を使用して重回帰分析を行った。全てのP値は両側であり、P値＜0.05を統計的に有意とみ
なした。
【０２４１】
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　CPEP試験における血管新生マーカーの二次分析
　本発明者らはまた、最近発表された前述のCPEPコホート内ネスト化（nested）症例対照
研究から、妊娠初期の血管新生因子変化の二次分析も行った。本発明者らは、正常血圧女
性、37週より前に子癇前症を発症した女性、および37週以降に子癇前症を発症した女性由
来のサンプルを、10～12週、13～16週、および17～20週の3つの異なる期間において分析
した。
【０２４２】
　結果
　人口統計学的および臨床的特徴
　MOMS研究対象集団のベースラインおよび分娩の特徴を表9に示す。2つの群間で、年齢お
よび体格指数の顕著な差はなかった。後に子癇前症を発症した女性は、最初の出産前来診
時に高い収縮期および拡張期血圧を有した。子癇前症発現時に、収縮期および拡張期血圧
は予想通り子癇前症群において高かった。
【表９】

【０２４３】
　正常および子癇前症妊娠における妊娠第一期および第二期のsFlt1およびsEngのレベル
　sFlt1の平均血清レベルは、妊娠第一期に、正常妊娠女性と比較して子癇前症女性にお
いて高く、それぞれ3.49±0.35ng/mlと3.03±0.13ng/mlであった(P=NS)。妊娠第二期にお
いて、sFlt1の平均血清レベルは、正常群の3.10±0.15ng/mlと比較して、子癇前症群にお
いて顕著に高く、平均値が4.12±0.5ng/mlであった(P＜0.01)(表10)。
【０２４４】
　妊娠第一期において顕著な差はないと考えられたsEngの平均血清レベルは、妊娠第二期
には正常女性と比較して子癇前症女性において著しく変化し、それぞれ、妊娠第一期では
6.9±0.32ng/mlと6.57±0.17ng/ml(P=NS)、妊娠第二期では6.37±0.38ng/mlと5.23±0.12
ng/ml(P=0.004)であった(表10)。
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【表１０】

【０２４５】
　血管新生因子の連続変化
　図37は、正常、全子癇前症女性における、および37週未満の子癇前症女性におけるδま
たはd(sFlt1およびsEng値の妊娠第一期および第二期間の差)をグラフで示す。正常妊娠に
おいて、妊娠第一期および第二期間でsFlt1の非常に小さな変化がある(dsFlt1=0.05±0.1
5ng/ml)。dsFlt1は、正常女性における0.0497±0.15ng/mlに対して、子癇前症を発症した
女性において0.713±0.47ng/mlと比較的高い(P=0.08)。同様に、37週未満の子癇前症女性
において、dsFlt1は高く0.634±0.91ng/mlであった。
【０２４６】
　正常妊娠において妊娠第一期および第二期間でsEngレベルの減少がある(-1.322±0.18n
g/ml)。この減少は子癇前症患者において鈍化し、dsEngは-0.441±0.42ng/mlである(P=0.
04)。37週未満の子癇前症女性において、可溶性エンドグリンレベルの減少は鈍化し、反
対方向に傾くようである(0.732±0.77ng/ml、対照と比較してP＜0.01)。
【０２４７】
　予測アルゴリズム
　これらの変化が重度の早発型子癇前症の予測試験として使用可能かどうかを確認するた
め、正常血圧女性および子癇前症を発症した女性において、および特に早産子癇前症にお
いて、積1(妊娠第一期)および積2(妊娠第二期)として積(sFlt1×sEngの値)を考えた。積1
および積2はともに、子癇前症患者において顕著に増加し、重要なことにはδ積(dproduct
)は、正常対照群の負数と対照的に大幅に正であった(図38)。さらに、dproductは正常対
照群と比較して早産子癇前症患者において大きく増強された(P=0.004)。
【０２４８】
　血管新生因子の変化レベルと早産子癇前症の危険性の関係を評価するため、本発明者ら
は、人種/民族、体格指数、および検体採取時の在胎期間に関して調整した後、早産子癇
前症について調整オッズ比(aOR)および95％信頼区間(95％CI)を、2つの下位区分に対して
dproduct集合分布の最高区分において、計算した(図39)。δ積レベルが-1未満の女性と比
較して、δ積レベルが+1より大きい群[aOR 5.5、95％CI 1.4～22.4]において早産の危険
性の大幅な増加が認められた。
【０２４９】
　CPEPコホート内症例対照研究の二次分析
　CPEP試験の女性の部分集団では、正常血圧のままであった女性コホート内でsFlt1平均
