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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　寄託番号がFERM BP-7401であるハイブリドーマ。
【請求項２】
　寄託番号がFERM BP-7402であるハイブリドーマ。
【請求項３】
　請求項１記載のハイブリドーマによって産生されるモノクローナル抗体。
【請求項４】
　請求項２記載のハイブリドーマによって産生されるモノクローナル抗体。
【請求項５】
　サブクラスがIgG1に分類される請求項３に記載のモノクローナル抗体。
【請求項６】
　サブクラスがIgG2bに分類される請求項４に記載のモノクローナル抗体。
【請求項７】
　ヒト凍結融解精子とは免疫反応性を有さない請求項３～６の何れかに記載の抗体。
【請求項８】
　請求項３～７の何れかに記載の抗体を用いることを特徴とする、ラット精子の受精能評
価方法。
【請求項９】
　請求項３～７の何れかに記載の抗体を含むことを特徴とする、ラット精子の受精能測定
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組成物。
【請求項１０】
　請求項３～７の何れかに記載の抗体を用いることを特徴とする、受精能に影響を与える
物質のスクリーニング方法。
【請求項１１】
　請求項３～７の何れかに記載の抗体もしくは請求項９記載の組成物を含むことを特徴と
する請求項８または１０記載の方法において使用する受精能評価用キット。
【発明の詳細な説明】
技術分野
本発明は、先体反応後ラット精子に対して選択的に結合するモノクローナル抗体、該モノ
クローナル抗体を産生するハイブリドーマ、および該モノクローナル抗体を用いるラット
精子の受精能評価方法に関する。本発明は、さらに、該受精能評価方法を用いることを特
徴とする、ラット受精能に影響を及ぼす物質のスクリーニング方法に関する。
背景技術
現在、医薬品の製造承認申請の際の安全性に関する試験において、生殖発生毒性試験を行
うことが義務付けられている。生殖発生毒性試験とは、医薬品の生体への適用がその生殖
発生の過程において何らかの悪影響を誘発する可能性があるかどうかに関する情報を得る
ことを目的として行う動物試験であり、得られた試験結果はヒトへ外挿され、ヒトの生殖
発生に対する医薬品の安全性（危険性）の評価に利用することができる。１９９７年に公
布された生殖発生毒性試験法ガイドラインは、１９９４年に通知されたＩＣＨ（Ｉｎｔｅ
ｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　Ｈａｒｍｏｎｉｓａｔｉｏｎ　ｏｆ
　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ　ｆｏｒ　Ｒｅｇｉｓｔｒａｔｉｏｎ
　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　ｆｏｒ　Ｈｕｍａｎ　Ｕｓｅ：日・米・ＥＵ
三極医薬品規制ハーモナイゼーション国際会議）ガイドラインとの整合を図って改正され
たものである。本ガイドラインでは、受胎能および着床までの初期胚発生に関する試験に
おいて、雄の受胎能の評価に関し、反復投与毒性試験での生殖器官の病理組織学的検査お
よび精子検査を行うことが記載されている。
しかしながら、雄の生殖器官の病理組織学的検査を行うには熟練した技術が必要であり、
また病理組織学的検査では検出できないような精子への影響が存在する場合もある。ゆえ
に、受精能を正確に評価し、あるいは薬物の精子に及ぼす影響を的確に検査するためには
、病理組織学的検査を行うことと共に精子本体の受精能検査を行うことが必要である。
現在、生殖発生毒性試験においては、ヒト精子検査で行われている精子濃度、精子運動性
、および精子形態等の検査は行われておらず、精子運動性に関する評価法の確立に向けて
、検討が為されている段階である。よって、受精能の評価法はまだ確立されていない。
ヒトの精子受精能検査として、ハムスターテスト、保存透明帯通過試験およびｔｒｉｐｌ
ｅ－ｓｔａｉｎ法等が開発されている。ハムスターテストとは、受精能獲得と先体反応を
完了した精子のみが透明帯除去ハムスター卵に進入できることを利用して受精能を評価す
る方法である。保存透明帯通過試験とは、受精能獲得および先体反応を完了し、さらに運
動性が十分に保たれている精子のみが保存透明帯を通過できるという特徴を利用した方法
である。また、ｔｒｉｐｌｅ－ｓｔａｉｎ法とは、三種類の染色法を組み合わせることに
より、死滅精子、生存精子および先体反応前精子を染色し、分けることを可能とした方法
である。
上記に示した従来のヒトの精子検査法を生殖発生毒性試験に応用する場合、採卵して透明
帯を除去したり、未熟卵を採取してｉｎ　ｖｉｔｒｏで成熟させ、特殊な高濃度塩溶液中
で保存して透明帯を調製したりすることが必要であり、いずれも熟練した技術や煩雑な操
作を必要とし、高価な実験器具を必要とする。また、薬物あるいは環境ホルモン等の化学
物質が精子の受精能に及ぼす影響について検討する場合、現状の生殖発生毒性試験におい
ては、試験動物が受精したか否かの判断は交配後胎児がある程度成長しなければ外観から
判断できず、時間および費用を要した。さらに、精子量、運動性および形態等、受精に多
少の影響を及ぼす項目を多く検査しても、受精時の必須要件となる先体反応の有無を調べ
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なければ正確な受精能を検査することは不可能である。
発明の開示
（発明が解決しようとする技術的課題）
現在、生殖発生毒性試験において短期間で検査が終了し、かつ正確で操作が簡便な精子受
精能評価法の開発が必要とされている。また、当該評価法による試験結果がヒトに外挿し
得るものでなければならない。
（その解決方法）
本発明者らは、上記課題解決のために、抗原抗体反応を利用することに着目した。
そして、本発明者らは、非ヒト動物の先体反応後精子に特異的なモノクローナル抗体およ
びそのモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの作製に成功した。同時に、このモ
ノクローナル抗体により、得られる試験結果がヒトに外挿し得る精子の受精能評価法を確
立し、受精能測定用組成物を作製した。さらに、本発明者らは、受精能に影響を及ぼす物
質のスクリーニング方法をも確立した。
これらの発明によって、短期間で検査が終了し、かつ正確で操作が簡便な精子受精能評価
を可能とするものである。
