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(57)【要約】
　本発明は、TSHレセプター（TSHR）に対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答し
て産生される自己抗体に結合できる融合タンパク質を有するグリコシド化されていない単
離かつ精製した組換えポリペプチドに関する。更に、開示されているものは前記の単離か
つ精製した組換えポリペプチドを用いてこのような自己抗体を検出及び／又は定量化する
方法ならびに各々のキットに関する。



(2) JP 2009-517015 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗
体に結合できる融合タンパク質を有する、グリコシド化されていない単離かつ精製した組
換えポリペプチドにおいて、次の
ａ）原核宿主細胞の細胞質内でジスルフィド結合の形成を可能にする突然変異を有さない
原核宿主を、前記融合タンパク質をコードする単離かつ精製した核酸配列を有するベクタ
ーで形質転換させ、
その際、１つ以上のTSHレセプターの部分配列はポリペプチドに融合し、かつ前記TSHレセ
プターの部分配列は、主にTSHレセプターの細胞外ドメイン、その断片又はその変異体か
ら成っている；
ｂ）前記原核宿主細胞を培養し、それにより前記融合タンパク質を発現させ、前記原核宿
主細胞内に蓄積させ；
ｃ）前記原核宿主細胞を単離し；
ｄ）界面活性剤の存在で前記原核宿主細胞を溶解し；
ｅ）溶解産物の可溶性成分を不溶性成分から分離し；そして
ｆ）前記溶解産物の可溶性成分から融合タンパク質を精製する
ことを含む方法より得られる、グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペ
プチド。
【請求項２】
　融合すべきポリペプチドは、主にグルタチオンSトランスフェラーゼ（GST）、β－グル
クロニダーゼ（GUS）、緑色蛍光タンパク質（GFP）又はマルトース結合タンパク質（MBP
）もしくはセルロース結合ドメイン（CBD）のような原核結合タンパク質、これらの断片
又はこれらの変異体から成る、請求項１に記載のグリコシド化されていない単離かつ精製
した組換えポリペプチド。
【請求項３】
　界面活性剤は非イオン性界面活性剤である、請求項１又は２に記載のグリコシド化され
ていない単離かつ精製した組換えポリペプチド。
【請求項４】
　アフィニティー・クロマトグラフィーにより融合タンパク質を溶解産物の可溶性成分か
ら精製する、請求項１から３までのいずれか１項に記載のグリコシド化されていない単離
かつ精製した組換えポリペプチド。
【請求項５】
　原核宿主細胞の細胞質内でジスルフィド結合の形成を可能にする突然変異を有さない原
核宿主内で発現されるグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチドで
あって、前記グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチドは、TSHレ
セプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗体に結合
できる融合タンパク質を有し、その際、１つ以上のTSHレセプターの部分配列は、主にグ
ルタチオンSトランスフェラーゼ（GST）から成るポリペプチド、その断片又はその変異体
に融合し、かつ前記TSHレセプターの部分配列は、主にTSHレセプターの細胞外ドメイン、
その断片又はその変異体から成っている、グリコシド化されていない単離かつ精製した組
換えポリペプチド。
【請求項６】
　TSHレセプターの部分配列は、ポリペプチドのC末端に融合する、請求項１から５までの
いずれか１項に記載のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド。
【請求項７】
　TSHレセプターの部分配列は、TSHレセプターの部分配列内で少なくとも１つのトロンビ
ン切断部位を示す見かけ分子量約４５kDaと約３５kDaの２つの断片にトロンビンにより切
断される、請求項１から６までのいずれか１項に記載のグリコシド化されていない単離か
つ精製した組換えポリペプチド。
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【請求項８】
　TSHレセプターの部分配列は、主に次の１つ以上のアミノ酸配列：
TSHレセプターのN－末端から２２～４１５番目のアミノ酸配列；
TSHレセプターのN－末端から２１０～４１５番目のアミノ酸配列；
TSHレセプターのN－末端から３１０～４１５番目のアミノ酸配列；
、その断片又はその変異体から成る、請求項１から６までのいずれか１項に記載のグリコ
シド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド。
【請求項９】
　TSHレセプターの部分配列は、
ａ）配列番号1に示したTSHレセプターのN末端から２２～４１５番目のアミノ酸配列を有
するアミノ酸配列；
ｂ）ａ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
ｃ）配列番号2に示したTSHレセプターのN末端から２１０～４１５番目のアミノ酸配列を
有するアミノ酸配列；
ｄ）ｃ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
ｅ）配列番号3に示したTSHレセプターのN末端から３１０～４１５番目のアミノ酸配列を
有するアミノ酸配列；
ｆ）ｅ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
から成るグループから選択される、請求項１から６までのいずれか１項に記載のグリコシ
ド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド。
【請求項１０】
　ａ）配列番号4に示したアミノ酸配列を有するアミノ酸配列；
　ｂ）ａ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号5に示したアミノ酸配列を有するアミノ酸配列；
　ｄ）ｃ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号6に示したアミノ酸配列を有するアミノ酸配列；
　ｆ）ｅ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
から成るグループから選択される、請求項１から６までのいずれか１項に記載のグリコシ
