
(57)【要約】

本発明は、生化学的に均質な状態を得るために精製され

、少なくとも1IU/mgタンパク質(ヒト免疫グロブリン)の

比活性を有する、グレーブス病患者の血清から得られた

抗TSH受容体アフィニティー精製ポリクローナルヒト自

己抗体(TSHR-Auto-Ab)、および/または、機能的なヒトT

SH受容体の結合部位で前者と競合する動物抗体の使用で

あって、グレーブス病に関して検査されるべき患者の生

物体液試料中にある抗TSH受容体自己抗体(TSHR-Auto-Ab

)を臨床的に同定する免疫学的測定方法における特異的

結合試薬としての使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル
ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)、 お よ び /ま た は 、 機 能 的 な ヒ ト TSH受 容 体 の 結 合 部 位 で こ れ
ら と 競 合 す る 動 物 抗 体 の 使 用 で あ っ て 、
　 グ レ ー ブ ス 病 に 関 し て 検 査 さ れ る べ き 患 者 の 生 物 体 液 試 料 中 に あ る 抗 TSH受 容 体 自 己 抗
体 (TSHR-Auto-Ab)を 臨 床 的 に 同 定 す る 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 方 法 に お け る 特 異 的 結 合 試 薬 と し
て の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)が 、
生 化 学 的 に 均 質 な 状 態 に ま で 精 製 さ れ 、 少 な く と も 1IU/mgの タ ン パ ク 質 (ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン )比 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)が 、
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精 製 で 得 ら れ 、 前 記 精 製 中 に 、 グ レ ー ブ ス 病 患
者 の 血 清 プ ー ル か ら 得 ら れ た 自 己 抗 体 が 、 機 能 的 な ヒ ト 組 換 え TSH受 容 体 を 結 合 し た 親 和
性 物 質 に 結 合 さ れ 、 タ ン パ ク 質 を 含 ま な く な る ま で 洗 浄 さ れ 、 そ の 後 、 前 記 親 和 性 物 質 か
ら 溶 出 さ れ る 、 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ヒ ト ま た は 動 物 の TSH受 容 体 、 ま た は そ の よ う な 受 容 体 の 個 々 の セ グ メ ン ト に 対 す る 動
物 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 、 標 識 さ れ た 抗 TSH受 容
体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)と 、 ヒ ト TSH受 容 体 の
結 合 部 位 で 競 合 さ せ 、
　 単 独 で 、 ま た は 、 競 合 す る 他 の 抗 体 と の 混 合 物 中 で 、 そ の よ う な 競 合 を 示 す モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 、 生 物 体 液 の 試 料 中 に あ る 抗 TSH受 容 体 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)を 臨 床 的 に 同
定 す る 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 方 法 に お け る 特 異 的 結 合 試 薬 と し て 用 い る こ と に よ っ て 、
　 前 記 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー
ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)と 競 合 す る 前 記 動 物 抗 体 が 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1に 記 載
の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー
ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)、 お よ び /ま た は 、 前 者 と 競 合 す る 前 記 動 物 抗 体 が 、 直
接 標 識 ま た は 間 接 標 識 さ れ た 形 態 で 、 患 者 試 料 中 の 、 測 定 さ れ る べ き 抗 ヒ ト TSH受 容 体 自
己 抗 体 に 対 す る 競 合 物 質 と し て 、 免 疫 学 的 競 合 ア ッ セ イ 方 法 で 用 い ら れ る 、 請 求 項 1か ら 4
の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 方 法 が 競 合 的 方 法 で あ り 、
　 前 記 競 合 的 方 法 で 、 固 相 に 結 合 し た 形 態 、 ま た は 可 溶 化 さ れ た 形 態 に あ る 機 能 的 な 組 換
え ヒ ト TSH受 容 体 試 料 が 、 測 定 さ れ る べ き 自 己 抗 体 、 お よ び 、 前 記 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血
清 か ら 得 ら れ た 競 合 物 質 と し て 使 用 さ れ る 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ
ル ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)、 お よ び /ま た は こ れ ら と 競 合 す る 前 記 動 物 抗 体 の 特 異 的
結 合 パ ー ト ナ ー と し て 用 い ら れ る 、
請 求 項 1か ら 5の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー
ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)、 お よ び /ま た は 、 機 能 的 な ヒ ト TSH受 容 体 の 結 合 部 位 で
こ れ ら と 競 合 す る 前 記 動 物 抗 体 が 、 固 相 に 結 合 し た 形 態 で 用 い ら れ 、 直 接 標 識 ま た は 間 接
標 識 さ れ た 形 態 の 可 溶 化 さ れ た 機 能 的 な ヒ ト 組 換 え TSH受 容 体 が 、 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー
と し て 用 い ら れ る 、 請 求 項 1か ら 4の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
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　 前 記 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら の 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ
ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)、 お よ び /ま た は 、 機 能 的 な ヒ ト TSH受 容 体 の 結 合 部 位 で こ れ ら
と 競 合 す る 前 記 動 物 抗 体 が 、 ラ ジ オ 同 位 元 素 、 化 学 発 光 標 識 、 ま た は 蛍 光 標 識 で 標 識 さ れ
た 形 態 で 用 い ら れ る か 、 ま た は 同 様 に 標 識 さ れ た 動 物 抗 ヒ ト IgGの 補 助 の も と に 用 い ら れ
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 5に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 患 者 血 清 中 に あ る 抗 TSH受 容 体 自 己 抗 体 を 免 疫 学 的 に 測 定 す る 臨 床 診 断 用 試 薬 キ ッ ト で
あ っ て 、
　 通 例 の 構 成 物 、 詳 細 に は 、 希 釈 お よ び /ま た は 緩 衝 溶 液 、 標 準 物 質 、 ゼ ロ 標 準 物 質 、 任
意 選 択 で 対 照 血 清 な ど に 加 え て 、
　 2つ の 追 加 構 成 物 と し て 、 可 溶 化 さ れ て い る か 、 ま た は 固 相 に 結 合 さ れ て い る ヒ ト TSH受
容 体 と 、 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ
ー ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)、 お よ び /ま た は 、 機 能 的 な ヒ ト TSH受 容 体 の 結 合 部 位
で こ れ ら と 競 合 す る 動 物 抗 体 の 標 識 さ れ た 試 料 と を 含 む 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 機 能 的 な ヒ ト TSH受 容 体 の 結 合 部 位 で 、 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 自 己 抗 体
と 競 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 動 物 抗 体 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、
　 TSH受 容 体 に 対 す る 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 、 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の
血 清 か ら 得 ら れ た 、 標 識 さ れ た 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 自 己
抗 体 (TSHR-Auto-Ab)と 、 機 能 的 な ヒ ト TSH受 容 体 の 結 合 部 位 で 競 合 さ せ 、
　 望 ま し い 競 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 標 識 さ れ た 自 己 抗 体 の 結 合 低 下 に 基
づ い て 認 識 お よ び 選 択 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル
ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)で あ っ て 、 生 化 学 的 に 均 質 な 状 態 に ま で 精 製 さ れ 、 標 識 さ れ
た 形 態 で 、 少 な く と も 1IU/mgタ ン パ ク 質 (ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン )の 比 活 性 を 有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル
ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)と 、 機 能 的 な ヒ ト TSH受 容 体 の 結 合 部 位 で 競 合 し 、 標 識 さ れ
た 形 態 に あ る 、 選 択 さ れ た 動 物 抗 体 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
(TSH受 容 体 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 の 特 性 を 有 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 抗 体
の 、 TSH受 容 体 自 己 抗 体 を 同 定 す る た め の 特 異 的 結 合 試 薬 と し て の 使 用 、 な ら び に そ の よ
う な 抗 体 を 得 る た め の 試 薬 キ ッ ト お よ び 選 択 方 法 )
　 本 発 明 は 、 甲 状 腺 の 自 己 免 疫 疾 患 、 詳 細 に は 、 グ レ ー ブ ス 病 で 生 じ る TSH受 容 体 自 己 抗
体 (TSHR-Auto-Ab)を 測 定 す る 、 改 善 さ れ た 受 容 体 結 合 ア ッ セ イ に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 甲 状 腺 の 関 与 す る 多 数 の 疾 患 が 自 己 免 疫 疾 患 で あ る こ と 、 そ し て 、 こ れ ら の 疾 患 で は 、
甲 状 腺 に お け る 分 子 の 構 造 に 対 す る 自 己 抗 体 が 形 成 さ れ 、 こ れ ら の 疾 患 と 関 連 し て 、 そ れ
ら の 分 子 が 自 己 抗 原 と し て 作 用 し 始 め る こ と が 知 ら れ て い る 。 甲 状 腺 に お け る 最 も 重 要 な
公 知 の 自 己 抗 原 は 、 チ レ オ グ ロ ブ リ ン (Tg)、 甲 状 腺 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (TPO)、 お よ び TSH受
容 体 (TSHR)で あ り 、 な か で も 、 TSHRは と り わ け 重 要 で あ る (Furmaniak Jら 、 Autoimmunity
、 1990年 、 第 7巻 、 63～ 80頁 )。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 TSH受 容 体 は 、 甲 状 腺 膜 に 局 在 す る 受 容 体 で あ り 、 こ れ に は 、 下 垂 体 に よ っ て 放 出 さ れ
る ホ ル モ ン で あ る TSH(甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン )が 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 、 事 実 上 の 甲 状 腺 ホ
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ル モ ン 、 詳 細 に は チ ロ キ シ ン の 分 泌 を 引 き 起 こ す 。 TSH受 容 体 は 、 大 き な ア ミ ノ 末 端 細 胞
外 ド メ イ ン を 有 す る Gタ ン パ ク 質 共 役 糖 タ ン パ ク 質 受 容 体 か ら な る 受 容 体 フ ァ ミ リ ー に 属
す る （ LH/CG受 容 体 お よ び FSH受 容 体 も こ の フ ァ ミ リ ー に 属 す る ） 。 TSH受 容 体 の 化 学 構 造
に 関 す る 知 見 、 す な わ ち 、 受 容 体 を コ ー ド す る DNA配 列 、 お よ び 、 そ れ か ら 得 ら れ た 受 容
体 自 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 す る 知 見 は 、 1989年 の 終 わ り ま で に 得 ら れ た (Libert F.ら 、 Bi
ochem. Biophys. Res. Commun.、 第 165巻 、 1250～ 1255頁 ;お よ び Nagayama Yら 、 Biochem.
