
(57)【要約】
動物が交配後妊娠しなかったかあるいは妊娠しているかどうかを決定するための方法およ
びキット。妊娠誘導タンパク質の発現のレベルを、妊娠状態の情報が望まれる動物で測定
し、そのレベルを妊娠していない動物のレベルと比較する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
動 物 の 交 配 後 の 妊 娠 初 期 期 間 中 の 動 物 の 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 し 、 さ
ら に 動 物 に お け る 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 同 種 の 妊 娠 し て い な い 動 物 の レ ベ ル と 比
較 す る こ と を 有 す る 動 物 の 妊 娠 状 態 の 決 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 は タ イ プ Ｉ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 タ ン パ ク 質 (Type I Interferon-ind
uced protein)で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
タ イ プ Ｉ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 タ ン パ ク 質 は イ ン タ ー フ ェ ロ ン － タ ウ （ Ｉ Ｆ Ｎ τ ） 誘 導 タ
ン パ ク 質 (Interferon-tau-induced protein)で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
動 物 は 反 芻 動 物 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
有 蹄 動 物 以 外 の 反 芻 動 物 は 、 フ タ コ ブ ラ ク ダ 、 ヒ ト コ ブ ラ ク ダ 、 ラ マ 、 ア ル パ カ 、 及 び ビ
ク ー ナ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
動 物 は 有 蹄 動 物 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
動 物 は 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ヤ ク 、 水 牛 、 バ イ ソ ン 、 ア ン テ ロ ー プ 、 及 び シ カ か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
動 物 は 、 雌 ヒ ツ ジ ま た は 雌 ウ シ で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
動 物 は 有 蹄 動 物 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
動 物 は 、 ウ マ ま た は ブ タ で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
タ ン パ ク 質 は 、 ２ ’ ， ５ ’ － オ リ ゴ ア デ ニ レ ー ト シ ン テ タ ー ゼ 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン
、 Ｉ Ｆ Ｎ 調 節 因 子 １ 、 ユ ビ キ チ ン 交 差 反 応 性 タ ン パ ク 質 、 及 び Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
タ ン パ ク 質 は Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に
よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 測 定 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 ス ロ ッ ト － ブ ロ ッ ト 分 析 、 ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 に よ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル は 、 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
タ ン パ ク 質 の 産 生 の レ ベ ル の 測 定 は 、 タ ン パ ク 質 へ の 抗 体 の 結 合 を 評 価 す る こ と に よ る ま
た は タ ン パ ク 質 の 機 能 に 基 づ く ア ッ セ イ に よ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
タ ン パ ク 質 の 産 生 の レ ベ ル は 、 比 色 ア ッ セ イ に よ っ て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル は 、 動 物 の 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ っ
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て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
細 胞 は 有 核 血 液 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
細 胞 は 末 梢 血 単 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル は 、 動 物 の 体 液 を 分 析 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
体 液 は 、 乳 汁 、 唾 液 、 尿 、 ま た は 鼻 、 眼 、 若 し く は 膣 の 分 泌 物 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
体 液 は 、 血 液 、 血 漿 、 ま た は 血 清 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
動 物 は 、 妊 娠 初 期 期 間 中 の 動 物 の タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル が 同 種 の 妊 娠 し て い な い 動 物
の タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル に 比 し て 上 昇 し て い な い 場 合 に は 妊 娠 し て い な い と 決 定 さ れ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
動 物 は 、 妊 娠 初 期 期 間 中 の 動 物 の タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル が 同 種 の 妊 娠 し て い な い 動 物
の タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル の ２ 倍 以 上 で あ る 場 合 に は 妊 娠 し て い る と 決 定 さ れ る 、 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
動 物 は 、 妊 娠 初 期 中 の 動 物 の タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル が 同 種 の 妊 娠 し て い な い 動 物 の タ
ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル の ４ 倍 以 上 で あ る 場 合 に は 妊 娠 し て い る と 決 定 さ れ る 、 請 求 項 ２
５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
比 較 は 、 動 物 に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル 及 び 妊 娠 し て い る ま た は 妊 娠 し て い な い
こ と が 知 ら れ て い る 動 物 の 発 現 の レ ベ ル の 並 列 比 較 (side-by-side comparison)に よ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
比 較 は 履 歴 コ ン ト ロ ー ル (historical control)を 用 い る こ と に よ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
妊 娠 認 識 シ グ ナ ル 伝 達 の 期 間 中 に 行 な わ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
動 物 の 交 配 か ら １ ２ ～ ３ ０ 日 の 間 の 期 間 中 に 行 な わ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
動 物 の 交 配 か ら １ ２ ～ ２ １ 日 の 間 の 期 間 中 に 行 な わ れ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
動 物 の 交 配 か ら １ ８ ～ ２ １ 日 の 間 の 期 間 中 に 行 な わ れ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
試 験 サ ン プ ル を 保 持 す る た め の 容 器 、 該 容 器 中 の 試 験 サ ン プ ル と 混 合 さ れ る と 、 オ ペ レ ー
タ ー が 試 験 サ ン プ ル 中 の 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 目 視 で 測 定 で き る よ う な 、 一 以 上
の 試 薬 、 お よ び サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル に 基 づ い て 動 物 の 妊 娠 状 態 を 決 定 す る た
め の 指 示 書 を 有 す る 、 動 物 の 妊 娠 状 態 を 決 定 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 は イ ン タ ー フ ェ ロ ン － タ ウ （ Ｉ Ｆ Ｎ τ ） 誘 導 タ ン パ ク 質 (Interferon-
tau-induced protein)で あ る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
Ｉ Ｆ Ｎ τ 誘 導 タ ン パ ク 質 は Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ６ 】
Ｉ Ｆ Ｎ τ 誘 導 タ ン パ ク 質 は Ｉ Ｓ Ｇ － １ ７ で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 が 結 合 す る 試 験 表 面 、 タ ン パ ク 質 の 第 二
の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 第 二 の 標 識 抗 体 を 有 す る 容 器 、 タ ン パ ク 質 の 基 準 濃 度 を 有 す る 標
準 サ ン プ ル を 有 す る 容 器 、 標 識 さ れ た 第 二 の 抗 体 と 接 触 す る と 、 存 在 す る タ ン パ ク 質 の 相
対 的 な 量 が 目 視 で き る よ う な 試 薬 、 お よ び 試 験 サ ン プ ル が 妊 娠 ま た は 妊 娠 し て い な い 状 態
を 示 す 量 の タ ン パ ク 質 を 含 む か ど う か を 決 定 す る た め の キ ッ ト の 使 用 に 関 す る 指 示 書 を 有
す る 、 動 物 の 妊 娠 状 態 を 決 定 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 は イ ン タ ー フ ェ ロ ン － タ ウ （ Ｉ Ｆ Ｎ τ ） 誘 導 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求
項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
Ｉ Ｆ Ｎ τ 誘 導 タ ン パ ク 質 は Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
Ｉ Ｆ Ｎ τ 誘 導 タ ン パ ク 質 は Ｉ Ｓ Ｇ － １ ７ で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 動 物 の 妊 娠 状 態 の 決 定 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 有 蹄 動 物 以
外 の 動 物 (non-ungulate)、 有 蹄 動 物 、 及 び 反 芻 動 物 の 妊 娠 状 態 の 決 定 方 法 に 関 す る も の で
あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
家 畜 の 育 成 に お い て 、 交 配 し た 動 物 の 妊 娠 状 態 を 正 確 に 決 定 す る こ と は 非 常 に 重 要 で あ る
。 特 に 、 交 配 し た 動 物 が 妊 娠 し て い な い こ と を 正 確 に か つ 早 期 に 同 定 す る こ と は 経 済 上 重
要 で あ る 。 現 在 、 動 物 、 例 え ば 、 ウ シ を 交 配 す る と 、 妊 娠 状 態 が 触 診 等 の 方 法 に よ っ て 決
定 さ れ る が 、 こ の 方 法 は 交 配 し て か ら ３ ０ 日 後 ま で は 正 確 な 妊 娠 状 態 の 決 定 が で き な い 。
ウ シ は 約 ２ １ 日 の 発 情 周 期 を 有 す る た め 、 こ れ は 、 現 在 利 用 さ れ て い る 方 法 で は 、 妊 娠 し
そ こ な っ た 動 物 を 交 配 す る 機 会 、 即 ち 、 交 配 を 失 敗 し た 直 後 の 発 情 期 間 を 少 な く と も １ 回
失 う で あ ろ う こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
こ れ は 、 ウ シ の 交 配 工 業 、 特 に 酪 農 工 業 で は 重 要 な 経 済 的 な 結 果 を 有 す る 。 効 率 よ く 牛 乳
を 生 産 す る 農 業 に は 、 ウ シ が 自 然 分 娩 し て か ら ８ ０ ～ １ ０ ０ 日 で 妊 娠 す る よ う に う ま く 交
配 す る こ と が 必 要 で あ る 。 し か し な が ら 、 酪 農 用 の ウ シ は 、 人 工 受 精 で は 受 精 率 が 低 く 、
平 均 で １ 回 の 妊 娠 に ２ ． ５ ～ ３ 回 受 精 が 必 要 で あ る 。 し た が っ て 、 酪 農 家 が 、 交 配 に 失 敗
し た 後 の 次 の 発 情 期 間 に 動 物 を 再 交 配 す る 機 会 を 失 う こ と な く 動 物 が 妊 娠 し て い な い こ と
を 正 確 に 決 定 す る 方 法 に 対 す る 必 要 性 が か な り あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
参 考 に よ っ て 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ る 、 Sasser、 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ０ ５ ， ７ ４ ８ 号 に は 、
受 胎 動 物 に よ っ て 生 産 さ れ る タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と に よ っ て 妊 娠 を 決 定 す る 方 法 が 開
示 さ れ る 。 こ の 方 法 に よ っ て 、 ウ シ は 、 交 配 し て か ら ２ ７ 日 と い う 初 期 に 妊 娠 し て い る こ
と が 決 定 さ れ た 。 Sasserは 、 次 の 発 情 期 間 が 妊 娠 し て い な い ウ シ で 始 ま る で あ ろ う 時 期 前
の 妊 娠 の 診 断 は 開 示 し て お ら ず 、 ま た 、 妊 娠 し て い な い こ と の 初 期 の 決 定 を も 開 示 し て い
な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
有 蹄 動 物 の 妊 娠 の 母 体 の 認 識 は 、 黄 体 退 行 シ グ ナ ル 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｆ ２ α （ （ Ｐ Ｇ
Ｆ ２ α ） ； Yankey et al., Expression of the antiviral protein Mx in peripheral bl
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ood mononuclear cells of pregnant and bred, non-pregnant ewes.　 Journal of Endoc
rinology 170, R7-R11 (2001);　 Bazer et al., Regulation of endometrial responsive
