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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　薬剤を一又は複数の魚卵内に送達する方法であって、グアニジン含有化合物の存在下、
前記薬剤による前記卵の絨毛膜形質移入を含み、
　前記薬剤と前記グアニジン含有化合物を含む浸漬媒体で、前記卵が、前記薬剤と接触さ
れ、
　前記グアニジン含有化合物が、アルギニン若しくはその塩、グアニジン若しくはその塩
、又はグアニジン若しくはアルギニンの二量体、三量体、若しくは重合体であり、
　前記重合体が、デンドリマー型オリゴグアニジンでない、
　方法。
【請求項２】
　前記浸漬媒体中の前記グアニジン含有化合物の濃度が、１～８０，０００μＭの範囲で
ある、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記浸漬媒体中の前記グアニジン含有化合物の濃度が、２０～４０，０００μＭの範囲
、好ましくは４０～２０，０００μＭの範囲である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記薬剤が、抗体、タンパク質、ペプチド、ＲＮＡ、及びＤＮＡからなる群から選択さ
れる、請求項１から３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
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　前記薬剤が、前記魚における生殖腺の発育に不可欠な遺伝子の発現を抑制するアンチセ
ンスモルホリノオリゴマーである、請求項１から３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記アンチセンスモルホリノオリゴマーが、前記魚におけるデッドエンド、ｎａｎｏｓ
、ｖａｓａ、ｇｎｒｈ、又はｆｓｈ受容体遺伝子の発現を抑制する、請求項５に記載の方
法。
【請求項７】
　前記アンチセンスモルホリノオリゴマーが、前記魚における前記デッドエンド遺伝子の
発現を抑制する、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記デッドエンド遺伝子が、サケ科、モロネ科、及びシクリッド科のデッドエンド遺伝
子のうちの少なくとも１つを含み、
　前記卵が、サケ科、モロネ科、及びシクリッド科からなる群から選択される魚の受精又
は未受精卵である、
　請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記アンチセンスモルホリノオリゴマーが、配列番号１のオリゴマーを含む、請求項８
に記載の方法。
【請求項１０】
　前記卵が、サケ、大西洋サケ、ギンザケ、チヌークサケ、シロザケ、ベニザケ、カラフ
トマス、サクラマス、マス、ニジマス、カワマス、ブラウントラウト、コモングレイリン
グ、キタカワヒメマス、ホッキョクイワナ、バス、交配種バス、ストライプドバス、ホワ
イトバス、ストライプド－ホワイトバス交配種、イエローバス、パーチ、ホワイトパーチ
、イエローパーチ、ヨーロピアンパーチ、バス－パーチ交配種、ナイルティラピア、ブル
ーティラピア、ブルー－ナイルティラピア交配種、モザンビークティラピア、ゼブラフィ
ッシュ、コイ種、ブリーム、シーブリーム、タイ、ナマズ種、及びタラからなる群から選
択される魚の受精又は未受精卵である、請求項１から９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記薬剤が、薬物、薬物候補、毒性化合物又は毒性化合物候補を含み、
　当該方法が、前記薬剤に対する前記魚の応答を観察及び／又は評価することをさらに含
む、
　請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記グアニジン含有化合物が、前記薬剤に共有結合されない、請求項１から１１のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記グアニジン含有化合物が、前記薬剤に共有結合している、請求項１から１１のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記薬剤が、前記卵から産生される個体における生殖腺の発育を妨害する、
　繁殖的に不妊の魚を産生するための、請求項１から１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記薬剤が、アンチセンスモルホリノオリゴマーである、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記アンチセンスモルホリノオリゴマーが、配列番号１若しくは配列番号２のヌクレオ
チド配列又はその変異体を有するオリゴマーである、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記グアニジン含有化合物が、ポリアルギニン／９ｍｅｒである、請求項１から１６の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
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　請求項１から１７のいずれか１項に係る方法で得られる不妊化された魚卵であって、前
記薬剤が、魚卵を不妊化する薬剤である、魚卵。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１５年５月１９日に出願された米国仮特許出願第６２／１６３，５１１
号及び２０１６年１月５日に出願された米国仮特許出願第６２／２７４，９５８号に対す
る優先権の利益を主張する。かかる関連する仮出願の開示は、そのそれぞれの全体が参照
により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本開示は、卵生水生動物の卵及び胚内への薬剤送達の方法に関する。本発明の主題は、
絨毛膜の透過性を強化し、卵及び胚内へ、例えば、大型分子等の薬剤を投与するために使
用される方法を含む。本開示はまた、生命工学及び製薬産業、ならびに水産養殖、水族館
産業、及び侵入生物種の制御のための繁殖的不妊魚の産生のための、安全性及び毒性アッ
セイにおける薬物及び生物活性剤スクリーニングのための方法にも関する。
【０００３】
　本開示は、モルホリノオリゴマー（ＭＯ）を卵生水生動物の卵及び胚内へ投与するため
に使用される方法をさらに含み、これは、生殖可能な生殖腺発育の不良及び不妊成魚を導
く。
【背景技術】
【０００４】
　水産養殖は、現在の及び今後予測される世界的な水産食品及び海産食品の利用可能性の
不足の解決において、ますます重要になってきている。漁業による収穫から人工的に繁殖
された水性種への依存の移行の継続に伴い、水産養殖方法の最適化は、食料生産を最大化
し、生態学的な影響を最小化し、それによって我々の海産食品供給の長期的な環境維持を
達成するために、ますます必要となっている。
【０００５】
　養殖された魚及び他の卵生水生動物の不妊化（誘発された生殖不能性）は、生殖腺の発
育の代わりに筋肉の成長への食物エネルギーの変換を増加させることによって、その成長
速度を強化する。それに加えて、水産養殖作業から環境へ逃げた場合、家畜化された非天
然のまたは遺伝的に修飾された種を含む、繁殖的に不妊の養殖された魚及び他の卵生水生
動物は、繁殖する、または野生集団と異種交配することができないであろう。これは、生
物学的封じ込めを助け、野生集団の遺伝子汚染、ならびに／または家畜の非天然もしくは
遺伝的に修飾された養殖された魚及び他の卵生水生動物の野生での確立を防止するであろ
う。
【０００６】
　それに加えて、魚及び他の卵生水生動物の繁殖的不妊化は、特許権を有するか、さもな
ければ保護された遺伝的に選択または修飾された魚及び他の卵生水生動物の認可されてい
ない繁殖及び販売を防止する。
【０００７】
　さらに、ゼブラフィッシュ等の水生動物は、関心の薬物または生物活性剤の評価のため
のモデルを提供している。しかしながら、これらの水生動物の卵及び胚の使用における主
