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(54)【発明の名称】 ヒト精子表面抗原

(57)【要約】
本発明は、精子表面タンパク質および哺乳動物種におけ
る受精能を調節するためのそのようなタンパク質の使用
に関する。より詳細には、本発明は、精製された精子特
異的表面ペプチドエピトープならびにそれらのタンパク
質エピトープの誘導体およびそれらのタンパク質エピト
ープに対する抗体に関する。本発明は、不妊に関連する
手順における治療組成物および診断組成物ならびにそれ
らの組成物を用いる方法に関する。本発明の組成物は、
不妊の雄性および雌性の血清において存在する抗精子抗
体によって認識される精子細胞表面抗原を含む。本発明
はさらに、治療組成物ならびに診断および治療の方法に
関する。これらには、不妊を調節する（すなわち、阻害
または促進する）組成物および方法が含まれる。
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【特許請求の範囲】

  【請求項１】  配列番号１から配列番号２２、および配列番号２３からなる群

より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたかまたは組換えのポリペプチド

。

  【請求項２】  前記アミノ酸配列が、配列番号１、配列番号２、配列番号１８

から配列番号２２、および配列番号２３からなる群より選択される、請求項１に

記載のポリペプチド。

  【請求項３】  以下の工程を包含する、免疫学的な不妊を診断する方法：

  個体から血清サンプルを得る工程；

  該サンプルを精子の表面抗原を含有している組成物と接触させる工程；および

  抗原／抗体反応についてスクリーニングする工程。

  【請求項４】  前記抗原／抗体反応についてスクリーニングする工程が、標識

された二次抗体の使用を含む、請求項３に記載の方法。

  【請求項５】  前記精子の表面抗原が、固体基板に結合されている、請求項４

に記載の方法。

  【請求項６】  前記精子の表面抗原が、不妊患者から単離された血清によって

認識されるタンパク質であり、そしてここで、該タンパク質は、妊性の患者に由

来する血清によっては認識されない、請求項５に記載の方法。

  【請求項７】  前記精子の表面抗原が、配列番号１～配列番号２２、および配

列番号２３からなる群より選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドである、

請求項５に記載の方法。

  【請求項８】  ペプチドおよび薬学的に受容可能なキャリアを含む薬学的組成

物であって、該ペプチドが、配列番号１から配列番号２２、および配列番号２３

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、薬学的組成物。

  【請求項９】  アジュバントをさらに含む、請求項８に記載の薬学的組成物。

  【請求項１０】  哺乳動物種に対して、薬学的に受容可能なキャリア、ならび

に配列番号１から配列番号２２、および配列番号２３からなる群より選択される

治療有効量のアミノ酸配列を含有している組成物を投与する工程を包含する、哺

乳動物種において受精能を調節するための方法。



(3) 特表２００２－５３９２２３

  【請求項１１】  前記組成物が、さらにアジュバントを含む、請求項１０に記

載の方法。

  【請求項１２】  前記組成物が、静脈内注射によって投与される、請求項１０

に記載の方法。

  【請求項１３】  配列番号１から配列番号２２、および配列番号２３からなる

群より選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドに免疫特異的に結合する、抗

体。

  【請求項１４】  請求項１３に記載の抗体および薬学的なキャリアを含有して

いる、避妊用組成物。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （米国政府の権利）

  本発明は、米国政府の支援で、米国国立衛生研究所による表彰を受けた助成金

番号ＨＤ－２９０９９、Ｐ３０－２８９３４およびＤ５４３－ＴＷ００６５４の

もとで行われた。米国政府は、本発明において特定の権利を有する。

      【０００２】

  （発明の分野）

  本発明は、精子細胞表面抗原に関する。この抗原は、不妊の雄性および雌性の

血清において存在する抗精子抗体によって認識される。より詳細には、本発明は

、精子特異的表面タンパク質／ペプチドのエピトープならびにそれらのタンパク

質のエピトープに対して指向される誘導体および抗体に関する。

      【０００３】

  （発明の背景）

  抗精子抗体（ＡＳＡ）と、説明されない不妊のいくつかの症例との相関は、受

精をブロックするにおけるこれらの抗体についての役割を示唆する。不妊のカッ

プルにおける精子に対する免疫性の発生は、９～３６％であると見積もられる。

対照的に、ＡＳＡの一般集団における伝播は、およそ０～２％である。抗精子抗

体は、精子運動性、子宮頸粘液の精子浸透、受精能獲得または先体を阻害するこ

とによって受精能を欠損させると考えられ、または抗精子抗体は、補体カスケー

ドを惹起して、精子の溶解をもたらし得る。

      【０００４】

  免疫学的不妊の背後の機構の完全な理解ならびに改善された診断および処置は

、機能的に関連する精子抗体の産生を惹起し得る特定の精子抗原の同定の知識に

依存する。例えば、組換え精子表面抗原が入手可能である場合、その抗原は、不

妊を媒介する特定の抗体の存在を検出する、患者血清の免疫アッセイについての

標的として働き得る。さらに、抗精子抗体およびその同族抗体は、産児制限ワク

チンの形態で、不妊の免疫学的制御についての基礎を提供し得る。

      【０００５】
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  いくつかの研究は、免疫ブロット技術を用いて、不妊個体からの、全身性およ

び／または局所性の自己抗体およびイソ抗体（ｉｓｏａｎｔｉｂｏｄｙ）によっ

て認識される精子抗原の同定を報告した。しかし、ほとんどの場合、精子抗原と

、妊性個体からの制御血清との反応が記載されておらず、これらの抗体の受精能

における機能的関連性は、不明なままである。さらに、より初期の報告のほとん

どは、精子タンパク質の分離について一次元ゲル電気泳動を使用していた。

      【０００６】

  本発明は、高解像度の２Ｄ電気泳動によって同定されたタンパク質に関する。

この精子抗原は、等電点フォーカシングまたは非平衡ｐＨ勾配電気泳動のいずれ

かによって第一次元で分離し（酸性および塩基性のタンパク質をスクリーニング

する）続いてＰＡＧＥおよび感受性ウェスタンブロット法を行う。さらに、検体

血清は、免疫ビーズ試験（ＩＢＴ、Ｂｒｏｎｓｏｎ  Ｒ，Ｃｏｏｐｅｒ  Ｇ，Ｒ

ｏｓｅｎｆｅｌｄ  Ｄ．、Ｊａｇｉｅｌｌｏ  Ｇ  ａｎｄ  ＶｏｇｅＩ  Ｈ（編

），Ｂｉｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ  ｏｆ  ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ａｃａｄ

ｅｍｉｃ  ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ  １９８１：５２１－５２７に記載さ

れるとおり）によって抗精子抗体の存在について最初にスクリーニングし、そし

て抗精子抗体の存在について有意な反応性を示す血清のみを利用して、免疫優性

抗原を同定した。さらに、不妊患者に独特な精子抗原を、２Ｄ免疫ブロットのコ

ンピュータ比較を用いて臨床的に不妊の被験体からの血清によって認識される抗

原を除外することによって同定した。銀染されたタンパク質の２Ｄゲル画像のデ

ータベース（精子プロテオーム）およびベクトル的に標識された精子表面タンパ

ク質のデータベース（精子表面インデックス、Ｂｉｏｌ  Ｒｅｐｒｏｄ  １９９

７；５６：７７１－７８７）は、抗体媒介性の不妊に関連する、精子表面抗原の

サブセットの定義を可能にした。

      【０００７】

  （発明の要旨）

  本発明は、不妊に関連する手順における治療組成物および診断組成物ならびに

それらの組成物を用いる方法に関する。本発明の組成物は、不妊の雄性および雌

性の血清において存在する抗精子抗体によって認識される精子細胞表面抗原を含
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む。本発明はさらに、治療組成物ならびに診断および治療の方法に関する。これ

らには、不妊を調節する（すなわち、阻害または促進する）組成物および方法が

含まれる。

      【０００８】

  （発明の詳細な説明）

  本発明を説明および請求するにおいて、以下の用語を、以下に示す定義に従っ

て用いる。

      【０００９】

  本明細書において用いられる「核酸」、「ＤＮＡ」および類似の用語はまた、

核酸アナログ（すなわち、ホスホジエステル骨格以外のものを有するアナログ）

を包含する。例えば、いわゆる「ペプチド核酸」（これは、当該分野において知

られ、そして骨格にホスホジエステル結合の代わりにペプチド結合を有する）は

、本発明の範囲内にあるとみなす。

      【００１０】

  本明細書において用いられる「有効量」とは、選択された効果を生成するに十

分な量を意味する。例えば、精子表面タンパク質の有効免疫量とは、ワクチン調

製物が投与される宿主において免疫応答が誘発されるに十分な量である。

      【００１１】

  本明細書において記載される用語「薬学的に受容可能な」とは、連邦政府もし

くは国の政府の規制当局によって承認されるか、または米国薬局方もしくは動物

における（より詳細にはヒト）における使用について他の一般に認識される薬局

方に記載されることを意味する。

      【００１２】

  本明細書において用いられる用語「キャリア」とは、希釈剤、アジュバント、

賦型剤またはビヒクルであって、それとともに治療剤が投与されるものをいう。

      【００１３】

  本発明は、不妊患者から単離された血清によって認識されるが、臨床的に妊性

被験体から単離された血清によっては認識されない精子表面抗原に関する。本発

明の精子抗原は、不妊患者に独特であり、そしてコンピュータ生成された、２Ｄ
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免疫ブロットの比較を用いて、臨床的に不妊被験体からの血清によって認識され

た抗原を除外することによって同定された。銀染されたタンパク質の２Ｄゲル画

像のデータベース（精子プロテオーム）およびベクトル的に標識された精子表面

タンパク質のデータベース（精子表面インデックス、Ｂｉｏｌ  Ｒｅｐｒｏｄ  

１９９７；５６：７７１－７８７）は、抗体媒介性の不妊に関連する、精子表面

抗原のサブセットの定義を可能にした。これらの同定された精子表面タンパク質

を、本明細書において、ＳＳＰと遺伝子的に称し、そして単離された天然のタン

パク質およびそのフラグメントならびにネイティブタンパク質の組換え誘導体お

よび合成アナログを包含する。

      【００１４】

  ＳＳＰタンパク質、そのポリペプチドおよびペプチドフラグメントは、種々の

用途のために調製され得る。例えば、そのような分子は、抗体の生成のため、診

断および治療アッセイにおいて使用するため、精子運動性に関与する他の精子遺

伝子産物の同定のため、または精子運動性を調節する化合物の同定のために使用

され得る。

      【００１５】

  本発明の１つの実施形態は、精子表面ペプチドエピトープおよび薬学的に受容

可能なキャリアを含む薬学的組成物に関する。この薬学的キャリアは、滅菌液体

（例えば、水および油（石油、動物、植物または合成起源の油（例えば、ピーナ

ツ油、大豆油、鉱油、ゴマ油など）ならびに緩衝化生理食塩水、デキストロース

、水、グリセロール、滅菌等張性水性緩衝液を含む）ならびにそれらの組合せ）

であり得る。水は、その薬学的組成物が静脈内に投与されるときには好ましいキ

ャリアである。生理食塩水溶液および水性デキストロースおよびグリセロール溶

液もまた、液体キャリアとして、特に注射可能な溶液のために使用され得る。

      【００１６】

  本発明の組成物において使用するための適切な薬学的賦型剤としては、デンプ

ン、グルコース、ラクトース、スクロース、ゼラチン、麦芽、米、小麦粉、チョ

ーク（ｃｈａｌｋ）、シリカゲル、ステアリン酸ナトリウム、一ステアリン酸グ

リセロール、滑石、塩化ナトリウム、乾燥スキムミルク、グリセロール、プロピ
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レン、グリコール、水、エタノールなどが挙げられる。所望される場合、その組

成物はまた、微量の湿潤剤または乳化剤、あるいはｐＨ緩衝化剤を含み得る。こ

れらの組成物は、溶液、懸濁物、エマルジョン、錠剤、丸剤、カプセル、散剤、

徐放性処方物などの形態を採り得る。この組成物は、伝統的な結合材およびキャ

リア（例えば、トリグリセリド）とともに、坐剤として処方され得る。経口処方

物としては、以下のような標準的なキャリアが挙げられ得る：薬学的等級のマン

ニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナト

リウム、セルロース、炭酸マグネシウムなど。適切な薬学的キャリアの例は、「

Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」

Ｅ．Ｗ．Ｍａｒｔｉｎ編に記載される。そのような組成物は、治療的有効量の治

療剤（好ましくは精製形態の）を、適切な量のキャリアとともに含み、その結果

、その患者へ適切な投与のための形態を提供する。その処方物は、投与形態に適

切であるべきである。

      【００１７】

  １つの実施形態に従って、本発明の組成物を含むＳＳＰを使用して、哺乳動物

種における受精能を調節する。この方法は、治療的有効量のＳＳＰ抗原を含む組

成物を投与する工程を包含する。１つの好ましい実施形態において、その組成物

は、１つ以上のＳＳＰ（またはＳＳＰタンパク質フラグメントあるいはそれらの

アナログ）を含む避妊ワクチンとして処方され、そして哺乳動物種へ投与されて

免疫応答を惹起する。

      【００１８】

  １つの実施形態において、ＳＳＰ含有組成物を使用して、有効量の精子表面タ

ンパク質もしくはそのフラグメントを投与することによって、受精能関連障害に

ついて被験体を処置する。特に、本発明のＳＳＰ組成物は、免疫学的不妊を処置

するための方法において使用され得る。この方法は、免疫学的不妊を示す個体か

ら血清サンプルを入手する工程、その個体血清に存在する抗体によって標的化さ

れる精子表面タンパク質を決定する工程、およびその個体の抗体によって標的化

される、１つ以上のペプチド（またはペプチド誘導体もしくはペプチド模倣物）

を含む組成物を投与する工程を包含する。１つの実施形態において、その組成物
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は、雌性に局所的に投与されて、その個体の抗精子抗体に結合し、そして従って