ド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド。
【請求項１１】
　請求項１０に記載のａ）とｂ）のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポ
リペプチドであって、TSHレセプターの部分配列は、トロンビンによってTSHレセプターの
部分配列内で少なくとも１つのトロンビン切断部位を示す見かけ分子量約４５kDaと約３
５kDaの２つの断片に切断される、請求項１０に記載のａ）とｂ）のグリコシド化されて
いない単離かつ精製した組換えポリペプチド。
【請求項１２】
　国際基準90/672に含まれているTSH、モノクロナール抗－TSHR抗体2C11、モノクロナー
ル抗TSHR抗体4C1及びTSHR自己抗体に結合できる、請求項１から１１までのいずれか１項
に記載のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド。
【請求項１３】
　TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗
体に結合できるグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列であって、前記グリ
コシド化されていないTSHレセプターの部分配列は主にTSHレセプターの細胞外ドメイン、
その断片又はその変異体から成っていて、次の
ａ）原核宿主細胞の細胞質内でジスルフィド結合の形成を可能にする突然変異を有さない
原核宿主を、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生さ
れる自己抗体に結合できる融合タンパク質をコードする単離かつ精製した核酸配列を有す
るベクターで形質転換し、
その際、１つ以上のTSHレセプターの部分配列は、ポリペプチドに融合し、かつ前記TSHレ
セプターの部分配列は、主にTSHレセプターの細胞外ドメイン、その断片及びその変異体
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から成っている；
ｂ）原核宿主細胞を培養し、それにより前記融合タンパク質を発現させ、前記原核宿主細
胞内に蓄積させ；
ｃ）前記原核宿主細胞を単離し；
ｄ）界面活性剤の存在で前記原核宿主細胞を溶解し；
ｅ）溶解産物の可溶性成分を不溶性成分から分離し；かつ
ｆ）前記溶解産物の可溶性成分からの融合タンパク質を精製し；
ｇ）前記TSHレセプターの部分配列に融合した前記ポリペプチドを消化又は切断し；かつ
ｈ）前記TSHレセプターの部分配列、その断片又はその変異体を回収する
ことを含む方法により得られる、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾
患に応答して産生される自己抗体に結合できるグリコシド化されていないTSHレセプター
の部分配列。
【請求項１４】
　ポリペプチドに融合したTSHレセプターの部分配列は、主に次のアミノ酸配列：
TSHレセプターのN末端から２２～４１５番目のアミノ酸配列；
TSHレセプターのN末端から２１０～４１５番目のアミノ酸配列；及び
TSHレセプターのN末端から３１０～４１５番目のアミノ酸配列
のいずれか１つ、その断片又はその変異体から成る、請求項１３に記載のグリコシド化さ
れていないTSHレセプターの部分配列。
【請求項１５】
　ａ）配列番号1に示したTSHレセプターのN末端から２２～４１５番目のアミノ酸配列を
有するアミノ酸配列；
　ｂ）ａ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
　ｃ）配列番号2に示したTSHレセプターのN末端から２１０～４１５番目のアミノ酸配列
を有するアミノ酸配列；
　ｄ）ｃ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
　ｅ）配列番号3に示したTSHレセプターのN末端からの３１０～４１５番目のアミノ酸配
列を有するアミノ酸配列；
　ｆ）ｅ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
から成るグループから選択される、請求項１３に記載のグリコシド化されていないTSHレ
セプターの部分配列。
【請求項１６】
　界面活性剤は、非イオン性界面活性剤である、請求項１３から１５までのいずれか１項
に記載のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列。
【請求項１７】
　アフィニティー・クロマトグラフィーにより融合タンパク質を溶解産物の可溶性成分か
ら精製する、請求項１３から１６までのいずれか１項に記載のグリコシド化されていない
TSHレセプターの部分配列。
【請求項１８】
　ａ）配列番号10～27から選択されるアミノ酸配列の少なくとも５個の連続したアミノ酸
を有するエピトープ；
　ｂ）配列番号10～27から選択されるアミノ酸配列を有するエピトープ：
　ｃ）ａ）又はｂ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも６０％相同であるエピトープ；
から成るグループから選択されるグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列の
エピトープ。
【請求項１９】
　請求項１から１２までのいずれか１項に記載のグリコシド化されていない単離かつ精製
した組換えポリペプチドにより構成される融合タンパク質をコードする単離かつ精製した
核酸配列。
【請求項２０】



(5) JP 2009-517015 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

　請求項１９に記載の核酸配列の少なくとも１つのコピーを有するベクター。
【請求項２１】
　請求項１９の核酸配列及び／又は請求項２０のベクターで形質転換した、その細胞質内
でジスルフィド結合の形成を可能にする突然変異を有さない原核宿主細胞。
【請求項２２】
　被験者の生体液中で、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答
して産生される自己抗体を検出及び／又は定量化する方法であって、該方法は
ａ）生体液を、請求項１から１２までのいずれか１項に記載の１つ以上のグリコシド化さ
れていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は請求項１３から１７までのい