値は、10～12週および13～16週の間で3.68ng/mlから4.92ng/mlに増加し、17～20週で4.29
ng/mlまで減少したが、早産子癇前症女性においてsFlt1平均値は、妊娠10～12、13～16お
よび17～20週で3.44ng/mlから4.22ng/mlまで増加し、5.39ng/mlまでさらに増加した。こ
のパターンは満期産の子癇前症女性においては明らかでなかった(表11)。
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【表１１】

【０２５０】
　sEngレベルにおいても同様の結果が観察された。正常血圧女性においてsEngレベルは、
10～12週および13～16週で6.8ng/mlから7.07ng/mlまで増加し、その後17～20週で5.78ng/
mlまで減少したが、早産子癇前症女性においてエンドグリンレベルは、10～12週、13～16
週の間で7.15ng/mlから7.95ng/mlまで増加し、17～20週で10.19ng/mlまでさらに増加した
。満期産の子癇前症女性において同じ傾向が認められ、sEng平均レベルは、10～12週、13
～16週および17～20週で7.41ng/mlから7.80ng/mlまで、8.34ng/mlまで増加した(表11参照
)。
【０２５１】
　要約
　sFlt1およびsEngはともに、子癇前症を発症することになる患者において、妊娠第二期
中に上昇した。正常妊娠は、sFlt1の顕著な変化がない、妊娠第一期から第二期までのsEn
g減少によって特徴付けられる。しかしながら、子癇前症、特に早産の子癇前症を発症す
る患者において、sFlt1およびsEngはともに妊娠第一期から第二期まで増加し続ける。妊
娠第一期および第二期の間のsFlt1およびsEngの変化は、その後早産の子癇前症を発症す
る危険性の高い患者をスクリーニングするために有用である。
【０２５２】
　これらの知見は、早産の子癇前症の予測のための重要な意味合いを有している。安全で
信頼性のある子癇前症スクリーニング試験の追及は、研究者の長年の目的であった。以前
の試みは、微量アルブミン尿、体重増加および血漿量変化などの疾患の初期症状を検出す
ることに主眼を置いていた。大規模なメタ分析では、Conde-Agudelo A et alは、子癇前
症予測における臨床的、生物物理学的、および生化学的試験の有用性を評価するために、
関連する可能性のある項目7191個(211369人の女性)のうちの87個を分析した。Conde-Agud
elo A et alは、2004年現在で、子癇前症の発症を予測するための臨床的に有用なスクリ
ーニング試験はないと結論付けた(12)。本研究において、本発明者らは、子癇前症になる
ことになる女性において、疾患の臨床的発症の数週間から数か月前の、妊娠第一期および
第二期にsFlt1およびsEngのレベルが上昇する(個々の患者においてδとして測定)ことを
示した。こうした変化は早産の子癇前症を発症した女性においてより大きい。
【０２５３】
　血管新生因子の不均衡は、子癇前症の病因において密接な役割を果たすと考えられる。
子癇前症胎盤は、浅い着床および擬似血管新生障害を含む血管リモデリング異常により特
徴付けられる(Fisher et al.、Semin Cell Biol. 4:183-8 (1993))。こうした胎盤の変化
は妊娠12～18週の間に起こり、重度の早発型子癇前症の大部分の病因において重要である
と考えられる。こうした胎盤形成異常は、子癇前症の母体症候群を引き起こす全身的因子
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の生成(elaboration)をもたらすと考えられる。本明細書およびPCT出願公開番号WO2004/0
08946、WO2005/077007、およびWO2006/034507に記載されているように、2つの抗血管新生
タンパク質であるsFlt1およびsEngはともに、子癇前症において臨床疾患の間だけでなく
症状発現の数週間前にも上昇することが見出されている(Levine et al.、(2006)、上記)
。重要なことには、2つの因子はともにラットにおいて子癇前症様症候群の誘導に関与し
ていた(Maynard et al.、上記、Venkatesha et al.、上記)。しかしながら、母体血中の
血管新生因子濃度の変化が妊娠の比較的後期に起こるので、これらの抗血管新生因子の産
生増加は、異常な胎盤形成に反応して起こる二次的な現象である可能性がある。胎盤絨毛
外殖片および初代細胞性栄養膜細胞培養試験を使用したin vitroデータは、母体内皮の機
能障害を誘導する役割に加えて、抗血管新生因子が細胞性栄養膜細胞の移動および分化に
関与している可能性があることを示唆している。抗血管新生因子レベルが正常妊娠におい