要な課題のうちの１つは、絨毛膜または卵外被の低い透過性であり、これは、かかる薬剤
が絨毛膜を超えて、胚に到達することを妨げる。
【０００８】
　したがって、水生動物の卵の絨毛膜の透過性を強化し、候補薬、生物活性剤、及び大型
分子が絨毛膜を超えて胚に到達することを可能にする方法が必要である。それに加えて、
卵生水生動物の繁殖的不妊化のための方法が必要である。
【発明の概要】
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【課題を解決するための手段】
【０００９】
　特定の化合物、例えば、グアニジン、アルギニン、及びそれらの誘導体、二量体、三量
体、または重合体は、水生動物の卵の絨毛膜の透過性を有効に強化することが可能であり
、これは、候補薬、潜在的生物活性剤、及び／または大型分子等の薬剤が、卵生水生動物
のかかる卵の絨毛膜を超えて胚に到達することを可能にすることが発見された。
【００１０】
　本開示の一態様は、少なくとも１つの薬剤を卵生水生動物の受精または未受精卵（複数
可）に送達する方法であって、卵（複数可）の絨毛膜の透過性を強化するのに有効である
グアニジン含有化合物の存在下で、受精または未受精卵（複数可）を少なくとも１つの薬
剤と接触させることを含む、方法に関する。かかる方法は、関心の薬剤に関するスクリー
ニング方法において使用され得る。
【００１１】
　したがって、本開示の別の態様は、水生動物を使用して薬物スクリーニング及び化合物
毒性アッセイを行う方法であって、卵（複数可）の絨毛膜の透過性を強化するのに有効で
あるグアニジン含有化合物の存在下で、水生動物の卵（複数可）を、薬物、薬物候補、毒
性化合物、または毒性化合物候補を含む少なくとも１つの薬剤と接触させることを含み、
該薬剤に対する水生動物における応答をさらに含む、方法に関する。
【００１２】
　本開示のさらなる態様は、卵生水生動物の卵（複数可）の絨毛膜の透過性を強化する方
法であって、卵生水生動物の受精または未受精卵（複数可）を、卵（複数可）の絨毛膜の
透過性を強化し得るグアニジン含有化合物と接触させることを含む、方法に関する。
【００１３】
　本開示は、不妊の卵生水生動物の集団を産生する方法であって、該不妊化方法が、正常
な動物の他の特性の悪影響を及ぼすことなく、各処置された個体における始原生殖細胞の
遊走及び／または発育の妨害を含む、方法にさらに関する。
【００１４】
　本開示のまたさらなる態様は、繁殖的に不妊の卵生水生動物を産生する方法であって、
受精卵（複数可）を、卵（複数可）を形質移入し、そこから産生される個体（複数可）を
繁殖的に不妊にするのに有効である１２塩基を含むオリゴマー配列から選択されるアンチ
センスモルホリノオリゴマーと接触させることを含む、方法に関する。
【００１５】
　本開示のまた別の態様は、繁殖的に不妊の卵生水生動物を産生する方法であって、受精
卵（複数可）を、卵（複数可）を形質移入し、そこから産生される個体（複数可）を繁殖
的に不妊にするのに有効であるアンチセンスモルホリノオリゴマーと受精の直後に接触さ
せることを含む、方法に関する。
【００１６】
　本発明の他の態様、特徴、及び利点は、以下の開示及び添付の特許請求の範囲からより
完全に明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】グアニジン含有化合物（複数可）（ＧＣＣ）を使用して絨毛膜の透過性を強化す
る本開示の実施形態に従って実施される、薬物スクリーニングまたは薬剤毒性アッセイの
フローチャートである。
【図２】グアニジン含有化合物（複数可）（ＧＣＣ）を使用して絨毛膜の透過性を強化す
る本開示の実施形態に従って得られる、繁殖的不妊魚の産生のフローチャート図である。
【図３】本開示の実施形態に従って得られる繁殖的不妊魚の産生のフローチャート図であ
る。
【図４】ＧＣＣアルギニン、塩酸グアニジン、及びチオシアン酸グアニジンを使用した、
フルオレセインデキストランの魚胚への投与の効果を示す蛍光顕微鏡写真である。
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【図５】ポリアルギニン／９ｍｅｒの魚胚への投与の効果を示す顕微鏡写真である。図５
は、高濃度のポリアルギニン／９ｍｅｒ（１００μＭ）が、培養の１時間以内に特性化さ
れていない凝集体を生成し、培養の１８時間後に絨毛膜溶解を引き起こした明視野写真結
果を示しており、これは、１０μＭのポリアルギニン／９ｍｅｒで処置された群では見ら
れなかった。
【図６】魚胚へのフルオレセインデキストラン単独及びポリアルギニンと組み合わせた投
与の効果を示す顕微鏡写真である。図６Ａは、ポリアルギニン及びフルオレセインデキス
トランによる明視野写真結果を示し、図６Ｂは、フルオレセインデキストラン単独による
明視野写真結果を示す。図６Ｃは、ポリアルギニン及びフルオレセインデキストランによ
る蛍光写真結果を示し、図６Ｄは、フルオレセインデキストラン単独による蛍光写真結果
を示す。
【図７】ニジマスにおけるサケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏによって誘発された不妊性を
示す顕微鏡写真である。生殖腺組織の検査は、（図７Ａ）未処置の雄魚の良好に発達した
睾丸、（図７Ｂ）未処置の雌魚の良好に発達した卵、（図７Ｃ）薄フィラメント様組織に
発育したサケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ処置された魚の生殖腺、（図７Ｄ）切除された
生殖腺の顕微鏡写真、（図７Ｅ）未処置の雄魚の睾丸の活動的精子形成、（図７Ｆ）異な
る発育段階の卵母細胞を有する未処置の対照雌の良好に発達した卵巣を示し、（図７Ｇ）
生殖腺組織の組織学的検査は、サケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ処置された魚の生殖腺が
、高度の生殖腺構造または生殖細胞を伴わずに発育途中であるように見えることを示す。
【図８】サケ科のｄｎｄ－ＭＯまたはｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ処置が大西洋サケにおける
生殖腺発育を遮断したことを示す顕微鏡写真である。１０カ月齢の大西洋サケにおける、
（図８Ａ）未処置の雄の発育中の睾丸、（図８Ｂ）未処置の雌の発育中の卵巣、（図８Ｃ
）薄フィラメント様組織に発育した、ｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ処置またはｄｎｄ－ＭＯ処
置された魚の生殖腺、（図８Ｄ）（Ａ）、（Ｂ）、及び（Ｃ）からの切除された生殖腺の
顕微鏡写真。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　一態様では、本開示は、卵生水生動物の卵（複数可）の絨毛膜の透過性を強化する方法
であって、卵生水生動物の受精または未受精卵（複数可）を、卵（複数可）の絨毛膜の透
過性を強化し得るグアニジン含有化合物と接触させることを含む、方法に関する。かかる
方法は、薬剤が卵の内部に近づくことを可能にするように絨毛膜の透過性を十分に強化す
ることによって、関心の薬剤の胚への送達を可能にする。
【００１９】
　魚または他の卵生水生動物への薬剤の送達は、伝統的に、餌、注射、または関心の薬剤
中での胚もしくは個体の浸漬によって達成されてきた。しかしながら、株の注射は、大規
模な商業用の水産養殖作業において実践的ではない。それに加えて、受精及び水活性化さ
せた卵の浸漬処置の使用は、卵の絨毛膜、主にタンパク質及び糖タンパク質からなる、卵
外被としても知られる厚い無細胞多層外被の低い透過性により制限されている。典型的に
は、魚または他の卵生水生動物の胚の浸漬処置では、例えば、大型分子化合物などの関心
の薬剤は、絨毛膜を超えて胚に到達することができない。
【００２０】
　排卵／抱卵の後かつ受精及び水活性化の前、卵は、透過性で穴の開いた絨毛膜（または
最外被）を有し、これは、孔、または精子が受精のために卵を貫通することを可能にする
卵の絨毛膜内の小さい管である卵門を通して、未受精卵内への水及び物質の侵入を可能に
する。しかしながら、受精及び水活性化の後、絨毛膜は封止され、卵は実質的に不透過性
