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(54)【発明の名称】 哺乳動物の、特にヒトの受精能を測定する方法

(57)【要約】
本発明は、哺乳動物、特にヒトの受精能を測定する方法
であって、体液又は器官液を哺乳動物から採取し、この
体液又は器官液中のレプチン含有量を測定し、そして、
測定したレプチン含有量を基準値と比較して受精能を測
定する方法に関する。さらに、本発明は、哺乳動物の受
精能を測定するためのレプチンの使用、及び該方法を実
施するためのキットに関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  哺乳動物、特にヒトの受精能を測定する方法であって、

  ・体液又は器官液を哺乳動物から採取し、

  ・この体液又は器官液中のレプチン含有量を測定し、そして

  ・測定したレプチン含有量を基準値と比較して受精能を測定する、

ことを特徴とする方法。

    【請求項２】  該体液又は器官液が血清、卵胞液又は精液であることを特徴

とする請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  該基準値が、正常な患者の対応する体液又は器官液中のレプ

チン含有量であることを特徴とする請求項１又は２に記載の方法。

    【請求項４】  該基準値を受精能の測定と並行して測定することを特徴とす

る請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項５】  該レプチン含有量を免疫学的方法、特に単クローン性抗体を

用いることにより測定することを特徴とする請求項１～４のいずれか１項に記載

の方法。

    【請求項６】  遊離レプチン含有量を測定することを特徴とする請求項１～

５のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項７】  哺乳動物の受精能を測定するためのキットであって、

  ・哺乳動物から採取した体液若しくは器官液の試料、又は体液若しくは器官液

を受けるための容器、

  ・該試料中のレプチン含有量を測定するための試薬、及び

  ・レプチンの基準手段、

を含むキット。

    【請求項８】  レプチン含有量を測定するための該試薬が抗体、特に単クロ

ーン性抗体を含むことを特徴とする請求項７に記載のキット。

    【請求項９】  該レプチンの基準手段が標準化された量のレプチンを含むこ

とを特徴とする請求項７又は８に記載のキット。

    【請求項１０】  該レプチンの基準手段が一連の標準化されたレプチン試料

であることを特徴とする請求項７～９のいずれか１項に記載のキット。
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    【請求項１１】  受精方法の範囲内、特に体外受精及び卵細胞質内精子注入

において患者をモニターするための請求項１～６のいずれか１項に記載の方法の

使用又は請求項７～１０のいずれか１項に記載のキットの使用。

    【請求項１２】  卵母細胞又は精子の成熟度を測定するための請求項１～６

のいずれか１項に記載の方法の使用又は請求項７～１０のいずれか１項に記載の

キットの使用。

    【請求項１３】  受精能及び生殖障害を調べるための請求項１～６のいずれ

か１項に記載の方法の使用又は請求項７～１０のいずれか１項に記載のキットの

使用。

    【請求項１４】  自然周期又は不規則周期における受精能を測定するための

請求項１～６のいずれか１項に記載の方法の使用又は請求項７～１０のいずれか

１項に記載のキットの使用。

    【請求項１５】  生殖補助医療方法の範囲内で胚のネスティングをチェック

するための請求項１～６のいずれか１項に記載の方法の使用又は請求項７～１０

のいずれか１項に記載のキットの使用。

    【請求項１６】  受精能を改善する薬剤を調製するためのレプチンの使用。

    【請求項１７】  有効量のレプチンをヒト又は動物へ投与することを含む受

精能の改善方法。

    【請求項１８】  受精能を改善する薬剤としてのレプチン。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、哺乳動物、特にヒトの受精能を測定する方法に関するものである。

