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(57)【要約】
本発明は、ヒツジ精子由来のCαの精製およびペプチド
配列決定によって同定した最近になって特性決定された
Cαアイソフォームへの類似性に基づいてヒトCα-s
タンパク質として同定された新規なヒトCαアイソフォ
ームのクローニングを包含する[11]。ヒトCα-s
タンパク質は精巣および射出された精子に存在し、Cα
-sはヒト精子の中片部に局在する。本発明は、これに
関してCα-sタンパク質をコードするcDNA配列を
包含し、配列番号：1(下線部)に示された特異的ヌク
レオチド配列を含んでなり、上記タンパク質はcAMP
依存性プロテインキナーゼのCα触媒サブユニットの新
規なスプライス変異体である。本発明は、上記cDNA
配列を含んでなるベクターにも関する。本発明は、配列
番号：2(下線部)に示されるCα-sタンパク質特異
的アミノ酸配列によって特性決定されたタンパク質をも
包含する。本発明は、更に医薬品、精子の運動性を操作
するための薬剤、または避妊薬として使用するための薬
剤の調製におけるCα-sタンパク質およびcDNA配
列の使用、並びにCα-sと相互作用する分子をスクリ
ーニングするための方法および試験システムにも関する
。本発明は、キットをも包含する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ヌクレオチド配列の配列番号：1を含んでなるCα-sタンパク

質をコードするcDNA配列であって、上記タンパク質がcAMP依存性プロテインキナ

ーゼのCα触媒サブユニットの新規スプライス変異体であることを特徴とする、c

DNA配列。

    【請求項２】  請求項１に記載のcDNA配列を含んでなるベクター。

    【請求項３】  配列番号：2の特異的アミノ酸配列。

    【請求項４】  請求項１に記載のヌクレオチド配列によってコードされたタ

ンパク質。

    【請求項５】  配列番号：2の特異的Cα-sタンパク質アミノ酸配列を含んで

なる、請求項１に記載のcDNA配列によってコードされたタンパク質。

    【請求項６】  Cα-sタンパク質に対する抗体を含んでなる、キット。

    【請求項７】  非運動性精子の診断用の、請求項６に記載のキット。

    【請求項８】  医薬品の調製のためのCα-sタンパク質の使用。

    【請求項９】  精子の運動性を操作するための薬剤の調製のためのCα-sタ

ンパク質の使用。

    【請求項１０】  避妊薬として使用するための薬剤の調製のためのCα-sタ

ンパク質の使用。

    【請求項１１】  雄生殖不能症を治療するための薬剤の調製のためのCα-s

タンパク質の使用。

    【請求項１２】  アンチセンス薬の調製のための請求項１に記載のCα-sDNA

配列に相補的なDNA配列の使用。

    【請求項１３】  Cα-sタンパク質の存在および位置についての患者精子の

検査およびスクリーニングの方法であって、

a)  射出された成熟精子または副睾丸から直接単離された伸長した精子を集めて

、緩衝液で洗浄し、

b)  精子細胞の洗剤によるストリッピングの後、ポリL-リシンでコーティングし

たカバースリップ(cover slips)上に沈降させることによって免疫蛍光法用の精

製した精子細胞を調製し、
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c)  一次抗体(Ab)（関連性のないAbまたはCα-s特異的Abである）と共にインキ

ュベーションし、Ab過剰量は、洗浄緩衝液によって除去し、精子細胞を蛍光剤と

接合した二次抗-IgG Abと共にインキュベーションし、

d)  蛍光顕微鏡法で精子細胞を検査する

ことを含んでなる、方法。

    【請求項１４】  中片部(midpiece)に会合したCα-sの触媒活性についての

患者精子のスクリーニング方法であって、

a)   射出された成熟精子または副睾丸から直接単離された伸長した精子を集め

て、緩衝液で洗浄し、

b)  超音波処理によって頭部と尾部の画分を分離し、遠心分離、そして洗剤含有

緩衝液中での精子の尾部の溶解によりプロテインキナーゼ分析用の精製した精子

細胞を用意し、

c)  確立されたアッセイによってCα-s特異的触媒活性をモニタリングし、Cα1

活性を内部コントロールとして用いて相対的活性を決定する

ことを含んでなる、上記方法。

    【請求項１５】  請求項１２または１３に記載の方法によって製造した生成

物。

    【請求項１６】  PKA触媒活性を測定するアッセイを用いるCα-s活性および

／または位置の欠陥について、精子運動性による生殖不能症に罹っている男性患

者をスクリーニングするのための、Cα-sタンパク質の阻害または活性化分子を

用いる試験システム。

    【請求項１７】  請求項１６に記載のスクリーニングの生成物。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の分野）