ness to estrogen and progesterone by pregnancy recognition signals during the pe
ri-implantation period. In Molecular and Cellular Aspects of Peri-implantation P
rocesses, pp 27-47. Ed S.K. Dey. Springer-Verlag, New York, Inc. (1995)） の 生 産
が 減 少 ま た は 変 化 す る 、 受 胎 動 物 に よ る 局 所 的 な 及 び 全 身 の 遺 伝 子 の 調 節 を 伴 う 。 こ れ は
、 受 胎 動 物 が 生 産 す る 絨 毛 性 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン に よ る 黄 体 （ Ｃ Ｌ ） へ の 直 接 的 な 黄 体 刺 激
効 果 を 有 す る 、 霊 長 動 物 に お け る 妊 娠 の 認 識 と 反 対 で あ る (Bazer et al. 1995)。 有 蹄 動
物 に お け る 母 体 認 識 に 関 す る シ グ ナ ル は 、 妊 娠 の 第 ２ ～ 第 ３ 週 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン － タ ウ
(Interferon-tau)（ Ｉ Ｆ Ｎ τ ） の 受 胎 動 物 に よ る 分 泌 物 で あ る (Bazer et al., 1995; God
kin et al., J. Reprod. Fert. 65:141-150(1982))。 Ｉ Ｆ Ｎ τ は 、 子 宮 内 膜 の エ ス ト ロ ゲ
ン 及 び オ キ シ ト シ ン レ セ プ タ ー の 増 加 を 防 止 し 、 Ｐ Ｇ Ｆ ２ α の オ キ シ ト シ ン 誘 導 性 黄 体 退
行 パ ル ス を 除 去 し て 、 Ｃ Ｌ 機 能 を 維 持 す る (Spencer et al., Endocrinology 136:4932-49
44 (1995))。
【 ０ ０ ０ ６ 】
Ｉ Ｆ Ｎ τ は 、 Ｉ Ｆ Ｎ α 、 β 、 及 び ω (Samuel, Virology 183:1-11 (1991))、 な ら び に さ ら
に 最 近 で は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン δ (Lefevre, F., et al., Biochimie 80:779-788 (1998))
を も 含 む 、 タ イ プ Ｉ 　 Ｉ Ｆ Ｎ 群 の ひ と つ で あ る 。 タ イ プ Ｉ 　 Ｉ Ｆ Ｎ レ セ プ タ ー な ら び に ヤ
ヌ ス キ ナ ー ゼ （ Ｊ Ａ Ｋ ） － シ グ ナ ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー 及 び 転 写 の 活 性 化 因 子 （ Ｓ Ｔ Ａ Ｔ
） シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 介 し た Ｉ Ｆ Ｎ τ の シ グ ナ ル 伝 達 (Stewart et al., Endocrinology 1
42:98-107 (2001))は 、 ２ ’ ， ５ ’ － オ リ ゴ ア デ ニ レ ー ト シ ン テ タ ー ゼ (2',5' oligoadeny
late synthetase)(Johnson et al., Biol. Reprod. 64:1392-1399 (2001))、 β ２ － ミ ク
ロ グ ロ ブ リ ン (Vallet et al., J. Endocrinol. 130:R1-4 (1991))、 Ｉ Ｆ Ｎ 調 節 因 子 １ (Sp
encer et al., 1998)、 ユ ビ キ チ ン 交 差 反 応 性 タ ン パ ク 質 (Johnson et al., Biol. Reprod
. 62:622-627(2000))、 及 び Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 (Charleston and Stewart, Gene 137:327-331
(1993); Ott et al., Biol. Reprod. 59:784-794 (1998))等 の ヒ ツ ジ の 子 宮 で 数 多 く の 遺
伝 子 を 誘 導 す る 。 抗 ウ ィ ル ス 応 答 に お け る こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 多 く の 機 能 の 特 徴 が か な
り 明 ら か で あ る も の の 、 妊 娠 初 期 中 の そ の 役 割 は 明 ら か で は な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 は 、 単 量 体 の Ｇ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ で あ り 、 動 物 の 種 及 び ウ ィ ル ス の タ イ プ に よ っ
て 、 ウ ィ ル ス の 複 製 の 強 力 な 阻 害 剤 と な る (Samuel, Virology 183:1-11 (1991))。 ヒ ツ ジ
、 ウ シ 、 ブ タ 、 及 び ウ マ 等 の 、 様 々 な 種 由 来 の Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 の 配 列 が Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ に
よ り 公 的 に 利 用 で き 、 そ れ ぞ れ 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ の 受 託 番 号 Ｘ ６ ６ ０ ９ ３ 、 Ｕ ８ ８ ３ ２ ９
、 Ｍ ６ ５ ０ ８ ７ 、 及 び Ｕ ５ ５ ２ １ ６ で 寄 託 さ れ て い る 。 Ｍ ｘ の 抗 ウ ィ ル ス 効 果 は 、 通 常 、
マ イ ナ ス 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 オ ル ト ミ キ ソ ウ ィ ル ス (orthormyxovirus)） に 対 す
る も の で あ る が 、 そ の 発 現 は タ イ プ Ｉ 　 Ｉ Ｆ Ｎ レ セ プ タ ー を 有 す る 全 て の 細 胞 中 で 誘 導 さ
れ 、 細 菌 及 び ウ ィ ル ス 感 染 を 区 別 す る の に 使 用 さ れ て き た (Haller et al., Rev. Sci. Te
ch. 17:220-230 (1998))。 近 年 、 Ｍ ｘ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び タ ン パ ク 質 は 、 妊 娠 し た 雌 ヒ ツ ジ の
子 宮 壁 内 で 上 皮 （ １ ３ 日 ま で ） か ら 子 宮 筋 層 （ １ ５ 日 ま で ） ま で 上 昇 す る こ と が 示 さ れ 、
レ ベ ル は ２ ５ 日 を と お し て 上 昇 し た ま ま だ っ た (Ott et al., Biol. Reprod. 59:784-794 
(1998))。 加 え て 、 Ｍ ｘ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は 、 子 宮 腔 中 に ｒ ｏ Ｉ Ｆ Ｎ τ を 注 射 し た こ と に
応 答 し て 黄 体 中 で 上 昇 し た (Spencer et al., Biol Reprod 61:464-470 (1999))。
【 ０ ０ ０ ８ 】
こ れ ら の 結 果 か ら 、 Ｉ Ｆ Ｎ τ は 、 １ ） す べ て の 子 宮 細 胞 型 （ 即 ち 、 上 皮 、 間 質 及 び 子 宮 筋
層 ） で な ら び に Ｃ Ｌ で 直 接 作 用 す る ； ま た は ２ ） 子 宮 の 細 胞 及 び 卵 巣 等 の 他 の 器 官 で パ ラ
ク リ ン ／ 内 分 泌 効 果 を 有 す る 物 質 （ サ イ ト カ イ ン ） を 誘 導 す る ； ま た は ３ ） 子 宮 粘 膜 の 成
分 に 影 響 を 及 ぼ し て 、 免 疫 系 を 循 環 し た 後 、 様 々 な 子 宮 細 胞 及 び Ｃ Ｌ に 影 響 を 与 え る こ と
が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
し か し な が ら 、 妊 娠 状 態 を 評 価 す る 試 験 と し て 子 宮 組 織 中 の Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測
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定 す る こ と は 実 用 的 で な い 。 侵 襲 性 で か つ 時 間 と 手 間 が か か る プ ロ セ ス で あ る 上 、 Ｍ ｘ の
子 宮 レ ベ ル を 測 定 す る の に 必 要 で あ る 子 宮 組 織 の 破 壊 が 妊 娠 に 有 害 な 影 響 を 与 え る 傾 向 が
あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
家 畜 の 妊 娠 ま た は 妊 娠 し て い な い こ と を 決 定 す る 信 頼 性 の 高 い 、 再 現 性 の あ る 及 び 非 侵 襲
性 の 方 法 に 対 す る 必 要 性 が か な り あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 要 約
２ ’ ， ５ ’ － オ リ ゴ ア デ ニ レ ー ト シ ン テ タ ー ゼ 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 Ｉ Ｆ Ｎ 調 節 因
子 １ 、 ユ ビ キ チ ン 交 差 反 応 性 タ ン パ ク 質 （ 「 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 刺 激 遺 伝 子 因 子 １ ７ (inter
feron stimulated gene factor 17)」 （ 「 Ｉ Ｓ Ｇ － １ ７ 」 ） と し て も 知 ら れ て い る ） 、 及
び Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 な ど の 、 本 明 細 書 中 で は 「 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 (pregnancy-induced pro
tein)」 と 称 さ れ る 、 い く つ か の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 が 妊 娠 の 初 め の １
ヶ 月 の 間 、 特 定 の 動 物 で 有 意 に 増 加 す る こ と を 発 見 し た 。 さ ら に 、 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の
発 現 の 増 加 が 妊 娠 し て い な い 動 物 で は 起 こ ら な い こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
多 く の 動 物 で は 、 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の 発 現 の 増 加 は 、 妊 娠 の 母 体 認 識 に 関 す る シ グ ナ ル
と 称 さ れ る 、 そ の 存 在 の 胚 か ら の 母 親 へ の シ グ ナ ル で あ る 、 ホ ル モ ン 、 タ イ プ Ｉ イ ン タ ー
フ ェ ロ ン の 胚 に よ る 分 泌 に よ る も の で あ る 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ア ル フ ァ （ Ｉ Ｆ Ｎ α ） 、 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン ベ ー タ （ Ｉ Ｆ Ｎ β ） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン オ メ ガ （ Ｉ Ｆ Ｎ ω ） 、 イ ン タ ー フ
ェ ロ ン デ ル タ （ Ｉ Ｆ Ｎ δ ） 、 及 び イ ン タ ー フ ェ ロ ン タ ウ （ Ｉ Ｆ Ｎ τ ） 等 の 、 様 々 な タ イ プ
Ｉ イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 、 様 々 な 種 の 胚 に よ っ て 分 泌 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｉ Ｆ Ｎ τ は 反 芻 動 物
で 妊 娠 認 識 ホ ル モ ン と し て 分 泌 さ れ 、 Ｉ Ｎ Ｆ δ は ブ タ で 分 泌 さ れ る 。 ウ マ 及 び 他 の ウ マ 科
等 の 、 他 の 種 で は 、 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 で あ る Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 が 妊 娠 初 期 中 に 子 宮 で 検 出
で き る も の の 、 現 在 ま で 、 タ イ プ Ｉ イ ン タ ー フ ェ ロ ン の ウ マ の 受 胎 動 物 に よ る 分 泌 は 示 さ
れ て い な か っ た 。 む し ろ 、 ウ マ や 受 胎 動 物 が タ イ プ Ｉ 　 Ｉ Ｆ Ｎ を 産 生 し な い 他 の 種 で は 、
子 宮 が 胚 の 存 在 に 応 答 し て タ イ プ Ｉ イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 産 生 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
一 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 動 物 の 妊 娠 状 態 を 決 定 す る 方 法 で あ る 。 本 発 明 の こ の
実 施 態 様 に よ る と 、 妊 娠 初 期 中 の 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 (pregnancy induced protein)の 発
現 の レ ベ ル を 測 定 し 、 同 種 の 妊 娠 し て い な い 雌 動 物 に お け る 同 じ 期 間 中 の 妊 娠 誘 導 タ ン パ
ク 質 の 発 現 の レ ベ ル と 比 較 す る 。 好 ま し く は 、 測 定 、 比 較 さ れ る 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 は 、
タ イ プ Ｉ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 タ ン パ ク 質 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質
は 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 ま た は Ｉ Ｓ Ｇ － １ ７ で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 (pregnancy-induced protein)」 と い う
こ と ば は 、 母 体 遺 伝 子 に よ っ て 発 現 し 、 そ の 発 現 が 妊 娠 の 存 在 に 応 答 し て 誘 導 さ れ る タ ン
パ ク 質 を 意 味 す る 。 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 は 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 が 母 体 遺 伝 子 に よ っ て
も 発 現 し 、 こ の 母 体 の 発 現 が 妊 娠 の 存 在 に 応 答 し て 誘 導 さ れ る 場 合 で な け れ ば 、 受 胎 動 物
に よ っ て 生 産 さ れ る タ ン パ ク 質 と は 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 妊 娠 初 期 」 と い う こ と ば は 、 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が
同 種 の 妊 娠 し て い な い 動 物 に 比 し て 妊 娠 動 物 で は 上 昇 す る 妊 娠 認 識 シ グ ナ ル 伝 達 (pregnan
cy recognition signaling)期 間 中 ま た は 後 の 時 期 を 意 味 す る 。 交 配 が う ま く い か な い 、
即 ち 、 妊 娠 し な か っ た 動 物 が 妊 娠 認 識 シ グ ナ ル 伝 達 の 期 間 を 経 る か 経 な い か に か か わ ら ず
、 「 妊 娠 初 期 」 と い う こ と ば は 、 妊 娠 し て い な い 動 物 に 関 し て は 、 交 配 が う ま く い っ た 場
合 に は 妊 娠 初 期 が あ ろ う 期 間 を 意 味 す る よ う に 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 本
発 明 の 方 法 に 関 し て 使 用 さ れ る 、 妊 娠 初 期 の 期 間 は 、 受 胎 し て か ら 最 初 の 約 １ ヶ 月 末 で 終
了 す る 。