となり、環境からの物質または水のさらなる摂取を防止する。
【００２１】
　本開示の方法は、卵生水生動物の卵（複数可）内への少なくとも１つの薬剤の送達が達
成され得るような、受精卵または未受精卵のいずれかの卵生水生動物の卵（複数可）の絨
毛膜の透過性の強化を提供する。かかる方法は、卵（複数可）の絨毛膜の透過性を強化し
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得るグアニジン含有化合物（ＧＣＣ）の存在下で、卵生水生動物の受精または未受精卵（
複数可）を少なくとも１つの薬剤と接触させることを含む。
【００２２】
　受精または未受精卵（複数可）の接触は、卵（複数可）の絨毛膜形質移入を含む。
【００２３】
　本開示の態様におけるグアニジン含有化合物は、グアニジン、グアニジン誘導体、グア
ニジン二量体、三量体、もしくは重合体、例えば、デンドリマー等、またはそれらの塩、
あるいはアルギニン、アルギニン誘導体、アルギニン二量体、三量体、もしくは重合体、
例えば、デンドリマー等、またはグアニジ部分を含有するそれらの塩、及びそれらの混合
物から選択されてもよい。
【００２４】
　開示される方法における使用に好適なグアニジン含有化合物は、水生動物の卵（複数可
）の絨毛膜の透過性を強化するのに有効なグアニジン含有化合物である。本明細書で使用
されるとき、「絨毛膜の透過性を強化するのに有効」は、水生動物の卵がグアニジン含有
化合物と接触された後、かかる卵の絨毛膜が、グアニジン含有化合物と接触されていない
かかる水生動物の卵の絨毛膜よりも透過性であることを意味する。例として、時間Ｔ１に
おいてグアニジン含有化合物と接触させた後の水生動物の卵の絨毛膜の透過性は、Ｔ１に
おいてグアニジン含有化合物と接触されていない同じ水生動物の卵の絨毛膜よりも透過性
である。透過性は、当業者に既知の方法によって決定されてもよく、例えば、Ｈａｇｅｄ
ｏｒｎ，Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９７）”Ｗａｔｅｒ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ａ
ｎｄ　ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｚｅｂｒａｆｉｓｈ　ｅｍｂｒｙｏｓ，Ｂｒａ
ｃｈｙｄａｎｉｏ　ｒｅｒｉｏ”Ｊ　Ｅｘｐ　Ｚｏｏｌ　２７８，３５６－３７１；及び
Ｋａｉｓ，Ｂ．，ｅｔ　ａｌ．，（２０１３）”ＤＭＳＯ　ｍｏｄｉｆｉｅｓ　ｔｈｅ　
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｚｅｂｒａｆｉｓｈ（Ｄａｎｉｏ　ｒｅｒｉ
ｏ）ｃｈｏｒｉｏｎ－ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｆｉｓｈ　ｅｍｂｒ
ｙｏ　ｔｅｓｔ（ＦＥＴ），”Ａｑｕａｔ　Ｔｏｘｉｃｏｌ，１４０－１４１：ｐ．２２
９－３８を参照されたい。
【００２５】
　本明細書に使用されるとき、「誘導体」という用語は、それらが言及している化合物と
同じ機能構造を含み、類似の特性を有する、例えば、水生動物の卵（複数可）の絨毛膜の
透過性を強化するのに有効である誘導体を意味することが意図される。
【００２６】
　本明細書で使用されるとき、「グアニジン」は、窒素原子に二重結合され、かつ２つの
他の窒素原子に単結合された少なくとも１つの炭素原子をその化学式中に含む任意の化合
物を意味し、またかかる化合物の塩を含む。
【００２７】
　グアニジン含有化合物は、一態様では、以下の一般式（Ａ）：
【化１】

　の化合物から選択されてもよく、式中、
　Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、及びＲ５は、独立して、
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　水素原子、ニトロ、アミノ、シアノ、フェニル、シクロヘキシル、ベンジル、あるいは
ヒドロキシル、アミノ、ジメチルアミノ、メトキシ、エトキシ、カルボキシル、カルボキ
サミド、Ｎ－メチルカルボキサミド、またはＳＯ３Ｈから選択される１つまたは２つのラ
ジカルで任意に置換された直鎖または分岐Ｃ１～Ｃ４低級アルキルもしくはＣ１～Ｃ４ア
ルケニルラジカル、あるいはそれらの塩を表す。
【００２８】
　グアニジン含有化合物の例としては、アルギニン、塩酸グアニジン、チオシアン酸グア
ニジン、酢酸グアニジン、炭酸グアニジン、硝酸グアニジン、硫酸グアニジン、重炭酸グ
アニジン、及び臭化水素酸グアニジンが挙げられる。
【００２９】
　他の態様では、グアニジン含有化合物は、グアニジンを含有する二量体、三量体、また
は重合体である。一態様では、グアニジン含有化合物は、下記の一般式（Ｉ）～（ＩＶ）
の化合物から選択されてもよい：
【化２】

【００３０】
　可変基「Ｒ」は、水素原子、ニトロ、アミノ、シアノ、フェニル、シクロヘキシル、ベ
ンジル、あるいはヒドロキシル、アミノ、ジメチルアミノ、メトキシ、エトキシ、カルボ
キシル、カルボキサミド、Ｎ－メチルカルボキサミド、またはＳＯ３Ｈから選択される１
つまたは２つのラジカルで任意に置換された直鎖もしくは分岐Ｃ１～Ｃ４低級アルキルも
しくはＣ１～Ｃ４アルケニルラジカル、あるいはそれらの塩から選択されてもよい。可変
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バックボーンリンカーは、アミノ酸、ヌクレオチド、ホスホルアミデート、グリコール、
ポリエチレングリコール、ニトロ、アミノ、シアノ、フェニル、シクロヘキシル、ベンジ
ル、または直鎖もしくは分岐Ｃ１～Ｃ４低級アルキルから選択されてもよい。例として、
ポリアルギニン／９－アルギニンは、ｎ＝９である式Ｉの化合物である。
【００３１】
　グアニジン含有化合物は、少なくとも１つの薬剤を卵生水生動物の受精または未受精卵
（複数可）内に送達する方法において使用されてもよく、該方法は、卵（複数可）の絨毛
膜の透過性を強化させるのに有効であるグアニジン含有化合物の存在下で、受精または未
受精卵（複数可）を少なくとも１つの薬剤と接触させることを含む。
【００３２】
　薬剤は、任意の化合物、薬物もしくは薬物候補、生物活性剤もしくは潜在的生物活性剤
、調剤、化学活性物質、治療用物質、または他の試験物質であってもよい。これらとして
は、限定されるものではないが、非荷電性分子、分子錯体、塩、エーテル、エステル、ア
ミド等の形態が挙げられる。
【００３３】
　例として、薬剤（複数可）は、薬剤（複数可）がグアニジン含有化合物の存在下にある
ように、受精または未受精卵（複数可）とグアニジン含有化合物（複数可）とを含有する
浸漬媒体中に定置されてもよい。
【００３４】
　グアニジン含有化合物は、本開示の方法において、薬剤（複数可）に共有結合している
か、または共有結合していないかのいずれかである。グアニジン含有化合物は、卵生水生
動物の卵（複数可）の絨毛膜の透過性を強化し、グアニジン含有化合物が薬剤に共有結合
していないか、またはそれと共役されていない場合でさえも、胚への薬剤の送達を可能に
し得ることが発見された。
【００３５】
　本開示のいくつかの態様によるグアニジン含有化合物は、例えば、当該技術分野におい
て「Ｖｉｖｏ」としても知られる、米国特許第７，９３５，８１６号に説明される種類の
もの等の、例えば、トリアジン核部分を含むオクタグアニジン（ｏｃｔａｇｕａｎｉｄｉ
ｎｅ）デンドリマー等のデンドリマーであり得る。米国特許第７，９３５，８１６号の開
示は、そのそれぞれの全体が参照により本明細書に組み込まれる。グアニジン含有化合物
がトリアジン核部分を含むオクタグアニジンデンドリマーである本開示の特定の実施形態
では、グアニジン含有化合物は、関心の薬剤（複数可）に共有結合していない、またはそ
れと共役されない。
【００３６】
　実施形態における浸漬媒体は、水性媒体である。浸漬媒体は、水生動物の卵と共に使用
するために当業者に既知である、任意のかかる媒体であってもよい。浸漬媒体は、例えば
、真水、半塩水、海水、塩を含有する魚の卵巣液もしくは受精希釈液（ｆｅｒｔｉｌｉｚ