、その雌性の受精能を増強する。

      【００１９】

  別の実施形態に従って、本発明のＳＳＰを使用して、表面タンパク質に結合す

る分子を含む、精子表面タンパク質と相互作用する分子についてスクリーニング

し得る。この方法は、１つ以上の分子と、その精子特異的タンパク質／ペプチド

とを、その精子特異的タンパク質／ペプチドとその分子との間の複合体形成を実

施可能な条件下で接触させる工程、ならびにその精子表面タンパク質／ペプチド

に特異的に結合する分子を回収する工程を包含する。

      【００２０】

  １つの実施形態に従って、本発明は、ポリペプチドならびにそのそれぞれのフ

ラグメントおよびアナログであって、少なくとも以下の１つの活性を有するもの

を提供する：精子が卵と受精する能力を調節し得ること、精子マーカーとして機

能すること、不妊個体から単離された血清と結合する能力を有すること、および

免疫原性であること。１つの好ましい実施形態において、精子表面タンパク質は

、以下からなる群より選択されるアミノ酸配列を含むヒトタンパク質である：

Ｉｌｅ  Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ｇｌｎ  Ｔｒｐ  Ｖａｌ  Ｖａｌ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  

Ａｒｇ（配列番号１）；

Ｌｅｕ  Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ｇｌｎ  Ｔｒｐ  Ｖａｌ  Ｖａｌ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  

Ａｒｇ（配列番号２）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号３）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号４）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号５）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号６）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（
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配列番号７）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（

配列番号８）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号９）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（

配列番号１０）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号１１）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号１２）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号１３）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（

配列番号１４）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（

配列番号１５）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号１６）；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（

配列番号１７）；

Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ（配列番号１８）；

Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ（配列番号１９）；

Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｇｌｕ（配列番号２０）；

Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ（配列番号２１）；

Ｈｉｓ  Ｇｌｙ  Ｇｌｎ  Ｓｅｒ  Ａｌａ  Ｇｌｕ  Ｔｙｒ  Ｇｌｕ  Ｐｈｅ（

配列番号２２）；および

Ｐｈｅ  Ｇｌｎ  Ｇｌｎ  Ａｓｐ  Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ａｌａ  Ｓｅｒ（配列番号

２３）。
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      【００２１】

  本発明の１つの局面において、本発明の精子表面ペプチドエピトープを含む組

成物は、避妊ワクチン処方物として投与される。より詳細には、その精子表面ペ

プチドエピトープは、配列番号１～２３からなる群より選択されるアミノ酸配列

を含む、単離されたかまたは組み換えのポリペプチドである。１つの実施形態に

おいて、そのエピトープは、配列番号１～２３から選択される配列からなるペプ

チドである。

      【００２２】

  １つの実施形態に従って、本発明は、哺乳動物種における受精能を調節するた

めの方法を提供する。この方法は、単離されたかまたは組み換えのポリペプチド

の治療有効量を含む組成物を投与する工程であって、そのポリペプチドは、配列

番号１～２３からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、工程を包含する。

      【００２３】

  あるいは、その組成物は、そのポリペプチドのフラグメントまたはそのポリペ

プチドを含み得る。このポリペプチドは、配列番号１～２３からなる群より選択

されるアミノ酸配列を含む。１つの実施形態において、その組成物は、配列番号

１～２３からなる群より選択されるアミノ酸配列からなる配列を有するペプチド

を含む。

      【００２４】

  １つの実施形態において、哺乳動物種における受精能を調節するための組成物

は、ポリペプチド抗原を含む。このポリペプチド抗原は、配列番号１および２か

らなる群より選択されるアミノ酸配列を含む。別の実施形態において、この組成

物は、ポリペプチド抗原を含む。このポリペプチドは、配列番号３～１７からな

る群より選択されるアミノ酸配列を含む。別の実施形態において、その組成物は

、ポリペプチド抗原を含む。このポリペプチドは、配列番号１８～２１からなる

群より選択されるアミノ酸配列を含む。別の実施形態において、その組成物は、

ポリペプチド抗原を含む。このポリペプチドは、配列番号２２のアミノ酸配列を

含む。別の実施形態において、その組成物は、ポリペプチド抗原を含む。このポ

リペプチドは、配列番号２３のアミノ酸配列を含む。
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      【００２５】

  本発明はまた、配列番号１～２３によって表されるペプチド配列をコードする

核酸配列を包含する。これらのペプチドをコードする核酸配列は、当業者に公知

の標準的な技術を用いて合成され得る。さらに、これらのアミノ酸配列を含む、

全長ポリペプチドをコードする遺伝子配列は、当業者に公知の標準的な技術を用

いて哺乳動物ゲノムを含む真核生物ゲノムから単離され得る。好ましい実施形態

において、そのＳＳＰをコードする核酸配列は、ヒトゲノムに由来する。

      【００２６】

  本発明のＳＳＰは、天然のタンパク質の誘導体を表すタンパク質（すなわち、

上記のアミノ酸配列（配列番号１～２３を含む）内および／もしくは隣接するア

ミノ酸残基の、内部欠失を含む欠失、融合タンパク質を生じる付加を含む付加、

または置換（「サイレント」変化を生じ、その変化が機能的に等価なペプチドを

生成する））を含むタンパク質）を含み得る。アミノ酸置換は、関連する残基の

、極性、電荷、溶解性、疎水性、親水性および／または両親媒性の性質における

類似性に基づいて作製され得る。例えば、非極性（疎水性）アミノ酸としては、

以下が挙げられる：アラニン、ロイシン、イソロイシン、バリン、プロリン、フ

ェニルアラニン、トリプトファンおよびメチオニン；極性中性アミノ酸としては

以下が挙げられる：グリシン、セリン、スレオニン、システイン、チロシン、ア

スパラギンおよびグルタミン；正に荷電した（塩基性）アミノ酸としては以下が

挙げられる：アルギニン、リジンおよびヒスチジン；ならびに負に荷電した（酸

性の）アミノ酸としては、アスパラギン酸およびグルタミン酸が挙げられる。

      【００２７】

  あるいは、機能の変更が所望される場合、欠失または非保存的変更がそのＳＳ

Ｐをコードする核酸配列中に操作されて、変更されたＳＳＰ遺伝子産物を生成し

得る。さらに、そのような変更は、選択された宿主細胞における、発現、規模拡

大などのためによりよく適合した産物を生成するために選択され得る。例えば、

１つの実施形態において、システイン残基が欠失または別のアミノ酸残基に置換

されて、ジスルフィド架橋を除去し得る。別の実施形態において、チロシン残基

が欠失または別のアミノ酸残基に置換されて、チロシンリン酸化を除去し得る。
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      【００２８】

  ＳＳＰタンパク質またはＳＳＰタンパク質の一部（例えば、配列番号１～２３

のアミノ酸配列）が無関連のタンパク質に融合された融合タンパク質もまた、本

発明の範囲内にある。そのようなタンパク質およびペプチドは、配列番号１～２

３のアミノ酸配列をコードする合成ヌクレオチド配列に基づいて設計され得る。

融合タンパク質としては、以下が挙げられるがそれらに限定されない：ＳＳＰタ

ンパク質もしくはペプチドを安定化させ、そしてインビボでの半減期を増強する

ＩｇＦｃ融合物；またはその融合タンパク質が細胞膜に固定されること可能にす

る任意のアミノ酸配列に対する融合物；あるいは酵素、蛍光タンパク質、発光タ

ンパク質またはフラグエピトープタンパク質もしくはペプチドであってマーカー

機能を提供するものに対する、ＳＳＰタンパク質もしくはペプチドの融合物。

      【００２９】

  本発明のＳＳＰポリペプチドはさらに、以下を含むがそれらに限定されない翻

訳後改変を包含し得る：ステアリル化、ミリスチル化、パルミチン化、グリコシ

ル化、アセチル化、およびリン酸化。ネイティブのＳＳＰは、そのような改変を

可能にする認識モチーフを有しない場合、当業者は、ＳＳＰ遺伝子産物を生成す

るように酵素認識シグナルのようなモチーフをコードするＳＳＰ遺伝子ヌクレオ

チド配列を導入することは、当業者にとって慣用的である。

      【００３０】

  本発明はまた、本明細書において開示されるネイティブタンパク質およびペプ

チドの配列のペプチドおよびペプチドアナログの合成を包含する。そのようなペ

プチドまたはそのアナログは、ペプチドおよびペプチドアナログの調製について

実質的に任意の当該分野において公知の技術を用いて調製され得る。例えば、そ

のペプチドは、従来の溶液または固相のペプチド合成を用いて直鎖形態で調製さ

れ得、そしてその樹脂から切断され得、続いて精製手順を行う（Ｃｒｅｉｇｈｔ

ｏｎ，１９８３，Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ  Ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒ  Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏ．，

Ｎ．Ｙ．）。本明細書において記載されるペプチドを合成するための適切な手順

は当該分野において周知である。合成ペプチドの組成物は、配列決定のアミノ酸
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分析によって確認され得る（例えば、エドマン分解手順および質量分析）。

      【００３１】

  さらに、そのペプチドのアナログおよび誘導体は、化学的に合成され得る。本

発明のペプチドの各アミノ酸の間の連結は、アミド、置換アミドまたはアミドの

等電子配置物であり得る。非古典的アミノ酸またはアミノ酸の化学的アナログが

その配列への置換または付加として導入され得る。非古典的なアミノ酸としては

以下が挙げられるがそれらに限定されない：一般的なアミノ酸のＤ異性体、α－

アミノイソ酪酸、４－アミノ酪酸、Ａｂｕ、２－アミノ酪酸、γ－Ａｂｕ、ε－

Ａｂｕ、６－アミノヘキサン酸、Ａｉｂ、２－アミノイソ酪酸、３－アミノプロ

ピオン酸、オリニチン、ノルロイシン、ノルバリン、ヒドロキシプロリン、サル

コシン、シトルリン、システイン酸、ｔ－ブチルグリシン、ｔ－ブチルアラニン

、フェニルグリシン、シクロヘキシルアラニン、（３－アラニン、フルオロ－ア

ミノ酸、デザイナー（ｄｅｓｉｇｎｅｒ）アミノ酸（例えば、β－メチルアミノ

酸、Ｃα－メチルアミノ酸、Ｎα－メチルアミノ酸、およびアミノ酸アナログ一

般）。そのアミノ酸は、Ｄ（右旋性）またはＬ（左旋性）であり得る。

      【００３２】

  環化ペプチドは、直鎖状ペプチドの末端へのＣｙｓ残基の付加によって形成さ

れ得る。ジスルフィド結合の形成は、所望される場合、一般的に、緩和な酸化剤

の存在下で行われる。化学的酸化剤が使用され得るか、またはその化合物は、こ

れらの結合をもたらすように雰囲気酸素へ単に暴露され得る。種々の方法が公知

であり、これらには、例えば、以下によって記載されるものが含まれる：Ｔａｍ

，Ｊ．Ｐ．ら、１９７９，Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ  ９５５－９５７；Ｓｔｅｗａｒ

ｔら，１９８４、ＳｏｉｉｄＰｈａｓｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

，第２巻，Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏｍｐａｎｙ  Ｒｏｃｋｆｏｒ

ｄ，ＩＬ；  Ａｈｍｅｄら，１９７５，Ｊ．Ｂｉｏｉ．Ｃｈｅｍ．２５０：８４

７７－８４８２；ａｎｄ  Ｐｅｎｎｉｎｇｔｏｎら，１９９１  Ｐｅｐｔｉｄｅ

ｓ  １９９０  １６４－１６６，Ｇｉｒａｌｔ  およびＡｎｄｒｅｕ，Ｅｄｓ．

，ＥＳＣＯＭ  Ｌｅｉｄｅｎ，Ｔｈｅ  Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ。さらなる代替

は、以下により記載される：Ｋａｍｂｅｒら，１９８０，Ｈｅｌｖ  Ｃｈｉｍ－
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Ａｃｔａ  ６３：８９９－９１５。固体支持体において行われる方法は、以下に

より記載される：Ａｌｂｅｒｉｃｉｏ，１９８５，Ｉｎｔ．－Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄ

