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(57)【要約】
　本発明は、男性哺乳類の生体試料における男性哺乳類の炎症関連の生殖能力障害に関連
する精巣抗原に対する自己抗体の検出および特異的定量のための免疫検査、具体的には精
巣ＥＲ－６０自己抗体および/またはトランスフェリン自己抗体の検出、を開示する。免
疫検査は、男性哺乳類、具体的にはヒトの免疫に起因した不妊症および感染症に関連した
不妊症の存在を検出するために利用される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　男性哺乳類の生体試料中、男性哺乳類の炎症関連の生殖能力障害と関連する精巣抗原に
対する自己抗体の検出および特異的定量のための免疫検査であって、前記免疫検査は、特
異的な精巣抗原に対して前記自己抗体を結合することを含む
　ことを特徴とする免疫検査。
【請求項２】
　請求項１に記載の免疫検査であって、
　精巣抗原に対する自己抗体として、ＥＲ－６０自己抗体および/またはトランスフェリ
ン自己抗体が特異的に判定される
　ことを特徴とする免疫検査。
【請求項３】
　請求項１に記載の免疫検査であって、
　前記特異的な精巣抗原は、ＥＲ－６０および/またはトランスフェリンである
　ことを特徴とする免疫検査。
【請求項４】
　前記請求項に記載の免疫検査であって、
　精巣抗原に対する自己抗体の前記検出は、放射免疫測定法（ＲＩＡ）または酵素結合免
疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）によって免疫細胞化学的に行われる
　ことを特徴とする免疫検査。
【請求項５】
　前記請求項に記載の免疫検査であって、
　精巣抗原に対する自己抗体の前記検出は、少量の必要量でテストストリップ上で行われ
る
　ことを特徴とする免疫検査。
【請求項６】
　前記請求項に記載の免疫検査であって、
　精巣抗原に対する自己抗体の決定された含有量は、基準値と比較される
　ことを特徴とする免疫検査。
【請求項７】
　前記請求項に記載の免疫検査であって、
　前記検査を行うことは、
　精巣抗原に対する自己抗体の含有量が判定される、男性哺乳類からの血液試料または他
の生体試料を、吸着された特異的な精巣抗原と接触させることと、
　非吸着成分を取除くための少なくとも１回の洗浄ステップと、
　ＩｇＧ抗体の調製物を用いて前記吸着された抗原に結合した精巣抗原に対する自己抗体
の前記検出であって、前記ＩｇＧ抗体の調製物は、調査される前記男性哺乳類に種特異的
であり、精巣抗原に対する自己抗体に種特異的に結合することができ、そして、ビオチン
－ストレプトアビジン－パーオキシダーゼ型またはビオチン－アルカリフォスファターゼ
型の反応のカスケードにより検出されるような方法で標識される、ＩｇＧ抗体の調製物を
用いて前記吸着された抗原に結合した精巣抗原に対する自己抗体の前記検出と
　を含むことを特徴とする免疫検査。
【請求項８】
　前記請求項に記載の免疫検査の利用であって、
　男性哺乳類において免疫学的な原因による不妊症及び感染症により誘導された不妊症の
存在を判定する生体試料中で、男性哺乳類の炎症関連の生殖能力障害と関連する精巣抗原
に対する自己抗体の内容物を測定するための免疫検査の利用。
【請求項９】
　前記請求項のうちの一項に記載の免疫検査を行うキットであって、
　前記キットは、
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　担体に吸着された特異的な精巣抗原と、
　調査される前記男性哺乳類に種特異的であり、精巣抗原に対する自己抗体に種特異的に
結合することができ、そして、ビオチン－ストレプトアビジン－パーオキシダーゼ型また
はビオチン－アルカリフォスファターゼ型の反応のカスケードにより検出されるように標
識される、ＩｇＧ抗体の調製物と
　を含むことを特徴とするキット。
【請求項１０】
　請求項９に記載のキットであって、
　前記特異的な精巣抗原は、ＥＲ－６０および/またはトランスフェリンである
　ことを特徴とするキット。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、男性(雄)哺乳類における免疫学的な原因、及び感染症に関係した不妊の形態