10

20

30

40

50

(6) JP 2004-534224 A 2004.11.11



【 ０ ０ １ ６ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 妊 娠 認 識 シ グ ナ ル 伝 達 の 期 間 」 と い う こ と ば は 、 胚 が 、 そ の
分 泌 に よ り 胚 の 存 在 を 母 体 に 認 識 さ せ る 、 タ ン パ ク 質 ま た は ホ ル モ ン を 分 泌 す る 間 の 期 間
を 意 味 す る 。 交 配 が う ま く い か な い 、 即 ち 、 妊 娠 し な か っ た 動 物 が 妊 娠 認 識 シ グ ナ ル 伝 達
期 間 を 経 る か 経 な い か に か か わ ら ず 、 こ の こ と ば は 、 妊 娠 し て い な い 動 物 に 関 し て は 、 交
配 が う ま く い っ た 場 合 に は 、 生 化 学 的 な シ グ ナ ル 伝 達 が 受 胎 動 物 及 び 子 宮 間 で 起 こ る 期 間
を 意 味 す る よ う に 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 に よ る と 、 妊 娠 し た 動 物 は 、 同 種 の 妊 娠 し て い な い 動 物 に 比 べ て 、 妊 娠 認 識 シ グ ナ
ル 伝 達 の 期 間 中 な ど の 、 妊 娠 初 期 中 の 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 ま た は Ｉ Ｓ Ｇ － １ ７ な ど の 、 一 以
上 の 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル が 顕 著 に 高 く な る で あ ろ う 。 妊 娠 し て い な い 動 物
は 、 そ の 動 物 が 交 配 し た か 否 か に か か わ ら ず 、 こ の 期 間 中 に 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 等 の 、 妊 娠
誘 導 タ ン パ ク 質 の 発 現 の 基 準 レ ベ ル 付 近 を 示 す で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 受 胎 動 物 が 妊 娠 の 母 体 の 認 識 に 関 す る シ グ ナ ル と し
て タ ン パ ク 質 ま た は ホ ル モ ン を 分 泌 す る 種 の 動 物 の 生 殖 状 態 を 決 定 す る た め の キ ッ ト で あ
る 。 本 発 明 の こ の 実 施 態 様 に よ る と 、 キ ッ ト は 、 試 験 サ ン プ ル を 保 持 す る た め の 容 器 、 試
験 サ ン プ ル と 混 合 さ れ る と 、 オ ペ レ ー タ ー が 、 試 験 サ ン プ ル 中 の 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 ま た は
Ｉ Ｓ Ｇ － １ ７ 等 の 、 一 以 上 の 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 目 視 で 測 定 で き る よ う な 、 一
以 上 の 試 薬 、 お よ び サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 決 定 す る た め の 指 示 書 を 有 す る 。
好 ま し く は 、 キ ッ ト は 、 オ ペ レ ー タ ー が 、 サ ン プ ル 中 の 測 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の レ ベ ル に
基 づ い て 動 物 の 妊 娠 状 態 を 決 定 で き る よ う な 指 示 書 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 を 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 を 参 照 し な が ら 以 下 に さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 当 業 者 は 、 下 記
開 示 が 、 詳 細 に 説 明 さ れ る Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 に 加 え て 、 ２ ’ ， ５ ’ － オ リ ゴ ア デ ニ レ ー ト シ
ン テ タ ー ゼ 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 Ｉ Ｆ Ｎ 調 節 因 子 １ 、 及 び ユ ビ キ チ ン 交 差 反 応 性 タ
ン パ ク 質 等 の 、 Ｉ Ｆ Ｎ τ 誘 導 タ ン パ ク 質 な ど の 、 他 の タ イ プ Ｉ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 タ ン
パ ク 質 等 の 、 他 の 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 に 適 用 で き る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 し た が っ て
、 下 記 開 示 に お い て 、 「 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 」 と い う こ と ば に 言 及 す る と 、 他 の 妊 娠 誘 導 タ ン
パ ク 質 を 代 わ り に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
図 １ は 、 雌 ヒ ツ ジ を 人 工 授 精 し て か ら ２ ６ 日 目 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ 抹 消 血 単 核 細 胞 ） の Ｍ ｘ 　 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で あ る 。 レ ー ン １ ～ ６ は 、 妊 娠 し た 雌 ヒ ツ ジ を 表 わ し 、 お
よ び レ ー ン ８ ～ １ ３ は 、 妊 娠 し て い な い 雌 ヒ ツ ジ を 表 わ す 。 Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 約 ２ ． ５
ｋ ｂ で 泳 動 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
図 ２ は 、 雌 ヒ ツ ジ を 人 工 授 精 し て か ら ２ ６ 日 目 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 単 離 さ れ た 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ の
ス ロ ッ ト － ブ ロ ッ ト 分 析 の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は 、 Ｄ ２ ６ で
交 配 し た が 妊 娠 し な か っ た 雌 ヒ ツ ジ に 対 し て 妊 娠 し た 雌 ヒ ツ ジ で 約 ４ 倍 よ り 大 き か っ た （
Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 。 Ｐ Ｓ Ｐ Ｂ （ 妊 娠 に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 Ｂ ） レ ベ ル （ ◆ ） か ら 、 妊 娠 状 態
が 確 認 さ れ 、 こ れ は 誕 生 し た 子 羊 の 数 と 相 関 し た 。 （ 図 ２ の Ｃ Ｎ Ｔ Ｓ は 、 化 学 発 光 ノ ー ザ
ン ブ ロ ッ ト の 光 子 計 測 数 を 示 す 。 ）
図 ３ は 、 人 工 授 精 し て か ら ０ ～ ３ ０ 日 で の 人 工 授 精 さ れ た 妊 娠 し た 及 び 妊 娠 し な か っ た 雌
ヒ ツ ジ の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 中 の Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 （ 図 ３ の Ｃ Ｎ Ｔ Ｓ は
、 化 学 発 光 ス ロ ッ ト － ブ ロ ッ ト の 光 子 計 測 数 を 示 す 。 ）
図 ４ は 、 人 工 授 精 し て か ら １ ５ 及 び １ ８ 日 の 妊 娠 し た 及 び 妊 娠 し な か っ た 雌 ヒ ツ ジ の Ｐ Ｂ
Ｍ Ｃ の Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発 現 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
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本 発 明 は 、 妊 娠 初 期 中 に 増 加 し た レ ベ ル の 一 以 上 の 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 動 物 種
に 適 用 で き る 。 好 ま し く は 、 動 物 種 は 、 妊 娠 の 母 体 認 識 に 関 す る シ グ ナ ル と し て タ イ プ Ｉ
イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 分 泌 す る も の で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 動 物 種 は 、 妊 娠 の 母 体 認 識 に
関 す る シ グ ナ ル と し て ホ ル モ ン Ｉ Ｆ Ｎ τ を 分 泌 す る も の で あ る 。 こ れ ら の 動 物 で は 、 増 加
し た レ ベ ル の 、 Ｉ Ｆ Ｎ τ 等 の 、 タ イ プ Ｉ イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 、 妊 娠 認 識 シ グ ナ ル 伝 達 の 期
間 中 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 の 発 現 の 促 進 を 誘 導 す る 。 本 発 明 に よ る と 、 妊 娠 初 期 中 に 、 好 ま し く
は 交 配 後 の 妊 娠 認 識 シ グ ナ ル 伝 達 の 期 間 中 を 含 む 期 間 中 に 、 適 当 な 動 物 で 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク
質 等 の 、 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 増 加 し な い こ と は 、 動 物 が 妊 娠 し て い な い と い う 陽
性 の 表 示 で あ る 。 こ れ に 対 し て 、 こ の 期 間 中 に タ ン パ ク 質 の 発 現 が 増 加 す る 、 陰 性 の 結 果
は 、 動 物 が 妊 娠 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 願 で は 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 等 の 、 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 増 加 し な い こ と を 陽 性 結 果
と 称 し 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 増 加 す る こ と を 陰 性 結 果 と 称 す る 。 農 場 主 ま た は 牧 場 主 ま た
は 動 物 育 種 に 携 わ る 他 の 人 に 最 も 関 心 が あ る の は 、 妊 娠 で は な く む し ろ 、 妊 娠 し て い な い
こ と を 発 見 す る こ と で あ る た め 、 最 初 は 「 陽 性 」 及 び 「 陰 性 」 結 果 と い う こ と ば の 一 般 的
な 使 用 と は 逆 で あ る よ う に 見 え る 、 こ の 用 語 が 本 明 細 書 中 で は 使 用 さ れ る 。 動 物 が 妊 娠 し
て い る と 決 定 さ れ た ら 、 妊 娠 が 終 了 し た 兆 候 を 探 す た め に 雌 を 見 る 以 外 に は 、 確 か に 妊 娠
