
(57)【要約】
本発明は、動物、特にほ乳類の受精能を調節または評価する組成物および方法の使用に関
する。本発明の種々の態様において、避妊方法は、配偶子、特に精子のプロテアソーム活
性を阻害する段階を含む。プロテアソーム活性はインビトロまたはインビボにおいて阻害
することができる。プロテアソーム経路の阻害剤には、プロテアソーム経路の種々の成分
に結合する小分子、ペプチド、ポリペプチド (例えば、抗体等 )および親和性物質 (例えば
、アプタマー等 )が挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの態様において、プ
ロテアソーム経路の活性またはプロテアソーム経路の成分の活性は、プロテアソーム経路
の 1つ以上の成分に結合し、阻害する抗体によって阻害される。

JP 2006-522022 A 2006.9.28



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 精 子 の プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 を 阻 害 す る 段 階 を 含 む 避 妊 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 精 子 の プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 が イ ン ビ ト ロ に お い て 阻 害 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 精 子 の プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 が イ ン ビ ボ に お い て 阻 害 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 が 、 プ ロ テ ア ソ ー ム に 結 合 し て プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 を 阻 害 す る 抗 体
に よ っ て 阻 害 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 が 、 抗 体 に よ る 受 動 免 疫 に よ っ て 阻 害 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 抗 体 が 、 プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド の 少 な く と も 1つ の 抗 原 で 被 験 者 を 免 疫 す る こ と に よ
っ て 誘 導 さ れ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 原 が 抗 原 性 プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 少 な く と も 1つ の 抗 原 性 ペ プ チ ド が ワ ク チ ン に 含 ま れ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 1つ 以 上 の 抗 原 性 プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ： 1ま た は 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 原 性 プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド が 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 多 重 抗 原 エ ピ ト ー プ が 単 一 タ ン パ ク 質 内 に 存 在 す る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 抗 体 が 、 少 な く と も 1つ の 抗 原 性 プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 免 疫 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 少 な く と も 1つ の 抗 原 性 プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 発 現
ベ ク タ ー に 含 ま れ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 発 現 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 が 、 精 子 に プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 阻 害 さ
れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 が 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 製 剤 に 含 ま れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 が MG132ま た は ラ ク タ シ ス チ ン で あ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 製 剤 が 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 錠 剤 、 ピ ル 、 カ プ セ ル 、 徐 放 性 製 剤 、 粉
末 、 ク リ ー ム 、 軟 膏 (ointment)、 軟 膏 (salve)、 ス プ レ ー 、 ポ ン プ 、 リ ポ ソ ー ム 、 坐 剤 、
吸 入 剤 ま た は パ ッ チ の 形 態 に 製 剤 化 さ れ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
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　 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 製 剤 の 投 与 経 路 が 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 子 宮 内 、 皮 膚
、 鼻 、 口 腔 、 膣 、 吸 入 ま た は 局 所 的 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 投 与 経 路 が 子 宮 内 で あ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 1つ 以 上 の プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド を ほ 乳 類 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 ほ 乳 類 に お い て 抗
プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 体 を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、 投 与 す る 段 階 が 、 ほ 乳 類 の プ ロ テ ア ソ ー ム
に 結 合 し て 、 そ の 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ほ 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 1つ 以 上 の プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド が 、 プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 発 現 に よ っ て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 皮 下 、 腹
腔 内 、 皮 内 、 経 口 ま た は 吸 入 投 与 経 路 に よ っ て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド が 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 経 口 ま た は 吸 入 投
与 経 路 に よ っ て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 卵 母 細 胞 に 関 連 す る ユ ビ キ チ ン の 分 解 を 阻 害 す る 段 階 を 含 む 避 妊 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ユ ビ キ チ ン 分 解 の 阻 害 が 、 ユ ビ キ チ ン 、 ユ ビ キ チ ン 活 性 化 酵 素 、 ユ ビ キ チ ン -キ ャ リ ア /
結 合 酵 素 ま た は ユ ビ キ チ ン -リ ガ ー ゼ に 対 す る 抗 体 の 投 与 に よ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 精 子 内 ま た は 精 子 上 の ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 の 有 無 を
検 出 す る 段 階 を 含 む 受 精 能 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 関 連 タ ン パ ク 質 の 有 無 を 検 出 す る 段 階 が 、 ユ ビ キ チ ン -プ ロ
テ ア ソ ー ム 関 連 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は ペ プ チ ド の 結 合 を 検 出 す る こ と
に よ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 検 出 す る 段 階 が 免 疫 蛍 光 法 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 イ ン ビ ト ロ に お け る 受 精 に 使 用 す る 精 液 試 料 に プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 の 阻 害 剤 を 添 加 す る
段 階 を 含 む イ ン ビ ト ロ に お け る 受 精 方 法 で あ っ て 、 阻 害 剤 は 、 受 精 を 妨 害 す る に は 不 十 分
で あ る が 、 多 精 受 精 を 妨 害 す る に は 十 分 な 濃 度 が 添 加 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 受 精 の 約 25%未 満 が 多 精 受 精 で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 受 精 の 約 10%未 満 が 多 精 受 精 で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 阻 害 剤 が イ ン ビ ト ロ に お い て 添 加 さ れ る 、 請 求 項 32記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 阻 害 剤 が イ ン ビ ボ に お い て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 32記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
A.　 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 繁 殖 生 物 学 、 薬 物 開 発 、 免 疫 学 お よ び 分 子 生 物 学 の 分 野 に 関 す る 。
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よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 受 精 能 の 調 整 お よ び 評 価 ま た は 不 妊 の 診 断 の た め の 、 ユ ビ キ
チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 お よ び ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 成 分 由 来 の 抗 原 の 阻 害
剤 に 関 す る 。 な お 、 本 願 は 、 全 体 の 開 示 内 容 が 具 体 的 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ て い る 、 2003年 2月 14日 提 出 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/447,675号 の 優 先 権 を 主 張 す る 。 政
府 は 、 米 国 農 務 省 か ら の 付 与 番 号 1999-3520-11743に 準 じ て 本 発 明 に 権 利 を 有 し う る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
B.　 関 連 技 術 の 説 明
　 ユ ビ キ チ ン 化 は 広 範 で 、 進 化 的 に 保 存 さ れ て い る が 、 真 核 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質 分 解
の 基 質 特 異 性 が 高 い 経 路 で あ る (Pickart, 1998； Laneyお よ び Hochstrasser, 1999)。 ユ ビ
キ チ ン に よ る 翻 訳 後 タ ン パ ク 質 修 飾 は 、 ユ ビ キ チ ン の C-末 端 グ リ シ ン (Gly)残 基 に よ っ て 7
6ア ミ ノ 酸 ユ ビ キ チ ン 残 基 が 基 質 ア ミ ノ 酸 配 列 内 の リ ジ ン (Lys)残 基 に 共 有 結 合 す る こ と に
よ っ て 生 ず る 。 ユ ビ キ チ ン 分 子 は 自 身 の 7つ の Lys-残 基 を 保 有 す る の で 、 こ の 最 初 の モ ノ -
ユ ビ キ チ ン 化 の 次 に 追 加 の ユ ビ キ チ ン 分 子 が 第 1の 基 質 -結 合 ユ ビ キ チ ン モ ノ マ ー に Gly-Ly
s結 合 す る こ と が 多 く 、 ジ -、 ト リ -テ ト ラ -ま た は ポ リ -ユ ビ キ チ ン 鎖 の 形 成 を 誘 導 す る (He
rshkoお よ び Ciechanover, 1998)。 モ ノ -、 ジ -お よ び ト リ -ユ ビ キ チ ン 化 は 、 リ ソ ソ ー ム タ
ン パ ク 質 分 解 、 膜 受 容 体 の エ ン ド サ イ ト ー シ ス 、 信 号 伝 達 お よ び 転 写 調 節 を 含 む が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 種 々 の 目 的 を 果 た す (Conawayら , 2002； Glickmanお よ び Ciechanover, 2
002に よ り 総 説 が 報 告 さ れ て い る )。 テ ト ラ お よ び ポ リ -ユ ビ キ チ ン 化 は 、 ユ ビ キ チ ン 化 タ
ン パ ク 質 に 特 異 的 な 活 性 を 有 す る マ ル チ -サ ブ ユ ニ ッ ト プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 26-Sプ ロ テ ア
ソ ー ム に よ る タ ン パ ク 質 ド ッ キ ン グ お よ び 分 解 の コ ン セ ン サ ス シ グ ナ ル で あ る (Tanakaお
よ び Tsurumi, 1997； Hochstrasser, 2002)。 バ レ ル 型 プ ロ テ ア ソ ー ム の ル ー メ ン 内 で は 、
基 質 タ ン パ ク 質 が 小 ペ プ チ ド に 切 断 さ れ て 細 胞 質 に 放 出 さ れ 、 細 胞 質 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ
セ ッ ト に よ り タ ン パ ク 質 分 解 が 完 了 す る (Hochstrasser, 2002； Kohlerら , 2001に よ っ て
総 説 が 示 さ れ て い る )。 遊 離 さ れ た ポ リ -ユ ビ キ チ ン 鎖 は プ ロ テ ア ソ ー ム に よ っ て 分 解 さ れ
る の で は な く 、 細 胞 質 に 戻 り 、 他 の タ ン パ ク 質 の 修 飾 に 再 使 用 さ れ る (Chenら , 2002； Vog
esら , 1999)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 種 々 の 基 質 の ユ ビ キ チ ン 化 お よ び プ ロ テ ア ソ ー ム 分 解 は 細 胞 質 お よ び 核 内 で 実 証 さ れ て
い る (Glickmanお よ び Ciechanover, 2002)。 興 味 深 い こ と に 、 ほ 乳 類 の 生 殖 の 研 究 は 、 ユ
ビ キ チ ン 化 は 細 胞 表 面 お よ び 細 胞 外 空 間 で も 生 じ う る と い う 証 拠 を も た ら し た 。 ユ ビ キ チ
ン は 、 卵 巣 の 卵 胞 液 (Einspanierら , 1993)、 精 漿 (Lippertら , 1993)、 精 巣 上 体 液 (Hermo
お よ び Jacks, 2002； Sutovskyら , 2001b)お よ び 精 巣 上 体 を 通 過 す る 欠 陥 精 子 の 表 面 (Suto
vskyら , 2001a, b； 2002, 2003)に お い て 検 出 さ れ た 。 卵 子 の 卵 黄 (viteline)膜 表 面 の 精
子 受 容 体 の ユ ビ キ チ ン 化 お よ び プ ロ テ ア ソ ー ム 分 解 は ホ ヤ の 受 精 中 に 生 じ る (Sawadaら , 2
002a, b)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ほ 乳 類 の 精 子 が 透 明 帯 (「 帯 」 ま た は ZP)に 結 合 し て 通 過 す る 能 力 は 、 ZP基 質 の ZP3-精 子
受 容 体 へ の 結 合 の 結 果 、 エ キ ソ サ イ ト ー シ ス (Gerton, 2002)を 受 け る 精 子 先 体 帽 に 存 在 す
る 精 子 表 面 受 容 体 お よ び タ ン パ ク 質 分 解 ト リ プ シ ン 様 酵 素 セ ッ ト (Primakoffお よ び Myles,
 2002に よ っ て 総 説 が 報 告 さ れ て い る )に 帰 さ れ て い る (Wassarmanお よ び Litscher, 1995)
。 い く つ か の 候 補 先 体 タ ン パ ク 質 お よ び 精 子 表 面 受 容 体 の 標 的 突 然 変 異 お よ び ノ ッ ク ア ウ
ト は 、 マ ウ ス 精 子 が ZPに 結 合 し 、 透 過 /消 化 す る 能 力 を 排 除 し な か っ た (Talbotら , 2003；
Evans, 2001に よ っ て 総 説 が 報 告 さ れ て い る )。 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 以 外 の タ ン パ ク 質 分 解
系 が 精 子 先 体 に 存 在 し 、 受 精 中 の ZPの 消 化 に 寄 与 す る こ と を こ れ は 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 の 避 妊 方 法 に は 、 米 国 で 最 も 一 般 的 な 避 妊 方 法 で あ る 女 性 の 外 科 的 不 妊 化 お よ び 女
性 の 経 口 避 妊 薬 の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 ホ ル モ ン 調 節 避 妊 薬 に は 、 配 合 注 射 用 避 妊 薬 、 配 合
経 口 避 妊 薬 な ど の 配 合 (エ ス ト ロ ゲ ン /プ ロ ゲ ス チ ン )避 妊 薬 ； お よ び ノ ル プ ラ ン ト イ ン プ
ラ ン ト 、 プ ロ ゲ ス チ ン -単 独 注 射 用 避 妊 薬 ま た は プ ロ ゲ ス チ ン -単 独 ピ ル な ど の プ ロ ゲ ス チ
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ン -単 独 避 妊 薬 が 挙 げ ら れ る 。 し か し 、 配 合 エ ス ト ロ ゲ ン /プ ロ ゲ ス チ ン 経 口 避 妊 薬 は 、 血
栓 塞 栓 障 害 、 脳 血 管 事 故 、 冠 動 脈 疾 患 、 肝 異 常 、 エ ス ト ロ ゲ ン 依 存 性 の 癌 お よ び 妊 娠 を 生
じ る ま た は そ れ ら に 至 る こ と が あ る 。 他 の 避 妊 方 法 に は 、 子 宮 内 避 妊 器 具 ； 子 宮 頸 管 キ ャ
ッ プ ； 男 性 の コ ン ド ー ム 、 女 性 の コ ン ド ー ム 、 ペ ッ サ リ ー 、 殺 精 子 剤 ま た は 避 妊 用 ス ポ ン
ジ な ど の 遮 断 方 法 ； お よ び 関 与 す る 個 人 へ の 依 存 性 が 高 い 周 期 避 妊 法 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ
ら の 方 法 の 多 く は 、 生 理 的 お よ び 物 理 的 に 広 範 囲 の 副 作 用 を 有 す る こ と が あ る 。 従 っ て 、
ヒ ト 並 び に 種 々 の 家 畜 お よ び 野 生 動 物 の 受 精 を 調 節 す る 改 善 さ れ た 方 法 お よ び 受 精 を 診 断
す る 方 法 の 必 要 性 が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 成 分 を 阻 害 ま た は 検 出 す る こ と に よ っ て
、 ヒ ト ま た は 動 物 、 特 に ほ 乳 類 の 受 精 を 調 節 ま た は 評 価 す る 方 法 を 含 む 。 本 発 明 の 種 々 の
態 様 に お い て 、 避 妊 方 法 は 精 子 の プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 を 阻 害 す る 段 階 を 含 む 。 本 明 細 書 に
お い て 使 用 す る 「 避 妊 薬 」 は 、 投 与 し た と き 、 意 図 的 に 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 受 精 ま た は
妊 娠 を 妨 害 す る 薬 剤 を 意 味 す る 。 同 様 に 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 避 妊 」 は 、 直 接 ま
た は 間 接 的 に 受 精 ま た は 妊 娠 を 意 図 的 に 妨 害 す る こ と を 意 味 す る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に
は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 成 分 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 組 成 物 を 含 む 、 プ ロ テ ア ソ ー
ム 経 路 の 成 分 の 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 は 避 妊 薬 と 考 え る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お
い て 、 精 子 の プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 は 、 イ ン ビ ト ロ 、 エ ク ス ビ ボ ま た は イ ン ビ ボ に お い て 阻
害 す る こ と が で き る 。 プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 阻 害 剤 に は 、 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経
路 の 種 々 の 成 分 に 結 合 す る 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 抗 体 等 )お よ び 親 和
性 物 質 (例 え ば 、 ア プ タ マ ー 等 )が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 い く つ か の 態 様
に お い て 、 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 活 性 ま た は ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路
の 成 分 の 活 性 は 、 1つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 そ の 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 に よ っ て 阻
害 さ れ る 。 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 に 関 連 す る 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド の 説 明 は 、 国
立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー (National Center for Biotechnology Information(N
CBI))が 管 理 す る ヒ ト 遺 伝 子 変 異 と 遺 伝 子 疾 患 に 関 わ る 情 報 の 統 合 デ ー タ ベ ー ス (Online M
endelian Inheritance in Man(OMIM)デ ー タ ベ ー ス )に お い て 見 つ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の タ ン パ ク 質 成 分 由 来 の
少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド ま た は 抗 原 で 被 験 者 ま た は 動 物 を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 抗 体
を 誘 導 す る 段 階 を 含 む 。 抗 原 は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ユ ビ キ チ ン 、 ユ ビ キ チ ン
関 連 酵 素 ま た は プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の ペ プ チ ド で あ っ て も よ
い 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 20Sプ ロ テ ア ソ ー ム コ ア の α -型 お よ び ／ ま た は β -
型 サ ブ ユ ニ ッ ト 由 来 ま た は あ る 種 の プ ロ テ ア ソ ー ム に 存 在 す る 19S調 節 キ ャ ッ プ (regulato
ry cap)も し く は 11Sア ク チ ベ ー タ ー 複 合 体 の サ ブ ユ ニ ッ ト 由 来 で あ る 。 本 発 明 の 1つ 以 上
の ペ プ チ ド ま た は 抗 原 は ワ ク チ ン 組 成 物 に 含 ま れ て も よ い 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 そ の 例
が 配 列 番 号 ： 1、 2、 4お よ び 6に 記 載 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る プ ロ テ ア ソ ー ム -由
来 の ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は 抗 原 は 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 連 し て
も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は 抗 原 は 、 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド
由 来 で あ っ て も よ い 多 重 抗 原 エ ピ ト ー プ を 単 一 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 組 成 物 に 含 ん で も よ い
。 あ る 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 成 分 由 来 の 少 な く と も 1つ の ペ プ チ
ド ま た は 抗 原 を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 免 疫 化 す る こ と に よ っ て
誘 導 さ れ る 。 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド ま た は 抗 原 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 プ
ラ ス ミ ド 、 鎖 状 発 現 要 素 ま た は ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー な ど の 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ て も よ
い 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が コ ー ド す る ペ プ チ ド ま た は 抗 原 は 、 α -型
ま た は β -型 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト ポ リ ペ プ チ ド な ど の プ ロ テ ア ソ ー ム タ ン パ ク 質
由 来 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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発 明 の 概 要



　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 プ ロ テ ア ソ ー ム の 活 性 は 、 精 子 も し く は 卵 母 細 胞 ま た は 両 方
に プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 は
薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 製 剤 に 含 ま れ て も よ い 。 あ る 態 様 に お い て 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤
ま た は プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 組 成 物 は MG132お よ び ／ ま た は ラ ク タ シ ス チ ン を 含 む 。 薬 学
的 に 許 容 さ れ う る 製 剤 は 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 錠 剤 、 ピ ル 、 カ プ セ ル 、 徐 放 性 製 剤 、 粉 末 、 ク
リ ー ム 、 軟 膏 (ointment)、 軟 膏 (salve)、 ス プ レ ー 、 ポ ン プ 、 リ ポ ソ ー ム 、 坐 剤 、 吸 入 剤
、 パ ッ チ ま た は 他 の 送 達 系 に 製 剤 化 さ れ て も よ い 。 プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 活 性 を 阻 害 す る
組 成 物 は 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 子 宮 内 、 皮 膚 、 鼻 、 口 腔 、 膣 、 吸 入 ま た は 局
所 的 投 与 経 路 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 あ る
態 様 に お い て 、 投 与 経 路 は 子 宮 内 ま た は 膣 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 態 様 に お い て 、 ほ 乳 類 に お い て 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 体 を 誘 導 す る 方 法 は
、 プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 成 分 由 来 の 1つ 以 上 の ペ プ チ ド ま た は 抗 原 を ほ 乳 類 に 投 与 す る 段
階 を 含 む 。 本 発 明 の 1つ 以 上 の ペ プ チ ド ま た は 抗 原 を 投 与 す る 段 階 は 、 ほ 乳 類 の ユ ビ キ チ
ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 に 結 合 し て 、 そ の 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る こ と が で
き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ほ 乳 類 は ヒ ト 、 家 畜 (farm animal)、 家 畜 (domestic animal)、
野 生 動 物 ま た は 害 獣 、 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 ス カ ン ク 等 で あ る 。 動 物 に は 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ
、 ネ コ 、 げ っ 歯 類 、 ウ サ ギ 、 シ カ 、 ア ラ イ グ マ 、 オ ポ ッ サ ム 、 ス カ ン ク 等 が 挙 げ ら れ る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 1つ 以 上 の ペ プ チ ド ま た は 抗 原 は 、 1つ 以 上 の ペ プ チ ド ま た は 抗
原 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る こ と に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 経 口 、 吸 入 ま た は 他 の 既 知 の 投 与
経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 1つ 以 上 の ペ プ チ ド ま た は 抗 原 は 、 筋 肉 内 、 静 脈 内
、 皮 下 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 経 口 、 吸 入 ま た は 他 の 既 知 の 投 与 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 精 子 、 卵 母 細 胞 ま た は 動 物 も し く は ヒ ト の
受 精 に 寄 与 す る 他 の 生 殖 組 織 (例 え ば 、 精 巣 、 精 巣 上 体 、 卵 巣 、 前 立 腺 、 精 嚢 お よ び 他 の
性 付 属 腺 )に 関 連 す る ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 成 分 の 有 無 を 検 出 す る こ と に よ っ
て 不 妊 の 診 断 お よ び ／ ま た は 受 精 能 の 評 価 ／ 推 定 を 含 む 。 方 法 は 、 ELISA、 タ ン パ ク 質 ブ
ロ ッ ト 法 、 免 疫 組 織 化 学 法 等 を 含 ん で も よ い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ に お け る 受 精 に 使 用 す る 精 液 試 料 に プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 の
阻 害 剤 を 添 加 す る 段 階 を 含 む イ ン ビ ト ロ に お け る 受 精 方 法 で あ っ て 、 阻 害 剤 は 、 受 精 を 妨
害 す る に は 不 十 分 で あ る が 、 多 精 受 精 を 妨 害 す る に は 十 分 な 濃 度 が 添 加 さ れ る 方 法 を さ ら
に 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 受 精 の 約 25%未 満 が 多 精 受 精 で あ っ て も よ く 、 受 精 の 10%
未 満 を 含 む 。 阻 害 剤 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 任 意 の 方 法 に よ っ て イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ
ボ に お い て 添 加 す る こ と が で き る 。 任 意 の 阻 害 剤 を 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 に 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 任 意 の 方 法 ま た は 組 成 物 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 任 意 の 他 の 方 法 ま
た は 組 成 物 に 関 し て 実 施 す る こ と が で き る こ と が 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 特 許 請 求 の 範 囲 お よ び ／ ま た は 明 細 書 に お い て 「 含 む 」 と い う 用 語 と 共 に 使 用 す る 場 合
の 「 1つ の も の 」 と い う 用 語 の 使 用 は 「 1つ 」 を 意 味 す る こ と が で き る が 、 「 1つ 以 上 」 、
「 少 な く と も 1つ 」 お よ び 「 1つ ま た は 1つ 以 上 」 の 意 味 に も 一 致 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 、 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 か ら 明 ら か に な る 。 し か し 、
本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 内 の 種 々 の 変 更 お よ び 改 良 は 、 こ の 詳 細 な 説 明 か ら 当 業 者 に 明 ら
か に な る の で 、 詳 細 な 説 明 お よ び 具 体 的 な 実 施 例 は 、 本 発 明 の 具 体 的 な 態 様 を 示 す が 、 例
示 の た め だ け に 提 供 さ れ て い る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】

　 上 記 に 記 載 す る よ う に 、 受 精 の 調 節 、 受 精 能 の 評 価 ま た は 不 妊 の 診 断 の 改 善 さ れ た 方 法
が 必 要 と さ れ て い る 。 受 精 能 を 調 節 す る 際 の 大 半 の 努 力 は 、 配 偶 子 形 成 ま た は 局 在 化 /移
動 性 を 阻 害 す る 化 学 的 ま た は 機 械 的 方 法 の 使 用 に 絞 ら れ て い る 。 受 精 能 調 節 の た め の 改 善
さ れ た 組 成 物 お よ び 方 法 が 必 要 と さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 発 明 は 、 受 精 能 を 調 節
お よ び 診 断 す る 組 成 物 お よ び 関 連 の 方 法 を 記 載 す る 。 本 発 明 は 、 受 精 能 を 調 節 す る た め の
ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 成 分 の 阻 害 剤 ま た は 結 合 剤 を 含 む 。 本 発 明 は 、 卵 母 細
胞 の 透 明 帯 の 透 過 性 は プ ロ テ ア ソ ー ム お よ び プ ロ テ ア ソ ー ム に 関 連 す る 経 路 に 関 与 し 、 抗
プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 体 お よ び 阻 害 剤 に よ っ て 阻 害 す る こ と が で き る と い う 驚 く べ き 観 察 を 利
用 し て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 本 発 明 は 、 受 精 能 お よ び 、 い く つ か の 例 に お い
て は 多 精 受 精 を イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ に お い て 低 下 ま た は 阻 害 す る 改 善 さ れ た 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 、 特 に 化 合 物 ラ ク タ シ ス チ ン お よ び MG132並 び に
、 プ ロ テ ア ソ ー ム に 結 合 し て プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 を 阻 害 す る ま た は ユ ビ キ チ ン 依 存 性 タ ン