に大いに関連性があるとして同定された精巣抗原に対する自己抗体の検出のための免疫検
査に関する。免疫検査は、精巣抗原に対する自己抗体の上昇と関連される病気、例えば精
巣及び関連する男性生殖器官の無症状、症候性の炎症も、炎症関連の男性生殖能力障害、
の診断及び治療管理に利用される。
［技術水準］
　ドイツではおおよそ７組に１組の夫婦が不随意の子供がいない病気に冒されており、そ
の原因は男性と女性との間にほぼ等しく分けられる。男性側においては、特発性不妊症(
約３０％)に加えて、泌尿生殖器感染症または他の免疫因子(両者を合わせると１２－１５
％)も生殖能力を制限する最も重要な原因と見なされている。急性全身性炎症性疾患及び
慢性炎症性疾患と同様に男性の生殖器官の局部感染及び炎症も、いずれも単独でも男性生
殖能力障害の関連する原因としても、いつも重視されている。精巣において慢性炎症性変
化(精巣炎症または精巣炎)は精子形成の停止及び精子の数と質に本質的な変化をもたらし
得る。例えば米国でおよそ年間発生が６０万件を超える精巣上体の炎症(精巣上体炎)は、
しばしば睾丸副睾丸炎として結合して現れる。生殖能力障害の臨床的関連については、精
子不動化抗体および/または精子凝集化抗体もある。免疫学的な原因による男性不妊症の
関連性及びその影響の評価は、具体的に、無症候性の進行を伴う多数の事例が予想される
という事実によって阻まれる。
【０００２】
　輸精管の感染の診断は病原、射出精液における白血球および/または炎症メディエータ
ーの上昇した発現や付属腺の減少した分泌活性の検出に基づかれており、満足させるもの
ではない。精巣の無症候性炎症障害は、通常精巣生検によってのみ確実に診断可能であり
、従って往々にして生殖能力障害の原因または寄与因子は認識されないままである。炎症
は特発性不妊症の多数の患者全体の一部の原因ともなり、炎症性の原因が、事前に推定さ
れたよりも高く関連性があると結果として考えられる。
【０００３】
　そのため、精巣生検の必要性を減らすために、精巣および関連の男性生殖器官において
、例えば無症状、症候性の炎症も、炎症関連の男性生殖能力障害の特定のために、体液ま
たは生体試料を使用する適切な検査に対する要求が存在する。顆粒球エラスターゼおよび
ＩＬ－６は、残念ながら両者とも非特異的であり、従ってマーカーとしての利用には適さ
ない。現在に至るまで、炎症関連の男性生殖能力障害の特異的な検出、ひいてはアッセイ
に使用することができる好適なマーカーは知られていない。
［課題］
　本発明の課題は、炎症関連の男性生殖能力障害の特異的な検出に適したマーカーを提供
するとともに、このマーカーの検出のための非侵襲的な方法を生体試料において実施する
ことを容易にすることである。さらに本発明の課題は、この方法を実施するための検査キ
ットを提供することである。
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［課題の解決法］
　本発明によれば、この課題は、特許請求の範囲に従って、生体試料中で炎症関連の男性
生殖能力障害に特異的な精巣抗原に対する自己抗体の検出および特異的定量のための免疫
検査によって解決される。
【０００４】
　この独自の検査によって、驚くべきことに、男性の免疫学的原因の不妊症の形態に高い
関連性をもつ精巣抗原に対する特異的な自己抗体が生体試料中で確認された。
　これらの結果は、種々の形態の精巣炎症を持つ患者からの例えば血清などのような生体
試料が、非常に多くの場合ＥＲ－６０自己抗体の高力価およびトランスフェリン抗体の力
価を示し、健康な被験者あるいは(例えばセルトリ細胞単独症候群、精子形成の停止、オ
リゴ－アセノ－テラトズースペルミア（Ｏｌｉｇｏ－Ａｓｔｈｅｎｏ－Ｔｅｒａｔｏｚｏ
ｏｓｐｅｒｍｉｅ）といった)非炎症性の精子形成不全と区別することができることを実
証している。この目的のために通常の精子形成患者の精巣抽出物は、当業者にとっては周
知の技術である２Ｄ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離され、例えばジャーナル　オブ　パ
ソロジー（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ）（２００５；２０７，１２７－