ずれか１項に記載の１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び
／又は請求項１８に記載の１つ以上のエピトープと接触させ、かつ
ｂ）前記グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は前記
グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又は前記エピトープに結合し
た自己抗体を検出及び／又は定量化する
ことを含む、被験者の生体液中で、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫
疾患に応答して産生される自己抗体を検出及び／又は定量化する方法。
【請求項２３】
　TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗
体を、インビトロで検出及び／又は定量化し、その際、生体液が被験者からのサンプルと
して得られる、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　生体液を被験者からサンプルとして得て、かつ前記サンプルを、グリコシド化されてい
ない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又はグリコシド化されていないTSHレセ
プターの部分配列及び／又は固体担体上に固定したエピトープと接触させ、かつ前記固体
担体に結合した自己抗体を検出及び／又は定量化する、請求項２２又は２３に記載の方法
。
【請求項２５】
　サンプルをグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチドと接触させ
、１つ以上のTSHレセプターの部分配列を、主にグルタチオンSトランスフェラーゼ（GST
）、その断片又はその変異体から成るポリペプチドに融合させ、かつ前記融合タンパク質
がその表面上にグルタチオンを提供する固体担体とのジスルフィド結合により固体担体上
に並ぶように、前記融合タンパク質を固定する、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　自己抗体は、ELISA、LISA、RIA、ウェスタンブロット、免疫沈降又はフローサイトメト
リーから選択されるアッセイにより検出及び／又は定量化される、請求項２２から２５ま
でのいずれか１項に記載の方法。
【請求項２７】
　アッセイがELISAである、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　検出及び／又は定量化された自己抗体は、アイソタイプIgG、IgM及び／又はIgAのもの
である、請求項２２から２７までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項２９】
　更に、
ｃ）検出及び／又は定量化した自己抗体を単離する
ことを含む、請求項２２から２８までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項３０】
　更に、TG及び／又はTPOに対する自己抗体を検出及び／又は定量化する、請求項２２か
ら２９までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項３１】
　請求項２２から３０までのいずれか１項に記載の方法により得られる又は得られた、ア
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イソタイプIgG、IgM及び／又はIgAのTSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫
疾患に応答して産生された自己抗体。
【請求項３２】
　場合により試薬及び／又は取扱説明書の付いた、請求項１から１２までのいずれか１項
に記載の少なくとも１つ以上のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペ
プチド及び／又は請求項１３から１７までのいずれか１項に記載の少なくとも１つ以上の
グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列、及び／又は請求項１８に記載の１
つ以上のエピトープを有する、被験者の生体液中でTSHレセプターに対する免疫反応と関
連する自己免疫疾患に応答して産生された自己抗体を検出及び／又は定量化するためのキ
ット。
【請求項３３】
　ELISA、LISA、RIA、ウェスタンブロット、免疫沈降又はフローサイトメトリーから選択
されるアッセイを実施するための試薬を更に有する、請求項３２に記載のキット。
【請求項３４】
　アッセイはELISAである、請求項３３に記載のキット。
【請求項３５】
　ポイント・オブ・ケアテストを実施するための試薬を更に有する、請求項３２に記載の
キット。
【請求項３６】
　TG及びTPOを検出及び／又は定量化するための試薬を更に有する、請求項３２から３５
までのいずれか１項に記載のキット。
【請求項３７】
　TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患を診断するための、請求項３
２から３６までのいずれか１項に記載のキットの使用。
【請求項３８】
　活性物質として、請求項１から１２までのいずれか１項に記載の１つ以上のグリコシド
化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は請求項１３から１７まで
のいずれか１項に記載の１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列
及び／又は請求項１８に記載の１つ以上のエピトープの製剤学的有効量を、場合により製
剤学的に認容性のキャリヤー、希釈剤又は補助剤と一緒に有する、医薬組成物。
【請求項３９】
　TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患の治療又は予防で使用するた
めの、及び／又は診断で使用するための、請求項１から１２までのいずれか１項に記載の
１つ以上のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は請
求項１３から１７までのいずれか１項に記載の１つ以上のグリコシド化されていないTSH
レセプターの部分配列及び／又は請求項１８に記載の１つ以上のエピトープ及び／又は請
求項３８の医薬組成物。
【請求項４０】
　TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患を治療又は予防するための医
薬品を製造するための、請求項１から１２までのいずれか１項に記載の１つ以上のグリコ
シド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は請求項１３から１７
までのいずれか１項に記載の１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分
配列及び／又は請求項１８に記載の１つ以上のエピトープ及び／又は請求項３８に記載の
医薬組成物の使用。
【請求項４１】
　請求項１から１２までのいずれか１項に記載の１つ以上のグリコシド化されていない単
離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は請求項１３から１７までのいずれか１項に
記載の１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又は請求項
１８に記載の１つ以上のエピトープ及び／又は請求項３８に記載の医薬組成物との結合に
より、治療効果を提供することが確認されている治療薬の治療有効量を被験者に投与する
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ことから成る、被験者でTSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患を治療
する方法。
【請求項４２】
　TSHレセプターの結合相手を同定する方法において、
ａ）前記結合相手を、請求項１から１２までのいずれか１項に記載の１つ以上のグリコシ
ド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は請求項１３から１７ま
でのいずれか１項に記載の１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配
列及び／又は請求項１８の１つ以上のエピトープと接触させる工程、
ｂ）前記グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は前記
グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又は前記エピトープに結合し
た結合相手を検出及び／又は定量化する工程、
ｃ）場合により、前記グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及
び／又は前記グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又は前記エピト
ープに結合した、検出及び／又は定量化した結合相手を単離する工程
を含むことを特徴とする、TSHレセプターの結合相手を同定する方法。
【請求項４３】
　結合相手がTSHを有さない、請求項４２に記載の方法により得られるTSHレセプターの結
合相手。
【請求項４４】
　結合相手は、IgG、IgM又はIgAアイソタイプの抗体である、請求項４３に記載の結合相
手。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、TSHレセプター（TSHR）に対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答し
て産生される自己抗体に結合できる融合タンパク質を有する、グリコシド化されていない
単離かつ精製した組換えポリペプチドに関する。更に、本発明は、前記単離かつ精製した
組換えポリペプチドを用いて、このような自己抗体を検出及び／又は定量化する方法なら
びに、各々のキットに関する。
【０００２】
　発明の背景
　甲状腺疾患は、ヒトにおいて最も一般的な自己免疫疾患であり、かつグレーヴス病（GD
）、グレーヴス眼症（GO）、橋本甲状腺炎ならびに特発性粘液水腫からの幅広いスペクト
ルを有する。この中でもグレーヴス病は、甲状腺機能の増大、かつ臨床的甲状腺機能亢進
症を導く。この器官特異的な自己免疫疾患は、年に１００００人中約４人の発生率がある
。一般的に容認されているグレーヴス病のメカニズムは、免疫系が甲状腺刺激ホルモン（
TSH）レセプターに対して直接に自己抗体を産生し、かつこれらの種類の自己抗体が、自
然に産生される甲状腺刺激ホルモン（TSH）の機能を真似できることである。
【０００３】
　TSHレセプター自己抗体（TRAbs）を検出する確立した方法には、機能作用（TSHRシグナ
ル経路でのTRAbsの刺激又は阻害）を測定する生物アッセイ、及び単離又は組換えTSHレセ
プターに結合するTSHの阻害を検出するインビトロアッセイが含まれる。
【０００４】
　細胞株：
　チャイニーズハムスターの卵巣細胞株をTSHレセプターでトランスフェクトし、これを
細胞膜で発現させる。患者血清を細胞株に加えた後に、細胞膜中のTSHレセプターに関連
するエピトープへのTSHR自己抗体の結合を、患者血清の処理の際に、新たに合成されたサ
イクリックAMPの刺激又は阻害により検出する。
【０００５】
　コーティングチューブ法：



(8) JP 2009-517015 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

　コーティングチューブ法は、BRAHMS AG社により開発されたものである。チューブ上に
コートしたTSHRへの患者血清中のTRAbsの結合を、放射線標識したウシTSHの相互作用の阻
害、いわゆるTSH阻害性免疫グロブリン（TBII）により間接的に測定する。TBIIアッセイ
は、甲状腺刺激抗体（TSAbs）と甲状腺ブロッキング抗体（TBAbs）を識別しない。
【０００６】
　放射性－免疫アッセイ（RIA）：
　ヒト又は動物からアフィニティー精製したTSHRは、放射線により標識される。患者血清
を添加した後に、TSHRに結合した患者血清中の自己抗体は、抗原－抗体複合体を形成する
。この複合体は、免疫沈降法により分離され、かつ放射線活性を測定して、患者血清中の
自己抗体の量を評価する。
【０００７】
　しかしTRAbsの異種の特性により、様々なアプローチの中で矛盾がある。最近ではモノ
クロナール甲状腺刺激抗体がホルモン刺激を阻害することが分かった（Chae, C. B.等、2
001, J Clin Endocrinol Metab 86(7): 3311-3318）。しかし、その利用は極めて制限さ
れている。一方で、モノクロナール抗体の特異性と親和性は不明であり、かつ２つのモノ