  体外受精の技術に関する知識及び能力の向上により、信頼性がありかつ安価な

受精能測定法に対する要求が非常に強まってきている。それには、単に受精障害

の基礎診断だけではなく、さらに受精能の程度の検出並びに受精及び/又は受精

卵の着床の測定も含まれる。

      【０００２】

  レプチンは主要な飢餓制御代謝ホルモンとして１９９４年に発見され、またさ

らに多様な機能とも関連している。次に述べるように、生殖の範囲におけるレプ

チンの機能及び制御についての詳細は明らかにされていないが、哺乳動物及びヒ

トの生殖に対するこのホルモンの重要性が一連の試験において示される。

      【０００３】

  レプチンはサイトカインファミリーに属する１６ｋＤａのタンパク質であり（

Zhang Y. et al., Nature 1994, 372, pp. 425-432）、脂肪細胞で合成され分泌

される（R. V. Considine et al., J. Clin. Invest 1995, 95, 2986-2988）。

レプチンは血中を循環し、その可溶性受容体に結合する（G. H. Lee et al., Na

ture 1996, 379, 632-635）。さらなるもう一つの受容体であるＯＢ－Ｒｓは血

管脳関門を通したレプチンの輸送に関与する（L. A. Tartaglia, Cell 1995, 83

, 1263-1271）。視床下部の飢餓中枢で、レプチンは長いシグナル伝達受容体、

ＯＢ－ＲLに結合し（H. Chen et al., Cell 1996, 84, 491-495）、そこでニュ

ーロペプチドＹ（ＮＰＹ）の産生を阻害する（T. W. Stephens et al., Nature 

1995, 377, 530-532）。これにより、空腹感が減少し、また体中での基礎代謝率

が上昇する。最終的に、体重減少が起き、主として体脂肪率が減少する（M. A. 

Pelleymounter et al., Science 1995, 269, 540-543、及びJ. L. Halaas et al

., Science 1995, 269, 543-546）。

      【０００４】

  １９９４年にレプチンが発見されて以来、このホルモンが生殖分野でもまた重

要であると考えられている。マウスモデルでは、レプチンを産生しない雌動物は
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不妊である（A. M. Ingalls et al., J. Hered 1950, 41, 317-318）。しかしな

がら、レプチンを与えると、解剖学的且つ機能的に正常な生殖器官が発達する（

F. F. Chehab et al., Nature Genet. 1996, 12, 318-320、及びK. Mounzih et 

al., Endocrinol. 1997, 138, 1190-1193）。排卵と受精が規則的に起こるよう

に正常周期が発達する。妊娠は再度何の問題もなく全期間継続される。今日まで

、レプチンが視床下部下垂体軸を介してどの程度直接又は間接的に生殖器官に影

響するかは不明である。同様に、ヒトの生殖に対するレプチンの重要性も未だ全

く不明である。レプチン受容体ＯＢ－Ｒは、１９９６年にノーザンブロット解析

により卵巣中で初めて検出され（J. A. Cioffi et al., Nature Med. 1996, 2, 

585-589）、ヒトの生殖に対するこのホルモンのあり得る重要性が想定された。

その後、短いレプチン受容体であるＯＢ－Ｒｓが顆粒膜細胞及び卵丘細胞中に見

出された。ＲＴ－ＰＣＲ解析及び免疫蛍光法によりレプチン及びレプチンｍＲＮ

Ａの両方が卵巣の顆粒膜細胞及び卵丘細胞中に検出された。対照的に、成熟した

ヒト卵細胞ではレプチンのみが見出され、レプチンｍＲＮＡは検出されなかった

（J. A. Cioffi et al., Mol. Hum. Reprod. 1997, 3, 467-472）。卵巣中の顆

粒膜細胞で産生されたレプチンが卵細胞中に飲作用により取り込まれ、局所的且

つ分極してある領域に濃縮されることが想定されている。受精及びその後の発育

の後、レプチンが細胞内シグナル伝達及び転写の鍵タンパク質であるＳＴＡＴ３

と共に着床前胚のある細胞中に局在しているのが見出されている。レプチンがこ

の転写因子の活性化に関与し、胚の遺伝子発現に影響することが推定されている

（M. Antzcak et al., Mol. Hum. Reprod. 1997, 3, 1067-1086）。レプチンの

他の重要な生理的機能は、高濃度のレプチンが顆粒膜細胞での１７β－エストラ

ジオールの合成を阻害し、そのため卵巣の正常な機能を害するという、卵巣のス

テロイドホルモン合成に対するその効果に基づいている（R. J. Zachow et al.,

 Endocrinol. 1997, 138(2), 847-850）。多嚢胞性卵巣症候群（ＰＣＯ）を患う

患者では、不妊症及び過体重がレプチンレベルの増加と機能的及び因果的に関連

している（D. Micic et al., Gynecol. Endocrinol. 1997, 11(5), 315-320）。

      【０００５】

  ＷＯ９８/３３８６５においては、非脂肪組織由来のレプチンを測定すること
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による疾病、特にがんに対するスクリーニング法が提唱されている。さらに、妊