１３８）に開示されたようにニトロセルローズ膜に移される。ブロットメンブレンは、女
性からの、または健康な被験者からのコントロール血清、または男性病学検査後種々の病
巣の形態または稀ではあるが完全に発展した精巣の炎症と診断された患者からの血清サン
プルでインキュベートされる。自己反応性スポットは質量分析法（ＭＡＬＤＩ－ＭＳ）を
使用して調査され、しばしば抗体が炎症関連の不妊症を持つ男性の血清中に向けられて蛋
白質が同定された。
【０００５】
【表１】

【０００６】
　コントロール血清は同定された蛋白質スポットとは反応しなかった。
　意外なことに、９２％のジスルフィドイソメラーゼＥＲ－６０蛋白質(異名：ＥＲp５７
、p５８、登録名：ＰＤＩＡ３#ＨＵＭＡＮ)および６１％のトランスフェリン（シデロフ
ィリン）のそれぞれは、両者とも精巣炎症の異なる形態を持つ患者から血清と高い特異的
な自己反応性を示した。
【０００７】
　この理由から、蛋白質ジスルフィドイソメラーゼＥＲ－６０(異名：ＥＲp５７、p５８
、登録名：ＰＤＩＡ３#ＨＵＭＡＮ)およびトランスフェリン（シデロフィリン)は男性哺
乳類における精巣炎症の特異的なマーカーとして同定された。
【０００８】
　これらのマーカー蛋白質の核酸配列および/またはアミノ酸配列を利用して、免疫検査
が提供され、免疫検査により、生体試料中で炎症性の男性生殖能力障害に関連した精巣抗
原に対する自己抗体、具体的にはＥＲ－６０自己抗体および/またはトランスフェリン自
己抗体、の特異的な検出が可能になる。
【０００９】
　生体試料中で炎症性の男性生殖能力障害に関連した精巣抗原に対する自己抗体の検出お
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よび特異的定量のための免疫検査は、精巣抗原に対する自己抗体を、具体的には、ＥＲ－
６０自己抗体および/またはトランスフェリン自己抗体を、特異的な精巣抗原に、具体的
にはＥＲ－６０またはトランスフェリンに結合することを含んでいる。本発明による検査
は、無症状の炎症の診断および治療管理だけでなく、精巣および関連する男性哺乳類の生
殖器官の症候的に進行する炎症の診断および治療管理のためにも用いられる。
【００１０】
　精巣抗原に対する自己抗体の含有量、具体的には、精巣炎症の種々の形態で非常に頻繁
に生じるＥＲ－６０自己抗体および/またはトランスフェリン自己抗体の含有量は、この
目的のために男性哺乳類からの生体試料で決定される。精巣抗体に対する自己抗体の決定
された含有量は次に基準値と比較される。
【００１１】
　本発明の好ましい実施態様においては、本発明による検査は、生体試料、具体的には血
清、中にＥＲ－６０自己抗体の含有量の決定を含む。この目的のために、精巣抗原、具体
的にはＥＲ－６０蛋白質、は遺伝子組み換え型でマーカーとして供給される。本発明によ
る検査は、配列番号１に示されるＥＲ－６０蛋白質の核酸配列に基づいて遺伝子組み換え
の手段によって、一般的に知られている遺伝子工学手法、例えば、大腸菌の発現及び最先
端の例えばＨＰＬＣ精製を用いることによって、行われる。
【００１２】
　本発明によれば、配列番号１として開示される蛋白質ジスルフィドイソメラーゼＥＲ－
６０(同体異名：ＥＲp５７、ＥＲp５８、登録名：ＰＤＩＡ３#ＨＵＭＡＮ)の核酸配列に
加えて、翻訳された蛋白質の機能がＥＲ－６０自己抗体の結合によって実質的に影響され
ないという条件で、核酸配列の僅かの改変、付加、欠失及び／又は置換の結果として生じ
る蛋白質も含まれる。
【００１３】
　本発明によれば、蛋白質ジスルフィドイソメラーゼＥＲ－６０の開示される核酸配列に
加えて、異名や相同の蛋白質、例えばＥＲp５７、p５８、登録名：ＰＤＩＡ３#ＨＵＭＡ
Ｎなど、も含まれる。
【００１４】
　生体試料は哺乳類、具体的にはヒト、から得られるあらゆる生体物質であり、あらゆる
生体物質は、例えば、全血液、血清または血漿、清漿、脊髄液、腹膜液、唾液、涙液また
は尿液などのような体液、さらに生検物質または組織といった、自己抗体を含む。
【００１５】
　生体試料に存在する精巣抗原に対する自己抗体、具体的にはＥＲ－６０自己抗体および
/またはトランスフェリン自己抗体は、それぞれの精巣抗原、具体的にはＥＲ－６０蛋白