クロナール細胞株だけが利用されてきた。現在の方法において、自己抗体の低い感度と特
異性の識別力の無さは、結果として臨床試験の矛盾を生じている（DeGroot, L. J., 1990
, J. Ckin Endocronol Metab 83 (11): 3777-3785）。
【０００８】
　TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗
体を検出するための、ヒト甲状腺ホルモンレセプターの種々の断片の使用は、EP-A107898
6に記載されている。バキュロウイルスの１本鎖配列を用いて種々の断片を、昆虫細胞中
で発現させている。しかし、グリコシド化されていないヒトタンパク質の産生に昆虫細胞
を使用することは不都合である。昆虫細胞により合成されるタンパク質は、おそらくそれ
らの平均の炭水化物の組成ならびにグリコシドル化パターンにおいて、天然に生じるグル
コシド化されたヒトタンパク質とは異なっている。従って、バキュロウイルスの１本鎖配
列を用いるTSHレセプター断片の調製と、昆虫細胞中でのそれらの発現は、それらの炭水
化物の組成ならびにパターンが、ヒト細胞による生理学的状況で発現させたものとは異な
るTSHレセプター断片を生じるであろう。
【０００９】
　抗－TSHレセプター自己抗体を検出するためのヒト甲状腺ホルモンレセプターの種々の
断片の使用は、WO 03/018632にも記載されていて、その際、断片をCHO細胞中で発現させ
ている。しかし、CHO細胞により合成されたタンパク質は、おそらくそれらの平均の炭水
化物の組成において、天然に生じるグルコシド化されたヒトタンパク質とは異なっている
。従って、CHO細胞中で発現させたTSHレセプタータンパク質は、おそらくそれらのグリコ
シド化パターンにおいて、天然に生じるヒトTSHレセプターとは異なっていて、従って抗
－TSHレセプター自己抗体を検出するアッセイにおいて、天然に生じるヒトTSHレセプター
とは異なる結合特性を有するであろう。低い発現率、遅い増殖速度及び哺乳類成長因子を
補足した複合培地の必要性ゆえに、CHO細胞中でのTSHレセプターの産生は時間を浪費し、
かつ高価である。
【００１０】
　アミノ酸20-414含有のヒトTSHRの細胞外ドメインのTSHレセプター断片は、Huang等によ
り、1995, Endocrinology 136(2): 588-593に記載されているように、大腸菌中でグリコ
シド化されていない形で、GST融合タンパク質として発現させていた。しかし、精製した
組換えレセプターの調製物はグレーヴス病の患者からの自己抗体に対して結合を示さない
ので、TSHレセプター断片の正しいフォールディングが、自己抗体の結合に重要であるか
もしれないことを示している。この発見は、Bobovnikova等により、1997, J. Mol. Endoc
rinology 8(2): 137-144に強調されている。彼らは、可溶性の生物学的に活性なアミノ酸
21-415含有のヒトTSHレセプター断片を、大腸菌のチオレドキシン還元酵素突然変異株中
でGST融合タンパク質を発現させることにより得ていて、これがその細胞質内でジスルフ
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ィド結合の正しい形成を可能にする。しかし、標識したTSHに対するチオレドキシン還元
酵素突然変異株中で産生されたTSHレセプター断片の結合親和性は極めて低かったので、
得られたTSHレセプター断片の特性が、天然に生じるヒトTSHレセプターのものとは著しく
異なることを示している。
【００１１】
　本発明の対象は、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して
産生される自己抗体を検出するための新規TSHレセプター断片を提供することであり、こ
れは、高い感度と低い交差反応性を有し、かつこのような自己抗体を定量的かつ定性的に
検出する方法で使用できる。
【００１２】
　本発明のまとめ
　前記の対象は、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産
生される自己抗体に結合できる融合タンパク質を有するグリコシド化されていない単離か
つ精製した新規組換えポリペプチド、グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配
列、かつグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列の新規エピトープ、ならび
にグリコシド化されていない単離かつ精製した新規組換えポリペプチド、グリコシド化さ
れていないTSHレセプターの部分配列及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプター
の部分配列の新規エピトープを用いて、このような自己抗体を検出及び／又は定量化する
新規方法により達成された。
【００１３】
　意外にも、１つ以上のTSHレセプターの部分配列が、原核宿主細胞の細胞質内でジスル
フィド結合の形成を可能にする突然変異を有さない原核宿主内で発現されるポリペプチド
に融合している融合タンパク質を有するグリコシド化されていない単離かつ精製した組換
えポリペプチドが、ヒトTSHRに対する自己抗体に高い結合活性と、高い結合特異性を有し
、かつ低い交差反応性を示すことが見出された。これらの発見は、以前に検討された分野
に関して予想に反する。従って、本発明のグリコシド化されていない単離かつ精製した新
規組換えポリペプチドは、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応
答して産生される新規自己抗体の検出、単離及び同定を容易にする。
【００１４】
　以下の説明から明らかになると思われる上記の対象及び他の対象は、TSHレセプターに
対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される新規自己抗体に結合できる
融合タンパク質を有する、グリコシド化されていない単離かつ精製した新規組換えポリペ
プチドを提供することにより達成された。また、次のものが提供される：グリコシド化さ
れていないTSHレセプターの部分配列；グリコシド化されていない単離かつ精製した組換
えポリペプチドと、グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列の新規エピトー
プから成る融合タンパク質をコードする単離かつ精製した核酸配列；前記の単離かつ精製