娠女性の血漿中レプチン量が非妊娠女性の肥満度指数（ＢＭＩ）を基に予期され

る量と比較して顕著に増加しており、過体重患者の血漿中レプチン量にほぼ匹敵

するレベルを示すことがこのＷＯ公報において判明している。従って、妊娠８週

目から３６週目の女性から非脂肪組織サンプルを採取し、そこに含まれるレプチ

ン量を測定する妊娠検査が示唆される。その場合には、妊娠していることを確認

するために、測定したレプチン含有量が同年齢で同肥満度指数である非妊娠女性

のレプチン含有量と比較される。

      【０００６】

  特に生殖医療の分野においては、厳密な意味での妊娠以前であっても、例えば

胚移植成功の可能性と展望のために受精能に関するデータを得ることが必要であ

る。さらに、生殖補助医療の処置期間がモニターできる方法が求められている。

      【０００７】

  従って、本発明は、正常周期の範囲内での「自然な」受精能の測定以外に、こ

れらのデータが立証できまたそのようなモニタリングが保障される全く新規の受

精能測定方法を提供することを目的とする。

      【０００８】

  本発明によれば、この目的は、哺乳動物、特にヒトの受精能を測定する方法で

あって、

  ・体液又は器官液を哺乳動物から採取し、

  ・この体液又は器官液中のレプチン含有量を測定し、そして

  ・測定したレプチン含有量を基準値と比較して受精能を測定する、

ことを特徴とする方法により達成される。

      【０００９】

  本発明は、レプチンが存在する種々の体液又は器官液においてレプチン濃度が

受精能の性状（fertility properties）と直接相関するという驚くべき発見に基

づいている。この相関は、単に受精障害の存在に限定されるものではなく、受精

能の周期的変動の診断又は体外受精過程における胚のネスティング（nesting）

の首尾をチェックすることに対しても成り立つ。本発明によれば、レプチン含有
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量を測定する本発明に記載の方法論による卵母細胞の有無の検出ばかりでなく、

卵母細胞の成熟度の評価でさえも可能であることが示されている。

      【００１０】

  ＷＯ９８/５５８６５に記載の妊娠検査と対照的に、本発明は受精能の性状（

妊娠そのものではない）がレプチン含有量と直接相関するという発見に基づいて

おり、ＷＯ９８/５５８６５に記載の方法よりももっと早い時期に始められる：

ＷＯ９８/５５８６５に記載の妊娠検査は妊娠８週目から始めることが可能であ

ると記載されているが、本発明に記載の検査は、例えば周期の通常のモニタリン

グ又は生殖補助医療の範囲内で、妊娠開始のずっと前に始められ、胚着床の成功

にともない終了する（即ち、妊娠０週、１週目又は２週目）。

      【００１１】

  本発明は、人間医学、特に体外受精のモニタリング又は受精診断及び専門的評

価（expert opinions）に用いることができる。さらにこれは、規格化すること

が容易であり、また検査を行なうための複雑な実験設備を必要としないために、

最新の動物育種の領域においても非常に大きな可能性を秘めている。

      【００１２】

  レプチンは多くの異なる体液及び器官液中に存在し、また本発明によれば、こ

れら全ての液中のレプチン含有量が受精能の性状と相関することが示されている

。しかしながら、本発明の好ましい実施態様によれば、例えば血清、卵胞液又は

精液などの生理的にレプチン含有量が多いことを特徴とする体液又は器官液中の

レプチン含有量が主に測定される。さらに、本発明に記載の方法を脳脊髄液等の

体液又は器官液を用いて実施することも当然可能であり、これはこれらの他の液

中のレプチン含有量もまた、概して、可能なレプチン検出限界の点で何ら問題の

ない測定範囲内にあるからである。

      【００１３】

  実際には、主として体液又は器官液の採取法に関して、又はレプチン含有量の

測定に関しては、本発明に記載の方法は所望する何れの方法においても実施する

ことができる。レプチン含有量は、例えば、免疫学的に、電気泳動的に、又はク

ロマトグラフィー的に測定される。本発明によれば、レプチンに対しては免疫学
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的測定法が好適な場合が多いが、これはレプチンの異なるエピト―プに対する一