質およびトランスフェリンにそれぞれ特異的に結合し、続いて適切な検出方法を用いて検
出することよって同定される。
【００１６】
　本発明の好ましい実施態様によれば、精巣抗原に対する自己抗体の決定、具体的にはＥ
Ｒ－６０自己抗体の決定および/またはトランスフェリン自己抗体の決定は、免疫学的手
段により行われる。特に免疫細胞化学的手段として放射免疫測定法(ＲＩＡ)による決定、
または酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）を用いての決定が、特によく適しているのを実
証した。あるいは、検査は、最小限の必要量の検査キャリア上、例えばテストストリップ
上で行われる。
【００１７】
　免疫検査の実施は、精巣抗原に対する自己抗体の含有量が決定される、男性哺乳類の血
液サンプルまたは他の生体試料を、吸着した特異的な精巣抗原と接触させることと、非吸
着成分を取除くための少なくとも１回の洗浄ステップと、ＩｇＧ抗体の調製物を使用して
、吸着された抗原に結合した自己抗体の検出であって、ＩｇＧ抗体の調製物は、検査され
る男性哺乳類に種特異的であり、また種特異的に自己抗体に結合することができるＩｇＧ
抗体の調製物であり、例えばヒトの場合には、抗ヒトＩｇＧ抗体の調製物であって、これ



(6) JP 2012-507024 A 2012.3.22

10

20

30

40

50

らの自己抗体が、ビオチン－ストレプトアビジン－パーオキシダーゼ型またはビオチン－
アルカリフォスファターゼ型の反応のカスケードを用いて検出され得るような方法で標識
される抗ヒトＩｇＧ抗体の調製物である、ＩｇＧ抗体の調製物を使用して、吸着された抗
原に結合した自己抗体の検出とを含んでいる。
【００１８】
　好ましい実施態様においては、免疫検査は、結合されるためのマーカー蛋白質、具体的
には精巣抗原、例えば蛋白質ＥＲ－６０またはトランスフェリンなどを、例えば微量定量
プレート、塩化ポリビニルプレート、または適切な組織プレートまたはテストストリップ
などのような表面上で固定化することと、非特異的結合部位の飽和とによって実施される
。次に、検査される生体試料が好ましくは液体の形態で加えられることにより、生体試料
に含まれる自己抗体が精巣抗原と結合し、例えばＥＲ－６０自己抗体が、固定化されたＥ
Ｒ－６０蛋白質と結合し、そして、トランスフェリン自己抗体が、固定化されたトランス
フェリンと結合する。あるいは、免疫検査は、蛋白質ＥＲ－６０またはトランスフェリン
が表面上に固定化されているのであれば、ＥＲ－６０自己抗体及びトランスフェリン自己
抗体も検出する。少なくとも１回の洗浄ステップの後に、二次抗体が加えられ、二次抗体
は、精巣抗原に対する自己抗体に結合し、酵素、例えばアルカリ性ホスファターゼまたは
ペルオキシターゼと結合する。さらに少なくとも１回の洗浄ステップの後に、二次抗体に
結合した酵素の無色または非蛍光の基質が試料に最終的に加えられる。この酵素は基質を
有色のまたは蛍光色の産物に変え、この産物の濃度はフォトメータなどの適切な検出器で
決定されることが可能になる。
【００１９】
　この免疫学的ＥＬＩＳＡ法であれば、精巣抗原に対する自己抗体、具体的にはＥＲ－６
０自己抗体および/またはトランスフェリン自己抗体を、たとえ少量であっても迅速、且
つ確実に検出することが可能である。この検査の更なる利点は、この検査が、一般的に使
用されているＥＬＩＳＡ装置を使用し、かつ９６，２５６少なくとも１０２４のウエルの
市販の微量定量プレートを用いて実施されることが可能になるので、同時に多数の分析を
実施することができることである。
【００２０】
　ＲＩＳ法では、適切な酵素に結合する二次抗体の代わりに、放射性標識された二次抗体
が使用されることを除いては、原則的にはＥＬＩＳＡ法に記載された場合と同様のステッ
プが実施される。定量的な検出は、この場合、シンチレーションカウンタで行われる。
【００２１】
　上記の方法とは別に、マーカー蛋白質への結合による精巣抗原に対する自己抗体の決定
、すなわち、固定化された蛋白質ＥＲ－６０へのＥＲ－６０自己抗体の結合、および固定
化されたトランスフェリンへのトランスフェリン自己抗体の結合は、それぞれ当業者に知
られている他の免疫学的方法で定性的および定量的に評価されることが可能になり、その