本発明の受精能評価の原理は以下の通りである。哺乳動物の精子は、射精直後は卵と融合
（受精）する能力はない。まず、雌性生殖管内で精子を保護するために精子の原形質膜表
面を覆っている精巣上体分泌液や精漿中に含まれる糖タンパク質や糖脂質等の吸着物質が
除去され、あるいは変性する「受精能獲得」と呼ばれる生理的変化を経る。その後、受精
の場である卵管膨大部に到達した精子は、卵に接近して「先体反応」を起こす。先体反応
とは、精子の最外表の原形質膜と先体の外側を包んでいる先体外膜が融合して小孔が開き
、先体内にある先体酵素が放出される現象である。先体反応をおこした精子のみが、先体
酵素による卵周囲透明帯の溶解により卵と融合（受精）することができる。ゆえに、受精
には先体反応の惹起が必須要件であり、先体反応の有無を確認することが、精子の受精能
を直接的に評価できる方法なのである。従って、本発明の方法は、生殖発生毒性試験等の
ため、得られた試験結果をヒトへ外挿することを前提としてラットにて行われる精子受精
能評価法である。
なお、ヒトに外挿させるための受精能評価を行うには、ヒトの生理状態と近似する実験動
物を選ばなければならない。現在までに、非ヒト動物の先体反応後精子に対するモノクロ
ーナル抗体はマウス（Ｍａｓａｒｕ　Ｏｋａｂｅ　ｅｔ　ａｌ；Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　
Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１１（２），９１－１００，１９８
７）で報告されているが、ヒトに外挿させる実験動物としては一般的な代謝様式がよく知
られているラットが広く用いられている。
そこで、生殖発生に用いられた経験が最も豊富な動物種であり、ヒトの生理状態に近似し
ているラットを用いて、ラット精子の先体反応の有無を区別できるモノクローナル抗体の
作製を行った。
現在、ヒト精子の先体反応を阻害する薬物として、ｂｉｃｕｃｕｌｌｉｎｅ（Ｃａｌｏｇ
ｅｒｏ　Ａ．Ｅ．ｅｔ　ａｌ；Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　Ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ，７１
（５），９３０－９３６，１９９９）、ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｈ．Ｍ．
ｅｔ　ａｌ；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，４（９），
８４９－８５５，１９９８）、ｃｙｓｔｅａｍｉｎｅ（Ｓｅｎｇｏｋｕ　Ｋ．ｅｔ　ａｌ
；Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｎｄｒｏｌｏｇｙ，１９（１），３７－４９，１９９８）、
ａｎａｎｔｉｎ（Ｒｏｔｅｍ　Ｒ．ｅｔ　ａｌ；Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２７４（２　Ｐｔ　１），Ｅ２１８－２２３，１９９８）、
ｃｈｌｏｒｄａｎｅおよびｅｎｄｏｓｕｌｆａｎ（Ｔｕｒｎｅｒ　Ｋ．Ｏ．ｅｔ　ａｌ；
Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｎｄｒｏｌｏｇｙ，１８（６），５７１－５７５，１９９７）
等が報告されている。今後、生殖発生毒性試験において、薬物の精子先体反応に及ぼす影
響について検討する場合に、先体反応後精子に対するモノクローナル抗体が有用である。
発明を実施するための最良の形態
本発明により、先体反応後ラット精子に対するモノクローナル抗体、および該抗体を産生
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するハイブリドーマＦＡＲＳ－９１およびＦＡＲＳ－９２の２種が得られた。これらの各
ハイブリドーマ細胞は、１９９９年１０月１３日に日本国〒３０５－８５６６茨城県つく
ば市東１丁目１－３に所在の通商産業省・工業技術院生命工学工業技術研究所（ＮＩＢＨ
）に対して、それぞれ受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－７４０１およびＦＥＲＭ　ＢＰ－７４０
２として寄託されている。
上記抗体の作製は、まず、射精、あるいは精巣上体尾部または精管を摘出して採取した先
体反応を起こしていない新鮮ラット精子（以下、新鮮ラット精子と称する）を取得し、先
体反応を惹起させる。次に、該先体反応後ラット精子を免疫原として哺乳動物に免疫する
ことにより行う。先体反応後ラット精子は、化学的手法により先体反応を惹起させる方法
、擬似的に先体反応を惹起させる方法、培養により先体反応を惹起させる方法またはこれ
らの併用方法等を用いることにより得ることができる。
新鮮精子は、例えば、精巣上体尾部あるいは精管を摘出して、精巣上体尾部から取得する
場合は３～４カ所に割を入れ、精管の場合は１本を３～５分割して、０．４％ＢＳＡ含有
ＴＹＨ培地あるいは０．５％ＢＳＡ含有ｍ－ＫＲＢ等の培地中で軽く攪拌し、３０～４０
℃で、例えば１０分間、精子が遊走するのを待つことにより得られる。また、精巣上体尾
部から取得する場合は、精巣上体尾部より取り出した精細管の一部を切り、先端を丸めた
パスツールピペットですくって取得することもできる。
化学的に先体反応を惹起させる方法としては、新鮮ラット精子をＡ２３１８７のようなカ
ルシウムイオノフォアで処理する方法等が挙げられる。その他、デオキシコール酸ナトリ
ウムのような陰イオン界面活性剤、または陽イオン、非イオン、両性等の界面活性剤で処
理する方法も用いることができる。
擬似的に先体反応を惹起させる方法としては、物理的に先体外膜を破壊し先体内膜を露出
させる方法が挙げられる。本明細書中では、この方法による先体反応を「擬似的先体反応
」と称する。擬似的先体反応を起こす方法としては、例えば新鮮ラット精子を－２０℃付
近で凍結した後融解する方法を挙げることができる。また、エレクトロポーレイションや
超音波等による方法も利用できる。
培養により先体反応を惹起させる方法としては、カルシウムを含有する培地中で新鮮精子
を培養する方法が挙げられる。培地中のカルシウム濃度は０．５～５ｍＭの範囲に調製す
るのが好ましく、特に１．８ｍＭになるよう調製するのが好ましい。カルシウム源には、
塩化カルシウム、硝酸カルシウム、乳酸カルシウムおよびグルコン酸カルシウム等を用い
ることができる。使用する培地としては、例えばｍ－ＫＲＢ、Ｍ－１９９およびＴＹＨ培