パ ク 質 分 解 を 遮 断 す る 抗 体 の 受 精 能 調 節 特 性 を 同 定 し た 。 ほ 乳 類 の ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア
ソ ー ム 経 路 の 阻 害 は 、 精 子 に よ る 透 明 帯 (ZP)の 透 過 性 を 遮 断 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 接 合 体
の 細 胞 質 内 の 父 系 ミ ト コ ン ド リ ア の 分 解 を 可 逆 的 に 遮 断 す る 試 み の 成 功 に お い て こ れ ら の
新 規 特 性 を 観 察 し た 。 父 系 ミ ト コ ン ド リ ア 分 解 を 生 じ る た め に は 、 精 子 が ZPを 通 過 し て 、
卵 母 細 胞 の 細 胞 質 に 侵 入 直 後 に 受 精 培 地 に プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 を 添 加 し な け れ ば な ら な
か っ た 。 ZP透 過 性 は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 関 連 す る と 考 え ら れ て お り 、 プ ロ テ ア ソ ー
ム 阻 害 剤 は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 を 遮 断 し な い と い う 事 実 か ら こ の 観 察 は 予 想 さ れ な
か っ た (Fenteanyら ,1995； Goldbergら , 1995)。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 ユ ビ キ チ ン お よ
び プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 以 外 に 、 ほ 乳 類 の 精 子 ア ク ロ ソ ー ム は 、 ユ ビ キ チ ン -基 質
結 合 に 必 要 な 結 合 酵 素 で あ る ユ ビ キ チ ン キ ャ リ ア E2を 含 有 し 、 お そ ら く 他 の 脱 ユ ビ キ チ ン
化 、 ユ ビ キ チ ン 結 合 お よ び ユ ビ キ チ ン 活 性 化 酵 素 も 含 有 す る と 思 わ れ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る よ う に 、 本 発 明 は 、 ほ 乳 類 の 受 精 お よ び ZP透 過 性 は 精 子 ア ク ロ ソ ー
ム の プ ロ テ ア ソ ー ム の タ ン パ ク 質 分 解 作 用 に 依 存 し て い る こ と を 実 証 し て い る 。 精 子 が 卵
子 表 面 を 活 発 に ユ ビ キ チ ン 化 す る と 思 わ れ る ホ ヤ と は 異 な り 、 ユ ビ キ チ ン 化 タ ン パ ク 質 は
受 精 前 ま た は 卵 形 成 中 に ほ 乳 類 の 卵 子 ZPに よ っ て 獲 得 さ れ う る 。 こ の よ う な デ ー タ は 、 ほ
乳 類 の 受 精 の 謎 並 び に 新 規 避 妊 標 的 お よ び 不 妊 マ ー カ ー に お け る 重 要 な 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
I.　 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 避 妊 薬 と し て ま た は 避 妊 方 法 に お い て 並 び に 受 精 能 を 診 断 す る 際 に
使 用 す る こ と が で き る 。 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド の 阻 害
ま た は 検 出 は 避 妊 ま た は プ ロ テ ア ソ ー ム 成 分 が 無 傷 /欠 損 し て い る も し く は 存 在 す る /存 在
し な い 配 偶 子 の 検 出 に そ れ ぞ れ 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 プ ロ テ ア ソ ー ム は 、 ATP依 存 的 タ ン パ ク 質 分 解 経 路 の 必 須 成 分 で あ る 非 リ ソ ソ ー ム タ ン
パ ク 質 分 解 の 中 心 酵 素 複 合 体 と し て 広 く 認 識 さ れ て い る 。 こ の 経 路 は 多 く の 律 速 酵 素 、 転
写 調 節 因 子 お よ び 重 要 な 調 節 タ ン パ ク 質 の 迅 速 な 分 解 を 触 媒 す る 。 こ の 経 路 は 、 突 然 変 異
ま た は 翻 訳 後 損 傷 に よ っ て 生 じ る 異 常 性 の 高 い タ ン パ ク 質 の 迅 速 な 排 除 に 必 須 で あ り 、 ほ
乳 類 細 胞 の タ ン パ ク 質 の 大 部 分 の 迅 速 で な い 分 解 の 主 要 な 役 割 を 果 た す 。 そ れ は ま た 、 高
等 な 真 核 生 物 に お け る 抗 原 プ ロ セ シ ン グ に 大 き く 関 与 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム は 、 ユ ビ キ チ ン /ATP依 存 的 タ ン パ ク 質 分 解 経 路 の 主 要 酵 素 複 合 体 で
あ る 。 触 媒 中 心 は 、 電 子 顕 微 鏡 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 バ レ ル 型 構 造 の 2000 kDa複 合 体
で あ る 20Sプ ロ テ ア ソ ー ム に よ っ て 形 成 さ れ る 。 触 媒 中 心 は 、 各 々 7つ の サ ブ ユ ニ ッ ト (サ

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-522022 A 2006.9.28

例 示 的 な 態 様 の 説 明



ブ ユ ニ ッ ト α 1～ 7、 β 1～ 7)を 含 む 4つ の 環 か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 配 列 の 類 似 性 に 基 づ い て 考 慮 す る と 、 全 て の 20Sプ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 配 列 は 、
各 グ ル ー プ が 別 個 の 構 造 的 お よ び 機 能 的 役 割 を 有 す る 2つ の グ ル ー プ 、 α お よ び β に 分 類
す る こ と が で き る 。 7つ の α -サ ブ ユ ニ ッ ト は 20Sプ ロ テ ア ソ ー ム の 外 側 リ ン グ を 含 み 、 7つ
の β -サ ブ ユ ニ ッ ト は 20Sプ ロ テ ア ソ ー ム の 内 側 リ ン グ を 含 む 。 各 サ ブ ユ ニ ッ ト は α -ま た
は β -リ ン グ の 独 自 の 位 置 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 典 型 的 な 26S複 合 体 は 、 20S複 合 体 と 19S調 節 複 合 体 と 呼 ば れ る 別 個 の 複 合 体 に 位 置 す る 2
5kDa～ 10 kDaの 分 子 量 範 囲 の 20を 超 え る 追 加 の タ ン パ ク 質 を 含 む 。 26S複 合 体 は 、 基 質 特
異 性 を 決 定 し 、 タ ン パ ク 質 分 解 お よ び 存 続 度 に 必 要 な 複 数 の 酵 素 機 能 を 提 供 す る 。 サ ブ ユ
ニ ッ ト 成 分 の 系 統 的 な 分 析 は 、 ATP結 合 タ ン パ ク 質 の 新 規 フ ァ ミ リ ー に 属 す る ATPaseで あ
る 少 な く と も 6つ の メ ン バ ー と 、 ATPに 結 合 す る 能 力 の な い さ ら に 別 の 15の サ ブ ユ ニ ッ ト 、
20Sプ ロ テ ア ソ ー ム の タ ン パ ク 質 分 解 中 心 へ の 挿 入 前 に タ ン パ ク 質 基 質 の 変 性 を 担 当 す る
と 考 え ら れ る イ ソ ペ プ チ ダ ー ゼ お よ び い く つ か の 他 の タ ン パ ク 質 を 明 ら か に し た 。 い く つ
か の プ ロ テ ア ソ ー ム に お い て 、 19S調 節 複 合 体 は 11Sア ク チ ベ ー タ ー 複 合 体 と 置 換 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 26S複 合 体 は ATPに 結 合 し 、 ユ ビ キ チ ン と 結 合 す る こ と に よ っ て 分 解 の 標 的 と な っ た タ ン
パ ク 質 の 分 解 を 担 当 す る 。 ユ ビ キ チ ン は 、 上 記 の よ う に 、 一 連 の ユ ビ キ チ ン 活 性 化 (UBA)
お よ び ユ ビ キ チ ン 結 合 (UBC)酵 素 、 例 え ば 、 酵 素 E1、 E2お よ び E3に よ っ て 、 標 的 の リ ジ ン
の ε -ア ミ ノ 基 と ユ ビ キ チ ン の C-末 端 グ リ シ ン 残 基 の 間 に 形 成 さ れ る イ ソ ペ プ チ ド 結 合 に
よ っ て 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 ユ ビ キ チ ン 活 性 化 酵 素 お よ び 結 合 酵 素 は 、 ユ ビ キ チ ン
分 子 を 1つ の 酵 素 か ら 次 の 酵 素 に 移 動 さ せ 、 次 に 活 性 化 さ れ た ユ ビ キ チ ン 分 子 を E2酵 素 か
ら 標 的 タ ン パ ク 質 に 移 動 さ せ る こ と に よ っ て 連 続 的 に 作 用 す る 。 次 い で 、 モ ノ -ユ ビ キ チ
ン 化 タ ン パ ク 質 が 作 用 さ れ て 、 同 じ 酵 素 が 先 の 分 子 に 追 加 の ユ ビ キ チ ン 分 子 を 結 合 す る 。
ユ ビ キ チ ン 結 合 が 継 続 し 、 高 分 子 量 タ ン パ ク 質 複 合 体 が 生 じ る 。 次 い で 、 こ の ポ リ -ユ ビ
キ チ ン 化 産 物 が 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム に よ る 迅 速 な 分 解 の 標 的 と な り 、 同 時 に イ ソ ペ プ チ ダ
ー ゼ に よ っ て 触 媒 さ れ る ユ ビ キ チ ン が 再 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 複 数 の ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 を 有 す る 複 合 体 と し て 最 初 に 記 載 さ れ た に も か か わ ら ず 、 そ の
後 の 研 究 に よ り 、 20Sプ ロ テ ア ソ ー ム の 5つ の 活 性 ： 大 き い 疎 水 性 残 基 の 後 方 を 切 断 す る キ
モ ト リ プ シ ン 様 活 性 ； 塩 基 性 残 基 の 後 方 を 切 断 す る ト リ プ シ ン 様 活 性 ； 酸 性 残 基 の 後 方 を
切 断 す る ポ ス ト グ ル タ ミ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ ； 分 岐 鎖 ア ミ ノ 酸 の 後 方 を 主 に 切 断 す る も の ； お
よ び 小 型 の 中 性 ア ミ ノ 酸 の 後 方 を 切 断 す る も の が 規 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ATPが 存 在 し な い 場 合 に 20Sプ ロ テ ア ソ ー ム と 関 連 す る こ と が で き る 第 2の ア ク チ ベ ー タ
ー は 11Sレ ギ ュ レ ー タ ー と し て 既 知 で あ る 。 純 粋 な PA28ア ク チ ベ ー タ ー は 、 約 50%の 相 同 性
を 有 す る 2つ の 交 互 の サ ブ ユ ニ ッ ト 、 PA28α お よ び PA28β の 複 合 体 で あ る 。 電 子 顕 微 鏡 に
よ る 研 究 に よ り 、 PA28は 、 19S複 合 体 の よ う に 、 両 方 ま た は ど ち ら か の 末 端 に お い て α -リ
ン グ に 結 合 す る こ と に よ っ て 20Sプ ロ テ ア ソ ー ム に キ ャ ッ プ を す る リ ン グ 状 粒 子 で あ る こ
と が 示 さ れ た 。 PA28は 、 MHCク ラ ス I分 子 の 免 疫 系 に 提 示 さ れ る 抗 原 ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ソ
ー ム -触 媒 産 生 を 調 節 す る と い う 所 見 は 、 抗 原 プ ロ セ シ ン グ に お け る こ の ア ク チ ベ ー タ ー
の 細 胞 機 能 を 示 し て い る 。 詳 細 な 総 説 は 、 Schmidお よ び Briand, 1997； Bogyoら , 1997を
参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 に 関 連 す る 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド お
よ び そ れ ら の 断 片 を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 関
連 ポ リ ペ プ チ ド に は 、 ヒ ト 遺 伝 子 変 異 と 遺 伝 子 疾 患 に 関 わ る 情 報 の 統 合 デ ー タ ベ ー ス (Onl
ine Mendelian Inheritance in Man(OMIM)デ ー タ ベ ー ス )に お い て 同 定 さ れ て い る 化 合 物
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が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 そ の 例 に は 、 OMIM第 600307プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ
ニ ッ ト 、 β -型 、 6； Psmb6(Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002798)； 176844 プ ロ テ ア
ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト , α -型 , 5; Psma5 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002790) ; 1
76844 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、 α -型 、 5； Psma5(Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM
_002790)； 177045 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト , β -型 ,9 ; Psmb9 (Genbank ア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 第  NM_002800 お よ び  NM_148954) ; 604030 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、  β -
型 、 7 ; Psmb7 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002799) ; 600654 プ ロ テ ア ソ ー ム  
ア ク チ ベ ー タ ー  サ ブ ユ ニ ッ ト  1 ; Psmel (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_006263) ;
 606223 プ ロ テ ア ソ ー ム  26S サ ブ ユ ニ ッ ト 、  非 ATPase、  2; Psmd2 (Genbank ア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 第  NM_002808) ; 176847 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、 β -型 、  10; PsmblO 
(Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002801) ; 177046 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、  
β -型 、  8; Psmb8 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_004159 お よ び  NM_148919) ; 602
855 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、 α -型 、  6; Psma6 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  N
M_002791) ; 602854 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト , α -型 、  1; Psmal (Genbank ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002786 お よ び NM_ 148976) ; 602161 プ ロ テ ア ソ ー ム  ア ク チ ベ ー タ
ー  サ ブ ユ ニ ッ ト  2; Psme2 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002818) ; 600306 プ ロ
テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、  β -型 、  5; Psmb5 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_00279
7) ; 605129 プ ロ テ ア ソ ー ム  ア ク チ ベ ー タ ー  サ ブ ユ ニ ッ ト  3; Psme3 (Genbank ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_005789) ; 602175 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、 β -型 、  2; Psmb2 
(Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002794) ; 603146 プ ロ テ ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ
ト 、 非 ATPase、  9; Psmd9 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002813) ; 154365 プ ロ テ
ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト 、  ATPase, 2; Psmc2 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_00
2803) ; 604449 プ ロ テ ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト 、 非 ATPase、 11; Psmdll (Genbank ア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002815) ; 606607 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、  α -型 、  7; P
sma7 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002792 お よ び  NM_152255) ; 176843 プ ロ テ ア
ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、 α -型 、  3; Psma3 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002788 お
よ び NM_ 152132) ; 607173 Padl ; (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_005805) ; 60445
0 プ ロ テ ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト 、 非 ATPase、  12; Psmdl2 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 第  NM_002816) ; 602706 プ ロ テ ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト 、  ATPase, 1; Psmcl (G
enbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002802) ; 602708 プ ロ テ ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト
、  ATPase、  6; Psmc6 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002806) ; 186852 プ ロ テ ア
ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト 、  ATPase、  3; Psmc3 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002
804) ; 176842 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、 α -型 、  2; Psma2 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 第  NM_002787) ; 603481 プ ロ テ ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト 、 非 ATPase、  13; Psm
dl3 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002817) ; 603480 プ ロ テ ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ
ニ ッ ト 、 非 ATPase、  10;PsmdlO (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002814) ; 602017 
プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、 β -型 、  1 ; Psmbl (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_0
02793) ; 604452 プ ロ テ ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト 、 非 ATPase、  5; Psmd5 (Genbank ア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_005047) ; 601648 プ ロ テ ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト 、  非 ATPas
e、  4; Psmd4 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002810 お よ び  NM_153822) ; 602177 
プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、  β -型 、  4; Psmb4 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_0
02796) ; 602176 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト 、 β -型 、  3; Psmb3 (Genbank ア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 第  NM_002795) ; 602707 プ ロ テ ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト 、  ATPase、  4; Psm
c4 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_153001 お よ び NM_006503) ；  601681 プ ロ テ ア ソ
ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト 、  ATPase、  5; Psmc5 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_00280
5) ; 157970 プ ロ テ ア ソ ー ム  26s サ ブ ユ ニ ッ ト 、 非 ATPase、  7; Psmd7 (Genbank ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_002811) ; 602163 ユ ビ キ チ ン 結 合 酵 素  E2e 2; Ube2e2 (Genbank ア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  Z44894) ; 605046 ユ ビ キ リ ン (Ubiquilin)　 1 ; Ubqln1 (Genbank 
ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_013438 お よ び  NM_053067) ; 602544 Parkin ; Park2 (Genban
k ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_004562、  NM_013987 お よ び  NM_013988) ; 314370ユ ビ キ チ
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ン 活 性 化 酵 素  1; Ubel (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_003334 お よ び  NM_153280) ;
 300264 ユ ビ キ リ ン (Ubiquilin) 2; Ubqln2 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_013444)
 ; 180470 リ ボ フ ォ リ ン (Ribophorin) I;Rpnl (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_00295
0) ; 191342 ユ ビ キ チ ン カ ル ボ キ シ ル -タ ー ミ ナ ル エ ス テ ラ ー ゼ  LI (Genbank ア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 第  NM_004181) ; 118888 キ モ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ ; Ctrl (Genbank ア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_001907) ; 605532 Smad ユ ビ キ チ ン 化 調 節 因 子  2 (Genbank ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_022739) ; 607119 ダ ブ ル リ ン グ フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 (Double Ring 
Finger Protein) (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_015435) ; 605624　 ア リ ア ド ネ (Ar
iadne)、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ (Drosophila)、 ホ モ ロ グ  Of、  1; Arih1 (Genbank ア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 第  NM_005744) ; 605568 Smad ユ ビ キ チ ン 化 調 節 因 子  1 (Genbank ア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 第  AF199364); 603124 ユ ビ キ チ ン 結 合 酵 素  E2g 2; Ube2g2 (Genbank ア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 第  NM_003343) ; 603091 ユ ビ キ チ ン 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ  12; Uspl2 (Genbank 
ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  AF022789); 602995 ユ ビ キ チ ン 結 合 酵 素  E2 変 種 1;Ube2vl (Genba
nk ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_003349、  NM021988 お よ び  NM-022442) ; 602961 ユ ビ キ チ
ン 結 合 酵 素  E2d 1; Ube2dl (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_003338) ; 602916 ユ ビ
キ チ ン 結 合 酵 素  E2e 1; Ube2el (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_003341) ; お よ び  3
00420 Praja 1; Pjal (Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第  NM_022368)が 挙 げ ら れ 、 そ の 各 々
は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。 Genbankな ど の 同 様 の デ ー タ ベ ー ス を 使 用
し て ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 関 連 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と も で き る 。 ユ ビ キ チ ン -
プ ロ テ ア ソ ー ム 関 連 ポ リ ペ プ チ ド は 、 複 合 体 も し く は 経 路 の 一 部 で あ る 、 ま た は 経 路 の 活
性 も し く は 組 成 物 に 影 響 を 与 え る 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を い う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
II.　 ポ リ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 様 組 成 物
　 本 発 明 の 種 々 の 局 面 に お い て 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 含 む タ ン パ
ク 様 組 成 物 を 、 抗 原 、 抗 体 、 ワ ク チ ン 、 遮 断 剤 、 治 療 剤 と し て ま た は 本 明 細 書 に 記 載 す る
組 成 物 お よ び 方 法 の 成 分 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／
ま た は タ ン パ ク 質 は 単 離 ／ 精 製 さ れ た 組 換 え ま た は 合 成 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／
ま た は タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド は 、 免 疫 原 性 ペ プ チ ド 、 抗 原 も し く は エ ピ ト ー プ
、 ま た は ほ 乳 類 の ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム お よ び そ れ に 関 連 す る 経 路 の 1つ 以 上 の タ ン
パ ク 質 成 分 に 対 す る 抗 体 等 を 含 ん で も よ い 。 こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 ウ サ ギ 、 雌
ウ シ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 ヒ ヒ お よ び ヒ ト を 含 む 種 々 の ほ 乳 類 種 の プ ロ テ ア ソ ー ム タ ン パ ク 質 に
対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る の に 有 用 と な り う る 。 プ ロ テ ア ソ ー ム タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫
応 答 を 誘 発 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド は 避 妊 剤 と し て 有 用 で あ る 。 他 の 態 様 に
お い て 、 抗 体 は 単 離 さ れ て 、 避 妊 ま た は 診 断 組 成 物 に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 原 は 合 成 ペ プ チ ド で あ っ て も
よ い 。 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 、 分 子 工 学 的 手 法 に よ っ て 作 製 さ れ た 組 換 え
ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 本 セ ク シ ョ ン は 、 本 発 明 に 使 用 す る た め の タ ン パ ク 性 組 成 物 を
作 製 す る 際 に 関 係 す る 方 法 お よ び 組 成 物 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
A.　 ポ リ ペ プ チ ド
　 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 1つ 以 上 の タ ン パ ク 質 成 分 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 す
な わ ち 当 業 者 に 既 知 の タ ン パ ク 質 抽 出 技 法 を 使 用 し て 抽 出 し た 天 然 型 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ
て も よ い 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 原 を 同 定 し て 、 ほ 乳 類 を ワ ク チ ン 化 す
る た め の 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 中 で 作 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 変 種 を 作 製 し て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 変 種 は 、 集 団 内 の 天 然 の
変 更 に よ っ て 生 ず る ま た は 他 の 動 物 に 見 ら れ る 相 同 物 で あ っ て も よ い ポ リ ペ プ チ ド の わ ず
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か な 配 列 変 種 で あ っ て も よ い 。 そ れ ら は 、 天 然 に は 生 じ な い が 、 天 然 型 の ポ リ ペ プ チ ド と
同 様 に 機 能 す る お よ び ／ ま た は 天 然 型 の ポ リ ペ プ チ ド と 交 差 反 応 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る
程 度 に 十 分 に 同 様 で あ る 配 列 で あ っ て も よ い 。 配 列 変 種 は 、 Sambrookら 2001に 記 載 さ れ て
い る も の な ど の 標 準 的 な 部 位 特 異 的 突 然 変 異 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 抗 原 性 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ペ プ チ ド の 別 の 合 成 ま た は 組 換 え 変 更 は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム タ
ン パ ク 質 に 天 然 に 見 ら れ る エ ピ ト ー プ 決 定 基 の 反 復 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 部 分 で あ る 。 こ の
よ う な 合 成 ポ リ ペ プ チ ド タ ン パ ク 質 は 、 任 意 の 1つ の プ ロ テ ア ソ ー ム タ ン パ ク 質 エ ピ ト ー
プ の い く つ か の ホ モ マ ー 反 復 か ら 作 製 さ れ て も ； ま た は 同 じ も し く は 異 な る ポ リ ペ プ チ ド
由 来 の 2つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 変 種 は 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 変 種 で あ っ て も よ い 。 欠 失 変
種 は 、 機 能 ま た は 免 疫 原 性 活 性 に 必 須 で な い 未 変 性 の タ ン パ ク 質 の 1つ 以 上 の 残 基 を 欠 損
し て い る 。 別 の 一 般 的 な 種 類 の 欠 失 変 異 は 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 ま た は 細 胞 の 特 定 の 部 分 に
タ ン パ ク 質 を 結 合 さ せ る シ グ ナ ル 配 列 を 欠 損 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 置 換 変 種 は 、 典 型 的 に は 、 タ ン パ ク 質 内 の 1つ 以 上 の 部 位 に お け る 1つ の ア ミ ノ 酸 と 別 の
ア ミ ノ 酸 の 交 換 を 含 み 、 タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 安 定 性 な ど の ポ リ ペ プ チ ド の 1つ 以 上 の
特 性 を 調 節 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 置 換 は 、 好 ま し く は 、 同 類 置 換 で あ り 、 す
な わ ち 、 1つ の ア ミ ノ 酸 が 同 様 の 形 状 お よ び 電 荷 を 有 す る ア ミ ノ 酸 と 交 換 さ れ る 。 同 類 置
換 は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 例 え ば 、 以 下 の 変 更 を 含 む ： ア ラ ニ ン と セ リ ン ； ア
ル ギ ニ ン と リ ジ ン ； ア ス パ ラ ギ ン と グ ル タ ミ ン ま た は ヒ ス チ ジ ン ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル
タ ミ ン 酸 ； シ ス テ イ ン と セ リ ン ； グ ル タ ミ ン と ア ス パ ラ ギ ン ； グ ル タ ミ ン と ア ス パ ラ ギ ン
； グ リ シ ン と プ ロ リ ン ； ヒ ス チ ジ ン と ア ス パ ラ ギ ン ま た は グ ル タ ミ ン ； イ ソ ロ イ シ ン と ロ
イ シ ン ま た は バ リ ン ； ロ イ シ ン と バ リ ン ま た は イ ソ ロ イ シ ン ； リ ジ ン と ア ル ギ ニ ン ； メ チ
オ ニ ン と ロ イ シ ン ま た は イ ソ ロ イ シ ン ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と チ ロ シ ン 、 ロ イ シ ン ま た は メ
チ オ ニ ン ； セ リ ン と ス レ オ ニ ン ； ス レ オ ニ ン と セ リ ン ； ト リ プ ト フ ァ ン と チ ロ シ ン ； チ ロ
シ ン と ト リ プ ト フ ァ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ； お よ び バ リ ン と イ ソ ロ イ シ ン ま た は ロ イ
シ ン 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 挿 入 変 種 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 迅 速 な 精 製 を 可 能 に す る た め に 使 用 さ れ る も の な ど の 融 合