  本発明は、Cα-sタンパク質をコードする相補的DNA配列、およびこのDNA配列

を含んでなるベクターに関する。本発明は、上記タンパク質、および診断、治療

および男性避妊薬の開発におけるこのタンパク質の使用にも関する。

      【０００２】

    （発明の背景）

  cAMPによるcAMP依存性プロテインキナーゼ(PKA)の活性化は、成熟した精子の

鞭毛運動の開始と持続を誘発する[1,2]。2個の触媒サブユニット(C)と調節サブ

ユニット(R)二量体からなるPKA四量体ホロ酵素は、触媒活性を有するモノマー性

Cサブユニットを放出することによるcAMPの結合によって活性化される[3]。脱膜

化精子(demembranated sperm)の運動性の再活性化は、cAMPまたは活性なCサブユ

ニットによって行うことができる[4]。基礎となっている機構は未だ知られてい

ないが、精子は別個のアデニリルシクラーゼ[5,6]、PKA IおよびII型アイソザイ

ム[7]、およびホスホジエステラーゼ[8]、並びに別個のPKA Cアイソフォーム[9-

11]を含むことが示されており、これは精子がcAMPを生成しその効果に影響を与

える機構を有することを示唆している。更に、PKAのA-キナーゼ固定タンパク質(

A-Kinase Anchoring Proteins; AKAP)を介する精子中の別個の細胞内部位への固

定は、AKAP-PKA相互作用の崩壊により運動性が阻止されることから、精子の運動

性の調節に重要であると考えられている[12]。従って、PKAは、精子の機能にと

って、従って受精能にとって不可欠であると考えることができる。

      【０００３】

  触媒(Cα, Cβ, Cγ, PrKX [13])および調節(RIα, RIβ, RIIα, RIIβ)サブ

ユニットの不均一性により、PKAアイソザイムはかなり複雑である。様々なRおよ

びCサブユニットは、異なる染色体上にある別個の遺伝子によってコードされる[

14]。様々な種における触媒サブユニットの数種類の変異体が、これまでに報告

されている。これらには、ヒトCα-2 [15]、アメフラシCα-N2 [16]、ヒツジCα

-s [11]、ウシCβ2 [17]、マウスCβ1、Cβ2およびCβ3 [18]、並びにネズミ科C
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の偽遺伝子Cx [19]が挙げられる。更に、PKAサブユニットアイソフォームは、幾

つかの細胞および組織において細胞特異的発現および差別的調節(differential 

regulation)を示す。それらは、主としてAKAPへの結合により異なる細胞内局在(

subcellular localization)も示す[20,21]。

      【０００４】

    （発明の概要）

  本発明は、ヒツジ精子由来のCαの精製およびペプチド配列決定によって同定

された最近特性決定されたCαアイソフォームへの類似性に基づいてヒトCα-sタ

ンパク質として同定された新規なヒトCαアイソフォームのクローニングを包含

する[11]。ヒトCα-sタンパク質は精巣および射出した精子に含まれており、Cα

-sはヒト精子の中片部に局在した。本発明は、この点に関してCα-sタンパク質

をコードするcDNA配列を包含し、配列番号：1に示される特異的ヌクレオチド配

列であって(下線部)上記タンパク質がcAMP依存性プロテインキナーゼのCα触媒

サブユニットの新規なスプライス変異体であるものを含んでなる。

      【０００５】

  本発明はさらに、上記cDNA配列を含んでなるベクターにも関する。本発明は、

配列番号：2に示されたCα-sタンパク質特異的アミノ酸配列(下線部)によって特

性決定されたタンパク質をも包含する。本発明は、医薬品の調製におけるCα-s

タンパク質およびcDNA配列の使用、精子の運動性を操作しまたは避妊薬として使

用するための薬剤、並びにCα-sと相互作用する分子をスクリーニングするため

の方法および試験システムにも関する。本発明は、キットをも包含する。

      【０００６】

    （発明の詳細な説明）

  下記の略号を用いる: PKA, cAMP依存性プロテインキナーゼ; AKAP, A-キナー

ゼ固定タンパク質; C, PKAの触媒サブユニット; R, PKAの調節サブユニット; PB

S, リン酸緩衝食塩水。

      【０００７】

  本発明は、Cα-sをコードする部分的cDNA配列、Cα遺伝子の選択的エキソン1(

alternative exon 1)によってコードされた新規なN-末端を含む選択的にスプラ
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イシングしたPKA Cαサブユニットのクローニングおよび特性決定を明らかにす

