
(12) ft 許協力条約に基づいて公開された国際出願

(19) 世界知的所有権機関
国際事務局

(43) 国際公開日 (10) 国際公開番号
2008 年10 月30 日 (30.10.2008) PCT WO 2008/129838 Al

(51) 国際特許分類 裕 (TAKEUCHI, Yutaka) [JP/JP]; 〒1088477 東京都港
C12N 15/09 (2006.01) C07K 1タ (2006.01) 区港南四丁目5 — 7 東京海洋大学内 Tokyo けP). 長
C07K 14/46 (2006.01) C12Q 1/68 (2006.01) 澤一衛 (NAGASAWA,Kazue) [JP/JP]; 〒1088477 東京
C07K 16/18 (2006.01) 都港区港南四丁目5 — 7 東京海洋大学内Tokyo (JP).

樋口健太郎 (HIGUCHI, Kentaro) [JP/JP]; 〒1088477
(21) 国際出願番号 PCT/ P2008/000743 東京都港区港南四丁目5 — 7 東京海洋大学内Tokyo

(22) 国際出願 日 2008 年3 月26 日(26.03.2008) (JP). 森田哲朗 (MORITA, Tetsuro) [JP/JP]; 〒8761204
大分県南海部郡鶴見町有明浦 5 0 8 - 8 日本水産株

(25) 国際出願の言語 日木語 式会社 大分海洋研究センター内 Oita (JP). 壁谷 尚樹
(KABEYA, Naoki) [JP/JP] ; 〒1088477 東京都港区港南

(26) 国際公開の言語 日木語 四丁目5 — 7 東京海洋大学内Tokyo (JP).

(30) 優先権子一タ (74) 理人 : 廣田雅紀 (HIROTA, Masanori); 〒1070052

特願2007-080022 2007 年3 月26 日(26.03.2007) JP 東京都港区赤坂二丁目8 番 5 号若林 ピル 3 階 Tokyo
(JP).

(71) 出願人 (米国を除 < 全ての指定国について) 国立
(81) 指定国 (表示のない限 り、全ての種類の国内保護が大学法人東京海洋大学 (NATIONAL UNIVERSITY 可能 ): AE, AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG,

CORPORATION TOKYO UNIVERSITY OF MA¬ BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, Cの, CR, CU, CZ, DE,
RINE SCIENCE AND TECHNOLOGY) [JP/JP]; 〒 DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH,
1088477 東京都港区港南 4 T 目 5 - 7 Tokyo (JP). GM, GT, Hl , HR, HU, ID, IL, IN, IS, KE, KG, KM, KN,
長 崎 県 (NAGASAKI PREFECTURAL GOVERN¬ KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY,MA, MD,
MENT) [JP几P]; 〒8508570 長崎県長崎市江戸町 2 番 ME, M尺 , MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, N尺 , NI, Nの,
1 3 号 Nagasaki (JP). 日本水産株 式会社 (NIPPON NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG,

SUISAN KAISHA, LTD.) [JP/JP]; 〒1008686 東京都千 SK, SL, M, V, Y, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG,
代田区大手町 2 T 目6 番 2 号 Tokyo (JP). US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW

(72) 発明者 および (84) 指定国俵示のない限り、全ての種類の広域保護が可
(75) 発 明者 / 出願 人 (米国についてのみ): 吉崎悟 朗 能 ): ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD,

(YOSHIZAKI, Goro) [JP/JP]; 〒1088477 東京都港区 SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), -Xーラシ T (AM, AZ, BY,
港南四丁目5 - 7 東京海洋大学内 Tokyo けP) 竹内 KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), ヨー ロ ツパ (AT, BE, BG,

I続葉有]

(54) Title: GERM CELL MARKER USING FISH VASA GENE

(54) 発明の名称 魚類のV a s a 遺伝子を用いた生殖細胞マーカー

(57) Abstract: For examining whether 。r not a germ cell deri・ved from a donor fi・sh, whi・ch i・s 廿ansplanted i・nto a heterogeneous
recipient fi・sh by surrogate fish techni・que, i・s grown and matured i・n a gonad of the recipient fish, it is requi・red to utili㏄, as an i・ndi・cator,
a trai・t whi・ch i・s expressed specifically i・n the germ cell and can be used f。r distingui・shi・ng the recipient fish from the donor fi・sh. Vasa
gene, whi・ch i・s a gene specific to a germ cell, i・s speci・fic to a pπ・mordi・al germ cell and/。r a spermatogenous cell/oogom・um, and
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(57) 要約 代理親魚技法により移植 した ドナー魚由来の生殖細胞が異種 レシ ピエン ト魚生殖巣内で増殖 ・成熟 して
るためには、生殖細胞に特異的に発現 しており、なおかつ、レシ ピエ ン ト魚 と ドナー魚を判別でき

標にする必要がある。 生殖細胞特異的遺伝子であるV a s a 遺伝子は、始原生殖細胞および精原
特異的であり、体細胞には発現が認められない。本発明では、マグ ロ、マサバ、ゴマサバ、スマ及び
s a遺伝子配列を決定 し、その遺伝子発現を生殖細胞のマーカーとして用いることとした。さらに、木
と、魚類で高度に保存 されたV a s a遺伝子配列の中から、シークエンス解析をすることな 、マグロ
伝子のみを特異的に検出することが可能であるため、レシピエン ト魚生殖腺中のマグロ由来生殖細胞を

確実かつ簡便に識別することができる結果、マグロの増殖や育種を効率よ 行 ことが可能となる。また、上記の
知見を応用することによ り、マグロのみならず、他のスズキ目魚類を ドナーとして用いた場合にも、 ドナー魚由来
の生殖細胞を異種 レシ ピエン ト魚の生殖腺内から効率よ 検出できる。
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明 細 書