タ ン パ ク 質 を 含 み 、 ポ リ ペ プ チ ド の 相 同 物 で あ る 他 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 由 来
の 配 列 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 含 ん で も よ い 。 例 え ば 、 挿 入 変 種 は 、 1つ の 種 由
来 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 と 、 別 の 種 由 来 の 相 同 ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を 含 ん
で も よ い 。 「 キ メ ラ タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 相 同 ま た は 非 相 同 タ ン パ ク 質 で あ る 2つ
の 異 な る タ ン パ ク 質 由 来 の セ グ メ ン ト を 含 む タ ン パ ク 質 を い う た め に 使 用 さ れ る 。 セ グ メ
ン ト は 天 然 に 隣 接 す る セ グ メ ン ト で な く て も 、 ま た は 任 意 の セ グ メ ン ト が 任 意 の 特 定 の 位
置 も し く は 順 序 を 維 持 し な く て も よ い 。 他 の 挿 入 変 種 は 、 追 加 の ア ミ ノ 酸 が ポ リ ペ プ チ ド
の コ ー ド 配 列 に 導 入 さ れ て い る も の を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら は 、 典 型 的 に は 、 上 記 の 融 合
タ ン パ ク 質 よ り 短 い 挿 入 で あ り 、 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 に 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 主 要 抗 原 決 定 基 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺
伝 子 の 一 部 が 組 換 え 宿 主 に お い て 発 現 さ れ 、 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る
能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 実 験 方 法 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 (PCR)を 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 の C-末 端 の 連 続 す る 長 い 断 片 を 欠 損 す る ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 範 囲 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 作 製 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ れ ら の ペ プ チ ド の 各 々
の 免 疫 原 性 活 性 は 、 こ の 活 性 に 必 須 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 ま た は ド メ イ ン を 同 定 す る 。 次
い で 、 ご く 少 数 の ア ミ ノ 酸 が 各 反 復 に お い て 除 去 ま た は 付 加 さ れ る さ ら に 別 の 実 験 に よ っ
て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 抗 原 性 決 定 基 を 位 置 づ け る こ と が で き る 。 従 っ て 、 熱 安 定 性 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ラ イ マ ー 配 列 を 使 用 す る 多 数 サ イ ク ル
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の 変 性 -再 生 に よ っ て DNAの 特 定 の セ グ メ ン ト を 増 幅 す る 技 法 で あ る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
が 本 発 明 に お い て 考 慮 さ れ る (Mullis, 1990； Mullisら , 1992)。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る た め の 別 の 態 様 は 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 の 使 用 で あ る
。 模 倣 物 は 、 タ ン パ ク 質 の 二 次 構 造 の 要 素 を 模 倣 す る 分 子 で あ る 。 多 数 の タ ン パ ク 質 は 、
折 り た た み 面 の 比 較 的 小 さ い 領 域 に よ っ て 生 物 作 用 を 発 揮 す る の で 、 そ れ ら の 作 用 は 、 生
理 活 性 面 を 保 持 し 、 薬 物 動 態 学 的 ／ 動 力 学 的 特 性 が 改 善 さ れ て い る と 思 わ れ る か な り 小 型
の 設 計 (模 倣 )分 子 に よ っ て 再 現 す る こ と が で き る (Fairlieら , 1998)。 二 次 構 造 (ヘ リ ッ ク
ス 、 タ ー ン 、 ス ト ラ ン ド 、 シ ー ト )の 個 々 の 要 素 を 模 倣 し 、 そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 三 次 構
造 (ヘ リ ッ ク ス バ ン ド ル 、 マ ル チ プ ル ル ー プ 、 ヘ リ ッ ク ス -ル ー プ -ヘ リ ッ ク ス モ チ ー フ )に
集 成 す る 方 法 は 総 説 が 報 告 さ れ て い る (Fairlieら , 1998； Moore, 1994)。 模 倣 ペ プ チ ド を
予 測 し 、 作 製 し 、 改 変 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 米 国 特 許 第 5,933,819号 お よ び 米 国
特 許 第 5,869,451号 (各 々 が 具 体 的 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )に 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 以 下 は 、 同 等 物 ま た は 場 合 に よ っ て は 改 善 さ れ た 第 二 世 代 の 分 子 を 作 製 す る た め に タ ン
パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 を 変 更 す る こ と に 基 づ い た 考 察 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 の
変 更 は 、 以 下 の 実 施 例 に よ り 、 DNA配 列 の コ ド ン を 変 更 す る こ と に よ っ て ま た は 化 学 的 な
ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 例 え ば 、 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 ま た は 基 質 分 子 の 結 合 部 位 な ど の 構 造 の 相 互 作 用 的 な 結 合
能 力 を あ ま り 損 失 し な い で 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 構 造 の あ る ア ミ ノ 酸 を 他 の ア ミ ノ 酸 と
置 換 す る こ と が で き る 。 そ れ は 、 生 物 活 性 を 規 定 す る ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 的 な 能 力 お
よ び 性 質 で あ る の で 、 あ る ア ミ ノ 酸 置 換 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 根 本 的 な DNA内 で 行 う こ と が で き 、 そ れ で も な お 、 同 様 の 特 性 ま た は 改 善 さ れ た 特 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。 表 1は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る コ ド ン
を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の よ う な 変 更 を 行 う 際 に は 、 ア ミ ノ 酸 の 疎 水 性 親 水 性 指 数 を 考 慮 す る こ と が で き る 。
タ ン パ ク 質 に 相 互 作 用 的 な 生 物 機 能 を 与 え る 際 の ア ミ ノ 酸 の 疎 水 性 親 水 性 指 数 の 重 要 性 は
、 一 般 に 、 当 技 術 分 野 に お い て 理 解 さ れ て い る (Kyteお よ び Doolittle, 1982)。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 あ る ア ミ ノ 酸 を 同 様 の 疎 水 性 親 水 性 指 数 ま た は ス コ ア を 有 す る 他 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 置
換 し て も 、 同 様 の 生 物 作 用 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ る こ と が で き る
こ と は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 同 様 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 親 水 性 に 基 づ い て 効 果 的
に 実 施 さ れ う る こ と も 当 技 術 分 野 に お い て 理 解 さ れ て い る 。 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ て い る 米 国 特 許 第 4,554,101号 は 、 隣 接 ア ミ ノ 酸 の 親 水 性 に よ っ て 支 配 さ れ る タ ン
パ ク 質 の 最 も 大 き い 局 所 的 な 平 均 親 水 性 は タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 特 性 に 関 連 す る こ と を 記
載 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 一 般 に 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 置 換 基 の 相 対 的 な 類 似 性 、 例 え ば 、 疎 水 性 、
親 水 性 、 電 荷 、 サ イ ズ 等 に 基 づ い て い る 。 上 記 の 種 々 の 特 徴 を 考 慮 し て い る 例 示 的 な 置 換
は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 以 下 を 含 む ： ア ル ギ ニ ン と リ ジ ン ； グ ル タ ミ ン 酸 と ア ス パ ラ ギ ン
酸 ； セ リ ン と ス レ オ ニ ン ； グ ル タ ミ ン と ア ス パ ラ ギ ン ； お よ び バ リ ン 、 ロ イ シ ン と イ ソ ロ
イ シ ン 等 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 有 用 な ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 1、 2、 4お よ び 6ま た は そ の 断 片 の 1つ 以 上 を 含
む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド は 30以 下 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 含 む
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 本 発 明 の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 1、 2、 4お よ び 6ま た は そ の 断 片 の 1つ 以 上 並
び に 任 意 に 非 プ ロ テ ア ソ ー ム ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 複 合 ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 有 用 な 組 成 物 は 、 本 発 明 の 1つ 以 上 の ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は 融 合 タ ン パ ク 質
を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 お よ び ／ ま た は 他 の 薬 学 的 添 加 剤 成 分 を 合 わ せ て 含 む 。 組
成 物 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す
る こ と が で き る ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は ま た ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 に も 関 係 す る 場 合 も あ る 。 分 子 の N-末 端 を 含 む 断 片 は
、 コ ー ド 領 域 内 の 翻 訳 停 止 部 位 の 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 ポ
リ ペ プ チ ド を プ ロ テ ア ー ゼ と し て 既 知 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 で 処 理 す る と 、 種 々 の N-末 端
、 C-末 端 お よ び 内 部 断 片 を 作 製 す る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は 既 知 の
方 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 断 片 の 例 は 、 長 さ
　
　
　
　
ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 連 続 残 基 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の 断 片 は 、 沈 殿 (例 え ば 、
硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム )、 HPLC、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー (イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む )ま た は 種 々 の サ イ ズ 分 離 (沈
降 、 電 気 泳 動 、 ゲ ル ろ 過 )な ど の 既 知 の 方 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
B.　 合 成 ペ プ チ ド
　 本 発 明 の 種 々 の 態 様 は 、 受 精 能 を 調 節 お よ び ／ ま た は 診 断 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物
に 使 用 す る た め の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 記 載 し て い る 。 い く つ か の 態 様 に お い て
、 動 物 の 受 精 能 を 阻 止 ま た は 低 下 お よ び 検 出 す る 際 に 使 用 す る た め の 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム ま
た は 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 の 作 製 が 考 慮 さ れ て い る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 従 来 技 法 に よ り 溶
液 ま た は 固 相 支 持 体 で も 合 成 す る こ と が で き る 。 種 々 の 自 動 合 成 装 置 が 市 販 さ れ て お り 、
既 知 の プ ロ ト コ ー ル に よ り 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 お の お の 参 照 と し て 本 明 細 書
に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Stewartお よ び Young(1984)； Tamら (1983)； Meerifield(1986)並
び に Baranyお よ び Merrifield(1979)を 参 照 さ れ た い 。 本 明 細 書 に 記 載 す る ペ プ チ ド に 相 当
す る 通 常 約 6か ら 35～ 50ア ミ ノ 酸 の オ ー バ ー ラ ッ プ ペ プ チ ド の 短 い ペ プ チ ド 配 列 ま た は ラ
イ ブ ラ リ ー を 容 易 に 合 成 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド
ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主
細 胞 に 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 発 現 に 好 適 な 条 件 下 に お い て 培 養 す る 組
換 え DNA技 術 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
C.　 融 合 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド
　 特 殊 な 種 類 の 挿 入 変 種 は 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の 分 子 は 、 一 般 に 、 第 1の 分 子 の 全
て ま た は 実 質 的 な 部 分 が 第 2の ポ リ ペ プ チ ド の 全 て ま た は 一 部 の N-末 端 ま た は C-末 端 に 結
合 し て い る 。 例 え ば 、 融 合 は 、 典 型 的 に は 、 異 種 宿 主 に お け る タ ン パ ク 質 の 組 換 え 発 現 を
可 能 に す る た め に 他 種 の リ ー ダ ー 配 列 を 使 用 す る 。 別 の 有 用 な 融 合 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の
精 製 を 容 易 に す る た め に 、 抗 体 エ ピ ト ー プ な ど の 免 疫 学 的 に 活 性 な ド メ イ ン の 追 加 を 含 む
。 融 合 接 合 部 ま た は 接 合 部 付 近 に 切 断 部 位 を 導 入 す る と 、 精 製 後 の 外 来 ポ リ ペ プ チ ド の 除
去 が 容 易 に な る 。 他 の 有 用 な 融 合 に は 、 酵 素 の 活 性 部 位 、 グ リ コ シ ル 化 ド メ イ ン 、 細 胞 標
的 シ グ ナ ル ま た は 膜 貫 通 領 域 な ど の 機 能 的 ド メ イ ン の 結 合 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 他 の 融
合 に は 、 2つ 以 上 の プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 原 の 融 合 が 挙 げ ら れ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 2つ 以 上
の プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 原 が 可 逆 的 ま た は 非 可 逆 的 に 互 い に 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
D.　 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
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　 あ る 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る
。 タ ン パ ク 質 精 製 技 法 は 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 こ れ ら の 技 法 は 、 一 つ の レ ベ ル に お い て 、
ポ リ ペ プ チ ド お よ び 非 ポ リ ペ プ チ ド 分 画 へ の 細 胞 環 境 の 粗 分 画 化 に 関 係 す る 。 ポ リ ペ プ チ
ド を 他 の 分 子 か ら 分 離 し た ら 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 法 お よ び 電 気 泳 動 技 法 を 使 用 し て 関
心 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 精 製 し て 、 部 分 ま た は 完 全 精 製 (ま た は 、 均 質 ま で の 精 製 )
す る こ と が で き る 。 純 粋 な ペ プ チ ド の 作 製 に 特 に 好 適 な 分 析 方 法 は イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 、 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 ； 等 電 点 電 気 泳 動
法 で あ る 。 特 に 効 率 的 な ペ プ チ ド 精 製 方 法 は 高 速 タ ン パ ク 質 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た
は 場 合 に よ っ て は HPLCで あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 精 製 に 使 用 す る の に 好 適 な 種 々 の 技 法 は 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 こ れ ら に は 、
例 え ば 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に よ る 沈 殿 、 PEG、 抗 体 等 ま た は 熱 変 性 後 の 遠 心 分 離 ； イ オ ン
交 換 、 ゲ ル ろ 過 、 逆 相 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
な ど の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 段 階 ； 等 電 点 電 気 泳 動 法 ； ゲ ル 電 気 泳 動 並 び に こ の よ う な 技 法
お よ び 他 の 技 法 の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 に 既 知 で あ る よ う に
、 種 々 の 精 製 段 階 を 実 施 す る 順 序 を 変 更 す る こ と が で き る こ と 、 ま た は あ る 段 階 を 省 略 し
て も 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド の 作 製 に 好 適 な 方 法 に な る こ と が 考
え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の あ る 局 面 は ペ プ チ ド の 精 製 に 関 し 、 特 定 の 態 様 に お い て ペ プ チ ド の 実 質 的 な 精
製 に 関 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 精 製 さ れ た ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン
パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 他 の 成 分 か ら 単 離 可 能 な 組 成 を い う こ と が 意 図 さ れ て お り 、 ペ プ
チ ド は 天 然 に 入 手 可 能 な 状 態 に 対 し て 任 意 の 程 度 ま で 精 製 さ れ る 。 従 っ て 、 精 製 さ れ た タ
ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド は 、 そ れ が 天 然 に 生 じ う る 環 境 を 含 ま な い タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ
チ ド の こ と も い う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 一 般 に 、 「 精 製 さ れ た 」 は 、 種 々 の 他 の 成 分 を 除 去 す る た め に 分 画 化 が 実 施 さ れ て お り
、 実 質 的 に 活 性 を 保 持 す る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 組 成 物 を い う 。 「 実 質 的 に 精 製 さ れ
た 」 と い う 用 語 を 使 用 す る 場 合 に は 、 こ の 意 味 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド が 組 成 物 中
で 約 50%、 約 60%、 約 70%、 約 80%、 約 90%、 約 95%ま た は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
ま た は タ ン パ ク 質 を 構 成 す る な ど の 、 組 成 物 の 主 要 な 成 分 を 形 成 す る 組 成 物 を い う 。 タ ン
パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 精 製 程 度 を 定 量 化 す る 種 々 の 方 法 は 、 本 発 明 の 開 示 内 容 を 考 慮 し
て 当 業 者 に 既 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
E.　 抗 原
　 本 発 明 の 抗 原 は 、 典 型 的 に は 、 ほ 乳 類 の プ ロ テ ア ソ ー ム の 1つ 以 上 の タ ン パ ク 質 成 分 か
ら 単 離 ま た は 誘 導 さ れ 、 総 説 は 、 例 え ば 、 Schmidお よ び Briand, 1997ま た は Bogyoら , 199
7を 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 の 種 々 の 態 様 に お い て 、 動 物 の 受 精 能 を 調 節 す る た め ま た は 受
精 能 の 調 節 に 使 用 す る た め の 抗 体 を 作 製 す る た め に 抗 原 を 動 物 に 投 与 す る 。 特 定 の 態 様 に
お い て 、 本 発 明 に よ る 脊 椎 動 物 の 免 疫 化 は 、 1つ 以 上 の プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ： (a)プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 原 を 同 定 す る 段 階 ； (b)本 明
細 書 に 記 載 す る 抗 原 で 脊 椎 動 物 に 免 疫 応 答 を 形 成 す る 段 階 ； (c)動 物 細 胞 ま た は 免 疫 し た
動 物 か ら 回 収 し た 細 胞 と 不 死 化 癌 細 胞 の 融 合 に よ っ て 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 に
お い て 作 製 さ れ た 抗 体 を 入 手 す る 段 階 と を 含 む プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 作 製 す
る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 免 疫 原 性 で あ る が 、 ワ ク チ ン と し て 必 ず し も 防 御 的 で は な い プ ロ テ ア ソ
ー ム ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 作 製 す る 方 法 に 関 す る 。 例 え ば 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 特 異 的
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抗 体 は 、 受 精 能 の 評 価 、 不 妊 の 診 断 お よ び 検 討 ま た は 抗 体 治 療 に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る
。 抗 原 ま た は 抗 原 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 動 物 を 免 疫 化 す る こ と を 使 用 し て 、 抗
プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 体 を 作 製 す る 他 の 方 法
に お い て 、 同 定 さ れ た 抗 原 は 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を パ ニ ン グ す る た め に 使 用 さ れ て も
よ い 。 こ の 手 法 は イ ン ビ ト ロ に お い て 抗 体 を 単 離 す る た め に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
F.　 抗 体
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 ま た は そ の 任 意 の 部 分 の 成 分 に 免 疫
反 応 性 で あ る 抗 体 組 成 物 を 含 む 。 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 原 は 、 抗 体 お よ び
／ ま た は 抗 体 組 成 物 を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 特 異 的 ま た は 優 先
的 に 、 プ ロ テ ア ソ ー ム も し く は ユ ビ キ チ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー
ム 経 路 の 酵 素 の ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 性 と な り う る 。 例 示 的 な 抗 体 は 、 配 列 番 号 ： 1、 2、 4
お よ び 6に 記 載 す る 配 列 、 そ れ ら の 断 片 、 変 種 も し く は 模 倣 物 ま た は 密 接 に 関 連 す る 配 列
を 有 す る 抗 原 に 反 応 性 の 抗 体 を 含 む プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 成 分 も し く は 関 連 ポ リ ペ プ チ ド
に 反 応 性 の も の を 含 む 。 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ っ て も よ く 、
当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 抗 体 は ま た 1価 ま た は 2価
で あ っ て も よ い 。 抗 体 は 、 種 々 の 生 物 学 的 ま た は 化 学 的 手 段 に よ っ て 分 割 さ れ て も よ い 。
抗 体 の 半 分 は 各 々 1つ の 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き 、 従 っ て 、 1価 と 規 定 さ れ る 。 抗 体 を 作
製 し 、 特 徴 づ け る 手 段 は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る (例 え ば 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に
組 み 入 れ ら れ て い る 、 Harlowお よ び Lane, 1988を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 抗 体 を 作 製 す る た め に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 1つ 以 上 の 抗 原 決 定 基 に 対 応 す る ペ プ
チ ド を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 長 さ 少 な く と も 5ま た は 6
ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 必 要 が あ り 、 好 ま し く は 、 長 さ 約 10、 15、 20、 25ま た は 約 30ア ミ ノ 酸
残 基 で あ り 、 最 高 約 35残 基 ～ 50残 基 ほ ど を 含 ん で も よ い 。 合 成 ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 Appl
ied Biosystems(Foster City, CA)社 製 の も の な ど の 、 自 動 ペ プ チ ド 合 成 機 械 の ほ ぼ 上 限
の 長 さ で あ る 、 長 さ 約 35残 基 で あ る 。 例 え ば 、 組 換 え 手 段 に よ っ て さ ら に 長 い ペ プ チ ド も
作 製 す る こ と が で き る 。 他 の 方 法 に お い て 、 完 全 長 ま た は 実 質 的 に 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド
を 本 発 明 の 抗 体 を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 少 な く と も 1つ 以 上 の 抗 原 決 定 基 を 含 む ペ プ チ ド が 作 製 さ れ た ら 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す
る 抗 血 清 の 作 製 に ペ プ チ ド を 使 用 す る 。 例 え ば 、 PCRク ロ ー ニ ン グ 方 法 を 使 用 す る 標 準 的
な 方 法 に よ っ て 、 こ れ ら の 決 定 基 を コ ー ド す る ミ ニ 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 融 合 を 構 築 し 、 発
現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と も で き る 。 抗 体 形 成 ま た は ワ ク チ ン 化 の た め の ペ プ チ ド 使 用 は
、 典 型 的 に は 、 B型 肝 炎 表 面 抗 原 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン ま た は ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン な ど の 免 疫 原 性 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に ペ プ チ ド を 結 合 す る こ と が 必 要 で あ る 。 こ
の 結 合 を 実 施 す る 方 法 は 、 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト と 同 様 に 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る
。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る 抗 体 は 、 す な わ ち 、 抗 体 に 任 意 の 種 類 の 分 子 を 共 有 結 合 す る こ
と に よ っ て 修 飾 さ れ て い る 誘 導 体 を 含 む 。 例 え ば 、 抗 体 誘 導 体 に は 、 例 え ば 、 グ リ コ シ ル
化 、 ア セ チ ル 化 、 PEG付 化 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 既 知 の 保 護 ／ ブ ロ ッ ク 基 に よ る 誘 導 体
化 、 タ ン パ ク 質 分 解 的 切 断 、 細 胞 リ ガ ン ド (他 の タ ン パ ク 質 )へ の 結 合 等 に よ っ て 修 飾 さ れ
て い る 抗 体 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 数 多 く の 化 学 的 修 飾 の い ず れ か を 既 知 の 技
法 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 ま た 、 誘 導 体 は 1つ 以 上 の 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で
も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ヒ ト に お け る 抗 体 の イ ン ビ ボ に お け る 使 用 お よ び イ ン ビ ト ロ に お け る 検 出 ア ッ セ イ を 含
む い く つ か の 使 用 の た め に は 、 キ メ ラ 、 ヒ ト 化 ま た は ヒ ト 抗 体 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い
場 合 が あ る 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 の 可 変 領 域 と ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
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リ ン 由 来 の 定 常 領 域 を 有 す る 抗 体 な ど の 、 抗 体 の 異 な る 部 分 が 異 な る 動 物 種 ま た は 分 子 由
来 で あ る 分 子 で あ る 。 キ メ ラ 抗 体 を 作 製 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 例 え
ば 、 全 体 の 内 容 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Morrison, 1985； Gillies
ら , 1989； 米 国 特 許 第 5,807,715号 ； 同 第 4,816,567号 お よ び 同 第 4,816,397号 を 参 照 さ れ
た い 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 種 の 1つ 以 上 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)お よ び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 分 子 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 有 す る 望 ま し い 抗 原 に 結 合 す る 非 ヒ ト 種 由 来 の 抗 体 分 子 で
あ る 。 抗 体 は 、 例 え ば 、 全 て 全 体 の 内 容 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 CD
R-グ ラ フ テ ィ ン グ
　
　
　
　
、 ベ ニ ア リ ン グ (veneering)ま た は リ サ ー フ ェ イ シ ン グ (resurfacing)(欧 州 特 許 第 592,106
号 ； 欧 州 特 許 第 519,596号 ； Padlan, 1991； Studnickaら , 1994； Roguskaら , 1994)お よ び
チ ェ ー ン シ ャ フ リ ン グ (米 国 特 許 第 5,565,332号 )を 含 む 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 種 々 の
技 法 を 使 用 し て ヒ ト 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 患 者 の 治 療 的 療 法 に 特 に 望 ま し い 。 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン
配 列 由 来 の 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 上 記 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 方 法 を 含 む 当 技 術 分