し て い る こ と を 確 か め る 作 業 を さ ら に 行 な う こ と は な い 。 こ れ に 対 し て 、 動 物 が 妊 娠 し て
い な い と 決 定 さ れ た ら 、 次 の 発 情 の 開 始 に つ い て さ ら に 評 価 さ れ な け れ ば な ら ず 、 さ ら に
再 度 交 配 さ せ る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 確 実 に 妊 娠 さ せ る た め に 動 物 に 労 力 が さ ら に 払 わ
れ る 起 動 力 を 提 供 す る の は 妊 娠 を し て い な い も の を 見 つ け る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
上 述 し た よ う に 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｆ Ｎ τ 等 の タ イ プ Ｉ イ ン タ ー フ ェ ロ ン が 妊 娠 の 母 体 認 識 に
関 す る 単 一 の シ グ ナ ル ま た は 一 以 上 の シ グ ナ ル の う ち の 一 で あ る 種 の 動 物 等 の 、 妊 娠 初 期
中 に 増 加 し た レ ベ ル の 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 種 に 属 す る 雌 動 物 に 適 用 で き る 。 本
発 明 の 方 法 に 適 す る 動 物 と し て は 、 有 蹄 動 物 及 び 有 蹄 動 物 以 外 の 反 芻 動 物 が あ る 。 有 蹄 動
物 は 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ヤ ク 、 水 牛 、 及 び バ イ ソ ン 等 の 、 反 芻 動 物 で あ っ て も よ い 。
ま た 、 ア ン テ ロ ー プ 、 ガ ゼ ル 、 ヘ ラ ジ カ  、 ト ナ カ イ 、 ム ー ス 、 オ オ ツ ノ ヒ ツ ジ 、 キ リ ン
、 及 び ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 及 び ヤ ギ 科 の 他 の も の な ど の 家 畜 化 さ れ て い な い 有 蹄 動 物 も ま た 、
本 発 明 に 適 す る 有 蹄 の 反 芻 動 物 に 含 ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 に 適 す る 有 蹄 動 物 以 外 の 反 芻 動
物 と し て は 、 フ タ コ ブ ラ ク ダ 及 び ヒ ト コ ブ ラ ク ダ な ら び に ラ マ 、 ア ル パ カ 、 及 び ビ ク ー ナ
等 の 他 の ラ ク ダ 科 (camellids)が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 に 適 す る 反 芻 動 物 以 外 の 有 蹄 動 物 と
し て は 、 家 畜 化 さ れ た 及 び 家 畜 化 さ れ て い な い ブ タ 及 び ウ マ が あ る 。 本 発 明 の 方 法 に 適 す
る 動 物 に は 、 有 蹄 動 物 及 び 有 蹄 動 物 以 外 の 反 芻 動 物 以 外 の 動 物 が 包 含 さ れ る 。 例 え ば 、 ヒ
ト 等 の 霊 長 類 、 さ ら に は イ ヌ 及 び ネ コ が 、 本 発 明 の 方 法 に 適 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の 方 法 に よ る と 、 交 配 後 の 適 当 な 期 間 中 に 、 動 物 を 、 以 降 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 で 具 体
的 に 説 明 さ れ る 、 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の 増 加 し た 発 現 の 、 存 在 に 関 し て 、 ま た は よ り 正 確
に は 存 在 し な い こ と に 関 し て 試 験 さ れ る 。 試 験 は 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 が 発 現 す る 細 胞 を 利 用
し て ま た は Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ る 体 液 中 で 行 な わ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
動 物 が Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 加 す る ま た は 増 加 し な い か を 決 定 す る 際 に 、 妊 娠 し て い
な い こ と が 知 ら れ て い る 動 物 に お け る 発 現 の レ ベ ル と の 比 較 が な さ れ る 。 こ の 比 較 は 、 例
え ば 、 交 配 さ れ た が 妊 娠 状 態 が 不 明 で あ る 動 物 か ら の 試 験 サ ン プ ル の 並 列 比 較 (side-by-s
ide comparison)を 行 な う こ と に よ っ て な さ れ て も よ い 。 ま た は お よ び 好 ま し く は 、 比 較
は 、 交 配 さ れ た が 妊 娠 状 態 が 不 明 で あ る 動 物 か ら の サ ン プ ル を 試 験 し 、 こ の サ ン プ ル 中 の
Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 妊 娠 し て い な い 動 物 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る Ｍ ｘ タ ン パ
ク 質 の レ ベ ル と 比 較 す る 、 す な わ ち 履 歴 コ ン ト ロ ー ル (historical control)を 用 い る こ と
に よ っ て な さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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本 発 明 を 、 抹 消 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） で の Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 の 向 上 し た 発 現 の 測 定 に つ い
て 本 明 細 書 で 詳 述 す る 。 し か し な が ら 、 血 流 中 に 存 在 す る 他 の 有 核 細 胞 等 の 、 Ｍ ｘ タ ン パ
ク 質 を 発 現 す る い ず れ の 細 胞 が Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 代 わ り に 使 用 さ れ て も よ い 。 同 様 に し て 、 本 発
明 に よ る 向 上 し た Ｍ ｘ の 発 現 は 、 乳 汁 、 唾 液 、 尿 ま た は 鼻 、 眼 、 若 し く は 膣 の 分 泌 物 、 ま
た は 全 血 、 血 漿 若 し く は 血 清 等 の 体 液 の 分 析 に よ っ て 測 定 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
ほ と ん ど の 種 で の 母 体 認 識 の 期 間 は ほ と ん ど 同 時 、 例 え ば 、 雌 ヒ ツ ジ で は 交 配 し て か ら １
２ ～ １ ４ 日 目 及 び 雌 ウ シ で は １ ５ ～ １ ８ 日 目 に 起 こ る が 、 妊 娠 の 母 体 認 識 が 起 こ る 胚 の シ
グ ナ ル 伝 達 の 期 間 は 異 な る 種 に よ っ て 幾 分 異 な る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 が 有 効 に 実
施 さ れ る 交 配 後 の 実 際 の 日 に ち は 異 な る で あ ろ う 。 例 え ば 、 家 畜 化 さ れ た ヒ ツ ジ で の 妊 娠
シ グ ナ ル 伝 達 の 母 体 認 識 の 期 間 は 、 具 体 的 に は 、 交 配 し て か ら 約 １ １ 日 か ら 始 ま り 、 約 ２
１ 日 目 ま で 続 く 。 ウ シ で は 、 こ の 期 間 は 、 具 体 的 に は 、 交 配 し て か ら 約 １ ３ 日 か ら 始 ま り
、 約 ３ ５ 日 目 ま で 続 く 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
試 験 サ ン プ ル に お け る Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル を Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発 現 の 基 準 の （ 妊 娠
し て い な い ） レ ベ ル と 比 較 す る 際 に は 、 基 準 よ り 具 体 的 に ２ 倍 以 上 高 い Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発
現 が 陰 性 試 験 結 果 で あ り 、 即 ち 、 そ の 動 物 は 妊 娠 し て い な い と は 決 定 さ れ な い 。 一 般 的 に
、 妊 娠 認 識 シ グ ナ ル 伝 達 の 期 間 中 の Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発 現 の ピ ー ク レ ベ ル で は 、 妊 娠 し た 動
物 は 、 基 準 の ４ 若 し く は ５ 倍 、 ま た は そ れ 以 上 ま で の Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル を 有 す
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 に よ る と 、 方 法 は 、 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 同 種 の 妊 娠 し て い な い 動 物 と 比
較 し て 妊 娠 し て い る 動 物 で も は や 上 昇 し な く な る ま で シ グ ナ ル 伝 達 の 期 間 の 始 ま り か ら 開
始 し て い ず れ の 時 期 に 行 な っ て も よ い 。 妊 娠 し た 動 物 が 妊 娠 し て い な い 動 物 に 比 べ て 高 い
Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発 現 を 有 す る の は こ の 期 間 中 で あ る 。 ゆ え に 、 ヒ ツ ジ や ウ シ で は 、 妊 娠 状
態 を 決 定 す る た め に Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル を 比 較 す る の に 好 ま し い 期 間 は 、 交 配 後
１ ２ ～ ３ ０ 日 の 間 で あ る 。 よ り 好 ま し い 期 間 は 、 交 配 後 １ ２ ～ ２ １ 日 の 間 で あ る 。 最 も 好
ま し い 期 間 は 交 配 後 １ ５ ～ ２ １ 日 の 間 で あ り 、 最 も 好 ま し い 時 期 は ウ シ で は １ ８ 日 で あ り
、 ヒ ツ ジ で は １ ５ 日 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル は 、 こ の 測 定 が な さ れ る い ず れ の 方 法 に よ っ て 測 定 さ れ て も
よ い 。 適 当 な 方 法 と し て は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 の 機 能 に 基 づ く ア ッ セ イ 、
ま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る な ど 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 自 身 を 検 出 す る こ と が あ る 。 ま た
、 適 当 な 方 法 と し て は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 、 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ に よ る な ど