魚類のV a遺伝子を用いた生殖細胞マーカー

技術分野
０００ 本発明は、マグロ等のスズキ目魚類のV a a タンパク質や、マグロ等の

スズキ目魚類のV a a遺伝子や、それを標的としたマグロ等のスズキ目角、

類の生殖細胞の検出方法や、この検出方法を利用 した異種 レシピエン ト魚に

移植 したマグロ等のスズキ目ドナー魚の生殖細胞の増殖及び 又は成熟を評

価する方法等に関する。

背景技術

０００ シ ョウジ ョウバエを用ぃた遺伝子解析によ り、 a ， V a a ， 丁

d ， N a の遺伝子が生殖細胞の決定機構における中核的機能を

持つことが明らかとされてぃる (例えば、 ongo ， ・， a v p n

2 3 1 ) 。 これらの遺伝子はぃずれも卵細胞形成におぃて極

穎粒に蓄積され、この母性決定因子を持つ割球が生殖細胞運命を決定 される

V a a遺伝子は、A 依存性 R N A ヘ リヵ一ゼをコー ドし、その機能

は N Aからタンパク質への翻訳制御に関わると考えられてぃる (例えば

L ia ng L a v op n ０ ０ ) また、その酵

素機能を担 う構造が進化的に強 く保存されてぃることから、扁形動物 (プラ

ナ リア ) からヒ トまで多 くの多細胞動物種でV a a ホモ ログ遺伝子が同定

されてぃる。

０００3 上 知見に基づき、相同組み換えなどの煩雑な操作を行 う ことな く簡便に

、マ一ヵ一遺伝子の発現を指標 として生殖細胞分化能を有する細胞を選別す

る方法として、哺乳動物由来のV ホモ ログ遺伝子のプロモーター配列

の制御下に置かれるようにマ一ヵ一遺伝子が組み込まれてぃる組み換え発現

ベクターを導入 した トランスジェニック非 ヒ ト哺乳動物から、該マ一ヵ一遺

伝子の発現を指標 として生殖細胞分化能を有する細胞を回収する生殖細胞の

取得方法が報告されてぃる 例えば、特開 2 ００6 3 3 7 6 2 号公報、



特開 2 ００3 3 8 号公報 ) 。

０００ 他方、始原生殖細胞は、卵と精子の起源細胞であり、成熟 ・受精の過程を

経て個体へと改変されるが、魚類由来の分離始原生殖細胞を、異種のレシピ

ェン ト魚類の初期胚への移植、特に、初期発生段階の異種のレシピェン ト角、

類の腹腔内腸管膜裏側への移植によ り、分離始原生殖細胞を生殖細胞系列へ

分化誘導する方法も知 られている (例えば、特開 2 ００6 3 3 7 6 2 号

公報、特開 2 ００3 3 8 号公報 ) 。

０００ 現在のところ、マグロの養殖は、天然の幼魚 (通常数十～数百グラム) を

漁師が捕獲 してそれを大きく育てる方法が主流である。近年、マグロの資源

量が減少 し、成魚の漁獲枠が厳 しく設定 されている。幼魚の供給を天然に頼

る方法では、将来にわたって安定 した種苗の供給が保障されず、また、サケ

やマダイのように人エ種苗生産の技術が確立すれば、優秀な素質を持った親

を選びながら世代交換 させていく ことによる育種が行われ、よ り養殖効率の

良い、安定 した品質の種苗が供給できるようになることが期待 される。 しか

し、マグロ成熟生理はまだ十分に明らかにされていないが、初成熟を迎える

のは数十キログラムを超えてからと考えられる。マグロは魚体が大きいため

、他の魚種と異な り、生貴や仕切 られた湾の中で自然に産卵 した受精卵を目

合いの細かい網で掬い取る方法で種苗生産が行われている。マダイ等では水

槽内で産卵するので、表面の海水をオーバーフローさせてそれを網でとる装

置を簡単に作ることができるが、海上では大変な作業になる。

０００ また、育種などの目的で特定の個体を交配させたい場合は、腹部を絞って

採卵する人エ採卵を行い、精子も同様に採取 して人工授精 させるが、マグロ

のように親が大型になると容易でない。 さらに、産業的には、出荷時期、魚

の育成期間の調整などの目的で、種苗を作る時期をずらすことで収益性を高

める可能性がある。そのためには、親を環境 コ ン トロール可能な場所で水温

や光周期を調整 して季節をずらすことで産卵させる時期をコ ン トロールする

ことが求められるが、マグロのように親が大きいときには大変な労力とコス

トが必要となる。



０００ 代理親魚技術は、このような種苗生産が難 しい魚種の配偶子を種苗生産が

簡単な魚種に作 らせ、あるいは産卵、授精 させることによ り低 コス トで簡便

に種苗生産することを目的としており、例えば、上記特許文献 2 載の代理

親魚技法をマグロに適応 し、小型の魚類をレシピエン トとしてマグロ由来生

殖細胞を成熟させることができれば、種苗生産完全養殖が小型水槽でも可能

とな り、大幅な省力化、省 コス トにつながることが期待 される。分離始原生

殖細胞の移植に際しては、レシピエン ト生殖巣に取 り込まれたマグロ由来始

原生殖細胞の増殖や、レシピエン ト由来の生殖細胞 と ドナー由来の生殖細胞

の割合を検出することが必要となる。本発明の課題は、マグロ等のスズキ目

ドナー魚由来の始原生殖細胞を異種のレシピエン ト魚類の初期胚に移植する

始原生殖細胞の生殖細胞系列への分化誘導方法において、 ドナー魚由来の卵

子及び 又は精子を特異的に検出し、レシピエン ト由来の生殖細胞 と識別す

る方法を提供することにある。

０００8 本発明者らは、サケ科魚類において、異種間生殖細胞移植を行 う ことで、

ヤマメから二ジマス個体を作出することに成功 している。 これには、ニジマ

ス生殖細胞が緑色蛍光タンパク質で可視化された、遺伝子組換え系統を用い

ることで移植の成否を容易に解析することが可能となっている。また、天然

の絶滅危惧魚種や養殖魚種に異種間生殖細胞移植を適用するため、遺伝子組

換え系統を用いずに、移植の成否を確認する方法もすでに開発 し、この方法

によ り、イワナ宿主の生殖腺に生着 した野生型二ジマス生殖細胞を検出する

ことに成功 している。本発明者らは、異種間生殖細胞移植法を、さらに他の

海産魚へ応用することを目標 としているが、この実現には、移植 されたマグ

ロ等のスズキ目ドナー魚の生殖細胞が、宿主の生殖腺に取 り込まれ、生着 し

ているか否かを解析する手法が必須である。

０００ そのため、始原生殖細胞に特異的に発現する遺伝子として知 られている N

a 遺伝子や、 遺伝子、V a a遺伝子等の中からV a

a遺伝子を選択 し、マグロ、マサバ、ゴマサバ、スマ、及び二べのV a

a 遺伝子の塩基配列をはじめて決定 した。 さらに発明者らは、これらの遺伝



子のうち、スズキ目ドナー魚 となる可能性の最も高いマグロ V a a遺伝子

に注目し、マグロの始原生殖細胞および精原 卵原細胞にマグロ V a a遺

伝子が特異的に発現することを確認するとともに、マグロ V a a遺伝子と

非常に相同性の高い二べV a a遺伝子とを誤って検出することを回避する

ため、マグロ V a a遺伝子に特有の領域を特定 し、マグロ始原生殖細胞由

来の精原 卵原細胞の識別マーカーとして使用できることを見い出した。ま

た、宿主の生殖腺に移植されたマヴロ生殖細胞を解析するためには、マヴロ

と宿主のV a a遺伝子とを区別 し、マグロ遺伝子のみを検出する方法を確

立することが必須であるが、魚類のV a a遺伝子の塩基配列は非常に相同

性が高 く、マグロ V a a遺伝子発現を特異的に検出するような P C R プラ

イマーセットを設計することは非常に困難であった。 このため、本願発明者

らは、微量な D N A からでも特異性の高い増幅が可能な e P C R

を行い、マグロ V a a遺伝子を特異的に検出した。また、マグロ V a a

遺伝子配列と他のスズキ目のV a a遺伝子配列とを比較検討 し、マグロ V

a a遺伝子にのみ内在する制限酵素配列を特定 した。 これら

P C R と制限酵素処理を組み合わせることによ り、マグロ V a a遺伝子を

よ り確実に検出する方法を確立し、本発明を完成するに至った。

すなわち木発明は、

( 「) 表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列からなるタンパク質、配

列表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列において、 「若 しくは数個のア ミ

ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加されたア ミ ノ酸配列からな り、かつ、マ

グロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク質、又は、配列表の配列番号 2 に

示されるア ミ ノ酸配列と少な く とも 8 以上の相同性を有するア ミ ノ酸配

列からな り、かつ、マグロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク質に示され

るタンパク質や、

( 2 ) 配列表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列からなるタンパク質、配

列表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列において、「若 しくは数個のア ミ

ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加されたア ミ ノ酸配列からな り、かつ、マ



グロの生殖細胞に特異的に発現するタンパク質、又は、配列表の配列番号 2

に示されるア ミ ノ酸配列と少な く とも 8 以上の相同性を有するア ミ ノ酸

配列からな り、かつ、マグロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー

ドする D N Aや、

m 表の配列番号 「に示される塩基配列からなる D N A、配列表の配

列番号 「に示される塩基配列に相補的な配列からなる D N A とス トリンジェ

ン トな条件下でハイブリダイズ し、かつ、マグロ生殖細胞に特異的に発現す

るタンパク質をコー ドする D N A、配列表の配列番号 「に示される塩基配列

の一部から作製 したプライマー又はプローブとしての機能を有する塩基配列

からなる D N A と、ス トリンジェン トな条件下でハイブリダイズ し、かつ、

マグロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N A、又は、

配列表の配列番号 「に示される塩基配列において、 「若 しくは数個の塩基の

置換、欠失、挿入、又は付加された塩基配列からな り、かつ、マグロ生殖細

胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N Aに関する。

また、本発明は、

( ) 配列表の配列番号 、 6 、 8 、又は 「０に示されるア ミ ノ酸配列から

なるタンパク質、配列表の配列番号 、 6 、 8 、又は 「０に示されるア ミ ノ

酸配列において、 「若 しくは数個のア ミ ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加

されたア ミ ノ酸配列からな り、かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発

現するタンパク質、又は、配列表の配列番号 、 6 、 8 、又は 「０に示され

るア ミ ノ酸配列と少な く とも 8 以上の相同性を有するア ミ ノ酸配列から

な り、かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質や、

m 表の配列番号 、 6 、 8 、又は 「０に示されるア ミ ノ酸配列から

なるタンパク質、配列表の配列番号 、 6 、 8 、又は 「０に示されるア ミ ノ

酸配列において、 「若 しくは数個のア ミ ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加

されたア ミ ノ酸配列からな り、かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発

現するタンパク質、又は、配列表の配列番号 、 6 、 8 、又は ０に示され

るア ミ ノ酸配列と少な く とも 8 以上の相同性を有するア ミ ノ酸配列から



な り、かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー

ドする D N A や、

( 6 ) 表の配列番号 3 、 、 7 、又は 9 に示される塩基配列からなる D

N A 、配列表の配列番号 3 、 、 7 、又は 9 に示される塩基配列に相補的な

配列からなる D N A とス トリンジェン トな条件下でハイブリダイズ し、かつ

、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N

A 、又は、配列表の配列番号 3 、 、 7 、又は 9 に示される塩基配列の一部

から作製 したプライマー又はプローブとしての機能を有する塩基配列からな

る D N A と、ス トリンジェン トな条件下でハイブリダイズ し、かつ、スズキ

目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N A 、又は

、配列表の配列番号 3 、 、 7 、又は 9 に示される塩基配列において、 「若

しくは数個の塩基の置換、欠失、挿入、又は付加された塩基配列からな り、

かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする

D N A に関する。

００ さらに本発明は、

( 7 ) ｱ ( 2 ) ( 3 ) ( ) 、又は ( 6 ) に記載のD N A を含む組換

えべクターや、

( 8 ) ｱ ( 7 ) に記載の組換えべクターを用いて形質転換 された形質転換

体や、

( 9 ) ｱ ( 「) 又は ( ) に記載のタンパク質と、マーカータンパク質及

び 又はぺプチ ドタグとを結合 させた融合タンパク質若 しくは融合ペプチ ド

又はそれらの塩や、

( 「０) ｱ ( 「) 若 しくは ( ) に記載のタンパク質、若 しくはｱ ( 9

) に記載の融合タンパウ質若 しくは融合ペプチ ド又はそれらの塩に対する抗

体や、

( 「 「) ｱ ( 「) 又は ( ) に記載のタンパク質をコー ドする D N A 及び

又は N Aの存在を検出するためのプライマーセット若 しくはプローブ

に関する。



００ 3 また本発明は、

( 「 2 ) ｱ記 ( 「 「) に記載のプライマーセット若 しくはプローブを使用す

ることを特徴 とする、異種 レシピエン ト魚に移植 したスズキロ ドナー魚由来

の始原生殖細胞、精原細胞又は卵原細胞の検出方法や、

( 「 3 ) ｱ記 ( 「 「) に記載のプライマーセットを使用 した P C R によ り増

幅されたD N A 断片を、少な く とも 「種類以上の制限酵素で処理 し、消化さ

れた 又は消化されなかったD N A 断片の長さを指標 として、該増幅された

D N A 断片がスズキロ ドナー魚由来であるかどうかを判定することを特徴 と

するｱ ( 「 2 ) に記載の検出方法や、

( 「 ) スズキロ ドナー魚が、マグロであることを特徴 とするｱ ( 「 2 )

又は ( 「 3 ) に記載の検出方法や、

( 「 ) プライマーセットが、ｱ ( 「) に記載のタンパク質をコー ドする

D N A に内在する制限酵素 a 1認識配列を含む領域を増幅するように設

計されていること、及び、該プライマーセットを用いた P C R によ り増幅さ

れたD N A 断片を、 a 1によ り処理 し、消化された場合に該 D N A 断片

がク ロマグロ D N A 由来であると判定することを含むｱ ( 「 ) に記載の

検出方法や、

( 「 6 ) C Rが、配列番号 「 9 及び 2 ０に示す塩基配列からなるファース

トプライマーセットと、配列番号 2 「及び 2 に示す塩基配列からなる e

e d プライマーセットとを用いた e d P C R であることを特徴

とする請求項 「 に記載の検出方法に関する。

００ さらに本発明は、

( 「 7 ) ｱ記 ( 「０) に記載の抗体を使用することを特徴 とする、異種 レシ

ピエン ト魚に移植 したスズキロ ドナー魚由来の始原生殖細胞、精原細胞又は

卵原細胞の検出方法や、

( 「 8 ) スズキロ ドナー魚が、マグロであることを特徴 とするｱ ( 「 7 )

に記載の検出方法や、

( 「 ｱ記 ( 「 ) ～ ( 「 ) のいずれかに記載の検出方法を含む、異種



レシピエン ト魚に移植 したスズキ目ドナー角、由来のマグロ生殖細胞の増殖及

び 又は成熟を評価する方法や、

( 2 ０) スズキ目ドナー魚が、マグロであることを特徴 とするｱ ( 「9 )