ｅ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｒｅｓ．２６：９２－９７。これらの任意の方法が、本発

明のペプチドにおけるジスルフィド結合を形成するために使用され得る。

      【００３３】

  そのペプチドが遺伝子コードされるアミノ酸（例えば、配列番号１～２３）の

全体が構成されるか、またはその部分がそのように構成される場合、そのペプチ

ドもしくはその関連部分は、従来の組み換え遺伝子操作技術を用いて合成され得

る。組み換え産生のために、そのペプチドの直鎖状形態をコードするポリヌクレ

オチド配列が合成され得、そして適切な発現ビヒクル（すなわち、挿入されたコ

ード配列の転写および翻訳について必要なエレメントを含むベクター、またはＲ

ＮＡウイルスベクターの場合、複製および翻訳に必要なエレメントを含むベクタ

ー）中へと挿入され得る。次いで、その発現ビヒクルは、適切な標的細胞へとト

ランスフェクトされる。この細胞は、そのペプチドを発現する。次いで、使用さ

れる発現系に依存して、その発現ペプチドは、当該分野において十分に確立され

た手順によって単離される。組み換えタンパク質およびペプチドの産生のための

方法は、当該分野において周知である（例えば、以下を参照のこと：Ｍａｎｉａ

ｔｉｓら，１９８９，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ａ  Ｌａｂｏｒａ

ｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒ

ａｔｏｒｙ，Ｎ．Ｙ．；およびＡｕｓｕｂｅｌら，１９８９，Ｃｕｒｒｅｎｔ  

Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎ

ｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ  Ｉｎ

ｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，ＮＹ）。本明細書における開示に基づくアンタゴニスト

性ペプチドをコードさせるために、ネイティブ配列に対してコドン置換を導入す

るための方法は、当業者に周知である。ＳＳＰ遺伝子産物、そのペプチドフラグ

メントおよびその融合タンパク質は、当該分野における周知の技術を用いた組み

換えＤＮＡ技術によって産生され得る。

      【００３４】

  １つの実施形態に従って、本発明のＳＳＰは、精子表面タンパク質に対して指
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向される抗体の存在に関連する受精能に関連する障害の存在、またはその障害を

発症することについての素因について、診断またはスクリーニングする方法にお

いて使用される。より詳細には、１つの実施形態において、その方法を使用して

、配列番号１～２３から選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドに対する抗

体の存在を検出することによって免疫学的な不妊について、診断またはスクリー

ニングする。この方法は、個体から血液サンプルを入手する工程、その血清を単

離する工程、その血清サンプルに、精子表面抗原を含む組成物を接触させる工程

、ならびにその精子表面抗原に特異的に結合する、血清サンプルにおける抗体の

存在を決定する工程を包含する。そのような抗体の存在は、受精能に関連する障

害の素因の存在を示す。

      【００３５】

  精子表面抗原に対して特異的に結合する血清サンプルにおける抗体の検出は、

当業者に公知の標準的な技術（例えば、移動度シフトアッセイおよび標識された

成分の使用）を用いて実施され得る。例えば、そのＳＳＰは、不活性の固体支持

体に共有結合され得、そしてそのサンプル血清に接触され得る。次いで、そのＳ

ＳＰを洗浄して任意の未結合および非特異的に結合した血清成分を除去する。次

いで、そのＳＳＰに、その血清サンプルを提供した生物の抗体に対して特異的な

標識された二次抗体（すなわち、その血清サンプルがヒトである場合、その表紙

期された二次抗体は、抗ヒト抗体である）を接触させる。

      【００３６】

  ＳＳＰは、種々の固体支持体（例えば、アガロース、Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ、ポ

リスチレンまたは他のクロマトグラフィービーズ）に、当業者に利用可能なプロ

トコルを用いて結合され得る。例えば、一級アミンが、ＮＨＳ、シアノゲンブロ

ミド活性化樹脂またはマレイミド活性化樹脂に結合され得る。これらの樹脂の多

くは、市販されている（例えば、Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ

’の活性化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ）。あるいは、ＳＳＰは、そのカルボン酸残基を

通じて、例えば、市販の樹脂ＰｈａｒｍａｃｉａＥＡＨ－活性化Ｓｅｐｈａｒｏ

ｓｅによって連結される。

      【００３７】
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  本発明の１つの実施形態に従って、本発明の精子表面タンパク質は、ヒトおよ

び非ヒト動物におけるワクチンとして使用される。より詳細には、本発明は、避

妊のためのＳＳＰベースのワクチンの使用を含む。本発明の１つの局面において

、ＳＳＰは、被験体に対して送達されて、能動的免疫応答を惹起し、受胎の一時

的または反転のアンタゴニストとして作用し得る。例えば、そのようなワクチン

は、被験体の能動的免疫のために使用されて、卵への精子の運動性もしくはアク

セスを一過的にブロックする抗体応答を惹起し得る。本発明の１つの局面におい

て、抗原は、月の特定の期間で、例えば、排卵期の間に投与されて、雌性被験体

の抗精子抗体力価を惹起して受精能をブロックし得る。

      【００３８】

  本発明の別の実施形態において、ＳＳＰは、被験体の恒久的不妊化のためのワ

クチンとして有用である。そのようなワクチンを使用して、不可逆的不妊化のた

めの方法として有用である、精子細胞に対するＴ細胞媒介性攻撃を惹起し得る。

Ｔ細胞特異的応答を生成するための方法（例えば、養子免疫治療）は、当該分野

において周知である（例えば、以下を参照のこと：Ｖａｃｃｉｎｅ  Ｄｅｓｉｇ

ｎ，Ｍｉｃｈａｅｌ  Ｆ．Ｐｏｗｅｌｌ  ａｎｄ  Ｍａｒｋ  Ｊ．Ｎｅｗｍａｎ

  Ｅｄｓ．，Ｐｌｅｎｕｍ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９５，ｐｐ  

８４７－８６７）。そのような技術は、獣医学的避妊または不妊化の目的のため

に特に有用であり得る。この場合、単回投与ワクチン接種が所望され得る。

      【００３９】

  精子表面タンパク質抗原は、大量に生産され得、そしてワクチン調製物におけ

る使用のために精製され得る。本発明のその精子表面タンパク質はまた、免疫ア

ッセイにおける以下の有用性を有する：例えば、その抗原のための抗体の存在を

、ワクチン接種された被験体からの体液のサンプルにおいて検出もしくは測定す

ること、ならびに従って、その被験体の免疫応答を診断および／またはモニター

すること、続いてワクチン接種をすること。免疫原性ポリペプチドを、活性成分

として含むワクチンの調製物は、当業者に公知である（例えば、以下を参照のこ

と：Ｖａｃｃｉｎｅ  Ｄｅｓｉｇｎ，Ｍｉｃｈａｅｌ  Ｆ．Ｐｏｗｅｌｌ  ａｎ

ｄ  Ｍａｒｋ  Ｊ．Ｎｅｗｍａｎ  Ｅｄｓ．，Ｐｌｅｎｕｍ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅ
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ｗ  Ｙｏｒｋ，１９９５，ｐｐ  ８２１－９０２）。

      【００４０】

  精子表面タンパク質抗原の免疫賦活性は、免疫後の試験動物における免疫応答

を精子表面タンパク質抗原を用いてモニターすること、または当該分野において

公知の任意の免疫アッセイの使用によって、決定され得る。体液性（抗体）応答

の生成および／または細胞媒介製麺液の生成は、免疫応答の指標として採用され

得る。試験動物としては、マウス、ハムスター、イヌ、ネコ、サル、ウサギ、チ

ンパンジー等が挙げられ得、そして最終的にヒト被験体であり得る。

      【００４１】

  ワクチンを導入する方法は、経口、膣内、皮内（ｉｎｔｒａｄｅｎｎａｌ）、

筋肉内、腹膜内、静脈内、皮下、鼻内、および乱切を介すること（皮膚の上層を

通すようにひっかくこと（例えば、分岐（ｂｉｆｕｒｃａｔｅｄ）針を用いる）

、あるいは任意の他の標準的な免疫の標準的な経路を含み得る。試験被験体の免

疫応答は、以下のような種々のアプローチによって分析され得る：卵タンパク質

抗原に対する得られた免疫血清の応答性（これは、以下の公知の技術によってア

ッセイされる：例えば、免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫ブロット、放射

性免疫沈降など、または卵タンパク質抗原が抗原性もしくは免疫原性を提示する

場合、免役された宿主における受精能に対する免役された宿主の保護による）。

      【００４２】

  精子表面タンパク質ワクチンの適切な動物試験の一例として、本発明のワクチ

ンは、精子表面タンパク質抗原に対する抗体応答を惹起する能力についてウサギ

において試験され得る。雄性特異的病原体皮含有（ＳＰＦ）若年成体Ｎｅｗ  Ｚ

ｅａｌａｎｄ  Ｗｈｉｔｅウサギが使用され得る。この試験群は各々、固定され

た濃度のワクチンを受ける。コントロール群は、精子表面タンパク質抗原のない

１  ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ  ｐＨ  ９．０の注射を受ける。

      【００４３】

  血液サンプルは、１または２週間ごとにそのウサギから採取され得、そして血

清が精子表面タンパク質に対する抗体について分析され得る。この抗原に対して

特異的な抗体の存在は、例えば、ＥＬＩＳＡを用いてアッセイされ得る。本発明
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のワクチンの有効用量（免疫量）は、動物モデル試験系に由来する用量応答曲線

から外挿され得る。

      【００４４】

  そのようなワクチンの適切な調製物としては、注射可能物（液体溶液または懸

濁物のいずれかとして）；注射内の液体、その中の懸濁物またはその前の液体に

適切な固体形態もまた、調製され得る。この調製物はまた、乳化され得るか、ま

たはそのポリペプチドは、リポソーム中にカプセル化され得る。活性な免疫原性

成分は、しばしば、賦型剤と混合される。この賦型剤は、活性成分に対して薬学

的に受容可能かつ適合性である。適切な賦型剤は、例えば、水、生理食塩水、デ

キストロース、グリセロール、エタノールなどおよびそれらの組合せである。さ

らに、所望される場合、そのワクチン調製物はまた、微量の補助物質（例えば、

湿潤剤もしくは乳化剤、ｐＨ緩衝化剤、および／またはアジュバントであって、

ワクチンの効力を増強するもの）を含み得る。

      【００４５】

  有効であり得るアジュバントの例としては、以下が挙げられるがそれらに限定

されない：水酸化アルミニウム、Ｎ－アセチル－ムラミル－Ｌ－スレオニル－Ｄ

－イソグルタミン（ｔｈｒ、ＭＤＰ）、Ｎ－アセチル－ノル－ムラミル－Ｌ－ア

ラニル－Ｄ－イソグルタミン、Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソ

グルタミン、Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミニル－Ｌ

－アラニン－２－（１’－２’－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ヒドロ

キシホスホリルオキシ）－エチルアミン、ならびにリゾレシチン、プルロニック

ポリオールのような表面活性化物質；ポリアニオン；ペプチド；油エマルジョン

；ミョウバン；およびＭＤＰ。アジュバントの抗力は、卵表面タンパク質ポリペ

プチドエピトープを含む免疫原性ポリペプチドに対して指向される抗体の誘導を

測定することによって決定され得る。この抗体は、ワクチンにおけるこのポリペ

プチドの投与から生じる。このワクチンはまた、種々のアジュバントから構成さ

れる。

      【００４６】

  この免疫原は、配列番号１～２３のアミノ酸配列を含む１つ以上のポリペプチ
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ドを含み得る。さらに、その免疫原はまたリポソーム中へと取り込まれ得、また

はワクチン処方物中における使用のためのポリサッカリドおよび／もしくは他の

ポリマーと結合体化され得る。組み換え抗原がハプテン（すなわち、同族抗体に

選択的に反応し得るということにおいて抗原性であるが、それが免疫応答を惹起

し得ないという点で免疫原性ではない分子）である場合において、そのハプテン

は、キャリアに共有結合され得るか、または免疫原性分子であり得る；例えば、

血清アルブミンのような大タンパク質は、それに対して結合したハプテンに対す

る免疫原性を付与する。ハプテンキャリアは、ワクチンとしての使用について処

方され得る。

      【００４７】

  そのポリペプチドは、中性または塩の血清へと処方され得る。薬学的に受容可

能な塩としては、以下が挙げられる：酸付加塩（ペプチドの有利アミノ基ととも

に形成される）、および無機酸（例えば、塩酸もしくはリン酸）または有機酸（

例えば、酢酸、シュウ酸、酒石酸、リンゴ酸など）と形成される酸付加塩。遊離

カルボキシ基と形成される塩はまた、無機塩基（例えば、リン酸ナトリウム、ア

ンモニウム、カルシウム、または塩化鉄（ＩＩＩ））、および有機塩基（例えば

、イソプロピルアミン、トリメチルアミン、２－エチルアミノエタノール、ヒス

チジン、プロカインなど）に由来し得る。

      【００４８】

  本発明のワクチンは、多価または一価であり得る。多価ワクチンは、１つを超

える抗原の発現を指向させる組み換えウイルスから作製される。そのワクチンが

投与される患者は、好ましくは、哺乳動物であり、そして好ましくはヒトである

が、以下を含むがそれらに限定されない非ヒト動物でもあり得る：ウシ、ウマ、

ヒツジ、ブタ、鳥類（例えば、ニワトリ）、ヤギ、ネコ、イヌ、ハムスター、マ

ウスおよびラット。

      【００４９】

  本発明のワクチン処方物は、有効免疫量の精子表面タンパク質および薬学的に

受容可能なキャリアを含む。ワクチン調製物は、有効免疫量の１つ以上の抗原お

よび薬学的に受容可能なキャリアを含む。このキャリアは、好ましくは無菌であ
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る。その組成物はまた、所望される場合、微量の湿潤剤または乳化剤、あるいは