、 Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル の 増 加 を 検 出 す る こ と が あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、
Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル は 、 ヒ ト 家 庭 で の 妊 娠 診 断 キ ッ ト で 使 用 さ れ る 方 法 と 同 様 の
、 例 え ば 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 へ の 抗 体 の 結 合 に 基 づ い た 、 比 色 ア ッ セ イ に よ っ て サ ン プ ル 中
に 存 在 す る Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 動 物 が 妊 娠 し て い な い こ と を 予 想 ど お り に 決 定 す る 正 確 で 再 現 性 の あ る
試 験 で あ り 、 ま た 、 動 物 が 妊 娠 し て い る こ と を 決 定 す る の に 同 様 に し て 使 用 さ れ て も よ い
。 必 ず し も 他 の 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 で は そ う で は な い が 、 特 に Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 に 関 し て は
、 動 物 が 妊 娠 し て い る こ と を 誤 っ て 示 す 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル が 増 加 す る 偽 陰 性
結 果 の 源 が 動 物 が 重 篤 な ウ ィ ル ス 感 染 に か か っ て い る 場 合 に あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 の キ ッ ト は 、 「 免 疫 測 定 (immunometric)」 ま た は 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ セ イ と し て
知 ら れ て い る も の 等 の 、 酵 素 様 免 疫 吸 着 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） に 基 づ く こ と が 好 ま し い 。 こ の
よ う な ア ッ セ イ は 、 リ ガ ン ド （ 抗 原 等 ） を 、 干 渉 し な い よ う に か つ 異 な る エ ピ ト ー プ 部 位
で リ ガ ン ド と 複 合 体 を 形 成 す る ２ 以 上 の レ セ プ タ ー 分 子 （ 抗 体 等 ） で 「 サ ン ド イ ッ チ 」 す
る こ と を 含 む 。 こ の よ う な ア ッ セ イ の 例 は 、 David et al.、 米 国 特 許 第 ４ ， ４ ８ ６ ， ５ ３
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０ 号 に 記 載 さ れ る 。 ま た は 、 キ ッ ト は 、 化 学 発 光 ア ッ セ イ 、 強 化 発 光 ア ッ セ イ (enhanced 
luminescence assay)、 及 び ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に 基 づ く も の で あ っ て も よ い 。 好 ま し
い 実 施 態 様 に お い て は 、 キ ッ ト は 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 等 の 、 有 益 な タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ
に 結 合 す る 抗 体 が 結 合 す る 、 ス ラ イ ド ま た は 複 数 の 試 験 ウ ェ ル 等 の 、 試 験 表 面 を 有 す る パ
ッ ケ ー ジ 、 タ ン パ ク 質 の 第 二 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 第 二 の 標 識 さ れ た 抗 体 を 有 す る 容 器
、 タ ン パ ク 質 の 基 準 濃 度 を 有 す る 標 準 サ ン プ ル を 有 す る 容 器 、 標 識 さ れ た 第 二 の 抗 体 と 接
触 す る と 、 存 在 す る タ ン パ ク 質 の 相 対 的 な 量 が 目 視 で き る よ う な 試 薬 、 お よ び 試 験 サ ン プ
ル が 妊 娠 ま た は 妊 娠 し て い な い 状 態 を 示 す Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 の 量 を 含 む か ど う か を 決 定 す る
た め の キ ッ ト の 使 用 に 関 す る 指 示 書 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
コ ン ト ロ ー ル に 比 べ た 試 験 サ ン プ ル 中 の 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 等 の 、 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 の 相
対 的 な 量 を 測 定 す る こ と に よ る 妊 娠 状 態 の 決 定 の た め の 本 発 明 の キ ッ ト は 、 多 く の 様 々 な
様 式 で 配 合 さ れ て も よ く 、 こ れ は 本 明 細 書 の 記 載 を 読 め ば 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 本
発 明 の キ ッ ト の こ れ ら の 様 々 な 配 合 は 本 発 明 に 包 含 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 を 、 下 記 詳 細 な 実 施 例 で さ ら に 記 載 す る が 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。 実 施
例 で は 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 を 参 照 し な が ら 本 発 明 の 方 法 を 説 明 す る 。 し か し な が ら 、 本 発 明
の 方 法 は 、 他 の 妊 娠 誘 導 タ ン パ ク 質 に も 適 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
実 施 例 １ 　 動 物 モ デ ル
６ ０ 匹 の U.S. Sheep Experiment Station(USSES, Dubois ID)の 成 熟 し た 、 顔 の 白 い 雌 ヒ
ツ ジ (white-faced, ewe)を 、 同 調 さ せ て 、 経 子 宮 頚 部 に よ る (transcervical)ま た は 腹 腔
鏡 に よ る 人 工 授 精 （ 「 Ａ Ｉ 」 ） の い ず れ か に よ っ て 交 配 し た 。 腹 腔 鏡 に よ る Ａ Ｉ は 、 Stel
lflug et al., J. Anim. Sci. 79:568-573 (2001)に 開 示 さ れ る 方 法 に 従 っ て 行 な っ た 。
人 工 授 精 の 日 を ０ 日 （ Ｄ ０ ） と 称 し た 。 Ａ Ｉ か ら ２ ６ 日 目 （ Ｄ ２ ６ ） に 、 血 液 （ １ ０ ｍ ｌ
） を 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 含 有 真 空 管 (vacutainer tube)(Sherwood Medical, St. Louis MO)中 に 頚
静 脈 穿 刺 に よ っ て 集 め た 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 以 下 の 実 施 例 ２ に 記 載 さ れ る の と 同 様 に し て 単 離 し
た 。 妊 娠 を 、 妊 娠 に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 Ｂ （ Ｐ Ｓ Ｐ Ｂ ； Biotracking Inc, Moscow ID） に
つ い て 血 清 を ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 決 定 し 、 子 羊 が 生 ま れ た 日 (lambing date)及 び 生
ま れ た 子 羊 の 数 を 記 録 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
実 施 例 ２ 　 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 単 離
血 液 を 処 理 す る ま で 氷 上 に 保 存 し た 。 サ ン プ ル を 、 ４ ℃ で ３ ０ ０ × ｇ で ２ ０ 分 間 、 遠 心 し
た 。 バ フ ィ コ ー ト を 除 き 、 ５ に 対 し て １ の 割 合 で 、 ０ ． ８ ７ ％ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｎ Ｈ ４ Ｃ Ｌ 溶
解 バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 し た 。 サ ン プ ル を ３ ７ ℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ３ ０ ０ × ｇ で
１ ０ 分 間 、 遠 心 し た 。 上 清 を 除 去 し 、 ペ レ ッ ト を １ ０ ｍ ｌ の １ × Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 ３ ０ ０
× ｇ で １ ０ 分 間 、 遠 心 し た 。 上 清 を 除 去 し た 後 、 細 胞 ペ レ ッ ト を タ ン パ ク 質 の 抽 出 の た め
に － ８ ０ ℃ で 冷 凍 し た 、 ま た は ２ ｍ ｌ 　 Ｔ Ｒ Ｉ Ｚ Ｏ Ｌ (Life Technologies, Grand Island
 NY)で 溶 解 し て 、 Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 の た め に － ８ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
実 施 例 ３ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 、 ノ ー ザ ン 及 び ス ロ ッ ト － ブ ロ ッ ト 分 析
全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ を 、 製 造 社 の 指 示 に 従 っ て Ｔ Ｒ Ｉ Ｚ Ｏ Ｌ を 用 い て 抽 出 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ａ ２
６ ０ ： ２ ８ ０ 比 に よ っ て 定 量 し た 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 中 の Ｍ ｘ 転 写 物 の 大 き さ 及 び 数 を 確 立 す る た
め に 、 Ｒ Ｎ Ａ （ ５ μ ｇ ） を １ ％ ア ガ ロ ー ス ／ ０ ． ６ １ ５ Ｍ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル で 電 気 泳
動 し 、 キ ャ ピ ラ リ ー ブ ロ ッ テ ィ ン グ (capillary blotting)に よ っ て ナ イ ロ ン 膜 (Nytran, S
chleicher & Schuell, Keene NH)に 移 し た 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 中 の Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 定 量 を
目 的 と し て 、 Ｒ Ｎ Ａ （ ５ μ ｇ ） を 真 空 瀘 過 (Minifold II, Schleicher & Schuell, Keene 
NH)に よ っ て ナ イ ロ ン 膜 に 移 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 ノ ー ス ２ サ ウ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