に記載の評価する方法に関する。

図 ク ロマグロ V a a遺伝子に特異的な R NA プローブを用いた S

ハイブリダイゼーシ ョンによ り、ク ロマグロ精巣組織を染色 した結果

を示す図である。

図 ク ロマグロ及び二べ ( b a suku r ) 精巣組織を各々のV a a遺

伝子に特異的な R NA プローブを用いた S ハイブリダイゼーシ

ョンによ り染色 した結果を示す図である。

図3 ク ロマグロ V a a の c D N A検出用プライマーと制限酵素認識サイ ト

を示す図である。

図 二べ ( b a sukur ) 卵巣由来の c D N A に、異なる量のク ロマ

グロ卵巣由来の c D N A を加えたサンプルを鋳型 として P C Rを行った結果

を示す図である。

図 C Rによ り増幅されたク ロマグロ V a a 配タ ( 「7 9 b ) が、

H a 1によ り 「 6 b と 3 3 b Pの断片に切断されることを示す図であ

る。

図 二べ ( b a sukur ) 生殖腺から採取 したサンプルの解析結果を示

す図である。

図 実施例 の e P C Rによ り増幅されるク ロマグロ V a a遺

伝子領域 と相同性の高い二べ ( b a sukur ) 、サバ及びスマ ( U ynn

us a n s ) のV a a遺伝子領域を比較 した図である。

図 サバ及びスマ ( U ynnus a n s ) 卵巣由来のサンプルを鋳型に e

e d C Rを行い、その P C R産物を a 1で処理 した結果を示す図

である。

発明を実施するための最良の形態



００ 本発明のタンパク質としては、配列表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配

列からなるタンパク質 (マグロ V a a タンパク質 ) や、配列番号 2 に示さ

れるア ミ ノ酸配列において、 「若 しくは数個のア ミ ノ酸の置換、欠失、挿入

、又は付加されたア ミ ノ酸配列からな り、かつ、マグロ生殖細胞に特異的に

発現するタンパク質や、配列表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列と少な

く とも 8 以上の相同性を有するア ミ ノ酸配列からな り、かつ、マグロ生

殖細胞に特異的に発現するタンパク質であれば特に制限されず、また、本発

明において 「マグロ」 とは、スズキ目 サバ亜目 サバ科 マグロ属の魚の総称

であり、ク ロマグロ、メバチマグロ、ミ ナ ミ マグロ、キハダマグロ、ビンナ

ガマグロ、タイセイョウマグロ、コ シナガを具体的に例示することができ、

中でもク ロマグロを好適に例示することができる。本発明において、 「マグ

ロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク質」 とは、マグロの生殖細胞である

始原生殖細胞、精原細胞及び 又は卵原細胞においてのみ発現 し、マグロ以

外の魚類の生殖細胞である始原生殖細胞、精原細胞及び 又は卵原細胞にお

いて発現 しないタンパク質をいう。

００ また、本発明のタンパク質としては、配列表の配列番号 (マサバV a

a タンパク質 ) 、6 (ゴマサバV a a タンパク質 ) 、8 (スマ ( U ynnus

a n ) V a a タンパク質 ) 又は 「０ (二べ ( b a suku r ) V a

a タンパク質 に示されるア ミ ノ酸配列からなるタンパク質や、配列番号

、6 、8 又は 「０に示されるア ミ ノ酸配列において、 「若 しくは数個のア

ミ ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加されたア ミ ノ酸配列からな り、かつ、

スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質や、配列表の配列番

号 、6 、8 又は 「０に示されるア ミ ノ酸配列と少な く とも 8 以上の相

同性を有するア ミ ノ酸配列からな り、かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異

的に発現するタンパク質であれば特に制限されず、ここで、スズキ目 ( r

or s ) とは、スズキ亜目 ( rc 、べラ亜目 (Lab r 、ゲンゲ

亜目 ( oa rco d ) 、ノ トテニア亜目 ( o o 、ワニギス亜目 (

rac 、ギンポ亜目 ( nno d ) 、ウバウオ亜目 ( o soc



) 、ネズッポ亜目 ( i ny 、ハゼ亜目 ( o 、ニザダイ亜

目 ( can ur a ) 、サバ亜目 ( co br 、イボタイ亜目 ( ro a

d ) 、キノボ リウオ亜目 (Anaban 、タイワン ドジ ョウ亜目 ( harmn

等を含むものである。また上記マサバ及びゴマサバは、スズキ目 サ

バ亜目 サバ科、サバ属の魚類であり、上記スマとは、スズキ目 サバ亜目 サ

バ科 スマ属の魚の総称であり、スマ (学名 Uthynnus a n s ) 、ヒラソウ

ダ、マルソウダ、ハガツオ等を含むものであり、木明細書において集合名詞

であるスマと特定の魚種を示すスマ (山thynnus a n s ) とは学名表記の有

無によ り区別する。上記二べとは、スズキ目 スズキ亜目 二べ科 二べ属の魚

の総称であり、ニベ (学名 a suku r ) 、コイチ、ソルジヤ一ク ロー

カー、オオニベ、イシモチ、グチ等を含むものであり、本発明において集合

名詞である二べと特定の魚種を示す二べ ( b a sukur ) とは学名表記

の有無によ り区別する。また、マグロ、マサバ、ゴマサバ及びスマは全てス

ズキ目の中でもサバ亜目に含まれ、異種問の移植をする上で特に好ましい。

００ 8 ｱ 「「若 しくは数個のア ミ ノ酸が置換、欠失、挿入、又は付加されたア

ミ ノ酸配列」 とは、例えば 「～2 O t 、好ましくは 「～「 個、よ り好まし

くは 「～「０個、さらに好ましくは 「～ 個の任意の数のア ミ ノ酸が置換、

欠失、挿入、又は付加されたア ミ ノ酸配列を意味する。また、上記 「配列番

号 2 、 、 6 、 8 、又は 「０に示されるア ミ ノ酸配列と少な く とも 8 以

上の相同性を有するア ミ ノ酸配列」 とは、配列番号 2 、 、 6 、 8 、又は 「

に示されるア ミ ノ酸配列との相同性が 8 以上であれば特に制限される

ものではな く、例えば、 8 以上、好ましくは 9 ０ 以上、よ り好ましく

は 9 以上、特に好ましくは 9 8 以上であることを意味する。

００ 本発明のタンパク質の取得 ・調製方法は特に限定 されず、単離 した天然由

来のタンパク質でも、化学合成 したタンパク質でも、遺伝子組換え技術によ

り作製 した組換えタンパク質の何れでもよい。天然由来のタンパク質を取得

する場合には、かかるタンパク質を発現 している細胞からタンパク質の単離

・精製方法を適宜組み合わせて木発明のタンパク質を取得することができる



０００ 化学合成によ り木発明のタンパク質を調製する場合には、例えば、

c 法 (フルオ レニルメチルオキシカルボニル法) 、 C 法 ( ブチルオキ
，ンカルボニル法) 等の化学合成法に従って木発明のタンパク質を合成すること

ができる。また、各種の市販のぺプチ ド合成機を利用 して木発明のタンパク

質をそのア ミ ノ酸配列情報に基づいて合成することもできる。

００ また、遺伝子組換え技術によ り木発明のタンパク質を調製する場合には、

該タンパク質をコー ドする D N A を好適な発現系に導入することによ り木発

明のタンパク質を調製することができる。 これらの中でも、比較的容易な操

作でかつ大量に調製することが可能な遺伝子組換え技術による調製が好まし

００ なお、遺伝子組換え技術によって木発明のタンパク質を調製する場合に、

かかるタンパク質を細胞培養物から回収 し精製するには、硫酸アンモニウム

又はエタノール沈殿、酸抽出を行った後、アニオン又はカチオン交換ク ロマ

トグラフィー、ホスホセルロースク ロマ トグラフィー、疎水性相互作用ク ロ

マ トグラフィー、アフィニティーク ロマ トグラフィー、ハイ ドロキシアパタ

イ トク ロマ トグラフィー及びレクチンク ロマ トグラフィーを含めた公知の方

法が用いられ、好ましくは、高速液体ク ロマ トグラフィーが用いられる。

００ 3 特に、アフィニティーク ロマ トグラフィーに用いるカラムとしては、例え

ば、本発明のタンパク質に対するモノ ク ローナル抗体等の抗体を結合 させた

カラムや、上記本発明のタンパク質に通常のぺプチ ドタグを付加 した場合は

、このぺプチ ドタグに親和性のある物質を結合 したカラムを用いることによ

り、これらのタンパク質の精製物を得ることができる。また、上記のような

方法によ り作製 された本発明のタンパク質は、スズキ目由来の始原生殖細胞

、精原細胞及び 又は卵原細胞を特異的に検出する方法に用いることができ

る。

００ さらに、配列番号 2 、 、 6 、 8 又は 「０に示されるア ミ ノ酸配列におい

て 「若 しくは数個のア ミ ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加とされたア ミ ノ



酸配タ からなるタンパウ質、又は、配列表の配列番号 2 、 、 6 、 8 又は 「

に示されるア ミ ノ酸配列とそれぞれ 8 以上の相同性を有するア ミ ノ酸

配タ からなるタンパク質は、配列番号 2 、 、 6 、 8 又は 「０に示されるア

ミ ノ酸配列をコー ドする塩基配列の一例をそれぞれ示 した配列表の配列番号

「、 3 、 、 7 又は 9 に示される塩基配列の情報に基づいて当業者であれば

適宜調製又は取得することができる。例えば、配列番号 「、 3 、 、 7 又は

に示される塩基配列に基づいて合成 したオ リゴヌク レオチ ドをプライマー

に用いるポ リメ ラーゼ ・チェーン ・リアクシ ョン ( P C R反応 ) によって、

あるいは該塩基配列に基づいて合成 したオ リゴヌク レオチ ドをプローブとし

て用いるハイブリダイゼーシ ョンによって、ク ロマグロ以外のマグロよ り、

該 D N A のホモ ログを適当な条件下でスク リー二ングすることによ り単離す

ることができる。 このホモ ログ D N A の全長 D N A をク ロー二ング後、発現

ベクターに組み込み適当な宿主で発現させることによ り、該ホモ ログ D N A

によ りコー ドされるタンパク質を製造することができる。

００ オ リゴヌク レオチ ドの合成は、例えば、市販されている種々のD N A 合成

機を用いて定法に従って合成できる。また、 P C R反応は、アプライ ドバイ

オシステムズ社 ( p i sys s ) 製のサーマルサイクラ G e e

A C R S e ００を用い、T a D N A ポ リメ ラー

ゼ (タカラバイオ社製 ) やK D l (東洋紡績社製 ) などを使用

して、定法に従って行 う ことができる。

００ さらに、上記本発明のタンパク質とマーカータンパク質及び 又はぺプチ

ドタグとを結合 させて融合タンパク質とすることもできる。マーカータンパ

ク質としては、従来知 られているマーカータンパク質であれば特に制限され

るものではな く、例えば、ルシフェラーゼ、アルカ リフォス ファターゼ、H

R P 等の酵素、抗体の C 領域、G Y C D R e 、エ

クオ リン等の蛍光物質などを具体的に挙げることができ、またぺプチ ドタグ

としては、 、「 A G C 等のエ ピ トープタグや、G 、マル ト

ース結合タンパク質、ビオチン化ペプチ ド、オ リゴヒスチジン等の親和性タ



グなどの従来知 られているぺプチ ドタグを具体的に例示することができる。

かかる融合タンパク質は、常法によ り作製することができ、N i N T と

H i タグの親和性を利用 した本発明のタンパク質の精製や、本発明のタン

パク質の検出や、本発明のタンパク質に対する抗体の定量や、その他当該分

野の研究用試薬 としても有用である。

００ 次に、本発明のD N A としては、配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列から

なるタンパク質をコー ドする D N Aや、配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列

において、 「若 しくは数個のア ミ ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加された

ア ミ ノ酸配列からな り、かつ、マグロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク

質をコー ドする D N Aや、配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列と少な く とも

8 以上の相同性を有するア ミ ノ酸配列からな り、かつ、マグロ生殖細胞

に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N Aや、配列番号 「に示され

る塩基配列からなる D N A (ク ロマグロ V a a遺伝子) や、配列番号 「に

示される塩基配列に相補的な配列からなる D N A とス トリンジェン トな条件

下でハイブリダイズ し、かつ、マグロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク

質をコー ドする D N Aや、配列番号 「に示される塩基配列の一部から作製 し

たプライマー又はプローブとしての機能を有する塩基配列からなる D N A と

、ス トリンジェン トな条件下でハイブリダイズ し、かつ、マグロ生殖細胞に

特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N Aや、配列番号 「に示される

塩基配列において、 「若 しくは数個のア ミ ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付

加された塩基配列からな り、かつ、マグロ生殖細胞に特異的に発現するタン

パク質をコー ドする D N Aであれば特に制限されず、上記 「「若 しくは数個

の塩基が置換、欠失、挿入、又は付加された塩基配列」 とは、例えば 「～2

０個、好ましくは 「～「 個、よ り好ましくは 「～「０個、さらに好ましく

は 「～ 個の任意の数の塩基が置換、欠失、挿入、又は付加された塩基配列

を意味する。

００ 8 このように、マグロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする

木発明のD N Aは、マグロ V a a タンパク質の機能が損なわれない限り、



「又は複数の位置で 「又は数個のア ミ ノ酸が欠失、置換、挿入、又は付加さ

れたタンパク質をコー ドするものであってもよい。 このようなマグロ生殖細

胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする DN A は、例えば部位特異的

変異法によって、特定の部位の塩基を欠失、置換、挿入又は付加 して塩基配

列を改変することによっても取得することができる。また、上記のような改

変されたDN A は、従来知 られている突然変異処理によっても取得すること

ができる。 さらに、一般的にタンパク質のア ミ ノ酸配列及びそれをコー ドす

る塩基配列は、種問でわずかに異なることが知 られているので、ク ロマグロ

生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする DN A は、ク ロマグロ

以外のマグロから得ることが可能である。

また、本発明のDN A としては、配列番号 、6 、8 、又は 「０に示され

るア ミ ノ酸配列からなるタンパク質をコー ドする DN A や、配列番号 、6

、8 、又は 「０に示されるア ミ ノ酸配列において、 「若 しくは数個のア ミ ノ

酸の置換、欠失、挿入、又は付加されたア ミ ノ酸配列からな り、かつ、スズ

キ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする DN A や、

配列番号 、6 、8 、又は 「０に示されるア ミ ノ酸配列と少な く とも 8

以上の相同性を有するア ミ ノ酸配列からな り、かつ、スズキ目魚類の生殖細

胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする DN A や、配列番号 3 (マサ

バV a遺伝子) 、 (ゴマサバV a a遺伝子) 、7 (スマ ( U ynnus

a n ) V a a遺伝子) 、又は9 (二べ ( b a sukur i) V a a

遺伝子) に示される塩基配列からなる DN A や、配列番号 3 、 、7 、又は

「０に示される塩基配列に相補的な配列からなる DN A とス トリンジェン ト

な条件下でハイブリダイズ し、かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発

現するタンパク質をコー ドする DN Aや、配列番号 3 、 、7 、又は9 に示

される塩基配列の一部から作製 したプライマー又はプローブとしての機能を

有する塩基配列からなる DN A と、ス トリンジェン トな条件下でハイブリダ

イズ し、かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコ

ー ドする DN Aや、配列番号 3 、 、7 、又は9 に示される塩基配列におい



て、 「若 しくは数個のア ミ ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加された塩基配

列からな り、かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質

をコー ドする D N A であれば特に制限されず、上記 「「若 しくは数個の塩基

が置換、欠失、挿入、又は付加された塩基配列」 とは、例えば 「～2 O

好ましくは 「～「 個、よ り好ましくは 「～「０個、さらに好ましくは 「～
個の任意の数の塩基が置換、欠失、挿入、又は付加された塩基配列を意味

する。

００3０ スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする木発

明のD N A は、V a a タンパク質の機能が損なわれない限り、 「又は複数

の位置で 「又は数個のア ミ ノ酸が欠失、置換、挿入、又は付加されたタンパ

ク質をコー ドするものであってもよい。 このようなスズキ目魚類の生殖細胞

に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N A は、例えば部位特異的変

異法によって、特定の部位の塩基を欠失、置換、挿入又は付加 して塩基配列

を改変することによっても取得することができる。また、上記のような改変

されたD N A は、従来知 られている突然変異処理によっても取得することが

できる。

００3 例えば、これら 「若 しくは数個の塩基が置換、欠失、挿入、又は付加され

た塩基配列からなる D N A (変異 D N A ) は、上記のように、化学合成、遺

伝子工学的手法、突然変異誘発などの当業者に既知の任意の方法によ り作製

することもできる。具体的には、配列番号 「に示される塩基配列からなる D

N A に対 し、変異原となる薬剤を接触作用させる方法、紫外線を照射する方

法、遺伝子工学的な手法等を用いて、これらD N A に変異を導入することに

よ り、変異 D N A を取得することができる。遺伝子工学的手法の一つである

部位特異的変異誘発法は特定の位置に特定の変異を導入できる手法であるこ

とから有用であり、モ レキュラーク ロー二ング第 2 版 ( o lecu lar Ⅲ on ng

Iabo ra ory annu 2nd 日d o d pr ng a rbor Labo ra ory o d p

「 g a rbor ， ・， やカ レン トプロ トコールズ ・イン ・モ レキュラーバ

イオ ロジ ( Ur r n pro oco s in o cu a r o ogy upp n ～3



John y ons ( 8 ) ) 等に記載の方法に準 じて行 う ことができる

。 この変異 D N A を適切な発現系を用いて発現させることによ り、 「若 しく

は数個のア ミ ノ酸が置換、欠失、挿入、又は付加されたア ミ ノ酸配列からな

るタンパク質を得ることができる。

００ ｱ記 「ス トリジェン トな条件下」 とは、いわゆる特異的なハイブリッドが

形成され、非特異的なハイブリッドが形成されない条件をいい、具体的には

０ 以上、好ましくは 7 ０ 以上の相同性を有する D N A 同士がハイブ

リダイズ し、それよ り相同性が低いD N A 同士がハイブリダイズ しない条件

あるいは通常のサザンハイブリダイゼーシ ョンの洗いの条件である 6 。C、

「 x S S C溶液 ( 「倍濃度の S C溶液の組成は、 「 O 塩化ナ トリウ

ム、 「 クエン酸ナ トリウム) 、 ・ 「 S D S 、又は ・ 「 x S S C

、 ・ 「 S D S に相当する塩濃度でハイブリダイズする条件を挙げること

ができる。

００33 また、上記 「ス トリンジェン トな条件下でハイブリダイズする D N A 」 と

は、D N A 又はR N A などの核酸をプローブとして使用 し、コ ロ二一 ・ハイ

ブリダイゼーシ ョン法、プラークハイブリダイゼーシ ョン法、あるいはサザ

ンブロットハイブリダイゼーシ ョン法等を用いることによ り得 られる D N A

を意味 し、具体的には、コ ロ二一あるいはプラーク由来のD N A または該 D

N A の断片を固定化 したフィルターを用いて、 ・ 7 ～「・
O のN a C l

存在下、 6 。
Cでハイブリダイゼーシ ョンを行った後、 ・ 「～2 倍程度の

S C溶液を用い、 6 5。C条件下でフィルターを洗浄することによ り同定で

きる D N A を挙げることができる。

００3 ハイブリダイゼーシ ョンは、モ レキュラーク ロー二ング第 2 版等に記載さ

れている方法に準 じて行 う ことができる。例えば、ス トリンジェン トな条件

下でハイブリダイズすることができる D N A としては、プローブとして使用

する D N A の塩基配列と一定以上の相同性を有する D N A が挙げることがで

き、例えば 6 ０ 以上、好ましくは 7 ０ 以上、よ り好ましくは 8 ０ 以上

、さらに好ましくは 9 ０ 以上、特に好ましくは 9 以上、最も好ましく



は 9 8 以上の相同性を有する D N A を好適に例示することができる。

００3 本発明のD N A の取得方法や調製方法は特に限定 されるものでな く、木明

細書中に開示 した配列番号 「に示される塩基配列情報Xは配列番号 2 に示さ

れるア ミ ノ酸配列情報に基づいて適当なブローブやプライマーを調製 し、そ

れらを用いて当該 D N A が存在することが予測される c D N A ライブラ リー

をスク リー二ングすることによ り目的のD N A を単離 したり、常法に従って

化学合成によ り調製することができる。

００3 例えば、マグロから、常法に従って c D N A ライブラ リーを調製 し、次い

で、このライブラ リーから、本発明の遺伝子D N A に特有の適当なプローブ

を用いて所望ク ローンを選抜することによ り、本発明の遺伝子D N A を取得

することができる。また、マグロからの全 R N A の分離、 R N A の分離や

精製、 c D N A の取得とそのク ロー二ングなどはいずれも常法に従って実施

することができる。本発明の遺伝子D N A を c D N A ライブラ リーからスク

リー二ングする方法は、例えば、モ レキュラーク ロー二ング第 2 版に記載の

方法等、当業者によ り常用される方法を挙げることができる。

００3 本発明の組換えべクターとしては、前記本発明の遺伝子を含み、スズキ目

魚類の生殖細胞に特異的なタンパク質を発現することができる組換えべクタ

ーであれば特に制限されず、本発明の組換えべクターは、本発明のD N A を

動物細胞用の発現ベクターや、微生物用の発現ベクターに適切にインテグレ

イ トすることによ り構築することができる。かかる発現ベクターとしては、

宿主細胞において自立複製可能であるものや、あるいは宿主細胞の染色体中

へ組込み可能であるものが好ましく、また、本発明のD N A を発現できる位

置にプロモーター、エンハンサー、ター ミ ネーター等の制御配列を含有 して

いるものを好適に使用することができる。 また、上記のような方法によ り

作製 された本発明のD N A は、スズキ目由来の始原生殖細胞、精原細胞及び

又は卵原細胞を特異的に検出する方法に用いることができる。

００3 また、本発明の組換えべクターを用いて形質転換 された形質転換体を作出

することもできる。形質転換には、一般的に行われているいずれの形質転換



方法も利用することができる。例えばべクターをレ トロウイルス粒子、ラム

ダウイルス粒子にパッケージして、これを細胞中に移入することができる。

また、マイク ロインジェクシ ョン、エ レク トロポレーシ ョン、リン酸力ルシ

ウム沈降、バイオ リスティック法 (例えばタングステンボンバー ドメ ン ト)