ｐＨ緩衝化剤を含み得る。この組成物は、液体溶液、懸濁物、エマルジョン、錠

剤、丸剤、カプセル、徐放性処方物または散剤であり得る。経口処方物は、標準

的なキャリア（例えば、薬学的等級のマンニトール、ラクトース、デンプン、ス

テアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、セルロース、炭酸マグネシウ

ムなど）を含み得る。その処方物は、投与形態に適切であるべきである。

      【００５０】

  一般に、その成分は、単位投薬量形態（例えば、活性薬剤の量を示すアンプル

またはサシェのような密封封入された容器中の乾燥凍結乾燥粉末または無水濃縮

物）で別個にまたはともに混合されるかのいずれかで供給される。その組成物が

注射で投与される場合、滅菌希釈物のアンプルが提供され得、その結果、その内

容物は、投与の前に混合され得る。本発明はまた、本発明のワクチン処方物の１

つ以上の成分を含む１つ以上の容器を含む、薬学的パックまたはキットを提供す

る。

      【００５１】

  本発明の１つの局面は、ＳＳＰに結合する抗体（モノクローナルまたはポリク

ローナル）に関する。特に、配列番号１～２３からなる群より選択されるアミノ

酸配列を含むポリペプチドに免疫特異的に結合するこれらの抗体。１つの好まし

い実施形態においてこの抗体は、モノクローナル抗体である。本発明のＳＳＰ抗

原に対して生成された抗体は、授精に対するワクチン接種、不妊、診断免疫アッ

セイ、受動免疫アッセイおよび抗イディオタイプ抗体の生成における潜在的使用

を有する。従って、本発明は、薬学的に受容可能なキャリアおよび抗精子表面タ

ンパク質抗体の、授精を阻害するに充分な量を含む薬学的組成物を包含する。免

疫手順において、しようされる免疫減の量および免疫スケジュールは、当業者に

よって決定され、そして被験体の免疫応答および抗体力価を参酌することによっ

て投与される。

      【００５２】

  １つの実施形態に従って、避妊抗血清を調製するための方法が提供される。こ

こで、この抗血清は、精子表面抗原に対する抗体を含む。好ましい実施形態にお
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いて、その精子表面抗原は、雄性配偶子、より詳細には精子に特有のタンパク質

である。この方法は、精子表面タンパク質またはその免疫原性フラグメントで動

物を免疫する工程、その免疫された動物から血清サンプルを入手する工程、血清

表面タンパク質（またはその免疫原性フラグメント）に結合する能力についてそ

の血清をスクリーニングする工程、およびその精子表面タンパク質に結合するそ

の能力に基づいて血清を回収する工程、を包含する。得られる血清は、ポリクロ

ーナル抗体を含み得、または１つ以上のモノクローナル抗体を含み得る。あるい

は、抗体スクリーニング細胞は、免疫された動物から入手され得、そしてそれら

の細胞は、不死化され得、そして標準的な技術を用いて精子表面タンパク質に結

合する抗体を分泌する細胞についてスクリーニングされ得る。精子表面タンパク

質に結合する抗体を分泌する細胞が単離され得、そしてこれを用いて抗体を産生

し得る。

      【００５３】

  生成された抗体は、当該分野において公知の標準的な技術（例えば、免疫アフ

ィニティークロマトグラフィー、遠心分離、沈降など）によって単離され得、そ

して診断免疫アッセイにおいて用いられ得る。これらの抗体を用いて処置および

／または疾患進行をモニターし得る。当該分野において公知の免疫アッセイ系は

、以下を含むがそれらに限定されないこの目的のために用いられ得る：以下のよ

うな技術を用いる競合性アッセイおよび非競合性アッセイ：放射免疫アッセイ、

ＥＬＩＳＡ（酵素連結免疫吸着アッセイ）、「サンドイッチ」免疫アッセイ、沈

降素反応、ゲル核酸沈降素反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体固定ア

ッセイ、免疫放射測定アッセイ、蛍光免疫アッセイ、プロテインＡ免疫アッセイ

および免疫電気泳動アッセイ。

      【００５４】

  本発明のワクチン処方物はまた、受動免疫治療における使用のための抗体を産

生するために用いられ得る。ここで、宿主の短期保護は、異種生物に対して思考

される予備形成された抗体の投与によって達成され得る。

      【００５５】

  本発明のワクチン処方物によって産生された抗体はまた、抗イディオタイプ抗
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体の産生において使用され得る。次いで、この抗イティオタイプ抗体は、免疫の

ために使用されて、病原体微生物の初期抗原に結合する抗体亜集団を産生し得る

（Ｊｅｒｎｅ，１９７４，Ａｎｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌ．（ｐａｒｉｓ）  １２５ｃ

：３７３；  Ｊｅｒｎｅ，ら，１９８２，ＥＭＢＯ  Ｊ．１：２３４）。

      【００５６】

  種々の送達系が公知であり、そしてそれを使用して本発明の治療剤を投与し得

る（例えば、リポソーム、微粒子、微小カプセル中へのカプセル化、その治療剤

を発現し得る組換え細胞、レトロウイルスもしくは他のベクターの部分としての

治療剤核酸の構築物など）。導入の方法は以下を含むがそれらに限定されない：

皮内、筋肉内、腹膜内、静脈内、皮下、鼻内、硬膜外、および経口の経路。この

化合物は、例えば、注射またはボーラス注射により、上皮裏打ちまたは粘膜裏打

ち（例えば、経口粘膜、直腸粘膜および腸粘膜など）を通じた吸収により、任意

の簡便な経路によって投与され得、そして他の生物学的に活性な薬剤とともに投

与され得る。投与は、全身性または局所性であり得る。肺投与もまた、吸入器ま

たはネブライザ、およびエアゾール化剤を有する処方物の使用によって、用いら

れ得る

  特定の実施形態において、本発明の薬学的組成物を処置が必要な領域に局所的

に投与することが所望され得る。これは、例えば、限定ではなく、局所塗布、注

射、カテーテルの手段、坐剤の手段、またはインプラントの手段によって達成さ

れ得る。このインプラントは、多孔性、非多孔性またはゼラチン性材料であり、

これには、膜（例えば、シアル性（ｓｉａｌａｓｔｉｃ）膜）または繊維が含ま

れる。

      【００５７】

  別の実施形態において、その治療剤は、ベシクル、特にリポソーム中で送達さ

れ得る（以下を参照のこと：Ｌａｎｇｅｒ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：１５２７

－１５３３（１９９０）；Ｔｒｅａｔら，Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ  ｉｎ  ｔｈｅ  

Ｔｈｅｒａｐｙ  ｏｆ  Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ  Ｄｉｓｅａｓｅ  ａｎｄ  Ｃａ

ｎｃｅｒ，Ｌｏｐｅｚ－Ｂｅｒｅｓｔｅｉｎ  ａｎｄ  Ｆｉｄｌｅｒ（編），Ｌ

ｉｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，ｐｐ．３５３－３６５（１９８９）；Ｌｏｐｅｚ－
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Ｂｅｒｅｓｔｅｉｎ，同上、ｐｐ．３１７－３２７；一般的に、同上を参照のこ

と）。

      【００５８】

  さらに別の実施形態において、その治療剤は、制御された放出系で送達され得

る。１つの実施形態において、ポンプが使用され得る（以下を参照のこと：Ｌａ

ｎｇｅｒ，前出；Ｓｅｆｔｏｎ，ＣＲＣ  Ｃｒｉｔ．Ｒｅｆ．Ｂｉｏｍｅｄ．  

Ｅｎｇ．１４：２０１（１９８７）；Ｂｕｃｈｗａｌｄら，Ｓｕｒｇｅｒｙ  ８

８：５０７（１９８０）；Ｓａｕｄｅｋら，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２１

：５７４（１９８９））。別の実施形態において、重合性材料が使用され得る（

以下を参照のこと：Ｍｅｄｉｃａｌ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ  ｏｆ  Ｃｏｎ

ｔｒｏｌｌｅｄ  Ｒｅｌｅａｓｅ，Ｌａｎｇｅｒ  ａｎｄ  Ｗｉｓｅ（編），Ｃ

ＲＣ  Ｐｒｅｓ．，Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ，Ｆｌｏｒｉｄａ（１９７４）；Ｃｏ

ｎｔｒｏｌｌｅｄ  Ｄｒｕｇ  Ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，Ｄｒｕｇ  Ｐ

ｒｏｄｕｃｔ  Ｄｅｓｉｇｎ  ａｎｄ  Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，Ｓｍｏｌｅｎ

およびＢａｌｌ（編），Ｗｉｌｅｙ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８４）；Ｒａｎｇ

ｅｒ  ａｎｄ  Ｐｅｐｐａｓ，Ｊ．Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｓｃｉ．Ｒｅｖ．  Ｍａ

ｃｒｏｍｏｌ．Ｃｈｅｍ．２３：６１（１９８３）；以下もまた参照のこと：Ｌ

ｅｖｙら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２８：１９０（１９８５）；Ｄｕｒｉｎｇ  ら，

Ａｎｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．２５：３５１（１９８９）；Ｈｏｗａｒｄら，Ｊ．Ｎｅ

ｕｒｏｓｕｒｇ．７１：１０５（１９８９））。さらに別の実施形態において、

制御された放出系が、治療標的の近傍、すなわち精巣に配置され得る。従って、

全身性容量の一部のみが必要となる（例えば、以下を参照のこと：Ｇｏｏｄｓｏ

ｎ，１９８４，ｉｎ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ  ｏｆ  Ｃｏ

ｎｔｒｏｌｌｅｄ  Ｒｅｌｅａｓｅ，前出，ｖｏｌ．  ２，ｐｐ．１１５－１３

８）。

      【００５９】

  本発明はまた、薬学的組成物を提供する。本発明の薬学的組成物は、治療有効

量の治療剤、および薬学的に受容可能なキャリアを含む。好ましい実施形態にお

いて、その組成物は、ヒトへの静脈投与のために適合された薬学的組成物として
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、慣用手段に従って処方される。代表的に、静脈内投与のための組成物は、滅菌

等張性水性緩衝液中の溶液である。必要である場合、この組成物はまた、可溶化

剤および局所麻酔剤（例えば、リグノカイン）を含んで、その注射の部位での疼

痛を緩和する。一般に、成分は、別個または単位投薬量形態（例えば、活性薬剤

の量を示す、アンプルまたはサシェのような密封封入容器中の乾燥凍結乾燥粉末

または無水濃縮物）で一緒に混合して供給される。その組成物が注入により投与

されるべきとき、滅菌薬学的等級の水または生理食塩水を含む注入瓶を用いて分

配され得る。その組成物が注射によって投与される場合、注射のための滅菌水ま

たは生理食塩水のアンプルが提供され得、その結果、その成分は、投与前に混合

され得る。

      【００６０】

  特定の処置または状態において有効である本発明の治療剤の量は、その障害ま

たは状態の性質に依存する。そして、それは、標準的な臨床的技術によって決定

され得る。さらに、インビトロアッセイが、必要に応じて使用されて、最適な投

薬量範囲が同定されるに役立ち得る。処方物において使用されるべき正確な用量

は、投与の経路に依存し、そして担当医の判断および各患者の環境に従って判定

されるべきである。しかし、静脈投与のための適切な投薬量範囲は、一般に、１

ｋｇ体重あたり、２０～５００μｇの活性成分である。坐剤は一般に、０．５重

量％～１０重量％の範囲内の活性成分を含む；経口処方物は、好ましくは１０％

～９５％の活性成分を含む。鼻内投与のための適切な投薬量範囲は、約０．０１

  ｐｇ／ｋｇ体重～１  ｍｇ／ｋｇ体重である。有効用量は、インビトロまたは

動物モデルの試験系から誘導される用量応答曲線から外挿され得る。

      【００６１】

  （実施例１）

  （材料）

  （ヒト血清）

  血清を、「説明がつかない」不妊を有する不妊の男性および女性から得た。不

妊の被験体は彼らの不妊について、以前に診断されたホルモン性、感染性、また

は理学的な原因を何ら有しなかった。男性被験体は、精管切除を受けていなかっ



(26) 特表２００２－５３９２２３

た。

      【００６２】

  （免疫ビーズ結合）

  不妊女性患者の血清における抗精子抗体を、以下に記載されるように、間接的

な免疫ビーズ結合によって検出した：Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  ｃｌｉｎｉｃａｌ  

ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，第４版，Ａｍｅｒｉｃａｎ  ｓ

ｏｃｉｅｔｙ  ｆｏｒ  ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ

．Ｃ  １９９２；１０１３－１０１７。男性患者の精子に結合した抗精子抗体を

、直接免疫ビーズ結合によって検出した。すべての血清および血清サンプルを、

ＩｇＧ、ＩｇＭおよびＩｇＡ特異的な抗精子抗体の存在について試験し、そして

１８人の不妊男性被験体、９人の不妊女性被験体、５人の妊性男性被験体および

５人の妊性女性被験体を含ませた。

      【００６３】

  （ウェスタンブロット分析のための血清を選択するための基準）

  高ＩＢＴスコア（すなわち、６０％を超える精子がビーズに結合することが観

察され、これは、ＩｇＧおよび／またはＩｇＭ特異的な抗精子抗体の指標である

）に基づいてさらなる研究のための血清を選択した。選択されたすべての血清は

、精子ヘッドまたは精子全体に対して指向される抗体を含んでいた。ウェスタン

ブロット分析のために合計１５の精子サンプルを不妊男性について選択し、６つ

の血清サンプルを不妊女性から選択した。

      【００６４】

  （精子抗原の調製）

  精液検体を、正常な精子品質を有する妊性ドナーから得た。正常な精液特性を

有する射精液のみを、本研究で用いた。精液の液化の後、成熟した精子を精漿（

ｓｅｍｉｎａｌ  ｐｌａｓｍａ）、未熟な生殖系細胞および非精子細胞（主に白

血球および上皮細胞）からＰｅｒｃｏｌｌ（Ｐｈａｒｒｎａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅ

ｃｈ，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）密度遠心分離（以下により記載される：

Ｎａａｂｙ－Ｈａｎｓｅｎら（Ｂｉｏｌ  Ｒｅｐｒｏｄ  １９９７；５６：７７

１－７８７））によって分離した。最後の遠心分離の前に、その細胞を計数し、
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そしてすべてのサンプルは、９０％を超える運動性を示した。８～１２の個体か

ら得られた精子をプールし、そしてさらなる使用まで即座に凍結した。すべての

サンプルを、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｖｉｒｇｉｎｉａ  Ｈｕｍａｎ  Ｉ

ｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ  Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅによって承認された形式を用い

てインフォームドコンセントのもとに入手した。

      【００６５】

  （放射性ヨウ素化）

  放射性ヨウ素化を、Ｎａａｂｙ－Ｈａｎｓｅｎら、（Ｂｉｏｌ  Ｒｅｐｒｏｄ

  １９９７；５６：７７１－７８７）によって適合させられそして標準化された

手順に従って行った。パーコール（ｐｅｒｃｏｌｌ）で精製した精子を、２０×

１０6個／ｍｌの最終濃度に、Ｈａｍ’ｓ  Ｆ－１０培地中に懸濁した。洗浄し

たヨウ素ビーズ（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ

、ＩＬ）（８×１０6個の精子あたりに１個のビーズ）およびキャリアを有さな

い125Ｉ－Ｎａ（１０μＣｉ／１０6個の精子）を、サンプルに添加した。放射性

標識は、サンプルを振盪しているテーブル上で２０℃で１０分間、インキュベー

トすることによって行った。細胞を、ピペッティングによってヨウ素－ビーズか

ら取り除き、そしてすぐに第２回目のパーコール密度勾配遠心分離に供した。そ

の後、Ｈａｍ’ｓ  Ｆ－１０培地中で３回洗浄した。本明細書中で研究した「表

面」タンパク質は、主に、射精された精子上の外部標識に接近可能である、血漿

膜タンパク質である。これらは、使用する調製方法に従って、アクロソーム反応

を受けないほぼ完全な細胞から構成される。細胞を、最後の洗浄の前に計数し、

そして得られたペレットを精子タンパク質の抽出のために使用した。オートラジ

オグラフィーを、以下の順で成分のサンドイッチを使用して行った：増感スクリ

ーン、ブロット、２層のフィルム、および増感スクリーン。Ｘ線フィルムは、通

常３週間暴露した。

      【００６６】

  （可溶化手順）

  精子を、１００ｍＭのジチオスレイトール（ＤＴＴ）、尿素（９．８Ｍ）、お

よびプロテアーゼインヒビター（２ｍＭのＰＭＳＦ、５ｍＭのヨードアセトアミ
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ド、５ｍＭのＥＤＴＡ、３ｍｇ／ｍｌのＬ－１－クロル－３－（４－トシルアミ

ド）－７－アミノ－２－ヘプタノン－ハイドロクロライド（ＴＬＣＫ）、１．４

６ｍＭのペプスタチンＡ、および２．１ｍＭのロイペプチン）を含有している２

％のオクチル－β－グルコ－ピラノシド（ＯＢＧ）を含有している溶解緩衝液中

に可溶化させた。１ｍｌあたり５×１０8個の細胞を、４℃で４５分間絶えず振

盪することによって可溶化させた。不溶性の物質を、１０，０００×ｇで２分間

の遠心分離によって除去し、そして上清を、一次元電気泳動に供した。

      【００６７】

  （電気泳動）

  等電点電気泳動を、以前に記載されているようなゲル組成物（Ｎａａｂｙ－Ｈ

ａｎｓｅｎら、Ｂｉｏｌ  Ｒｅｐｒｏｄ  １９９７；５６：７７１－７８７）を

使用して行った。キャリアアンホリン（ａｍｐｈｏｌｉｎｅ）組成物は、２０％

のｐＨ５～７、２０％のｐＨ７～９、および６０％のｐＨ３．５～１０であった

。６５μｌの精子抽出物（約０．１５ｍｇのタンパク質）を、１本のロッド当た

りに適用した。チューブを、５％のＮＰ－４０、１％のアンホリン（ｐＨ３．５

～１０）、８Ｍの尿素、および１００ｍＭのＤＴＴを含有している緩衝液を用い

てサンプルを穏やかに重層することによって満たした。等電点電気泳動を、段階

的な電圧を使用して全部で１７，７００ボルト－ｈで行った：２００ｖで２時間

、５００ｖで５時間、８００ｖで１１時間、そして２０００ボルトで３時間。

      【００６８】

  非平衡ｐＨ勾配電気泳動（ＮＥＰＨＧＥ）を、Ｃｅｌｉｓら、Ｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｓｉｓ、１９９２；１３：８９３－９５９）およびＮａａｂｙ－Ｈａ

ｎｓｅｎら（Ｂｉｏｌ  Ｒｅｐｒｏｄ  １９９７；５６：７７１－７８７）によ

って記載されているゲル組成物を使用して、１４×０．１５ｃｍのアクリルアミ

ドロッド中で行った。キャリアアンホリン組成物は、１３％  ｐＨ３．５～１０

、３７％  ｐＨ５～８、１３％  ｐＨ６．５～９、そして３７％  ｐＨ８～１０

．５であった。５５μｌ（約０．１３ｍｇのタンパク質）の精子抽出物を１つの

ロッド当たりに適用した。電気泳動を、４００ボルトで５時間、そして５５０ボ

ルトで３時間を使用する、全部で８６００ボルト－ｈで行った。
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      【００６９】

  二次元ＳＤＳ－ＰＡＧＥを、０．１５ｃｍの厚みの、１６×１６ｃｍのスラブ

ゲル中で、Ｐｒｏｔｅａｎ  ＩＩ  ｘｉ  Ｍｕｌｔｉ－ｃｅｌｌ装置（Ｂｉｏ－

Ｒａｄ、Ｒｉｃｈｍｏｎｄ，ＣＡ）（Ｂｉｏｌ  Ｒｅｐｒｏｄ  １９９７；５６

：７７１－７８７）中で直線状の勾配ゲルを使用して行った（Ｔ＝９～１５％；

Ｔ＝ゲル中のアクリルアミドの濃度）。ニトロセルロース膜への電気的な移動を

、Ｂｉｏｌ  Ｒｅｐｒｏｄ  １９９７；５６：７７１－７８７に記載されている

ように行った。

      【００７０】

  （イムノブロッティング分析）

  ２－Ｄで分離したポリペプチドの電気的な移動の後、膜をＰＢＳ（ｐＨ７．４

）中で５分間、２回リンスし、そして過剰な結合部位を、５％の粉ミルクおよび

０．０５％のＴｗｅｅｎ２０を含有しているＰＢＳ（ｐＨ７．４）中で室温で１

時間インキュベーションすることによってブロックした。ブロットを、絶えずゆ

っくりとした振盪下で、４℃で一晩、１：２０００希釈の血清とともにインキュ

ベートした。いくつかの場合においては、所定のブロットを、１つ以上の血清と

ともにインキュベートした。これらの例においては、ブロットを、第１の血清と

の４℃で一晩のインキュベーション後に、０．０５％のＴｗｅｅｎ２０を含有し

ているＰＢＳ（ｐＨ７．４）中で洗浄し、そして上記と同じ条件下で別の血清と

ともにインキュベートした。不妊男性に由来する１５個の血清を分析し、そして

不妊女性に由来する６個の血清を分析した。これらは、ＩＢＴによって示されて

いるような抗精子抗体を含んだ。二次酵素結合抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ  Ｉｍｍｕ

ｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ  Ｌａｂ．，ＷｅｓｔＧｒｏｖｅ，ＰＡ）（ヤギ抗ヒトＩ

ｇＧ＋ＩｇＭ）を、０．０５％のＴｗｅｅｎ２０を含有しているＰＢＳ中で１：

５０００に稀釈し、そしてブロットを２０℃で１時間インキュベートした。二次

抗体は単独では、ブロットされたヒトの精子タンパク質に結合しなかった（デー

タは示さない）。西洋ワサビペルオキシダーゼ結合体を、製造業者のプロトコー

ル（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｃｏｒｐ．，Ｕ．Ｋ．）を使用して増強された化学発光

（ＥＣＬ）によって可視化した。
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      【００７１】

  （スキャンおよびコンピューター分析）

  化学発光調製物によるＸ線フィルムおよび放射性ヨウ素化実験によるオートラ

ジオグラムを、Ｋｏｄａｋカメラ（Ｅａｓｔｍａｎ  Ｋｏｄａｋ，Ｒｏｃｈｅｓ

ｔｅｒ，ＮＹ）を用いてスキャンした。得られた２－Ｄ画像を、Ｂｉｏ  Ｉｍａ

ｇｅ「２Ｄ分析装置」バージョン６．１（Ｂｉｏ  Ｉｍａｇｅ，Ａｎｎ  Ａｒｂ

ｏｒ，ＭＩ）を使用して分析した。このソフトウェアは、２Ｄゲルによって分離

されたタンパク質のスポットの同定、定量、および比較を自動的に行う。両方の

性別の妊性の被験体によって認識された凝集タンパク質のスポットを示している

複合画像を、参照点または「アンカー」としてそれぞれの画像について共通であ

るタンパク質のスポットを使用することによって、妊性の男性および女性の個体

に対応する、ＥＣＬブロットのコンピュータースキャン画像を適合させた後に得

た。アンカーは、電気泳動の移動度、タンパク質のスポットの座位、およびスポ

ットの形状に基づいて選択した。不妊の被験体によって認識されたタンパク質の

スポットから妊性の被験体によって認識されたタンパク質のスポットを引き算す

るために、分離されたタンパク質のスポットの得られた複合画像を比較し、そし

て不妊の男性および女性のグループに対応する画像と適合させた。このようにし

て、不妊の被験体によって特有に認識される主要な自己抗原およびイソ抗原を同

定する。

      【００７２】

  精子の表面タンパク質（精子の表面のエンサイクロペディア）のデータベース

を、表面の放射性ヨウ素化後に得られたオートラジオグラムの適合に従って作製

した。一貫して標識されたこれらのスポットのみを含むように、注意を払った。

自己抗原およびイソ抗原を含むコンピューターによって作製された画像を、表面

の自己抗原およびイソ抗原を同定するために、精子の表面のエンサイクロペディ

アと適合させた。

      【００７３】

  （結果）

  実験した全ての不妊の血清（１５人の男性および６人の女性）は、ＩｇＧおよ



(31) 特表２００２－５３９２２３

び／またはＩｇＭ抗精子抗体を含み、ＩＢＴ中で６０％より多くの精子がビーズ

に結合した。妊性の個体（５人の男性および５人の女性）に由来する使用したコ

ントロール血清は、ＩＢＴについては陰性であり、１０％未満の精子が免疫ビー

ズによって結合された。

      【００７４】

  非イオン性界面活性剤／尿素で可溶化したヒトの精子のタンパク質の銀染色２

－Ｄゲル（１６×１５ｃｍ）によって、ＩＥＦ／ＰＡＧＥおよびＮＥＰＨＧＥ／

ＰＡＧＥによる１３００より多くのタンパク質のスポットが決定された。これら

のゲルは、１０人の個体の精子のプールから得られたタンパク質のスポットのレ

パートリーを示す。タンパク質のパターンは、再現性が高いが、ドナーの間の少

ないバリエーションが、相対的な豊富さおよび同じタンパク質の電荷に関して観

察された（これらは、個々のサンプルをコンピューター分析によって比較した場

合に、変化することが見出された）。主要なタンパク質のスポットのいくつかの

同一性を、個々のスポットを微量配列決定することによって、または特異的なタ

ンパク質に対する抗血清を用いたイムノブロッティングによって、同定した。例

えば、異なる熱ショックタンパク質のファミリーのメンバーを決定した。これら

のタンパク質は、精子の膜上で豊富である。ＰＨ－２０（精子のヒアルロニダー

ゼ）は、膜結合タンパク質であり、３個の５３ｋＤａのイソ型によって提示され

る。主要な細胞質性のタンパク質である、α－チューブリンおよびβ－チューブ

リンをもまた、ヒトの精子のカルレティキュリンであるとして検出した。

      【００７５】

  ＩＥＦまたはＮＥＰＨＧＥによって決定した精子タンパク質の２Ｄウェスタン

ブロットを、妊性の男性被験体に由来する血清を用いて、または不妊男性被験体

に由来する血清を用いて、プローブした。不妊の被験体に由来する血清は、妊性

の被験体よりもいくつかのスポットに対してより強力な免疫反応性を示したが、

強度におけるこのような差異の重要性は、現在は理解されていない。さらに、酸

性タンパク質および塩基性タンパク質の両方の中の多数の抗原性スポットが、不

妊の血清と反応性であったが、妊性の血清とは反応性ではなかった。同様に、不

妊女性の血清でプローブしたウェスタンブロットを妊性の女性の血清と反応性で
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あるものと比較することによって、免疫学的な反応性における差異が注目された