 Biophys. Res. Commun.、 第 165巻 、 1184～ 1190頁 参 照 ;欧 州 特 許 出 願 公 開 第 0433509号 ま
た は 国 際 公 開 第 WO91/09121号 ;第 WO91/09137号 ;第 WO91/10735号 ;お よ び 第 WO91/03483号 ;な
ら び に Yuji Nagayamaお よ び Basil Rapoport、 Molecular Endocrinology、 第 6(2)巻 、 145
～ 156頁 、 お よ び そ の 中 の 引 用 文 献 も 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 TSH受 容 体 (TSHR)に 対 し て 産 生 さ れ 、 甲 状 腺 を 刺 激 す る よ う に （ す な わ ち 、 甲 状 腺 機 能
亢 進 (甲 状 腺 機 能 亢 進 症 )の 発 症 ） 、 受 容 体 と 相 互 作 用 す る 刺 激 性 自 己 抗 体 は 、 グ レ ー ブ ス
病 と し て 知 ら れ る 甲 状 腺 自 己 免 疫 疾 患 に 関 与 し て い る と 一 般 的 に 考 え ら れ て い る 。 し か し
、 ヒ ト 患 者 の 循 環 系 で は 、 刺 激 性 の 自 己 抗 体 に 加 え て 、 そ れ ら と 正 反 対 の 抗 体 、 さ ら に は
臨 床 的 に 有 意 な い か な る 影 響 も も た な い 抗 体 さ え も 検 出 さ れ る こ と が 知 ら れ て お り 、 こ れ
ら は そ れ ぞ れ 「 中 立 」 抗 体 ま た は 「 阻 止 」 抗 体 と も 呼 ば れ る 。 TSH受 容 体 に 対 す る 自 己 抗
体 (以 下 、 TSHR-Auto-Abと 短 縮 表 記 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 者 ら に よ っ て 開 発 さ れ た ア ッ セ
イ を 用 い た 測 定 と 関 連 す る 場 合 は 、 後 の 用 語 法 で TRAKと も 表 記 さ れ る )の 測 定 は 、 グ レ ー
ブ ス 病 お よ び 他 の 甲 状 腺 自 己 免 疫 疾 患 を 診 断 す る の に 臨 床 上 極 め て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 TSHRに 対 し て 産 生 さ れ た 甲 状 腺 自 己 抗 体 を 測 定 す る ア ッ セ イ は 、 臨 床 診 断
で 長 期 に わ た っ て 日 常 的 に 用 い ら れ て き た も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 以 前 の 方 法 で は 、 測 定 さ れ る べ き 自 己 抗 体 を 、 可 溶 化 さ れ た ブ タ TSHR試 料 の 結 合 部 位 で
ウ シ TSH(bTSH)と 競 合 さ せ 、 固 液 分 離 の た め に 、 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 を ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル (PEG)で 沈 降 さ せ る 操 作 を 常 に 行 う 必 要 が あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 独 国 特 許 出 願 公 開 第 19801319.1号 、 そ れ に 基 づ く 国 際 公 開 第 WO99/36782号 、 ま た は 欧 州
特 許 第 0975970号 に よ り 詳 細 に 、 そ し て 、 Sabine Costagliolaら に よ る 文 献 、 「 Second Ge
neration Assay for Thyrotropin Receptor Antibodies Has Superior Diagnostic Sensi
tivity for Graves' Disease」 、 J Clin Endocrinol Metab、 第 84巻 、 90～ 97頁 、 1999年
に さ ら に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 方 法 が 、 TSHR-Auto-Abを 測 定 す る 最 新 の 方 法 と 現 在 み
な さ れ て い る 。 こ れ ら の 文 献 で 実 施 さ れ る べ き ア ッ セ イ と し て 教 示 さ れ て い る も の が 、 DY
NOtest(登 録 商 標 )、 TRAKhuman(登 録 商 標 )、 ま た は LUMItest(登 録 商 標 )TRAKhuman(登 録 商
標 )と い う 名 称 で 市 販 さ れ て い る 、 本 出 願 人 B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaft社 の ア ッ セ
イ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 上 記 の 独 国 特 許 出 願 公 開 第 19801319.1号 お よ び 国 際 公 開 第 WO99/36782号 は 、 先 行 す る 従
来 技 術 お よ び TSHR-Auto-Abの 測 定 に 関 連 し た 様 々 な 困 難 に 関 す る 詳 細 な 考 察 を 含 ん で い る
。 し た が っ て 、 本 発 明 に お け る 技 術 的 背 景 の よ り 深 い 理 解 を 提 供 す る も の と し て 、 上 記 の
特 許 出 願 の 内 容 と 、 そ こ で 論 じ ら れ て い る 科 学 文 献 と に 対 す る 参 照 を 明 示 的 に 行 う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 独 国 特 許 出 願 公 開 第 19801319.1号 、 そ れ に 基 づ く 国 際 公 開 第 WO99/36782号 、 ま た は 欧 州
特 許 第 0975970号 に よ る 上 記 の 方 法 は 、 ヒ ト TSHR、 詳 細 に は 組 換 え TSHRを 、 機 能 性 の 減 失
な し に 固 相 に 固 定 す る こ と が 初 め て 可 能 に な っ た と い う 事 実 に 主 と し て 基 づ い て お り 、 そ
の 結 果 、 TSHR-Auto-Ab測 定 が ヘ テ ロ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ と し て 実 行 し う る も の と な り 、 こ の
測 定 に 関 連 し た 測 定 シ グ ナ ル が 、 固 相 に 直 接 結 合 さ せ る こ と で 得 ら れ る よ う に な っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の ア ッ セ イ で も 、 使 用 さ れ る 競 合 物 質 は 原 則 と し て 、 標 識 さ れ た bTSHで あ る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 機 能 的 な rhTSHRは 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BA8を 用 い て 固 定 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BA8
は 、 TSHRの 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ (conformative epitope)を 認 識 し 、 S. Costagliolaお よ び
G. Vassart、 J. Endocrinol. Invest.、 第 20(補 5)、 抄 録 4、 (1997年 )、 な ら び に S. Costa
gliolaら 、 「 Genetic Immunization Against the Human Thyrotropin Receptor Causes T
hyroiditis and Allows Production of Monoclonal Antibodies Recognizing the Native
 Receptor」 、 The Journal of Immunology、 1998年 、 第 160巻 、 1458～ 1465頁 に 記 載 さ れ
て い る 特 定 の 方 法 で 得 ら れ る 。 こ の 方 法 に よ れ ば 、 抗 体 を 産 生 す る た め に は 、 マ ウ ス を ペ
プ チ ド 抗 原 で 免 疫 処 置 す る の で は な く 、 hTSHRを コ ー ド す る DNAプ ラ ス ミ ド コ ン ス ト ラ ク ト
を 筋 肉 内 注 射 す る こ と に よ っ て 免 疫 処 置 を 行 う 。 こ の よ う に し て 、 天 然 の hTSHRに 高 親 和
性 を 有 す る 新 規 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 適 当 な 選 択 の 後 に 得 ら れ る 。 こ れ ら の 抗 体 の 少
な く と も 一 部 は 、 BA8の よ う に 、 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ も 認 識 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 固 定 さ れ た 機 能 的 な ヒ ト TSHRは 、 固 定 さ れ た 状 態 で の 洗 浄 に よ っ て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精
製 さ れ た 形 態 と し て 測 定 に 使 用 で き 、 そ の 使 用 に は 様 々 な 利 点 が あ る 。 こ の 結 果 、 ア ッ セ
イ の 革 新 が も た ら さ れ た が 、 そ の 中 で も 、 以 下 の も の が 特 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 1.あ ら か じ め 形 成 さ れ て い る TSHR-Auto-Abお よ び 固 定 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 rhTSHR
の 複 合 体 と 、 標 識 さ れ た bTSHを 下 流 ス テ ッ プ で 反 応 さ せ る こ と に よ る 「 ツ ー ス テ ッ プ 測 定
」 と し て 測 定 が 行 わ れ る 場 合 、 こ の 複 合 体 は 元 の 測 定 溶 液 か ら 分 離 さ れ て い る た め 、 患 者
試 料 中 に 内 在 的 (per se)に 存 在 し う る こ と が 知 ら れ て い る 抗 bTSH-Abは 、 も は や 干 渉 性 効