野 に お い て 既 知 の 種 々 の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 各 々 全 体 の 内 容 が 参 照 と し
て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、
　
　
　
　
を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ヒ ト 抗 体 は 、 機 能 的 な 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る こ と が で き な い が 、 ヒ ト 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き る 遺 伝 子 組 換 え マ ウ ス を 使 用 し て も 作 製 す る こ と が
で き る 。 ヒ ト 抗 体 を 作 製 す る た め の こ の 技 術 の 概 略 は 、 Lonbergお よ び Huszar, 1995を 参
照 さ れ た い 。 ヒ ト 抗 体 お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の こ の 技 術 並 び に こ
の よ う な 抗 体 を 作 製 す る た め の プ ロ ト コ ー ル の 詳 細 な 考 察 は 、 例 え ば 、 全 体 の 内 容 が 参 照
と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、
　
　
　
　
　
　
を 参 照 さ れ た い 。 ま た 、 Abgenix, Inc.(Freemont、 CA)、 Kirin, Inc.(日 本 )、 Medarex(NJ
)お よ び Genpharm(San Jose、 CA)な ど の 会 社 が 、 上 記 の も の と 同 様 の 技 術 を 使 用 し て 、 選
択 し た 抗 原 に 対 す る ヒ ト 抗 体 を 提 供 す る こ と に 関 与 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 免 疫 原 性 応 答 を 実 質 的 に 全 く 生 じ な い で 、 ほ 乳 類 の 循 環 系 に 注 射 す る
こ と が で き る 組 成 物 を 提 供 す る た め に 、 Davisら (米 国 特 許 第 4,179,337号 )に よ っ て 記 載 さ
れ て い る 方 法 お よ び カ ッ プ リ ン グ 剤 に よ っ て 修 飾 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
III.　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 本 発 明 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 と 、 被 験 者 に お け る 受 精 能 を 調 節 お よ び 診 断
す る た め に こ れ ら の 組 成 物 を 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明
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の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 、 ユ ビ キ チ ン ま た は ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム
経 路 の 関 連 酵 素 に 対 す る 動 物 ま た は 被 験 者 の 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と に 関 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 態 様 に お い て 、 プ ロ テ ア ソ ー ム タ ン パ ク 質 、 モ ノ マ ー ユ ビ キ チ ン ま た は
ユ ビ キ チ ン ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ れ ら の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 提 供 さ れ る
。 プ ロ テ ア ソ ー ム タ ン パ ク 質 は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム の α 1-7お よ び β 1-7サ ブ ユ ニ ッ ト 、 特 に
MECL1サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ペ プ チ ド ま た
は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 に お い て 発
現 す る こ と が で き る 。 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 脊 椎 動 物 に 投
与 し て 、 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 免 疫 反 応 す る 抗 体 を 作 製
す る た め の プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 原 と し て 使 用 す る た め に 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 は 、 任 意 の 特 定 の ほ 乳 類 の プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド
に 範 囲 が 限 定 さ れ な い 。 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 核 酸 を 使 用 し て 、 他 の ほ 乳 類 に お
い て 関 連 す る 相 同 物 を 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 本 明 細
書 に 開 示 さ れ て い る 特 定 の 核 酸 に 限 定 さ れ な い こ と が 明 ら か に さ れ る べ き で あ る 。 以 下 に
考 察 す る よ う に 、 特 定 の 「 プ ロ テ ア ソ ー ム タ ン パ ク 質 」 遺 伝 子 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断
片 は 、 種 々 の 異 な る 塩 基 を 含 有 し 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 機 能 的 に 識 別
で き な い 、 お よ び 場 合 に よ っ て は 、 構 造 的 に 識 別 で き な い 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す
る こ と が で き る 。 種 々 の 動 物 由 来 の 種 々 の プ ロ テ ア ソ ー ム ま た は ユ ビ キ チ ン 配 列 の 核 酸 配
列 は GenBankお よ び 他 の 公 的 な デ ー タ ベ ー ス に お い て 見 つ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
A.　 ペ プ チ ド ま た は 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 脊 椎 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る
お よ び 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム ま た は 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 を 作 製 す る た め の 抗 原 と し て 使 用 す る た
め の 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 考 慮 さ れ る 。 あ る 例 に お い て 、
ワ ク チ ン と し て 使 用 す る ま た は 受 動 免 疫 の た め の 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 体 を 作 製 す る 際 に 使
用 す る 特 定 の 抗 原 性 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド す る プ ロ テ ア ソ ー ム ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム
タ ン パ ク 質 全 体 ま た は 任 意 の 他 の 断 片 を コ ー ド し て も よ い 。 核 酸 は 、 特 定 の 生 物 の PCR増
幅 DNAか ら 誘 導 す る こ と が で き る 。 し か し 、 他 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 ゲ ノ ム DNA、 相 補
的 DNA(cDNA)ま た は 合 成 DNAを 含 ん で も よ い 。 タ ン パ ク 質 は 、 ワ ク チ ン に 使 用 す る た め 、 ま
た は 抗 体 を 単 離 す る 方 法 に 使 用 す る た め に 指 定 さ れ た 配 列 か ら 誘 導 す る こ と が で き る 。 抗
原 性 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る た め に 、 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 遺 伝 子 ま た は 対 応 す る cDNAを 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 cDNA」 と い う 用 語 は 、 鋳 型 と し て メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA(mRNA)を 使 用 し て 作 製 さ れ る DNA
を い う こ と が 意 図 さ れ て い る 。 ゲ ノ ム DNA鋳 型 ま た は 非 プ ロ セ ッ シ ン グ も し く は 部 分 プ ロ
セ ッ シ ン グ RNA鋳 型 か ら 増 幅 ま た は 合 成 さ れ る DNAと 違 っ て 、 cDNAを 使 用 す る 利 点 は 、 cDNA
は 、 主 に 、 対 応 す る タ ン パ ク 質 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (ORF)を 含 む コ ー ド 配 列
を 含 む と い う こ と で あ る 。 非 コ ー ド 領 域 が 最 適 な 発 現 に 必 要 と さ れ る 場 合 な ど の 、 完 全 長
ま た は 部 分 的 な ゲ ノ ム 配 列 が 好 ま し い 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 所 定 の 動 物 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 わ ず か に 異 な る 核 酸 配 列
を 有 す る が 、 そ れ で も な お 、 同 じ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 変 種 に よ っ て 提 供 さ れ
て も よ い (以 下 の 表 1を 参 照 さ れ た い )。 ま た 、 異 な る 核 酸 配 列 を 生 じ る が 、 同 じ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 別 の コ ド ン を 使 用 し て 、 動 物 の 所 定 の プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ペ プ チ ド を 作
製 す る こ と が で き る こ と が 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 願 に お い て 使 用 す る 「 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 」 と い う 用
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語 は 、 細 胞 の 総 核 酸 を 含 ま な い 単 離 さ れ て い る 核 酸 分 子 を い う 。 「 機 能 的 に 同 等 な コ ド ン
」 と い う 用 語 は 、 ア ル ギ ニ ン ま た は セ リ ン の 6つ の コ ド ン (表 1、 以 下 )な ど の 同 じ ア ミ ノ 酸
を コ ー ド す る コ ド ン を い う た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ 、 ま た 以 下 の ペ ー ジ に 考 察 す
る よ う に 、 生 物 学 的 に 同 等 な ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る コ ド ン も い う 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 を 考 慮 す る と 、 配 列 は 、 所 定 の プ ロ テ ア ソ ー ム 遺 伝 子 ま た は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 約 50%、 通 常 少 な く と も 約 6
0%、 さ ら に 通 常 約 70%、 最 も 通 常 に は 約 80%、 好 ま し く は 少 な く と も 約 90%、 お よ び 最 も 好
ま し く は 約 95%を 有 す る プ ロ テ ア ソ ー ム 遺 伝 子 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 記 載 さ れ て い る
も の と 本 質 的 に 同 じ で あ る と 考 え ら れ る 。 プ ロ テ ア ソ ー ム 遺 伝 子 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 記 載 さ れ て い る も の と 本 質 的 に 同 じ で あ る 配 列 は ま た 、 標 準 的 な 条 件 に お い て プ ロ テ ア
ソ ー ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 鎖 を 含 む 核 酸 セ グ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ
と が で き る 配 列 と し て 機 能 的 に 規 定 す る こ と も で き る 。 密 接 に 関 連 す る 配 列 と い う 用 語 は
、 実 質 的 な 配 列 の 類 似 性 を 有 す る 配 列 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 す る も の と 同 様 の 抗 原 応 答 を
実 施 ま た は 誘 発 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を い う 。 密 接 に 関 連 す る 配 列 と い う 用 語
は 、 比 較 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド と 最 小 ま た は 50%の 類 似 性 を 有 す
る 配 列 を い う た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の DNAセ グ メ ン ト は 、 上 記 の よ う に 、 生 物 学 的 に 機 能 的 な 同 等 な プ ロ テ ア ソ ー ム
タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の を 含 む 。 こ の よ う な 配 列 は 、 核 酸 配 列 内 に 天
然 に 生 じ る こ と が 既 知 の コ ド ン 冗 長 性 お よ び ア ミ ノ 酸 の 機 能 的 同 等 性 の 結 果 並 び に こ の よ
う に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と し て 生 じ う る 。 ま た は 、 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 ま た は
ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 構 造 の 変 更 が 、 交 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 特 性 の 考 慮 に 基 づ い て 工 作
す る こ と が で き る 組 換 え DNA技 術 の 適 用 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 変 更 は 、 以 下 に
記 載 す る よ う に 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 技 法 の 適 用 に よ っ て 工 作 し て も 、 ま た は 無 作 為 に 導
入 し て 、 望 ま し い 機 能 に つ い て 後 に ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 当 然 の こ と な が ら 、 本 発 明 は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に 相 補 的 で あ る
ま た は 本 質 的 に 相 補 的 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 含 む 。 「 相 補 的 」 で あ る 核 酸 配 列 は 、
標 準 的 な ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク 相 補 則 に よ り 塩 基 対 形 成 す る こ と が で き る も の で あ る 。 本 明
細 書 に お い て 使 用 す る 「 相 補 的 な 配 列 」 と い う 用 語 は 、 上 記 と 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 比 較 に よ
っ て 評 価 す る と き 、 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 す る も の な ど の 比 較 的 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 に お い て 、 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 セ グ メ ン ト と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン す る こ と が で き る と 規 定 す る と き 、 実 質 的 に 相 補 的 で あ る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ま た は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン セ グ メ ン ト は 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い
。 長 さ 17塩 基 の 配 列 が ヒ ト ゲ ノ ム に お い て 1回 だ け 生 じ る は ず で あ る の で 、 独 自 の 標 的 配
列 を 指 定 す る の に 十 分 で あ る 。 短 い オ リ ゴ マ ー は 作 製 が 容 易 で あ り 、 イ ン ビ ボ に お け る ア
ク セ ス し や す さ を 高 め る が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 特 異 性 の 決 定 に は 数 多 く の 他 の 因
子 が 関 与 す る 。 相 補 的 な 標 的 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 結 合 親 和 性 お よ び 配 列 特 異 性 は 共
に 長 さ の 増 加 と 共 に 増 加 す る 。
　
　
　
　
ま た は そ れ 以 上 の 塩 基 対 の 例 示 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 使 用 さ れ る こ と が 考 慮 さ れ る が
、 他 も 考 慮 さ れ る 。 250、 500、 1000、 1212、 1500、 2000、 2500、 3000ま た は 3500塩 基 お よ
び そ れ 以 上 の 塩 基 を コ ー ド す る 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 考 慮 さ れ る 。 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は 、 例 え ば 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び ノ ー
ザ ン ブ ロ ッ ト の プ ロ ー ブ と し て 、 並 び に 増 幅 反 応 の プ ラ イ マ ー と し て 、 ま た は ワ ク チ ン の
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た め の 用 途 を 見 出 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
（ 表 １ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 C.　 非 細 菌 的 に 増 幅 し た 核 酸
　 本 発 明 の 核 酸 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 化 学 的 合 成 ま た は 酵 素 的 作 製 な ど の
当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 技 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 1つ
以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。 種 々 の 異 な
る 機 序 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 が 、 例 え ば 、 各 々 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て
い る 、
　
　
　
　
に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 酵 素 的 に 作 製 さ れ る 核 酸 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 限 定 す る も の で は な い 例 は 、 PCR(商
標 )な ど の 増 幅 反 応 に お い て 酵 素 に よ っ て 作 製 さ れ る も の (例 え ば 、 各 々 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 米 国 特 許 第 4,683,202号 お よ び 米 国 特 許 第 4,682,195号 を 参 照 さ
れ た い )ま た は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 米 国 特 許 第 5,645,897号 に 記 載 さ
れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 に よ っ て 作 製 さ れ る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 核 酸 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 の 別 の 方 法 は 、 全 体 の 内 容 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ て い る 、 欧 州 特 許 第 320 308号 に 開 示 さ れ て い る リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (「 LCR」 )で
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あ る 。 米 国 特 許 第 4,883,750号 は 、 標 的 配 列 に プ ロ ー ブ 塩 基 対 を 結 合 す る た め の 、 LCRに 類
似 し た 方 法 を 記 載 し て い る 。 結 果 と し て 得 ら れ る 「 ジ -オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 配 列 を 有
し 、 そ れ に よ っ て ジ -オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 核 酸 の 存 在 下 に お け る 2つ (ま た は 2つ
以 上 )の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に 基 づ い た 方 法 も 本 発 明 の 増 幅 段 階 に 使 用
す る こ と が で き る 。 Wuら , (1989)は 、 全 体 の 内 容 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
D.　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 送 達
　 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 真 核 細 胞 に お い て 機 能 す る こ と が で き る プ ロ モ ー タ ー の 制
御 下 に お い て プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド セ グ メ ン ト を 含 む
発 現 構 築 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の あ る 局 面 に お け る 一 般 的 な 方 法 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 、
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 を 細 胞 に 提 供 し 、 そ れ に よ っ て
細 胞 に お い て 抗 原 性 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に す る こ と で
あ る 。 発 現 構 築 物 の 送 達 後 、 発 現 構 築 物 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド
ま た は ペ プ チ ド 断 片 は 、 細 胞 の 転 写 お よ び 翻 訳 機 構 に よ っ て 合 成 さ れ る 。 種 々 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 送 達 組 成 物 お よ び 方 法 が 既 知 で あ る (各 々 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て
い る 、 Sambrookら , 2001； Liuお よ び Huang, 2002； Ravidら , 1998； Balickiお よ び Beutle
r, 2002を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ウ イ ル ス お よ び 非 ウ イ ル ス 送 達 シ ス テ ム は 、 抗 原 性 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ
プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 の 送 達 の た め の 種 々 の 送 達 シ ス テ ム の う ち の 2つ で あ
る 。 両 方 の 種 類 の 送 達 系 が 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 以 下 に 簡 単 に 記 載 す る 。 遺 伝
子 に よ る 免 疫 化 の た め に 発 現 構 築 物 の 送 達 に 使 用 さ れ る 主 な 方 法 も 2つ あ る ； 間 接 的 な エ
ク ス ビ ボ 方 法 ま た は 直 接 的 な イ ン ビ ボ 方 法 。 エ ク ス ビ ボ 遺 伝 子 導 入 は 、 培 養 中 の (宿 主 )細
胞 の ベ ク タ ー 改 変 お よ び ベ ク タ ー で 改 変 し た 細 胞 の 被 験 者 へ の 投 与 ま た は 移 植 を 含 む 。 イ
ン ビ ボ に お け る 遺 伝 子 導 入 は 、 免 疫 化 対 象 被 験 者 へ の ワ ク チ ン ベ ク タ ー の 直 接 導 入 を 含 む
。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 種 々 の 態 様 に お い て 、 発 現 さ れ る 核 酸 は 、 典 型 的 に は 、 遺 伝 子 発 現 成 分 の 完 全 な セ ッ ト
(プ ロ モ ー タ ー 、 コ ー ド 配 列 お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー )を 含 む 、 直 鎖 状 発 現 要 素 (「 LEE」 )お
よ び ／ ま た は 環 状 発 現 要 素 (「 CEE」 )に 関 連 し て も よ い 。 こ れ ら の LEEお よ び CEEは 細 胞 ま
た は 無 傷 の 生 物 に 直 接 導 入 さ れ て 、 発 現 さ れ て 、 標 準 的 な 高 次 コ イ ル 複 製 プ ラ ス ミ ド に よ
る も の に 匹 敵 す る 発 現 レ ベ ル を 生 じ る こ と が で き る (Sykesお よ び Johnston, 1999)。
【 ０ ０ ８ ２ 】
1.　 非 ウ イ ル ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 送 達
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 構 築 物 は 、 組 換 え に よ っ て 作 製 さ れ る
DNAプ ラ ス ミ ド ま た は イ ン ビ ト ロ に お い て 作 製 さ れ る DNAを 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 種 々 の
態 様 に お い て 、 例 え ば 、 プ ロ テ ア ソ ー ム ま た は ユ ビ キ チ ン ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 構
築 物 は 、 注 射 お よ び ／ ま た は 微 粒 子 銃 (例 え ば 、 遺 伝 子 銃 )に よ っ て 生 物 ま た は 被 験 者 に 投
与 さ れ る (Kleinら , 1987お よ び Sanfordら , 1991)。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 投 与 は 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 皮 下 、 皮 内 ま た は 腹 腔 内 注 射 に よ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の プ ロ テ ア ソ ー ム ま た は 同 様 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 構 築 物 の 導 入 は 、 細
胞 膜 を 物 理 的 ま た は 化 学 的 に 透 過 性 に す る 方 法 の い ず れ か (例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈
殿 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 直 接 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 DNA
負 荷 リ ポ ソ ー ム お よ び リ ポ フ ェ ク タ ミ ン DNA複 合 体 、 細 胞 の 超 音 波 処 理 、 高 速 微 粒 子 を 使
用 す る 遺 伝 子 銃 並 び に 受 容 体 媒 介 性 形 質 移 入 )に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 あ る 態 様
に お い て 、 脂 質 製 剤 お よ び ／ ま た は ナ ノ カ プ セ ル の 使 用 が 、 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ペ プ チ ド ま た は プ ロ テ ア ソ ー ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ
ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る た め に 考 慮 さ れ る (各 々 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ
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て い る 、 Banghamら (1965)、 Gregoriadis(1979)、 Deamerお よ び Uster(1983)、 Szokaお よ び
Papahadjopoulos(1978)、 Nicolauら , 1987お よ び Wattら , 1986の 例 示 的 な 方 法 お よ び 組 成
物 を 参 照 さ れ た い )。 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 発 現 構 築 物 は 、 単 純 に 、 裸 の (naked)組
換 え DNA、 発 現 カ セ ッ ト ま た は プ ラ ス ミ ド か ら な っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
2.　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 免 疫 応 答 を 与 え る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド は ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て 送 達 す る こ と が で き る こ と が 考 慮 さ れ る 。 特
定 の 態 様 に お い て 、 免 疫 応 答 は プ ロ テ ア ソ ー ム ま た は ユ ビ キ チ ン ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ
チ ド で あ っ て も よ い 。 細 胞 に 効 率 的 に 感 染 し て 侵 入 し 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム に 組 込 み 、 ウ イ ル
ス 遺 伝 子 を 安 定 し て 発 現 す る あ る 種 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 能 力 に よ っ て 、 数 多 く の 異 な る
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 が 開 発 さ れ 、 適 用 さ れ て い る (Robbinsら , 1998)。 ウ イ ル ス シ ス テ ム
は 、 現 在 、 エ ク ス ビ ボ お よ び イ ン ビ ボ に お け る 遺 伝 子 導 入 の た め の ベ ク タ ー と し て 使 用 す
る た め に 開 発 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ
ル ス お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 現 在 、 癌 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 ゴ ー シ ェ 病 、 腎 疾
患 お よ び 関 節 炎 の 治 療 の た め に 評 価 さ れ て い る (Robbinsお よ び Ghivizzani, 1998； Imaiら
, 1998； 米 国 特 許 第 5,670,488号 )。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 ア デ ノ ウ イ ル ス (各 々 具 体 的 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ て い る 、 米 国 特 許 第 6,383,795号 、 同 第 6,328,958号 お よ び 同 第 6,287,571号 )、 レ ト ロ ウ
イ ル ス (各 々 具 体 的 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 米 国 特 許 第 5,955,331号
； 同 第 5,888,502号 、 同 第 5,830,725号 )、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (各 々 具 体 的 に 参 照 と し て
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 米 国 特 許 第 5,879,934号 ； 同 第 5,851,826号 )、 ア デ ノ 随
伴 ウ イ ル ス (AAV)、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ； 例 え ば 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス (Gnantら ,1999a； Gna
ntら , 1999b)、 α ウ イ ル ス ； 例 え ば 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス 、 セ ム リ キ 森 林 熱 ウ イ ル ス (Lun
dstorm, 1999)、 レ ト ロ ウ イ ル ス (Coffeyら , 1998)お よ び イ ン フ ル エ ン ザ Aウ イ ル ス (Neuma
nnら , 1999)、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ／ レ ト ロ ウ イ ル ス キ メ ラ ベ ク タ ー (Holzerら , 1999)、 ア
デ ノ ウ イ ル ス ／ レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Fengら , 1997； Bilbaoら , 1997； Caplenら , 199
9)お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス ／ ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Fisherら , 1996； 米 国 特 許 第 5,8
71,982号 )発 現 ベ ク タ ー が 発 現 構 築 物 の 送 達 の た め に 考 慮 さ れ る 。 「 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ
ー 」 は 、 (a)構 築 物 の パ ッ ケ ー ジ ン グ を 支 持 し 、 (b)ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 組 織 ま た は 細
胞 特 異 的 構 築 物 を 最 終 的 に 発 現 す る の に 十 分 な ウ イ ル ス 配 列 を 含 む よ う な 構 築 物 を 含 む こ
と を 意 味 し て い る 。 ウ イ ル ス の 増 殖 お よ び 操 作 は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
E.　 発 現 ベ ク タ ー
　 プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 遺 伝 的 免 疫 化 ベ ク タ ー ま た
は 任 意 の 他 の 好 適 な 発 現 構 築 物 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー は 、 真 核 細 胞
に お い て 機 能 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 CMVプ ロ モ ー タ ー ま た は 任 意 の 他 の 好 適 な プ
ロ モ ー タ ー を 含 む こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 筋 肉 内 注 射
、 皮 内 注 射 ま た は 表 皮 注 射 ま た は 微 粒 子 銃 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 静 脈 内 、 皮 下 、 病 巣 内 、 腹 腔 内 、 経 口 、 他 の 粘 膜 ま た は 吸 入 投 与 経 路 に よ っ て も
投 与 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 具 体 的 な 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 投 与 は 、 少 な く と も