；不妊の被験体の血清は、より多くの抗原性のスポットを認識し、そしてまた、

妊性の女性に由来する血清よりもいくつかのスポットに対して強力な反応性を示

した。

      【００７６】

  （酸性抗原の分析）

  個々の不妊の血清の分析は、認識された特異的タンパク質の範囲における顕著

な可変性を示したが、いくつかの抗原が種々の個体について共通であることもま

た実証した。認識された精子抗原の範囲のこの観察は、ヒトの男性における抗精

子抗体のレパートリーにおける相当な多様性を暗に意味する。一方、特定の精子

抗原についての免疫反応性のパターンにおける類似性にしばしば注目した。コン

ピューターによる分析、ならびに不妊および妊性の血清と反応したブロットの比

較により、約６０ｋＤａで４個のタンパク質のスポットが、妊性の被験体によっ

ては認識されないタンパク質のサブセットに属する両方の不妊の個体によって認

識されたことを示された。

      【００７７】

  両方の性別に由来する妊性および不妊の血清によって認識された免疫反応性の

精子タンパク質のレパートリーの広範囲の外観を、各々のグループの被験体に由

来する５個の血清とともに、ブロットを連続してインキュベートすることによっ

て得た（図１Ａから１Ｄ）。不妊の被験体に由来する血清を、それらの高い免疫

反応性、免疫反応性における不均質性、および血清の個々のウェスタンブロット

分析後の特定のタンパク質スポットの特有の認識に基づいて選択した。図１Ａお

よび１Ｂは、５人の妊性の男性（Ａ）および５人の妊性の女性（Ｂ）の被験体に

由来する血清によって結合された精子タンパク質のレパートリーを示す。妊性の

男性（Ａ）および妊性の女性（Ｂ）の被験体によって認識された精子抗原の比較

によって、２つの性別の間でのレパートリーにおける顕著な全体的な類似性を明

らかにしたが、妊性の男性の血清は、妊性の女性の血清よりも多数の抗原を認識

した。図１Ｃおよび１Ｄは、それぞれ、５人の不妊男性（Ｃ）および５人の不妊

女性被験体（Ｄ）に由来する血清で連続してプローブしたウェスタンブロットを
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示す。妊性の患者の血清でプローブしたウェスタンブロットと不妊患者の血清で

プローブしたウェスタンブロット（図１のＡ＋Ｂ対Ｃ＋Ｄ）の比較は、いくつか

の異なる精子抗原が、不妊患者によって認識されたことを示す（矢印）。男性患

者によって特有に認識された顕著なタンパク質スポットの分子量は、３４ｋＤａ

（ｐＩ  ４．２）、４２ｋＤａ（ｐＩ  ４．３）、８８．５ｋＤａ（ｐＩ  ４．

０）、１０６ｋＤａ（ｐＩ  ４．２）、４１．８ｋＤａ（ｐＩ  ５．３、ｐＩ  

５．４、ｐＩ  ５．５）、６１．５ｋＤａ（ｐＩ  ５．６２）、６０．４ｋＤａ

（ｐＩ  ５．７５）、ならびに６０ｋＤａ（ｐＩ  ６．６および６．７）である

。不妊女性によって認識される主要なイソ抗原は、６０ｋＤａ（ｐＩ  ６．２、

ｐＩ  ６．４、ｐＩ  ５．８２、ｐＩ  ５．８８）、３２．３ｋＤａ（ｐＩ  ６

．７、ｐＩ  ６．８、ｐＩ  ６．８５）、および４１．２ｋＤａ（ｐＩ  ５．１

）の分子量である。

      【００７８】

  （男性患者の血清と女性患者の血清との間での免疫反応性における変化）

  イムノブロットのコンピューター画像分析は、不妊男性患者の血清によっては

、全部で３１０個の抗原が認識され、一方、２０５個の抗原が不妊女性患者の血

清によって認識されたことを示した。この結果は、不妊男性によって示された精

子抗原に対する免疫反応性が、おそらく、不妊女性のものよりも高いことを示唆

する。さらに、免疫反応性のパターンにおける異なる変化が２つの性別の間で識

別可能であり、これらのグループのそれぞれが、タンパク質の異なるセットに対

する特異性を示し（図１Ｃおよび１Ｄ）、なお、両方の被験体のグループに対し

て共通であるタンパク質が注目された。

      【００７９】

  不妊男性のグループによって認識された抗原の全体のレパートリーからの、男

性および女性の両方の妊性の被験体によって認識された抗原の、コンピューター

を援用する引き算により、８６個のタンパク質抗原が明らかとなった。これらは

、妊性の被験体と比較して、不妊男性被験体（図２Ａ）だけによって認識された

。不妊男性患者だけによって認識されたこれらの８６個の抗原のうち、７２個が

、不妊男性患者の血清に対してのみ特異的であり、そしてこれらは、不妊女性の
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血清によっては認識されなかった。２－Ｄブロットの同様のコンピューターを援

用する分析により、不妊女性被験体について特有である２６個のタンパク質スポ

ットが生じた（図２Ｂ）。これらの抗原のうちの１２個が、不妊女性患者に対し

てのみ特異的であり、そして不妊男性患者によっては認識されなかった。不妊患

者の血清（男性および女性の両方）によってのみ認識された精子抗原の中で、１

４個の抗原が、男性および女性の両方の患者の血清によって共通して認識された

（矢印）。

      【００８０】

  （ＡＳＡ陽性患者によってのみ認識される精子の表面抗原）

  図３は、ベクトルによって（ｖｅｃｔｏｒｉａｌｌｙ）ヨウ素化した精子タン

パク質の２Ｄ  ＩＥＦ－ＰＡＧＥによって得たオートラジオグラムのコンピュー

ターによるスキャンの後で得た、ヒトの精子の表面タンパク質のコンピューター

によって作製した複合画像を示す（Ｂｉｏｌ  Ｒｅｐｒｏｄ  １９９７；５６：

７７１－７８７）。１０３個のタンパク質を、この方法によって精子の表面上で

同定した。精子の表面タンパク質の複合画像を用いる、精子の自己抗原およびイ

ソ抗原のコンピューターを援用する適合によって、精子表面の自己抗原およびイ

ソ抗原のサブセットの同定を提供した。６個の精子の表面の自己抗原およびイソ

抗原の位置を、図３に示す（矢印）。顕著なものは、６．２および６．４のｐＩ

を有する２つの６０ｋＤａのタンパク質であり、これらは、２つの不妊女性の血

清によって認識された。不妊男性の血清によって認識された精子抗原の中の２つ

の血清は、４．０のｐＩを有する８８．２ｋＤａの精子の表面タンパク質を認識

した。２つの血清はまた、両方とも４．２のｐＩの３４ｋＤａおよび３８ｋＤａ

の分子量の２つの精子の表面タンパク質を認識した。表１は、精子表面のイソ抗

原および自己抗原の質量およびｐＩを列挙する。

      【００８１】

【表１】
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  （ウェスタンブロットの結果とＩＢＴの結果との相関関係）

  種々の表面ドメインに対する結合についての免疫ビーズ試験において高いスコ

アを生じたこれらの血清が、ウェスタンブロット上の精子の表面タンパク質を認

識するための、２Ｄ分析において示された抗体を含んだことに注目することは、

興味深かった。表１にはまた、これらの被験体の血清の免疫ビーズパターンをも

記載した。これらの血清の各々が、ＩｇＧおよび／またはＩｇＭ特異的抗体に対

するＩＢＴ反応性を示した。抗体は、精子の頭部または全体の表面に対して指向

された。

      【００８２】

  （考察）

  特異的な精子タンパク質が、抗精子抗体陽性の不妊の被験体に由来する血清に

よって、２－Ｄゲル上で認識され、そして同定された。これらの抗原はおそらく

、免疫不妊を生じることにおいて有意な役割を果たし、そして受精のカスケード

の事象において役割を果たし得る。一次元ゲルのウェスタンブロッティングを使

用して過去に行われた多くの研究は、抗精子抗体を含有している精子によって認

識される精子の抗原の分子量に関して種々の結果を生じた。これらの研究のほと

んどは、不妊の個体について行われ、そして妊性のコントロール血清を用いる精



(36) 特表２００２－５３９２２３

子抗原の反応は、しばしば評価されなかった。さらに、反応性の精子の抗原の分

子量に関する矛盾した報告は、精子の抽出手順における変化に起因し得る。本発

明においては、二次元電気泳動を、一次元での個々のタンパク質の等電点に基づ

くタンパク質の分離のため、および二次元での分子量に基づくタンパク質の分離

のために使用した。これによって、タンパク質のより良好な解析を提供し得、そ

してこれは、微量配列決定に対する前置きとして作用し得る。

      【００８３】

  高解像度の２－Ｄゲル技術（これは、精子タンパク質の分離に最適である）は

、抗精子抗体に対する血清のスクリーニングに適切である。ＩＢＴによる精子の

表面抗体の存在についての不妊患者に由来する血清の最初のスクリーニングによ

って、抗精子抗体を含有している血清に対して注意を向けることによって、さら

なる焦点を提供した。これらは、凝集、細胞毒性、または精子表面におけるブロ

ッキングの、抗体媒介の事象に関連し、そして従って、不妊に機能的に関連する

。

      【００８４】

  個々の血清のイムノブロット分析は、抗精子イムノグロブリンのレパートリー

において相当の多様性が存在することを暗に意味する。多くの患者が同じセット

の抗原を認識しなかったという本研究における知見は、精子の構築の複雑さおよ

び自己免疫応答に関連する抗原の多様性に、一部起因し得る。これらの患者にお

ける不妊の機構およびパターンが異なり得ることもまた、おそらく示唆される。

異なる精子の表面タンパク質を認識する抗体は、不妊プロセスの異なる段階で作

用することによって受精に対する精子の能力に影響を与え得る。抗体のレパート

リーにおける差異はまた、免疫化の態様における差異にも関連し得る。以前の研

究は、抗精子ＩｇＡ抗体のサブクラスが、精子に対する自己免疫を有するヒトに

おいて変化することを示した（Ｂｒｏｎｓｏｎら、Ｈｕｍａｎ  ｓｐｅｒｍ  ａ

ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  ｔｈｅｉｒ  ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ：Ｍａｎｕａｌ

  ｏｆ  ｃｌｉｎｉｃａｌ  ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第

４版、Ａｍｅｒｉｃａｎ  ｓｏｃｉｅｔｙ  ｆｏｒ  ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ

，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．１９９２；１０１３－１０１７）。
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      【００８５】

  ウェスタンブロットのデータ（図１Ａおよび１Ｂを参照のこと）は、妊性の個

体および不妊の個体の両方の高い割合において、精子の自己抗体の存在を確認す

るが、妊性の個体は、ずっと少ない精子抗原を認識し、そして相対的な反応性の

強度は、不妊の個体と比較してより弱かった。これらのデータは、これらの血清

のそれぞれが免疫ビーズ試験において抗精子抗体について陰性であったので、妊

性の血清によって認識される精子抗原のほとんどが、内性であることを暗に意味

する。これらの細胞内抗原のいくつかは、微量配列決定されており、そして線維

鞘および外部の密度の高い線維のような精子の特異的な構造の成分として同定さ

れている。本発明においては、これらの抗原のサブセットの系統的な同定は、精

子抗原（これは、機能的に関連するおよび／または無関係な抗体の産生を誘発し

、そしてこの抗体は、再生機能の損傷において役割を有し得る）の同定を補助す

る。

      【００８６】

  コンピューターによる分析と組合せたイムノブロッティングのための血清の連

続的なインキュベーションは、不妊患者に対して特有の主要な自己抗原およびイ

ソ抗原についての情報を提供することに成功した。男性の血清は、女性の血清よ

りも多くの抗原を認識した（３１０対２０５）が、より多い数の女性被験体由来

のサンプルを用いた広範囲の評価が、結果を統計学的に有効にするためには必要

とされる。男性患者の中の免疫システムに対する精子タンパク質のより長い一定

の暴露は、男性の中でのより高い反応性を説明し得る。さらに、男性患者と女性

患者との間での免疫反応性のパターンにおける明らかな差異は、識別可能であっ

た。男性患者の血清は、いくつかの酸性のタンパク質に対して反応性であり（ｐ

Ｉ  ４．０から５．０）、これらは、女性に由来する分析された血清のいずれに

よっても認識されなかった（図１Ｃおよび１Ｄを参照のこと）。逆に、６．０か

ら７．５のｐＩの範囲で女性のタンパク質によって認識された主要なイソ抗原は

、男性患者に由来する血清に対する反応性が低かった（図１Ｃおよび１Ｄ）。

      【００８７】

  精子の抗原に関連する妊性を同定するための合理的な基準は、細胞の表面上に
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存在するこれらの抗原の同定による。従って、精子の表面抗原に対する免疫性と