果 を も ち え な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 2.ヒ ト 受 容 体 を 使 用 す る の で 、 個 々 の 患 者 試 料 中 で 起 こ る よ う に 、 疾 患 に よ る hTSH濃 度
の 上 昇 に よ っ て ア ッ セ イ が 撹 乱 さ れ う る 。 こ の よ う な 撹 乱 は 、 市 販 さ れ て い る あ る 種 の 抗
TSH抗 体 を 、 試 料 を 含 有 す る 測 定 溶 液 に 添 加 す る こ と で 中 和 で き る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 h
TSHに 選 択 的 に 結 合 し 、 競 合 物 質 と し て 用 い ら れ る bTSHと は 交 差 反 応 し な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 3.上 記 1で 言 及 し た 新 規 の 発 見 に よ っ て 、 第 2の ア ッ セ イ ス テ ッ プ で 、 血 清 を 含 ま な い 、
正 確 に 標 準 化 可 能 な bTSH試 薬 を 用 い て 、 bTSHと の 反 応 を 行 え る よ う に な っ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 4.上 述 の ア ッ セ イ に お け る 実 際 上 の 弱 点 は 、 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る ヒ ト 組 換 え TSHRの 結
合 能 が 、 競 合 物 質 と し て 用 い ら れ る 標 識 さ れ た ウ シ TSHに 比 べ て 、 比 較 的 迅 速 に 失 わ れ 、
特 に TSHRが 液 相 中 に 提 供 さ れ る 場 合 、 例 え ば 、 懸 濁 さ れ た 磁 性 粒 子 に 結 合 さ れ る 場 合 、 ま
た は 、 ホ モ ジ ー ナ ス ア ッ セ イ の 成 分 と し て 可 溶 化 さ れ た 形 態 で 使 用 さ れ る 場 合 に こ れ が 顕
著 で あ る と の 事 実 に あ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 方 法 は 、 測 定 溶 液 か ら 、 固 相 に 結 合 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 組 換 え ヒ ト TSHRへ の 、
TSHR-Auto-Abの 直 接 的 結 合 、 お よ び 標 識 さ れ た 競 合 物 質 bTSHの 直 接 的 結 合 を 可 能 に し た の
で 、 得 ら れ る シ グ ナ ル の 測 定 が 、 沈 降 ア ッ セ イ と 比 べ て 、 実 際 上 、 望 ま し い 意 味 で 単 純 化
さ れ た の み な ら ず 、 ア ッ セ イ 設 計 さ え も 、 原 則 的 に 改 変 可 能 と な っ た 。 す な わ ち 、 ワ ン ス
テ ッ プ ア ッ セ イ (途 中 で 固 液 分 離 を 行 わ ず 、 逐 次 的 な ピ ペ ッ ト 操 作 で 単 一 測 定 溶 液 を 調 製
す る )か ら 、 ツ ー ス テ ッ プ ア ッ セ イ へ の 転 換 が 可 能 と な っ た 。 こ の ツ ー ス テ ッ プ ア ッ セ イ
で は 、 固 定 、 洗 浄 、 お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た TSHRと 、 試 料 と の 反 応 、 な ら び に 標
識 さ れ た 競 合 物 質 bTSHと の 反 応 が 、 固 液 分 離 に よ っ て 相 互 に 分 離 さ れ た 2段 階 の 逐 次 ス テ
ッ プ に よ っ て 実 行 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 述 の 方 法 は 、 機 能 的 な ヒ ト TSH受 容 体 を 使 用 し て は い る が 、 測 定 さ れ る 自 己 抗 体 と 、 T
SH(原 則 と し て 、 標 識 さ れ た ウ シ TSH)と の 競 合 を 利 用 す る と い う 点 に お い て 、 依 然 、 伝 統
的 方 法 と 同 様 の も の で あ る 。 競 合 ア ッ セ イ に お け る 競 合 物 質 と し て 、 標 識 さ れ た bTSHの 代
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わ り に 、 TSH受 容 体 に 結 合 す る 標 識 抗 体 を 用 い る 基 本 的 可 能 性 が 、 原 則 と し て 議 論 さ れ て
き て い る こ と も 事 実 で あ る 。 そ の 間 、 異 な っ た 抗 原 を 用 い て 、 そ し て 、 完 全 な TSHRま た は
そ の 個 々 の セ グ メ ン ト に 対 し て 異 な っ た 免 疫 技 法 を 用 い て 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 数 は 、 非 常 に 大 き な も の と な っ た 。 し か し 、 グ レ ー ブ ス 病 の 誘 因 物 質 と し て 想 定 さ れ て
い る 抗 体 な ど 、 刺 激 性 抗 体 と し て の 特 性 を 有 す る 抗 体 に 関 し て は ま だ 記 載 が な い 。 し た が
っ て 、 実 際 に は 、 競 合 物 質 bTSHよ り 適 切 な 方 法 で 、 グ レ ー ブ ス 病 の 特 徴 で あ る 抗 体 な ど 、
刺 激 性 自 己 抗 体 の 存 在 お よ び 量 を 認 識 で き る よ う に す る 競 合 物 質 を 用 い た ア ッ セ イ が 提 供
さ れ る 可 能 性 は ま だ な か っ た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Furmaniak Jら 、 Autoimmunity、 1990年 、 第 7巻 、 63～ 80頁
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Libert F.ら 、 Biochem. Biophys. Res. Commun.、 第 165巻 、 1250～ 1255
頁
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Nagayama Yら 、 Biochem. Biophys. Res. Commun.、 第 165巻 、 1184～ 119
0頁
【 特 許 文 献 １ 】 欧 州 特 許 出 願 公 開 第 0433509号
【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 第 WO91/09121号
【 特 許 文 献 ３ 】 国 際 公 開 第 WO91/09137号
【 特 許 文 献 ４ 】 国 際 公 開 第 WO91/10735号
【 特 許 文 献 ５ 】 国 際 公 開 第 WO91/03483号
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Yuji Nagayamaお よ び Basil Rapoport、 Molecular Endocrinology、 第 6(
2)巻 、 145～ 156頁
【 特 許 文 献 ６ 】 独 国 特 許 出 願 公 開 第 19801319.1号
【 特 許 文 献 ７ 】 国 際 公 開 第 WO99/36782号
【 特 許 文 献 ８ 】 欧 州 特 許 第 0975970号
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Sabine Costagliolaら 、 「 Second Generation Assay for Thyrotropin 
Receptor Antibodies Has Superior Diagnostic Sensitivity for Graves' Disease」 、 J
 Clin Endocrinol Metab、 第 84巻 、 90～ 97頁 、 1999年
【 非 特 許 文 献 ６ 】 S. Costagliolaお よ び G. Vassart、 J. Endocrinol. Invest.、 第 20(補  
5)、 抄 録 4、 (1997年 )
【 非 特 許 文 献 ７ 】 S. Costagliolaら 、 「 Genetic Immunization Against the Human Thyro
tropin Receptor Causes Thyroiditis and Allows Production of Monoclonal Antibodie
s Recognizing the Native Receptor」 、 The Journal of Immunology、 1998年 、 第 160巻
、 1458～ 1465頁
【 特 許 文 献 ９ 】 国 際 特 許 出 願 第 PCT/EP97/06121号
【 特 許 文 献 １ ０ 】 独 国 特 許 出 願 公 開 第 19651093.7号
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Y. Ochiら 、 Acta Endocrinologica (Copenh)、 1989年 、 第 120巻 、 773～
777頁
【 非 特 許 文 献 ９ 】 S. Sakataら 、 J. Endocrinol. Invest.、 第 14巻 、 123～ 130頁 、 1991年
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 T. Inui、 Thyroid、 第 6巻 、 295～ 299頁 、 1996年
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Sabine Costagliolaら 、 「 Second Generation Assay for Thyrotropi
n Receptor Antibodies Has Superior Diagnostic Sensitivity for Graves' Disease」
、 J Clin Endocrinol Metab、 第 84巻 、 90～ 97頁 、 1999年
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Sabine Costagliolaら 、 「 Selection of moAb by FACS」 、 J Clin En
docrinol Metab、 第 84巻 、 91頁 、 1999年
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 S. Costagliolaら 、 「 Genetic Immunization Against the Human Thy