連の異なる単クローン性抗体が利用可能であるばかりでなく、特にそれが、（例

えば比色検出法と組み合わせたような）複雑な実験機器を用いることなく実施や

評価ができるように容易に設計される、標準的ＥＬＩＳＡ試験の形態のような免

疫学的検査であるためである。この様式で、一般人でも実施が容易な形態で本発

明に記載の測定方法を提供することも可能である。好適には、本発明によれば試

料中の遊離レプチンが測定される。

      【００１４】

  基準値として、通常はそれぞれの体液又は器官液に対するレプチンの正常値が

使用される。本方法では、これは、例えば比較値、比較曲線若しくは比較表の形

で得られるか、又は通常好まれるように、採取した体液又は器官液の試料と一緒

に基準試料（決まったレプチン含有量を有する）を同時に測定することにより得

られる。後者の例では、異なる測定方法又は異なる測定条件を使用することに起

因するおそらく完全には除去することができない体系的な誤差が極初期から回避

される。このことは、単に（例えば卵母細胞の成熟度を測定する際の）レプチン

含有量の漸進的な差違が問題となる測定において特に重要である。

      【００１５】

  好適には、本発明により測定される試料は１つの基準値と比較されるばかりで

なく、２つ又はそれ以上の基準値と比較される。従って、例えば「正常値」に加

えて、例えば「病理学的」基準又は「妊娠」基準などの異なった基準値又は基準

試料を提供することも可能である。

      【００１６】

  しかしながら、本発明によれば、正常患者のレプチン含有量に相当する（又は

、動物育種の場合には、正常動物の試料に相当する）基準値を対応する体液又は

器官液中のレプチン含有量に対して提供することが好ましい。

      【００１７】

  本発明に記載の方法を実施するにあたっては、基準試料のレプチン含有量を試

料の受精能の測定と並行して測定する際にこの基準値を得ることが好ましい。

  本発明によれば、レプチン含有量の測定は、好適には免疫学的な方法、特に単
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クローン性抗体を使用して行なわれるが、それはこれにより標準化が極めて効率

よく行なえ、そしてまた最もばらついた測定キットのロットにおいても、それら

の間で検出したデータに適合性があるからである。

      【００１８】

  ＷＯ９８/５５８６５にまさに記載されているような、着床前の発育ではなく

妊娠約３週目以降しか検査することも立証することもできない（最後の期間が欠

けているために妊娠の始まりが単に推定されるにすぎない）妊娠検査と対照的に

、本発明に記載の検査を用いることによりネスティングの順調な経過をかなり初

期段階で、例えば０週、１週目又は２週目で、すでに立証することができる。本

発明によればこの立証はすでに正確であるが、上記の推定に基づいた妊娠検査で

は常に１週間も遅く推定される（これは次に超音波検査により補正される）。本

発明に記載の方法ではそのような補正はもはや必要ではなく、それはここでは胚

着床又は胚移植の時期が判っているからである。

      【００１９】

  さらなる態様において、本発明は哺乳動物の受精能の性状を測定するためのレ

プチンの使用に関する。

  本発明のさらなる態様は、哺乳動物の受精能を測定するためのキットであって

、

  ・哺乳動物から採取した体液若しくは器官液の試料、又は体液若しくは器官液

を受けるための容器、

  ・該試料中のレプチン含有量を測定するための試薬、及び

・レプチンの基準手段、

を含むキットに関する。

      【００２０】

  上記したように、レプチン含有量の測定用試薬の選択は、当然使用するそれぞ

れの検出技術に依存している。例えば、レプチン含有量の測定用試薬はレプチン

に対する抗体、特に単クローン性抗体を含むことが好ましい。好適には、このレ

プチン抗体はまた、蛍光性、放射性若しくは色素産生性基などのさらなる検出手

段を含むか、又は他の検出手段（例えば２次抗体）により結合される。
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      【００２１】