地等が挙げられる。なお、ＴＹＨ培地の組成は、塩化ナトリウム　６．９７６ｇ／Ｌ、塩
化カリウム　０．３５６ｇ／Ｌ、塩化カルシウム・２水和物　０．２５１ｇ／Ｌ、硫酸マ
グネシウム・７水和物　０．２９３ｇ／Ｌ、リン酸水素カリウム　０．１６２ｇ／Ｌ、炭
酸水素ナトリウム　２．１６０ｇ／Ｌ、ピルビン酸ナトリウム　０．１１１ｇ／Ｌ、グル
コース　１．０００ｇ／Ｌ、ウシ血清アルブミン　４．０ｇ／Ｌ、乳酸ナトリウム５０％
シロップ　４．８ｍＬである。さらに、培地には、例えばペニシリン、ストレプトマイシ
ンおよびアンホテリシンＢ等の抗生物質あるいは抗真菌剤を加えることができる。
さらに、上に述べた先体反応を惹起させる方法を併用することができる。例えば、Ａ２３
１８７処理した後凍結融解する方法も利用できる。その他、カルシウム含有培地中で新鮮
精子を培養し、培養期間中にＡ２３１８７を添加する方法も利用できる。この場合、Ａ２
３１８７の濃度は、Ａ２３１８７単独で先体反応を惹起させる濃度よりも低い濃度を添加
するのが好ましい。
免疫は、例えばマウス、ラット等の哺乳動物で行う。哺乳動物は、細胞融合する際の相手
の永久増殖性細胞と同系統の動物の方が望ましく、性は雌雄どちらでもよく、週齢は、例
えばマウスでは３～１０週齢がよい。免疫に用いるラット精子の数は、例えばマウスに免
疫する場合１匹あたり、１×１０３～１×１０１０個が好ましい。精子は、例えばフロイ
ント完全アジュバント、フロイント不完全アジュバント、アルミニウムアジュバント、百
日咳菌アジュバント、グラム陰性細菌（大腸菌やサルモネラ菌）のエンドトキシン、ミョ
ウバン沈殿粒、粘土粒（ベントナイト）、アルミニウム化合物、油、ビタミン、植物多糖
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体等と混合してエマルジョンにし、動物の腹腔内、静脈内、皮下、皮内等に投与するのが
好ましい。この免疫操作を１～３週間隔で１～５回行う。このようにして免疫した動物の
体液または体液に含まれる抗体産生細胞からは、先体反応後ラット精子に対するポリクロ
ーナル抗体が得られる。動物の抗体価を測定し、充分上昇したとき抗体または抗体産生細
胞を採取する。
先体反応後ラット精子に対するモノクローナル抗体を得るには、抗体産生細胞と永久増殖
性細胞とを融合させたハイブリドーマを作成する必要がある。ハイブリドーマの作成は、
例えば以下のように行う。
抗体産生細胞は、脾臓、リンパ節、末梢血等から得られるが、脾臓が好ましい。免疫され
た哺乳動物の脾臓を最終免疫の２～５日後に無菌的に摘出し、脾臓細胞懸濁液を得る。融
合する相手の永久増殖性細胞は、永久増殖性を有する当業者に既知の任意の細胞を用いる
ことができるが、汎用されるのは骨髄腫細胞である。永久増殖性細胞は抗体産生細胞と同
種の動物由来のものが好ましい。例えばマウスの場合、Ｐ３Ｕ１Ｐ３Ｘ６３－Ａｇ８．Ｕ
１（Ｐ３Ｕ１）、Ｐ３／ＮＳ１／１－Ａｇ４－１（ＮＳ－１）、ＳＰ２／０－Ａｇ１４（
ＳＰ－２）、Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８（Ｘ６３）、Ｐ３Ｘ６３－Ａｇ８．６５３（６５３）等が
用いられる。また、永久増殖性細胞としては、８－アザグアニン耐性細胞株、ヒポキサン
チングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ欠損細胞株のような、選別の際のマーカ
ーとなり得る特性を有するものが好ましい。これらの細胞株は、例えばアメリカンタイプ
カルチャーコレクション（ＡＴＣＣ）より入手可能である。
融合に際しては、これらの永久増殖性細胞のいずれかを増殖培地中で培養し、融合の前に
例えばＤＭＥＭ培地で洗浄後遠心分離により集める。融合は、抗体産生細胞と永久増殖性
細胞をＭＥＭ、ＤＭＥＭまたはＲＰＭＩ１６４０等の培地中で混合し、ポリエチレングリ
コール等の細胞融合剤を添加する。必要に応じて、ジメチルスルホキシドを少量加え、細
胞融合を促進させることもできる。この様にして得られたハイブリドーマを、ヒポキサン
チン、アミノプテリン、サイミジンを含むＦＣＳを含有したＭＥＭ培地またはＲＰＭＩ１
６４０培地等で培養する。約１週間後、培地をヒポキサンチンおよびサイミジンを含むＦ
ＣＳを含有したＭＥＭ培地またはＲＰＭＩ１６４０培地等に変える。
次に、ハイブリドーマのスクリーニングおよびクローニングを行う。スクリーニングは、
ハイブリドーマの培養上清をとり、例えばラジオイムノアッセイ、酵素抗体法、蛍光抗体
法等の公知の標識抗体法を用いて、先体反応後ラット精子を抗原として行う。次に、例え
ば限界希釈法や軟寒天法等の公知の技術を用いてクローニングすることにより、単一のモ
ノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの集団を選択する。スクリーニングおよびク
ローニングは２回以上繰り返すことが望ましい。
上記のようにして得られたハイブリドーマをインビトロ（培養器具内または栄養培地中）
またはインビボ（生体内または動物組織中）で培養することにより、モノクローナル抗体
を産生させることができる。インビトロでハイブリドーマを培養する場合、ＦＣＳ含有Ｍ
ＥＭ培地、ＲＰＭＩ１６４０培地等の適当な培地を用いてハイブリドーマを培養し、その
培養上清から所望のモノクローナル抗体を得ることができる。また、インビボでハイブリ
ドーマを培養する場合、永久増殖性細胞由来の動物と同系の組織適合性のある動物の腹腔
内に各ハイブリドーマを移植し、増殖させるか、あるいはヌードマウスなどに各ハイブリ
ドーマを移植し、腹水中に産生されたモノクローナル抗体を得ることができる。動物は、
ハイブリドーマを移植する前に２，６，１０，１４－テトラメチルペンタデカン（プリス
タン）などの鉱物油を腹腔内に投与しておくことが好ましい。
培養上清あるいは腹水中のモノクローナル抗体は、目的によっては精製せずに用いること
も可能であるが、当業者に既知の常法により精製することができる。例えば、硫酸アンモ
ニウム沈殿法等の塩析、セファデックス等によるゲル濾過法、０．０２Ｍリン酸緩衝液（
ｐＨ７．２）等による透析、イオン交換クロマトグラフィー、電気泳動、限外濾過法、ア
フィニティークロマトグラフィー法、高速液体クロマトグラフィー法等により精製するこ
とができる。
本発明での実施態様として、本発明の抗体を、免疫染色、免疫沈降、イムノブロット等の
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イムノアッセイ、例えば競合型または非競合型イムノアッセイ、ラジオイムノアッセイ、