rotropic Receptor Causes Thyroiditis and Allows Production of Monoclonal Antibod
ies Recognizing the Native Receptor」 、 The Journal of Immunology、 1998年 、 第 160
巻 、 1458～ 1465頁
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Sabine Costagliolaら 、 「 Preparation of hTSH-R」 、 J Clin Endocr
inol Metab、 第 84巻 、 91頁 、 1999年
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Rosalind Brownら 、 「 Partial Purification and Characterisation 
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of Thyrotropin Binding Inhibitory Immunoglobulins from Normal Human Plasma」 、 J 
Clin Endocrinol Metab、 第 56巻 、 156～ 162頁 (1983年 )
【 特 許 文 献 １ １ 】 欧 州 特 許 第 0257541号
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 TSH受 容 体 自 己 抗 体 を 測 定 す る 受 容 体 結 合 ア ッ セ イ で あ っ て 、 従 来 技 術 に お
け る 公 知 の 競 合 受 容 体 結 合 ア ッ セ イ の 欠 点 を も た ず 、 臨 床 上 の 価 値 が さ ら に 大 き い 受 容 体
結 合 ア ッ セ イ の 提 供 を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 TSH受 容 体 自 己 抗 体 を 同 定 す る 改 善 さ れ た 受 容 体 結 合 ア ッ セ イ を
設 計 し 、 そ れ に よ っ て 、 変 則 的 な 血 清 成 分 に よ っ て 測 定 に 生 じ る あ る 種 の 撹 乱 を 、 ワ ン ス
テ ッ プ 法 に お い て さ え 効 果 的 に 排 除 し 、 ア ッ セ イ 方 法 に お け る 反 応 体 の 至 適 結 合 を 確 実 に
す る こ と を さ ら に 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 液 相 で の ト レ ー サ ー /競 合 物 質 と 比 較 し て TSHRの 結 合 能 が 低 下 す る と い う 問
題 を 解 決 し 、 こ の 方 法 を 、 TSHRが 結 合 し た 磁 性 粒 子 の 懸 濁 液 を 用 い た 通 例 の 自 動 化 法 と し
て 、 ま た は 、 い わ ゆ る KRYPTOR(登 録 商 標 )技 法 を 用 い た ホ モ ジ ニ ア ス 法 と し て 実 行 で き る
よ う に す る こ と を さ ら に 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 そ の よ う な 改 善 が な さ れ た 受 容 体 結 合 ア ッ セ イ を 、 通 常 の 臨 床 診 断 で 実 行 す
る の に 必 要 な 試 薬 キ ッ ト の 提 供 を さ ら に 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 目 的 は 、 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ
リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)、 お よ び /ま た は 、 機 能 的 な ヒ ト TSH受 容 体 の 結
合 部 位 で こ れ ら と 競 合 す る 動 物 抗 体 を 、 グ レ ー ブ ス 病 に 関 し て 検 査 さ れ る べ き 患 者 の 生 物
体 液 試 料 中 に あ る 抗 TSH受 容 体 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)を 臨 床 的 に 同 定 す る 免 疫 学 的 ア ッ
セ イ 方 法 に お け る 特 異 的 結 合 試 薬 と し て 使 用 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 に よ っ て 達 成 さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 使 用 さ れ る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 自 己 抗 体 の さ ら に 詳 細 な 特 徴 、 お よ び 、 そ の 結 果 可 能 に
な っ た 、 改 善 さ れ た 受 容 体 結 合 ア ッ セ イ の 特 に 有 利 な 実 施 形 態 を 、 従 属 ク レ ー ム に 記 載 し
、 よ り 詳 細 に は 、 以 下 の 記 述 に お け る 詳 説 と 併 せ て 記 載 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 を 実 現 す る 試 薬 キ ッ ト を 提 供 す る と い う 目 的 は 、 請 求 項 9に 記 載 の 好 ま し い 試 薬
キ ッ ト に よ っ て 実 現 さ れ 、 こ れ は 、 特 異 的 結 合 試 薬 と し て 、 よ り 詳 細 に は 、 標 識 さ れ た 競
合 物 質 と し て 機 能 的 な TSHRを 含 有 す る の に 加 え て 、 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た
抗 TSH受 容 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 (TSHR-Auto-Ab)、 お よ び /ま
た は 、 機 能 的 な ヒ ト TSH受 容 体 の 結 合 部 位 で こ れ ら と 競 合 す る 動 物 抗 体 の 試 料 も 含 有 す る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 し か し 、 本 発 明 に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 自 己 抗 体 は 、 任 意 選 択 で 直 接 標 識 ま た は 間 接
標 識 さ れ た 可 溶 化 さ れ た TSHRに 対 す る 特 異 的 結 合 剤 と し て 、 固 相 に 固 定 さ れ た 形 態 で 、 例
え ば 、 コ ー テ ィ ン グ さ れ た チ ュ ー ブ ま た は マ イ ク ロ 粒 子 の 壁 に 結 合 さ せ て 用 い る こ と も で
き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 患 者 血 清 か ら 得 ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 自 己 抗 体 の 代 わ り に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 機 能 的 な
ヒ ト TSH受 容 体 の 結 合 部 位 で こ れ ら と 競 合 す る 選 択 さ れ た 動 物 抗 体 、 す な わ ち 、 ポ リ ク ロ
ー ナ ル TSHR-Auto-Abを 「 模 擬 す る 」 抗 体 を 用 い る こ と も で き る 。 そ の よ う な 動 物 抗 体 、 よ
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り 詳 細 に は 動 物 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 こ れ ま で 見 い 出 さ れ て お ら ず 、 ま た 、 よ り 詳 細 に
は 、 確 信 を も っ て 同 定 さ れ て い な い 。 cAMP生 産 の 刺 激 と い う 観 点 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 「 刺 激 性 」 抗 体 を 構 成 す る か ど う か の 調 査 が 行 わ れ た バ イ オ ア ッ セ イ か ら は 、 こ
れ ま で 、 陰 性 の 結 果 の み が 得 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 こ の こ と か ら 、 調 査 さ れ た 抗 体 は
、 グ レ ー ブ ス 病 の 病 原 性 自 己 抗 体 と 見 な さ れ る 抗 体 を 代 表 す る も の で は な い と 結 論 し な け
れ ば な ら な か っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 導 入 部 お よ び こ の 出 願 の 以 下 の 部 分 に お い て 、 用 い ら れ た 試 薬 ま た は 被 分 析 物 /生 体 分
子 は 、 原 則 と し て 様 々 な 略 語 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 上 記 に 言 及 さ れ た 特 許 出 願 と 同 様 に
、 例 外 と し て 、 特 定 の 文 脈 か ら 別 の こ と が 当 業 者 に 自 明 で あ る 場 合 を 除 い て 、 以 下 に 示 す
意 味 を 有 す る も の と し て 常 に 理 解 さ れ る 。 特 定 の デ ー タ の 使 用 は 、 実 行 さ れ た 実 験 お よ び
測 定 の 正 確 な 記 述 を 可 能 に す る た め の も の で あ り 、 記 載 さ れ た 結 果 お よ び 結 論 が 記 載 さ れ
た 特 別 な ケ ー ス の み に 適 用 さ れ る こ と を 意 味 す る も の で は な い 。 む し ろ 、 提 示 さ れ た 情 報
の 中 か ら 得 ら れ る 多 く の 情 報 は 、 当 業 者 に と っ て 、 そ れ ら の 、 よ り 一 般 的 な 意 味 に お い て
明 確 に 認 識 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
(使 用 さ れ た 略 語 の 説 明 )
　 TSH　 =　 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 。 略 語 TSHが 、 別 段 の 付 加 な し に 用 い ら れ る 場 合 、 そ れ は
特 定 の 産 物 に 関 す る も の で は な く 、 こ の ホ ル モ ン の 結 合 ま た は 機 能 の 一 般 的 な 形 態 を 論 じ