によ り、あるいは裸の核酸ベクターも しくは構築物を溶液中の細胞 と接触さ

せることによ り導入することができる。 このうち、マイク ロインジェクシ ョ

ンによる導入が特に好ましい。マイク ロインジェクシ ョンは受精の前、受精

後、卵割後の二細胞、四細胞、も しくは八細胞期に行 う ことができる。得 ら

れた細胞は通常の方法で飼育することで生殖細胞を持つ発生個体、仔魚、稚

在 外在 計在へと成育させることができる。

また、本発明の抗体としては、モノ ク ローナル抗体、ポ リク ローナル抗体

、一木鎖抗体、ヒ ト化抗体、キメ ラ抗体、2つのエ ピ トープを同時に認識す

ることができる二機能性抗体等を例示することができる。 これら抗体は、慣

用のプロ トコールを用いて、動物 (好ましくはヒ ト以外 ) に本発明のタンパ

ク質又はエ ピ トープを含む断片、類似体等を投与することによ り産生され、

例えばモノ ク ローナル抗体の調製には、連続細胞系の培養物によ り産生され

る抗体をもたらす、ハイブリ ドーマ法 ( a ur 2 4 ) 、 トリ

オーマ法、ヒ ト日細胞ハイブリ ドーマ法 ( uno ogy oday 4 3)

及び 三 V ハイブリ ドーマ法 ( L L l l日 日

， pp an ・ ss I c・， 8 ) など任意の方法を用いることができ

る。また、上記抗体の a b断片や ( a b ) 断片等も、上記抗体と同

様に用いることができる。抗原としては本発明のV a a遺伝子によ りコー

ドされる 個以上、好ましくは6個以上、よ り好ましくは 「０個以上のア ミ

ノ酸からなるぺプチ ドを合成 して用いてもよいし、ファージ、大腸菌、放浪

菌、乳酸菌、酵母、培養細胞などの細胞に本発明のV a a遺伝子の一部X
は全部を発現させることによって得 られるものを用いてもよいし、魚類の個

体又は細胞からV a a遺伝子産物の全 は一部を精製 して用いてもよい

が、上記抗原の作製にあたっては、標的とするスズキ目魚類のV a a遺伝



子産物を特異的に認識する抗体を作製するために、V a a タンパク質のア

ミ ノ酸配列のうち、標的のスズキ目魚種に特有のア ミ ノ酸配列をコー ドする

遺伝子領域を選択することが好ましい。また、上記抗原による免疫の際には

、抗原をそのまま用いることも、ハプテンなどのような免疫増強剤、補助剤

に混濁 し又は結合 させて用いてもよい。

０００ これら抗体に、例えば、「 T C (フルオ レセインイソシアネー ト) 又は

テ トラメチルローダ ミ ンイソシアネー ト等の蛍光物質や、 「 2 3

、 「 C 3 S 又は 3 H等のラジオアイソ トープや、アルカ リホス ファタ

ーゼ、ペルオキシダ一ゼ、旧 一ガラク トシダ一ゼ又はフィコエ リ トリン等の

酵素で標識 したものや、グ リーン蛍光タンパク質 ( G P ) 等の蛍光発光タ

ンパク質などを融合 させた融合タンパク質を用いることによって、本発明の

タンパク質を免疫学的方法によ り検出 ・測定することができる。かかる免疫

学的方法としては、R A法、三 」 S A法、蛍光抗体法、プラーク法、ス

ポット法、血球凝集反応法、オクタ ロ二一法等の方法を挙げることができる

００ また本発明は、本発明の生殖細胞に特異的に発現するV a a タンパク質

をコー ドする D N A 及び 又は R N A の存在を検出するためのプライマー

セットに関する。例えば、マグロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク質を

コー ドする D N A 又は R N A の存在を検出するためのプライマーセットと

しては、これらタンパク質のD N A R N A 又は c D N A のうち、上流及

び下流の配列の一部とハイブリダイズ しうる相補的なプライマーセットであ

れば、プライマー配列の長さ及び核酸塩基配列のどの部位と相補的であるか

などは特に制限されず、例えば、これらのプライマーは、 側Xは 3 側

、又はその両方に、上記ペプチ ドのD N A R N A 又は c D N A配列と一

部に相補的ではない配列を含んでも、これらとハイブリダイズできる限り、

プライマーとして用いることができる。また、非特異的な増幅を防 ぐためや

、適当な制限酵素認識部位を導入するために、これらのD N A R N A 又

は c D N A と相補的でないミ スマッチ配列を持つプライマーを使用すること



ができる。

００ 本発明はまた、本発明の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ド

する D N A 及び 又は R N A の存在を検出するためのプローブに関する。

例えば、マグロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N A

又は R N A の存在を検出するためのプローブとしては、これらぺプチ ドを

コー ドする D N A ( c D N A ) 又はR N A ( c R N A ) とハイブリダイズ し

うるアンチセンス鎖の全部Xは一部であり、プローブとして成立する程度の

長さ (少な く とも 2 ０べ一ス以ｱ ) を有するものが好ましく、例えば、これ

らのプローブは、 側Xは 3 側、又はその両方に、上記ペプチ ドのD N

A 、 R N A 又は c D N A配列と一部に相補的ではない配列を含んでも、こ

れらとハイブリダイズできる限り、プローブとして用いることができ、また

、検出しやすいように、任意の配列を付加 したものを用いることができる他

、検出しやすいように 5 末端を標識 したものを用いることもでき、そのよ

うな標識としては、ビオチン、蛍光、又は 3 などを例示することができ

る。

００ 3 本発明の ドナー魚由来の始原生殖細胞、精原細胞又は卵原細胞の同定方法

としては、上記本発明のプライマーセットや標識化プローブを用いて、試料

中のマグロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N A 及び

又は R N A の存在を S ハイブリダイゼーシ ョン法等によ り

検出し、検出した場合に、試料中にマグロ由来の始原生殖細胞、精原細胞又

は卵原細胞が存在 していたと評価する方法であれば特に制限されないが、特

に簡便で精度の高い同定方法として、上記本発明のプライマーセットを用い

た P C R によ り増幅されたD N A 断片を、少な く とも 「種類以上の制限酵素

で処理 し、処理後のD N A 断片の長さを指標 とする方法を挙げることができ

る。上記方法において用いる制限酵素としては、制限酵素認識配列が増幅さ

れる ドナー魚 V a a遺伝子領域には存在するが、異種 レシピエン ト角、V a

a遺伝子領域には存在 しない制限酵素や、制限酵素認識配列が増幅される

ドナ V a a遺伝子領域には存在 しないが、異種 レシピエン ト角、V a a



遺伝子領域には存在する制限酵素や、制限酵素認識配列が増幅される ドナー

及び異種 レシピエン ト角、V a a遺伝子領域の両方に存在するが、存在する

認識配列の数が異なる制限酵素など、 P C R産物の制限酵素処理によ り、 ド

ナー由来 と異種 レシピエン ト魚由来 とでは異なる長さのD N A 断片を得るこ

とができるものであれば特に制限されず、好例として、 ドナーとしてマグロ

を選び、異種 レシピエン ト魚 として二べ、サバ、スマを選んだときは

1 を挙げることが出来る。上記 H a P を用いた同定方法としては、例えば

、配列番号 「 9 及び 2 ０に示す塩基配列からなるファース トプライマーセッ
トと、配列番号 2 「及び 2 に示す塩基配列からなる プライマ

ーセットとを用いた e d P C R を行い、得 られた P C R産物を制限

酵素 H a で処理 し、 「 6 b 及び 3 3 b のD N A 断片に消化された

場合に、上記 P C R産物がマグロ V a a遺伝子であると判定する方法を挙

げることができる。

００ この木発明の同定方法は、異種 レシピエン ト魚に移植 した ドナー魚由来の

生殖細胞の増殖及び 又は成熟を評価する方法として有用である。例えば、

マグロから分離 した始原生殖細胞を、ニベ、サバ、スマ、マダイ等のマグロ

に比べて種苗生産が簡単で効率が良い異種 レシピエン ト魚の初期胚への移植

、好ましくは初期発生段階の異種 レシピエン ト魚の腹腔内への移植によ り、

前記始原生殖細胞を生殖細胞系列への分化誘導を行 う ことができ、異種 レシ

ピエン ト魚個体中において、マグロ由来の始原生殖細胞が卵母細胞或いは精

原細胞に分化誘導され、更に卵子或いは精子に分化誘導されることによ り、

マグロの増殖や育種を行 う ことが可能となる。

００ 以下、実施例によ り木発明をよ り具体的に説明するが、本発明の技術的範

囲はこれらの例示に限定 されるものではない。

実施例

００ (ク ロマグロ精巣組織からのR N A抽出と c D N A 合成 )

個体の養殖雄ク ロマグロ ( 3 歳齢、体重約 ０ ) から精巣を摘出し

、 ドライアイス上で急速凍結 した。得 られた精巣組織から S O G 三 N 二



ッポンジーン社製 ) を用いて全 R N A を抽出し、D N A を分解するために 2

2 U l D R Q R N a a 一 e e D N a e (P e

a 社製 ) 、R N a e i h b (東洋紡株式会社製 ) 、 「 O

N a C 、 C l O D h h e

l (D T T ) を含む T C ( H 7 8 ) 溶液を加

え、 3 。
7 Cで 6 ０分間インキュベー トした。その後、フェノールイク ロ ロホ

ルム抽出及びエタノール沈殿を行い、全 R N A を精製 し、濃度および純度を

測定 した。 このようにして抽出した全 R N A を鋳型 として、一木鎖

c DNA 合成キットである R e a d Y 「 e

i S a d e a d (G 三 ヘルスケアバイオサイエン

ス株式会社製 ) を用いて c DNA を合成 した。

実施例 2

００ (ク ロマグロ V a a遺伝子配列の決定 )