ａｔｉｏｎ　ｄｉｌｕｅｎｔ）、Ｔｒｉｓ（ｐＨ７～９）、グリシン、ならびに／または
０～３０％の血清、及びアプロチニンもしくはロイペプチン等のプロテアーゼ阻害剤をさ
らに含み得る水性媒体であってもよい。
【００３７】
　浸漬媒体中のグアニジン含有化合物の濃度は、浸漬媒体中で卵の絨毛膜の透過性を強化
するために十分な量である。例として、グアニジン含有化合物の濃度は、約１～約８０，
０００μＭの範囲、好ましくは約２０～約４０，０００μＭの範囲、より好ましくは約４
０～約２０，０００μＭの範囲であってもよい。
【００３８】
　本開示によるグアニジン含有化合物が、水生動物の卵の絨毛膜の透過性を有効に強化し
得るという発見は、水生動物の卵及び胚に薬剤を効率的に送達する能力を提供する。薬剤
の送達はさらに、薬物もしくは生物活性剤スクリーニングに関するモデルにおける、また
は試験薬剤の毒性を評価するためのアッセイにおける水生動物の使用を可能にする。例と
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して、ゼブラフィッシュは、薬物または生物活性剤スクリーニングに関する表現型モデル
において使用されている。したがって、本明細書に開示される方法は、例えば、薬物また
は生物活性剤スクリーニング方法、薬物または生物活性剤の安全性または毒性を評定する
ためのアッセイ、及び生物応答に関して試験薬剤を評価するための方法において使用され
てもよい。
【００３９】
　図１は、薬物スクリーニングまたは薬剤毒性アッセイにおけるグアニジン含有化合物の
適用の一例を例証する。示される通り、受精卵は、薬剤槽中に定置される。１つの卵群を
、薬剤槽中に、その中にグアニジン含有化合物を伴わない状態で浸漬させ、１つの卵群を
、グアニジン含有化合物の存在下で薬剤槽中に浸漬させる。ＧＣＣと共に化合物中に浸漬
された卵の治療または毒性応答が、観察及び／または評価され得る。
【００４０】
　したがって、本開示の態様は、例えば、抗体、タンパク質、ペプチド、ＲＮＡ、または
ＤＮＡ等の薬物または生物活性剤等の試験薬剤をスクリーニングする方法であって、卵（
複数可）の絨毛膜の透過性を強化するのに有効であるグアニジン含有化合物の存在下で、
卵生水生動物の卵（複数可）を少なくとも１つの薬剤と接触させることと、応答、例えば
、生理学的応答等の応答を特定することとを含む、方法を包含する。例として、スクリー
ニング方法は、試験薬剤を評価するため、魚胚に対する試験薬剤の効果を評価するため、
試験薬剤の毒性を評価するため等に使用されてもよい。
【００４１】
　本開示の方法は、化合物の安全性及び毒性アッセイにおけるグアニジン含有化合物の使
用を追加的に包含し、ここで、試験薬剤は、卵（複数可）／胚（複数可）の絨毛膜の透過
性を強化するのに有効であるグアニジン含有化合物の存在下で、卵生水生動物の卵（複数
可）／胚（複数可）と接触され、例えば、疾患救済または生理学的応答（異常及び死亡）
等の応答を特定し、試験薬剤に対する応答が、観察及び評価される。
【００４２】
　本開示は、繁殖的に不妊の卵生水生動物を産生する方法であって、卵を、繁殖的に不妊
の個体をもたらす選択された薬剤を有する浸漬媒体中で接触させることを含む、方法をさ
らに企図する。不妊化方法は、胚における生殖腺の発育の妨害を含む。本開示はまた、家
畜化された非天然の遺伝的に修飾された養殖された魚／他の卵生水生動物と、それらの野
生株との間の異種交配を防止する方法、ならびにかかる水産養殖された魚及び他の卵生水
生動物の野生での確立にも関する。それに加えて、開示される方法は、養殖された魚及び
他の卵生水生動物による野生集団の遺伝子汚染の防止を可能にするために用いられてもよ
い。
【００４３】
　本明細書に定義される通り、卵生水生動物を「不妊化すること」は、個体を性的に繁殖
不可能にすることを意味するように理解される。繁殖的に不妊の卵生水生動物は、成熟期
に達すること、または成熟期の年齢に達したときに繁殖することができない個体として定
義される。
【００４４】
　したがって、本開示は、繁殖的に不妊の卵生水生動物を産生する方法であって、卵（複
数可）を、卵（複数可）を形質移入し、そこから産生される個体（複数可）を繁殖的に不
妊にするのに有効である薬剤と接触させることを含む、方法を提供する。いくつかの態様
では、薬剤は、グアニジン含有化合物の存在下で卵と接触される。いくつかの態様では、
薬剤は、アンチセンスモルホリノオリゴマーである。
【００４５】
　繁殖的不妊の魚及び他の卵生水生動物を産生する方法は、薬剤をそれらの卵に投与して
、始原生殖細胞（ＰＧＣ）の発育、遊走、及び胚の生殖腺におけるコロニー形成を妨害す
ることを含み、これは、生殖腺の発育の不良、ならびに／または細胞もしくは組織レベル
での完全及び適切な生殖腺の機能の不良、ならびに最終的には不妊の魚及び他の卵生水生
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動物の生成をもたらす。
【００４６】
　ＰＧＣは、成体の魚及び他の卵生水生動物の配偶子の前駆体である、魚胚内の細胞の集
団である。ＰＧＣは、胚発生の非常に初期の段階に産生される。胚発生のより後期の段階
では、ＰＧＣは、それらの元の場所から生殖腺前駆体の領域に胚を通って遊走する。それ
らの遊走の最後に、ＰＧＣは、発育中の生殖腺に入り、組織をコロニー形成し、配偶子形
成のプロセスを開始し、成体の魚及び他の卵生水生動物において成熟した生殖腺を導く
【００４７】
　本開示の方法は、繁殖的に不妊の（生殖不能な）卵生水生動物の生成を可能にする。不
妊化戦略は、個体において任意の他の特性に悪影響を及ぼすことなく生殖腺の発育を明確
に妨害し、完全に正常であるが繁殖的に不妊である卵生水生動物の産生をもたらす。
【００４８】
　したがって、種々の実施形態では、本開示は、多数の胚においてＰＧＣの発育、遊走、
及び／または生存を妨害するのに好適な薬剤と卵を接触させることによって、薬剤を胚内
に効率的に投与し、繁殖的に不妊である成体の魚及び他の卵生水生動物の大規模産生をも
たらすための方法を提供する。本開示の方法はまた、繁殖的に不妊である成体の魚及び他
の卵生水生動物の小規模産生において、単一の胚にも適用可能である。
【００４９】
　いくつかの態様では、そこから産生される個体（複数可）を繁殖的に不妊にするために
投与される薬剤は、本開示によるグアニジン含有化合物の存在下で卵内に送達される。図
２は、生殖不能魚の産生におけるグアニジン含有化合物の適用の例を例証する。図２に示
される通り、受精卵は、グアニジン含有化合物（複数可）を含有するか、またはいずれの
ＧＣＣも含有しないかのいずれかである薬剤槽中に浸漬される。卵は、槽中に２４時間浸
漬され、次に洗浄される。ＧＣＣ（複数可）と共に槽中に浸漬された卵は、ＰＧＣの誤遊
走によって生殖不能な魚をもたらし、一方ＧＣＣを伴わずに層中に浸漬された卵は、生殖
可能な魚をもたらした。
【００５０】
　本開示の方法における使用のための薬剤としては、受精もしくは未受精卵の絨毛膜に入
ることが可能であるか、または卵の侵入を助ける化合物の存在下で提供される、ＰＧＣの
発育、遊走、及び／または生存を妨害することが知られている薬剤が挙げられ得る。一態
様では、かかる薬剤は、ＰＧＣ発育の妨害が可能であり、卵の絨毛膜を超えることが可能
であるアンチセンスモルホリノオリゴマーであってもよい。したがって、いくつかの実施
形態では、本開示の方法に有用なアンチセンスモルホリノオリゴマーは、卵（複数可）を
形質移入し、そこから産生される個体（複数可）を繁殖的に不妊にするのに有効であるア
ンチセンスモルホリノオリゴマーである。
【００５１】
　アンチセンスモルホリノオリゴマーは、ｍＲＮＡの生成に対する本質的なステップであ
る翻訳またはＲＮＡスプライシングのいずれかを遮断することによって、遺伝子発現を過
渡的に静めるために使用される。特定のアンチセンスモルホリノオリゴマーは、デッドエ
ンド（ｄｎｄ）、ｎａｎｏｓ、ｖａｓａ、ｇｎｒｈ、またはｆｓｈ受容体を含むがそれら
に限定されない、胚性生殖細胞の発育に不可欠な遺伝子の発現を過渡的に遮断または抑制
するように特定することができ、それらは、生殖腺発育の不良をもたらし、最終的には不