る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 bTSH　 =　 ウ シ TSH。 TSH受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体 を 同 定 す る 従 来 の ア ッ セ イ で ト レ ー サ
ー と し て 用 い ら れ る 試 料 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 hTSH　 =　 ヒ ト TSH。 健 康 な 人 の 血 清 /血 漿 中 に は 、 非 常 に 低 い 濃 度 0.2～ 4mU/lで の み 存
在 す る 。 し か し 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 を 患 う 患 者 の 血 清 で は 、 hTSH濃 度 が か な り 上 昇 し う る
。 上 昇 し た hTSHレ ベ ル (20mU/l超 )に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 自 己 抗 体 測 定 の 撹 乱 は 、 上 述 の
国 際 公 開 第 WO99/36782号 で 論 じ ら れ て お り 、 特 別 な 方 法 に よ っ て 中 和 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 TSHR　 =　 TSH受 容 体 。 TSH受 容 体 は 、 甲 状 腺 の 膜 に 固 着 さ れ て い る 糖 タ ン パ ク 質 受 容 体
で あ る 。 略 語 TSHRが 、 別 段 の 付 加 な し に 用 い ら れ る 場 合 、 そ れ は 特 定 の 産 物 を 表 す も の で
は な く 、 こ の 受 容 体 の 機 能 、 ま た は そ の 結 合 参 加 の 一 般 的 な 形 態 を 論 じ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 rhTSHR　 =　 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 生 成 さ れ 、 か つ 天 然 に 存 在 す る 12の TSHRの ア ミ ノ 酸 配
列 を 少 な く と も 「 機 能 的 な ヒ ト TSH受 容 体 」 と 呼 ば れ う る 程 度 ま で 有 す る (組 換 え )ポ リ ペ
プ チ ド 。 こ れ は 、 抗 TSHR自 己 抗 体 の 結 合 、 ま た は TSH(bTHS/hTSH)の 結 合 に 関 し て 、 そ れ が
有 意 な 程 度 に ま で 、 天 然 に 存 在 す る ヒ ト TSHRと 同 様 に 反 応 す る こ と を 意 味 す る 。 略 語 rhTS
HRが 、 別 段 の 付 加 な し に 用 い ら れ る 場 合 、 そ れ は 特 定 の 産 物 を 表 す も の で は な い 。 す な わ
ち 、 rhTSHRは 、 あ る 程 度 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 完 全 長 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の い か な る も の も
、 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 生 成 さ れ た 、 そ の 十 分 に 長 い 部 分 配 列 ま た は 融 合 産 物 も 表 し う る (
例 え ば 、 国 際 特 許 出 願 第 PCT/EP97/06121号 に 記 載 さ れ る 通 り )。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 rhTSHR(imm)　 =　 固 相 に 選 択 的 に 結 合 し た (固 定 さ れ た )rhTSHR試 料 。 こ の 結 合 は 、 本 明
細 書 に お い て 、 下 記 に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 適 当 な 抗 体 を 介 し て 実 現 で き る が 、 融
合 産 物 の 場 合 に は 、 特 定 の ペ プ チ ド 残 基 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン 残 基 を 介 し て 実 現 す る こ と も
で き る 。 固 相 は 試 験 管 の 壁 (コ ー テ ィ ン グ さ れ た 試 験 管 、 す な わ ち CT技 法 )で も よ い が 、 適
当 な 懸 濁 固 体 相 で も よ い 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 自 己 抗 体 を 得 る に は 、 rhTS
HR(imm)を 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 調 製 に 用 い る 物 質 に 結 合 さ せ る (実 験 セ ク シ ョ ン を 参
照 )。
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【 ０ ０ ３ ５ 】
　 Ab　 =　 抗 体 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 TSHR-Auto-Ab　 =　 生 物 試 料 中 、 よ り 詳 細 に は ヒ ト 血 清 ま た は 血 漿 中 で 検 出 可 能 な 抗 TSH
受 容 体 自 己 抗 体 。 こ の タ イ プ の 刺 激 性 TSHR-Auto-Ab(文 献 中 で は 、 TSI　 =　 甲 状 腺 刺 激 免
疫 グ ロ ブ リ ン と も 短 縮 表 記 さ れ る )の 同 定 は 、 特 に グ レ ー ブ ス 病 の 診 断 に お い て 重 要 で あ
る 。 さ ら に 別 の 慣 習 的 な 略 語 と し て は TRAKが あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Anti-hTSHR-mAb　 =　 rhTSHRに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。 別 段 の 説 明 が な い 場 合 、
こ の 抗 体 は 、 例 え ば 、 先 行 出 願 の 独 国 特 許 出 願 公 開 第 19651093.7号 に 記 載 さ れ る よ う に 、
結 合 挙 動 に 関 し て 配 列 性 (sequential)で あ っ て も よ い が 例 え ば 、 BA8の よ う に 、 立 体 構 造
特 異 的 (conformative)で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Anti-bTSH-Ab　 =　 bTSHと 反 応 し て 免 疫 複 合 体 を 形 成 し 、 そ れ に よ っ て 、 ア ッ セ イ 構 成
物 に 対 す る bTSHの 結 合 、 ま た は 得 ら れ る 測 定 結 果 に 影 響 を 与 え る 、 ヒ ト 血 清 中 ま た は 血 漿
中 に 存 在 す る 、 出 自 が 明 ら か で な い 抗 体 (Y. Ochiら 、 Acta Endocrinologica (Copenh)、 1
989年 、 第 120巻 、 773～ 777頁 ; S. Sakataら 、 J. Endocrinol. Invest.、 第 14巻 、 123～ 13
0頁 、 1991年 ; T. Inui、 Thyroid、 第 6巻 、 295～ 299頁 、 1996年 )。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 新 規 の 選 択 的 結 合 試 薬 が 使 用 さ れ る 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 方 法 (リ ガ ン ド 結 合
試 験 )は 、 文 献 、 お よ び 、 例 え ば 上 述 の 特 許 出 願 か ら 当 業 者 に 公 知 で あ る よ う に 、 原 則 と
し て い か な る 適 当 な タ イ プ の も の で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 固 相 に 固 定 さ れ た TSHRを ア ッ セ イ で 利 用 す る 場 合 、 プ ラ ス チ ッ ク 表 面 、 よ り 詳 細 に は CT
技 法 に 用 い る プ ラ ス チ ッ ク 製 試 験 管 の 壁 の 形 態 に あ る も の 、 マ イ ク ロ 粒 子 、 磁 性 粒 子 、 フ
ィ ル タ ー 、 重 合 体 ゲ ル 物 質 、 お よ び 他 の 公 知 の 固 相 基 質 を 、 そ の よ う な 固 相 と し て 用 い る
こ と が で き る 。 ア ッ セ イ 設 計 を 、 公 知 の 自 動 化 シ ス テ ム で 測 定 を 実 行 で き る よ う に 適 合 さ
せ る こ と も で き る (例 え ば 、 Boehringer Mannheim社 の Elecsys(登 録 商 標 )シ ス テ ム 、 ま た
は Chiron社 の ACS 180シ ス テ ム を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 に よ る 試 薬 の 使 用 は 、 多 数 の 利 点 を も た ら す も の で あ り 、 こ れ に 関 し て は 、 後 で
も う 一 度 、 実 験 セ ク シ ョ ン で 論 じ る こ と と す る 。 し か し 、 と り わ け の 利 点 が 、 ワ ン ス テ ッ
プ 法 と し て の 設 計 に あ る こ と が 指 摘 さ れ る べ き で あ る 。 こ れ は 、 結 合 試 薬 と し て 用 い ら れ
る ポ リ ク ロ ー ナ ル 自 己 抗 体 の 相 同 性 の 特 性 に よ り 、 測 定 さ れ る 試 料 中 に あ る hTSH結 合 抗 体
、 ま た は bTSH結 合 抗 体 に 起 因 す る 撹 乱 が 重 要 で は な く な る こ と に よ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 別 の 利 点 は 、 公 知 の 方 法 に よ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 識 化 (ま た は そ れ ら を 模
擬 す る 動 物 抗 体 の 標 識 化 )が 、 TSHの 標 識 化 を 行 う 際 に 遭 遇 し た 困 難 を 克 服 す る 必 要 な し に
、 事 実 上 い か な る 所 望 か つ 公 知 の 標 識 試 薬 で で も 可 能 な こ と で あ る 。 ま た 、 標 識 は 、 以 下