るものである。本発明者らは、Cα-s mRNAがヒト雄性胚細胞で発現され、Cα-s

タンパク質が射出された精子に含まれていることを明らかにする。更に、これら

の結果から、精子中片部の洗剤可溶性および洗剤耐性構造へのCα-sの局在化が

明らかにされる。ヒツジおよびヒトCα-sの独特なN-末端の7アミノ酸配列の長さ

は、それぞれの種におけるエキソン1に由来するものである[37]。更に、ネズミ

科Cx偽遺伝子[19]は、ヒツジおよびヒトCα-sとの相同性(6個のうち4個の同一な

残基)を共有している同じ長さの予想N-末端領域(MPSSSND)に翻訳する。従って、

ネズミ科Cx偽遺伝子はCα-s mRNAのレトロポジション(retroposition)に由来す

る可能性がある。これは、3種類の異なる種におけるCα-sの発現を示しており、

Cα-sは進化の間、保存されてきたことを意味している。本発明は、Cα-sタンパ

ク質をコードし、配列番号：1（下線部）に示される特異的ヌクレオチド配列を

含むcDNA配列であって、上記タンパク質がcAMP依存性プロテインキナーゼのCα

触媒サブユニットの新規なスプライス変異体であるものを含んでなる。本発明は

、上記cDNA配列を含んでなるベクターにも関する。本発明は、配列番号：2（下

線部）に示されるCα-sタンパク質特異的アミノ酸配列によって特徴決定される

タンパク質をも包含する。本発明は、医薬品の調製、精子の運動性を操作しまた

は避妊薬として使用するための薬剤、並びにCα-sと相互作用する分子をスクリ

ーニングするための方法および試験システム、におけるCα-sタンパク質およびc

DNA配列の使用にも関する。本発明は、キットをも包含する。

      【０００８】

  本発明者らは、別種の精巣に特異的なCサブユニットであるCγアイソフォーム

[9]であって、霊長類にのみ見られ、イントロンを含まないレトロポゾンに由来

するものを以前に報告した[10]。配列アラインメントは、Cα-sがCγアイソフォ

ームとは明らかに異なっていることを示し、これはヒツジCα-sについての前報[

11]と一致する。しかしながら、ヒト雄性胚細胞に見られるCα-sの発現パターン

はCγのそれに似ており、これらの二種類のアイソフォームは同様な胚細胞特異

的プロモーターエレメントを用いている可能性がある。ヒト精子形成および精子

機能におけるこれらのタンパク質の正確な役割は解明されないままであるが、ヒ
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ト精巣および精子における二種類の異なるCアイソフォームが存在することは、

機能を保存するために実質的に過剰が必要であることを示唆し、または異なるア

イソフォームおよび選択的にスプライスされる遺伝子産物が別個の特異的な精子

機能を果たすという知見を支持している。

      【０００９】

  ヒトCα-sの溶解度特性は、Triton X-100およびcAMPの両方の存在が精子中片

部からこのタンパク質を完全に抽出するためには不十分であるという観察によっ

て示される。これは、ヒツジCα-sがTriton X-100をcAMPと組合わせて加えるこ

とによってのみ抽出することができるというヒツジCα-sについての前報[11]と

は対照的である。しかしながら、著者らは、この抽出後の不溶性物質については

説明しなかった。従って、Cα-sのプールはヒツジ精子においてもcAMPの存在下

では不溶性であることも考えられる。しかしながら、本発明者らのデーターはC

α-sサブユニットが独特の溶解度特性を有するという知見を支持している。興味

深い可能性は、そのRサブユニットへの固定の他に、（「通常の長さの」Cαと比

較して）短くなったCα-sアミノ末端は膜または細胞骨格構造と相互作用する疎

水性領域を露出することである[32]。これにより、cAMPの非存在下および存在下

のいずれにおいても遊離のモノマー性Cα-sを不溶性となるであろう。このよう

な仮定は、Cα-sが、触媒サブユニットの他のアイソフォームに見られるSer10に

おけるN-末端ホスホリル化部位を欠いているという事実によって支持される。Se

r10における突然変異誘発により、恐らくは疎水性領域に暴露した結果として触

媒サブユニットは不溶性となる[34]。Cα-sの独立固定により、RIIノックアウト

マウスが繁殖力を有するという事実も説明される[35]。本発明者らは、最近にな

り、PKAのRIαおよびRIIαサブユニットはA-キナーゼ固定タンパク質AKAP220に

よって精子中片部の洗剤耐性構造に固定されるが、S-AKAP84は同じ領域における

膜構造と会合することを示した[36]。従って、AKAP220/S-AKAP84、RIα/RIIα、

およびCα-sは、運動性および／または他の精子機能の調節を専門とするヒト精

子の中片部領域に見られるシグナル伝達複合体を構成することができる。

      【００１０】

  精子の運動性におけるCα-sの機能的重要性を決定するため、本発明者らの一
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人は、Cα、Cα1およびCα-sのいずれの変異体をもコードする遺伝子に遺伝子欠