うちウエスターンブロット法およびドットブロット法のみをここに述べる。
【００２２】
　あるいは、精巣抗原、具体的には蛋白質ＥＲ－６０および/またはトランスフェリンが
、最小限の必要な検査キャリア、例えば、適切なキャリア物質上に１つ又は複数の吸着物
質を備えるテストストリップにアプライされ、次いで、可能であれば液体の形態で、生体
試料と接触させて、生体試料に含まれる精巣抗原に対する自己抗体が、結合することがで
き、続いて、適切な検出システム、例えば可視線の形成など、により検出されることが可
能になる。
【００２３】
　精巣抗原に対する自己抗体の定性的または定量的な検出、具体的には固定化された蛋白
質ＥＲ－６０へのＥＲ－６０自己抗体の結合または固定化されたトランスフェリンへのト
ランスフェリン自己抗体の結合が、好ましくは、例えば個体からの血清または血漿などの
ような体液で行われることにより、結合の測定として、蛍光が例えば４５０ｎｍおよび５
７０ｎｍの波長における吸光度（ＯＤ）として決定される。吸光度値は４５０ｎｍおよび
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５７０ｎｍの波長の間の違いから計算される。
【００２４】
　この値は基準値と比較される。この基準値は、例えば、健康な男性哺乳類および/また
は精巣炎症と診断された哺乳類からの生体試料の測定データから計算される。
　あるいは、定義された濃度の精巣抗原、具体的にはＥＲ－６０またはトランスフェリン
、の試料が用いられ、基準値は、例えば標準曲線から、または標準表から、または比較値
形態で、計算され、基準として使用される。
【００２５】
　基準値は、試料の解析と併行して決定されることが好ましい。
　基準値及び試料の二つの決定が別々に可能である。基準値が、例えば健康な提供者から
の生体試料の測定データを用いて計算されることにより、この場合には、基準値がＯＤ値
０．３５より低いことが好ましい。基準値が、例えば、無症状または症候的に進行する精
巣炎症と診断された提供者からの生体試料の測定データを用いて計算されることにより、
基準値は、この場合には、ＯＤ値０．３５、好ましくは０．４を超える。
【００２６】
　生体試料の精巣抗原に対する自己抗体、具体的にはＥＲ－６０自己抗体および/または
トランスフェリン自己抗体の含有量が、０．３５を超えるＯＤ値、好ましくは０．４を超
えるＯＤ値ならば、この含有量は、炎症関連の生殖能力障害不全の存在を暗示するもので
ある。
【００２７】
　免疫検査によって、具体的には無症状または症候的な炎症性生殖能力障害の患者からの
生体試料の場合には、改良された非侵襲性の診断が可能になり、精巣生検の実施が回避さ
れる。
【００２８】
　具体的には、ＥＲ－６０自己抗体および/またはトランスフェリン自己抗体は、本発明
による免疫検査で検出される。ＥＲ－６０自己抗体および/またはトランスフェリン自己
抗体が本発明による免疫検査で検出されることによって、精巣炎症を炎症性精子形成欠陥
(セルトリ細胞単独症候群)と区別して診断することが可能になる。本発明による免疫検査
は、例えば播種性及び低密度のリンパ球などの個別変化も考慮に入れた新しい組織的な分
析である。本発明による免疫検査は、炎症関連の生殖能力障害の治療の成功度を評価する
ためにも用いられる。
【００２９】
　本発明による免疫検査は容易に標準化されることが可能であるので、人間医学、具体的
にｉｎ　ｖｉｔｒｏ授精のモニタリングや受精診断と、専門家意見との双方に利用可能で
あり、そして、近代的な家畜の繁殖の範囲内でも利用可能である。
【００３０】
　本発明による生体試料は男性哺乳類、具体的には、ヒトに由来することが好ましい。
　本発明による免疫検査は、即時使用可能な「キット」の形態で容易に提供されることが
でき、キットは、キャリアの表面に吸着されるＥＲ－６０および/またはトランスフェリ
ン抗原と、検査される男性哺乳類に種特異的で、自己抗体に種特異的に結合できるＩｇＧ
抗体の調製物、例えば、ヒトの場合においては、ビオチン－ストレプトアビジン－パーオ
キシダーゼ、またはビオチン－アルカリフォスファターゼ型の反応カスケードで検出され
ることができるような方法で標識される抗ヒトＩｇＧ抗体の調製物などと、を含んでいる
。
【００３１】