キ ッ ト (North2South Hybridization kit)(Pierce, Rockford IL)を 用 い て ビ オ チ ン 標 識 ヒ
ツ ジ Ｍ ｘ ア ン チ セ ン ス ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ (Ott et al., Biol. Reprod. 59:784-794 (1998)
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)で 調 べ 、 化 学 発 光 シ グ ナ ル を バ イ オ － ラ ッ ド 　 フ ル オ ル － Ｓ 　 マ ル チ イ メ ー ジ ャ ー シ ス
テ ム (Bio-Rad Fluor-S MultiImager system)及 び ク ォ ン テ ィ テ ィ ー 　 ワ ン ソ フ ト ウ ェ ア (Q
uantity One software)(Bio-Rad, Hercules CA)を 用 い て 定 量 し た 。 ス ロ ッ ト － ブ ロ ッ ト
を は ず し て 、 ヒ ツ ジ の １ ８ ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ で 再 度 調 べ て 、 Ｒ Ｎ Ａ ロ ー デ
ィ ン グ で の 変 動 を 修 正 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で は 、 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 妊 娠 し た お よ び 交 配 し た が 妊 娠 し な
か っ た 雌 ヒ ツ ジ か ら 単 離 さ れ た Ｐ Ｍ Ｂ Ｃ 中 に 、 単 一 の 、 約 ２ ． ５ ｋ Ｄ の バ ン ド が 検 出 さ れ
、 こ れ は ヒ ツ ジ の 子 宮 の Ｍ ｘ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 既 知 の サ イ ズ と 一 致 す る (Charleston and Stew
art, Gene 137:327-331(1993); Ott et al., Biol. Reprod. 59:784-794 (1998))。
【 ０ ０ ４ ０ 】
Ａ Ｉ 後 の Ｄ ２ ６ に 集 め ら れ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 単 離 さ れ た 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ の 、 図 ２ に 示 さ れ る よ
う な 、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 分 析 か ら 、 交 配 し た が 妊 娠 し な か っ た （ ｎ ＝ ２ ６ ） 雌 ヒ ツ ジ に 対
し て 妊 娠 し た 雌 ヒ ツ ジ で は Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル が ４ 倍 増 加 し た こ と が 示 さ れ た （ Ｐ ＜ ０
． ０ １ ） 。 加 え て 、 複 数 個 （ ３ 個 ま た は ４ 個 ； ｎ ＝ １ ０ ） を 有 す る 雌 ヒ ツ ジ は 、 １ 個 （ ｎ
＝ １ ０ ） ま た は ２ 個 （ ｎ ＝ ９ ； Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） を 有 す る も の に 比 べ て Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ
ル が よ り 高 か っ た 。 Ｐ Ｓ Ｐ Ｂ （ 妊 娠 に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 Ｂ ） ア ッ セ イ の 結 果 か ら 妊 娠 の
状 態 が 決 定 さ れ 、 さ ら に 従 来 報 告 さ れ て い る の と 同 様 に 、 Ｐ Ｓ Ｐ Ｂ の レ ベ ル が 生 ま れ た 子
羊 の 数 と 相 関 し た (Willard et al., J. Anim. Sci. 73:960-966 (1995))。
【 ０ ０ ４ １ 】
実 施 例 ４ 　 ヒ ツ ジ の 妊 娠 初 期 中 の Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 経 時 的 な 発 現
第 二 の 研 究 で は 、 図 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 ヒ ツ ジ の 妊 娠 初 期 中 の Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 経 時 的
な 発 現 を 調 べ た 。 ３ ４ 匹 の 成 熟 し た サ フ ォ ー ク 雌 ヒ ツ ジ (Suffolk ewe)を 、 同 調 さ せ て 、
腹 腔 鏡 に よ る Ａ Ｉ に よ っ て 交 配 し た 。 血 液 （ ２ ０ ｍ ｌ ） を Ｄ ０ 、 及 び Ｄ ９ ～ Ｄ ３ ０ ま で は
３ 日 毎 に 頚 静 脈 穿 刺 に よ っ て 集 め 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 単 離 し た 。 妊 娠 を 、 Ｄ ３ ０ で リ ア ル タ イ ム
超 音 波 検 査 及 び Ｐ Ｓ Ｐ Ｂ ア ッ セ イ に よ っ て 確 認 し た 。 図 ３ に 示 さ れ る 結 果 は 、 す べ て の 雌
ヒ ツ ジ の 代 表 的 な サ ブ セ ッ ト で あ り 、 受 精 し て か ら は じ め の ３ ０ 日 の 間 の ４ 匹 の 妊 娠 し た
お よ び ４ 匹 の 交 配 し た が 妊 娠 し な か っ た 雌 ヒ ツ ジ の 結 果 を 示 す も の で あ る 。 こ れ か ら 、 １
回 の ブ ロ ッ ト で す べ て の 複 製 物 が 分 析 で き 、 ブ ロ ッ ト 間 の シ グ ナ ル 強 度 に 関 連 す る 問 題 を
排 除 で き た 。 結 果 か ら 、 妊 娠 し た 雌 ヒ ツ ジ で 増 加 し た Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル が Ｄ １ ５ で 始
ま る （ Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） こ と が 示 さ れ た 。 レ ベ ル は Ｄ ２ １ で ピ ー ク に 達 し 、 そ れ 以 降 は 徐 々
に 減 少 し た 。 Ｄ ３ ０ で 、 妊 娠 し た 雌 ヒ ツ ジ で の Ｍ ｘ レ ベ ル は 、 交 配 し た が 妊 娠 し な か っ た
雌 ヒ ツ ジ に 比 べ て ２ 倍 高 い ま ま で あ っ た （ Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
実 施 例 ５ 　 タ ン パ ク 質 の 単 離 お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
全 細 胞 タ ン パ ク 質 を 、 製 造 社 の 指 示 に 従 っ て 、 Ｍ － Ｐ Ｅ Ｒ 試 薬 (M-PER reagent)(Pierce, 
Rockford IL)を 用 い て 抽 出 し た 。 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ メ ン (alb
umen)を 標 準 物 質 と し て 使 用 し た Ｂ Ｃ Ａ ア ッ セ イ (Pierce, Rockford IL)に よ っ て 定 量 し た
。 Ｄ １ ５ 及 び Ｄ １ ８ で 妊 娠 し た お よ び 交 配 し た が 妊 娠 し な か っ た 雌 ヒ ツ ジ か ら 単 離 さ れ た
Ｐ Ｍ Ｂ Ｃ の タ ン パ ク 質 （ ８ μ ｇ ／ サ ン プ ル ） を １ ２ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 分 離 し
、 電 気 泳 動 に よ り ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 (BA83, Schleicher & Schuell, Keene NH)に 移 し た
。 ２ ５ ℃ で ２ 時 間 、 ト リ ス 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 (Tris-buffered saline)及 び Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 　 ２
０ （ Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ ） に お け る ５ ％ 脱 脂 粉 乳 中 で 非 特 異 的 な 結 合 部 位 を ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 膜
を 、 ４ ℃ で 一 晩 、 ポ リ ク ロ － ナ ル ウ サ ギ ヒ ツ ジ Ｍ ｘ ペ プ チ ド 抗 血 清 (#90618-2; 0.7μ g/ml
)の １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 液 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識
さ れ た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ （ ０ ． ８ μ ｇ ／ ｍ ｌ ）  を 、 第 ２ の 抗 体 と し て １ ： ２ ０ ０ ， ０
０ ０ の 希 釈 率 で 使 用 し た 。 化 学 発 光 シ グ ナ ル を 、 ウ ェ ス ト 　 フ ェ ム ト 　 マ キ シ マ ム 　 セ ン
シ テ ィ ビ テ ィ ー 　 サ ブ ス ト レ ー ト (West Femto Maximum Sensitivity Substrate)(Pierce,
 Rockford IL)を 用 い て 発 色 さ せ 、 フ ル オ ル － Ｓ 　 マ ル チ イ メ ー ジ ャ ー シ ス テ ム (Fluor-S 
MultiImager system)及 び ク ォ ン テ ィ テ ィ ー 　 ワ ン ソ フ ト ウ ェ ア (Quantity One software)
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を 用 い て 定 量 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
図 ４ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 （ 約 ７ ５ ｋ Ｄ ａ ） は Ｄ １ ５ ま た は Ｄ １ ８ の オ ー プ
ン な （ 妊 娠 し て い な い ） 雌 ヒ ツ ジ の い ず れ で も 検 出 さ れ な か っ た が 、 双 方 の 日 に ち で 妊 娠
し た 雌 ヒ ツ ジ の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ で は か な り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 別 の ２ つ の バ ン ド （ 約 ４
８ 及 び ３ ６ ｋ Ｄ ａ ） が 妊 娠 し た 雌 ヒ ツ ジ の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ で 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
実 施 例 ６ 　 分 析
化 学 発 光 シ グ ナ ル を Ｓ Ａ Ｓ の Ｇ Ｌ Ｍ 方 法 (Version 8.1, SAS Inc, Gary NC)を 用 い て 分 析
し た 。 こ の モ デ ル は 、 必 要 で あ れ ば 、 状 態 （ 妊 娠 対 交 配 し た が 妊 娠 し な か っ た ） 、 状 態 に
入 る (nested within status)雌 ヒ ツ ジ 、 日 数 （ ０ 、 ９ 、 １ ２ 、 １ ５ 、 １ ８ 、 ２ １ 、 ２ ４ 、
２ ７ 、 及 び ３ ０ ） お よ び 適 当 な 相 互 作 用 を 含 ん だ 。 Ｆ 検 定 で の 誤 差 項 は 、 誤 差 に 関 す る 平