した核酸配列の少なくとも１つのコピーを有するベクター、及び前記の単離かつ精製した
核酸配列及び／又は前記ベクターで形質転換した原核宿主細胞；被験者の生体液中で、グ
リコシド化されていない単離かつ精製した新規組換えポリペプチド及び／又はグリコシド
化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプ
ターの部分配列の新規エピトープを用いて、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する
自己免疫疾患に応答して産生される自己抗体を検出及び／又は定量化する方法；TSHレセ
プターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される新規自己抗体；TS
Hレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗体を
検出及び／又は定量化する各々のキット；TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自
己免疫疾患を診断するキットの使用；医薬組成物；TSHレセプターに対する免疫反応と関
連する自己免疫疾患を治療又は予防する医薬品を調製するための前記グリコシド化されて
いない単離かつ精製した組換えポリペプチドの使用及び／又は前記グリコシド化されてい
ないTSHレセプターの部分配列及の使用及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプタ
ーの部分配列の新規エピトープの使用及び／又は前記医薬組成物の使用、ならびに被験者
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において、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患を治療する方法；更
に、TSHレセプターの結合相手を同定する方法及び前記方法により得られたTSHレセプター
の結合相手が提供される。
【００１５】
　他の対象と利点は、詳細な説明の概要から当業者には明らかになるであろう。以下の実
証となる図面及び付随する請求項を参照して進めることにする。
【００１６】
　図の簡単な説明
　図１は、SDS－PAGEとクーマシー菌株によるGST－TSHR融合タンパク質の分析を示してい
る。左から右に向かって：TSHR－ED、TSHR－210、TSHR－310、空、タンパク質標準物。
【００１７】
　図２は、ウェスタンブロッティングによるGST－TSHR融合タンパク質の分析を示してい
る。左から右に向かって：TSHR－ED、TSHR－210、TSHR－310。
【００１８】
　図３は、tacプロモーターにより制御したGST－TSHR融合タンパク質（TSHR－ED,GST）を
含有するプラスミドpGEX2T－TSHR－EDを示している。
【００１９】
　図４は、TSHに対するGST－TSHR融合タンパク質の特異的結合を示している。
【００２０】
　図５は、マイクロタイタープレート中の、マウス抗－TSHR抗体に対するGST－TSHR融合
タンパク質の結合活性を示している。GSTは、負のコントロールとしてはたらく。
【００２１】
　図６は、市販のプール血清L1とL2中での抗－TSHR自己抗体の検出を示している。
【００２２】
　図７は、マイクロタイタープレートのプラスチックウェル上にGST－TSHR融合タンパク
質を固定することによる、患者血清と市販のプール血清L1とL2中での抗－TSHR自己抗体の
検出を示している。
【００２３】
　図８は、GST、TSHR－ED及びTSHR－310をコートしたプレート上での、90／672（国際基
準）、L1（市販の抗－TSHRR陽性血清）及びH07（患者血清）のシグナル応答の比較を示し
ている。
【００２４】
　図９は、患者血清中の抗－TSHR自己抗体アイソフォームの検出を示している。
【００２５】
　図１０は、市販の血清L2中での抗－TSHR自己抗体に対するGST－TSHR－融合タンパク質
（TSHR－EDとTSHR－310）の混合物の用量依存性反応を示している。
【００２６】
　図１１は、トロンビンによるGST－TSHR－融合タンパク質TSHR－EDの切断を示している
。TSHR－EDとその断片は、抗－TSHRmAb2C11と二次的試薬で視覚化した。右から左に向か
って：予備染色したマーカー：200、119、66、43、20、14.3 kD；GST－TSHR－ED、トロン
ビン無し；GST－TSHR－ED、0.1U トロンビン；GST－TSHR－ED、0.5Uトロンビン；GST－TS
HR－ED、1Uトロンビン；GST－TSHR－ED、2Uトロンビン。
【００２７】
　図１２AとBは、患者血清L2、L1、M4及びM21中でのIgA（A.）とIgM（B.）抗－TSHR自己
抗体に対する、直接にコーティング（白棒）した、又はグルタチオンによりコートした（
黒棒）GSTタグ－TSHR－EDタンパク質の結合活性を示している。
【００２８】
　図１３AとBは、患者血清L2、L1、M4及びM21中でのIgA（A.）とIgM（B.）抗－TSHR自己
抗体に対する、変性GST－TSHR－EDと非変性GST－TSHR－EDの結合活性を示している。
【００２９】
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　図１４は、ヒトTSHRの種々のペプチドに対する個々の血清サンプル（血清M23）の反応
性を示している。
【００３０】
　図１５は、ペップスキャン（Pepscan）法を用いた３８個の患者血清の分析を示してい
る。X軸は個々のペプチドを示し、Y軸は反応血清の頻度を示している。
【００３１】
　図１６は、同定したホットスポット（1－8）を用いたヒトTSHRの細胞外ドメインの概略
グラフを示している。ホットスポット数の下には、同定したアミノ酸ドメイン（AA）の位
置ならびに反応血清の数（カッコ内）が記載されている。
【００３２】
　図１７は、詳細な説明と、同定したホットスポットのペプチド配列が示されている。
【００３３】
　図１８は、TSHR特異的ペプチドに対する血清M460の反応性が示されている。一番右側に
は、正のコントロールである組換えTSHR－ED（ED）に対する反応性が示されている。
【００３４】
　図１９は、血清２３及び血清４６０と組換えタンパク質（GST－TSHR－EDならびに負の
コントロールGST）の結合活性の比較を示している。
【００３５】
　図２０は、自己反応性ホットスポットのコアエピトープを示し、角カッコ内の配列は、