次に、これまでに報告のある各魚種 (二ジマス、ゼブラフィッシュ、メダ

カ、ヨーロッパヘダイ、ぺヘ レイ、ティラ ピア、キンギ ョ、コイ ) のV a

a タンパク質におけるア ミ ノ酸配列を比較 した。 これら配列中から、相同性

が高 くク ロマグロ V a a タンパク質においても保存されていると期待 され

る領域を選び、配列番号 「 「及び 「 2 に示される d e e e

e を作製 した。 これらプライマーを用い、実施例 「で合成 した c D

N A を鋳型 として P C R反応を行い、ク ロマグロ V a a遺伝子に由来する

と予想 される D N A 断片を増幅 した。得 られたD N A 断片の塩基配列をA

3 「００ A V a n ジェネティックアナライザ ( A

i e d e 社製 ) によ り決定 した。

００ 8 決定 された塩基配列を基に、配列番号 「 3 に示される R A C 三 プライ

マ A 及び配列番号 「 に示される 3 R A C 三 プライマーを設計 し、G e

e R a C e T K ( v i e ) を用いて R A C 三 一

P C R反応を行い、ク ロマグロ V a a遺伝子の 側配列及び 3 側配列

を増幅 した。 及び 3 側の塩基配列を決定 し、上記の塩基配列と繋ぎ合



わせて、全長ク ロマグロ V a a遺伝子の塩基配列を得た。なお、 末端

については、鋳型であるク ロマグロ V a a の c D N A がへア ピン構造をと

り、 R A C 三 プライマ A のみでは 末端まで配列を増幅できなかっ

た。そのため、 R A C 三 プライマ A を用いたR A C 三 C R反応で

決定 された塩基配列から配列番号 「 に示される R A C 三 プライマー日

を新たに設計 し、再度 R A C 三 C R反応を行 う ことで、 末端のD N

A断片を増幅し配列番号 に示される全長ク ロマグロ V a a 塩基配列なら

びに配列番号 2 に示されるク ロマグロ V a a ア ミ ノ酸配列を決定 した。同

様の手法を用いて、マサバのV a a遺伝子 (配列番号 3 ) 、ゴマサバのV

a a遺伝子 (配列番号 ) 、スマ ( U ynnus a n s ) のV a a遺伝子

(配列番号 7 ) 、及び、ニベ ( b a suku r i ) V a a遺伝子 (配列番

号 9 ) を決定 し、さらにそれぞれの遺伝子配列に対応するア ミ ノ酸配列

(配列番号 、6 、8 、 「０) を決定 した。

実施例 3

００ ( N A プローブの作製 )

まず、実施例 「で合成 した c D N A を鋳型 として、配列番号 「 に示され

るプライマー及び配列番号 「6 に示されるプライマーを用いたP C R反応に

よ り配列番号 「7 に示される 「０9 ０b のク ロマグロ V a a 断片を増幅

した。得 られたD N A 断片を G 三 T e ベクター ( P e

a社製 ) に挿入 しサブク ロー二ングした。作製 したべクターを鋳型 として

、ジゴキシゲニン ( D x i e i : D G) 標識ウ リジン 3 リン

酸 ( D G 「 「 T ; c h e 社製 ) 及びR NA ポ リメ ラーゼ ( S

P 6又はT 7 R NA ポ リメ ラーゼ ; 社製 ) を使用 したインビ

トロ転写反応よ り、センス鎖およびアンチセンス鎖のR NA プローブを合成

した。

実施例 4

０００ ( S ハイブリダイゼーシ ョン)

ブアン液で固定 されたク ロマグロ精巣組織から の切片を調製 し、ス



ライ ドグラス上に伸展 し、組織切片標本を作製 した。実施例 3 で作製 したR

NA プローブを 「 含むハイブリダイゼーシ ョン反応液 ( ０
l の R N A ０ ホルムア ミ ド、 ０ のへパ リン、 「

S D S を含む X S S C溶液 ( H ) を切片に乗せ、6 。Cで 「8

時間反応 させた。その後、 ０ ホルムア ミ ドを含む 「 x S C C溶液で リン

ス し、 「 x T S T溶液へ置換 した後、ハイブリダイゼーシ ョン用ブロッキ

ング溶液 ( 社製 ) で 時間インキュベー トした。

００ 続いて、T S A T D N P A P S e パーキンェル

マージヤパン) を用いてシグナルの増幅を行った。エ程 としては、ブロッキン

グ後の切片標本を、西洋ワサビペルオキシダ一ゼ標識一抗 D G 、 a bフ

ラグメ ン ト (A i D O D a b f a e : R

C h e社製 ) で 3 ０分間インキュベー トし、d h e l

( DN ) 標識チラ ミ ドをスライ ドグラスに滴下することからなる。その後

、アルカ リフォス ファターゼ (A P ) 標識一抗 DN 抗体で 3 ０分間インキ

ュベー トした。抗体溶液を洗浄 した後、A の発色基質である N T C

溶液 ( ニ トロブルーテ トラゾリウムイ ブロモー ク ロ ロー 3

イン ドリー リン酸溶液 ; 社製 ) を用い発色反応を行った。最後に

N c e a a R e d (V e c a b a

e 社製 ) でカウンター染色を行い、封入剤として 三 e l l a N

e w ( e C 社製 ) を用いて封入 した。

００ さらに、本実験では、ニベ ( b a suku r i) V a a遺伝子に特異的

にハイブリダイズする R NA プローブならびに二べ ( b a sukur ) 精

巣組組織切片を作製 し、ネガティブコ ン トロールとして用いた。 R NA プロ

ーブは、配列番号 「8 に示す二べ ( b a sukur ) に特異的なV a a

遺伝子配列を G 三 T e ベクタ ( P e a 社製 ) に挿

入 し、それを鋳型 として実施例 3 と同様の方法でインビ トロ転写反応を行い

作製 した。また、実施例 の方法に従って二べ ( b a sukur ) 精巣組

織切片標本を作製 し、 S ハイブリダイゼーシ ョンを行った。



００ 3 i S ハイブリダイゼーシ ョンの結果、図 「に示すように、2歳

齢ク ロマグロの精巣において精原細胞に特異的なシグナルが検出された。ま

た、図 2 に示すように、ネガティブコ ン トロールとして用いた二べ ( b a

suku r ) 精巣組織ではク ロマグロ V a a R プローブの顕著なシグナ

ルは認められなかったことから、本実験で作製 されたR NA プローブはク ロ

マグロ V a aに特異的にハイブリダイスすると考えられる。 さらに、ニベ

( b a sukur V a aのR NA プローブを用いた実験の結果、ニベ

( b a suku r ) 精巣組織では強いシグナルが検出されたのに対 し、ク

ロマグロ精巣では顕著なシグナルは認められなかった (図 2 ) 。以上のこと

から、ク ロマグロ V a a 列をもとに設計されたR NA プローブは、ク ロ

マグロ生殖細胞の特異的な検出に有用である可能性が強 く示唆された。同様

に二べ ( b a sukur i) V a a配列をもとに設計されたR NA プロー

ブは、ニベ ( b a sukur ) 生殖細胞の特異的な検出に有用である可能

性が強 く示唆された。

実施例 5

００ (ク ロマグロ生殖細胞由来 V a a遺伝子の検出方法の確立)

二べ ( b a sukur ) 生殖腺内に移植 したク ロマグロ生殖細胞の存在

を検出するために、微量な DN A からでも特異性の高い増幅が可能な e

e d C Rと、制限酵素による処理とを組み合わせた、簡便かつ精度の高

いク ロマグロ V a a遺伝子検出方法を確立した。図 3 にク ロマグロ V a

a 遺伝子配列とホモ ロジーの高い二べ ( b a sukur ) のV a a遺伝

子領域を示すとともに、実験に使用 したプライマー及び制限酵素 a 認、

識サイ トの位置を示す。

００ (「) サンプル調製

ク ロマグロまたはニベ ( b a sukur ) の未成熟卵巣から 2 ミ り角の

卵巣片を採取 し、解剖用ハサ ミ によ り細切 した後、 トリプシン処理によ り細

胞を分散させた。得 られた両種の細胞懸濁液の細胞密度を血球算定盤を用い

て測定 した後、それぞれの懸濁液を目的の細胞数になるよう調整 し混合 した



。また、ニベ ( b a suku r ) 卵巣細胞を 「０6 に対 して、マグロ卵

巣細胞を 「０「個混合するサンプルを調整する際には、ク ロマグロ卵巣細胞

を正確な数量採取するため、ガラス製マイク ロキヤ ピラ リーを装着 したマイ

ク ロインジェクターを用いて、実体顕微鏡下での細胞分取を行った。

００ ( 2 ) e e P C R

調整 した混合液中の細胞から、 k r p o 日 rac on ( 日

h hca r 社製 ) を用いて R NA を抽出し、 up r cr as v rs

ra sc r p as ( rog n社製 ) を用いて c D N A を合成 した。

e P C は、配列番号 「9 及び 2 ０に示す塩基配列からなるファース トプ

ライマーセットと、配列番号 2 「及び 2 に示す塩基配列からなる

e d プライマーセットを用いて行った。 P C R反応液は、T a a a 三 X

a q ( T a a a 社製 ) を使用 し、試薬に添付されたプロ トコールに従っ

て調整 した。 P C R反応条件は、9 。C、2 分間の熱変性 ;
。

9 C、3 ０秒

の熱変性、6 。０C、3 ０秒のアニー リング、7 。C、3 ０秒の伸長反応を3

サイクル ; 7 。C、3分間伸長反応であった。図 「に示すように、

e d P C Rによ り、 「０3～「０6 C e l のマグロ卵巣由来 c D

N A を含むサンプルでは、強いシグナルが検出された。一方、ニベ ( b a

suku r ) 卵巣由来 c D N A のみ、又は含まれる 「０ C e l のク ロマ

グロ卵巣由来 c D N A の場合には、 e d P C Rによるシグナルを検

出することができなかった。以上のことから、本実施例の e e d P C

Rによ り、ク ロマグロ V a a遺伝子が特異的に増幅されることが示唆され

た０

００ ( 3 ) 制限酵素 a 処理

次に、増幅された遺伝子断片が、宿主である二べ ( b a sukur ) の

ものではな く、ク ロマグロ由来であるかどうかを確認するために、制限酵素

を用いて P C R産物を消化 した。ク ロマグロとニベ ( b a sukur i ) V

a a遺伝子配列は非常にホモ ロジーが高いため、 e d P C Rによ

り両方の遺伝子がともに増幅されてしまう可能性が高い。 しかし、図 3 に示



すように、ク ロマグロの配列には存在する a 1認識配列が、ニベ ( a

suku r ) には存在 しない。そこで、制限酵素 a による消化を検出

することによ り、増幅された P C R産物がク ロマグロ由来であるか二べ ( b

a suku r ) 由来であるかを判定することが可能である。実際に実験を行

った結果、 e P C Rによ り増幅されるV a a遺伝子m ( 「 7

b ) H a によ り消化することで、 「 6 b と 3 3 b の断片が

得 られた (図 )