均 ２ 乗 の 期 待 値 に し た が っ た 。 １ ８ ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 関 す る シ グ ナ ル は 、 モ デ ル の 同 時 変 量
(covariate)と し て 泳 動 し て 、 ロ ー デ ィ ン グ で の 変 動 を 修 正 し た 。 結 果 は 、 調 節 さ れ た 最
小 二 乗 手 段 (adjusted Least Squares Means)（ Ｌ Ｓ Ｍ ） 及 び こ み に し た 標 準 誤 差 (pooled 
standard error)と し て 報 告 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
実 施 例 ７ 　 ウ シ
３ ３ 匹 の 家 畜 用 雌 ウ シ を 人 工 授 精 に よ っ て 交 配 し 、 Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 上 記 実 施 例
２ 及 び ３ に 記 載 さ れ る 方 法 に よ っ て 測 定 し た 。 １ ５ 日 目 で は 、 Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル は
、 後 に 妊 娠 し た こ と が 決 定 し た 雌 ウ シ で お よ び 後 に 妊 娠 し て い な か っ た こ と が 決 定 し た 雌
ウ シ で ほ ぼ 同 じ で あ る こ と が 分 か っ た 。 １ ８ 日 目 で は 、 Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル は 、 後 に
妊 娠 し て い な か っ た こ と が 決 定 し た 雌 ウ シ で 検 出 さ れ た 値 の 約 ３ 倍 と 、 後 に 妊 娠 し た こ と
が 決 定 し た 雌 ウ シ で は 顕 著 に 増 加 し て い る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
こ れ ら の 結 果 か ら 、 妊 娠 認 識 シ グ ナ ル 伝 達 に 応 答 し て Ｍ ｘ 遺 伝 子 発 現 が 迅 速 に か つ 持 続 し
て 活 性 化 さ れ る こ と が 示 さ れ 、 さ ら に 、 Ｉ Ｆ Ｎ τ の 局 所 的 な 効 果 に 加 え て 、 ヒ ツ ジ 及 び ウ
シ で は 迅 速 な 全 身 応 答 が あ る こ と が 示 さ れ る 。 加 え て 、 Ｍ ｘ 発 現 は 、 妊 娠 が 確 立 さ れ な い
際 （ 交 配 し た が 妊 娠 し な か っ た 動 物 ） に は Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ で 増 加 し な か っ た 。 Ｉ Ｆ Ｎ τ に よ る 妊
娠 認 識 シ グ ナ ル 伝 達 は 従 来 子 宮 内 膜 の 遺 伝 子 発 現 の 局 所 的 な 調 節 (Stewart et al., Endoc
rinology 142:98-107 (2001); Johnson et al., Biol. Reprod. 64:1392-1399 (2001); V
allet et al., J. Endocrinol. 130:R1-4 (1991); Spencer et al., Biol. Reprod. 58:1
154-1162 (1998); Johnson et al., Biol. Reprod. 62:622-627 (2000); Charleston and
 Stewart, Gene 137:327-331(1993); Ott et al., Biol. Reprod. 59:784-794 (1998); S
pencer et al., Biol. Reprod. 61:464-470 (1999))お よ び Ｐ Ｇ Ｆ ２ α の 黄 体 退 行 パ ル ス
を 除 去 す る た め の エ ス ト ロ ゲ ン 及 び オ キ シ ト シ ン レ セ プ タ ー 発 現 の 抑 制 か ら の み 起 こ る と
考 え ら れ た の で 、 こ れ ら の 知 見 は 重 要 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 お よ び キ ッ ト は
、 家 畜 の 妊 娠 し て い な い 、 及 び 妊 娠 し て い る こ と の 決 定 の 新 規 で か つ 経 済 上 重 要 な 方 法 を
提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 願 で 列 挙 さ れ た す べ て の 文 献 及 び 特 許 は 、 参 考 に よ っ て 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 本 発 明 の さ ら な る 修 飾 、 使 用 、 お よ び 用 途 は 、 当 業 者 に は 明 ら か で
あ ろ う 。 こ の よ う な 修 飾 は 下 記 特 許 請 求 の 範 囲 に 包 含 さ れ る も の で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 図 １ 】 雌 ヒ ツ ジ を 人 工 授 精 し て か ら ２ ６ 日 目 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ 抹 消 血 単 核 細 胞 ） の Ｍ ｘ 　 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で あ る 。 レ ー ン １ ～ ６ は 、 妊 娠 し た 雌 ヒ ツ ジ を 表 わ し 、 お
よ び レ ー ン ８ ～ １ ３ は 、 妊 娠 し て い な い 雌 ヒ ツ ジ を 表 わ す 。 Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 約 ２ ． ５
ｋ ｂ で 泳 動 さ れ た 。
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【 図 ２ 】 雌 ヒ ツ ジ を 人 工 授 精 し て か ら ２ ６ 日 目 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 単 離 さ れ た 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ の
ス ロ ッ ト － ブ ロ ッ ト 分 析 の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は 、 Ｄ ２ ６ で
交 配 し た が 妊 娠 し な か っ た 雌 ヒ ツ ジ に 対 し て 妊 娠 し た 雌 ヒ ツ ジ で 約 ４ 倍 以 上 で あ っ た （ Ｐ
＜ ０ ． ０ １ ） 。 Ｐ Ｓ Ｐ Ｂ （ 妊 娠 に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 Ｂ ） レ ベ ル （ ◆ ） か ら 、 妊 娠 状 態 が
確 認 さ れ 、 こ れ は 誕 生 し た 子 羊 の 数 と 相 間 し た 。 （ 図 ２ の Ｃ Ｎ Ｔ Ｓ は 、 化 学 発 光 ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ ト の 光 子 計 測 数 を 示 す 。 ）
【 図 ３ 】 人 工 授 精 し て か ら ０ ～ ３ ０ 日 で の 人 工 授 精 さ れ た 妊 娠 し た 及 び 妊 娠 し な か っ た 雌
ヒ ツ ジ の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 中 の Ｍ ｘ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 （ 図 ３ の Ｃ Ｎ Ｔ Ｓ は
、 化 学 発 光 ス ロ ッ ト － ブ ロ ッ ト の 光 子 計 測 数 を 示 す 。 ）
【 図 ４ 】 人 工 授 精 し て か ら １ ５ 及 び １ ８ 日 の 妊 娠 し た 及 び 妊 娠 し な か っ た 雌 ヒ ツ ジ の Ｐ Ｂ
Ｍ Ｃ の Ｍ ｘ タ ン パ ク 質 発 現 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ４ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(15) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(16) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(17) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(18) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(19) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(20) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(21) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(22) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(23) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(24) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(25) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(26) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(27) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(28) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(29) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(30) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(31) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(32) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(33) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(34) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(35) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(36) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(37) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(38) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(39) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(40) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(41) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(42) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(43) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(44) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(45) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(46) JP 2004-534224 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(47) JP 2004-534224 A 2004.11.11