最小のエピトープ配列を示している。
【００３６】
　本発明の詳細な説明
　本明細書で使用されているような以下の定義は本発明を理解しやすくするために提供す
るものである。
【００３７】
　本明細書で使用されているように、"ポリペプチド"、"ペプチド"、"タンパク質"、"ポ
リペプチドの"及び"ペプチドの"という用語は区別なく使用され、α－アミノ酸と隣接す
る配列のカルボキシ基の間でのペプチド結合により、別のものに結合する一連のアミノ酸
配列を示す。
【００３８】
　本明細書で使用されているように、"融合タンパク質"という用語は、複合タンパク質を
意味する。すなわち、通常は１本のアミノ酸配列中では融合しない２つ（以上）の別個の
異種ポリペプチドから成る一本の連続したアミノ酸の配列を意味する。従って、融合タン
パク質には、２つ（以上）の別個のアミノ酸配列を有する１本のアミノ酸配列も含まれる
が、但し、これらの配列が一緒になっても天然にある１本のアミノ酸配列中で同じ配置で
は通常は見られない。
【００３９】
　"グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列"、"グリコシド化されていない融
合タンパク質"及び"グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド"と
は、グリコシル基と結合を形成しないポリペプチド配列を意味する。
【００４０】
　"アミノ酸配列の断片"又は"その断片"とは、部分的には全く同じであるが、しかし、こ
れらが誘導されるポリペプチドの各々の配列のアミノ酸配列の全てが同じわけではないア
ノ酸配列を意味する。通常、これらの配列は、これらが誘導されるポリペプチドの各々の
配列と、少なくとも２０％のアミノ酸長さを共有する。有利には、これらの配列は、これ
らが誘導されるポリペプチドの各々の配列と、少なくとも５０％、有利には８０％以上、
特に９０％以上のアミノ酸、特に９５％以上のアミノ酸長さを共有する。これらの配列は
、同じ特性、すなわち、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答
して産生される自己抗体に結合できる生物学的機能と活性を示す限り、これらが誘導され
るポリペプチドの各々の配列として使用できる。
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【００４１】
　"アミノ酸配列の変異体"又は"その変異体"とは、リファレンスの天然配列ポリペプチド
とは或る程度異なるアミノ酸配列を有するポリペプチドを意味する。アミノ酸配列の変異
体は、天然配列ポリペプチドと少なくとも８０％の相同性を有する。有利には、これらの
変異体は、このような天然配列ポリペプチドと、少なくとも約９０％、特に少なくとも約
９５％の相同性を有する。アミノ酸配列の変異体は、天然のアミノ酸配列の一定の部位の
アミノ酸配列内で、置換、欠失及び／又は挿入を有する。通常、これらのアミノ酸配列は
、アミノ酸置換、有利には保存的アミノ酸置換によって天然の配列とは変化し、これによ
り、１つ以上のアミノ酸は、同じ特性を有する他のものにより置換される。本明細書中で
は、保存的アミノ酸置換は、例えば以下の５個の基のうち１つの中での置換として定義さ
れる。
I. 　小さな脂肪族、非極性又は僅かに極性の配列：Ala、Ser、Thr、Pro、Gly
II.　極性の、プラスに帯電した配列：His、Arg、Lys
III. 極性の、負に帯電した配列：及びそれらのアミド：Asp、Asn、Glu、Gln
IV.　長い芳香族配列：Phe、Tyr、Trp
V.　長い脂肪族、非極性配列：Met、Leu、IlE、Val、Cys
　"アミノ酸配列の変異体"又は"変異体"は、同じ特性、すなわち、TSHレセプターに対す
る免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗体に結合できる生物学的
機能と活性を示す限り、これらが誘導されるポリペプチドの各々の配列として使用できる
。"ホモロジー"は、配列を並べ、かつギャップを挿入した後に同一であるアミノ酸配列変
異体中の配列のパーセンテージとして定義される。必要な場合には、最大のパーセントの
ホモロジーを達成する。アライメントの方法とコンピュータープログラムは、当業者には
周知である。
【００４２】
　"ベクター"、"宿主中で発現可能なベクター"又は"発現ベクター"とは、宿主細胞内で特
殊な核酸配列の転写を可能にする特異的なポリ核酸成分の系列を用いて組換え又は合成に
より生じるポリ核酸構造物である。一般に、このベクターには、プロモーターに作動的に
連結した転写すべき特殊な核酸配列を有する転写ユニットが含まれる。宿主細胞内で発現
可能なベクターは、例えば自律的、又は自己複製プラスミド、コスミド又はファージであ
る。
【００４３】
　"宿主"、"宿主細胞"及び"組換え宿主細胞"は、本明細中では区別なく使用され、１つ以
上のベクター又は本発明の単離かつ精製した核酸配列が組込まれた原核細胞を示す。この
ような用語は、特殊な被験者細胞だけを意味するのではなく、このような細胞の後代又は
潜在的な後代も意味すると解釈される。突然変異又は環境の影響により後続の世代で特定
の変性が起こるかもしれないので、事実上このような後代は、親細胞と同じであるが、本
明細書で使用されているような用語の範囲に含まれる。
【００４４】
　"単離かつ精製した核酸配列"という用語は、本発明に従った核酸配列になる状態を意味
する。核酸配列は、それらの天然環境で、又は組換え技術によってこのような調製がイン
ビトロ又はインビボで行われる場合には、それが調製（例えば、細胞培養）される環境で
見られる他の核酸のような自然に関連する材料を含有しないか、又は殆ど含有しないであ
ろう。
【００４５】
　"細胞感染"又は"細胞形質転換"又は"感染／形質転換細胞"という用語は、細胞外核酸配
列を挿入して細胞外核酸配列を宿らせた細胞を意味する。該核酸配列は、核酸が染色体の
構成要素として、又は余分な染色体の成分として複製可能であるように細胞内に挿入され
る。
【００４６】
　"抗体"とは、抗原により刺激された後に免疫系のB－細胞により産生されるプラズマタ
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ンパク質のクラスを意味する。哺乳類（すなわち、ヒト）の抗体は、IgG、IgM、IgA、IgE
、IgDアイソタイプの免疫グロブリンである。本発明の目的のために使用される"抗体"と
いう用語には、ポリクロナール抗体、モノクロナール抗体、抗イディオタイプ抗体及び自