妊の魚及び他の卵生水生動物を生成する。
【００５２】
　したがって、本開示の一態様では、繁殖的に不妊の卵生水生動物を産生する方法であっ
て、受精または未受精卵（複数可）を、卵（複数可）を形質移入し、そこから産生される
個体（複数可）を繁殖的に不妊にするのに有効であるアンチセンスモルホリノオリゴマー
と接触させることを含む、方法が提供される。いくつかの態様では、接触させることは、
本明細書の開示によるグアニジン含有化合物の存在を含む。接触させることは、卵（複数
可）の絨毛膜形質移入を含む。接触させることは、水活性化の時点であってもよい。
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【００５３】
　かかる態様では、本開示は、有効なモルホリノオリゴマーを卵に投与して、始原生殖細
胞（ＰＧＣ）の発育、胚の生殖腺への遊走、及び胚の生殖腺内でのコロニー形成を妨害す
ることによって、繁殖的に不妊の卵生水生動物を産生する方法に関し、これは、生殖腺の
発育ならびに／または細胞もしくは組織レベルでの完全及び適切な生殖腺の機能の不良、
ならびに最終的には不妊魚の生成をもたらす。
【００５４】
　デッドエンド（ｄｎｄ）は、生殖細胞の発育に不可欠な生殖質及び生殖細胞顆粒の脊椎
動物に特異的な成分である。ｄｎｄ遺伝子は、生殖質及び始原生殖細胞内で特異的に発現
される。ｄｎｄはＰＧＣの正常な遊走及び生存に不可欠であると考えられるため、このタ
ンパク質を欠く胚は、不妊の成体になるように発育する。
【００５５】
　開示される方法は、水産養殖、水族館産業、及び侵入生物種の制御のための繁殖的不妊
の魚及び他の卵生水生動物の産生に有用である。一態様では、本方法は、ｎａｎｏｓ、ｖ
ａｓａ、ｇｎｒｈ、またはｆｓｈ受容体を含むがそれらに限定されない、生殖腺の発育に
不可欠なデッドエンドｍＲＮＡ（ｄｎｄ－ＭＯ）または他の遺伝子に対するアンチセンス
モルホリノオリゴマーの受精卵（複数可）への投与を通じた、生殖腺の発育の妨害を含む
。生殖腺の発育に不可欠な遺伝子に対するｄｎｄ－ＭＯまたは他のアンチセンスモルホリ
ノオリゴマーの作用は、生殖可能な生殖腺の発育の不良及び不妊の成魚を導く。
【００５６】
　実施形態では、ｄｎｄ－ＭＯは、胚性生殖細胞の発育に不可欠なデッドエンドタンパク
質の発現を過渡的に抑制し得る。
【００５７】
　本開示はまた、魚におけるデッドエンド遺伝子の発現の抑制のための方法において使用
するための特定のモルホリノオリゴマー配列にも関する。
【００５８】
　図３は、生殖腺の発育の不良、及び最終的には不妊魚の生成をもたらす、魚のデッドエ
ンドｍＲＮＡに対する特定のモルホリノオリゴマーを投与して、始原生殖細胞（ＰＧＣ）
の発育を妨害することによる繁殖的不妊魚の産生に関するフローチャートである。卵がモ
ルホリノオリゴマーで処置されない場合、それらは、生殖可能な種親となり得る。
【００５９】
　図３に示される通り、魚の卵（例えば、サケ科、モロネ科、またはシクリッド科に由来
）は、関連する魚種のデッドエンド遺伝子に対するモルホリノオリゴマーと接触される。
図３は、水活性化及び水硬化中のデッドエンド遺伝子に対するモルホリノオリゴマーの投
与を例証する。別法として、卵は、処置を施されなくてもよい。示される通り、卵がモル
ホリノオリゴマーと接触される場合、オリゴマーは、デッドエンドタンパク質翻訳の抑制
または遮断を生じさせ、ＰＣＧの発育の妨害をもたらす。それ故、成魚は、生殖可能な生
殖腺の発育がないため、生殖不能である。正常なＰＧＣ発育が認められる場合、魚は、正
常な生殖可能な生殖腺の発育を有し、魚は、種親として使用され得る。
【００６０】
　したがって、実施形態では、アンチセンスモルホリノオリゴマーは、少なくとも１つの
デッドエンド遺伝子、例えば、サケ科デッドエンド遺伝子、モロネ科デッドエンド遺伝子
、またはシクリッド科デッドエンド遺伝子のうちの少なくとも１つのデッドエンド遺伝子
の発現を、有効に抑制し得る。
【００６１】
　別の態様では、本開示は、デッドエンド、生殖細胞の生存に不可欠な本質的な遺伝子の
翻訳を過渡的及び有効に抑制することができ、生殖腺の発育を特異的に妨害し、生殖不能
な魚、例えば、サケ科（サケ及びマス）、モロネ科（バス）、及びシクリッド科（ティラ
ピア及び観賞用シクリッド）等の産生をもたらす、特定のアンチセンスモルホリノオリゴ
マーに関する。
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【００６２】
　別の態様では、本開示は、卵によってより容易に摂取されて、標的細胞に到達すること
ができるモルホリノオリゴマーの短配列の同定に関する。かかる短配列は、好ましくは、
参照により本明細書に組み込まれるＷＯ２０１５／０７３８１９号に開示される通り、２
５塩基の代わりに１２塩基または１８塩基である。かかるモルホリノオリゴマー配列は、
大西洋サケ等の冷水種における生殖細胞の発育に不可欠な特定の遺伝子の発現を、より効
率的に過渡的に遮断することが見出されている。低い卵孵化温度は、特定の遺伝子の発現
を過渡的に遮断するような、その標的ｍＲＮＡに対してより安定である短モルホリノオリ
ゴマーを作製すると考えられる。
【００６３】
　本開示は、サケ科のデッドエンド遺伝子の発現を過渡的及び有効に抑制することができ
る特定のモルホリノオリゴマー、５’－ＡＣＧＣＴＣＣＴＣＣＡＴ－３’（配列番号１）
及びその変異体、例えば、５’－ＡＣＴＴＧＡＡＣＧＣＴＣＣＴＣＣＡＴ－３’（配列番
号２）にさらに関し、これは、生殖腺の発育の不良ならびに／または完全及び適切な生殖
腺の機能の不良、ならびに最終的には不妊のサケ科の生成をもたらす。したがって、本開
示の方法は、限定されるものではないが、とりわけ大西洋サケ、ギンザケ、チヌークサケ
、シロザケ、ベニザケ、カラフトマス及びサクラマス、ニジマス、カワマス、及びブラウ
ントラウト、コモングレイリング及びキタカワヒメマス、ならびにホッキョクイワナを含
む、全てのサケ科に適用可能である。
【００６４】
　モルホリノオリゴマーは、列挙される配列の変異体であってもよい。これらの変形とし
ては、限定されるものではないが、上記に列挙される全体的または部分的な配列を網羅す
る、他の修飾された核酸及び他のモルホリノオリゴマーが挙げられ得る。具体的には、配
列番号１及び配列番号２のうちの１つ以上を含む、それから本質的になる、またはそれか
らなるアンチセンスオリゴマーが挙げられる。また、配列番号１及び配列番号２のうちの
いずれか１つに対して８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、もしくは９９
％（間の全ての整数を含む）の配列同一性もしくは配列一致を有する変異体オリゴマー、
ならびに／またはこれらの配列と約１、２、３、４、５、６、７、８、９、もしくは１０
ヌクレオチドだけ異なる変異体、好ましくは、魚卵（複数可）と接触したときに魚を繁殖
的に不妊にするのに有効である変異体を含む、これらのアンチセンスオリゴマーの変異体
も挙げられ得る。
【００６５】
　本発明の別の態様は、配列番号１及びその変異体からなるアンチセンスモルホリノオリ
ゴマーを含む。本発明のまた別の態様は、配列番号１のヌクレオチド配列またはその変異
体からなるアンチセンスモルホリノオリゴマーを含む、卵生水生動物の形質移入された卵
を含む。
【００６６】
　本明細書に開示される方法における変異体の使用を意味するかかる文脈において使用さ
れるように魚卵（複数可）と接触させたときに、魚を繁殖的に不妊化するのに有効である
変異体は、繁殖的に不妊の魚をもたらす。実施形態では、変異体は、関心のデッドエンド
遺伝子の発現を有効に抑制する。
【００６７】
　本開示の方法の実施形態によると、受精または未受精魚卵（複数可）（１つ以上の卵）
は、関心の魚におけるデッドエンド遺伝子の発現を抑制するのに有効なアンチセンスモル
ホリノオリゴマーを含む浸漬媒体中に浸漬される。かかる浸漬は、好ましくは、卵（複数
可）の水活性化の開始における。浸漬媒体中のアンチセンスモルホリノオリゴマーの濃度
は、アンチセンスモルホリノオリゴマーが、魚卵（複数可）の絨毛膜を超えて、卵（複数
可）を有効に形質移入することを可能にするのに十分であるべきである。実施形態では、