実施例 6

００ 8 この消化されたサンプルの P C R産物のシークエンスを確認 した結果、ク

ロマグロの配列と一致することが明らかとなった。以上のことから、この

e P C R と H a 1処理を組み合わせた検出方法は、シークエンス

解析をする必要がな く、ク ロマグロ V a a遺伝子を特異的に検出できる優

れた方法であり、この検出方法を用いることによ り二べ ( b a sukur

) 生殖腺 と混在するク ロマグロ生殖細胞の検出が簡便に行えることが示され

た０

実施例

００ さらに、ク ロマグロの代理親としての使用の可能性が考えられるサバ及び

スマに関しても同様の検討を行った。図 6 に示すように、ク ロマグロ、ニベ

( b a sukur ) サバ、及びスマ ( u ynnus a n s ) a遺

伝子配列はいずれも高いホモ ロジーを示すが、 a 認識配列が存在する

のはク ロマグロのみである。実施例 と同様に e d P C Rを行った

結果、サバとスマ (日u ynnus a n s ) ではいずれも強いシグナルが得 られ

た。 この P C R産物をH a で処理 した結果、サバとスマの遺伝子断片は

消化されず、ク ロマグロの遺伝子断片のみが消化された (図 7 ) 。 これらの

結果は、この e d P C R と a 1 を組み合わせた検出方法が、ニ

ベ ( b a sukur ) だけでな くサバやスマ (日uthynnus a n s ) を代理

親として用いた場合にも、ク ロマグロ生殖細胞の検出方法として応用できる

ことを示唆 している。



産業上の木 用可能性

代理親魚技法によ り移植 した ドナー魚由来の生殖細胞が異種 レシピエン ト

魚生殖巣内で増殖 ・成熟 しているかを調べるためには、生殖細胞に特異的に

発現 しており、なおかつ、レシピエン ト魚 と ドナー魚を判別できる形質を指

標にする必要がある。生殖細胞特異的遺伝子であるV a a遺伝子は、始原

生殖細胞および精原 卵原細胞に特異的であり、体細胞には発現が認められ

ない。本発明では、マグロ、マサバ、ゴマサバ、スマ、及び二べのV a a

遺伝子配列を決定 し、その遺伝子発現を生殖細胞のマーカーとして用いるこ

ととした。 さらに、本発明によると、魚類で高度に保存されたV a a遺伝

子配列の中から、シークエンス解析をすることな く、マグロ V a a遺伝子

のみを特異的に検出することが可能であるため、レシピエン ト魚生殖腺中の

マグロ由来生殖細胞を確実かつ簡便に識別することができる結果、マグロの

増殖や育種を効率よ く行 う ことが可能となる。また、上記の知見を応用する

ことによ り、マグロのみならず、他のスズキ目魚類を ドナーとして用いた場

合にも、 ドナー魚由来の生殖細胞を異種 レシピエン ト魚の生殖腺内から効率

よ く検出できる。



請求の範囲

以下の ( A ) ( ) 又は ( C ) に示されるタンパク質。

( A ) 配列表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列からなるタンパク質

( ) 配列表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列において、 「若 しくは数

個のア ミ ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加されたア ミ ノ酸配列からな り、

かつ、マグロ生殖細胞に特異的に発現するタンパク質

( C ) 表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列と少な く とも 8 以上

の相同性を有するア ミ ノ酸配列からな り、かつ、マグロ生殖細胞に特異的に

発現するタンパク質

以下の ( A ) ( ) 又は ( C ) に示されるタンパク質をコー ドする D N A

( A ) 配列表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列からなるタンパク質

( ) 配列表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列において、 「若 しくは数

個のア ミ ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加されたア ミ ノ酸配列からな り、

かつ、マグロの生殖細胞に特異的に発現するタンパク質

( C ) 表の配列番号 2 に示されるア ミ ノ酸配列と少な く とも 8 以上

の相同性を有するア ミ ノ酸配列からな り、かつ、マグロ生殖細胞に特異的に

発現するタンパク質

3 以下の ( A ) ( ) ( C ) 又は ( D ) に示される D N A

( A ) 配列表の配列番号 「に示される塩基配列からなる D N A

( ) 配列表の配列番号 「に示される塩基配列に相補的な配列からなる D N

A とス トリンジェン トな条件下でハイブリダイズ し、かつ、マグロ生殖細胞

に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N A

( C ) 表の配列番号 「に示される塩基配列の一部から作製 したプライマ

ー又はプローブとしての機能を有する塩基配列からなる D N A と、ス トリン

ジェン トな条件下でハイブリダイズ し、かつ、マグロ生殖細胞に特異的に発

現するタンパク質をコー ドする D N A

( D ) 表の配列番号 「に示される塩基配列において、 「若 しくは数個の



塩基の置換、欠失、挿入、又は付加された塩基配列からな り、かつ、マグロ

生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N A

以下の ( A ) ( ) 又は ( C ) に示されるタンパク質。

( A ) 配列表の配列番号 、 6 、 8 、又は 「 に示されるア ミ ノ酸配列から

なるタンパク質

( ) 配列表の配列番号 、 6 、 8 、又は 「 に示されるア ミ ノ酸配列にお

いて、 「若 しくは数個のア ミ ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加されたア ミ

ノ酸配列からな り、かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタン

パク質

( C ) 表の配列番号 、 6 、 8 、又は 「 に示されるア ミ ノ酸配列と少

な く とも 8 以上の相同性を有するア ミ ノ酸配列からな り、かつ、スズキ

目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質

以下の ( A ) ( ) 又は ( C ) に示されるタンパク質をコー ドする D N A

( A ) 配列表の配列番号 、 6 、 8 、又は 「 に示されるア ミ ノ酸配列から

なるタンパク質

( ) 配列表の配列番号 、 6 、 8 、又は 「 に示されるア ミ ノ酸配列にお

いて、 「若 しくは数個のア ミ ノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加されたア ミ

ノ酸配列からな り、かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタン

パク質

( C ) 表の配列番号 、 6 、 8 、又は 「 に示されるア ミ ノ酸配列と少

な く とも 8 以上の相同性を有するア ミ ノ酸配列からな り、かつ、スズキ

目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパウ質

以下の ( A ) ( ) ( C ) 又は ( D ) に示される D N A

( A ) 配列表の配列番号 3 、 、 7 、又は 9 に示される塩基配列からなる D

N A

( ) 配列表の配列番号 3 、 、 7 、又は 9 に示される塩基配列に相補的な

配列からなる D N A とス トリンジェン トな条件下でハイブリダイズ し、かつ



、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N

A

( c ) m 表の配列番号 3 、 、 7 、又は 9 に示される塩基配列の一部から

作製 したプライマー又はプローブとしての機能を有する塩基配列からなる D

N A と、ス トリンジェン トな条件下でハイブリダイズ し、かつ、スズキ目角、

類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ドする D N A

( ) m 表の配列番号 3 、 、 7 、又は 9 に示される塩基配列において、

「若 しくは数個の塩基の置換、欠失、挿入、又は付加された塩基配列からな

り、かつ、スズキ目魚類の生殖細胞に特異的に発現するタンパク質をコー ド

する D N A

請求項 2 、 3 、 、又は 6 に記載のD N A を含む組換えべクター。

8 請求項 7 に記載の組換えべクターを用いて形質転換 された形質転換体。

請求項 「又は に記載のタンパク質と、マーカータンパク質及び 又はぺプ

チ ドタグとを結合 させた融合タンパク質若 しくは融合ペプチ ド又はそれらの

塩。

０ 請求項 「若 しくは に記載のタンパク質、若 しくは請求項 9 に記載の融合タ

ンパク質若 しくは融合ペプチ ド又はそれらの塩に対する抗体。

請求項 「又は に記載のタンパク質をコー ドする D N A 及び 又は R N A

の存在を検出するためのプライマーセット若 しくはプローブ。

請求項 「 「に記載のプライマーセット若 しくはプローブを使用することを特

徴 とする、異種 レシピエン ト魚に移植 したスズキ目ドナー魚由来の始原生殖

細胞、精原細胞又は卵原細胞の検出方法。

3 請求項 「 「に記載のプライマーセットを使用 した C R によ り増幅されたD

N A 断片を、少な く とも 「種類以上の制限酵素で処理 し、消化された 又は

消化されなかったD N A 断片の長さを指標 として、該増幅されたD N A 断片

がスズキ目ドナー魚由来であるかどうかを判定することを特徴 とする請求項

1 2 に記載の検出方法。

スズキ目ドナー魚が、マグロであることを特徴 とする請求項 1 2 又は 1 3 に



記載の検出方法。

以下の ( A ) 及び ( ) の特徴を含む請求項 「 に記載の検出方法。

( A ) プライマーセットが、請求項 「に記載のタンパク質をコー ドする D N

A に内在する制限酵素 a 1認識配列を含む領域を増幅するように設計さ

れていること ;

( ) 該プライマーセットを用いた P C R によ り増幅されたD N A 断片を、

a 1によ り処理 し、消化された場合に該 D N A 断片がク ロマグロ D N A

由来であると判定すること ;

C Rが、配列番号 「 9 及び 2 ０に示す塩基配列からなるファース トプライ

マーセットと、配列番号 2 「及び 2 2 に示す塩基配列からなる

プライマーセットとを用いた e P C R であることを特徴 とする請

求項 「 に記載の検出方法。

請求項 「０に記載の抗体を使用することを特徴 とする、異種 レシピエン ト角、

に移植 したスズキロ ドナー魚由来の始原生殖細胞、精原細胞又は卵原細胞の

検出方法。

8 スズキロ ドナー魚が、マグロであることを特徴 とする請求項 「 7 に記載の検

出方法。

請求項 「 2 ～「 8 のいずれかに記載の検出方法を含む、異種 レシピエン ト角、

に移植 したスズキロ ドナー魚由来のマグロ生殖細胞の増殖及び 又は成熟を

評価する方法。

０ スズキロ ドナー魚が、マグロであることを特徴 とする請求項 「 9 に記載の評

価する方法。











INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/JP2008/000743
A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
C12N15/09(2006 .01) i , C07K14/46 (2006 .01) i, C07K16/18 (2006 .01) i, C07K19/00
(2006. 01)i, C12 l/68(2006.01) i

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)
C12N15/09 , C07K14/46 , C07K16/18 , C07K19/00 , C12Q1/68

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)
EDLINE/CAplus/BIOSIS/WPIDS (STN) , JSTPlus/ J EDPlus/ JST7580 (JDreamll )

GenBank/E BL/DDBJ/GeneSeq, UniProt/GeneSeq

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

X WU, G .-C. et al ., Vasa protein", Swissprot, 4 - 8
Ϋ Accession Q27ID5, (2006.10.31), [retrieved on 1 - 15 Ϊ 7-2 0

2008-06-20], Retrieved from the Internet :<URL :
http ://www.ncbi .nlm.nih.gov/entrez/viewer .
fcgi?db=protein id=123891708>, full text

X CARDINALI, M . et al ., Hormonal regulation of 4 - 8 , 1 1
Ϋ vasa-like messenger RNA expresion in the ovary 1 - ϊ 5 , ϊ 7 - 2 0

of the marine teleost Sparus aurata" Biol .
Reprod., (2004), Vol. 70, pp. 737-743, full text
(particularly, Fig.l, Fig. 2 )

Further documents are listed in the continuation of Box C. See patent family annex.