0.005μ g～ 5.0μ gの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 表 皮 注 射 ／ 微 粒 子 銃 に よ っ て も よ い 。 い く つ か の
例 に お い て 、 第 1の 投 与 後 少 な く と も 約 2週 間 以 上 経 過 し て か ら 、 第 2の 投 与 、 例 え ば 、 筋
肉 内 注 射 お よ び ／ ま た は 表 皮 注 射 を 実 施 し て も よ い 。 こ れ ら の 方 法 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 レ ト ロ
ウ イ ル ス ま た は ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る が 、 必 ず し も 必 要 は な い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ま
た は 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 他 の 方 法 に お い て も 投 与 す る こ と が で き る 。 1つ 以 上 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 1つ 以 上 の 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま せ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】
　 発 現 に 好 適 な ベ ク タ ー は 既 知 で あ り 、 細 菌 発 現 ベ ク タ ー 、 酵 母 発 現 ベ ク タ ー お よ び バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 宿 主 細 胞 が 好 適 な 条 件 下 で 培 養
さ れ る と 、 プ ロ テ ア ソ ー ム ペ プ チ ド は 宿 主 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 。 宿 主 細 胞 は 、 カ イ コ 幼 虫
、 CHO細 胞 、 大 腸 菌 (E.coli)お よ び 酵 母 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る ペ プ チ ド の 回 収 方 法 は 既 知 で あ る 。 ベ ク タ ー 、 宿 主 、 ベ ク
タ ー を 発 現 す る 方 法 お よ び ペ プ チ ド を 回 収 す る 方 法 は 既 知 で あ る (例 え ば 、 Sambrookら , 2
001お よ び O'Reilleyら , 1994)。
【 ０ ０ ８ ８ 】
IV.　 免 疫 化
　 プ ロ テ ア ソ ー ム お よ び ユ ビ キ チ ン ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 種 々 の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 免 疫 応 答 を 誘
発 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の プ ロ テ ア ソ ー ム ま た は ユ ビ キ チ ン ペ プ チ ド 由 来 の 免 疫 原 性
ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム ま た は 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 を そ れ ぞ れ 誘 導 す る
た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 1つ 以 上 の プ ロ テ ア ソ ー ム エ ピ ト ー プ を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質
を 、 非 プ ロ テ ア ソ ー ム 免 疫 原 と 共 に ま た は 伴 わ な い で 、 例 え ば 、 注 射 に よ っ て 動 物 に 投 与
す る 。 免 疫 原 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 送 達 し て も よ い 。 投 与 経
過 は 、 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 体 価 を 誘 導 す る た め の 必 要 性 に 応 じ て 、 1回 ま た は 多 数 回 の 追
加 投 与 で あ っ て も よ い 。 従 っ て 、 十 分 な 抗 体 価 を 保 持 す る 必 要 性 に 応 じ て 、 維 持 投 与 を 実
施 し て も よ い 。 本 発 明 の ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン の 適 当 な 用 量 お よ び 免
疫 法 は 、 本 明 細 書 お よ び 以 下 の 実 施 例 に 提 供 さ れ て い る 情 報 を 利 用 し て 、 当 業 者 が 決 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ワ ク チ ン 化 ／ 免 疫 化 の 概 念 は 、 免 疫 系 の 2つ の 基 本 的 な 特 徴 、 す な わ ち 免 疫 系 成 分 の 特
異 性 お よ び 記 憶 に 基 づ い て い る 。 ワ ク チ ン 化 ／ 免 疫 化 は 、 被 験 者 に 投 与 し た 抗 原 に 特 異 的
に 向 か う 応 答 を 開 始 す る 。 さ ら に 、 メ モ リ ー Bお よ び Tリ ン パ 球 集 団 が 誘 導 さ れ う る 。 抗 原
に 再 度 接 触 す る と 、 免 疫 系 は さ ら に 迅 速 に 且 つ さ ら に よ り 激 し く 応 答 を 開 始 し 、 そ れ に よ
っ て ワ ク チ ン 化 ／ 免 疫 化 し た 被 験 者 に 抗 原 に 対 す る 免 疫 学 的 防 御 を 与 え る 。 同 じ 抗 原 も し
く は 異 な る 抗 原 を 被 験 者 に 反 復 投 与 す る こ と に よ っ て ま た は 被 験 者 に ワ ク チ ン 組 成 物 を 追
加 免 疫 投 与 す る こ と に よ っ て 免 疫 応 答 を 増 強 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ワ ク チ ン 化 は 、 抗 原 の 全 て ま た は 一 部 を 投 与 す る こ と に よ る 、 能 動 的 に 獲 得 さ れ る 免 疫
の 人 工 的 な 誘 導 で あ る 。 能 動 的 に 獲 得 さ れ る 免 疫 以 外 に 、 受 動 免 疫 方 法 を 使 用 し て 被 験 者
に 治 療 的 恩 恵 を 提 供 す る こ と も で き る 、 以 下 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 特 に 、 DNA免 疫 化 と し て も 既 知 の 遺 伝 的 ワ ク チ ン 化 は 、 抗 原 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー
を イ ン ビ ボ 、 イ ン ビ ト ロ ま た は エ ク ス ビ ボ に お い て 投 与 し て 、 適 当 な 生 物 、 組 織 、 細 胞 ま
た は 標 的 細 胞 内 に 適 切 に 折 り た た ま れ た 抗 原 の 産 生 を 誘 導 す る こ と に 関 係 す る 。 発 現 さ れ
た タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド は 、 典 型 的 に は 、 正 常 な 細 胞 の 主 要 組 織 適 合 性 (MHC)抗 原 複
合 体 と 共 に 、 形 質 移 入 し た 細 胞 の 細 胞 表 面 で 提 示 さ れ る 。 MHC抗 原 と 関 連 し た こ れ ら の 抗
原 決 定 基 の 提 示 は 、 決 定 基 に 特 異 的 な 細 胞 障 害 性 T-リ ン パ 球 ク ロ ー ン の 増 殖 を 誘 発 す る こ
と を 意 図 し て い る 。 さ ら に 、 発 現 中 の 形 質 移 入 細 胞 に よ っ て 放 出 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 抗
原 提 示 細 胞 に よ っ て ピ ッ ク ア ッ プ 、 内 部 移 行 ま た は 発 現 さ れ て 、 全 身 の 液 性 抗 体 応 答 を 誘
発 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ワ ク チ ン は 、 非 病 原 性 で 、 ワ ク チ ン 化 に 使 用 す る の に 好 適 で あ る よ う に 改 変 さ れ て い る
免 疫 原 性 物 質 の 全 て も し く は 一 部 ま た は そ れ ら の 模 倣 物 由 来 の 抗 原 を 含 む 組 成 物 で あ る 。
ワ ク チ ン の 種 類 に は 、 遺 伝 子 ワ ク チ ン 、 ビ ロ ソ ー ム 、 弱 毒 化 ま た は 不 活 性 化 し た 生 物 体 そ
の も の を 使 用 し た ワ ク チ ン 、 組 換 え タ ン パ ク 質 ワ ク チ ン 、 結 合 ワ ク チ ン 、 遺 伝 子 組 換 え 植
物 ワ ク チ ン 、 ト キ ソ イ ド ワ ク チ ン 、 精 製 サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン 、 遺 伝 子 組 換 え 複 合 ワ ク チ
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ン 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ ワ ク チ ン お よ び 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 他 の ワ ク チ ン が 挙 げ ら れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 免 疫 応 答 は 能 動 ま た は 受 動 免 疫 応 答 で あ っ て も よ い 。 能 動 免 疫 は 、 生 体 が 種 々 の 抗 原 に
接 触 す る と 形 成 す る 。 そ れ は 、 典 型 的 に は 、 Bま た は Tリ ン パ 球 に 関 係 す る 。 Bリ ン パ 球 (B
細 胞 と も 呼 ば れ る )は 抗 体 を 産 生 す る 。 抗 体 は 特 異 的 な 抗 原 に 結 合 し て 、 貪 食 細 胞 が 抗 原
を 破 壊 し や す く す る 。 典 型 的 に は 、 Tリ ン パ 球 (T細 胞 )が 抗 原 を 直 接 攻 撃 し て 、 免 疫 応 答 に
対 し て あ る 種 の コ ン ト ロ ー ル を 提 供 す る こ と が で き る 。 特 定 の 抗 原 ま た は 抗 原 種 に 特 異 的
な B細 胞 お よ び T細 胞 が 発 生 す る 。 受 動 免 疫 化 は 、 抗 原 に 結 合 す る 事 前 に 形 成 さ れ た 抗 体 ま
た は 他 の 結 合 物 質 の 投 与 を い う 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 あ る 場 合 で は 、 免 疫 応 答 は 養 子 免 疫 治 療 の 結 果 で あ っ て も よ い 。 養 子 免 疫 治 療 で は 、 リ
ン パ 球 を 被 験 者 か ら 入 手 し 、 抗 原 組 成 物 と 接 触 ま た は 抗 原 組 成 物 で 標 識 (pulsed)す る 。 例
示 的 な 方 法 ま た は 組 成 物 は 、
　
　
　
を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 原 ま た は プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 原 、 ユ ビ キ チ ン 抗 原 も し く は ユ
ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 に お い て 活 性 な 酵 素 由 来 の 抗 原 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 抗 原 組 成 物 を 被 験 者 に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 被 験 者 を 免 疫 化 、 治 療 ま た は
ワ ク チ ン 化 す る 方 法 を 含 む 。 抗 原 組 成 物 は 、 核 酸 ； ポ リ ペ プ チ ド ； プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 原 を
発 現 し て も よ い ウ イ ル ス 、 細 菌 、 真 菌 ま た は 寄 生 虫 な ど の 弱 毒 化 病 原 体 ； プ ロ テ ア ソ ー ム
抗 原 を 発 現 す る 原 核 細 胞 ； プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 原 を 発 現 す る 真 核 細 胞 ； ビ ロ ソ ー ム 等 ま た は
そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 抗 原 組 成 物 」 は 、 典 型
的 に は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 製 剤 中 に 抗 原 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 抗 原 は 、 特 に 、 抗 原 に 反 応 性 の 特 異 的 な 抗 体 ま た は 細 胞 種 の 形 態 の 、 生 物 が 免 疫 応 答 を
誘 発 す る 任 意 の 基 質 、 分 子 ま た は 基 質 を コ ー ド す る 分 子 を い う 。 抗 原 組 成 物 は 、 本 明 細 書
に 記 載 す る ア ジ ュ バ ン ト 、 免 疫 調 節 物 質 、 ワ ク チ ン 基 剤 お よ び ／ ま た は 他 の 賦 形 剤 を さ ら
に 含 ん で も よ く 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る (例 え ば 、 Remington's Pharmaceutical 
Scienceを 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 抗 原 ま た は 抗 原 組 成 物 を 被 験 者 に 導 入 す る 種 々 の 方 法 が 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る
。 ワ ク チ ン 化 方 法 に は 、 DNAワ ク チ ン ま た は 遺 伝 子 免 疫 化 (例 え ば 、 各 々 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、
　
　
　
を 参 照 さ れ た い )、 遺 伝 子 組 換 え 食 用 植 物 ワ ク チ ン (例 え ば 、 各 々 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ て い る
　
　
　
　
を 参 照 さ れ た い )、 経 皮 的 免 疫 化 (各 々 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Glenn
ら , 1999お よ び 米 国 特 許 第 5,980,898号 )、 経 鼻 的 ま た は 粘 膜 免 疫 化 (例 え ば 、 各 々 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 米 国 特 許 第 4,512,972号 、 同 第 5,429,599号 、 同 第 5,
707,644号 、 同 第 5,942,242号 を 参 照 さ れ た い )； ビ ロ ソ ー ム (各 々 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組
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み 入 れ ら れ て い る 、
　
　
　
　
)、 生 ベ ク タ ー 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 抗 原 送 達 方 法 は 1つ 以 上 の ワ ク
チ ン 法 と 組 合 わ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 抗 原 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 原 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ワ ク チ ン は 、 免 疫
応 答 を 刺 激 す る た め に 種 々 の 状 況 に お い て 抗 原 を 提 示 す る こ と が で き る 。 種 々 の ワ ク チ ン
状 況 の い く つ か は 弱 毒 化 病 原 体 、 不 活 性 化 病 原 体 、 ト キ ソ イ ド 、 結 合 物 、 組 換 え ベ ク タ ー
等 を 含 む 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 種 々 の ワ ク チ ン 組 成 物 に よ っ て 発 現 さ れ て も ま た は
種 々 の ワ ク チ ン 組 成 物 に 結 合 し て も よ い 。 種 々 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 抗 原 ま た は 抗 原 を コ
ー ド す る 分 子 を 産 生 ま た は 発 現 す る 細 胞 に 、 抗 原 を 直 接 提 供 し て も ま た は 抗 原 を 産 生 す る
組 成 物 、 例 え ば 、 発 現 構 築 物 を 送 達 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム ま た は 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る の に
十 分 な 有 効 な 治 療 量 の 免 疫 原 性 プ ロ テ ア ソ ー ム ま た は ユ ビ キ チ ン ペ プ チ ド を 含 む 。 得 ら れ
る 免 疫 に よ っ て 避 妊 効 果 を 生 ず る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン は 1種 以 上 の ほ 乳
類 に お い て 避 妊 効 果 を 生 ず る の に 有 効 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン は 、 げ っ 歯 類 ま
た は ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 サ ル 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 雌 ウ シ お よ び ヒ ト の 1種 以 上 を 含 む 非 げ っ
歯 類 に 投 与 す る と 、 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 体 を 産 生 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 性 組 成 物 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は 模 倣 物 を 使 用 し
て 、 ワ ク チ ン に 使 用 す る た め の 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 抗 イ デ ィ
オ タ イ プ ワ ク チ ン で は 、 免 疫 原 は 、 病 原 体 の 抗 原 分 子 に 対 し て 形 成 さ れ る 第 2の 抗 体 の Fab
末 端 に 対 す る 抗 体 で あ る 。 第 1の 抗 体 の Fab末 端 は 、 病 原 体 の 抗 原 分 子 と 同 じ 抗 原 形 状 を 有
し 、 抗 原 と し て 使 用 す る こ と が で き る (例 示 的 な 米 国 特 許 第 5,614,610号 、 同 第 5,766,588
号 を 参 照 さ れ た い )。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る た め の 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 分 泌 さ れ る 1つ
以 上 の ア ミ ノ 酸 が 、 ヒ ト 抗 体 に お い て よ り 一 般 的 に 見 ら れ る ア ミ ノ 酸 と 交 換 さ れ て い る 非
ヒ ト 種 の 抗 体 で あ っ て も よ い 。 こ れ は 、 通 常 の 組 換 え 技 術 、 特 に 部 位 特 異 的 突 然 変 異 を 使
用 す る こ と に よ っ て 容 易 に 実 施 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に
、 受 動 免 疫 剤 と し て も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
V.　 薬 学 的 組 成 物
　 本 発 明 の 薬 学 的 水 性 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 ま た は 水 性 媒 体 に 溶 解 ま た は
分 散 さ せ た 1つ 以 上 の プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 の 有 効 量 を 含 む 。 「 薬 学 的 ま た は 薬 理 学 的 に
許 容 さ れ う る 」 と い う フ レ ー ズ は 、 そ の よ う な 応 答 を 誘 発 す る こ と が 具 体 的 に 示 さ れ て い
な い 限 り 、 ヒ ト に 投 与 し た と き 有 害 反 応 、 ア レ ル ギ ー 反 応 ま た は 他 の 望 ま し く な い 反 応 を
生 じ な い 分 子 的 実 態 お よ び 組 成 物 を い う 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ
う る 担 体 」 は 、 溶 媒 、 分 散 媒 体 、 抗 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 張 剤 お よ び 吸 収 遅 延 剤 等 の い
ず れ か お よ び 全 て を 含 む 。 薬 学 的 に 活 性 な 物 質 の た め の こ の よ う な 媒 体 お よ び 物 質 の 使 用
は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 任 意 の 従 来 の 媒 体 ま た は 物 質 が 作 用 成 分 と 不 適 合 で あ
る 場 合 を 除 い て 、 治 療 用 組 成 物 に お け る そ の 使 用 が 考 慮 さ れ る 。 追 加 の 作 用 成 分 も 本 発 明
の 組 成 物 に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 被 験 者 に 投 与 さ れ る 本 発 明 の 組 成 物 の 実 際 の 投 与 量 は 、 体 重 な ど の 物 理 的 お よ び 生 理 学
的 因 子 お よ び 投 与 経 路 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 こ れ ら を 考 慮 す る と 、 特 定 の 被 験 者 お よ び ／
ま た は 治 療 経 過 の た め の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま
た は プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 組 成 物 の 用 量 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 に 使 用 す る こ と が で き る プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り
、 例 え ば 、 BIOMOL Research Laboratories, Inc.、 Plymouth Meeting, PAか ら 購 入 可 能 で
あ る 。 本 発 明 に お い て 用 途 を 見 出 す こ と が で き る こ の よ う な 阻 害 剤 の 例 に は 、 N-ア セ チ ル
-Leu-Leu-Nle-H、 N-ア セ チ ル -Leu-Leu-Met-H、 ア ク ラ シ ノ マ イ シ ン A(ア ク ラ ル ビ シ ン )、 A
da-(Ahx)3-(Leu)3-ビ ニ ル ス ル ホ ン 、 Ada-Lys(ビ オ チ ニ ル )-(Ahx)3-(Leu)3-ビ ニ ル ス ル ホ
ン 、 Ada-Tyr-(Ahx)3-(Leu)3-ビ ニ ル ス ル ホ ン 、 バ ク テ ネ シ ン -5、 ブ レ フ ェ ル ジ ン A、 ク ル
ク ミ ン 、 没 食 子 酸 (-)エ ピ ガ ロ カ テ キ ン (EGCG)、 エ ポ キ ソ マ イ シ ン 、 グ リ オ ト キ シ ン 、 ラ
ク タ シ ス チ ン 、 ク ラ ス ト (clasto)-ラ ク タ シ ス チ ン  a-ラ ク ト ン 、 N-ト シ ル -Lys-ク ロ ロ メ
チ ル ケ ト ン (TLCK)、 N-ト シ ル -Phe-ク ロ ロ メ チ ル ケ ト ン (TPCK)、 NIP-(Leu)3-ビ ニ ル ス ル ホ
ン 、 フ ェ プ ロ ペ プ チ ン (Phepropeptin) Aキ モ ト リ プ シ ン 、 フ ェ プ ロ ペ プ チ ン (Phepropepti
n) Bキ モ ト リ プ シ ン 、 フ ェ プ ロ ペ プ チ ン (Phepropeptin) Cキ モ ト リ プ シ ン 、 フ ェ プ ロ ペ プ
チ ン (Phepropeptin) Dキ モ ト リ プ シ ン 、 PR11、 PR39、 ユ ビ キ チ ン 5+1、 Z-Il2-Glu(OBut)-A
la-Leu-H(PSI)、 Z-Leu-Leu-Leu-ビ ニ ル ス ル ホ ン 、 Z-Leu-Leu-Nva-H(MG115)、 Z-Leu-Leu-L
eu-H(MG132)、 Z-Leu-Leu-Leu-B(OH)2(MG262)お よ び Z-Leu-Leu-Tyr-COCHOが 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 静 脈 内 、 皮 内 、 動 脈 内 、 腹 腔 内 、 関 節 内 、 胸 膜 内 、 気 管 内 、
鼻 腔 内 、 膣 内 、 局 所 的 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 、 小 胞 内 、 粘 膜 、 経 口 、 局 所 的 、 エ ア ゾ ー
ル を 使 用 し て 局 所 的 、 注 射 、 注 入 、 持 続 注 入 、 標 的 細 胞 を 直 接 つ け る 局 所 的 灌 流 ま た は カ
テ ー テ ル も し く は 洗 浄 投 与 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 こ の よ う な 組 成 物 は 溶 液 ま た
は 懸 濁 液 と し て 注 射 剤 と し て 調 製 さ れ ； 注 射 前 に 液 体 を 添 加 し て 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 調 製
す る の に 好 適 な 固 体 剤 を 作 製 し て も よ く ； 製 剤 を 乳 化 し て も よ い 。 組 成 物 は 滅 菌 さ れ て お
り 、 容 易 な シ リ ン ガ ビ リ テ ィ ー (syringability)が 存 在 す る 程 度 に 流 動 体 で あ り 、 製 造 お
よ び 保 存 条 件 下 に お い て 安 定 で あ り 、 細 菌 お よ び 真 菌 な ど の 微 生 物 の 汚 染 作 用 か ら 保 護 さ
れ て い る 。 内 毒 素 汚 染 は 安 全 レ ベ ル 、 例 え ば 、 0.5 ng/mgタ ン パ ク 質 未 満 に 最 小 に 保 た れ
る べ き で あ る こ と が 考 慮 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 他 の 非 作 用 成 分 を 含 有 す る 滅 菌 水 中 で 調 製 さ れ て 、 注 射 に 好 適 に さ
れ る こ と が 最 も 好 ま し い が 、 こ の よ う な 作 用 成 分 の 溶 液 は 、 適 宜 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ
ル ロ ー ス な ど の 界 面 活 性 剤 と 好 適 に 混 合 さ れ た 水 中 で も 調 製 す る こ と が で き る 。 分 散 剤 も
、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び そ の 混 合 物 並 び に オ イ ル 中 で 調 製 す る こ と が で き る
。 担 体 は 、 例 え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル (例 え ば 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ び
液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 )、 そ れ ら の 好 適 な 混 合 物 お よ び 植 物 油 を 含 有 す る 溶 媒 ま
た は 分 散 媒 体 で あ っ て も よ い 。 適 切 な 流 動 性 は 、 例 え ば 、 レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ を
使 用 す る こ と に よ っ て 、 分 散 剤 の 場 合 に は 必 要 な 粒 子 サ イ ズ を 維 持 す る こ と に よ っ て お よ
び 界 面 活 性 剤 を 使 用 す る こ と に よ っ て 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 微 生 物 の 作 用 は 、 種 々 の 抗 菌 お よ び 抗 真 菌 剤 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、
フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル 等 に よ っ て 防 止 す る こ と が で き る 。 多 数 の 例 に お
い て 、 等 張 剤 、 例 え ば 、 糖 ま た は 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え る こ と が 好 ま し い 。 注 射 用 組 成 物
の 吸 収 の 遅 延 は 、 吸 収 遅 延 剤 、 例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン を
組 成 物 中 に 使 用 す る こ と に よ っ て 生 じ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 製 剤 化 し た ら 、 投 与 製 剤 に 適 合 性 し た 方 法 で 、 避 妊 作 用 を 誘 導 す る の に 有 効 で あ る 量 の
溶 液 を 投 与 す る 。 水 溶 液 で の 非 経 口 投 与 の た め に は 、 例 え ば 、 溶 液 を 適 宜 好 適 に 緩 衝 化 す
る べ き で あ り 、 最 初 に 希 釈 液 を 十 分 量 の 生 理 食 塩 液 ま た は グ ル コ ー ス で 等 張 に す る べ き で
あ る 。 こ れ ら の 特 定 の 水 溶 液 は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 お よ び 腹 腔 内 投 与 に 特 に 好 適 で あ
る 。 こ れ に 関 連 し て 、 使 用 す る こ と が で き る 滅 菌 水 性 媒 体 は 、 本 発 明 の 開 示 内 容 を 考 慮 し
て 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 治 療 す る 被 験 者 の 状 態 に 応 じ て 、 用 量 の 変 更 を 必 ず 行 う 。 投 与 担
当 者 は 、 個 々 の 被 験 者 に 適 当 な 用 量 を 任 意 に 決 定 す る 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
VI.　 実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 実 証 す る た め に 含 ま れ る 。 以 下 の 実 施 例 に 開
示 す る 技 術 は 、 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 十 分 に 機 能 す る た め に 本 発 明 者 ら が 発 見 し た 技 術 を
提 供 し て お り 、 従 っ て 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 様 式 を 構 成 す る と 考 え る こ と が で き る こ と が
当 業 者 に 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 し か し 、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く
、 多 数 の 変 更 を 開 示 さ れ て い る 具 体 的 な 態 様 に 加 え る こ と が で き 、 そ れ で も 同 様 ま た は 類
似 の 結 果 を 得 る こ と が で き る こ と を 当 業 者 は 、 本 発 明 の 開 示 内 容 に 照 ら し て 理 解 す る べ き
で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 1
材 料 と 方 法
A.　 抗 体
　 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト サ ン プ ラ ー パ ッ ク お よ び プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト に 対
す る 以 下 の ウ サ ギ 血 清 は 、 Affinity Research products. Ltd.、 Mammahead、 UKか ら 購 入
し た ：
　
　
　
　
の マ ウ ス MECL-1-ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 組 換 え ペ プ チ ド に 対 し て 形 成 さ れ た 抗 -MECL1サ
ブ ユ ニ ッ ト 血 清 (カ タ ロ グ 番 号 #PW8150)は 、 免 疫 蛍 光 お よ び イ ム ノ ゴ ー ル ド 透 過 型 電 子 顕
微 鏡 (TEM)に は 1/200で 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に は 1/4000で 、 イ ン ビ ト ロ に お け る 受 精 の 阻
止 に は 1/2000～ 1/8000で 使 用 し た 。 こ の 抗 体 は 、 29 kDa MECL-1サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び こ の
サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む い く つ か の 他 の さ ら に 大 き い タ ン パ ク 質 複 合 体 を 認 識 す る こ と が 製 造
業 者 に よ っ て 示 さ れ た 。 抗 -α ／ β -サ ブ ユ ニ ッ ト 血 清 (カ タ ロ グ 番 号 #PW 8155)は 、 ヒ ト 赤
血 球 細 胞 か ら 単 離 し た プ ロ テ ア ソ ー ム 調 製 物 に 対 し て 形 成 さ れ (Tanakaお よ び Tsurumi, 19
97)、 ヒ ト 赤 血 球 溶 解 液 の 25kDa～ 30 kDaの バ ン ド セ ッ ト 並 び に い く つ か の 別 個 の α -型 お
よ び β -型 サ ブ ユ ニ ッ ト に 相 当 す る 、 他 の 細 胞 溶 解 液 の 別 の さ ら に 高 い MWバ ン ド を 認 識 す
る 。 抗 β 1iサ ブ ユ ニ ッ ト 血 清 (カ タ ロ グ 番 号 #PW 8205)は マ ウ ス β 1iサ ブ ユ ニ ッ ト の 組 換 え
完 全 長 配 列 に 対 し て 形 成 さ れ (Groettrupら , 1996)、 26 kDa、 36 kDaの タ ン パ ク 質 お よ び
お そ ら く 他 の さ ら に 高 い MWタ ン パ ク 質 複 合 体 を 認 識 す る 。 α ／ β お よ び β 1i抗 血 清 は 、 免
疫 蛍 光 お よ び イ ム ノ ゴ ー ル ド TEMで は 1/200の 希 釈 で 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で は 1/4000で 使
用 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ブ タ 透 明 帯 の 外 側 面 の ユ ビ キ チ ン は 、 組 換 え ヒ ト ユ ビ キ チ ン の 全 分 子 に 対 し て 形 成 さ れ
た 抗 体 KM691(免 疫 蛍 光 で は 1/200の 希 釈 、 ウ ェ ス タ ン で は 1:1000の 希 釈 ； Kamiya Biomedic
al Company、 Seattle、 WAか ら 購 入 )に よ っ て 検 出 さ れ た 。 前 核 は 、 ブ タ 胎 仔 核 ユ ビ キ チ ン
-CEP 52テ イ ル 融 合 タ ン パ ク 質 を 認 識 し (McCauleyら , 2002)、 Chemicon International In
c.、 Temecula、 CAか ら 購 入 し た ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AB 1690(1/100の 希 釈 )を 使 用 し
て 対 比 染 色 し た 。 こ の 抗 体 は 、 卵 巣 組 織 切 片 の ZPの 外 側 層 の ユ ビ キ チ ン 化 タ ン パ ク 質 も 認
識 し た (図 3Fを 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ １ １ 】
　 ア ク ロ ソ ー ム エ キ ソ サ イ ト ー シ ス の マ ー カ ー で あ る ア ク ロ ソ ー ム チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ c-Ye
s(Leclercお よ び Goupil, 2002)は 、 Santa Cruz Biotechnology, Inc.、 Santa Cruz、 CAか
ら 購 入 し た 、 ヒ ト c-Yes(希 釈 、 1/100)の 進 化 的 に 保 存 さ れ て い る C-末 端 配 列 に 相 当 す る 組
換 え ペ プ チ ド に 対 す る ウ サ ギ 血 清 を 使 用 し て 検 出 し た 。 ウ サ ギ 抗 プ ロ ヒ ビ チ ン 抗 体 Ab-2(
希 釈 、 1/100； Thompsonら , 1997)は Neomarkers Inc.、 Union City、 CAか ら 購 入 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 免 疫 蛍 光 検 討 に 使 用 し た 二 次 抗 体 は 、 Zymed Inc.、 South San Francisco、 CA社 製 で 、 1
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/80に 希 釈 し た 、 赤 色 蛍 光 の TRITC-結 合 お よ び 緑 色 蛍 光 の FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG、 ヤ ギ
抗 マ ウ ス IgMお よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgGを 含 ん だ 。 DNAは 、 青 色 蛍 光 染 料 DAPI(Molecular Prob
es Inc.、 Eugene、 OR)で 対 比 染 色 し た 。 コ ロ イ ド 金 TEMは 、 10 nm金 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG
を Electron Microscopy Sciences、 Washington、 PAか ら 購 入 し 、 1/10希 釈 で 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
B.　 配 偶 子 お よ び イ ン ビ ト ロ 受 精
　 思 春 期 前 の 雌 ブ タ の 卵 巣 を 地 元 の 食 肉 処 理 場 か ら 回 収 し て 、 実 験 室 に 運 び 、 3mm～ 6mmの
大 き い 胞 状 卵 胞 か ら 卵 母 細 胞 を 単 離 し た 。 多 層 卵 丘 が 存 在 す る た め に 卵 丘 細 胞 -卵 母 細 胞
複 合 体 (COC)を 解 剖 顕 微 鏡 下 で 選 択 し 、 0.1%(w/v)ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル (PVA)を 含 有 す る H
EPES-緩 衝 タ イ ロ ー ド の 乳 酸 (TL-HEPES)培 地 で 繰 り 返 し 洗 浄 し た 。 3.05 mMグ ル コ ー ス 、 0.