ＥＬＩＳＡ、ラテックス凝集法、アフィニティーカラム等において使用することができる
。ＥＬＩＳＡ法による場合は好ましくはサンドイッチ型アッセイがよい。なお、イムノア
ッセイには、免疫組織学的検討、イムノブロット、免疫沈降等の免疫反応を利用した方法
全てを含有する。本発明の抗体が上記方法に利用できることにより、先体反応後ラット精
子の取得・精製に使用できる。
本発明の抗体は、例えば、安全性に関する試験における生殖発生毒性試験でラット精子の
受精能の評価に用いることができる。この方法は、評価すべき精子を、標識を付した本発
明の抗体と接触させた後、標識検知手段によって精子に付着した標識を検索するか、また
は標識を付していない本発明の抗体と接触させた後、標識を付した二次抗体（本発明の抗
体と結合し得る抗体）と接触させ、標識検知手段によって精子に付着した標識を検索する
ことによって行われる。
抗体を標識化するものとして、例えばＦＩＴＣ（フルオレセインイソチオシアネート）お
よびＲＩＴＣ（テトラメチルローダミンイソチオシアネート）等の蛍光物質、例えば放射
性ヨード、ラジオカーボン、トリチウム、ラジウム、ストロンチウム等の放射性物質、ペ
ルオキシダーゼ等の酵素、酵素基質、補酵素、酵素前駆体、アポ酵素、色素物質、化学ル
ミネッセンス化合物、発光物質、発色物質、磁気物質、金属粒子等を用いることができる
。二次抗体の製造、および抗体に対する標識の付着は当業者に既知の常法によって行われ
る。また、蛍光物質を測定する方法としては、例えば、紫外線で励起させた蛍光を蛍光顕
微鏡で観察する方法、あるいは一定の励起光を照射して蛍光強度を定量的に測定する方法
等がある。放射性物質を測定する方法としては、例えばα線スペクトロメーター、シンチ
レーションカウンター、電離箱、計数管等を用いて放射線量を測定することにより先体反
応後ラット精子の定量を行うことができる。ペルオキシダーゼ活性を測定する方法として
は、例えば基質であるＯ－フェニレンジアミン等を用いて発色させ、吸光度を測定するこ
とにより先体反応後ラット精子の定量を行うことができる。
本発明の抗体を用いた受精能測定組成物として、例えばビーズ（顆粒）に本抗体を担持さ
せた組成物がある。本抗体を担持させるべきビーズとしては、ガラス、アガロース、セフ
ァロース、アガロース充填孔性けいそう土、親水性共重合アクリルゲル、ポリスチレン等
からなる担体が用いられるが、好ましいのは可磁化物質（例えばＦｅ２Ｏ３）を例えばコ
ア内に含ませることにより超常磁性をもたせた担体である。顆粒の形状は球形、不定破砕
形等任意であるが、球形が好ましい。粒径は特に制限されず、例えば数～数百マイクロメ
ートルであり得る。
また、例えば、上記抗体担持ビーズと精子の結合によって生じる凝集を観察することによ
り、ラット精子の受精能を検査することができる。原理は、ビーズと一定数の新鮮精子を
マイクロプレート上のウェル内で一定時間共培養する。一定時間培養すると先体反応が惹
起し始めるため、抗原抗体反応による精子とビーズの結合が起こる。さらに培養すると、
先体反応を惹起した精子数が増加するため、ビーズに結合する精子数が増え、結合した精
子の運動によりビーズの凝集が起こる。一定数の精子と一定数のビーズを共培養した時、
ビーズへの精子結合量により先体反応の惹起能を推定することができる。尚、精子とビー
ズの結合状態の観察は任意の時間に実施できるが、１～２時間培養後と６～８時間培養後
の２点で実施した場合、１～２時間値により先体反応惹起速度が判定でき、６～８時間値
により累積先体反応惹起精子量を判定することができる。また、受精能を有する精子が、
一定数以上存在すると、顆粒と精子の多結合が誘発され、やがて顆粒が凝集し、かつ精子
結合のない顆粒または顆粒群が存在しなくなる。一定数の顆粒を凝集させることができる
精子濃度を調べることにより受精能を有する精子の比率を調べることができる。
また、上記抗体担持ビーズ（一次抗体担持ビーズ）と精子との複合体を磁石で集めて洗浄
した後、例えば、蛍光で標識した二次抗体を添加することにより、先体反応後ラット精子
の定量を行うことができる。上記二次抗体としては、ラット精子を認識するものであって
も、先体反応後ラット精子を認識するものであっても良い。
ただし、二次抗体が先体反応後ラット精子を認識するものである場合には、二次抗体が認
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識するエピトープは、一次抗体のそれと異なったものであることが望ましい。
また、上記の検査を実施するには、実施に必要な材料をキットにしておくのが便利である
。この様なキットは、試験用顆粒、ウエル付きプレートおよび精子培養用培地等を含み得
る。培地には、無機塩、有機酸塩、糖、血清アルブミン、抗生物質、指示薬等を含み得る
。そのほか、キットには、試験管、遠心管、その他類似のガラス容器、ピペットまたは類
似の吸引器具、顕微鏡等を含ませることができる。なお、上記試験用顆粒の代わりに、そ
の製造原料となる固体顆粒と抗体を組み合わせることができる。
本発明で使用するウェル付きプレートは、プラスチック製、磁性、ガラス製、ほうろう製
等の何れであっても良い。ウェルは平底、Ｕ底、Ｖ底の何れでも良いが平底が望ましい。
垂直断面形状は、通常は円形である。プレートの存在するウェルの数は任意であり、例え
ば９６ウェルで良い。観察法としては、通常、顕微鏡を用い、拡大率１００～４００倍で
観察するのが望ましい。
より具体的には、例えば、炭酸水素ナトリウムおよびウシ血清アルブミンを含まないＴＹ
Ｈ培養液、２～１５％炭酸水素ナトリウム溶液、凍結乾燥ウシ血清アルブミン、ＦＡＲＳ
－９１またはＦＡＲＳ－９２抗体結合ビーズ、２０～７０％グリセリン溶液を使用する。
まず、ＴＹＨ培養液２２ｍＬに好ましくは７％炭酸水素ナトリウム溶液１ｍＬを加え混和
する。その後、凍結乾燥ウシ血清アルブミンを加え、泡立てないように溶解し、０．４％
ウシ血清アルブミン含有ＴＹＨ培養液を調製する。培養液が入ったバイアルの瓶口を火炎
滅菌したアルミホイルでフタをし、３７℃、５％炭酸ガスインキュベーター内で１～１８
時間平衡化した後、検査に使用すればよい。また、ＦＡＲＳ－９１抗体またはＦＡＲＳ－
９２抗体結合ビーズを約３０秒間試験管ミキサーでよく混和した後、直ちに０．５ｍＬの
滅菌マイクロチューブに２０μＬを分取し、この中に培養液を正確に３８０μＬ加える。
この時のビーズの濃度は１．０×１０３～１．０×１０１０個／ｍＬ、好ましくは０．５
×１０６個／ｍＬ（ビーズ懸濁液）に調製すればよい。調整後は冷蔵保存するのが好まし
い。５０％グリセリン溶液は、精子数計測の際に精子懸濁液と等量加えることにより、計