かかる濃度は、典型的には、約１～約２００μＭ、より好ましくは約１０～約１００μＭ
、及びまたより好ましくは約２０～約６０μＭであろう。
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　例として、浸漬媒体は典型的には、真水、半塩水、海水、塩を含有する魚の卵巣液もし
くは受精希釈液、Ｔｒｉｓ（ｐＨ７～９）、グリシン、ならびに／または０～３０％の血
清、及びアプロチニンもしくはロイペプチン等のプロテアーゼ阻害剤をさらに含み得る水
性媒体である。
【００６９】
　本開示によると、浸漬媒体は、卵（複数可）の絨毛膜の透過性を強化し得る、上記に詳
述される通りのグアニジン含有化合物をさらに含んでもよい。
【００７０】
　魚または他の卵生水生動物の十分な不妊化をもたらすために受精卵の浸漬に必要とされ
る時間は、魚及び他の卵生水生動物の種に依存するが、典型的には、魚または他の卵は、
モルホリノオリゴマーと任意にグアニジン含有化合物とを含有する浸漬媒体中に、約２～
約９６時間、より好ましくは約４～約７２時間、及びまたより好ましくは約５～約４８時
間浸漬される。
【００７１】
　一態様では、本開示は、魚の卵または胚のいずれかにグアニジンデンドリマーを投与し
て、始原生殖細胞（ＰＧＣ）の発育、及び胚の生殖腺への遊走、及び胚の生殖腺内でのコ
ロニー形成を妨害することによって、繁殖的不妊の魚及び他の卵生水生動物を産生する方
法に関し、これは、生殖腺の発育の不良ならびに／または細胞もしくは組織レベルでの完
全及び適切な生殖腺の機能の不良、ならびに最終的には不妊の魚及び他の卵生水生動物の
生成をもたらす。
【００７２】
　一態様では、本開示は、例えば、当該技術分野において「Ｖｉｖｏ」としても知られる
トリアジン核を有するオクタグアニジンデンドリマー等の、トリアジン核を含むグアニジ
ンデンドリマーに関する。かかる化合物は、米国特許第７，９３５，８１６号に説明され
ている。米国特許第７，９３５，８１６号の開示は、そのそれぞれの全体が参照により本
明細書に組み込まれる。
【００７３】
　代表的な薬剤としてモルホリノを有する例証的なオクタグアニジンデンドリマー輸送化
合物は、以下の共役体に示される：
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【化３】

【００７４】
　本開示のモルホリノオリゴマーと共に有用である特定のグアニジンデンドリマーは、２
－［（４－ニトロフェニル）オキシカルボニルヘキサメチレンカルボニルピペラジニル］
－４，６－ビス｛ジ－［ジ（トリフルオロアセトアミドヘキシル）アミノカルボニルオキ
シエチル］アミノ｝トリアジンである。
【００７５】
　本開示は、トリアジン核を有するオクタグアニジンデンドリマーの使用にさらに関する
。かかるグアニジンデンドリマーは、モルホリノオリゴマーに共有結合しているか、また
はモルホリノオリゴマーに共有結合していないかのいずれであっても、モルホリノオリゴ
マーの絨毛膜輸送に有効である。
【００７６】
　別の態様では、本開示は、繁殖的に不妊の卵生水生動物を産生する方法であって、受精
卵（複数可）（または胚）を、卵（複数可）を形質移入し、そこから産生される個体（複
数可）を繁殖的に不妊にするのに有効であるアンチセンスモルホリノオリゴマー及びグア
ニジンデンドリマーと接触させることを含む、方法を企図する。
【００７７】
　選択されるモルホリノオリゴマーは、多数の胚においてＰＧＣの発育、遊走、及び／ま
たは生存を妨害し、繁殖的に不妊である成体の魚及び他の卵生水生動物の大規模な産生を
もたらし得る。本開示の方法はまた、繁殖的に不妊である成体の魚及び他の卵生水生動物
の小規模産生において、単一の胚にも適用可能である。
【００７８】
　一実施形態では、繁殖的に不妊の卵生水生動物を産生する方法であって、受精または未
受精魚卵（複数可）を、例えば、Ｖｉｖｏ等のグアニジンデンドリマーと、魚及び他の卵
生水生動物における生殖腺の発育に不可欠なデッドエンド遺伝子またはｎａｎｏｓ、ｖａ
ｓａ、ｇｎｒｈ、もしくはｆｓｈ受容体等の他の遺伝子の発現を有効に抑制し得るアンチ
センスモルホリノオリゴマーとを含む浸漬媒体中に浸漬することを含む、方法が提供され
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る。好ましくは、グアニジンデンドリマーは、例えば、Ｖｉｖｏ等のトリアジン核を有す
るオクタグアニジンデンドリマーである。アンチセンスモルホリノオリゴマーは、例えば
、配列番号１または配列番号２であってもよい。
【００７９】
　本開示の方法の特定の態様によると、受精または未受精卵（複数可）（１つ以上）は、
魚及び他の卵生水生動物における生殖腺の発育に不可欠なデッドエンド遺伝子または他の
遺伝子の発現を有効に抑制し得るグアニジンデンドリマーとアンチセンスモルホリノオリ
ゴマーとを含む浸漬媒体中に浸漬される。浸漬媒体中のアンチセンスモルホリノオリゴマ
ーの濃度は、アンチセンスモルホリノオリゴマーが卵（複数可）の絨毛膜を超えることを
可能にするのに十分であるべきである。実施形態では、かかる濃度は、典型的には約１～
約２００μＭ、より好ましくは約１０～約１００μＭ、さらにより好ましくは約２０～約
６０μＭである。
【００８０】
　本開示の全ての態様は、水生動物の卵の絨毛膜の透過性を強化するのに有効なグアニジ
ン含有化合物の投与または使用を含んでもよい。かかる態様では、グアニジン含有化合物
は、卵の絨毛膜を形質移入するように意図される任意の薬剤に共有結合しているか、また
は共有結合していないかのいずれかである。
【００８１】
　浸漬接触は、繁殖的に不妊の魚及び水生動物の産生のための大規模な作業に適した効率
的で有効な接触技術を提供することが認識されるべきではあるが、卵及び／または胚を本
開示の薬剤及び化合物と接触させることは、例えば、浸漬接触を含む任意の好適な様式で
、または代替的に浸漬を含まない接触によって実行され得ることが認識されるであろう。
本開示の広範な実践に利用され得る非浸漬接触技術としては、限定されるものではないが
、接触させるための噴霧またはドリップ方法、卵が、繁殖的不妊魚の産生に有効である本
開示の薬剤もしくは化合物のうちのいずれかでコーティングされるか、または別の方法で
それを支持する担体もしくは表面と接触される乾燥移動技術、あるいは、それによって卵
及び／もしくは胚が本開示の薬剤または化合物と接触される他の技術が挙げられる。接触
させることは、好ましくは、非注射接触を含む。
【００８２】
　本開示は、一態様では、受精卵の水活性化及び水硬化中に卵を薬剤と接触させることに
よって、魚または他の卵生水生動物の卵に薬剤を送達することに関する（図３）。この期
間中、卵は、水を活動的に摂取する（例えば、大西洋サケの卵１個当たり最大１４．８３
±２．０５マイクロリットル）。この活動的な水摂取力は、例えば、モルホリノオリゴマ
ー等の薬剤を卵内に投与するために使用され得る。
【００８３】
　本開示は、いくつかの態様では、水活性化及び水硬化から開始する時間窓の間に卵を関
心の薬剤と接触させることによって、卵生水生動物の卵内に薬剤を効率的に送達する方法
を説明する。種々の実施形態では、接触させることは、１つ以上の関心の薬剤（複数可）
を含有する浸漬媒体中での卵の浸漬を含む。本明細書に使用されるとき、受精卵の水活性
化及び水硬化は、新たに受精した卵が水と最初に接触するときに開始し、水硬化の終了ま
でである。
【００８４】
　したがって、種々の態様において、本開示は、受精卵を、水活性化時に即座に開始して
浸漬媒体中で薬剤と接触させることに関する。浸漬媒体中に使用される薬剤は、卵生水生
動物の不妊化に寄与し得、特定の実施形態における浸漬媒体は、例えば、ＤＮＡ／ＲＮＡ
、ホルモン、成長促進剤、防御抗原、栄養素等の材料等の、浸漬媒体と接触された卵から
孵化した卵生水生動物にとって有益な追加的な薬剤または他の材料を含んでもよい。
【００８５】
　本開示の方法の特定の態様によると、受精卵（複数可）（１つ以上）は、アンチセンス
モルホリノオリゴマーまたはグアニジン含有化合物と、魚または他の卵生水生動物におけ