失を有するノックアウトマウスを生成した(Skalhegg et al., 20000提出)。上記

のマウスは、正常な外観を有する形態学的に正常な精子を発生させる。しかしな

がら、この精子は運動能もPKAホスホトランスフェラーゼ活性も持たない。精子

運動性の欠陥により、これらのマウスは不妊性であると思われる。Cαヌル(null

)突然変異マウスは、更に成長ホルモンが低水準であるため成長が30%遅延する。

これらのマウスは疾病にも感受性であり、10%しか性的に成熟しない。

      【００１１】

  Cα-sは、伸長した成熟精子細胞の中片部において唯一に発現する酵素であり

、その機能は精子の運動性の調節である。従って、Cα-sの水準、位置および/ま

たは活性を変更することにより、本発明者らの結果によれば、精子細胞の遊泳能

力及び卵細胞を受精させる能力が調節される。この知見を用いて、雄性生殖不能

症を診断し、雄性生殖不能症の症例を治療し、男性避妊薬を開発することができ

る。

      【００１２】

1) 精子細胞の運動性および診断法: 精子細胞の運動性に依存する生殖不能は、C

α-sによる異常または低酵素活性、Cα-sタンパク質の不在、またはCα-sの転位

によって引起されることがある。

      【００１３】

1.1) 精子細胞の運動性の改良: 本発明により高処理量(high throughput)スクリ

ーニングの後に、Cα-sの酵素活性を特異的に改良する薬理組成物を同定し、特

性決定し、製造することが可能になる。これらの組成物は、直接(混合によって)

精子細胞に導入して、イン・ビトロでの受精または促進受精に関して運動性を改

良することができるように開発すべきである。

      【００１４】

1.2) 非運動性精子の診断キット: 精子細胞の運動性に依存する生殖不能症は、

酵素活性を有するCα-sが存在しないことによって引起されることがある。本発

明により、Cα-sの存在が非運動性精子細胞の原因であるかどうかの診断を容易

にするキットを開発することができる。このようなキットは、本発明者らの実験
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室で既に開発されているCα-s特異的抗体を用いて開発すべきである。

      【００１５】

2) Cα-s活性および位置に基づく避妊薬: 精子中片部からCα-s活性および/また

はタンパク質を除去することにより、Cα遺伝子を欠く遺伝子ノックアウトマウ

スを生成することによって示されるように、精子細胞が非運動性になる。

      【００１６】

2.1) Cα-s活性に基づく避妊薬: 本発明により、高処理量スクリーニングの後に

、新たに合成された精子においてCα-sの酵素活性を特異的および不可逆的に阻

害する薬理組成物を同定し、特性決定し、製造することが可能となる。これらの

組成物は、経口的に導入して、血液系に入って精子細胞に到達することができる

ように開発すべきである。

      【００１７】

2.2) Cα-s位置に基づく避妊薬: 本発明により、高処理量スクリーニングの後に

、精子中片部とのCα-sの相互作用を特異的および不可逆的に阻害する薬理組成

物を同定し、特性決定し、製造することを可能にする。これらの組成物は、経口

的に導入して、血液系に入って新たに合成された精子細胞に到達することができ

るように開発すべきである。

      【００１８】

  本発明により、Cα-sタンパク質の存在および位置について、患者精子を検査

およびスクリーニングする方法であって、

a)  射出された成熟精子または副睾丸から直接単離された伸長した精子を集めて

、緩衝液で洗浄し、

b)  精子細胞の洗剤によるストリッピング後に、ポリL-リジンでコーティングし

たカバースリップ(cover slips)上に沈降させて、免疫蛍光法用の精製した精子

細胞を用意し、

c)  一次抗体(Ab)（関連性のないAbまたはCα-s特異的Abである）と共にインキ

ュベーションし、Ab過剰量は、洗浄緩衝液により除去し、精子細胞を蛍光剤と接

合した二次抗-IgG Abと共にインキュベーションし、

d)  蛍光顕微鏡法で精子細胞を検査する
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ことを含んでなる、上記方法を開発することができる。

      【００１９】

  本発明により、中片部に会合したCα-sの触媒活性について患者精子をスクリ

ーニングする方法であって、

a)   射出された成熟精子または副睾丸から直接単離された伸長した精子を集め

て、緩衝液で洗浄し、

b)  超音波処理により頭部と尾部の画分を分離し、遠心分離、そして洗剤含有緩

衝液中での精子の尾部の溶解によってプロテインキナーゼアッセイ用の精製した

精子細胞を用意し、

c)  確立されたアッセイによってCα-s特異的触媒活性をモニタリングし、Cα1

活性を内部対照として用いて相対的活性を決定する、

ことを含んでなる、上記方法を開発することもできる。

      【００２０】

    （材料および方法）

5’-cDNA末端の迅速増幅(RACE)によるcDNAクローンの単離

  ヒト精巣RACEの準備のできたcDNAは、Clontech Laboratories Inc.(パロアル

ト、カリフォルニア: カタログ番号7414-1)から購入した。プライマーCα-2137 

(5’-GGACTTGGCCTCTCCTGTTCCCTTTTG-3’; ヒトCαcDNA配列におけるヌクレオチ

ド2137-2163)またはプライマーCα-1363 (5’-TGTGGGGAAAGAGGAAGGGAAAAGT-3’;