測しやすくすることができる。
次に、培養液を加えた試験管を準備し、新鮮ラット精子を加え、数分間、軽く分散させた
後、精子濃度を計測する。精子数を１×１０６個／ｍＬの濃度に培養液を用いて調製（精
子懸濁液）するのが好ましい。この時、５０％グリセリン溶液を加えることにより精子数
をカウントしやすくなる。
次に、滅菌９６ウェルマイクロプレートを用意する。該プレートの４穴を用いることによ
り検査が実施できる。すなわち、培養液１００μＬを第２，３および４のウェルに加え、
調製した精子懸濁液を第１および２のウェルに加える。第２のウェルをピペッティングに
て混和した後、１００μＬを第３のウェルに加える。同様の操作を第４のウェルまで繰り
返し、第４のウェルから１００μＬを除去する。これまでの操作により精子懸濁液の１，
２，４および８倍の希釈段階が作成される。第１ウェルが１倍希釈、第２ウェルが２倍希
釈、第３ウェルが４倍希釈、第４ウェルが８倍希釈である。ビーズ懸濁液をミキサーにて
懸濁させた後、各ウェルに１００μＬずつ添加する。直ちに各ウェルを第４から第１ウェ
ルの順にピペットの先端にて軽く混和させる。次に、３７℃、５％炭酸ガス存在下で静置
培養させる。その後、ウェル内の凝集を判定することにより、受精能を判定することがで
きる。
ＥＬＩＳＡ法（ダブルレイヤー法）は、例えば以下のように行う。例えば先体反応を起こ
すのに十分な時間培養したラット精子をプラスチック製プレートのウェルの底に固着させ
、そこに先体反応後ラット精子に特異的な抗体（一次抗体）を添加する。被検精子のウェ
ルへの固着は、例えば、パラホルムアルデヒド等により固定した後、例えば３７℃にて約
２４時間乾燥することにより実施できる。もし、先体反応を惹起したラット精子が存在す
れば、それに抗体が結合する。次にそのウェルを洗浄した後、例えば、酵素で標識した二
次抗体を添加し、一次抗体に結合させる。この酵素を例えば発色する基質と反応させ、吸
光度を測定することにより、先体反応後ラット精子の定量を行うことができる。
ＥＬＩＳＡ法（サンドイッチ法）は、例えば以下のように行う。先体反応後ラット精子に
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特異的な抗体（一次抗体）をプラスチック製プレートのウェルの底に付着させ、そこに例
えば先体反応を起こすのに十分な時間培養したラット精子を添加する。もし、先体反応を
惹起したラット精子が存在すれば、それは抗体と結合する。次にそのウェルを洗浄した後
、例えば、蛍光で標識した二次抗体を添加し、先体反応後ラット精子に結合させる。この
蛍光の蛍光強度を測定することにより、先体反応後ラット精子の定量を行うことができる
。また、一次および二次抗体はモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体のいずれか
を組み合わせて用いることができる。ただし、モノクローナル抗体とモノクローナル抗体
の組合せの場合は、それぞれの抗体のエピトープは異なっているのが好ましい。
蛍光抗体法としては、例えば先体反応後ラット精子に対する抗体を直接蛍光標識する方法
（直接法）、先体反応後ラット精子に対する抗体を認識する抗体（二次抗体）を標識する
方法（間接法）、および補体を介して第二蛍光標識抗体を結合させる方法等がある。
間接法の具体例として、新鮮ラット精子を０．１％～５．０％、好ましくは０．４～２．
０％ＢＳＡ含有ＴＹＨ培養液にて１．０×１０３個／ｍＬ～１．０×１０１０個／ｍＬ、
好ましくは０．２×１０６個／ｍＬ～１．５×１０６個／ｍＬとなるよう調製する。次に
、先体反応を起こすのに十分な時間培養した後、先体反応後ラット精子に対する抗体を添
加し、３０～４０℃にて５～６０分間反応させる。反応液を培養液にて遠心により洗浄し
、ＦＩＴＣ標識抗マウスＩｇＧを加え、３０～４０℃にて５～６０分間反応させる。反応
後、０．００１～０．５％ＮａＮ３含有ＰＢＳ（Ｃａ，Ｍｇ　ｆｒｅｅ）で数回遠心によ
り洗浄し、蛍光顕微鏡にて観察することができる。精子頭部に蛍光を認める精子の割合を
計測することができる
また、検体として使用するラット精子は、精製等の処理を施していない精液としての状態
でも良く、スイムアップにより生存精子を単離した状態でも良く、精液にプロテアーゼ等
の薬物を加えることにより抗体との反応性を高めた状態であっても良い。また、検体は培
養液に浮遊した状態でも良く、ガラスまたはプラスチック製等のプレートやシャーレに固
定・固着させた状態でも良く、パラホルムアルデヒドにより固定させた状態でも良い。パ
ラホルムアルデヒドにて固定する場合には、０．５～１５％、好ましくは３％～１０％の
濃度を使用するのが好ましい。
本抗体は、ラット精子の受精能に影響を及ぼす可能性のある物質、例えば薬物あるいは環
境ホルモン等のｉｎ　ｖｉｖｏにおけるスクリーニング試験に用いることができる。スク
リーニング試験は例えば以下のように行う。例えば、成熟した週齢の雄性ラットに被検物
質を、例えば１日１回、例えば精子形成の全過程および精子の成熟に要する期間を十分に
カバーし得る期間、例えば経口、静脈内、動脈内、皮下、筋肉内、腹腔内投与あるいは局
所適用（皮膚、点眼、点耳、噴霧、坐剤等）した後、精子を例えば精巣上体尾部より採取
する。採取した精子を例えば先体反応を起こすのに十分な時間培養し、例えば間接蛍光抗
体法により受精能を測定する。
また、本抗体は、例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてラット精子の受精能に影響を及ぼす
可能性のある物質のスクリーニング試験に用いることができる。スクリーニング試験は例
えば以下のように行う。十分に成熟した週齢の雄性ラットの例えば精巣上体尾部より採取
した精子に例えば薬物等の被検物質を添加して培養し、例えば数分～数時間培養後、例え
ば間接蛍光抗体法により受精能を測定する。
実施例
以下に、本発明の理解を高めるためにその実施例を示すが、本発明の技術的範囲はこの実
施例に限定して解釈されるべきではない。
実施例１（免疫原の取得方法）
Ｗｉｓｔａｒ系雄性ラット（１４週齢）をエーテル麻酔下に放血致死させた後、精巣上体
尾部を摘出し、直ちに３７℃に保温してある１％ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン、Ｂａｙｅ
ｒ）含有ｍ－ＫＲＢ（ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｋｒｅｂｓ－Ｒｉｎｇｅｒ　ｂｉｃａｒｂｏｎ
ａｔｅ　ｍｅｄｉｕｍ）１０ｍＬの入ったシャーレに移し（尾部１個につきシャーレ１枚