91 mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.57 mMシ ス テ イ ン 、 10 ng/ml上 皮 細 胞 増 殖 因 子 、 0.5μ g/m
l FSH、 0.5μ g/ml LH、 0.1%(w/v)PVA、 75μ g/mlぺ ニ シ リ ン -Gお よ び 50μ g/ml硫 酸 ス ト レ
プ ト マ イ シ ン (Abeydeeraお よ び Day, 1997)を 添 加 し た 数 滴 の 無 血 清 改 良 組 織 培 養 培 地 (TCM
 199； Gibco、 Grand Island、 NY)中 で 39℃ に お い て 5%CO 2 雰 囲 気 下 で 50の COC群 を 22時 間 成
熟 さ せ た 。 こ の 後 、 FSHま た は LHを 含 有 し な い 改 良 TCM 199で COCを 洗 浄 し 、 さ ら に 20時 間
成 熟 さ せ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 受 精 前 に 、 0.1%(w/v)ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ を 含 有 す る TL-HEPES培 地 中 で COCを ボ ル テ ッ ク ス
し て 卵 丘 細 胞 を 取 り 出 し 、 113.1 mM NaCl、 3 mM KCl、 7.5 mM CaCl 2 、 20 mM Tris、 11 mM
グ ル コ ー ス 、 5 mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 2 mM カ フ ェ イ ン お よ び 0.2%(w/v)BSAか ら な る 5
0μ lの 改 良 Tris緩 衝 培 地 (mTBM)中 で 洗 浄 し た 。 受 精 は 50μ lの mTBM培 地 液 滴 中 で 実 施 し た
。 0.1%(w/v)BSAを 添 加 し た 10 mlの ダ ル ベ ッ コ の PBS(Gibco、 Grand Island、 NY) 中 で 凍 結
保 存 精 子 を 解 凍 し た 。 受 精 卵 内 に 精 子 尾 部 お よ び 前 核 が 存 在 す る こ と に よ っ て 受 精 を 判 定
す る た め に 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に (Sutovskyら , 2003)、 精 子 を 生 体 ミ ト コ ン ド リ
ア プ ロ ー ブ MitoTracker CMTM Rosで 事 前 標 識 し 、 得 ら れ た 接 合 体 を 、 以 下 に 記 載 す る よ う
に 、 DNA染 料 DAPIで 対 比 染 色 し た 。 精 子 を 遠 心 分 離 に よ っ て 2回 洗 浄 し 、 最 終 濃 度 5× 10 5 精
子 /mlま で 受 精 液 に 添 加 し た 。 IVFの 6時 間 後 に 、 接 合 体 と 思 わ れ る も の を 無 血 清 TALP Hepe
s中 で 3回 洗 浄 し 、 免 疫 蛍 光 、 イ ム ノ ゴ ー ル ド TEMま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 用 に 処 理 し た
。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 用 の 透 明 帯 を 含 ま な い 卵 母 細 胞 を 入 手 す る た め に 、 接 合 体 を 、 0.5%
w/vプ ロ ナ ー ゼ (Protease、 Sigma)を 含 有 し 、 タ ン パ ク 質 を 含 有 し な い TALP-HEPESで 30秒 間
処 理 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
C.　 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 お よ び IVF中 の 抗 体 処 理
　 精 子 -透 明 帯 相 互 作 用 に お け る ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 役 割 を 調 査 す る た め に
、 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム 抗 体 MECL-1お よ び プ ロ テ ア ソ ー ム の タ ン パ ク 質 作 用 の 特 異 的 な 阻 害 剤
、 MG132(Z-Leu-Leu-Leu-CHO； 可 逆 的 阻 害 剤 ； Biomol Research Labs Inc、 Plymouth Meet
ing、 PA)お よ び ラ ク タ シ ス チ ン (C 1 5 H 2 4 N 2 O 7 S； 非 可 逆 的 阻 害 剤 ； Biomol社 製 )の 影 響 を 評
価 し た 。 IVFは 、 受 精 培 地 に MG132(10μ M)ま た は ラ ク タ シ ス チ ン (10μ Mま た は 100μ M)ま た
は 抗 体 MECL-1(希 釈 1/2000、 1/4000、 1/8000； Affinity Research、 Mamhead、 英 国 )を 添 加
し て 上 記 の よ う に 実 施 し た 。 阻 害 剤 を 含 有 し な い 対 照 は 、 IVF中 阻 害 剤 と 同 等 な 希 釈 液 量
の 適 当 な 溶 媒 (MG132： 100%エ タ ノ ー ル ； ラ ク タ シ ス チ ン ： H 2 O)を 添 加 し た 。 抗 体 ブ ロ ッ ク
の 対 照 は 、 抗 体 を 添 加 せ ず 、 等 量 の 免 疫 前 の ウ サ ギ 血 清 を 添 加 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 MG132、 ラ ク タ シ ス チ ン ま た は MECL-1抗 体 の 封 入 は 、 透 明 帯 で 囲 ま れ た 卵 母 細 胞 の 受 精
を 完 全 に 妨 害 し た の で 、 ブ ロ ッ ク が 生 じ た 正 確 な 受 精 段 階 を 同 定 す る た め に 追 加 の 実 験 を
実 施 し た 。 MG132お よ び 抗 体 MECL-1の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に お い て 透 明 帯 で 囲 ま れ た お
よ び 透 明 帯 を 含 ま な い (ZFま た は ZP-)卵 母 細 胞 を 使 用 し て IVFを 実 施 し た 。 透 明 帯 の 除 去 は
、 卵 母 細 胞 を 0.5%プ ロ ナ ー ゼ (Sigma、 St. Louis、 MO)に 短 時 間 (30秒 )接 触 さ せ て 実 施 し た
。 卵 母 細 胞 を 十 分 に 洗 浄 し 、 ZF卵 母 細 胞 を 、 精 子 注 入 の 1時 間 前 に 酵 素 処 理 か ら 回 収 し た
。 IVFの た め に は 、 ZF卵 母 細 胞 を 1× 10 5 精 子 /mlと 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た が 、 透 明 帯
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で 囲 ま れ た ／ 透 明 帯 が 無 傷 (ZIま た は ZP+)の 卵 母 細 胞 は 上 記 の よ う に 処 理 し た 。 卵 母 細 胞
は 、 精 子 注 入 後 (p.i.)12時 間 経 過 時 に 25%酢 酸 ／ エ タ ノ ー ル で 固 定 し 、 受 精 の 頻 度 を 求 め
る た め に 1%オ ル セ イ ン で 染 色 し た 。 い く つ か の 実 験 に お い て 、 卵 母 細 胞 を 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡
で 評 価 し 、 接 合 体 の 細 胞 質 中 の 前 核 お よ び 精 子 尾 部 の 存 在 を 検 出 し た 。 透 明 帯 で 囲 ま れ た
お よ び 透 明 帯 を 含 ま な い 胚 も 精 子 注 入 後 6時 間 ま た は 20時 間 経 過 時 に 固 定 し 、 MG132に よ る
プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 の 阻 害 が 精 子 -透 明 帯 相 互 作 用 を 特 異 的 に 遮 断 し た か ど う か 、 精 子 -卵
細 胞 膜 融 合 を 阻 害 し た か ど う か ま た は 精 子 の 移 動 性 、 生 存 性 も し く は 精 子 が ア ク ロ ソ ー ム
エ キ ソ サ イ ト ー シ ス を 受 け る 能 力 に 影 響 を 与 え た か ど う か を 判 定 す る た め に 免 疫 蛍 光 分 析
用 に 処 理 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 精 子 -透 明 帯 結 合 お よ び 精 子 の ア ク ロ ソ ー ム 状 態 を 評 価 す る た め に 、 透 明 帯 で 囲 ま れ た
卵 母 細 胞 を 固 定 し 、 無 傷 の ア ク ロ ソ ー ム を 有 す る 精 子 の 核 周 囲 卵 胞 膜 (perinuclear theca
)の サ ブ ア ク ロ ソ ー ム (subacrosomal)お よ び 外 側 ア ク ロ ソ ー ム 層 に 存 在 す る こ と が 既 知 の
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ c-Yes(Leclercお よ び Goupil, 2002)を 免 疫 蛍 光 に よ っ て 評 価 し た 。 透 明
帯 に 結 合 し た 精 子 の 数 は 、 DAPI染 色 後 に 求 め た 。 群 あ た り 5つ の 卵 を 、 ア ク ロ ソ ー ム チ ロ
シ ン キ ナ ー ゼ c-Yes(免 疫 蛍 光 を 参 照 さ れ た い )に 対 す る 抗 体 お よ び DAPIで 対 比 染 色 し 、 60
× の 倍 率 で 写 真 撮 影 し た 。 ZP結 合 ア ク ロ ソ ー ム 反 応 性 お よ び ア ク ロ ソ ー ム 無 傷 精 子 を 計 数
し 、 値 を ア ク ロ ソ ー ム 無 傷 精 子 ／ 卵 の パ ー セ ン ト (%)と し て 表 し た 。 処 理 の 結 果 を X2検 定
お よ び SAS8.2の 一 般 的 な 線 形 モ デ ル 手 法 に よ っ て 比 較 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 D.　 卵 巣 組 織 切 片 、 単 離 精 子 お よ び 接 合 体 の 全 載 試 料 の 免 疫 蛍 光
　 従 来 の 組 織 化 学 的 プ ロ ト コ ー ル に 準 じ て 卵 巣 組 織 片 を 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し
、 洗 浄 し て 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 厚 さ 4ミ ク ロ ン の パ ラ フ ィ ン 組 織 切 片 を 切 断 し 、 顕
微 鏡 ス ラ イ ド に の せ 、 キ シ レ ン で 脱 ろ う し 、 100%～ 70%エ タ ノ ー ル シ リ ー ズ お よ び 水 で 再
水 和 し 、 ス チ ー マ ー を 使 用 し て ク エ ン 酸 緩 衝 液 (pH 6.0)中 で 20分 間 前 処 理 し 、 水 に 浸 し た
組 織 を 入 れ た 生 物 ト レ イ 上 で 抗 体 で 処 理 し た 。 遠 心 分 離 に よ っ て 精 子 を 精 液 試 料 か ら ペ レ
ッ ト 化 し 、 ポ リ -L-リ ジ ン コ ー テ ィ ン グ し た カ バ ー ス リ ッ プ に 結 合 し 、 2%ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド 中 で 40分 間 固 定 し 、 4ウ ェ ル ペ ト リ 皿 中 で ウ ェ ル か ら ウ ェ ル に 通 過 さ せ る こ と に よ っ て
処 理 し た 。 透 明 帯 を 含 ま な い お よ び 透 明 帯 が 無 傷 の 卵 母 細 胞 を 、 ス ラ イ ド ま た は カ バ ー ス
リ ッ プ に 結 合 し な い で 、 2%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の PBS溶 液 中 で 固 定 し 、 1 ccシ リ ン ジ に 取 り
付 け た ア ナ ペ ッ ト （ Unapette） ピ ペ ッ ト (Beckton Dickinson)を 使 用 し て 取 り 扱 い 、 9ウ ェ
ル パ イ レ ッ ク ス ガ ラ ス プ レ ー ト (Fischer Scientific)の 個 々 の ウ ェ ル を 通 過 さ せ る こ と に
よ っ て 処 理 し た 。 全 て の 試 料 は 、 上 記 お よ び 結 果 の セ ク シ ョ ン に 記 載 す る 抗 体 で 処 理 し た
。
【 ０ １ １ ９ 】
　 一 般 的 な プ ロ ト コ ー ル に お い て 、 カ バ ー ス リ ッ プ 上 の 精 子 お よ び 未 結 合 の 卵 母 細 胞 は 0.
1%Triton-X100中 で 40分 間 ま た は 終 夜 透 過 性 に し た が 、 パ ラ フ ィ ン 切 片 の ス ラ イ ド は 透 過
性 に し な か っ た 。 全 て の 試 料 は 、 0.1% TX-100を 添 加 し た 5%正 常 ヤ ギ 血 清 (NGS； Sigma)の P
BS溶 液 中 で ブ ロ ッ ク し た 。 1%NGSお よ び 0.1% TX-100で 強 化 し た 中 性 PBSの 標 識 溶 液 を 使 用
し て 、 そ の 後 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 を 実 施 し た 。 カ バ ー ス リ ッ プ に 、 上 記 お よ
び 結 果 の セ ク シ ョ ン に 掲 載 し 、 標 識 溶 液 で 希 釈 し た 一 時 抗 体 を 積 層 し 、 40分 (カ バ ー ス リ
ッ プ に 全 細 胞 を の せ た も の )ま た は 2時 間 (ス ラ イ ド に 組 織 切 片 を の せ た も の )お い た 。 標 識
溶 液 で 手 早 く 洗 浄 し て か ら 、 蛍 光 を 結 合 し た 適 当 な 抗 マ ウ ス IgGま た は 抗 マ ウ ス IgMを 、 異
な る 蛍 光 の 抗 ウ サ ギ IgGお よ び 2.5μ g/ml DAPI(Molecular probes Inc.、 Eugene、 OR)と 混
合 し 、 試 料 と 共 に 30分 ～ 40分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 標 識 溶 液 中 で 洗 浄 後 、 カ バ ー ス リ
ッ プ を 顕 微 鏡 ス ラ イ ド に の せ 、 透 明 マ ニ キ ュ ア で 密 封 し 、 適 当 な フ ィ ル タ ー セ ッ ト お よ び
DIC光 学 を 使 用 し た Nikon Eclipse 800エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 画 像 は CoolSnap CCD H
Qカ メ ラ (Roper Scientific、 Tucson、 AZ)お よ び MetaMorphソ フ ト ウ ェ ア (Universal Imagi
ng Corp.、 Downington、 PA)で 獲 得 し 、 記 録 可 能 な CDに 保 管 し 、 Adobe Photoshop 5.5(Ado
be Systems、 Mountain View、 CA)を 使 用 し て 編 集 し 、 Epson Stylus 1280フ ォ ト プ リ ン タ
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ー で 印 刷 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
E.　 コ ロ イ ド 金 イ ム ノ ラ ベ リ ン グ お よ び 透 過 型 電 子 顕 微 鏡
　 免 疫 蛍 光 に つ い て 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 透 明 帯 が 無 傷 の 接 合 体 を 、 精 子 注 入 後 6時 間
経 過 時 に 4%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 固 定 し 、 洗 浄 し 、 透 過 性 に し 、 ブ ロ ッ ク し 、 プ ロ テ ア ソ
ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る ウ サ ギ 血 清 お よ び c-Yesチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ に 対 す る 血 清 と 共 に 2
時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 洗 浄 後 、 接 合 体 を ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG(希 釈 1% NGSお よ び 0.1%
 TX-100を 添 加 し た PBSで 1/10)と 共 に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 再 度 洗 浄 し 、 電 子 顕 微
鏡 用 に 再 固 定 し 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ び グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド に 包 埋 し た (以 下 を 参
照 さ れ た い )。 微 細 構 造 の 検 討 の た め の 接 合 体 は 、 免 疫 蛍 光 固 定 お よ び 処 理 し な い で 、 TEM
用 に 固 定 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 電 子 顕 微 鏡 用 の 包 埋 の た め に は 、 標 識 お よ び 未 標 識 接 合 体 を 、 2%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
お よ び 0.6%グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の カ コ ジ ル 酸 緩 衝 液 混 合 物 中 で 固 定 し 、 1%四 酸 化 オ ス ミ ウ
ム 中 で 後 固 定 し 、 上 昇 エ タ ノ ー ル シ リ ー ズ (30%～ 100%)で 脱 水 し 、 PolyBed 812樹 脂 に 包 埋
し た 。 極 薄 切 片 を Leica Ultracut UCTウ ル ト ラ ミ ク ロ ト ー ム で 作 製 し 、 100 MESH銅 グ リ ッ
ド 上 に 置 き 、 酢 酸 ウ ラ ニ ル お よ び ク エ ン 酸 鉛 に よ り 2段 階 で 染 色 し た 。 連 続 切 片 を 調 査 し
、 Jeol 1200 EX電 子 顕 微 鏡 で 撮 影 し た 。 各 抗 体 お よ び 未 処 理 ／ 未 標 識 接 合 体 の 微 細 構 造 検
討 の た め に 10の 卵 母 細 胞 を 処 理 し た 。 ネ ガ フ ィ ル ム を Umax Magic Scanフ ラ ッ ト ベ ッ ド ス
キ ャ ナ ー に よ っ て ス キ ャ ン し 、 CD-Rに 記 録 し 、 Adobe Photoshop 5.5ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用
し て Epson Stylus 1280フ ォ ト プ リ ン タ ー で 印 刷 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 F.　 SDS-PAGEお よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法
　 SDS-PAGEお よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 は 、 一 般 に Sambrookら (2001)に 記 載 さ れ て い る よ
う に 実 施 し た 。 卵 母 細 胞 お よ び 接 合 体 を 所 定 の 経 過 時 点 に お い て 培 養 か ら 取 り 出 し 、 タ ン
パ ク 質 を 含 有 し な い TALP HEPES中 で 繰 り 返 し 洗 浄 し 、 群 あ た り 350の 接 合 体 を 、 Tris(50 m
M)、 β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (5%)、 グ リ セ ロ ー ル (10%)、 SDS(2%)お よ び PMSF(100 mM)を
含 有 す る 10μ lの ロ ー ド 緩 衝 液 中 で 5分 間 煮 沸 し た 。 雄 ブ タ 精 子 タ ン パ ク 質 は 、 抽 出 緩 衝 液
(50 mM Tris、 20 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 1 mM EDTA、 5 mMベ ン ズ ア ミ ジ ン HCl、 5μ g/mlロ イ ペ
プ チ ン 、 1μ g/mlペ プ ス タ チ ン A、 100 mM PMSFお よ び 0.1% SDS)中 で 粉 砕 す る こ と に よ っ て
抽 出 し 、 17000× gで 30分 間 遠 心 分 離 し た 。 β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル 、 SDS
を 上 清 に 添 加 し 、 ロ ー ド 緩 衝 液 と 同 じ 最 終 濃 度 を 達 成 し た 。 ヒ ト 精 子 を ロ ー ド 緩 衝 液 と 共
に 煮 沸 し 、 次 に 25000× gで 30分 間 遠 心 分 離 し て 、 DNAペ レ ッ ト を 除 去 し た 。 電 気 泳 動 分 離
を 10%ゲ ル 上 で 実 施 し 、 Mini-Tank Electroblotter(Owl Scientific、 Woburn、 MA)を 使 用
し て タ ン パ ク 質 を PVDF膜 に 移 し た 。 膜 を 1%カ ゼ イ ン 溶 液 で ブ ロ ッ ク し た 。 一 次 抗 ユ ビ キ チ
ン 抗 体 と 共 に 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 適 当 な ビ オ チ ン 結 合 二 次 抗 体 と 共 に イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 Vectastain ABC-Ampキ ッ ト (Vector Lab Inc.、 Burlingame、 CA)
を 使 用 し て ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 反 応 を 用 い て シ グ ナ ル を 検 出 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
実 施 例 2
プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 に よ る 、 精 子 -透 明 帯 結 合 お よ び ア ク ロ ソ ー ム 反 応 に 影 響 を 与 え な
い 、 雄 ブ タ 精 子 に よ る 透 明 帯 の 透 過 性 の 遮 断
　 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 ラ ク タ シ ス チ ン お よ び MG132は 、 ブ タ 接 合 体 内 の 父 系 的 な 精 子 ミ
ト コ ン ド リ ア の プ ロ テ ア ソ ー ム 分 解 経 路 を 与 え る 目 的 の 検 討 経 過 に お い て 受 精 を 妨 害 す る
こ と を 最 初 に 観 察 し た (Sutovskyら , 2003)。 こ の 検 討 は 、 受 精 の ど の 段 階 に お い て 、 阻 害
剤 が 遮 断 を 発 揮 す る か を 決 定 す る た め に 設 計 さ れ た 実 験 に よ っ て 追 跡 し た 。 MG132お よ び
ラ ク タ シ ス チ ン は 共 に 、 精 子 注 入 時 に 添 加 す る と 、 受 精 を 妨 害 し た 。 実 験 を 4回 繰 り 返 し
、 一 致 し た 結 果 が 得 ら れ た 。 こ れ ら の 試 験 に お い て 、 MG132は 卵 母 細 胞 の 100%の 受 精 を 妨
害 し た 。 MG132ほ ど 強 力 で な く 、 非 可 逆 的 で あ る こ と が 既 知 の ラ ク タ シ ス チ ン (Goldbergら
, 1995)は 、 受 精 速 度 に 用 量 依 存 的 に 作 用 し 、 100μ m濃 度 に お い て 100%遮 断 に 達 し た 。 既
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知 の プ ロ テ ア ソ ー ム 特 異 性 お よ び 可 逆 性 (Leeお よ び Goldberg, 1998)、 並 び に ラ ク タ シ ス
チ ン は 、 ア ク ロ ソ ー ム に 存 在 す る と 思 わ れ る 非 プ ロ テ ア ソ ー ム プ ロ テ ア ー ゼ の 一 部 の 活 性
、 す な わ ち カ テ プ シ ン Aの 活 性 を 部 分 的 に 阻 害 す る 可 能 性 が あ る と い う 懸 念 (Ostrowskaら ,
 2000)に よ り 、 さ ら に 別 の 検 討 を MG132だ け を 用 い て 実 施 し た 。 MG132は 精 子 の 生 存 性 、 精
子 -透 明 帯 結 合 ま た は ア ク ロ ソ ー ム エ キ ソ サ イ ト ー シ ス に 影 響 を 与 え る と い う こ と を 排 除
す る た め に 、 10μ M MG132の 存 在 下 に お い て 受 精 し た 卵 母 細 胞 を 精 子 注 入 後 20時 間 経 過 時
に 透 明 帯 を 無 傷 の ま ま で 固 定 し た 。 ZPに 結 合 し た 精 子 頭 部 は DAPIで 検 出 し 、 無 傷 の ア ク ロ
ソ ー ム は 、 ア ク ロ ソ ー ム -無 傷 精 子 の 核 周 囲 卵 胞 膜 (perinuclear theca)の サ ブ ア ク ロ ソ ー
ム お よ び 外 側 ア ク ロ ソ ー ム 層 に 存 在 す る こ と が 既 知 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ c-Yesに 対 す る 抗
体 に よ っ て 検 出 さ れ た (図 1 A～ D)。 こ の 実 験 の 精 子 は MitoTracker CMTM Rosで 事 前 に 標 識
さ れ た の で 、 精 子 ミ ト コ ン ド リ ア の 鞘 は 、 受 精 し た 卵 母 細 胞 内 で 検 出 可 能 に な っ た 。 MG13
2を 用 い た 以 前 の 実 験 と 同 様 に 、 阻 害 剤 は 受 精 を 完 全 に 妨 害 し た (MG132群 の 受 精 0%対 対 照
の 受 精 77%)。 し か し 、 卵 あ た り の 結 合 精 子 の 数 (MG132の 99.3対 対 照 の 93.3)ま た は ア ク ロ
ソ ー ム 無 傷 、 透 明 帯 結 合 精 子 の 割 合 (MG132の 2.01%対 対 照 の 2.14%)に は 有 意 な 差 は な か っ
た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
実 施 例 3
雄 ブ タ 精 子 ア ク ロ ソ ー ム に 存 在 す る プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト
　 阻 害 剤 の デ ー タ お よ び プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト は ほ 乳 類 ／ ヒ ト 精 子 ア ク ロ ソ ー ム 内
に 存 在 す る こ と を 確 認 し て い る 以 前 の 報 告 (例 え ば 、 Bialyら , 2001)並 び に 無 脊 椎 動 物 の
ア ク ロ ソ ー ム 活 性 に お け る ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 系 を 示 す 証 拠 (Matsumuraお よ び Ake