 ヒトCαcDNA配列におけるヌクレオチド1363-1387)、およびアンカー特異的プラ

イマー(AP1, Clontech)を用いて、一次PCRを行った。次の二次PCRは、プライマ

ーCα-188 (5’-AAACTGATCCAAGTGGGCTGTGTTC-3’; ヒトCαcDNA配列におけるヌ

クレオチド188-212)またはCα-624 (5’-GCGAAACCGAAGTCTGTCACCTG-3’; ヒトC

αcDNA配列におけるヌクレオチド624-646)、およびアンカー特異的プライマー(A

P2, Clontech)を用いて行った。Clontech Advantage PCRキット(Clontechカタロ

グ番号K1905-1)を、両方のPCR反応においても94℃30秒間の変性および68℃4分間

のアニーリングおよび伸長25サイクルで用いた。848-および560-塩基対PCR生成

物をサブクローニングし、配列決定した。

      【００２１】
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cDNAの配列決定

  プラスミドは、両方の鎖において、サイクルシークエンス法(ThermoSequenase

キットカタログ番号US79760, Amersham Life Science Inc., クリーブランド, 

オハイオ 44128)、[33P]で標識したジデオキシヌクレオチド(カタログ番号AH953

9, Amersham)、およびベクター-および挿入特異的プライマーの組合せを用いる

ジデオキシ連鎖停止法[22]によって配列決定した。ヌクレオチドおよびアミノ酸

配列データーは、GCGプログラムパッケージ(Wisconsinパッケージについてのプ

ログラムマニュアル, 第8版, 1994年9月, Genetics Computer Group, マジソン,

 ウイスコンシン 53711)を用いて分析した。

      【００２２】

ヒト精巣由来の胚細胞の分画化

  胚細胞は、トリプシンとDNアーゼを用いる組合せ処理による単離[23]の後に、

他所に記載された［24］方法と本質的に同様に、遠心懸濁分離法（centrifugal 

elutriation method）[24]を用いる分離した。細胞画分の純度は、フローサイト

メトリーおよび位相差顕微鏡法を用いるDNA含量の分析によって評価した。

      【００２３】

精子の分画化

  ヒトドナー由来の成熟した運動性精子を、スイム-アップ(swim-up)法を用いて

精製した[25]。精子頭部の除去を、精子を3分間超音波処理した後、頭部を1500 

X gで5分間沈降させることによって行った。Triton X-100抽出については、精子

または精子尾部を、本質的に他所に記載されたように[11]、20μMcAMPの存在下

または非存在下で1％Triton X-100を用いて30分間抽出した。

      【００２４】

オリゴヌクレオチドプローブ

  特異的プローブは、他所に記載されているオリゴマー化法[26]において、ヒト

CαのcDNA配列(Cα-1)の102-141位に相当するオリゴ5’-AAGAAGGGCAGCGAGCAGGAG

AGCGTGAAAGAATTCTTAG-3’およびCα-sのcDNA配列(Cα-s)における1-40位に相当

するオリゴ5’-CTGAGAACAGGACTGAGTGATGGCTTCCAACTCCAGCGAT-3’を用いて作成し

た。



(12) 特表２００３－５１８３８４

      【００２５】

ノーザン分析

  ヒト胚細胞画分由来の総RNAを、前報[27]のようにグアニジンイソチオシアネ

ート/CsCl法によって抽出した。ノーザン分析は、10-20μgRNA/レーンを用いて

行った。ゲルを臭化エチジウムで染色して、それぞれのレーンにおける装填量を

検証した。ヒト胚細胞画分または複数のヒト組織(Clontech, カタログ番号7759-

1)を有するフィルターは、[32P]で標識したCα-1またはCα-sプローブを用いて

プローブした。

      【００２６】

抗体

  抗Cα-s抗血清は、Cα-sのアミノ酸1-9に相当するヘモシアニンカップリング

合成ペプチド(Antigen EP 990209, NH2-ASNSSDVKE-CONH2; Eurogentec, セライ

ング, ベルギー)でウサギを免疫することによって作成し、1/100の希釈率で免疫

蛍光法に用いた。抗Cα-s抗血清を、プロテインA  セファロースカラム(Pharmac

ia, ストックホルム, スウェーデン)上でIgGについて豊富にした後、CNBr活性化

セファロース 4B (Pharmacia)にカップリングしたペプチドを有するカラム上で

親和性精製し、2μg/mlで免疫ブロッティングに用いた。Cγ抗体(Santa Cruz Bi

otechnology, Inc., サンタクルス, カリフォルニア, 米国, カタログ番号sc-90

5)を2μg/mlで用いて、PKA Cサブユニットの総てのアイソフォームを検出した。

      【００２７】

免疫学的手続き

  免疫ブロット分析は、他所に記載された通りに行った[28]。免疫反応性タンパ

ク質は、第二層において西洋ワサビペルオキシダーゼ標識プロテインA (Amersha