精子の内部抗原に対する免疫性の間を区別することが特に重要である。この理由

のために、固定された精子の精子表面タンパク質（これは、損傷した膜を有し、

それによって内部タンパク質の標識を可能にする）を標識するよりもむしろ、生

存している精子の表面タンパク質を標識した。精子の表面タンパク質を、125Ｉ

で放射標識し、続いてＩＥＦ／ＰＡＧＥ、ならびにＮＥＰＨＧＥ／ＰＡＧＥ分離

を行った（Ｎａａｂｙ－Ｈａｎｓｅｎら、Ｂｉｏｌ  Ｒｅｐｒｏｄ  １９９７；

５６：７７１－７８７を参照のこと）。コンピューター分析を利用して、ＩＥＦ

／ＰＡＧＥゲル中の１０３個の表面の標識されたタンパク質から構成される複合

画像を得た。このコンピューター画像は、免疫不妊において役割を果たし得る６

個の精子の表面抗原のサブセットを分類することが可能であった。これらの抗原

のうちの１つは、２人の男性の不妊患者によって認識された、４．０のｐＩで８

８．２ｋＤａのタンパク質である。Ｎａａｂｙ－Ｈａｎｓｅｎら（Ｂｉｏｌ  Ｒ

ｅｐｒｏｄ  １９９７；５６：７７１－７８７）は、チロシン残基でリン酸化さ

れた精子の表面タンパク質であるとしてこのタンパク質を、以前に示した。興味

深いことに、２人の女性の血清は、免疫反応性において著しい類似性を示し、こ

れらは６．２および６．４のｐＩで６０ｋＤａの同じタンパク質のスポットを認

識した。これらの精子タンパク質の両方は、放射活性な125Ｉを有する精子の表

面の標識によって実証されるように、精子の表面上に存在することが見出された

。さらに、両方の血清が、免疫ビーズ試験によって示されるように、精子の頭部

に対して指向されたＩｇＧ抗体を含んだ。このことによって、これらの抗原が、

精子の表面上に曝されていること、おそらく精子の頭部に配置されることが確認

された。２人の男性患者の血清は、精子の表面上で同定された３４ｋＤａおよび

３８ｋＤａの２つのタンパク質のスポットを強く認識した。

      【００８８】

  精子に対する免疫性を診断するためのＩＢＴおよびウェスタンブロッティング

の両方に基づく血清の現在の分析は、抗精子抗体の存在を検出することおよび精

子の表面上の同種抗原を同定することが可能であるが、これらの抗体が指向する

エピトープの同定は、この分析の信頼度を改善するはずである。妊性において潜
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在的な役割を有するようである複数の抗原の認識は、共通のエピトープに起因し

て生じ得る。

      【００８９】

  以前の報告は、同じイソ型であるが精子の頭部に存在する異なる抗原に対して

指向されたモノクローナル抗体が、透明帯または有精卵（ｓｐｅｒｍ－ｅｇｇ）

の膜融合体に対する精子の接着をブロックし得ることを、示した。さらに、同じ

精子の表面抗原の異なるエピトープに対して指向された抗体もまた、異なる方法

で精子の受精能力に影響を与え得る。

      【００９０】

  表面標識された精子タンパク質の２－Ｄゲルパターンについての情報のコンピ

ューターによるデジタル化は、抗精子抗体の診断における新しいツールの可能性

、および抗体媒介の不妊の処置の可能性を開く。精子のプロテオーム（ｐｒｏｔ

ｅｏｍｅ）および精子の表面タンパク質の指標に基づいて、患者の血清での２－

Ｄイムノブロッティングは、ここでは、細胞表面で接近可能なタンパク質抗原に

対する抗体を有するそのような患者をつきとめるため、それによって、自己抗体

もしくはイソ抗体の患者のレパートリーについてのより特異的な情報を得るため

に使用され得る。これらのデータベースが、さらなる自己抗原またはイソ抗原の

同定を用いて拡大し、そして微細な配列情報およびクローニングに基づく微細な

配列が、関連するタンパク質の特徴を提供するので、定義された天然または組換

えの精子抗原を使用する、抗体媒介の不妊の免疫治療のための合理的な基準につ

いての可能性が、明らかになり得る。さらに、抗体媒介の不妊の診断は、患者の

血清での２－Ｄイムノブロットを使用して、そして表面抗原のデータベースにつ

いての結果を参照することによって、単純化され得る。

      【００９１】

  （実施例２）

  ２つの２Ｄゲルバンドの配列分析。ヒアルロン酸結合タンパク質（ペプチド番

号１、表１）の同定

  （方法：）

  上部および下部のバンドは、４．４のｐＩで約３６ｋＤａで移動した。バンド
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を、過剰なポリアクリルアミドを可能な限り最少にするように接近してゲルから

切りだし、多数のより小さい断片に分け、そして洗浄し、そして５００μＬの５

０％メタノール中で一晩脱色した。ゲルの断片を、アセトニトリル中で脱水し、

５０μＬの０．１Ｍの重炭酸アンモニウム中の１０ｍＭのジチオスレイトール中

で再水和し、そして５５℃で１時間還元した。ＤＴＴ溶液を除去し、そしてサン

プルを、５０μＬの５０ｍＭのヨードアセトアミド／０．１Ｍの重炭酸アンモニ

ウム中で、室温の暗所で１時間アルキル化した。試薬を除去し、そしてゲルの断

片を、１００μＬの０．１Ｍの重炭酸アンモニウムで洗浄し、そして１００μＬ

のアセトニトリル中で５分間脱水した。アセトニトリルを除去し、そしてゲルの

断片を、１００μＬの０．１Ｍの重炭酸アンモニウム中で再水和した。断片を、

１００μＬのアセトニトリル中で再水和し、アセトニトリルを除去し、そして断

片を、減圧遠心分離によって完全に乾燥させた。ゲルの断片を、５０ｍＭの重炭

酸アンモニウム中の１２．５ｎｇ／μＬのトリプシン中で再水和し、そして氷上

で４５分間インキュベートした。全ての過剰のトリプシン溶液を除去し、そして

２０μＬの５０ｍＭの重炭酸アンモニウムを添加した。サンプルを、３７℃で一

晩消化し、そして形成されたペプチドを、２つの２００μＬの５０％のアセトニ

トリル／５％のギ酸中のポリアクリルアミドから抽出した。これらの抽出物を混

合し、そしてＬＣ－ＭＳ分析のために＜２０μＬまで蒸発させた。

      【００９２】

  ＬＣ－ＭＳシステムは、１０ｃｍ×７５μｍのｉｄ  ＰＯＲＯＳ  １０  ＲＣ

逆相キャピラリーカラムに接続された電子噴霧イオン供給源を備えた、Ｆｉｎｎ

ｉｇａｎ－ＭＡＴ  ＴＳＱ７０００システムから構成された。１μＬの容量の抽

出物を注射し、そしてペプチドを、アセトニトリル／０．１％の酢酸勾配によっ

て、０．６μＬ／分の流速でカラムから溶出した。電子噴霧イオン供給源を、７

０％のメタノール／３０％の水／０．１２５％の酢酸の、１．２μＬ／分の同軸

の鞘の液体流（ｓｈｅａｔｈ  ｌｉｑｕｉｄ  ｆｌｏｗ）、および最適な感受性

のために必要とされる場合に調節された、同軸の窒素流（ｎｉｔｒｏｇｅｎ  ｆ

ｌｏｗ）を用いて、４．５ｋＶで操作した。消化物を、消化物中に存在するペプ

チドの分子量を測定するために、キャピラリーＬＣ電子噴霧質量スペクトル分析
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によって分析した。検出したペプチドについてのペプチド配列を、衝突ガスとし

てアルゴンを用いる、ＬＣ－電子噴霧直列型質量スペクトル分析を使用して、衝

突して活性化した解離によって決定した。

      【００９３】

  （結果：）

  これらの２つの消化物の、ＬＣ－ＭＳ分析によって決定した分子量、およびペ

プチドのＬＣ－直列型ＭＳによって決定したアミノ酸配列を、表２に示す。６個

のペプチドを、より暗く染色されたバンドＬＢ３－８３－２（Ａｎｎｅ、下部）

において検出し、そして４個のこれらの同じペプチド（ペプチド＃２、３、４、

および５）を、より明るく染色されたバンドＬＢ－３－８３－１（Ａｎｎｅ、上

部）において検出した。配列情報を、６個のペプチドのうちの５個について得た

。ＣＡＤスペクトルの情報を使用するデータベース検索（ＳＥＱＵＥＳＴ）およ

び部分的なペプチド配列を使用するデータベース検索（ＢＬＡＳＴ）によって、

ヒトのヒアルロン酸結合タンパク質のデータベース配列中の２つのペプチドを同

定し、３および４と番号付けした（ＮＣＢＩｎｒ．６．８．９７登録番号７３０

７７２、計算したＭＷ＝３１．４ｋＤａ、計算したｐＩ＝４．３）。他のペプチ

ドは、このデータベース配列においても、任意の他のデータベース配列において

も見出せなかった。

      【００９４】

  まとめると、両方のバンドは、同様の系列のペプチドを生じる。両方のバンド

が２つのペプチドを含み、これらは、ヒトのヒアルロン酸結合タンパク質のデー

タベース配列に適合する。両方のバンドがさらなるペプチドを含み、これらは、

任意のデータベースのペプチドに対して適合し得ず、従ってこれらは、第２の未

知のタンパク質に由来するようである。

      【００９５】

【表２】
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1Ｘは、ＩまたはＬを示す。これらは、低エネルギーのＣＡＤによっては識別し

得ない。Ｍｏは、酸化されたＭを示す。小文字は、試験的な割り当てを示す。＿

は、単一の未知のアミノ酸を示す、－－－は、未知の数の未知のアミノ酸を示す

。略号は、以下の通りである：「Ｘ」＝ＩｌｅまたはＬｅｕ；

  ＳＶＸＸＳＸＫは、以下のアミノ酸配列を示す：

Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  Ｌｅｕ  Ｌｙｓ（配列番号２４）、

Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｓｅｒ  Ｌｅｕ  Ｌｙｓ（配列番号２５）、

Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  Ｉｌｅ  Ｌｙｓ（配列番号２６）、

Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ｓｅｒ  Ｌｅｕ  Ｌｙｓ（配列番号２７）、

Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ｓｅｒ  Ｉｌｅ  Ｌｙｓ（配列番号２８）、

Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  Ｉｌｅ  Ｌｙｓ（配列番号２９）、

および

Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  Ｌｅｕ  Ｌｙｓ（配列番号３０）；

  ＶＹＴＳは、以下のアミノ酸配列を示す：
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Ｖａｌ  Ｔｙｒ  Ｔｈｒ  Ｓｅｒ（配列番号３１）；

  ＧＧＷＥＸＥＸＮＧＴＥＡＫは、以下のアミノ酸配列を示す；

Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ｔｒｐ  Ｇｌｕ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ  Ｉｌｅ  Ａｓｎ  Ｇｌｙ  

Ｔｈｒ  Ｇｌｕ  Ａｌａ  Ｌｙｓ（配列番号３２）、

Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ｔｒｐ  Ｇｌｕ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ  Ｌｅｕ  Ａｓｎ  Ｇｌｙ  

Ｔｈｒ  Ｇｌｕ  Ａｌａ  Ｌｙｓ（配列番号３３）、

Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ｔｒｐ  Ｇｌｕ  Ｌｅｕ  Ｇｌｕ  Ｉｌｅ  Ａｓｎ  Ｇｌｙ  

Ｔｈｒ  Ｇｌｕ  Ａｌａ  Ｌｙｓ（配列番号３４）、および

Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ｔｒｐ  Ｇｌｕ  Ｌｅｕ  Ｇｌｕ  Ｌｅｕ  Ａｓｎ  Ｇｌｙ  

Ｔｈｒ  Ｇｌｕ  Ａｌａ  Ｌｙｓ（配列番号３５）；

  ＡＦＶＤＦＸＳＤＥＸＫＥＥＲは、以下のアミノ酸配列を示す

Ａｌａ  Ｐｈｅ  Ｖａｌ  Ａｓｐ  Ｐｈｅ  Ｉｌｅ  Ｓｅｒ  Ａｓｐ  Ｇｌｕ  

Ｉｌｅ  Ｌｙｓ  Ｇｌｕ  Ｇｌｕ  Ａｒｇ（配列番号３６）、

Ａｌａ  Ｐｈｅ  Ｖａｌ  Ａｓｐ  Ｐｈｅ  Ｉｌｅ  Ｓｅｒ  Ａｓｐ  Ｇｌｕ  

Ｌｅｕ  Ｌｙｓ  Ｇｌｕ  Ｇｌｕ  Ａｒｇ（配列番号３７）、

Ａｌａ  Ｐｈｅ  Ｖａｌ  Ａｓｐ  Ｐｈｅ  Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  Ａｓｐ  Ｇｌｕ  

Ｉｌｅ  Ｌｙｓ  Ｇｌｕ  Ｇｌｕ  Ａｒｇ（配列番号３８）、および

Ａｌａ  Ｐｈｅ  Ｖａｌ  Ａｓｐ  Ｐｈｅ  Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  Ａｓｐ  Ｇｌｕ  