　あるいは、キットは、担体、そして緩衝液と、試薬、例えば、発色反応が起こるマーカ
ーに結合する、例えばストレプトアビジンなどのように反応の検出に必要とされる試薬と
、を含む。
【００３２】
　あるいは、キットが、さらに、キットを較正するためにＥＲ－６０自己抗体またはトラ
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ンスフェリン自己抗体の標準試料を含むことによって、ＥＲ－６０自己抗体の標準試料が
ＥＲ－６０自己抗体の検出のために用いられ、トランスフェリン自己抗体の標準試料がト
ランスフェリン自己抗体の検出のために用いられる。
［実施例］
１．ＥＲ－６０の提供
　好ましくは組換え蛋白質ジスルフィドイソメラーゼＥＲ－６０(異名：ＥＲp５７、p５
８、登録名：ＰＤＩＡ３#ＨＵＭＡＮ)は大腸菌内で発現、提供される。組換え蛋白質ジス
ルフィドイソメラーゼＥＲ－６０の発現は、例えば、ヒトＥＲ－６０のＤＮＡ配列を含む
発現クローン、例えばＵｒａｄｅ他、Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１２２、８３４－８４２；１
９９７に記載されているような、例えばｐＥＴ－ｈＥＲ－６０発現クローンなど、を用い
て行われる。蛋白質は、例えば、Ｕｒａｄｅ他、Ｊ．Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２６７(２１
）：１５１５２－１５１５９のプロトコルによれば、例えば大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３)で
発現され、例えばＨＰＬＣを用いて精製される。
【００３３】
　この目的のために、発現プラスミドｐＥＴ－ｈＥＲ６０は、大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３)
中に転換され、適切な条件下、例えばアンピシリン(５００μｇ/ｍｌ)存在下、４００ｍ
ｌ培地、例えばＬＢ培地(１％のトリプトン、０．５％の酵母抽出液、１％のＮａＣｌ（
ｐＨ７．０）)で、３０℃で培養される。蛋白質の発現は、適切なＯＤ600nm値、例えばＯ
Ｄ600nm値＝０.５で、例えば０．５ｍＭイソ－プロピル－１－チオ－β－Ｄ－ガラクトピ
ラノシド（ＩＰＴＧ）を用いて、３０℃で約２時間誘導される。次に、バクテリア培養物
が採取され、ペレットは適切な緩衝液で再懸濁及び沈殿される、例えば、１０ｍｌ緩衝液
、例えば２０ｍＭのＨＥＰＥＳ－水酸化カリウム(ｐＨ６.８)、５０ｍＭのＫＣｌ、５ｍ
ＭのＥＤＴＡ(ｐＨ８．０)、１ｍＭＰＭＳＦで再懸濁させて超音波処理される。
【００３４】
　細胞溶解物を５０００ｘｇで４℃で約３０分間遠心分離し、上清は６０％および７０％
の飽和硫酸アンモニウムで３０分間、４℃で沈殿させ、次いで５０００ｘｇで３０分間遠
心分離する。蛋白質ペレットを５００μlの緩衝液、例えば２０ｍＭＨＥＰＥＳ－水酸化
カリウム(ｐＨ６．８)、５０ｍＭＫＣｌ、５ｍＭのＥＤＴＡ(ｐＨ８．０)、１ｍＭのＤＴ
Ｔで再懸濁させ、例えば、ＨＰＬＣにおけるゲル濾過（Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００　ＨＲ
）などを用いて精製する。他に取り得るステップでは、hＥＲ－６０を含むこれらフラク
ションを、例えばＭｏｎｏ　Ｑカラムを使って、例えば１０ｍｌの緩衝液、例えば２０ｍ
ＭのＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ（ｐＨ６．８）、５０ｍＭＫＣｌ、５ｍＭＥＤＴＡ(ｐＨ８．０)
、１ｍＭＤＴＴ、でさらに精製する。
【００３５】
　蛋白質の純度は、例えばＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルで評価される。
２．免疫検査
　例えばマキシソープ（ＭａｘｉＳｏｒｐ）ＥＬＩＳＡプレート（Ｎｕｎｋ）といったＥ
ＬＩＳＡプレートを０．１Ｍ炭酸ナトリウム（ｐＨ９．５）中４℃で一晩、組換え型ＥＲ
－６０、例えば２．５μｇ/ｍｌ、で被覆し、適切な緩衝液、例えばリン酸緩衝液（ＰＢ
Ｓ、ｐＨ７．２＋０．０５％のＴｗｅｅｎ－２０）で洗浄し、、例えば２．５時間室温（
ＲＴ）で、ＰＢＳ中の２％のスキムミルク粉末でブロッキング処理した。非特異的結合部