m)によって検出し、ECL (Amershamカタログ番号RPN2106)を用いて展開した。免

疫蛍光は、3%パラホルムアルデヒドでポリ-Lリシンコーティングしたガラススラ

イドに固定したヒトドナー由来の洗剤抽出した成熟した運動性精子(上記参照)に

ついて行い、0.5% Triton X-100で15分間透過性にした。免疫蛍光検出は、以前

に報告された通りに行った[29]。DNAを、0.1μg/mlのHoechst 33342で標識した

。細胞は、Olympus AX70エピ蛍光顕微鏡で100倍の対物レンズを用いて検査した
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。写真は、Phototonic Science CCDカメラおよびOpenLabソフトウェア(Improvis

ion Co., コベントリー, 英国)を用いて撮った。

      【００２８】

  本発明が更に良好に理解されることができるようにするため、下記の例を挙げ

る。これらの例は例示のためだけのものであり、本発明の範囲をいかなる方法で

も制限するものと解釈すべきではない。

      【００２９】

    （例）

例1

  ヒトCα-sの同定

  差別的にスプライスしたCα転写体の存在の可能性を調べるため、ヒト精巣cDN

Aライブラリーおよびエキソン1の下流に配置されたプライマーを用いて、5’-RA

CEを行った。これにより560bpのクローンが得られ、3’領域(ヌクレオチド40-56

0)はヌクレオチド126-646由来の以前に特徴決定したヒトCα-cDNA [30]と同一性

を共有していた。BLASTNプログラム(基本局所配列およびサーチツール[31])を用

いて、ネズミ類Cx偽遺伝子への相似性を14-560位で見いだした。ATG開始コドン

を同定し(19-21位)、停止を一切含まないリーディングフレームの180アミノ酸を

生じた。この部分リーディングフレームの173個のC末端アミノ酸残基はヒトCα

タンパク質の16-188位と同一であったが、以前に報告したCα配列には存在しな

い7アミノ酸(配列番号：2、下線部)が新規なN末端を構成した。図1Aは、ヒトCα

のエキソン2に相当するアミノ酸配列(枠内)および2個のペプチド配列間で異なる

N末端アミノ酸(太字)を示す。N末端の7アミノ酸は、別個のCαタンパク質である

ヒツジ精子由来の精製してペプチド配列決定したCα-s[11]と相同性であり(メチ

オニンの他に、6個のうち4個のアミノ酸が同一)(図1B)、これはヒトCαスプライ

ス変異体は恐らくCα-sアイソフォームであることを示していた。

      【００３０】

例2

  ヒトCα-s  mRNAの組織および細胞特異的発現

  どのヒト組織がCαおよびCα-smRNAを発現するかを決定するため、Cα(この実
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験では、Cα-1と表す)およびCα-sに特異的なプローブを放射能標識し、ヒト組

織を用いるノーザンブロットのプローブに用いた。図2Aの上段に示されているよ

うに、Cα-s  mRNAは精巣でのみ発現した。Cα-1プローブは、検討を行った総て

の組織および細胞の種類で発現を検出した(図2A, 下段)。ヒト精巣でのCα-s  m

RNA発現を更に調べるため、胚細胞をCα-s  mRNAの発現について検討した(図2B)

。ヒト男性胚細胞を、材料および方法に記載されている通りに単離し、分画化し

た。Cα-s  mRNAは、太糸期の精母細胞(PS)を豊富化した画分4および5で発現し

たが(レーン4および5)、丸形精細胞(RS)を豊富化した画分1-3では検出されなか

った(レーン1-3)。

      【００３１】

例3

  Cα-sタンパク質はヒト精巣および精子に見られる

  Cα-sのアミノ酸1-9に相当するペプチドに対する抗血清を親和性精製し、免疫

ブロット分析に用いた。ヒト組織および細胞ホモジネートの免疫ブロッティング

では、精巣および精子に39kDaの免疫反応性バンドの存在を認めたが(図3A, 上段

, それぞれレーン2および3)、検討を行った他の細胞や組織では見られなかった(

図3A, 上段, レーン4-7)。予想されたように、異種発現したネズミ類Cαおよび

ヒトCγタンパク質は、抗血清と反応しなかった(図3A, それぞれレーン1および8

)。ヒト精巣および精子における39kDaのバンドの免疫特異性は、抗原との競争に

よって示した(図3A, 下段, それぞれレーン2および3)。これらの組織における他

のCアイソフォームの存在並びに標準品の免疫反応性は、総ての既知のCアイソフ

ォームを認識する抗C抗体を用いる平行ブロットをプローブすることによって示

した(図3B)。

      【００３２】

例4

  Cα-sタンパク質は精子中片部の洗剤耐性構造に局在する

  ヒトCα-sの細胞内局在化を、Cα-s抗血清を用いる免疫蛍光によって精子で検

討した(図4A, 赤色)。Triton X-100で抽出した(図4A, 左段)または未処理のまま

の(結果は図示せず)射出精子調製物では、Cα-s標識は中片部領域に限定された
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。予備免疫血清または無関係の抗体は精子での免疫蛍光によっていかなるシグナ