  レプチンの基準手段は、好適には、それぞれの体液又は器官液の基準試料など

の標準化された量のレプチンを含む。しかしながら一方で、レプチンの基準手段

は、好適にはそれぞれの体液又は器官及びそれぞれの検出方法論に対して標準化

された単一比較値、比較表又は比較曲線でそれぞれ構成されることができる。

      【００２２】

  本発明に記載のキットは、例えば、較正直線を定義する、又はある受精能の性

状を代表する、一連の標準化されたレプチン試料を含むことが特に好ましい。

  本発明に記載の方法及び本発明に記載のキットはそれぞれ、受精方法の範囲、

特に体外受精及び卵細胞質内精子注入の場合において、患者をモニターするため

に使用されることが好ましい。受精を成功させるためには、被験者における卵母

細胞の有無とその質を極めて正確に、及び精子の機能性を定期的に、それぞれ簡

単な検査でモニターすることが必要である。

      【００２３】

  本発明を生殖補助医療の範囲内で用いる場合、ダウンレギュレーションから成

功した胚のネスティングの検査までの期間のモニタリングが特に必須である。こ

の期間（ダウンレギュレーション―刺激―穿刺―胚培養―子宮内胚移植―胚のネ

スティング）（すなわち、胚移植のほぼ４週前から２週後まで）は、本発明に記

載の方法により確実に及び明瞭に検査及び観察することができる。

      【００２４】

  これにより、ある体外受精プログラム過程における診断に対して断定的かつ予

後的モニタリング及び断定的かつ予後的指標をそれぞれ初めて可能としまた提供

することができる。特に、本発明により成功の見込みに関する予測もホルモン刺

激処置の間にすでに行なうことが可能である。

      【００２５】

  従って、本発明の方法はＷＯ９８/５５８６５に記載されている妊娠検査より

ももっと早くに適用され、完全に異なる開始点、すなわち受精能試験の時点から

始めることができる。特に、本発明に記載の体外受精のモニタリングの範囲内で

は、どの時点で胚が移植されるかも正確に判るが、妊娠検査ではこれは不明であ
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る。

      【００２６】

  さらなる態様によれば、自然周期又は不規則周期の場合における受精能もまた

本発明により測定できる。好適には、受精の場合には、主に正常周期のデータが

基準として用いられる。

      【００２７】

  本発明に記載の検査又は本発明に記載のキットのさらに好適な使用は、卵母細

胞又は精子の成熟度をそれぞれ測定することにある。

  さらに、本発明に記載の方法及び本発明に記載のキットはそれぞれ、受精能及

び生殖障害を調べるために使用することができ、それは大集団の人を広範囲にス

クリーニングすること及び体系的に検査することに非常に適している。

      【００２８】

  本発明のさらなる態様は受精能の性状を支持するためにレプチンを治療用に使

用することにある。この場合は、例えばある体外受精プログラムにおける本発明

のモニタリング工程の過程で、測定されたレプチン量がそのプログラムの有望な

経過のために十分でないと考えられる場合に（例えば、レプチン量が発育の成功

に必要とされる正常値よりも１０％以上、特に３０％以上低い場合に）レプチン

が適用される。

      【００２９】

  従って、本発明は受精能を高める薬剤を製造するためのレプチンの使用にも関

する。レプチンを使用する際は、有効量のレプチンをヒト又は動物（哺乳動物）

に投与して必要なレベルにまでレプチン含有量を増加させる。当然、これは体外

受精においてのみではなく自然受精及び自然妊娠のモニタリング過程においても

可能である。

      【００３０】

  次に本発明を以下の実施例及び図面に沿って詳細に説明する。

実施例

  卵胞液及び血清：

  ＩＶＦ又はＩＣＳＩ（卵細胞質内精子注入）処置のために、３１名の女性患者
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を周期の２１日目にＧｎＲＨアナログであるロイプロレリンアセテート（３．７

５ｍｇ皮下；Enantone Gyn, Takeda）でダウンレギュレーションし、引き続き組

換えＦＳＨ（Gonal-F, Serono and Puregon, Organon）でホルモン刺激した。そ

れぞれのＦＳＨ投与量は超音波検査及びエストラジオール測定により個々に加減

した。少なくとも２個の卵胞が直径２０ｍｍに達した時、ｈＣＧ（10,000 IU, P

rofasi, Sereno）の筋肉内投与により排卵を誘発した。ｈＣＧ投与約３６時間後

に、経膣超音波制御卵胞穿刺を実施し、続いて吸引した卵胞液中に卵母細胞があ

るかどうかを顕微鏡検査した。卵母細胞を回収した後、それぞれの卵胞液を遠心

分離し、上清を以降の検査のために－１９６℃で保存した。血清検査のためには

、卵胞穿刺時に採取した血液試料を遠心分離し、血清を同様に－１９６℃で保存

した。

      【００３１】

  レプチン測定：

  レプチン濃度は、ヒトインシュリン、プロインシュリン、ラットインシュリン

、C－ペプチド、グルカゴン、膵臓プロペプチド又はソマトスタチンと交差反応

しない抗血清を用いて放射線免疫測定法により測定した（Linco Research, St. 