）、２～３か所に割を入れ軽く攪拌し、約５分間放置して精子を遊出させた。その精子懸
濁液を５０ｍＬ用チューブに移し、終濃度が１０μＭになるようにカルシウムイオノフォ
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アＡ２３１８７（ｓｉｇｍａ）を添加してＣＯ２インキュベーター内で約１５時間培養し
た。培養終了後、処理した精子をＰＢＳ（－）で２回洗浄し、所定の濃度に調製した後、
－２０℃で保存した。
実施例２（マウスへの免疫）
Ｊｃ１系雌性マウス（６週齢）に初回免疫日を０日目として、１４、２１、２８日目に追
加免疫を実施した。免疫は上記処理を施したラット精子を１回当たり約１×１０７個用い
、０日目および１４日目はそれぞれフロイント完全アジュバントとの等量混合物およびフ
ロイント不完全アジュバントとの等量混合物を背部皮下に、２１、２８日目は精子のみを
腹腔内に投与して行った。
実施例３（ハイブリドーマの作製方法）
最終免疫の３日後に免疫マウスより脾臓を摘出し、細胞融合を実施した。
ＲＰＭＩ１６４０メディウム（ＧＩＢＣＯ）で調製した脾細胞浮遊液とＳＰ－２細胞（マ
ウス骨髄腫細胞）を約４：１の割合で混合しポリエチレングリコール２０００（ｓｉｇｍ
ａ）を用いて細胞を融合させ、ＲＰＭＩ１６４０メディウムにて洗浄した。その後、１５
％ＦＣＳ（ウシ胎仔血清、三菱化成）含有ＲＰＭＩ１６４０メディウムにて細胞数が約２
×１０６個／ｍＬなるように調製し、１匹当たり６枚の９６穴マイクロプレートの各ｗｅ
ｌｌに１００μＬずつ分注した。翌日、各ｗｅｌｌにＨＡＴメディウム（ヒポキサンチン
、アミノプテリン、サイミジン、１５％ＦＣＳ含有ＲＰＭＩ１６４０メディウム）を１０
０μＬ添加した。２、３、５、８日目に半量のメディウムをＨＡＴメディウムで交換し、
１０、１３日目には半量のメディウムをＨＴメディウム（ヒポキサンチン、サイミジン、
１５％ＦＣＳ含有ＲＰＭＩ１６４０メディウム）で交換した。
実施例４（ＥＬＩＳＡ法によるスクリーニング）
Ａ２３１８７処理後凍結融解した精子を１×１０６個／ｍＬに調製して５０μＬずつ９６
穴平底マイクロプレートの各ｗｅｌｌに分注し３７℃で約２４時間乾燥して精子を固着さ
せた。固着後、２％ＢＳＡ含有ＰＢＳ（－）２５０μＬでブロッキングし、シールして使
用まで４℃で保存し、作製後５日以内に使用した。
精子固定プレートのブロッキング液を捨て、陰性（２０倍希釈正常マウス血清）および陽
性（１０００倍希釈精子免疫マウス血清）対照並びに培養１３日目の各ｗｅｌｌの細胞培
養上清をそれぞれ５０μＬずつ各ｗｅｌｌに分注し、３７℃で２時間反応させた。反応後
、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０含有ＰＢＳ（－）にて２回洗浄後、１０万倍希釈したペルオ
キシダーゼ標識抗マウスＩｇＧ（ＴＡＧＯ）５０μＬ／ｗｅｌｌ添加し、室温で２時間反
応させた後、同様に洗浄し、基質液（ｏ－フェニレンジアミン溶液６０ｍｇ／ｄＬ、０．
００６％Ｈ２Ｏ２添加）を１００μＬ／ｗｅｌｌ添加し、３７℃、遮光下で約２０分間反
応させた。反応後、０．５Ｍ硫酸（５０μＬ／ｗｅｌｌ）で反応を停止させ、マイクロプ
レートリーダー（４９０ｎｍ－６５０ｎｍ）にて吸光度を測定した。陽性対照と同等以上
の吸光度を示すものを陽性と判定した。
実施例５（間接蛍光抗体法によるスクリーニング）
Ａ２３１８７処理後凍結融解した精子を１×１０６個／ｍＬに調製して２０μＬに陰性（
２０倍希釈正常マウス血清）および陽性（１０００倍希釈精子免疫マウス血清）対照並び
に上記ＥＬＩＳＡ法によるスクリーニングで陽性を示したｗｅｌｌの培養１４日目の細胞
培養上清５０μＬを加え軽く攪拌し、４℃で１夜あるいは３７℃で２時間反応させた。反
応後、０．０２％ＮａＮ３含有ＰＢＳ（－）で２回洗浄し、４００倍希釈したＦＩＴＣ標
識抗マウスＩｇＧを２０μＬ加え軽く攪拌した後、３７℃で１時間反応させた。反応後、
同様に洗浄し蛍光顕微鏡にて観察した。精子頭部に蛍光が認められたものを陽性と判定し
た。
実施例６（融合細胞のクローニング）
クローニングは限界希釈法にて実施した。
陽性ｗｅｌｌの細胞をクローニングメディウム（１０％ブライクローン含有ＨＴメディウ
ム）にて５～１００個／ｍＬの細胞濃度に調製し、９６穴マイクロプレートの各ｗｅｌｌ
に１００μＬずつ分注し、直ちにクローニングメディウムを各ｗｅｌｌに１００μＬ添加
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した。
クローニングを行った細胞は、２～３回／週培地交換（半量を新しいクローニングメディ
ウムに交換）を行い、細胞の増殖にあわせてスクリーニングを実施した。スクリーニング
とクローニングを繰り返して、ハイブリドーマ（ＦＡＲＳ－９１およびＦＡＲＳ－９２）
を樹立した。
（以下、本明細書中、マウス－マウス融合細胞ＦＡＲＳ－９１により産生されるモノクロ
ーナル抗体をＦＡＲＳ－９１抗体、マウス－マウス融合細胞ＦＡＲＳ－９２により産生さ
れるモノクローナル抗体をＦＡＲＳ－９２抗体と称する）
実施例７（ＦＡＲＳ－９１およびＦＡＲＳ－９２抗体のサブクラスの特定）
Ｍｏｕｓｅ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｉｓｏｔｙｐｉｎｇ　ｋｉｔ（
アマシャム）を用いて、抗体のサブクラスを特定した。
ＦＡＲＳ－９１抗体を含んだ腹水またはＦＡＲＳ－９２抗体を含んだ腹水３ｍＬとｔｙｐ
ｉｎｇ　ｓｔｉｃを室温で１５分間反応させた後、５ｍＬのＴｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ　ｓ
ａｌｉｎｅでｔｙｐｉｎｇ　ｓｔｉｃを３回洗浄し、ペルオキシダーゼ標識抗マウス抗体
３ｍＬを加え、室温で１５分間反応させて同様に洗浄した後、基質液３ｍＬを添加して室
温で１５分間反応後、蒸留水にてｔｙｐｉｎｇ　ｓｔｉｃを３回洗浄した。乾燥後、ｓｔ
ｉｃ上に認められるサインにより抗体のサブクラスを特定した。
その結果、ＦＡＲＳ－９１抗体のサブクラスはＩｇＧ１、ＦＡＲＳ－９２抗体のサブクラ
スはＩｇＧ２ｂであることがわかった。
実施例８（ＦＡＲＳ－９１およびＦＡＲＳ－９２抗体の先体反応後精子に対する反応性）
上記に述べたように、先体反応を起こした精子であるか否かを確認することにより、精子
の受精能を測定することが出来る。ゆえに、実施例６で得られたモノクローナル抗体が該
確認に利用できるかどうかについて検討した。
新鮮精子をカルシウムイオノフォアＡ２３１８７で処理することにより、先体反応が惹起