位をブロッキングした後、検査されるコントロール試料及び血清試料の希釈系列(ブロッ
キング溶液を原液(非希釈液)から１：１０００希釈まで)を、繰り返して被覆プレートに
アプライして室温で１時間培養する。この培養時間の後、ウエルを少なくとも１回洗浄し
、次いで第２の種特異的な抗体、例えば抗ヒトＩｇＧ－ビオチン(ブロッキング溶液で１
：１０００００)と、室温で少なくとも１時間培養する。少なくとも１回の洗浄ステップ
の後、試料はストレプトアビジン－ホースラデイッシュ－パーオキシダーゼ（Ｓｔｒｅｐ
ｔａｖｉｄｉｎ－Ｍｅｅｒｒｅｔｔｉｃｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）(ＧＥヘルスケア)１：
４０００と、洗浄緩衝液中で２０分室温で培養する。少なくとも１回の洗浄ステップの後
、発色反応を２０分間、例えばＴＭＢ(３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン；
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ＢＤ　バイオサイエンス社製)を用いて展開される。発色反応は例えば２Ｎ　Ｈ2ＳＯ4で
停止される。吸着(ＯＤ値)は４５０ｎｍおよび５７０ｎｍの波長で測定される。吸着値は
波長４５０ｎｍおよび５７０ｎｍの間の違いから得られる。
３.データ解析
　免疫検査の評価は、生体試料、好ましくは血清又は血漿中におけるＥＲ－６０自己抗体
の定量によって行われるのが好ましい。測定値は基準値と比較される。基準値は、例えば
健康な提供者からの試料の測定データから算出され、この場合にはＯＤ値が０．３５より
も低いことが好ましい。あるいは、基準値が、精巣炎症と診断された提供者からの試料の
測定データから決定され得るので、この場合には、基準値は、０．３５のＯＤ値を超える
、好ましくは０．４を超える。あるいは、ＥＲ－６０の定義された濃度の試料が、使われ
て、その基準値は、例えば比較曲線または比較表から算出されるか、または比較値に基づ
いて算出される。基準値は、好ましくは試料の解析と併行して決定される。
【００３６】
　試料中におけるＥＲ－６０自己抗体の含有量が、ＯＤ値０．３５、好ましくは０．４を
超えると、男性哺乳類の炎症関連生殖能力障害の存在の兆しである。
４．有効性
　本発明による免疫検査の正当性を立証するためには、広範な一連の検査が実施されるこ
とによって、男性病関連の既存の症状のないヒト血清及び正常な射出精液を用いてコント
ロール群におけるＥＲ－６０自己抗体の検出が他の患者グループと比較される。これらの
患者グループは
　１．限られた生殖能力の男性からの血清。含まれる基準が１千万/ｍｌ未満の精子濃度
である一方で、感染症または炎症の証拠がないこと。
【００３７】
　２．射出精液検査に基づく輸精管の炎症の基準を満たす男性からの血清であること。
　３．精巣生検手段によって検出され、精巣炎症の男性からの血清であること。
　４.ＥＲ－６０自己抗体価が治療成功と関係するかを評価するために、ジクロフェナッ
クで処理された精巣および/または輸精管の炎症と診断された男性からの血清であること
。
を含む。
【手続補正書】
【提出日】平成23年7月1日(2011.7.1)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　男性哺乳類の生体試料中、男性哺乳類の炎症関連の生殖能力障害と関連する精巣抗原に
対する自己抗体の検出および特異的定量のための免疫検査方法であって、前記免疫検査方
法は、特異的な精巣抗原に対して前記自己抗体を結合することを含む
　ことを特徴とする免疫検査方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の免疫検査方法であって、
　前記精巣抗原がＥＲ－６０であって前記自己抗体としてＥＲ－６０自己抗体が特異的に
判定されること、及び前記精巣抗原がトランスフェリンであって前記自己抗体としてトラ
ンスフェリン自己抗体が特異的に判定されることのうちの少なくとも一方を含む
　ことを特徴とする免疫検査方法。
【請求項３】
　請求項１又は請求項２に記載の免疫検査方法であって、