ta, 1991； Sawadaら , 2001a、 2001b)を 考 慮 し て 、 プ ロ テ ア ソ ー ム は 雄 ブ タ 精 子 ア ク ロ ソ
ー ム に 存 在 す る と い う 可 能 性 を 検 討 す る こ と を 決 定 し た 。 コ ア サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び サ ブ ユ
ニ ッ ト LMP-2(β 1i)、 MECL1お よ び MECL2に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ア ク ロ ソ ー ム に お
け る 主 要 な シ グ ナ ル を 提 供 し 、 他 の 精 子 構 造 物 に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は ほ と ん ど ま た
は 全 く な か っ た (図 1 E～ I)。 ユ ビ キ チ ン も ア ク ロ ソ ー ム に お い て 検 出 さ れ た (図 1J)。 同 じ
プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト が 、 雄 ブ タ 精 子 頭 部 お よ び 雄 ブ タ 精 子 全 体 の 抽 出 液 中 で ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て さ ら に 検 出 さ れ た (図 2 A～ C)。 透 明 帯 透 過 性 に お け る プ ロ テ ア ソ
ー ム の こ の 新 規 役 割 に 一 致 し て 、 マ ウ ス プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト MECL-1の AA配 列 (AA 
218～ 236)の 組 換 え ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は 低 用 量 で 、 透 明 帯 無 傷 卵 母 細 胞 に お け る 受 精
を 確 実 に 遮 断 し た が 、 透 明 帯 を 含 ま な い 卵 母 細 胞 で は 遮 断 し な か っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
実 施 例 4
ユ ビ キ チ ン 化 タ ン パ ク 質 の ブ タ 透 明 帯 の 外 側 面 に お け る 存 在
　 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 が 透 明 帯 侵 入 を 遮 断 し 、 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び ユ ビ
キ チ ン 経 路 の 成 分 が 共 に ア ク ロ ソ ー ム に 存 在 す る 場 合 に は (図 1 E～ J)、 ホ ヤ 卵 黄 膜 に 見 ら
れ る よ う に (Sawadaら , 2002a)ユ ビ キ チ ン 化 感 受 性 タ ン パ ク 質 ／ 精 子 受 容 体 は ZPの 外 側 層
に 存 在 す る は ず で あ り 、 ま た は 精 子 ア ク ロ ソ ー ム 滲 出 液 と 接 触 す る 前 に す で に ユ ビ キ チ ン
化 さ れ て い る 、 タ ン パ ク 質 ／ 精 子 受 容 体 が ZPに 存 在 す る は ず で あ る 。 組 換 え ヒ ト ユ ビ キ チ
ン に 対 す る 抗 体 KM 691を 使 用 し て 、 ブ タ 卵 巣 組 織 の パ ラ フ ィ ン 切 片 を ス ク リ ー ニ ン グ し (
図 3 A～ D、 F、 G)、 卵 巣 の 胞 状 卵 胞 か ら 単 離 し た ブ タ COCの 全 載 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ し た
(図 3E； 図 6A、 Bも 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ユ ビ キ チ ン 交 差 反 応 性 タ ン パ ク 質 の 別 個 の 濃 密 な 層 が 、 卵 巣 組 織 切 片 (図 3 A～ D、 E、 F)
お よ び 全 載 試 料 (図 3E、 図 6A、 B O)の 前 胞 状 お よ び 胞 状 卵 胞 の ブ タ 卵 母 細 胞 の 透 明 帯 の 外
側 層 で 検 出 さ れ た 。 こ れ ら の (ユ ビ キ チ ン 免 疫 反 応 性 )タ ン パ ク 質 の 最 も 顕 著 な 特 徴 は 、 そ
れ ら が 主 に ZPの 外 側 面 で 検 出 さ れ た と い う こ と で あ り 、 こ れ は 、 主 要 な ZP成 分 、 ZP1、 2お
よ び 3が ほ 乳 類 の 透 明 帯 に 均 一 に 分 布 す る こ と と 異 な る (Thalerお よ び Cardullo, 2002； Wa
ssarmanお よ び Litscher 1995)。 同 様 に 、 透 明 帯 糖 タ ン パ ク 質 に 存 在 す る 糖 残 基 は ZPの 内
側 面 に 存 在 す る か 、 ま た は ZPに 均 一 に 分 散 す る (Avilesら , 1997； 2000)。 ユ ビ キ チ ン 免 疫
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反 応 性 の こ の 局 在 化 は 、 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 の ZPを 通 過 す る 透 過 性 が 制 限 さ れ て い る か ら で
は な い 。 そ の 理 由 は 、 こ の よ う な デ ー タ は 組 織 切 片 の 表 面 染 色 に よ っ て 得 ら れ た か ら で あ
る 。 さ ら に 、 関 連 の な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 AB1690も ZPの 外 側 面 の ユ ビ キ チ
ン 化 タ ン パ ク 質 の こ の 層 を 認 識 し (図 3F)、 こ の よ う な 免 疫 反 応 性 は 、 KM691を 含 有 せ ず 、
免 疫 前 ウ サ ギ 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 に 適 当 な 蛍 光 を 結 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ
ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 陰 性 対 照 で は 見 ら れ な か っ た (図 3G)。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 次 に 、 ユ ビ キ チ ン 免 疫 反 応 性 ZP基 質 の 一 部 は 、 精 子 が ZPに 結 合 後 分 解 を 受 け る か ど う か
お よ び こ の よ う な 分 解 は プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 に よ っ て 妨 害 さ れ う る か ど う か を 判 定 し た
。 卵 母 細 胞 は MG132の 存 在 下 ／ 非 存 在 下 に お い て 受 精 し 、 精 子 注 入 後 6時 間 経 過 時 に 回 収 し
、 レ ー ン あ た り の 総 数 350の 透 明 帯 無 傷 (ZIま た は プ ロ テ ア ソ ー ム +)ま た は 透 明 帯 を 含 ま な
い (ZFま た は ZP-)を PAGEゲ ル に ロ ー ド し た 。 精 子 注 入 後 6時 間 経 過 時 の ZF(図 4A、 レ ー ン 1)
お よ び ZI(図 4A、 レ ー ン 2)、 受 精 後 の 卵 母 細 胞 の 比 較 は 、 ZPが 寄 与 す る 数 多 く の ユ ビ キ チ
ン 免 疫 反 応 性 バ ン ド を 示 す 。 興 味 深 い こ と に 、 123 kDaマ ー カ ー の わ ず か に 下 方 に 泳 動 す
る レ ー ン セ ッ ト は ZP+/MG132-対 照 卵 母 細 胞 に は な い が 、 ZP+MG132+卵 母 細 胞 に は 存 在 し た (
図 4A、 レ ー ン 3)。 こ の よ う な バ ン ド は ヒ ト (図 4A、 レ ー ン 4)お よ び 雄 ブ タ (図 4A、 レ ー ン 5)
精 子 の 対 照 溶 解 液 に は 存 在 し な か っ た 。 驚 く べ き こ と に 、 タ ン パ ク 質 移 動 後 の 卵 母 細 胞 ゲ
ル の ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 (図 4A； 右 の パ ネ ル ） は 、 こ の よ う な バ ン ド の 一 部 は ゲ ル か ら
膜 に 完 全 に 移 動 し な か っ た こ と を 示 し た 。 ユ ビ キ チ ン ブ ロ ッ ト と 同 様 に 、 こ の よ う な バ ン
ド は ZF卵 母 細 胞 レ ー ン に は 全 く 見 ら れ ず 、 ZP+/MG132-レ ー ン で は 劇 的 に 低 下 し た 。 ZP+/MG
132+に 存 在 す る こ の よ う な 大 量 の こ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 は MG13
2が 存 在 し な い 場 合 に は 対 照 受 精 中 に 消 化 さ れ る こ と 、 お よ び こ の 分 解 は MG132を 受 精 培 地
に 添 加 す る こ と に よ っ て 効 果 的 に 妨 害 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る 。 ポ リ -ユ ビ キ チ ン な ど
の タ ン パ ク 質 の 親 水 性 AA残 基 含 量 で あ る 、 高 リ ジ ン が こ の 影 響 に 寄 与 し て い る 可 能 性 が あ
る が 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 の 一 部 が あ ま り 移 動 し な い 理 由 は 不 明 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 接 合 体 の 総 タ ン パ ク 質 含 量 に 注 目 し た 上 記 の 観 察 を 、 タ ン パ ク 質 移 動 前 の ゲ ル の ク ー マ
シ ー ブ ル ー 染 色 に よ っ て 評 価 し た (図 4B)。 図 4Aに 示 す ゲ ル お よ び 膜 と 同 様 に 、 123 kDaの
下 方 に 泳 動 す る バ ン ド セ ッ ト は ZP+/MG132-接 合 体 (レ ー ン 2)で は 劇 的 に 低 下 し て お り 、 ZP+
/MG132+接 合 体 (レ ー ン 3)で は 優 勢 で あ り 、 ZP-/MG132+(レ ー ン 4)接 合 体 、 ZP-/MG132-接 合
体 (示 し て い な い )お よ び 対 照 精 子 抽 出 液 (レ ー ン 4お よ び 5)で は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 そ の 後 の 繰 り 返 し で は (図 4C； 左 の パ ネ ル )、 ZP+未 受 精 の 卵 母 細 胞 の タ ン パ ク 質 (レ ー ン
2)、 ZP+/MG132-接 合 体 (レ ー ン 3)、 ZP+/MG132+卵 母 細 胞 (レ ー ン 4)お よ び ヒ ト (レ ー ン 5)お
よ び 雄 ブ タ (レ ー ン 6)精 子 は 分 離 し 、 移 動 し た 。 膜 を 抗 ユ ビ キ チ ン KM-691で 探 索 し (図 4C；
左 )、 タ ン パ ク 質 移 動 後 ゲ ル を ク ー マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し (図 4C； 右 )、 ゲ ル と 抗 ユ ビ キ チ
ン 探 索 膜 を 重 ね た (図 4C； 中 央 )。 123 kDaマ ー カ ー の 下 方 の バ ン ド セ ッ ト の 移 動 は 再 度 妨
害 さ れ 、 ZP+/MG132+レ ー ン に シ ン グ ル バ ン ド が 存 在 し 、 M-IIお よ び ZP+/MG132-レ ー ン に は
密 度 の 低 い 、 低 MWバ ン ド が 見 ら れ た 。 ブ ロ ッ ト 膜 で は 、 約 30 kDaの 新 た な ユ ビ キ チ ン 免 疫
反 応 性 バ ン ド (図 3D、 矢 印 )が 、 梯 子 上 の 密 度 の 低 い バ ン ド (矢 印 )以 外 に ZP+/MG132-接 合 体
に 出 現 し た が 、 M-II卵 母 細 胞 ま た は ZP+/MG132+接 合 体 で は 出 現 し な か っ た 。 従 っ て 、 こ の
バ ン ド は 、 受 精 後 に 生 じ 、 MG132に よ っ て 妨 害 さ れ る タ ン パ ク 質 分 解 産 物 で あ っ た 可 能 性
が あ る 。 以 前 の 試 験 と 同 様 に 、 123 kDaマ ー カ ー の 下 方 の バ ン ド セ ッ ト は 受 精 後 の ZP+/MG1
32-対 照 接 合 体 で は 低 下 し て い た が 、 M-II卵 母 細 胞 お よ び ZP+/MG132+接 合 体 で は 低 下 し て
い な か っ た (図 4E)。 最 後 に 、 MG132が 存 在 し な い 場 合 に 、 IVF後 の 約 179 kDaレ ベ ル の 2つ の
バ ン ド の 密 度 が わ ず か で は あ る が 、 識 別 で き る ほ ど 低 下 し た (図 4F； 矢 印 )。 全 体 で 、 4つ
の 試 験 を 実 施 し 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。 ZP+/MG132+お よ び ZP+MG132-接 合 体 は 全 て の 試
験 に 含 め 、 対 照 卵 母 細 胞 レ ー ン は 異 な っ た (M-II/ZP+； M-II/ZP-； IVF/ZP-/MG132+； IVF/Z
P-/MG132-)。 精 子 -卵 母 細 胞 結 合 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に 使 用 し た 接 合 体 の 各 バ ッ チ に
お い て 光 学 顕 微 鏡 に よ っ て 調 査 し 、 ZP+/MG132+接 合 体 で は 、 見 か け 上 正 常 で 、 MG132-処 理
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に 影 響 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 い く つ か の ZP-寄 与 卵 母 細 胞 タ ン パ ク 質 の 分 解 は IVF後 に 生
じ 、 選 択 的 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 MG132に よ っ て 妨 害 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 雄 ブ タ 精 子 の 受 精 能 力 は 、 精 子 の 移 動 性 ま た は 卵 母 細 胞 の 細 胞 質 膜 と 融 合 す る 精 子 の 能
力 に 対 す る プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 の 非 特 異 的 な 影 響 に よ っ て 低 下 さ れ な い こ と を 確 認 す る
た め に 、 ブ タ 卵 母 細 胞 か ら ZPを 除 去 し 、 MG132の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に お い て ア ク ロ ソ
ー ム 無 傷 精 子 を 受 精 さ せ た (図 5 A～ H)。 予 測 さ れ た よ う に 、 MG132は 透 明 帯 無 傷 卵 母 細 胞
の 受 精 を 阻 害 し た が 、 透 明 帯 を 含 ま な い 卵 母 細 胞 に は 影 響 せ ず 、 そ の 92%～ 96%は 受 精 し 、
そ の ほ と ん ど は 多 精 受 精 的 で あ っ た (図 5 A～ H)。 卵 母 細 胞 ま た は 精 子 が MG132と 共 に 事 前
に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ 、 十 分 に 洗 浄 し て か ら 精 子 注 入 に 使 用 す る と 、 MG132は 透 明 帯
無 傷 卵 母 細 胞 の 受 精 に 影 響 を 与 え な か っ た 。 ま と め る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 プ ロ テ ア ソ
ー ム 阻 害 剤 は 、 精 子 の 移 動 性 、 精 子 -透 明 帯 結 合 お よ び ア ク ロ ソ ー ム エ キ ソ サ イ ト ー シ ス
に 影 響 を 与 え な い で 、 雄 ブ タ 精 子 に よ る 透 明 帯 透 過 性 を 遮 断 す る こ と を 納 得 さ せ る 証 拠 を
提 供 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 次 に 、 精 子 注 入 後 6時 間 経 過 時 の 接 合 体 の 免 疫 蛍 光 お よ び 微 分 干 渉 コ ン ト ラ ス ト 顕 微 鏡 (
DIC)画 像 に よ っ て 、 精 子 -ア ク ロ ソ ー ム プ ロ テ ア ソ ー ム と ユ ビ キ チ ン 免 疫 反 応 性 ZPタ ン パ
ク 質 の 相 互 作 用 を 可 視 化 す る こ と を 試 み た 。 ユ ビ キ チ ン 標 識 の メ ッ シ ュ 様 パ タ ー ン が 受 精
後 の 接 合 体 の ZP表 面 に 見 ら れ 、 ZP結 合 精 子 の 下 方 お よ び 周 囲 の 蛍 光 が 低 下 し て い た (図 6A)
。 後 者 の 図 で は (図 6 B～ B'')、 ZP結 合 精 子 の 下 方 の ユ ビ キ チ ン 免 疫 反 応 性 層 は 消 化 さ れ た
と 思 わ れ (図 6B'； 矢 印 )、 精 子 頭 部 下 方 に 空 間 を 生 じ 、 DIC光 学 的 方 法 で は 明 ら か に 識 別 可
能 で あ る (図 6B''； 矢 印 )。 無 傷 の 精 子 ア ク ロ ソ ー ム に お い て 以 前 に 検 出 さ れ た プ ロ テ ア ソ
ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト MECL-1、 α ／ β -型 サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び β 1i(図 1)は 、 無 傷 の ア ク ロ ソ ー
ム を 有 す る ZP結 合 精 子 (図 6C、 E、 F； 矢 印 )、 エ キ ソ サ イ ト ー シ ス を 受 け た ア ク ロ ソ ー ム (
図 6C、 F、 G； 矢 印 )お よ び 除 去 さ れ た ア ク ロ ソ ー ム 被 覆 (rejected acrosomal shrouds)(図
6C、 E； 矢 印 )に お い て も 見 ら れ た 。 体 細 胞 核 の プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び ユ ビ キ
チ ン シ ス テ ム の 活 性 の 存 在 に 一 致 し て (Chenら , 2002； Rivett, 1998)、 α -型 お よ び β -型
の プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト が 受 精 後 の 接 合 体 内 部 の 前 核 に お い て 検 出 さ れ た (図 6D)。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 同 じ プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 ア ク ロ ソ ー ム エ キ ソ サ イ ト ー シ ス お よ び 小 胞 形 成
を 受 け た ZP結 合 精 子 の ア ク ロ ソ ー ム 基 質 (図 7 A～ C)お よ び 内 側 の ア ク ロ ソ ー ム 膜 (図 7 D～
G)に お い て コ ロ イ ド 金 TEMに よ っ て 検 出 さ れ た (微 細 構 造 を 図 7 I～ Kに 示 す )。 陽 性 対 照 と
し て 、 抗 c-Yes抗 体 (免 疫 蛍 光 の 図 1A、 Bを 参 照 さ れ た い )は 、 主 に 外 側 ア ク ロ ソ ー ム 膜 お よ
び 外 側 ア ク ロ ソ ー ム 核 周 囲 卵 胞 膜 (perinuclear theca)の 複 合 体 を 認 識 し た (図 7H)。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 5
プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 MG132お よ び 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム 血 清 MECL1に よ る イ ン ビ ト ロ に お け る
ウ シ 受 精 の 阻 害
　 雄 ウ シ 精 子 が ウ シ 卵 子 に 受 精 す る 能 力 に 対 す る プ ロ テ ア ソ ー ム 干 渉 の 影 響 を イ ン ビ ト ロ
に お い て 分 析 し た 。 特 異 的 で 、 完 全 に 可 逆 的 な プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 MG132(100μ M)を 、
精 子 注 入 時 に 受 精 培 地 に 添 加 し た 。 こ れ に よ り 、 精 子 注 入 後 20時 間 経 過 時 に 調 査 し た 103
の 卵 巣 の う ち 3つ に だ け 受 精 が 生 じ た (受 精 率 2.8%； 表 2)。 10μ M MG132を 使 用 し た 場 合 に
は プ ロ テ ア ソ ー ム 干 渉 は ウ シ 受 精 を 一 部 遮 断 し た が 、 100μ M Mg132を 適 用 し た 場 合 に は 完
全 に 遮 断 す る こ と を 分 析 は 示 し た 。 MG132の 溶 媒 で あ る 適 量 の エ タ ノ ー ル を 添 加 し て も 、
受 精 ま た は 前 核 形 成 に 影 響 を 与 え ず 、 MG132の 非 存 在 下 で の IVFの 前 の 2時 間 の 100μ M MG13
2と の 未 受 精 卵 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン も 影 響 を 与 え な か っ た 。 同 様 に 、 プ ロ テ ア ソ ー
ム サ ブ ユ ニ ッ ト MECL1に 対 す る 免 疫 血 清 は ウ シ IVFを 遮 断 し た が 、 適 当 な 免 疫 前 血 清 は し な
か っ た 。 前 核 中 の プ ロ テ ア ソ ー ム を 、 α -型 お よ び β -型 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト に 対
す る 抗 体 を 用 い て 検 出 し た 。 DNAは DAPIで 可 視 化 し た (青 色 )。
【 ０ １ ３ ４ 】
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　 MG132の 溶 媒 溶 液 で あ る 適 当 な 量 の 100%エ タ ノ ー ル の 存 在 下 に お い て 精 子 注 入 し た 卵 は
受 精 率 85.9%を 示 し た 。 ラ ク タ シ ス チ ン な ど の 非 可 逆 的 な プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 と は 異 な
り 、 MG132は プ ロ テ ア ソ ー ム コ ア に 永 久 的 に 結 合 し な い 。 し か し 、 MG132は 、 精 子 ア ク ロ ソ
ー ム 媒 介 性 プ ロ テ ア ソ ー ム に 対 す る 阻 害 作 用 と は 異 な り (Sutovskyら , 2003a、 b)、 透 明 帯
卵 細 胞 膜 ま た は 卵 質 に 対 す る 直 接 作 用 に よ っ て 受 精 を 遮 断 ま た は 妨 害 す る こ と を 排 除 す る
た め に 、 数 群 の 卵 を 受 精 前 に 100μ M MG132と 共 に 2時 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 MG1
32の 非 存 在 下 で 受 精 さ せ た 、 こ の よ う な プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 卵 に お い て 受 精 率 97.5%
が 観 察 さ れ た (表 2)。 ブ タ IVFの 上 記 の 検 討 と 同 様 に 、 20Sプ ロ テ ア ソ ー ム コ ア サ ブ ユ ニ ッ
ト MECL1に 対 す る ウ サ ギ 血 清 は 、 1/200、 1/500お よ び 場 合 に よ っ て は 、 1/1000の 希 釈 時 に
お い て 、 イ ン ビ ト ロ に お け る ウ シ 卵 の 受 精 を 効 果 的 に 遮 断 し た (そ れ ぞ れ 、 受 精 率 15.4%、
3.7%お よ び 32.1%； 表 1)。 こ の よ う な 影 響 は 、 対 応 す る 希 釈 に お い て 免 疫 前 の ウ サ ギ 血 清
に よ っ て は 誘 発 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 MG132も 抗 -MECL1処 理 も 、 卵 母 細 胞 の 形 態 の 同 定 可 能 な 異 常 を 伴 わ な か っ た 。 こ れ は 、
雄 ウ シ 精 子 の プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト MECL1、 LMP-2並 び に α -型 お よ び β -型 に 実 施 さ
れ た 免 疫 局 在 化 に よ っ て 同 定 さ れ た 。 陰 性 対 照 は 、 適 当 な 合 成 ペ プ チ ド で 免 疫 飽 和 し た 抗
MECL1抗 体 を 使 用 し て 実 施 し た 。 同 じ 細 胞 の 微 分 干 渉 コ ン ト ラ ス ト 画 像 を 作 製 し た 。 上 記
の 観 察 は 、 上 記 の 雄 ブ タ の 精 子 -ア ク ロ ソ ー ム プ ロ テ ア ソ ー ム に つ い て 同 定 さ れ た 局 在 化
お よ び 機 能 並 び に 雄 ウ シ 精 子 の MECL1、 LMP2お よ び α ／ β の プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト
の 免 疫 局 在 化 に 一 致 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
（ 表 2） プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 MG132お よ び 抗 プ ロ テ ア ソ ー ム 血 清 MECL1の イ ン ビ ト ロ に お
け る ウ シ 受 精 お よ び 前 核 形 成 の 阻 害
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 6
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プ ロ テ ア ソ ー ム の 接 合 体 形 成 開 始 時 か ら の 前 核 へ の 浸 潤
　 ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 は 、 最 近 ま で 、 細 胞 質 コ ン パ ー ト メ ン ト だ け に 存 在 す
る と さ れ て い た 。 体 細 胞 の 核 コ ン パ ー ト メ ン ト に お け る プ ロ テ ア ソ ー ム の 存 在 お よ び タ ン
パ ク 質 分 解 作 用 が 分 析 さ れ た 。 種 々 の 前 核 発 生 段 階 の ウ シ 前 核 接 合 体 の プ ロ テ ア ソ ー ム サ
ブ ユ ニ ッ ト LMP2、 α ／ β お よ び MECL1の 免 疫 局 在 化 に 特 異 的 な 免 疫 血 清 を 使 用 し た 。 卵 質
へ の 導 入 直 後 、 十 分 に 凝 縮 さ れ た 精 子 核 は 検 出 可 能 な プ ロ テ ア ソ ー ム を 含 ま な い こ と が 示