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る生殖腺の発育に不可欠なデッドエンド遺伝子または他の遺伝子の発現を有効に抑制し得
るアンチセンスモルホリノオリゴマーとを含む水性浸漬媒体中に浸漬され、したがって水
活性化を開始する。浸漬は、絨毛膜が硬化プロセスを完了するまで継続する。槽内のアン
チセンスモルホリノオリゴマーの濃度は、アンチセンスモルホリノオリゴマーが卵（複数
可）の絨毛膜を超えることを可能にするのに十分であるべきである。実施形態では、かか
る濃度は、典型的には約１～約２００μＭ、より好ましくは約１０～約１００μＭ、さら
により好ましくは約２０～約６０μＭである。
【００８６】
　本開示の方法は、卵生水生動物に適用可能である。本明細書に使用されるとき、卵生水
生動物は、全ての魚種ならびに甲殻類及び／または軟体動物等の他の卵生水生動物を含む
、水系動物の卵を有する種を含む。
【００８７】
　したがって、卵生水生動物としては、限定されるものではないが、サケ、大西洋サケ、
ギンザケ、チヌークサケ、シロザケ、ベニザケ、カラフトマス、サクラマス、マス、ニジ
マス、カワマス、ブラウントラウト、コモングレイリング、キタカワヒメマス、ホッキョ
クイワナ、バス、交配種バス、ストライプドバス、ホワイトバス、ストライプド－ホワイ
トバス交配種、イエローバス、パーチ、ホワイトパーチ、イエローパーチ、ヨーロピアン
パーチ、バス－パーチ交配種、ナイルティラピア、ブルーティラピア、ブルー－ナイルテ
ィラピア交配種、モザンビークティラピア、ゼブラフィッシュ、コイ種、ブリーム、シー
ブリーム、タイ、ナマズ種、及びタラを含む全ての魚種が挙げられる。
【００８８】
　本開示の方法は、甲殻類及び／または軟体動物等の卵生水生動物に追加的に適用可能で
ある。かかる卵生水生動物としては、限定されるものではないが、エビ、クルマエビ、ロ
ブスター、ザリガニ、カニ、カキ、イカ、タコ等が挙げられ得る。
【００８９】
　本開示の利点及び特徴は、以下の例を参照してさらに例証され、これらは、本開示の範
囲をいかようにも限定するものとして解釈されるべきではなく、むしろ、その特定の用途
における本開示の具体的な実施形態を例証するものとして解釈されるべきである。
【００９０】
　実施例：
【００９１】
　短い発生時間、及び毎日または毎週容易に取得される交尾当たりに産生される多数の胚
のため、ゼブラフィッシュを本開示の方法の最初の例示に選択した。それに加えて、ゼブ
ラフィッシュの胚は、透明であり、目視観察の容易さを提供し、丈夫である。胚内のＰＧ
Ｃ及び生殖腺の正常な発育は、全ての魚において見出される進化的に保存されたメカニズ
ムである。したがって、本開示の方法は、限定されるものではないが、ブラフィッシュ、
コイ種、マス種、サーモン種、ブリーム（シーブリーム及びタイを含む）、バス（海水及
び淡水シーバスならびに交配種バス等を含む）、パーチ（イエローパーチ、ホワイトパー
チ等）、ナマズ種、タラ、及び捕獲文化の候補である他の主要な種類を含む、全ての魚種
に適用可能である。
【００９２】
　本明細書に説明される通り、本方法は概して、養殖された魚及び水性卵生動物に適用可
能であり、これは不妊の養殖された種の産生が望ましいためである。したがって、本発明
の方法は、任意の養殖された魚及び水性卵生動物の種、特に、商業的に重要な養殖種に適
用可能である。
【００９３】
　実施例１
【００９４】
　本開示は、絨毛膜の透過性を強化することができ、大型分子等の薬剤が絨毛膜を超え、
卵及び胚に到達することを可能にする特定の化学物質、例えば、グアニジン含有化合物に
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関する。
【００９５】
　ゼブラフィッシュの卵を、１μＭの１０、２０、または４０ＫＤフルオレセインデキス
トランを０または４０ｍＭのいずれかのアルギニン、塩酸グアニジン、またはチオシアン
酸グアニジンと共に含有する溶液中で、２４時間培養した。
【００９６】
　蛍光写真結果は、アルギニン、塩酸グアニジン、及びチオシアン酸グアニジンが、４０
ｍＭのアルギニン、塩酸グアニジン、またはチオシアン酸グアニジンで処置された卵（処
置された卵）におけるフルオレセインデキストランの摂取を、フルオレセインデキストラ
ンを含有するがグアニジン含有化合物を含有しない溶液中で培養された卵（未処置の卵）
における摂取よりも強化することを示唆した。図４に示される通り、処置された卵は、処
置された卵において見出されたより高い緑色蛍光によって示唆される通り、未処置の卵よ
りも多くのフルオレセインデキストランを摂取した。したがって、アルギニン、塩酸グア
ニジン、及びチオシアン酸グアニジンは、絨毛膜の透過性を強化した。
【００９７】
　それに加えて、３つの異なるサイズ（分子量１０、２０、及び４０ＫＤ）のフルオレセ
インデキストランは全て、処置された卵によって摂取された。したがって、本発明の方法
は、全ての卵生水生動物に適用可能であり、より小さい分子及びより大きい分子の両方を
含む種々のサイズの分子を用いて卵を形質移入するように適用可能である。
【００９８】
　実施例２
【００９９】
　４０個のゼブラフィッシュの卵を、３００μｌの新鮮なタンクシステム水を含有する４
８ウェルプレートの各ウェルに移動させた。卵を割り当てた後、各ウェル内のシステム水
を、１０または１００μＭのポリアルギニン（９－アルギニン重合体）を含有する３００
μｌの水で置換した。１８時間の培養後、Ａｘｉｏｐｌａｎ　２蛍光顕微鏡（ＺＥＩＳＳ
、Ｔｈｏｒｎｗｏｏｄ、ＮＹ、米国）を使用して卵を検査した。顕微鏡は、ＤＰ７０デジ
タルカメラ（Ｏｌｙｍｐｕｓ、Ｃｅｎｔｅｒ　Ｖａｌｌｅｙ、ＰＡ、米国）を装備する。
【０１００】
　図５は、本研究で取得されたマイクロ写真を示す。明視野写真結果に示される通り、高
濃度のポリアルギニン／９ｍｅｒ（１００μＭ）は、１時間の培養により特性化されてい
ない凝集体を生成し、これは、１０μＭのポリアルギニン／９ｍｅｒで処置された群では
見られなかった。１８時間の培養後、高濃度のポリアルギニン／９ｍｅｒ（１００μＭ）
は、絨毛膜溶解を引き起こし、これは、１０μＭのポリアルギニン／９ｍｅｒで処置され
た群では見られなかった。
【０１０１】
　実施例３
【０１０２】
　４０個のゼブラフィッシュの卵を、３００μｌの新鮮なタンクシステム水を含有する４
８ウェルプレートの各ウェルに移動させた。卵を割り当てた後、各ウェル内のシステム水
を、０または４０μＭのポリアルギニン（９－アルギニン重合体）と１μＭの１０ＫＤフ
ルオレセインデキストランとを含有する３００μｌの水で置換した。４時間の培養後、Ｍ
Ｚ１２実体顕微鏡（Ｌｅｉｃａ、Ｂｕｆｆａｌｏ　Ｇｒｏｖｅ、米国）またはＡｘｉｏｐ
ｌａｎ　２蛍光顕微鏡（ＺＥＩＳＳ、Ｔｈｏｒｎｗｏｏｄ、ＮＹ、米国）を使用して、卵
を検査した。どちらの顕微鏡とも、ＤＰ７０デジタルカメラ（Ｏｌｙｍｐｕｓ、Ｃｅｎｔ
ｅｒ　Ｖａｌｌｅｙ、ＰＡ、米国）を装備した。
【０１０３】
　図６Ａ～６Ｄは、本研究で取得されたマイクロ写真を示す。示される通り、ポリアルギ
ニンは、絨毛膜の透過性を強化した。１μＭの１０ＫＤフルオレセインデキストランを０
または４０μＭのいずれかのポリアルギニンと共に含有する溶液中で培養したゼブラフィ
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ッシュの卵が、図６Ａ及び６Ｂに示される。明視野写真結果は、ポリアルギニン（図６Ａ
）が特性化されていない凝集体を生成したことを示唆しており、これは、対照（図６Ｂ）
では見られなかった。図６Ｃ及び図６Ｄは、ポリアルギニンが、ポリアルギニンで処置さ
れた卵（図６Ｃ）において見出された対照卵（図６Ｄ）のものよりも高い緑色蛍光によっ
て示唆される通り、フルオレセインデキストランの摂取を強化したことを示唆した光写真
結果を示す。
【０１０４】
　実施例４
【０１０５】
　Ｖｉｖｏとしても知られるトリアジン核を有するデンドリマー型オクタグアニジンを、
ゼブラフィッシュｄｎｄ－ＭＯに共役させ、水中にゼブラフィッシュ胚を含有する浸漬に
おいて使用した。ゼブラフィッシュにおいて不妊性を誘発する本明細書に開示される方法
の能力を、以下の投与によって試験した：