て妊娠第一期から第二期まで減少するが、早産の子癇前症を後に発症する妊娠においては
減少しないという本発明者らの発見は、血中血管新生因子の異常が胎盤分化の異常と同時
に起こっていることを示唆する。
【０２５４】
　子癇前症患者における血中sFlt1およびsEng濃度増加の病因は不明である。低酸素、遺
伝子、または免疫因子が関与していると考えられる。胎盤低酸素のin vivoおよびin vitr
oモデルにおいて、sFlt1およびsEngの発現がともに低酸素に反応して上昇し、これらの発
現増加がHIF-1に仲介されることは注目に値する(Nevo et al.、Am J Physiol Regul Inte
gr Comp Physiol. 291:R1085-93 (2006))。さらに、正常妊娠中、胎盤は妊娠初期に低酸
素であり、この低酸素は妊娠第二期に胎盤への血流が増加すると消失すると考えられる。
低酸素は子癇前症妊娠においてこれまで正式に文書化されていないが、低酸素の増強が転
写因子発現および胎盤へのドップラー(Doppler)血流障害を誘導したという代理の知見に
基づき、大部分の子癇前症妊娠にとって低酸素は重要であると考えられる。妊娠第一期お
よび第二期間で減少があった正常妊娠と対照的に、sFlt1およびsEngがともに重度子癇前
症患者において上昇したままであるという本発明者らの発見は、胎盤虚血が実は子癇前症
患者のこれらの抗血管新生タンパク質の産生増加において役割を果たしている可能性があ
ることを示唆する。
【０２５５】
　要約すると、sFlt1およびsEngの連続変化は、子癇前症を発症することになる女性、特
にその後早産の子癇前症を発症する女性を特定するようである。本発明者らの知見は、よ
り大きなサンプルサイズでの横断的研究において再現されている(表11)。
【０２５６】
実施例１２
エンドグリンはTGF-β1に誘導されるeNOSのThr495脱リン酸化に必要である
　マウス内皮細胞はEng+/+およびEng-/-マウス胚(E8.5)から得、Balconi et al. (Arteri
oscler. Thromb. Vasc. Biol. 20:1443-51 (2000))に記載されたように培養した。コンフ
ルエント単層を2時間血清飢餓させ、TGF-β1(125および250pM)ありまたはなしで15分間刺
激した。1％Triton X-100を含有する10mMのTris-HCl中で直ちに細胞抽出物を調製し、プ
ロテアーゼおよびホスファターゼ阻害剤を添加した。タンパク質濃度を定量化し、eNOSの
Thr495に対するリン酸化特異的pAb(セルシグナリング(Cell Signaling)社)および全eNOS
に対するmAb(BDバイオサイエンス(Biosciences)社)を使用するウエスタンブロットにより
サンプルを分析した。
【０２５７】
　図40Aに示した代表的なウエスタンブロットおよび図40Bに示した関連するグラフ(n=3実
験の平均)は、TGF-β1がマウスEng+/+内皮細胞においてeNOSのThr495脱リン酸化を誘導し
た(ベースラインに対して**P＜0.01)が、Eng-/-細胞においては誘導しなかったことを実
証している。この結果は、TGF-β1シグナル伝達とeNOSのThr495脱リン酸化および活性化
を結びつけるためのエンドグリンの重要な役割を示唆している。さらに、このプロセスが
エンドグリン依存的であることを考慮すると、可溶性エンドグリンを使用して、おそらく
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TGF-β1に結合およびTGF-β1を阻害することによって、このプロセスを阻害することがで
きる。
【０２５８】
　その他の実施形態
　本発明の特定の実施形態の説明を、例示のために示した。この説明は、網羅的なもの、
または本発明の範囲を本明細書に記載した特定の形態に限定することを意図していない。
いくつかの実施形態を参照して本発明を説明したが、特許請求の範囲に記載の本発明の趣
旨および範囲から逸脱することなく、様々な変更形態を実施できることが当業者に理解さ
れるはずである。
【０２５９】
　PCT出願公開第2004/008946号、同第2005/077007号、および同第2006/034507号;米国特
許出願公開第20060067937号および同第20070104707号;および米国仮特許出願第60/852761
号を含む、本明細書中で参照された全ての特許、特許出願、および出版物は、参照により
本明細書に組み込まれる。
【０２６０】
　その他の実施形態は特許請求の範囲に示す。

【図１】 【図２】
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