さ れ た 。 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 精 子 核 脱 凝 縮 の 開 始 段 階 に お い て 雄 お よ び 雌 の
前 核 に 浸 潤 を 開 始 し た 。 雄 お よ び 雌 の 前 核 は 、 フ ル サ イ ズ お よ び 並 置 に 達 す る 前 に プ ロ テ
ア ソ ー ム に 占 め ら れ る 。 高 密 度 プ ロ テ ア ソ ー ム が 、 単 精 受 精 お よ び 多 精 受 精 卵 の フ ル サ イ
ズ の 並 置 さ れ た 前 核 内 並 び に 非 同 期 的 な 前 核 発 生 の 場 合 に 観 察 さ れ た 。 受 精 前 に 卵 を 100
μ M MG132と プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て も 、 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト の 前 核 へ の 流
入 に 影 響 を 与 え ず 、 精 子 お よ び 100μ M MG132の 受 精 培 地 へ の 同 時 添 加 の 20時 間 後 に 未 受 精
の ま ま で あ っ た 卵 で は プ ロ テ ア ソ ー ム と 雌 染 色 体 の 結 合 は 観 察 さ れ な か っ た 。 合 成 MECL1
ペ プ チ ド を 飽 和 さ せ た 抗 MECL1抗 体 を 使 用 す る 陰 性 対 照 は 任 意 の シ グ ナ ル を 示 さ な か っ た
。 精 子 尾 部 は 、 受 精 前 の 精 子 を 生 体 ミ ト コ ン ド リ ア 染 料 MitoTracker Green FM(緑 色 )と 共
に プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ウ シ 卵 質 に お け る 上 記 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 確 認
し た 。 プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト MECL1は 、 ウ シ 卵 (図 8、 レ ー ン 1)、 雄 ウ シ 精 子 (図 8、
レ ー ン 2)お よ び ウ シ 卵 丘 細 胞 (図 8、 レ ー ン 3)の 溶 解 液 中 で 検 出 さ れ た 。 卵 質 溶 解 液 の 予 測
さ れ た 29 kDaレ ー ン 以 外 に 、 種 々 の 細 胞 種 の 細 胞 溶 解 液 に 通 常 見 ら れ る 高 MWレ ー ン は 、 お
そ ら く 他 の プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト か ら の MECL1サ ブ ユ ニ ッ ト の 不 完 全 な 解 離 の 結 果
と し て 、 精 子 お よ び 卵 丘 細 胞 溶 解 液 中 に 存 在 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 7
プ ロ テ ア ソ ー ム 干 渉 の 正 常 な 前 核 形 成 の 妨 害 お よ び 、 受 精 卵 に お け る 未 成 熟 染 色 体 凝 縮 の
発 生
　 ウ シ 受 精 を 阻 害 す る た め の 最 適 な MG132濃 度 を 決 定 す る こ と を 目 的 と し た 検 討 の 経 過 に
お い て 、 低 濃 度 (10μ M)で は 、 MG132処 理 は 受 精 を 部 分 的 に し か 阻 害 し な い こ と が 観 察 さ れ
た 。 2つ の 別 個 の 試 験 で 得 ら れ た 平 均 受 精 率 は 、 10μ M 132で 38.2%(n=55)で 、 対 照 (n=37)
で は 75.7%で あ っ た 。 低 濃 度 MG132の 存 在 下 に お け る こ の よ う な 受 精 に よ り 、 前 核 形 成 に 対
す る プ ロ テ ア ソ ー ム 干 渉 の 影 響 を 観 察 す る こ と が で き た 。 受 精 卵 中 の 前 核 は 、 Nup 153を
含 む 核 膜 孔 複 合 体 (NPC)タ ン パ ク 質 群 お よ び 他 の 関 連 す る ヌ ク レ オ ポ リ ン を 認 識 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb 414の 組 み 合 わ せ に よ っ て 可 視 化 し た 。 DNAは 青 色 蛍 光 DAPIで 染 色 し 、
受 精 卵 内 の 精 子 尾 部 は 、 精 子 の MitoTracker GreenFMと の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 に 精
子 ミ ト コ ン ド リ ア 鞘 に 蓄 積 す る 緑 色 蛍 光 の 存 在 に よ っ て 同 定 し た 。 ヌ ク レ オ ポ リ ン 標 識 は
、 ウ シ (図 12A； Sutovskyら , 1998)お よ び マ ウ ス (FitzHarrisら , 2003)の 前 核 ／ 接 合 体 の
早 期 形 成 段 階 に お け る 核 エ ン ベ ロ ー プ 強 度 お よ び 機 能 の 適 当 な マ ー カ ー で あ る の で 、 選 択
し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 異 常 な 前 核 形 成 お よ び 未 成 熟 染 色 体 凝 縮 (PCC)が 、 精 子 の 透 過 性 を 一 部 可 能 に す る 条 件
で あ る 、 10μ M MG132の 存 在 下 で 受 精 し た ウ シ 卵 に 観 察 さ れ た 。 前 核 は 、 核 膜 孔 複 合 体 (NP
C； 赤 )タ ン パ ク 質 、 ヌ ク レ オ ポ リ ン Nup153に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び DNA染 料 DAP
I(青 )の 組 み 合 わ せ で 可 視 化 し た 。 同 様 に 、 こ の よ う な 卵 に お け る PN形 成 パ タ ー ン は 異 常
で あ っ た 。 未 成 熟 染 色 体 凝 縮 (PCC)お よ び 前 核 並 置 失 敗 の 組 み 合 わ せ は 、 単 精 受 精 お よ び
多 精 受 精 卵 の 最 も 一 般 的 な 異 常 で あ っ た 。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 精 子 核 の 不 完 全 な 脱
凝 縮 が 、 雌 ク ロ マ チ ン の PCCを 伴 っ て 観 察 さ れ た 。 PCC中 の 染 色 体 の 散 乱 お よ び 凝 縮 さ れ た
ク ロ マ チ ン 周 囲 へ の 可 溶 性 で あ る と 推 定 さ れ る ヌ ク レ オ ポ リ ン の 集 成 が 観 察 さ れ た 。 こ の
よ う な ヌ ク レ オ ポ リ ン の 蓄 積 は 父 系 的 な 寄 与 に よ る と は 思 わ れ な い ： 雄 ウ シ 精 子 は 、 精 子
尾 部 接 続 片 の 冗 長 な 核 エ ン ベ ロ ー プ (Hoお よ び Suarez, 2003)に 位 置 す る 残 存 量 の ヌ ク レ オ
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ポ リ ン (Sutovskyら , 1999)を 保 有 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
実 施 例 8
正 常 な 前 核 形 成 の 妨 害 機 序 の 分 析
　 以 前 の 検 討 に お い て 、 NPCお よ び ヌ ク レ オ ポ リ ン の 環 状 の 層 状 様 配 置 が 、 自 発 的 な 活 性
化 へ と 進 行 す る 成 熟 し た 中 期 -II卵 に お い て 観 察 さ れ る こ と が あ っ た 。 し か し 、 MG132処 理
し た 細 胞 質 に 接 触 し た 精 子 核 も 未 成 熟 染 色 体 凝 縮 を 受 け た こ と を 考 慮 す べ き で あ る 。 プ ロ
テ ア ソ ー ム の 分 解 は 精 子 ク ロ マ チ ン の 最 初 の 脱 凝 縮 に 必 要 で な い が 、 雄 前 核 の 十 分 な 形 成
に 必 要 で あ る こ と を こ れ は 示 唆 し て い る 。 こ の よ う な 影 響 は 、 接 合 体 内 の 母 系 的 お よ び 父
系 的 ク ロ マ チ ン の プ ロ テ ア ソ ー ム 依 存 的 な リ モ デ リ ン グ に よ っ て 直 接 的 で あ っ て も 、 ま た
は プ ロ テ ア ソ ー ム 依 存 的 な 細 胞 周 期 進 行 の 遮 断 な ど の 間 接 的 で あ っ て も よ い 。 減 数 分 裂 お
よ び 前 核 形 成 の 進 行 は ラ ッ ト で は MG132に よ っ て 阻 害 さ れ る と 思 わ れ る (Josefsbergら , 20
00)。 こ の 観 察 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 最 初 の ラ ッ ト 子 孫 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ 、 研
究 者 ら は ラ ッ ト 卵 の 未 成 熟 な 活 性 化 を 防 ぐ た め に MG132を 適 用 し た (Zhouら , 2003)。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 PN並 置 の 失 敗 は 、 精 子 -星 状 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ が 前 核 並 置 中 に 固 定 さ れ る 、 無 傷 の 核 エ
ン ベ ロ ー プ が な い こ と 、 ま た は 精 子 中 心 小 体 が 、 接 合 体 中 心 小 体 再 構 成 お よ び 精 子 星 状 形
成 の 前 に 遊 離 さ れ な け れ ば な ら な い 、 精 子 尾 部 接 続 片 に お け る プ ロ テ ア ソ ー ム 機 能 の 遮 断
に よ る と 思 わ れ る (Sutovskyら , 1996； Sutovskyお よ び Schatten, 1997； Wojcikら , 2000)
。
【 ０ １ ４ ３ 】
実 施 例 9
胚 移 植 の た め の 胚 盤 胞 を 作 製 す る た め の ブ タ イ ン ビ ト ロ に お け る 受 精 中 の 多 精 受 精 の 低 下
　 プ ロ テ ア ソ ー ム 干 渉 を 使 用 し て 、 全 体 的 な 受 精 率 を 低 下 さ せ な い で 、 IVF中 に 多 精 受 精
率 を 軽 減 ま た は 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 そ の 後 、 多 精 受 精 接 合 体 由 来 の 生 存 能 力 の な い
倍 数 体 胚 盤 胞 の 数 を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 、 胚 移 植 プ ロ グ ラ ム の た め の 正 常 な 2倍 体 胚
盤 胞 の 作 製 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 受 精 媒 体 へ の 新 規 添 加 剤 を 製 剤 化 す る こ と が で き る
。 初 期 の 検 討 で は (表 3)、 ZPの 透 過 性 は 、 100 uM濃 度 の 特 異 的 な プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 MG-
132お よ び ラ ク タ シ ス チ ン に よ っ て 完 全 に 阻 害 さ れ た 。 閾 値 濃 度 10 uMで は 、 プ ロ テ ア ソ ー
ム 阻 害 剤 ラ ク タ シ ス チ ン は 受 精 を 妨 害 し な か っ た が 、 多 精 受 精 率 を 10%ま で 低 下 す る と 同
時 に 単 精 受 精 率 を 65%ま で 増 加 し た 。 精 子 注 入 後 20時 間 経 過 時 の 接 合 体 内 の 蛍 光 標 識 さ れ
た 精 子 尾 部 の 数 に よ っ て 評 価 し た と き 、 こ の 検 討 に お け る 対 照 受 精 は 、 多 精 受 精 お よ び 単
精 受 精 が 、 そ れ ぞ れ 、 44%お よ び 38%で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
（ 表 3） 精 子 注 入 時 の 培 養 培 地 へ の 10 uMラ ク タ シ ス チ ン の 添 加 に よ る ブ タ IVF中 の 多 精 受
精 の 低 下
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 し 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 す る 組 成 物 お よ び ／ ま た は 方 法 は 全 て 、 本 発
明 の 開 示 内 容 に 照 ら し て 不 要 な 実 験 を 行 う こ と な く 作 製 す る こ と が で き 、 実 行 す る こ と が
で き る 。 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 好 ま し い 態 様 に 関 し て 記 載 さ れ て い る が 、 本 発 明
の 概 念 、 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 本 発 明 の 組 成 物 お よ び ／ ま た は 方 法 並 び
に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 の 段 階 お よ び 段 階 の 順 序 に 変 更 を 適 用 す る こ と が で き る
こ と が 当 業 者 に 明 ら か で あ る 。 さ ら に 具 体 的 に は 、 化 学 的 お よ び 生 理 学 的 に 関 連 す る あ る
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一 定 の 物 質 を 本 明 細 書 に 記 載 す る 物 質 と 交 換 す る こ と が で き る が 、 同 じ ま た は 同 様 の 結 果
が 得 ら れ る と 思 わ れ る こ と が 明 ら か で あ る 。 当 業 者 に 明 ら か な 全 て の こ の よ う な 同 様 の 置
換 お よ び 改 良 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 規 定 さ れ る 本 発 明 の 精 神 、 範 囲 お よ び 概
念 の 範 囲 内 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 以 下 の 参 照 文 献 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る も の に 補 助 的 な 例 示 的 な 手 法 ま た は 他 の 詳 細 を
提 供 す る 程 度 に 、 参 照 と し て 具 体 的 に 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
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【 ０ １ ４ ７ 】
　 以 下 の 図 面 は 本 明 細 書 の 一 部 を 形 成 し 、 本 発 明 の あ る 局 面 を さ ら に 証 明 す る た め に 含 ま
れ る 。 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 提 供 す る 具 体 的 な 態 様 の 詳 細 な 説 明 と 合 わ せ て 、 こ れ ら の 図
面 の 1つ 以 上 を 参 照 す る こ と に よ っ て さ ら に 理 解 す る こ と が で き る 。
【 図 １ 】 図 １ Ａ ～ １ Ｊ は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 処 理 し た 卵 母 細 胞 に お け る 精 子 -ZP結 合
の 一 例 お よ び ブ タ 配 偶 子 に お け る ユ ビ キ チ ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 系 の 成 分 を 例 示 す る 。 (図 1A
)常 在 性 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ c-Yesに 対 す る 抗 体 で 標 識 し た 無 傷 の ア ク ロ ソ ー ム を 有 す る 雄 ブ
タ 精 子 。 (図 1B)。 表 面 帯 (zona surface)へ の ア ク ロ ソ ー ム の 分 散 後 の c-Yes標 識 の 残 遺 物
。 (図 1C)10 μ M MG132(プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 )の 存 在 下 に お い て 受 精 し た 卵 母 細 胞 は 、 精
子 注 入 後 (p.i.)20時 間 経 過 時 に 無 傷 の ア ク ロ ソ ー ム を 有 す る わ ず か に 3つ の 精 子 を 示 す 。
こ れ は 、 MG132は 特 異 性 高 く 受 精 を 遮 断 す る が 、 配 偶 子 の 生 存 性 、 精 子 -卵 子 結 合 お よ び 精
子 -ア ク ロ ソ ー ム 反 応 自 体 を 損 な わ な い こ と を 例 示 し て い る 。 (図 1D)精 子 注 入 後 (p.i.)20
時 間 経 過 時 に 3つ の ア ク ロ ソ ー ム 無 傷 精 子 を 有 す る 対 照 卵 母 細 胞 。 図 1 A～ Dの 精 子 は 生 体
ミ ト コ ン ド リ ア 染 色 色 素 MitoTracker CMTM Rosで 事 前 に 標 識 し た 。 (図 1E～ I)サ ブ ユ ニ ッ
ト LMP-2、 MECL 1お よ び MECL 2に 対 す る 抗 体 並 び に プ ロ テ ア ソ ー ム コ ア サ ブ ユ ニ ッ ト に 対
す る 2つ の 異 な る 抗 体 に よ る 雄 ブ タ 精 子 プ ロ テ ア ソ ー ム の 検 出 。 (図 1J)Ab 1690に よ っ て 検
出 さ れ る ユ ビ キ チ ン 。
【 図 ２ 】 図 ２ Ａ ～ ２ Ｃ は 、 雄 ブ タ 熱 抽 出 (す な わ ち 、 ア ク ロ ソ ー ム な し ； レ ー ン 2)、 TX-10
0抽 出 (レ ー ン 3)お よ び 無 傷 (レ ー ン 4)精 子 頭 部 の 溶 解 物 に お け る プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ
ッ ト MECL-1(図 2A)、 β 1i(図 2B)並 び に 種 々 の α -型 お よ び β -型 サ ブ ユ ニ ッ ト (図 2C)の 免 疫
検 出 の 一 例 を 例 示 す る 。 分 子 量 マ ー カ ー は レ ー ン 1に 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ Ａ ～ ３ Ｇ は 、 ブ タ 透 明 帯 の 外 側 面 の ユ ビ キ チ ン 免 疫 反 応 タ ン パ ク 質 の 一 例 を
例 示 す る 。 ユ ビ キ チ ン は 、 ブ タ 前 胞 状 卵 胞 (図 3A、 図 3B、 図 3F、 図 3G)お よ び 胞 状 卵 胞 (図 3
C、 図 3D)内 側 並 び に 全 載 成 熟 卵 母 細 胞 表 面 (図 3E、 卵 核 胞 段 階 の 卵 母 細 胞 を 示 す )に お い て
マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 KM691に よ っ て (図 3A～ D、 図 3F、 図 3E)ま た は ウ サ ギ 血 清 AB1690
(図 3E； 図 3F)に よ っ て 検 出 さ れ た 。 こ れ ら の パ ラ フ ィ ン 切 片 の い く つ か (図 3A、 図 3B)の 卵
胞 顆 粒 膜 細 胞 を 、 ミ ト コ ン ド リ ア タ ン パ ク 質 プ ロ ヒ ビ チ ン に 対 す る 抗 体 で 対 比 染 色 し た 。
図 3Eで は 、 Ab1690に よ る 標 識 は こ の 卵 母 細 胞 の 卵 核 胞 内 の 核 小 体 の 輪 郭 を 描 き 、 表 面 帯 の
標 識 は 抗 体 に 対 す る ZPの 不 透 過 性 に よ る も の で は な か っ た こ と を 示 す 。 ユ ビ キ チ ン 免 疫 反
応 性 は 、 KM691を 使 用 せ ず 、 免 疫 前 ウ サ ギ 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 に 蛍 光 的
に 結 合 し た 適 当 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 処 理 し た 陰
性 対 照 組 織 切 片 で は 見 ら れ な い (図 3G)。 全 て の 画 像 の DNAは DAPIで 対 比 染 色 し た 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ ～ ４ Ｆ は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 MG132が 存 在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い
場 合 に お け る 受 精 前 お よ び 受 精 後 の 透 明 帯 無 傷 お よ び 透 明 帯 除 去 ブ タ 卵 母 細 胞 の 溶 解 物 に
お け る ユ ビ キ チ ン 基 質 の 免 疫 検 出 の 一 例 を 例 示 す る 。 (図 4A)左 の パ ネ ル ： 抗 -ユ ビ キ チ ン K
M691で 調 査 し た 、 受 精 後 6時 間 経 過 時 の 透 明 帯 除 去 (レ ー ン 1)お よ び 透 明 帯 無 傷 (レ ー ン 2)
の 受 精 卵 母 細 胞 の 溶 解 物 は 、 ZPに よ る 数 多 く の ユ ビ キ チ ン 免 疫 反 応 バ ン ド を 示 す 。 123 kD
aマ ー カ ー の わ ず か に 下 に 泳 動 す る レ ー ン セ ッ ト (矢 印 )は ZP+/MG132-対 照 卵 母 細 胞 に は 存
在 し な い が 、 ZP+MG132+卵 母 細 胞 (レ ー ン 3)に は 存 在 す る 。 こ の よ う な バ ン ド は 、 ヒ ト (レ
ー ン 4)お よ び 雄 ブ タ (レ ー ン 5)精 子 の 対 照 溶 解 物 に は 存 在 し な い 。 右 の パ ネ ル ： タ ン パ ク
質 移 動 後 の 同 じ 卵 母 細 胞 ゲ ル の ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 は 、 こ の よ う な <123 kDaバ ン ド (矢
印 )の い く つ か は ゲ ル か ら 膜 に 完 全 に 移 動 せ ず 、 ZP-卵 母 細 胞 レ ー ン (レ ー ン 1)で は 存 在 せ
ず 、 ZP+/MG132-レ ー ン (レ ー ン 2)で は 低 下 し て い る こ と を 示 し て い る 。 存 在 す る こ の よ う
な タ ン パ ク 質 の 大 部 分 は ZP+/MG132+レ ー ン (レ ー ン 3)に 存 在 す る 。 (図 4B)タ ン パ ク 質 移 動
前 の ゲ ル の ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 。 (図 4C)左 の パ ネ ル ： 抗 -ユ ビ キ チ ン KM-691で 調 査 し た
、 ZP+未 受 精 卵 母 細 胞 (レ ー ン 2)、 ZP+/MG132-接 合 体 (レ ー ン 3)、 ZP+/MG132+卵 母 細 胞 (レ ー
ン 4)並 び に ヒ ト (レ ー ン 5)お よ び 雄 ブ タ (レ ー ン 6)精 子 の タ ン パ ク 質 。 中 央 ： 右 の パ ネ ル に
示 す よ う に 、 移 動 後 に ク ー マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し た ゲ ル を 左 の パ ネ ル に 重 ね た も の 。
【 図 ５ 】 図 ５ Ａ ～ ５ Ｈ は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 に よ る 透 明 帯 の 透 過 性 の 遮 断 お よ び 透 明
帯 除 去 卵 母 細 胞 で は こ の よ う な 遮 断 が 存 在 し な い こ と の 一 例 を 例 示 す る 。 MG132は 透 明 帯
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無 傷 卵 母 細 胞 で は イ ン ビ ト ロ に お い て 受 精 を 阻 害 し た が (図 5C、 図 5D)、 透 明 帯 切 除 卵 母 細
胞 に は 影 響 を 与 え な か っ た (図 5A、 図 5B)。 適 当 な 透 明 帯 除 去 (図 5E、 図 5F)お よ び 透 明 帯 無
傷 (図 5G、 5H)対 照 を 実 施 し た 。 DNAを DAPIで 対 比 染 色 し 、 受 精 卵 母 細 胞 内 の 前 核 お よ び 核
小 体 を 抗 体 Ab 1690で 標 識 し た 。
【 図 ６ 】 精 子 注 入 後 (p. i.)6時 間 経 過 時 の ZP表 面 の 雄 ブ タ 精 子 の 微 分 干 渉 顕 微 鏡 (DIC)画
像 と 合 わ せ て 抗 -ユ ビ キ チ ン お よ び 抗 -プ ロ テ ア ソ ー ム 免 疫 蛍 光 に よ っ て 可 視 化 し た 、 精 子
プ ロ テ ア ソ ー ム と ユ ビ キ チ ン 免 疫 反 応 性 ZPタ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 の 一 例 を 例 示 す る 。
【 図 ７ 】 図 ７ Ａ ～ ７ Ｋ は 、 ア ク ロ ソ ー ム エ キ ソ サ イ ト ー シ ス 中 の プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ
ッ ト の 免 疫 電 子 顕 微 鏡 検 出 の 一 例 を 例 示 す る 。 (図 7A～ G)サ ブ ユ ニ ッ ト β 1i(図 7A～ D)、 α
/β (図 7E、 F)お よ び MECL-1(図 7G)の コ ロ イ ド 金 標 識 は ア ク ロ ソ ー ム 基 質 内 お よ び 内 側 の ア
ク ロ ソ ー ム 膜 に 存 在 す る 。 (図 7H)ア ク ロ ソ ー ム マ ー カ ー 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ c-イ エ ス (yes
)は 、 主 に 外 側 の ア ク ロ ソ ー ム 膜 お よ び 外 側 -ア ク ロ ソ ー ム 核 周 囲 卵 胞 膜 の 複 合 体 に 限 定 さ
れ る 。 (図 7I～ K)従 来 の 電 子 顕 微 鏡 は 、 ブ タ 受 精 中 の ア ク ロ ソ ー ム エ キ ソ サ イ ト ー シ ス の
超 微 細 構 造 を 示 す 。
【 図 ８ 】 100の ウ シ 卵 子 (レ ー ン 1)、 雄 ウ シ 精 子 抽 出 物 (レ ー ン 2)お よ び ウ シ 卵 丘 細 胞 (レ ー
ン 3)に お け る プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト MECL1の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で あ る 。 星 印 は
予 測 さ れ る 29 kDaレ ー ン を 表 す 。 種 々 の 細 胞 種 の 細 胞 溶 解 物 に 共 通 し て 見 ら れ る 高 MWレ ー
ン (参 照 文 献 　 Groettrupら ,1996)は 、 試 料 調 製 過 程 に お け る 他 の プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ
ッ ト 凝 集 の 結 果 で あ る 。 ～ 32 kDaの バ ン ド は 、 未 処 理 MECL-1前 駆 体 タ ン パ ク 質 に 相 当 す る
。
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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