ルをも生成しなかったので(結果は図示せず)、染色は特異的であることが示され

ており、また染色は相当するペプチドと競合した(図4A, 右段)。ヒト精子中片部

でのCα-sの溶解性を更に検討するため、cAMPの非存在下および存在下の両方に

て精子尾部を洗剤で抽出した。図4Bは、抗Cα-s抗体を用いて、Triton X-100(レ

ーン1および2)または20μM cAMPと組合わせたTriton X-100(レーン3および4)で

抽出したヒト精子尾部からの不溶性(P)および可溶性(S)画分の免疫ブロッティン

グを示す。いずれの場合にも、約2/3が顆粒状画分から可溶化した。抽出緩衝液

にcAMPを加えても、Triton X-100のみで処理した場合と比較していずれの画分で

もCα-sシグナルは余り変化せず、Cα-sのプールはcAMPの存在下でも不溶性であ

ることを示唆していた。

      【００３３】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  A) ヒトCαアイソフォームの配列。クローニングしたCα-s  cDNA配列を、相

当するアミノ酸配列に翻訳した。Cα遺伝子由来のエキソン1(太字)およびエキソ

ン2(枠内)の最初の28アミノ酸に相当するCα(上)およびCα-s(下)のペプチド配

列を示す。B) ヒト(上)およびヒツジ(下)のCα-sペプチド配列の配列比較。縦線

は相同性を示す。

    【図２】

  A) ヒトCα  mRNAの組織分布。ヒトの複数の組織ブロット(Clontech Inc., 2
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μgポリA+RNA/レーン)を、[32P]で標識したCα-s特異的(上段)またはCα-1特異

的(下段)プローブでプローブ下(材料および方法を参照)。線は、RNA分子量マー

カー(kb)の移動を示す。B) ヒト精巣からの再細胞懸濁液を遠心懸濁分離法によ

って分画化し、総RNAを抽出して、[32P]で標識したCα-s特異的プローブを用い

てノーザンブロット分析を行った。画分をDNA含量についてフローサイトメトリ

ーによって分析し、一倍体細胞(丸形精細胞(RS))および四倍体細胞(太糸期の精

母細胞(PS))に分離した。二倍体細胞は精原細胞、二次的精母細胞、または体細

胞と白血球による混入であると考えた。レーン1: 57% RS, 7% PS, レーン2: 41%

 RS, レーン3: 16% RS, 7% PS, レーン4: 21%PS, 3%RS, レーン5: 51% PS, 4% R

S。総RNA20μgを、レーン2(10μg)を除き、装填した。プローブは、18S rRNA(下

部の矢印)の移行と比較して約2.8kb(上部の矢印)のCα-s  mRNAを検出した。

    【図３】

  精子におけるヒトCα-s免疫反応性タンパク質。ヒト細胞および組織溶解生成

物からのニトロセルロース固定タンパク質を、2mMのペプチド抗原の非存在下(上

段)または存在下(下段)でαCα-s抗血清(A)または総てのCサブユニットアイソフ

ォームに反応性の抗C抗体(B)を用いて免疫ブロット分析を行った。レーン1: 組

換えネズミ類C標準(500ng)、レーン2: ヒト精巣(20μgタンパク質)、レーン3:ヒ

ト精子溶解生成物(106精子)、レーン4: ヒトT細胞(20μg)、レーン5: ヒトB細胞

(20μg)、レーン6: ヒト脳(20μg)、レーン7: HeLa細胞(20μg)、レーン8: 組換

えヒトCγ(100ng)。

    【図４】

  A) 精子細胞におけるヒトCα-sの細胞内局在化。ヒトの運動性精子を1% Trito

n X-100で抽出し、ガラススライドにエタノールで固定し、2mMペプチド抗原の非

存在下(左段)または存在下(中段)においてαCα-s抗血清(赤色染色)を用いて免

疫蛍光分析に付した。細胞は、平行してHoechst(青色)でDNA染色を行った。B) 

ヒト精子尾部の洗剤抽出。精子尾部を1% Triton X-100(レーン1および2)、また

は1% Triton X-100および20μMcAMP(レーン3および4)で抽出し、可溶性(S)およ

び不溶性(P)画分に分画化し、抗Cα-s抗体を用いて免疫ブロッティングに付した

。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１４年３月２７日（２００２．３．２７）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ヌクレオチド配列の配列番号：1を含んでなるCα-sタンパク