Charles, MO, USA）。検出限界は０．５～１００ｎｇ／ｍｌである。

      【００３２】

  ホルモン測定：

  エストラジオールは放射線免疫測定法により測定した（Estradiol MAIA, Bio 

Chem Immuno Systems, Bologna, Italy）。卵胞液は閉経後の女性の血清で１：

１００に希釈した。これらの血清中のエストラジオールレベルは卵胞液中の濃度

から差し引いた。

      【００３３】

  プロゲステロンもまた放射線免疫測定法により測定した（Orion Diagnostica,

 Espoo, Finland）。卵胞液は上記血清で１：１０００に希釈した。プロラクチ

ンはＲＩＡ－ｋｉｔ（Bio Chem Immuno Systems, Bologna, Italy）を用いて放

射線免疫測定法により測定した。試料及び標準に対してほぼ同一のマトリクスに

するために卵胞液はゼロ標準で１：５に希釈した。エストラジオール、プロゲス
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テロン及びプロラクチンレベルの測定は商品生産者の使用説明書に従って行なっ

た。穿刺日に採取した血清中のＦＳＨは放射線免疫測定法により測定した（FSH 

Maioclon, Bio Chem Immuno Systems, Bologna, Italy）。

      【００３４】

  タンパク質測定：

  卵胞液及び血清中のタンパク質量は、既知濃度（１ｍｇ／ｍｌ）のＢＳＡを標

準として用いたローリー法（O. H. Lowry et al., J. Biol. Chem. 1951, 193, 

265-275）により測定した。すべての試料はリン酸緩衝液（ＰＢＳ）で希釈し、

分光光度計（Beckman DU 62）で励起波長７５０ｎｍの吸光度を測定し、基準値

と比較した。

      【００３５】

  統計：

  統計計算はマイクロソフトエクセルバージョン５．０ａ及びオリジンＶ４．１

を用いて実施した。パラメトリカルデータは両側ｔ検定によって検定し、また相

関はピアソン相関係数により検定し、ｐ値が＜０．０５のものを有意とした。

      【００３６】

  結果：

  女性患者の臨床データを表１に示す。これらの患者の種々のサイズの卵胞から

採取した卵胞液を個々に検討した。さらに、回収した卵胞液中の卵母細胞の有無

を考慮した。大卵胞（径＞１９ｍｍ）中のレプチン濃度は平均９．０３±５．１

５ｎｇ／ｍｌ、中サイズの卵胞（径１６－１９ｍｍ）中では４．６７±２．９６

ｎｇ／ｍｌ、また小卵胞（径＜１６ｍｍ）中では３．９９±２．１９ｎｇ／ｍｌ

であり、大卵胞中と中サイズの卵胞とのレプチン濃度の差（ｐ＝０．０２）及び

小卵胞との差（ｐ＜０．０１）は統計的に有意であった（図１）。卵母細胞を有

する大卵胞における卵胞液中のレプチン濃度は、卵母細胞を有しない大卵胞にお

けるものよりも高いものであった（１０．１２±５．６７ｎｇ／ｍｌ対７．８４

±４．２８ｎｇ／ｍｌ、ｐ＝０．０７）（図２）。女性患者の血清において、卵

胞穿刺日のレプチンは未刺激の女性に対して示されている標準レベルより約２倍

高かった（１２．６８±８．９８ｎｇ／ｍｌ対５．５ｎｇ／ｍｌ、C. Schubring
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 et al., J. Clin. Endocrinol. Metabol. 1997, 82, 1480-1483を参照されたい