　Ａ：ｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ６０μＭを０．５時間、４０μＭを２時間、２０μＭを３
時間、１０μＭを４．５時間、及び５μＭを１４時間、投与は、水活性化及び水硬化の開
始時（受精の直後）に開始した、
　Ｂ：対照として水のみの溶液、
　Ｃ：ｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ６０μＭを０．５時間、４０μＭを２時間、２０μＭを３
時間、１０μＭを４．５時間、及び５μＭを１４時間、投与は、受精の１時間後に開始し
た。
【０１０６】
　ゼブラフィッシュにおいて、１００％の不妊性の誘発は、ｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏを水
活性化及び水硬化時に即座に開始して投与したときにのみ達成され得る。ｄｎｄ－ＭＯ－
Ｖｉｖｏを水活性化の１時間後に投与した場合、処置された魚の４４～５９％のみが、生
殖不能であった（表１）。
【０１０７】
【表１】

【０１０８】
　実施例５
【０１０９】
　Ｖｉｖｏとしても知られるトリアジン核を有するデンドリマー型オクタグアニジンを、
サケ科のｄｎｄ－ＭＯ、５’－ＣＴＧＡＣＴＴＧＡＡＣＧＣＴＣＣＴＣＣＡＴＴＡＴＣ－
３’（配列番号３）に共役させ、水中にニジマス胚を、または卵巣液もしくは受精希釈液
中に未受精卵を含有する浸漬において使用した。ニジマスにおいて不妊性を誘発する本明
細書に開示される方法の能力を、以下の投与によって試験した：
　Ｉ：サケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ１０μＭを４８時間、水活性化の開始時（１分間
以内）に受精卵に投与
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　ＩＩ：サケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ１０μＭを４８時間、卵巣液の浸漬媒体を用い
て未受精卵に投与。受精は、培養の４８時間後に行った。
　ＩＩＩ：サケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ１０μＭを４８時間、塩、Ｔｒｉｓ（ｐＨ８
．０）、グリシン、及び５％の魚血清を含有する受精希釈液を用いて未受精卵に投与。受
精は、培養の４８時間後に行った。
　ＩＶ：対照として、サケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏを伴わない水または浸漬媒体のみ
。
【０１１０】
　図７Ａ～７Ｇは、ニジマスにおけるサケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ処置によって誘発
された生殖不能性を示す。（図７Ａ）処置ＩＶからの未処置の対照雄魚の良好に発達した
睾丸、（図７Ｂ）処置ＩＶからの未処置の対照雌魚の良好に発達した卵巣、（図７Ｃ）薄
フィラメント様組織に発育した、処置Ｉ、ＩＩ、及びＩＩＩにおけるサケ科の１０μＭｄ
ｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ処置された魚の生殖腺、（図７Ｄ）切除された生殖腺の顕微鏡写真
、（図７Ｅ）未処置の対照（処置ＩＶ）雄魚の睾丸の活動的精子形成、（図７Ｆ）異なる
発育段階の卵母細胞を有する未処置の対照雌（処置ＩＶ）の良好に発達した卵巣、（図７
Ｇ）生殖腺組織の組織学的検査は、高度の生殖腺構造または生殖細胞を伴わずに発育途中
であるように見えるサケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ処置された魚（処置Ｉ、ＩＩ、及び
ＩＩＩ）の生殖腺を示す。
【０１１１】
　実施例６
【０１１２】
　サケ科のｄｎｄ－ＭＯ（実施例５を参照）、またはサケ科のｄｎｄ－ＭＯに共役させ、
サケ科のｄｎｄ－ＭＯ－ＶｉｖｏをもたらしたＶｉｖｏとしても知られるトリアジン核を
有するデンドリマー型オクタグアニジンを使用して、大西洋サケにおいて不妊性を誘発し
、以下の投与によって試験した：
　Ｉ：サケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ１０μＭを４８時間、水活性化の開始時（１分間
以内）に受精卵に投与。
　ＩＩ：サケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ１０μＭを４８時間、卵巣液の浸漬媒体を用い
て未受精卵に投与。卵は、培養の４８時間後に受精させた。
　ＩＩＩ：サケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ１０μＭを４８時間、塩、Ｔｒｉｓ（ｐＨ８
．０）、グリシン、及び５％の魚血清を含有する浸漬媒体を用いて未受精卵に投与。受精
は、培養の４８時間後に行った。
　ＩＶ：サケ科のｄｎｄ－ＭＯ２０μＭを４８時間、卵巣液の浸漬媒体を用いて未受精卵
に投与。卵は、培養の４８時間後に受精させた。
　Ｖ：サケ科のｄｎｄ－ＭＯ２０μＭを４８時間、塩Ｔｒｉｓ（ｐＨ８．０）、グリシン
、及び５％の魚血清を含有する浸漬媒体を用いて未受精卵に投与。卵は、培養の４８時間
後に受精させた。
　ＶＩ：対照として、サケ科のｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏまたはｄｎｄ－ＭＯのどちらも伴
わない水または浸漬媒体のみ。
【０１１３】
　図８Ａ～８Ｄは、サケ科のｄｎｄ－ＭＯまたはｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖｏ処置が、大西洋
サケにおける生殖腺発育を遮断したことを示している。１０カ月齢の大西洋サケにおける
、（図８Ａ）未処置の（処置ＶＩ）雄の発育中の睾丸、（図８Ｂ）未処置の（処置ＶＩ）
雌の発育中の卵巣、（図８Ｃ）薄フィラメント様組織に発育した、ｄｎｄ－ＭＯ－Ｖｉｖ
ｏ処置（処置Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ）またはｄｎｄ－ＭＯ処置（処置ＩＶ、Ｖ）された魚の生
殖腺、（図８Ｄ）（図８Ａ）、（図８Ｂ）、及び（図８Ｃ）からの切除された生殖腺の顕
微鏡写真。
【０１１４】
　本開示を、特定の態様、特徴、及び例証的実施形態を参照して本明細書に記載してきた
が、本開示の実用性は、そのように限定されるものではなく、むしろ多数の他の変形、修
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正、及び代替的実施形態に及び、本明細書の説明に基づいて本開示の分野の当業者に想起
される通り、それらを包含することが理解されるであろう。それに応じて、本発明は、以
下に特許請求される通り、その趣旨及び範囲内に全てのかかる変形、修正、及び代替的実
施形態を含むものとして広義にみなされ、解釈されるように意図される。
【産業上の利用可能性】
【０１１５】
　本開示は、グアニジン含有化合物を使用して卵の絨毛膜の透過性を強化して、水生動物
の卵／胚へ薬剤を送達するための方法を提供する。ゼブラフィッシュ等の水生動物の卵／
胚への薬物候補または潜在的生物活性剤の送達は、かかる試験薬剤の活性及び／または毒
性のスクリーニング及び評価の機会を提示する。
【０１１６】
　本開示の方法及び化合物は、繁殖的に不妊の魚及び水性卵生動物をさらに産生する。養
殖された魚及び水性卵生動物の不妊化（誘発された生殖不能性）は、生殖腺の発育の代わ
りに筋肉の成長への食物エネルギーの変換を増加させることによって、その成長速度を強
化する。それに加えて、水産養殖作業から環境へ逃げた場合、家畜化された非天然のまた
は遺伝的に修飾された種を含む、繁殖的に不妊の養殖された魚及び卵生水生動物は、繁殖
する、または野生株と異種交配することができないであろう。これは、生物学的封じ込め
を助け、野生集団の遺伝子汚染、ならびに／または家畜の非天然もしくは遺伝的に修飾さ
れた養殖された魚及び水生卵生動物の野生での確立を防止するであろう。

【図１】 【図２】
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