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　精巣抗原に対する自己抗体の前記検出は、放射免疫測定法（ＲＩＡ）または酵素結合免
疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）によって行われる
　ことを特徴とする免疫検査方法。
【請求項４】
　請求項１～請求項３のいずれか一項に記載の免疫検査方法であって、
　精巣抗原に対する自己抗体の前記検出は、テストストリップ上で行われる
　ことを特徴とする免疫検査方法。
【請求項５】
　請求項１～請求項４のいずれか一項に記載の免疫検査方法であって、
　精巣抗原に対する自己抗体の決定された含有量は、精巣抗原に結合する自己抗体の結合
尺度に基づいて設定される基準値と比較される
　ことを特徴とする免疫検査方法。
【請求項６】
　請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の免疫検査方法であって、
　前記検査を行うことは、
　精巣抗原に対する自己抗体の含有量が判定される、男性哺乳類からの血液試料を少なく
とも含む生体試料を、吸着された特異的な精巣抗原と接触させることと、
　非吸着成分を取除くための少なくとも１回の洗浄ステップと、
　ＩｇＧ抗体の調製物を用いて前記吸着された抗原に結合した精巣抗原に対する自己抗体
の前記検出であって、前記ＩｇＧ抗体の調製物は、調査される前記男性哺乳類に種特異的
であり、精巣抗原に対する自己抗体に種特異的に結合することができ、そして、ビオチン
－ストレプトアビジン－パーオキシダーゼ型またはビオチン－アルカリフォスファターゼ
型の反応のカスケードにより検出されるような方法で標識される、ＩｇＧ抗体の調製物を
用いて前記吸着された抗原に結合した精巣抗原に対する自己抗体の前記検出と
　を含むことを特徴とする免疫検査方法。
【請求項７】
　請求項１～請求項６のいずれか一項に記載の免疫検査方法を行うキットであって、
　前記キットは、
　担体に吸着された特異的な精巣抗原と、
　調査される前記男性哺乳類に種特異的であり、精巣抗原に対する自己抗体に種特異的に
結合することができ、そして、ビオチン－ストレプトアビジン－パーオキシダーゼ型また
はビオチン－アルカリフォスファターゼ型の反応のカスケードにより検出されるように標
識される、ＩｇＧ抗体の調製物と
　を含むことを特徴とするキット。
【請求項８】
　請求項７に記載のキットであって、
　前記特異的な精巣抗原は、ＥＲ－６０およびトランスフェリンのうちの少なくとも一方
である
　ことを特徴とするキット。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１１】
　本発明の好ましい実施態様においては、本発明による検査は、生体試料、具体的には血
清、中にＥＲ－６０自己抗体の含有量の決定を含む。この目的のために、精巣抗原、具体
的にはＥＲ－６０蛋白質、は遺伝子組み換え型でマーカーとして供給される。本発明によ
る検査は、ＥＲ－６０蛋白質の核酸配列に基づいて遺伝子組み換えの手段によって、一般
的に知られている遺伝子工学手法、例えば、大腸菌の発現及び最先端の例えばＨＰＬＣ精
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製を用いることによって、行われる。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１２】
　本発明によれば、蛋白質ジスルフィドイソメラーゼＥＲ－６０(同体異名：ＥＲp５７、
ＥＲp５８、登録名：ＰＤＩＡ３#ＨＵＭＡＮ)の核酸配列に加えて、翻訳された蛋白質の
機能がＥＲ－６０自己抗体の結合によって実質的に影響されないという条件で、核酸配列
の僅かの改変、付加、欠失及び／又は置換の結果として生じる蛋白質も含まれる。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１３】
　本発明によれば、蛋白質ジスルフィドイソメラーゼＥＲ－６０の核酸配列に加えて、異
名や相同の蛋白質、例えばＥＲp５７、p５８、登録名：ＰＤＩＡ３#ＨＵＭＡＮなど、も
含まれる。
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