）。血清中のレプチンと卵胞液中のレプチンを比較したところ、二つのパラメー

ター間に統計的に高い有意な相関（ｒ＝０．７４、ｐ＜０．０００１）が認めら

れた（図３）。卵胞液中のレプチン含有量がはたして全般的なタンパク質生合成

の増加と関連しているのかどうかを確かめるために、卵胞液中の全タンパク質含

有量を測定した。その結果、レプチンとタンパク質レベルとの間には何の相関も

認められなかった（ｒ＝０．１６８、ｐ＝０．１６５）（図４）。刺激処理下に

おいてレプチン産生がホルモン制御を受け得るのかどうかを明らかにするために

、ある調査において投与した組換えＦＳＨの量と血清及び卵胞液の両方における

レプチンレベルとを比較した。この結果は、これら２つのパラメーター間には何

の相関も成立しないことを示した（図５）。さらに、血清中及び卵胞液中のエス

トラジオール、プロゲステロン及びプロラクチンを測定した。卵胞の直径が大き

くなるに従って、これら３種類のホルモン濃度が増加することが判った（表１）

。さらに、卵母細胞を有する卵胞では、穿刺卵胞液におけるそれぞれのホルモン

値が卵母細胞を有しない卵胞液における値よりも高かった（表１）。しかしなが

ら、個々の卵胞液で測定されたホルモン値はそれぞれのレプチン濃度とは相関し

なかった（図５）。同様に、血清中エストラジオール（ｒ＝０．０６３、ｐ＝０

．６０）、プロゲステロン（ｒ＝０．０５８、ｐ＝０．６３）及びプロラクチン

（ｒ＝０．１７２、ｐ＝０．１５）とそれぞれの卵胞液中レプチン値との間に何

の相関も見出せなかった。

      【００３７】

  このように、レプチンがヒト卵胞液中に存在し、また卵巣の顆粒膜細胞により

産生されることが明確に示されるであろう（J. A. Cioffi et al., Mol. Hum. R

eprod. 1997, 3, 467-472）。レプチンの一部は卵胞液から成熟卵細胞中へ取り

込まれ、細胞質中に局所的に及び分極した状態で貯蔵される（M. Antczak et al

., Mol. Hum. Reprod. 1997, 3, 1067-1086）。調節ホルモン卵巣刺激の間に、

女性患者では刺激周期の３日目から９日目まで血清中レプチンが顕著に増加し、

それは排卵が誘発される時点までずっと上昇したままである（T. Strowitzki et

 al., Gynecol. Endocrinol. 1998, 12(3), 167-169）。希発月経及び無月経の
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場合のレプチン欠乏に加えて女性患者の血清中レプチン量の正常月経周期におけ

る顕著な変動はヒト生殖に対するレプチンのさらなる生理的役割の可能性を示唆

している（D. Macut et al., Gynecol. Endocrinol. 1998, 12(5), 321-326）。

      【００３８】

  卵胞液中で測定されるレプチン量及びホルモン濃度の両方がサイズ及び、それ

故に、卵胞の成熟度に従って増加することが判明している。しかしながら、レプ

チンとそれぞれのホルモン値（組換えＦＳＨによる刺激；エストラジオール、プ

ロゲステロン、プロラクチンの濃度）との間には何の相関も見出されないことよ

り、これらのホルモンは卵胞液中のレプチン量には直接影響しないということが

結論付けられる。検査した女性患者の血清中においてもまた、レプチン量は投与

した組換えＦＳＨの量並びにエストラジオール、プロゲステロン及びプロラクチ

ンの濃度とは関係しないことが判った。これは血清中のレプチンとプロゲステロ

ンの量が相関する自然周期の女性での検査とは対照的である（L. Hardie et al.

, Clin. Endocrinol. 1997, 47, 101-106）。さらに、他の著者らと一致して（J

. A. Cioffi et al., Mol. Hum. Reprod. 1997, 3, 467-472）、調節ホルモン刺

激後、検査した女性患者において血清レプチンとＢＭＩとが何の相関も示さない

ということが判明し、このことはまたホルモン未刺激及び非妊娠女性においてこ

れら２つのパラメーターが非常に有意に一致する（L. Hardie et al., Clin. En

docrinol. 1997, 47, 101-106）ということと対照的である。

      【００３９】

  それにもかかわらず、大卵胞の卵胞液中レプチン濃度と血清中レプチン濃度と

の間に非常に有意な相関が見出されている。このことより、ホルモン刺激下では

レプチンの体系的な産生及び卵巣での産生の両方が促進されていると結論付けら

れる。一方、レプチンの体系的な産生だけがその濃縮の原因である場合には、１

人の同一女性患者の全ての卵胞においてほぼ同じレプチンレベルが見出されるは

ずである。しかし、これは事実ではない。レプチンの増加が主として卵巣に関連

している場合には、血清中よりも卵胞液中においてより高いレプチン値が期待さ

れなければならない。この説明もまた本結果とは対照をなすであろう。

      【００４０】
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  卵母細胞を有する卵胞の穿刺卵胞液中でレプチン、エストラジオール、プロゲ