されることがマウス（Ｌｙｎｎ　Ｒ．Ｆｒａｓｅｒ；Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｎｄｒｏ
ｌｏｇｙ，３，４１２－４１９，１９８２）およびヒト（Ｇｒｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．；Ｊ
ｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，３２，３２１，１９７８）において報
告されている。
そこで、Ａ２３１８７処理したラット精子（先体反応後精子）と新鮮精子に対するＦＡＲ
Ｓ－９１抗体およびＦＡＲＳ－９２抗体の反応性を間接蛍光抗体法により検討した。
Ｊｃｌ：ＳＤ系雄性ラット精巣上体尾部より採取した精子を０．４％ＢＳＡ含有ＴＹＨ培
養液で１×１０６／ｍＬに調製した。ＤＭＳＯに溶解したＡ２３１８７を終濃度が２μＭ
となるように加え、３７℃で２０分間反応させた。対照として、Ａ２３１８７の溶媒であ
るＤＭＳＯを加え、同様に反応させた。反応後、ＦＡＲＳ－９１抗体を含んだ腹水または
ＦＡＲＳ－９２抗体を含んだ腹水を添加し、３７℃で３０分間反応させた後、０．４％Ｂ
ＳＡ含有ＴＹＨ培養液で遠心（３７℃、２８００ｒｐｍ、５ｍｉｎ）により２回洗浄し、
ＦＩＴＣ標識抗マウスＩｇＧを加え、３７℃で６０分間反応させた。反応後、０．０２％
ＮａＮ３含有ＰＢＳ（－）で遠心（室温、２８００ｒｐｍ、５ｍｉｎ）により２回洗浄し
、蛍光顕微鏡にて観察し、精子頭部に蛍光を認める精子の割合を計測した。
その結果、Ａ２３１８７処理精子（図２ＡおよびＢ）の６５．５±３．７％がＦＡＲＳ－
９１抗体と反応し（対照精子（図１ＡおよびＢ）では１２．５±３．１％）、Ａ２３１８
７処理精子（図４ＡおよびＢ）の５９．８±３．８％がＦＡＲＳ－９２抗体と反応した（
対照精子（図３ＡおよびＢ）では８．５±１．７％）。以上のことから、ＦＡＲＳ－９１
抗体およびＦＡＲＳ－９２抗体は、先体反応を起こした精子に対して特異的に反応するこ
とが証明された。
実施例９（ＦＩＴＣ－ＰＳＡ染色法による凍結融解精子の観察）
精子を凍結融解すると、物理的に原形質膜および／または先体外膜が破壊されることによ
り先体反応を起こした状態（以下、擬似的先体反応と称する）になると言われている。そ
こで、先体反応前の精子先体内に存在する先体顆粒内容物に特異性を示す蛍光色素ＦＩＴ
Ｃ－ＰＳＡを用いて凍結融解精子が擬似的先体反応を惹起しているかを確認した。通常、
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先体反応を惹起していない精子では、先体内の先体顆粒内容物に蛍光色素ＦＩＴＣ－ＰＳ
Ａが結合するため、精子頭部に蛍光が認められる。
新鮮精子および凍結融解精子の塗抹標本を作製し、室温で２時間以上放置して乾燥させた
後、９５％メタノール中で２時間固定後、蒸留水に１０分間ずつ３回浸して洗浄した。洗
浄後、室温で遮光下にＦＩＴＣ－ＰＳＡ（５０ｍｇ／ｍＬ）液と３時間反応させ、蒸留水
で洗浄後、蛍光顕微鏡にて観察した。精子頭部に蛍光が認められるものを陽性と判定した
。
その結果、新鮮精子（図５Ａ）の頭部では蛍光が認められたが、凍結融解精子（図５Ｂ）
ではほとんどの精子頭部で蛍光が認められなかった。すなわち、新鮮精子では先体反応は
起こしておらず、凍結融解精子では擬似的先体反応を起こしているということが証明され
た。
実施例１０（ＦＡＲＳ－９１およびＦＡＲＳ－９２抗体の凍結融解精子に対する反応性）
実施例９により、凍結融解精子では擬似的先体反応を起こしていることが証明されたため
、次に、ＦＡＲＳ－９１抗体およびＦＡＲＳ－９２抗体が擬似的先体反応を起こした精子
、すなわち凍結融解精子に対し特異的に反応するか否かについて検討した。
新鮮精子および凍結融解精子（１×１０６／ｍＬ）３０μＬにＦＡＲＳ－９１抗体を含ん
だ腹水またはＦＡＲＳ－９２抗体を含んだ腹水５０μＬを加えて軽く攪拌し、３７℃で３
０分反応させ、０．４％ＢＳＡ含有ＴＹＨ培養液で遠心（３７℃、２８００ｒｐｍ、５ｍ
ｉｎ）により洗浄した。洗浄後、４００倍希釈ＦＩＴＣ標識抗マウスＩｇＧを３０μＬ加
えて３７℃で１時間反応させ、０．０２％ＮａＮ３含有ＰＢＳ（－）にて遠心（室温、２
８００ｒｐｍ、５ｍｉｎ）により２回洗浄し、蛍光顕微鏡にて観察した。
その結果、ＦＡＲＳ－９１抗体およびＦＡＲＳ－９２抗体ともに、凍結融解精子において
は、ほとんどの精子頭部に蛍光が認められたが（図６Ｂおよび図７Ｂ）、新鮮精子におい
ては、蛍光を発する精子の割合が激減した（図６Ａおよび図７Ａ）。実施例９および１０
により、ＦＡＲＳ－９１抗体およびＦＡＲＳ－９２抗体は擬似的先体反応を起こした精子
に対しても特異的に反応することが証明された。
実施例１１（ＦＡＲＳ－９１およびＦＡＲＳ－９２抗体のＡ２３１８７処理後凍結融解し
た精子に対する反応性）
Ａ２３１８７により先体反応を惹起させ、さらに凍結融解することにより化学的にも物理
的にも先体反応を起こした精子に対する、ＦＡＲＳ－９１抗体およびＦＡＲＳ－９２抗体
の反応性について検討した。
Ｊｃｌ：ＳＤ系雄性ラット精巣上体尾部より採取した精子を０．４％ＢＳＡ含有ＴＹＨ培
養液で１×１０６／ｍＬに調製した。ＤＭＳＯに溶解したＡ２３１８７を終濃度が２μＭ
となるように加え、３７℃で２０分間反応させた。反応後、処理した精子をＰＢＳ（－）
で２回洗浄し、所定の濃度に調製した後、－２０℃で凍結した。融解後、ＦＡＲＳ－９１
抗体を含んだ腹水またはＦＡＲＳ－９２抗体を含んだ腹水を添加し、３７℃で３０分間反
応させた後、０．４％ＢＳＡ含有ＴＹＨ培養液で遠心（３７℃、２８００ｒｐｍ、５ｍｉ
ｎ）により２回洗浄し、ＦＩＴＣ標識抗マウスＩｇＧ　３０μＬを加え、３７℃で６０分
間反応させ、０．０２％ＮａＮ３含有ＰＢＳ（－）で遠心（室温、２８００ｒｐｍ、５ｍ
ｉｎ）により２回洗浄し、蛍光顕微鏡にて観察した。
その結果、ＦＡＲＳ－９１（図８ＡおよびＢ）およびＦＡＲＳ－９２（図９ＡおよびＢ）
抗体は、ほぼ１００％のＡ２３１８７処理後凍結融解した精子頭部において、蛍光が認め
られた。
実施例１２（ＦＡＲＳ－９１およびＦＡＲＳ－９２抗体のヒト凍結融解精子に対する反応
性）
ＦＡＲＳ－９１抗体およびＦＡＲＳ－９２抗体がヒト凍結融解精子と反応するかを間接蛍
光抗体法により検討した。
凍結融解したヒト精子（１×１０６／ｍＬ）３０μＬにＦＡＲＳ－９１抗体を含んだ腹水
またはＦＡＲＳ－９２抗体を含んだ腹水５０μＬを加え、３７℃で３０分間反応させた後
、０．０２％ＮａＮ３含有ＰＢＳ（－）で遠心（３７℃、２８００ｒｐｍ、５ｍｉｎ）に