Ｌｅｕ  Ｌｙｓ  Ｇｌｕ  Ｇｌｕ  Ａｒｇ（配列番号３９）；ならびに

  ＳＧＧＷＥＬＥＬＮＧＴＥＡＫは、以下のアミノ酸配列を示す；

Ｓｅｒ  Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ｔｒｐ  Ｇｌｕ  Ｌｅｕ  Ｇｌｕ  Ｌｅｕ  Ａｓｎ  

Ｇｌｙ  Ｔｈｒ  Ｇｌｕ  Ａｌａ  Ｌｙｓ（配列番号４０）。

      【００９６】

  （実施例３）

  ３つのＣＭ染色した２Ｄゲルのバンドの配列分析（ペプチド番号２、表１）

  （方法：）

  ゲルの断片を、シリコナイズしたチューブに移し、そして洗浄し、そして２０

０μＬの５０％のメタノール中で一晩脱色した。ゲルの断片を、アセトニトリル

中で脱水し、０．１Ｍの重炭酸アンモニウム中の３０μＬの１０ｍＭのジチオス
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レイトール中で再水和し、そして０．５時間室温で還元した。ＤＴＴ溶液を除去

し、そしてサンプルを、０．１Ｍの重炭酸アンモニウム中の３０μＬの５０ｍＭ

のヨードアセトアミド中で、０．５時間室温でアルキル化した。試薬を除去し、

そしてゲルの断片を、１００μＬのアセトニトリル中で脱水した。アセトニトリ

ルを除去し、そしてゲルの断片を、１００μＬの０．１Ｍの重炭酸アンモニウム

中で再水和した。断片を１００μＬのアセトニトリル中で脱水し、アセトニトリ

ルを除去し、そして断片を、減圧遠心分離によって完全に乾燥させた。ゲルの断

片を、５０ｍＭの重炭酸アンモニウム中の２０ｎｇ／μＬのトリプシン中で、氷

上で１０分間再水和した。任意の過剰のトリプシン溶液を除去し、そして２０μ

Ｌの５０ｍＭの重炭酸アンモニウムを添加した。サンプルを３７℃で一晩消化し

、そして形成したペプチドを、２つの３０μＬの５０％のアセトニトリル／５％

のギ酸のアリコート中のポリアクリルアミドから抽出した。これらの抽出物を混

合し、そしてＬＣ－ＭＳ分析のために２５μＬまで蒸発させた。

      【００９７】

  ＬＣ－ＭＳシステムは、自己梱包された（ｓｅｌｆ－ｐａｃｋｅｄ）８ｃｍ×

７５μｍのｉｄ  Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ  Ｊｕｐｉｔｅｒ  １０μｍ  Ｃ１８逆

相キャピラリーカラムに接続されたＰｒｏｔａｎａナノスプレーイオン供給源を

備えた、Ｆｉｎｎｉｇａｎ  ＬＣＱイオントラップ質量スペクトル分析システム

から構成された。０．５～５μＬの容量の抽出物を注射し、そしてペプチドを、

アセトニトリル／０．１％の酢酸勾配によって、０．２５μＬ／分の流速でカラ

ムから溶出した。ナノスプレーイオン供給源を、２．８ｋＶで操作した。消化物

を、ペプチドの分子量を測定するためのフルスキャン質量スペクトルおよび連続

的なスキャンの中のアミノ酸配列を測定するための生成物イオンスペクトルを取

得する機器の、２倍の実行能力を使用して分析した。分析のこの態様によって、

数桁の大きさを超える量の範囲で、約４００のＣＡＤスペクトルのイオンを生じ

る。必ずしも全てのＣＡＤスペクトルが、ペプチドに由来するわけではない。

      【００９８】

  データを、ＳＥＱＵＥＳＴ検索アルゴリズムを使用してデータベース検索によ

って分析した。このアルゴリズムによっては適合しなかったペプチドを、手作業
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によって解釈し、そしてＳＥＱＵＥＳＴアルゴリズムを使用してＥＳＴデータベ

ースに対して検索した。

      【００９９】

  （結果：）

  表３に示すペプチドを、バンドＣ４８中で検出した。これらのペプチドのいず

れもが、任意のタンパク質またはＥＳＴ項目と適合しなかった。このペプチドは

、完全に新規のものであるようである。

      【０１００】

【表３】

1ＩおよびＬは、低エネルギーのＣＡＤによっては識別不可能であるが、データ

ベース配列によって推測される。Ｍ（ｏ）は、酸化されたＭを示す。Ｃは、Ｃa

（アクリルアミド）として記載されていない限りは、カルバミドメチルで改変さ

れている。＿は、単一の未知の残基を示す。－－－は、未知の数の未知の残基を

示す。略号は、以下の通りである：「Ｘ」＝ＩｌｅまたはＬｅｕ；

  ＸＱＱＴは、以下のアミノ酸配列を示す；

Ｉｌｅ  Ｇｌｎ  Ｇｌｎ  Ｔｈｒ（配列番号４１）および

Ｌｅｕ  Ｇｌｎ  Ｇｌｎ  Ｔｈｒ（配列番号４２）；

  ＸＮＳＱＷＶＶＰＬＲは、以下のアミノ酸配列を示す；



(46) 特表２００２－５３９２２３

Ｉｌｅ  Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ｇｌｎ  Ｔｒｐ  Ｖａｌ  Ｖａｌ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  

Ａｒｇ（配列番号１）；および

Ｌｅｕ  Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ｇｌｎ  Ｔｒｐ  Ｖａｌ  Ｖａｌ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  

Ａｒｇ（配列番号２）；

  ＭＶＮＸＭＸＸＸＲは、以下のアミノ酸配列を示す；

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号３）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号４）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号５）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号６）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（

配列番号７）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（

配列番号８）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号９）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｉｌｅ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（

配列番号１０）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号１１）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号１２）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号１３）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（

配列番号１４）、
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Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（

配列番号１５）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ（

配列番号１６）、

Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（

配列番号１７）。

      【０１０１】

  （実施例４）

  バンド２によるペプチドを、実施例３および４に記載するように単離した。表

４に示すペプチドを、バンド２消化物中で検出した。そしてこれは、任意のデー

タベース配列とは適合し得なかった。ペプチドは、あまり豊富ではなく、そして

消化物は、多数のより豊富なペプチドを含み、これらの全てがケラチン配列と適

合した。

      【０１０２】

【表４】

1ＩおよびＬは、低エネルギーのＣＡＤによっては識別不可能であるが、データ

ベース配列によって推測される。Ｍｏは、酸化されたＭを示す。Ｃは、特に記載
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されていない限りは、カルバミドメチルで改変されている。＿は、単一の未知の

残基を示す。－－－は、未知の数の未知の残基を示す。2＋２イオンについての

分子量は、単一同位体（ｍｏｎｏｉｓｏｔｏｐｉｃ）の分子量であり、＞＋３イ

オンの分子量については平均の分子量である。略号は、以下の通りである：「Ｘ

」＝ＩｌｅまたはＬｅｕ；

  ＰＸＳＳは、以下のアミノ酸配列を示す：

Ｐｒｏ  Ｉｌｅ  Ｓｅｒ  Ｓｅｒ（配列番号４３）、および

Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  Ｓｅｒ（配列番号４４）；

  ＭＸＰＶＸＥは、以下のアミノ酸配列を示す：

Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ（配列番号１８）

Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ（配列番号１９）

Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｇｌｕ（配列番号２０）、および

Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ（配列番号２１）；

  ＨＧＱＳＡＥＹＥＦは、以下のアミノ酸配列を示す：

Ｈｉｓ  Ｇｌｙ  Ｇｌｎ  Ｓｅｒ  Ａｌａ  Ｇｌｕ  Ｔｙｒ  Ｇｌｕ  Ｐｈｅ（

配列番号２２）。

      【０１０３】

  ＦＱＱＤＧＧＡＳは、以下のアミノ酸配列を示す：

Ｐｈｅ  Ｇｌｎ  Ｇｌｎ  Ａｓｐ  Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ａｌａ  Ｓｅｒ（配列番号

２３）。

      【０１０４】

  バンド３。表５に示すペプチドを、バンド３消化物中で検出した。このデータ

の分析は、消化したタンパク質があまり豊富ではなかったので複雑であった。ペ

プチド４および６を、ヒトのＢ７タンパク質のデータベース配列中で同定した（

ＮＣＢＩ．ｎｒ．０１．０４．９９登録番号１７３２４１５、計算したＭＷ＝３

６．１ｋＤａ、計算したｐＩ  ５．０）。ペプチド３を、ｂａｃｉｌｌｕｓ  Ｉ

型のシグナルペプチダーゼのデータベース配列中で同定した（ＮＣＢＩ．ｎｒ．

０１．０４．９９登録番号１２６１８６、計算したＭＷ＝２１．０ｋＤａ、計算

したｐＩ  ９．４）。任意の他のペプチドについて適合するデータベースは見出
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せず、そしてこれらのペプチドの全てが、ＥＳＴデータベースと適合し得なかっ

た。発明者らはまた、バンド３中のペプチド８および９のいずれもが、バンド２

中のペプチド２および３と同じであることに注目し得る。

      【０１０５】

【表５】

1ＩおよびＬは、低エネルギーのＣＡＤによっては識別不可能であるが、データ

ベース配列によって推測される。Ｍｏは、酸化されたＭを示す。Ｃは、特に記載

されていない限りは、カルバミドメチルで改変されている。＿は、単一の未知の

残基を示す。－－－は、未知の数の未知の残基を示す。2＋２イオンについての

分子量は単一同位体の分子量であり、＞＋３イオンの分子量については平均の分

子量である。略号は、以下の通りである：「Ｘ」＝ＩｌｅまたはＬｅｕ；

  ＹＩＧＥＦＤＲは、以下のアミノ酸配列を示す；

Ｔｙｒ  Ｉｌｅ  Ｇｌｙ  Ｇｌｕ  Ｐｈｅ  Ａｓｐ  Ａｒｇ（配列番号４５）；
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  ＳＬＱＹＬＮＬＲは、以下のアミノ酸配列を示す；

Ｓｅｒ  Ｌｅｕ  Ｇｌｎ  Ｔｙｒ  Ｌｅｕ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ（配列番号

４６）；

  ＤＮＱＩＤＴＳＬＧＦＳＲは、、以下のアミノ酸配列を示す；

Ａｓｐ  Ａｓｎ  Ｇｌｎ  Ｉｌｅ  Ａｓｐ  Ｔｈｒ  Ｓｅｒ  Ｌｅｕ  Ｇｌｙ  

Ｐｈｅ  Ｓｅｒ  Ａｒｇ（配列番号４７）；

  ＭＸＰＶＸＥは、以下のアミノ酸配列を示す；

Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ（配列番号１８）、

Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ（配列番号１９）、

Ｍｅｔ  Ｉｌｅ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｇｌｕ（配列番号２０）、および

Ｍｅｔ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ（配列番号２１）；

  ＨＧＱＳＡＥＹＥＦは、以下のアミノ酸配列を示す；

Ｈｉｓ  Ｇｌｙ  Ｇｌｎ  Ｓｅｒ  Ａｌａ  Ｇｌｕ  Ｔｙｒ  Ｇｌｕ  Ｐｈｅ（

配列番号２２）。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

  【図１】

  図１Ａ～１Ｄは、妊性雄性（図１Ａ）および妊性雌性（図１Ｂ）からの５つの

血清を、５つの不妊雄性（図１Ｃ）および不妊雌性（図１Ｄ）と比較した、単純

ブロットの系列インキュベーションによるウェスタンブロット分析（希釈率１：

２０００）を表す。主要な自己抗原およびイソ抗原（矢印）であって、不妊被験

体によって特有に認識されるものが認められる。

  【図２】

  図２Ａ～２Ｂは、不妊血清によって認識される、主要な自己抗原（図２Ａ）お

よびイソ抗原（図２Ｂ）を示すコンピュータ生成画像を表す。ウェスタンブロッ

トのコンピュータ走査画像を、アンカーとして２つの画像にわたり共通するタン

パク質スポットを用いて妊性群と不妊群とを比較した。妊性被験体（雄性および

雌性の両方）血清によって認識されるタンパク質スポットを、不妊の雄性および

雌性の被験体を表す画像から引き、そして不妊雄性（図２Ａ）および不妊雌性（
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図２Ｂ）によって特有に認識されるすべての抗原を表す画像を生成した。イソ抗

原よりも多くの自己抗原が存在すること、および異なるパターンの免疫反応性が

性間で存在することが認められる。矢印は、雄性および雌性の両方の被験体によ

って認識されるタンパク質スポットを示す。

  【図３】

  図３は、二次元ＩＥＦ／ＰＡＧＥのベクトル的にヨウ素化したヒト精子タンパ

ク質のコンピュータ生成複合画像を表す。この精子を、実施例１に記載されるよ

うに、放射標識し、そして溶解し、そしてＩＥＦ／ＰＡＧＥによる二次元電気泳

動によって分離した。この複合画像は、ニトロセルロース膜に固定した表面タン

パク質の自己放射線画像を走査し、そして自己抗原およびイソ抗原の位置に対し

てその画像を比較した後に生成した（図１）。矢印は、免疫優性表面の自己抗原

およびイソ抗原の位置を示す。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【国際調査報告】
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