に 示 す 方 法 に 、 そ れ 自 体 用 い ら れ る こ と が 知 ら れ て い る 1対 の 検 出 マ ー カ ー の 一 部 で あ っ
て も よ い 。 こ の 方 法 で は 、 特 異 的 結 合 試 薬 (可 溶 化 TSHR;自 己 抗 体 形 態 の 競 合 物 質 )が 、 液
体 反 応 混 合 物 中 に 分 散 形 態 で 存 在 し 、 蛍 光 も し く は 化 学 発 光 消 光 、 ま た は 増 幅 に 基 づ く 標
識 化 シ ス テ ム の 一 部 で あ る 第 1の 標 識 化 成 分 が 抗 体 に 結 合 し 、 こ の 標 識 化 シ ス テ ム の 第 2の
標 識 化 成 分 が 、 可 溶 化 TSHRの 間 接 標 識 ま た は 直 接 標 識 に 用 い ら れ る 第 2の 非 競 合 性 抗 体 に
結 合 し 、 そ れ に よ っ て 、 標 識 抗 体 が TSHRに 結 合 し た 後 、 測 定 可 能 な シ グ ナ ル 、 例 え ば 、 蛍
光 シ グ ナ ル が 発 生 し 、 こ の シ グ ナ ル が 、 測 定 溶 液 中 に あ る 、 こ の 結 果 得 ら れ た サ ン ド イ ッ
チ 複 合 体 の 検 出 を 可 能 に す る 。 こ の 変 法 で は 、 本 発 明 に よ る 自 己 抗 体 試 料 と 比 較 し て 、 よ
り 詳 細 に は 、 結 合 能 を TSHと 比 較 し て 、 結 合 能 が よ り 長 時 間 保 た れ る TSHRが 、 実 施 に 際 し
て 極 め て 重 要 な 利 点 と な る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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　 以 下 に 、 本 発 明 を 、 5つ の 図 を 参 照 し て 、 特 定 の 実 施 形 態 お よ び 実 験 結 果 に 基 づ き 、 そ
の 様 々 な 態 様 に お い て 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 記 載 の 実 験 に 関 連 す る 一 般 的 な 説 明 は 、 参 照 に よ り 本 発 明 に 明 示 的 に 組 み 込 む 。 図 に は
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 以 下 の 調 製 お よ び 測 定 実 験 の 記 載 に お い て 、 そ れ 自 体 公 知 の 技 法 ま た は 物 質 が 用 い ら れ
た 場 合 、 可 能 な ら ば 、 公 表 さ れ た 文 献 に あ る デ ー タ の 参 照 を 行 っ た 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
(1.材 料 )
(1 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 試 料
の 産 生 )
(1.1.結 合 TSHRを 有 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 調 製 )
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 形 態 に あ る 公 知 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 立 体 構 造 抗 体 BA8(Sabine Costagl
iolaら 、 「 Second Generation Assay for Thyrotropin Receptor Antibodies Has Superi
or Diagnostic Sensitivity for Graves' Disease」 、 J Clin Endocrinol Metab、 第 84巻
、 90～ 97頁 、 1999年 ;91頁 「 Selection of moAb by FACS」 ;お よ び S. Costagliolaら 、 「 G
enetic Immunization Against the Human Thyrotropic Receptor Causes Thyroiditis an
d Allows Production of Monoclonal Antibodies Recognizing the Native Receptor」 、
The Journal of Immunology、 1998年 、 第 160巻 、 1458～ 1465頁 )20mgを 2mg/mlで 含 む リ ン
酸 緩 衝 食 塩 水 溶 液 (PBS)と 、 NaIO 4  50mgと を 混 合 し 、 20分 間 、 室 温 で 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 PBSで 平 衡 化 さ れ た NAP25カ ラ ム (Pharmacia社 )を 用 い て 脱 塩 し た 。 得 ら れ た タ ン パ ク 質
画 分 (14ml)を 、 PBSで 洗 浄 し 、 Carbolink(商 標 )物 質 (5mlゲ ル ;Pierce社 )と 混 合 し 、 穏 や か
に 振 盪 さ せ な が ら 4℃ で 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 得 ら れ た 懸 濁 液 を 、 ガ ラ ス フ ィ ル タ ー に 注 ぎ 、 PBS 200mlで 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 洗 浄 さ
れ た BA8抗 体 結 合 Carbolink物 質 を 組 換 え ヒ ト TSHR溶 液 (容 積 250ml、 K562細 胞 6× 10 9 か ら の
抽 出 物 )に 再 懸 濁 し (Sabine Costagliolaら 、 「 Second Generation Assay for Thyrotropi
n Receptor Antibodies Has Superior Diagnostic Sensitivity for Graves' Disease」
、 J Clin Endocrinol Metab、 第 84巻 、 90～ 97頁 、 1999年 ;91頁 、 「 Preparation of hTSH-
R」 )、 4℃ で 10時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ の 結 果 得 ら れ た 固 相 物 質 を 、 ガ ラ ス フ ィ ル タ ー 上 で 、 PBS 100mlを 用 い て 3回 洗 浄 し た
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
(1.2.グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら の 自 己 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 )
　 1.1に 従 っ て 得 ら れ た 洗 浄 済 み 固 相 物 質 を 、 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 プ ー ル 400ml(平 均
濃 度 190U/l、 全 75U)に 懸 濁 し 、 穏 や か に 振 盪 さ せ な が ら 、 4℃ で 10時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 そ の 後 、 下 部 を ガ ラ ス フ リ ッ ト で 閉 じ た ガ ラ ス カ ラ ム (2× 10cm)に 固 相 物 質 を 導 入 し 、
い ず れ の 場 合 に も 、 50mlの PBSで 3回 洗 浄 し た 。 流 速 は 1ml/分 で あ っ た 。 最 終 の 洗 浄 の 後 、
溶 出 液 は タ ン パ ク 質 不 含 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 そ の 後 、 固 相 物 質 に 固 定 さ れ た TSHRを 介 し て 結 合 し た 自 己 抗 体 (図 で は 、 TRAKと 短 縮 表
記 さ れ て い る )の 溶 出 を 、 50mMク エ ン 酸 の 10ml部 分 を 用 い て 、 流 速 1ml/分 で 行 っ た 。 カ ラ
ム 流 出 液 は 、 1ml画 分 で 収 集 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 得 ら れ た 1ml画 分 に 関 し て 、 本 出 願 人 の DYNOtest(登 録 商 標 )TRAKhuman(登 録 商 標 )を 用 い
て 、 抗 TSHR抗 体 が 存 在 す る か ど う か 試 験 し 、 タ ン パ ク 質 濃 度 を BCA法 で 測 定 し た 。 同 一 と
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見 な さ れ る カ ー ブ は 、 タ ン パ ク 質 量 お よ び 抗 体 活 性 が 相 互 に 一 致 す る も の で あ り 、 化 学 的
に 均 質 で あ る と 指 定 さ れ る 抗 体 画 分 を 得 た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ の 結 果 を 、 図 1お よ び 以 下 の 表 に 再 現 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 高 抗 体 活 性 (1IU/mgタ ン パ ク 質 よ り 高 い 活 性 )を 有 す る 純 度 の 高 い 自 己
抗 体 試 料 が 調 製 さ れ た こ と を 示 す 。 こ の よ う な ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 試 料 は 、 さ ら に 遠 い 過
去 に 、 甲 状 腺 膜 か ら の 試 料 を 用 い て 濃 縮 さ れ た も の 、 例 え ば 、 Rosalind Brownら 、 「 Part
ial Purification and Characterisation of Thyrotropin Binding Inhibitory Immunogl
obulins from Normal Human Plasma」 、 J Clin Endocrinol Metab、 第 56巻 、 156～ 162頁 (
1983年 )に よ る 産 物 な ど と は 比 較 に な ら な い も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
(1.3.グ レ ー ブ ス 病 血 清 か ら 得 た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 自 己 抗 体 の 標 識 化 )
(1.3.1ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル で 直 接 的 に 化 学 発 光 標 識 さ れ た 抗 体 )