質をコードするcDNA配列であって、上記タンパク質がcAMP依存性プロテインキナ

ーゼのCα触媒サブユニットの新規スプライス変異体である、上記cDNA配列。

    【請求項２】  請求項１に記載のcDNA配列を含んでなるベクター。

    【請求項３】  配列番号：2の特異的アミノ酸配列。

    【請求項４】  請求項１に記載のヌクレオチド配列によってコードされたタ

ンパク質。

    【請求項５】  配列番号：2の特異的Cα-sタンパク質アミノ酸配列を含んで

なる、請求項１に記載のcDNA配列によってコードされたタンパク質。

    【請求項６】  請求項１～５のいずれか一項に記載のCα-sタンパク質に対

する抗体を含んでなる、キット。

    【請求項７】  非運動性精子の診断用の、請求項６に記載のキット。

    【請求項８】  医薬品の調製のための、請求項１～５に記載のCα-sタンパ

ク質の使用。

    【請求項９】  精子の運動性を操作するための薬剤の調製のための、請求項

１～５に記載のCα-sタンパク質の使用。

    【請求項１０】  避妊薬として使用するための薬剤の調製のための、請求項

１～５に記載のCα-sタンパク質の使用。

    【請求項１１】  雄生殖不能症を治療するための薬剤の調製のための、請求

項１～５に記載のCα-sタンパク質の使用。

    【請求項１２】  アンチセンス薬の調製を目的とする請求項１に記載のCα-
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sDNA配列に相補的なDNA配列の使用。

    【請求項１３】  請求項１～５に記載のCα-sタンパク質の存在および位置

について、患者精子を検査およびスクリーニングする方法であって、

a)  射出された成熟精子または副睾丸から直接単離された伸長した精子を集めて

、緩衝液で洗浄し、

b)  精子細胞の洗剤によるストリッピングの後、ポリL-リシンでコーティングし

たカバースリップ上に沈降させることにより、免疫蛍光用の精製した精子細胞を

用意し、

c)  一次抗体(Ab)（関連性のないAbまたはCα-s特異的Abである）と共にインキ

ュベーションし、Ab過剰量は洗浄緩衝液によって除去し、精子細胞を蛍光剤と接

合した二次抗-IgGAbと共にインキュベーションし、

d)  蛍光顕微鏡法で精子細胞を検査する

ことを含んでなる、上記方法。

    【請求項１４】  請求項１～５に記載の中片部(midpiece)に会合したCα-s

の触媒活性についての患者精子のスクリーニング方法であって、

a)   射出された成熟精子または副睾丸から直接単離された伸長した精子を集め

て、緩衝液で洗浄し、

b)  超音波処理により頭部と尾部の画分を分離し、遠心分離、洗剤含有緩衝液中

での精子の尾部の溶解によってプロテインキナーゼ分析用の精製した精子細胞を

用意し、

c)  確立されたアッセイによってCα-s特異的触媒活性をモニタリングし、Cα1

活性を内部コントロールとして用いて相対的活性を決定する

ことを含んでなる、上記方法。

    【請求項１５】  請求項１２または１３に記載の方法によって製造した生成

物。

    【請求項１６】  PKA触媒活性を測定するアッセイを用いるCα-s活性および

／または位置の欠陥について、精子運動性による生殖不能症に罹っている男性患

者をスクリーニングするための、請求項１～５に記載のCα-sタンパク質の阻害

または活性化分子を用いる試験システム。
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    【請求項１７】  請求項１６に記載のスクリーニングの生成物。



(30) 特表２００３－５１８３８４

【国際調査報告】
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摘要(译)

本发明提供了一种新的人Cα同工型，其基于与最近表征的Cα同工型相似而被鉴定为人Cα-s蛋白，所述Cα同工型通过从绵羊精子中
纯化和肽测序鉴定。 包括表格克隆[11]。 人Cα-s蛋白存在于睾丸和射出的精子中，而Cα-s则位于人精子的中部。 在这方面，本发
明包括编码Cα-s蛋白的cDNA序列，其包含SEQ ID NO：1所示的特定核苷酸序列（带下划线），所述蛋白是CAMP依赖性蛋白激
酶Cα。 它是催化亚基的新型剪接变体。 本发明还涉及包含上述cDNA序列的载体。 本发明还包括以SEQ ID NO：2（带下划线
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的）所示的Cα-s蛋白特异性氨基酸序列为特征的蛋白。 本发明进一步提
供了Cα-s蛋白和cDNA序列在制备药物，用于控制精子运动的药物或用作
避孕药的药物以及与Cα-s相互作用的分子中的用途。 它还涉及用于筛选
的方法和筛选系统。 本发明还包括试剂盒。