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より２回洗浄し、４００倍希釈ＦＩＴＣ標識抗マウスＩｇＧを３０μＬ加え、３７℃で１
時間反応させ、同様に洗浄した後、蛍光顕微鏡にて観察した。
その結果、ＦＡＲＳ－９１（図１０Ａ）およびＦＡＲＳ－９２（図１０Ｂ）抗体ともに、
ヒト凍結融解精子との反応において蛍光を発せず、これらの抗体はヒト凍結融解精子に結
合しないことが示された。
実施例１３（受精能評価用キットの作製）
ダイナビーズＭ－４５０ｓｈｅｅｐ抗マウスＩｇＧ（ＦＣ）懸濁液をよく振盪して懸濁化
させた後、必要量をクリーンベンチ内で遠心管に採取し、４℃、２０００ｒｐｍ、５分間
遠心分離した。上清を取り除いた後、採取したダイナビーズと等量の非特異吸着防止剤で
あるブロックエース（雪印）を加え、振盪下３７℃で１時間インキュベーションした。イ
ンキュベーション終了後に４℃、２０００ｒｐｍで５分間遠心分離し上清を取り除いた。
次いで採取したダイナビーズの２倍量の滅菌したＰＢＳ（－）を加え、よく攪拌した後４
℃、２０００ｒｐｍで５分間遠心分離し上清を取り除いた。この操作をあと２回繰り返す
ことにより非特異吸着防止剤を完全に除去した。最後に得られた沈渣に採取したダイナビ
ーズと等量のＰＢＳ（－）を加えた後、ＦＡＲＳ－９１抗体を含んだ腹水またはＦＡＲＳ
－９２抗体を含んだ腹水を加え、よく混和した後振盪下３７℃で１時間反応させた。ビー
ズは比重が重いため振盪下に置いても分散が十分でないので、反応中は時々取り出しミキ
サー等でよく混和した。反応終了後、４℃、２０００ｒｐｍで５分間遠心分離し、上清を
取り除いた。次いで採取したダイナビーズの２倍量の滅菌したＰＢＳ（－）を加えよく混
和した後４℃、２０００ｒｐｍで５分間遠心分離し、上清を取り除いた。この洗浄操作を
あと３回繰り返すことにより未反応のＦＡＲＳ－９１抗体あるいはＦＡＲＳ－９２抗体を
完全に除去した。最後に得られた沈渣に採取したダイナビーズの１０倍量の０．０２％Ｎ
ａＮ３、２％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含むＰＢＳ（－）を加えた。このビーズ懸
濁液をよく混和し２０μＬをマイクロチューブに採取し３８０μＬの２％ＢＳＡを含むＰ
ＢＳ（－）を加えて、ビーズ数をトーマの血球盤でカウントし、０．５×１０６／ｍＬと
なるように調製した。また、Ｊｃｌ：ＳＤ系雄性ラット精巣上体尾部より採取した精子を
０．４％ＢＳＡ含有ＴＹＨ培養液で１×１０６／ｍＬに調製した。０．５×１０６／ｍＬ
の抗体結合ビーズ１０μＬに１×１０６／ｍＬに調製したラット新鮮精子１００μＬを添
加し、３７℃、５％ＣＯ２下で反応させた。
その結果、ＦＡＲＳ－９１およびＦＡＲＳ－９２抗体ともに、ラット精子添加直後ではビ
ーズの凝集は見られなかったが、６時間後ではビーズの凝集が見られた。
実施例１４（キット）
下記要素を組み合わせたキットを作製した：
炭酸水素ナトリウムおよびウシ血清アルブミンを含まないＴＹＨ液
７％炭酸水素ナトリウム
ウシ血清アルブミン
ＦＡＲＳ－９１ビーズまたはＦＡＲＳ－９２ビーズ。
産業上の利用の可能性
本発明は、先体反応後ラット精子に特異的に反応するモノクローナル抗体を提供する。ま
た、当該抗体を用いることにより、熟練した技術や煩雑な操作を必要とせず、短時間で簡
便に受精能を評価せしめる受精能評価用キットを提供する。
【図面の簡単な説明】
図１は、ＦＡＲＳ－９１抗体の先体反応後精子（Ａ２３１８７処理対照精子）に対する反
応性を示す顕微鏡写真である。
Ａ）ＦＡＲＳ－９１抗体と対照精子との反応性（明視野、１００倍）
Ｂ）ＦＡＲＳ－９１抗体と対照精子との反応性（ＦＩＴＣ励起、１００倍）
ＡおよびＢは同一視野を示す。
図２は、ＦＡＲＳ－９１抗体の先体反応後精子（Ａ２３１８７処理精子）に対する反応性
を示す顕微鏡写真である。
Ａ）ＦＡＲＳ－９１抗体とＡ２３１８７処理精子との反応性（明視野、１００倍）
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Ｂ）ＦＡＲＳ－９１抗体とＡ２３１８７処理精子との反応性（ＦＩＴＣ励起、１００倍）
ＡおよびＢは同一視野を示す。
図３は、ＦＡＲＳ－９２抗体の先体反応後精子（Ａ２３１８７処理対照精子）に対する反
応性を示す顕微鏡写真である。
Ａ）ＦＡＲＳ－９２抗体と対照精子との反応性（明視野、１００倍）
Ｂ）ＦＡＲＳ－９２抗体と対照精子との反応性（ＦＩＴＣ励起、１００倍）
ＡおよびＢは同一視野を示す。
図４は、ＦＡＲＳ－９２抗体の先体反応後精子（Ａ２３１８７処理精子）に対する反応性
を示す顕微鏡写真である。
Ａ）ＦＡＲＳ－９２抗体とＡ２３１８７処理精子との反応性（明視野、１００倍）
Ｂ）ＦＡＲＳ－９２抗体とＡ２３１８７処理精子との反応性（ＦＩＴＣ励起、１００倍）
ＡおよびＢは同一視野を示す。
図５は、ＦＩＴＣ－ＰＳＡ染色法による凍結融解精子を観察した顕微鏡写真である。
Ａ）新鮮精子（陽性、４００倍）
Ｂ）凍結融解精子（陰性、４００倍）
図６は、ＦＡＲＳ－９１抗体の凍結融解精子に対する反応性を示す顕微鏡写真である。
Ａ）ＦＡＲＳ－９１抗体と新鮮精子との反応性（陰性、２００倍）
Ｂ）ＦＡＲＳ－９１抗体と凍結融解精子との反応性（陽性、２００倍）
図７は、ＦＡＲＳ－９２抗体の凍結融解精子に対する反応性を示す顕微鏡写真である。
Ａ）ＦＡＲＳ－９２抗体と新鮮精子との反応性（陰性、２００倍）
Ｂ）ＦＡＲＳ－９２抗体と凍結融解精子との反応性（陽性、２００倍）
図８は、ＦＡＲＳ－９１抗体のＡ２３１８７処理後凍結融解精子に対する反応性を示す顕
微鏡写真である。
Ａ）ＦＡＲＳ－９１抗体とＡ２３１８７処理後凍結融解精子との反応性（明視野、１００
倍）
Ｂ）ＦＡＲＳ－９１抗体とＡ２３１８７処理後凍結融解精子との反応性（ＦＩＴＣ励起、
１００倍）
ＡおよびＢは同一視野を示す。
図９は、ＦＡＲＳ－９２抗体のＡ２３１８７処理後凍結融解精子に対する反応性を示す顕
微鏡写真である。
Ａ）ＦＡＲＳ－９２抗体とＡ２３１８７処理後凍結融解精子との反応性（明視野、１００
倍）
Ｂ）ＦＡＲＳ－９２抗体とＡ２３１８７処理後凍結融解精子との反応性（ＦＩＴＣ励起、
１００倍）
ＡおよびＢは同一視野を示す。
図１０は、ＦＡＲＳ－９１およびＦＡＲＳ－９２抗体のヒト凍結融解精子に対する反応性
を示す顕微鏡写真である。
Ａ）ＦＡＲＳ－９１抗体とヒト凍結融解精子との反応性（ＦＩＴＣ励起、２００倍）
Ｂ）ＦＡＲＳ－９２抗体とヒト凍結融解精子との反応性（ＦＩＴＣ励起、２００倍）
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