　 1.2に 記 載 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 自 己 抗 体 30μ l(100μ g)を 、 1M NaPO 4 (pH7.2) 70μ l
で 中 和 し 、 NHSア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル (Behringwerke AG社 Marburg;欧 州 特 許 第 0257541号
参 照 ;ア セ ト ニ ト リ ル 中 1mg/ml) 10μ lと 混 合 し 、 室 温 で 、 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ
の 後 、 過 剰 の ア ク リ ジ ニ ウ ム 活 性 エ ス テ ル を 、 0.1グ リ シ ン /NaOH(pH7.2) 10μ lで 飽 和 さ
せ 、 結 合 し て い な い ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル を 、 SW300カ ラ ム (Millipore社 )を 用 い て ゲ ル
濾 過 HPLCに よ っ て 沈 降 さ せ た 。 280nmお よ び 368nmに UV吸 収 を 有 す る カ ラ ム 流 出 液 の 全 画 分
を 収 集 し た 。 プ ー ル さ れ た タ ン パ ク 質 画 分 は 、 受 容 体 結 合 ア ッ セ イ で さ ら に 使 用 す る 必 要
が 生 じ る ま で -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
(1.3.2.ヤ ギ 抗 ヒ ト 抗 体 に よ る 間 接 標 識 )
　 1.3.1の 別 法 と し て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 自 己 抗 体 を 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル で 標 識
さ れ た ヤ ギ 抗 ヒ ト IgGと 、 1:1の モ ル 比 で 反 応 さ せ た (グ レ ー ド 2、 Scantibodies社 )(1% BSA
、 PBS 10ml中 に 自 己 抗 体 100μ gお よ び ヤ ギ 抗 ヒ ト ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 100μ g)。 2時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 こ の 物 質 を 、 PBS、 1% BSA、 お よ び 10%ヒ ト 血 清 か ら な る 緩 衝 液 中
に 、 100μ lあ た り 20ng(約 0.25mU抗 体 )と な る よ う に 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 直 接 標 識 (1.3.1)、 お よ び 間 接 標 識 (1.3.2)さ れ た こ れ ら 2つ の 自 己 抗 体 を 、 下 記 に 示 す
対 照 血 清 お よ び 患 者 血 清 の 測 定 で 、 ト レ ー サ ー と し て 用 い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
(1.4標 準 物 質 )
　 使 用 さ れ た 標 準 物 質 は 、 本 出 願 人 の LUMItest(登 録 商 標 )TRAKの 標 準 物 質 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
(2.ア ッ セ イ 手 順 :ピ ペ ッ ト 操 作 お よ び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン プ ロ ト コ ー ル )
　 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 自 己 抗 体 に 基 づ く 標 識 さ れ た 新 規
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の ト レ ー サ ー 試 料 を 評 価 す る た め に 、 以 下 の 順 序 の ピ ペ ッ ト 操 作 お よ び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン ス テ ッ プ を 用 い て 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
1.本 出 願 人 の LUMItest(登 録 商 標 )TRAKhuman(登 録 商 標 )か ら 得 た 固 定 化 rhTSHRで コ ー テ ィ
ン グ さ れ た 試 験 管 に 、 試 料 (患 者 血 清 、 標 準 血 清 、 ま た は ゼ ロ 標 準 血 清 )100μ lを ピ ペ ッ ト
で 入 れ る 。
2.そ こ に 、 直 接 標 識 (1.3.1)ま た は 間 接 標 識 (1.3.2)さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 自 己 抗 体 を
、 い ず れ の 場 合 で も 100μ lピ ペ ッ ト で 入 れ る 。
3.Heidolph社 製 オ ー ビ タ ル シ ェ ー カ ー (300rpm)で 、 室 温 で 、 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
4.洗 浄 溶 液 (PBS)1mlを ピ ペ ッ ト で 入 れ る 。
5.デ カ ン ト 。
6.ス テ ッ プ 4お よ び 5を そ れ ぞ れ 3回 反 復 す る 。
7.発 光 反 応 を 引 き 起 こ し 、 化 学 発 光 光 を 発 生 さ せ 、 適 当 な ル ミ ノ メ ー タ 、 例 え ば 、 Bertho
ld社 製 LB952T/16を 用 い る こ と に よ っ て 、 試 験 管 の 壁 に 残 存 す る ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル
を 測 定 す る 。
8.患 者 血 清 中 の TSHR-Auto-Abを 測 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 2通 り に 異 な っ て 標 識 さ れ た 自 己 抗 体 画 分 を 用 い た 40の 対 照 血 清 お よ び 40の 患 者 血 清 の
測 定 結 果 を 図 2お よ び 3に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 LUMItest(登 録 商 標 )TRAKhuman(登 録 商 標 )で 得 ら れ る よ り 、 比 活 性 が 実 質 的 に 高 い シ グ
ナ ル を 得 た こ と が 明 ら か で あ る 。 一 方 、 グ レ ー ブ ス 病 の 診 断 に 関 し て は 、 同 程 度 、 ま た は
さ ら に 高 い 感 受 性 お よ び 特 異 性 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 驚 い た こ と に 、 ま さ に 可 溶 化 TSHRと 同 様 に 、 測 定 で 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と し て 用 い ら
れ た 固 定 化 組 換 え ヒ ト TSH受 容 体 も 、 標 識 さ れ た 自 己 抗 体 に 関 し て 、 結 合 能 と 、 し た が っ
て 、 抗 体 測 定 用 試 薬 と し て の 適 性 と を 、 標 識 さ れ た bTSHを ト レ ー サ ー と し て 使 用 し た 場 合
よ り 実 質 的 に 長 く 保 持 す る こ と が さ ら に 判 明 し た 。 こ れ は 、 実 用 上 か な り の 利 点 と な る も
の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の ア ッ セ イ は 、 測 定 さ れ る ト レ ー サ ー と リ ガ ン ド と が 実 質 上 同 一 で あ る い わ ゆ る 相 同
ア ッ セ イ (homologous assay)で あ る の で 、 hTSHの 存 在 は 、 ト レ ー サ ー 結 合 と 抗 体 結 合 と に
同 様 の 影 響 を 与 え 、 こ れ に よ る 測 定 へ の 影 響 に よ っ て 撹 乱 が 起 こ る こ と は あ り え な い 。 50
0U/Lま で の hTSH濃 度 で 、 ト レ ー サ ー 結 合 を 試 験 し た と こ ろ 、 hTSHの 存 在 に よ る 干 渉 は 全 く
見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
(3.様 々 な ト レ ー サ ー に 関 す る TSHR試 料 の 結 合 挙 動 に お け る 安 定 性 の 調 査 )
　 組 換 え ヒ ト TSHRは 、 記 載 の 通 り 、 2%ト リ ト ン 、 10%グ リ セ ロ ー ル 、 10mM EDTA、 0.5% BSA
、 pH7.4を 含 む HEPESで 、 K562細 胞 か ら 抽 出 し 、 抽 出 物 と し て 22℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 5に 示 す 間 隔 で 、 い ず れ の 場 合 に も 、 1ア リ コ ー ト の TSHR懸 濁 液 を 、 あ ら か じ め モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 (BA8)で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ポ リ ス チ レ ン チ ュ ー ブ に 添 加 し 、 300rpmの オ ー
ビ タ ル シ ェ ー カ ー (Heidolph社 )上 、 4℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
容 積 は 300μ lで あ っ た 。 そ の 後 、 チ ュ ー ブ を HEPES緩 衝 液 、 pH7.4、 0.5% BSAで 満 た し 、 チ
ュ ー ブ の 内 容 物 を 吸 引 濾 過 し 、 さ ら に 、 こ の ス テ ッ プ を 2回 反 復 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 そ の 後 、 結 合 し た TSHRを 、 真 空 乾 燥 に よ っ て 安 定 化 さ せ た 。 最 後 に 、 乾 燥 し た チ ュ ー ブ
を 、 本 出 願 人 の TRAKhuman(登 録 商 標 )か ら 得 た ト レ ー サ ー 溶 液 200μ lと 共 に 、 ま た は 、 上