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(48) JP 2004-534224 A 2004.11.11



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｇ０１Ｎ  33/566                        Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｍ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/566   　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,CH,CY,DE,DK,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,
TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,ES,FI,GB,GD,GE,
GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NO,NZ,OM,PH,P
L,PT,RO,RU,SD,SE,SG,SI,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100114649
            弁理士　宇谷　勝幸
(74)代理人  100124615
            弁理士　藤井　敏史
(72)発明者  オット，トロイ，エル．
            アメリカ合衆国，アイダホ州　８３８４３，モスクワ，ヴァンダル　ドライブ　２１２１
Ｆターム(参考) 2G045 AA29  BB41  BB46  BB51  CA25  CA26  DA14  DA36  FB01  FB02 
　　　　 　　        FB03  FB05  GC15 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA19  QA20  QQ02  QQ03  QQ08  QQ53  QQ79  QR08  QR32 
　　　　 　　        QR35  QR40  QR42  QR48  QR56  QR62  QS16  QS33  QS34  QS36 
　　　　 　　        QX01  QX02 

(49) JP 2004-534224 A 2004.11.11



专利名称(译) 如何确定怀孕状况

公开(公告)号 JP2004534224A 公开(公告)日 2004-11-11

申请号 JP2003505617 申请日 2002-06-10

[标]申请(专利权)人(译) 爱达荷研究基金会

申请(专利权)人(译) 爱达荷研究基金会

[标]发明人 オットトロイエル

发明人 オット,トロイ,エル.

IPC分类号 G01N33/48 C12Q1/02 C12Q1/68 C12Q1/6876 G01N33/52 G01N33/53 G01N33/566 G01N33/68

CPC分类号 C12Q1/6876 C12Q2600/158 G01N33/689 G01N2333/4715 G01N2800/368

FI分类号 G01N33/68 C12Q1/02 C12Q1/68.A G01N33/52.A G01N33/53.D G01N33/53.M G01N33/566

F-TERM分类号 2G045/AA29 2G045/BB41 2G045/BB46 2G045/BB51 2G045/CA25 2G045/CA26 2G045/DA14 2G045
/DA36 2G045/FB01 2G045/FB02 2G045/FB03 2G045/FB05 2G045/GC15 4B063/QA01 4B063/QA19 
4B063/QA20 4B063/QQ02 4B063/QQ03 4B063/QQ08 4B063/QQ53 4B063/QQ79 4B063/QR08 4B063
/QR32 4B063/QR35 4B063/QR40 4B063/QR42 4B063/QR48 4B063/QR56 4B063/QR62 4B063/QS16 
4B063/QS33 4B063/QS34 4B063/QS36 4B063/QX01 4B063/QX02

代理人(译) 野上淳
宇谷 胜幸
藤井敏文

优先权 60/299553 2001-06-19 US

其他公开文献 JP4216184B2
JP2004534224A5

外部链接 Espacenet

摘要(译)

用于确定动物在交配后是否未怀孕或怀孕的方法和试剂盒。在需要怀孕
状态信息的动物中测量妊娠诱导蛋白的表达水平，并将其水平与非怀孕
动物的水平进行比较。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/51a08b9f-37b2-487f-897e-8d9039d0a85f
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/023155296/publication/JP2004534224A?q=JP2004534224A