ステロン及びプロラクチンレベルがより高いという顕著な傾向が観察される。さ

らに、検査した全てのホルモンについて、卵胞の直径とともに濃度が連続的に増

加することが判った。これらの結果より、エストラジオール、プロゲステロン及

びプロラクチンに加えてレプチンも卵巣濾胞の増殖と分化に重要であると結論付

けられる。しかしながら、エストラジオール、プロゲステロン又はプロラクチン

のレプチン合成への直接的な影響は見出されない。ホルモン刺激下では、体内で

レプチンが合成されるのは極めて明らかであるが、自然周期とは異なる又は付加

的な制御機構を受けていることも事実である。したがって本発明に記載の方法論

は、受精能測定のためのさらに独立した信頼性のある手段として一般的に利用す

ることができる。

      【００４１】

【表１】

【図面の簡単な説明】

    【図１】  図１は、いろいろな大きさの卵胞の卵胞液中のレプチン濃度を示

す。

    【図２】  図２は、卵母細胞を有する卵胞液又は有しない卵胞液中のレプチ

ン濃度を示す。

    【図３】  図３は、卵胞穿刺日における女性患者の大卵胞の卵胞液中のレプ

チン濃度と血清中のレプチン濃度との相関を示す。
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    【図４】  図４は、大卵胞の卵胞液中のレプチン濃度とタンパク質含有量と

の相関を示す。

    【図５】  図５は、組換えＦＳＨによるホルモン刺激後の大卵胞の卵胞液中

のレプチン濃度と血清中のＦＳＨレベルとの相関を示す。

    【図６】  図６は、大卵胞の卵胞液中におけるレプチン濃度とエストラジオ

ール（黒丸）、プロゲステロン（黒三角）及びプロラクチン（黒四角）の濃度と

の相関を示す。

【図１】
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【図２】

【図３】
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【図４】

【図５】
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【図６】
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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１３年１０月２６日（２００１．１０．２６）

【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】  生殖医療の範囲内で哺乳動物、特にヒトの受精能を測定する

方法であって、

  ・体液又は器官液を哺乳動物から採取し、

  ・この体液又は器官液中のレプチン含有量を測定し、そして

  ・測定したレプチン含有量を基準値と比較して受精能を測定する、

ことを特徴とする方法。

    【請求項２】  該体液又は器官液が血清、卵胞液又は精液であることを特徴

とする請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  該基準値が、正常な患者の対応する体液又は器官液中のレプ

チン含有量であることを特徴とする請求項１又は２に記載の方法。

    【請求項４】  該基準値を受精能の測定と並行して測定することを特徴とす

る請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項５】  該レプチン含有量を免疫学的方法、特に単クローン性抗体を

用いることにより測定することを特徴とする請求項１～４のいずれか１項に記載

の方法。

    【請求項６】  遊離レプチン含有量を測定することを特徴とする請求項１～

５のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項７】  生殖医療の範囲内で哺乳動物、特にヒトの受精能を測定する

ためのキットであって、

  ・哺乳動物から採取した体液若しくは器官液の試料、又は体液若しくは器官液

を受けるための容器、
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  ・該試料中のレプチン含有量を測定するための試薬、及び

  ・レプチンの基準手段、

を含むキットの使用。

    【請求項８】  レプチン含有量を測定するための該試薬が抗体、特に単クロ

ーン性抗体を含むことを特徴とする請求項７に記載のキットの使用。

    【請求項９】  該レプチンの基準手段が標準化された量のレプチンを含むこ

とを特徴とする請求項７又は８に記載のキットの使用。

    【請求項１０】  該レプチンの基準手段が一連の標準化されたレプチン試料

であることを特徴とする請求項７～９のいずれか１項に記載のキットの使用。

    【請求項１１】  受精方法の範囲内、特に体外受精及び卵細胞質内精子注入

において患者をモニターするための請求項１～６のいずれか１項に記載の方法の

使用又は請求項７～１０のいずれか１項に記載のキットの使用。

    【請求項１２】  卵母細胞又は精子の成熟度を測定するための請求項１～６

のいずれか１項に記載の方法の使用又は請求項７～１０のいずれか１項に記載の

キットの使用。

    【請求項１３】  受精能及び生殖障害を調べるための請求項１～６のいずれ

か１項に記載の方法の使用又は請求項７～１０のいずれか１項に記載のキットの

使用。

    【請求項１４】  自然周期又は不規則周期における受精能を測定するための

請求項１～６のいずれか１項に記載の方法の使用又は請求項７～１０のいずれか

１項に記載のキットの使用。

    【請求項１５】  生殖補助医療方法の範囲内で胚の着床をチェックするため

の請求項１～６のいずれか１項に記載の方法の使用又は請求項７～１０のいずれ

か１項に記載のキットの使用。
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【国際調査報告】
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