* Special categories of cited documents: "T" later document published after the international filing date or pπoπty
"A" document defining the general state of the art which is not considered to date and not in conflict with the application but cited to understand

be of particular relevance the pπnciple or theory underlying the invention

"E" earlier application or patent but published on or after the international filing "X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
date considered novel or cannot be considered to involve an inventive

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is step when the document is taken alone

cited to establish the publication date of another citation or other "Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
special reason (as specified) considered to involve an inventive step when the document is

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other means combined with one or more other such documents, such combination

"P" document published pπor to the international filing date but later than the being obvious to a person skilled in the art

pπoπty date claimed "&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report
2 3 June , 2 0 0 8 ( 2 3 . 0 6 . 0 8 ) 0 8 July , 2 0 0 8 ( 0 8 . 0 7 . 0 8 )

Name and mailing address of the ISA/ A thonzed officer
Japanese Patent Office

Facsimile No. Telephone No.
Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2007)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/JP2008/000743

C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

JP 2003-235558 A (Japan Science and Technology 1-15, 17-20
Corp .),
26 August, 2003 (26.08.03),
Full text (particularly, Claim 1 ; Par. Nos .
[0025] , [0031] , [0036] , [0040] , [0046] to
[0048] )
(Family: none)

YOSHIZAKI, G . et al ., Cloning and 1-15, 17-20
characterization of a vasa-Like gene in
rainbow trout and its expression in the germ
cell lineage", MoI. Reprod. Dev., (2000),
Vol. 55, pp. 364-371, full text (particularly,
Fig.l, page 365, right row, line 1 to page
366, left row, line 6 )

KNAUT, H . et al ., An evolutionary conserved 1-15, 17-20
region in the vasa 3'UTR targets RNA
translation to the germ cells in the Zebrafish",
Current Biology, (2002), Vol. 12, pp. 454-466,
full text (particularly, pages 464-465,
"Isolation of vasa orthologs from different
teleosts" )

KOBAYASHI, T . et al ., "Differential expression 1-15, 17-20
of vasa homologue gene in the germ cells during
oogenesis and spermatogenesis in a teleost
fish, tilapia, Oreochromis niloticus", Mech.
Dev., (2000), Vol. 99, pp. 139-142, full text
(particularly, page 139, "1 .1 .Isolation and
characterization of tilapia vas cDNA" )

XU, H . et al ., "Differential expression of 1-15, 17-20
vasa RNA and protein during spermatogenesis
and oogenesis in the Gibel Carp (Carassius
auratus gibelio) , a bisexually and
gynogenetically reproducing vertebrate",
Dev. Dynam., (2005), Vol. 233, pp. 872-882,
full text (particularly, Fig.l, page 873,
"Isolation of a full-length vasa cDNA" )

P ,X Kazue NAGASAWA et al ., "Chikuyo Kurumaguro 1-15, 17-20
Seishokusennai ni Okeru vasa Idenshi no
Hatsugen Kaiseki", Abstracts for the Annual
Meeting of the Japanese Society of Fisheries
Science, (25 September, 2007 (25.09.07)),
Vol. 2007 Shuki, page 94, full text

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2007)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/JP2008/000743

C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

P ,A Yutaka TAKEUCHI et al ., "Seigen Saibo no 1-20
Ishukan Ishoku Gijutsu no Kaisangyo eno Oyo
1 . Nibe o Shukushu to shite ochiita Kiban
Gijutsu no Kakuritsu", Abstracts for the Annual
Meeting of the Japanese Society of Fisheries
Science, (28 March, 2007 (28.03.07)), Vol. 2007,
page 43, full text

YOSHIZAKI, G., Developmental biotechnology 1-20
using germ cell transplantation in salmonids"
Nippon Suisan Gakkaishi, (2006), Vol. 72, No .5,
pp. 954-955, full text

YOSHIZAKI, G . et al., Green fluorescent 1-20
protein labeling of primordial germ cells
using a nontransgenic method and its
application for germ cell transplantation
in Salmonidae" , Biol. Reprod., (2005),
Vol. 73, pp. 88-93, full text

OKUTSU, T . et al ., "Testicular germ cells can 1-20
colonize sexually undifferentiated embryonic
gonad and produce functional eggs in fish",
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (2006), Vol. 103,
No. 8 , pp. 2725-2729, full text

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2007)



国際調査報告 国際出願番号 ノ ノ

A ・ 発明の属する分野の分類 国際特許分類 ( I P C ) )

IntCl C12N15/09(2006. 01) i , C07K14/46 (2006. 01) i , C07K16/18 (2006. 01) i , C07K19/00 (2006. 01) i ,
C12Ql/68(2006. 01) i

B ・ 調査を行 た分野
調査を行 た最小限資料 (国際特許分類 ( I PC) )

IntCl C12N15/09, C07K14/46, C07K16/18, C07K19/00, C12Q1/68

最小限資料以外の資料て調査を行 た分野に含まれるもの

国際調査て使用した電子テ タ ス テ タ ス の名称、調査に使用した用 き

MEDLINE/CAplus/BIOSIS/WPIDS (STN)

JSTPlus/JMEDPlus/JST7580(JDreamII)

GenBank/EMBL/DDBJ/GeneSeq, UniProt/GeneSeq

C ・ 関連する 認められる文献
引用文献の 関連する
カテ ホ 引用文献名 及ひ 部の箇所か関連する きは、 その関連する箇所の表示 請求の範囲の番号

X WU,G.-C. et al., "Vasa protein", Swissprot, Accession Q27ID5, (2006.10.31) 4-8
, [retrieved on 2008-06-20], Retrieved from the Internet

Y <URL http7/www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=1238 1-15,17-20
91708>,

X CARDINALI, M. et al., "Hormonal regulation of vasa-like messenger RNA 4-8,11
expression in the ovary of the marine teleost Sparus aurata"

Y Biol. Reprod., (2004), Vol.70, pp.737-743, . Fig.l, Fig.2 ) 1-15,17-20

洋 C 欄の続きにも文献か 挙 されて る。 ヴ テ y ト ア に関する別紙を参 。

ホ 引用文献の力テ の日の役に公表 された文献
ΓA 特に関連のある文献てはな < 、 般的技術水準を示す ΓT 国際出願 日又は優先 日後に公表 された文献てあ て

もの 出願 矛盾するものてはな 、発明の原理又は理論
ΓE 国際出願 日前の出願または特許てあるか、国際出願 日 の理解のために引用するもの

以後に公表 されたもの ΓX 特に関連のある文献てあ て、 当該文献のみて発明
ΓL 優先権主張に疑義を提起する文献又は他の文献の発行 の新規性又は進歩性かな 考えられるもの

日若し は他の特別な理 由を確立するために引用す ΓY 特に関連のある文献てあ て、 当該文献 他の 1 以
る文献 理由を付す 上の文献 t の、当業者に て自明てある組合 に

ΓO 口頭によ る開示、使用、展示等に言及する文献 よ て進歩性かな 考えられるもの
rp 国際出願 日前て、か 優先権の主張の基礎 なる出願 Γ& J 同 テ ト ア 文献

国際調査を完了した日 国際調査報告の発送 日
2 3 . 0 6 . 2 0 0 0 8 . 0 7 . 2 0 0

国際調査機関の名称及ひあて先 特許庁審査官 権限のある職員 4 B 3 3 3 4

日本国特許庁 ( I S Aノ J P ) 佐藤 巌
郵便番号 1 0 0 8 9 1 5

東京都千代田区霞か関三T 4 番 号 電話番号 0 3 3 5 8 1 1 1 0 1 内線 3 4 4

様式 P C T ノ I S A ノ2 1 0 (第 2 - ) ( 2 0 0 7 午 4 月 )



国際調査報告 国際出願番号

C (続き) 関連する と認められる文献
引用文献の 関連する
カテ ホ 引用文献名 及び 部の箇所か関連する ときは、その関連する箇所の表示 請求の範囲の番号

JP 2003-235558 A (科学技術振興事業団) 2003.08.26, 1-15,17-20
全文(特に請求 l，段落 [0025] , [0031] , [0036] , [0040]

[0046] ～[0048] 参照)

( ァ なし)

Y YOSHIZAKI, G. et al., "Cloning and characterization of a vasa-Like gene in 1-15,17-20
rainbow trout and its expression in the germ cell lineage",

MoI. Reprod. Dev., (2000), Vol.55, pp.364-371,
全文(特に Fig・1，365 頁右列 1行～366 頁左列 6 f 参照)

Y KNAUT, H. et al., "An evolutionary conserved region in the vasa 3'UTR 1-15,17-20
targets RNA translation to the germ cells in the Zebrafish",

Current Biology, (2002), Vol.12, pp.454-466, ( 464-465 H " Isolation
of vasa orthologs from different teleosts" )

Y KOBAYASHI,T. et al., "Differential expression of vasa homologue gene in 1-15,17-20
the germ cells during oogenesis and spermatogenesis in a teleost fish,
tilapia, Oreochromis niloticus",

Mech. Dev., (2000), Vol.99, pp. 139-142, ( 139 H "1.1.Isolation and
characterization of tilapia vas cDNA" i

Y XU, H. et al., "Differential expression of vasa RNA and protein during 1-15,17-20
spermatogenesis and oogenesis in the Gibel Carp (Carassius auratus
gibelio), a bisexually and gynogenetically reproducing vertebrate",

Dev. Dynam., (2005), Vol.233, pp.872-882, ( Fig.l, 873 'Tsolation
of a full-length vasa cDNA" )

P，X 長澤一衛ら，畜養ク グ 生殖腺内における vasa 遺伝子の発現解析 ， 1-15,17-20
日本水産学会大会講演要旨集，(2007・9・25), Vol.2007秋季，p・94，全文

P，A 竹内裕 ら，惰原細胞の異種間移植技術の海産魚 の応用 1・ を宿主 して 1-20

用 た基盤技術の確
日本水産学会大会講演要旨集，(2007・3・28), Vol.2007，p・43，全文

A YOSHIZAKI, G., "Developmental biotechnology using germ cell 1-20

transplantation in salmonids"
Nippon Suisan Gakkaishi, (2006), Vol.72, No.5, pp.954-955,

YOSHIZAKI, G. et al., "Green fluorescent protein labeling of primordial 1-20

germ cells using a nontransgenic method and its application for germ cell
transplantation in Salmonidae",

Biol. Reprod., (2005), Vol.73, pp.88-93,

OKUTSU, T. et al., "Testicular germ cells can colonize sexually 1-20

undifferentiated embryonic gonad and produce functional eggs in fish",
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (2006), Vol.103, No.8, pp.2725-2729,

様式 P C T ノ I S A ノ2 1 0 (第 2 - ジの続き 2 0 0 7 午 4 月


	front-page
	description
	claims
	drawings
	wo-search-report
	wo-search-report