記 1.3.2の 記 載 の 通 り 調 製 し た 間 接 標 識 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 自 己 抗 体 試 料 200μ lと
共 に 、 振 盪 (300rpm)さ せ な が ら 22℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ト レ ー サ ー 溶 液 は 、 放
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射 標 識 さ れ た bTSHを 含 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 そ の 後 、 い ず れ の 場 合 に も 、 PBSで チ ュ ー ブ を 洗 浄 す る (PBS 2mlの 添 加 /吸 引 濾 過 を 3回
反 復 す る )こ と に よ っ て 、 結 合 し て い な い 標 識 さ れ た 物 質 を 除 去 し た 。 最 後 に 、 チ ュ ー ブ
表 面 に 残 留 し て い る 標 識 を 、 ガ ン マ カ ウ ン タ ま た ル ミ ノ メ ー タ で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 を 図 5に 示 す 。 保 存 時 間 が 長 く な る に つ れ て 、 標 識 さ れ た bTSHト レ ー サ ー
の 結 合 量 が ま す ま す 少 な く な っ た こ と が 明 確 に 明 ら か で あ り 、 100時 間 保 存 し た 後 の 試 料
で は 、 初 期 値 の 約 20%に ま で bTSH結 合 が 低 下 し て い た 。 一 方 、 標 識 さ れ た 自 己 抗 体 画 分 の
結 合 は 、 同 じ 時 間 内 に わ ず か に 低 下 し た の み で あ っ た 。 相 同 ア ッ セ イ で は 、 結 合 能 の 低 下
が ト レ ー サ ー と 被 分 析 物 と に 等 し く 関 与 す る （ 一 方 、 被 分 析 物 と 比 較 し た bTSHト レ ー サ ー
の 相 対 的 結 合 能 に 関 し て は 、 こ の こ と は 当 て は ま ら な い ） た め
、 こ れ ら の 結 果 は 、 公 知 の ア ッ セ イ に お け る 場 合 と 比 べ て 、 測 定 精 度 が 時 間 に 影 響 さ れ る
程 度 が 非 常 に 小 さ く な っ て い る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
(4.機 能 的 な 組 換 え ヒ ト TSH-Rの 結 合 部 位 で 、 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 自 己 抗
体 と 競 合 す る 抗 hTSHR動 物 抗 体 の 同 定 /選 択 )
　 グ レ ー ブ ス 病 血 清 か ら 得 ら れ た 標 識 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 自 己 抗 体
試 料 を 競 合 物 質 と し て 用 い た ア ッ セ イ は 、 そ れ が 相 同 ア ッ セ イ の 特 性 に よ る も の な の で 、
グ レ ー ブ ス 病 自 己 抗 体 と 実 際 に 競 合 す る 動 物 抗 体 、 詳 細 に は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 選 択 を
可 能 に す る も の で あ る 。 そ の よ う な 動 物 抗 体 は 、 こ れ ま で 、 い ま だ に 記 載 の な い 、 刺 激 性
作 用 を 有 す る 抗 体 で あ る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 S. Costagliolaら 、 「 Genetic Immunization Against the Human Thyrotropic Recepto
r Causes Thyroiditis and Allows Production of Monoclonal Antibodies Recognizing 
the Native Receptor」 、 The Journal of Immunology、 1998年 、 第 160巻 、 1458～ 1465頁
、 に よ る 遺 伝 的 免 疫 化 技 法 を 用 い て 、 TSH-Rに 対 す る 多 数 の 動 物 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 産
生 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 上 述 し た 相 同 ア ッ セ イ に よ る 試 験 に お い て 、 グ レ ー ブ ス 病 血 清 か ら 得 ら れ た 標 識 ア フ ィ
ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 自 己 抗 体 と 競 合 で き た ク ロ ー ン は 、 試 験 さ れ た 3000ク ロ ー ン
の う ち 、 7ク ロ ー ン の み で あ っ た こ と が 判 明 し た 。 こ の バ イ オ ア ッ セ イ に お い て 、 こ れ ら 7
ク ロ ー ン の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 す べ て が cAMP生 産 に 対 す る 刺 激 性 を 示 し 、 し た が っ て 、 こ
れ ら は グ レ ー ブ ス 病 で 生 じ る 抗 TSH-R自 己 抗 体 を 模 擬 で き る も の で あ る 。 こ れ は 、 あ き ら
か に 非 常 に 低 い 頻 度 で あ る に せ よ 、 そ れ ら の 結 合 挙 動 が 天 然 の 自 己 抗 体 に 一 致 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 実 際 に 産 生 で き 、 し た が っ て 、 例 え ば 、 患 者 血 清 か ら ア フ ィ ニ テ ィ ー 精
製 に よ っ て 取 得 可 能 な 抗 体 の 代 わ り に 、 単 独 で 、 ま た は そ の 混 合 物 と し て 、 ま た は ア フ ィ
ニ テ ィ ー 精 製 自 己 抗 体 と の 混 合 物 ま た は 組 合 せ に お い て 、 グ レ ー ブ ス 病 を 診 断 す る た め の
特 異 的 結 合 試 薬 (競 合 物 質 /ト レ ー サ ー ;固 相 成 分 ;二 次 競 合 物 質 )と し て 使 用 で き る こ と を
示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 図 に は 以 下 の こ と を 様 々 な 図 表 の 形 態 で 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
【 図 １ 】 グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 か ら 得 ら れ た 自 己 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に お い て 、
洗 浄 (3× 50ml PBSを 用 い た )お よ び そ れ に 続 く 溶 出 (い ず れ の 場 合 で も 10mlク エ ン 酸 pH2.5
を 用 い た )の 際 に 得 ら れ た 溶 出 プ ロ フ ィ ル を 示 す 図 で あ る 。 ク エ ン 酸 で 溶 出 さ れ た 抗 体 画
分 は 化 学 的 に 均 質 で あ っ た 。
【 図 ２ 】 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル で 直 接 標 識 ま た は 間 接 標 識 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ
リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 を 用 い て 、 TSHR-Auto-Abを 測 定 す る た め の 標 準 曲 線 を 、 同 じ ス
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ケ ー ル の シ グ ナ ル 強 度 (RLU)に お け る 、 本 出 願 人 の LUMItest(登 録 商 標 )TRAKhuman(登 録 商
標 )の 標 準 曲 線 と 比 較 し て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル で 直 接 標 識 ま た は 間 接 標 識 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ
リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 自 己 抗 体 を 用 い て 、 結 合 比 率 (B/B 0 )に 基 づ い て 、 TSHR-Auto-Abを 測 定 す
る た め の 標 準 曲 線 を 、 本 出 願 人 の LUMItest(登 録 商 標 )TRAKhuman(登 録 商 標 )の 標 準 曲 線 と
比 較 し て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 本 出 願 人 の LUMItest(登 録 商 標 )TRAKhuman(登 録 商 標 )(左 列 )、 お よ び 患 者 血 清 か
ら 得 ら れ た 標 識 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 自 己 抗 体 を 用 い た 試 験 (TRAKcompetiti
on)(右 列 )に よ る 、 患 者 血 清 (対 照 血 清 40; グ レ ー ブ ス 病 患 者 の 血 清 40)の 測 定 結 果 を 示 す
図 で あ る 。 シ グ ナ ル 強 度 の 増 大 に よ っ て 、 よ り 大 き な ス ケ ー ル の 広 が り が あ る こ と 、 ま た
、 し た が っ て 、 よ り 大 き な 識 別 を 有 す る 測 定 で あ っ た こ と が 明 ら か で あ る 。
【 図 ５ 】 22℃ で 保 存 さ れ て い る 1 2 5 I-bTSH、 お よ び ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル で 標 識 さ れ た
ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 自 己 抗 体 に 対 す る TSHR試 料 の 結 合 力 の 変 化 を 示 す 図 で
あ る 。

10

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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