己免疫疾患で存在する自己抗体ならびにキメラ抗体が含まれるが、これに限定されるわけ
ではない。抗体という用語は、全ての抗体とそれらの結合断片を意味して使用される。結
合断片には、１本鎖断片、Fv断片とFab断片が含まれる。Fab断片という用語は、この分野
では時折、無傷の抗体のパパイン切断から生じる結合断片を意味して使用される。Fab’
とF（ab’）2という用語は、この分野では時折、ペプシン切断から生じる結合断片を意味
して使用される。本発明の範囲内では、Fabは、遺伝学的に、抗原特異的結合に十分な、
少なくとも殆ど完全なＬ鎖とＨ鎖の可変ドメインと、Ｌ鎖とＨ鎖の関係を維持するために
十分な該Ｌ鎖とＨ鎖の定常領域の部分を有する無傷な抗体の二本鎖結合断片を意味する。
更に含まれるものは、キメラ抗体であり、これは例えば、種々の種に属する免疫グロブリ
ンの遺伝子セグメント（例えば、可変領域をコードするセグメントと定常領域をコードす
るセグメント）から、そのＬ鎖とＨ鎖の遺伝子が遺伝子工学により構築された抗体である
。
【００４７】
　"TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗
体"、"TSHRに対する自己抗体"又は"抗－TSHR抗体"とは、TSHレセプターに結合できるTSH
レセプターに対する抗体を意味する。これらの自己抗体のタイプにより、甲状腺ホルモン
T3及びT4の形成又は放出の阻害が生じ得るか、又は他方では、抗－TSHレセプター自己抗
体が、TSHの作用を真似て甲状腺ホルモンの合成と放出を刺激するので、これらの甲状腺
ホルモンが制御されずに放出されてしまう。更に、TSHレセプターに結合するが、甲状腺
ホルモンの産生を刺激しない自己抗体は、ブロッキング活性を有するものとして記載され
る。
【００４８】
　ここで、"被験者"とは通常はヒト又は動物、有利にはヒトを意味する。より好ましく"
被験者"とは、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患を患っている疑い
のある、該疾患にかかりやすい、該疾患を保持又は回復しているヒト又は動物を意味する
。
【００４９】
　本明細書では、"エピトープ"とは抗体を誘発し、かつ結合する能力又はポテンシャルの
あるポリペプチドのような抗原上の一部又は一カ所を意味する。ポリペプチドは、しばし
ば１つ以上のエピトープを含む。本開示の目的で、ポリペプチドのエピトープは、通常少
なくとも３つのアミノ酸、有利には５～５０個のアミノ酸、より有利には約５～２０個の
アミノ酸、最も有利には約８～１５個のアミノ酸を含み、本明細書中では、ペプチド中の
"コアエピトープ"と称される。ペプチドの長さには決定的な上限がなく、ポリペプチド配
列の全長を殆ど有することができる。エピトープは、線状又は構造的エピトープであるこ
とができる。線状エピトープは、ポリペプチド鎖の一次配列の１本のセグメントから成る
。線状エピトープは、連続的又は重複していてよい。構造的エピトープは、ポリペプチド
のフォールディングにより一緒になって三次構造を形成したアミノ酸から成り、かつ前記
アミノ酸は、必ずしも線状配列中で互いに隣り合っているわけではない。
【００５０】
　もう１つの態様では、本発明は、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫
疾患に応答して産生される自己抗体に結合できる融合タンパク質を有する、グリコシド化
されていない単離かつ精製した組換えポリペプチドを提供する。該ポリペプチドは、次の
ａ）原核宿主細胞の細胞質内でジスルフィド結合の形成を可能にする突然変異を有さない
原核宿主を、前記融合タンパク質をコードする単離かつ精製した核酸配列を有するベクタ
ーで形質転換させ、その際、１つ以上のTSHレセプターの部分配列はポリペプチドに融合
し、かつ前記TSHレセプターの部分配列は、主にTSHレセプターの細胞外ドメイン、その断
片又はその変異体から成っている；
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ｂ）前記原核宿主細胞を培養し、それにより前記融合タンパク質を発現させ、前記原核宿
主細胞内に蓄積させ；
ｃ）前記原核宿主細胞を単離し；
ｄ）界面活性剤の存在で前記原核宿主細胞を溶解し；
ｅ）溶解産物の可溶性成分を不溶性成分から分離し；かつ
ｆ）前記溶解産物の可溶性成分からの融合タンパク質を精製する
方法により得られる。
【００５１】
　本発明のもう１つの態様では、原核宿主細胞の細胞質内でジスルフィド結合の形成を可
能にする突然変異を有さない原核宿主内で発現される、グリコシド化されていない単離か
つ精製した組換えポリペプチドを提供し、前記グリコシド化されていない単離かつ精製し
た組換えポリペプチドは、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応
答して産生される自己抗体に結合できる融合タンパク質を有し、その際、１つ以上のTSH
レセプターの部分配列は、主にグルタチオンSトランスフェラーゼ（GST）から成るポリペ
プチド、その断片又はその変異体に融合し、かつ前記TSHレセプターの部分配列は、主にT
SHレセプターの細胞外ドメイン、その断片又はその変異体から成っている。
【００５２】
　TSHレセプターの部分配列は、ヒト、ブタ、ウシ、サル又はマウス由来であることがで
きる。有利には、本発明のTSHレセプターの部分配列は、ヒト由来である。ヒトTSHレセプ
ターのアミノ酸配列は、例えば、Frazier等、Mol. Endocrinol. 4(8), 1264-1276(1990)
に記載されている。
【００５３】
　融合させるべきポリペプチドは、当業者に公知のポリペプチド又はそれらの断片又は変
異体であることができる。真核生物又は原核生物由来のポリペプチドを使用できる。数あ
る中で、融合構造を製造するために通常市販されているポリペプチド、例えば、グルタチ
オンSトランスフェラーゼ（GST）、β－グルクロニダーゼ（GUS）、緑色蛍光タンパク質
（GFP）又はマルトース結合タンパク質（MBP）もしくはセルロース結合ドメイン（CBD）
のような原核結合タンパク質を使用できる。同様に、オープンリーディングフレーム（or
f）配列、又は例えば、様々な組換え技法において望ましい又は利用してもよい他の有利
な配列を使用できる。これには相同組み換え（例えば、遺伝子ターゲッティング）で使用
する配列が含まれる。同様に、ポリヒスチジンリンカー、T7－タグ、myc－タグ、Flag－
タグ又はV5－タグのようなポリアミノ酸配列を融合すべきポリペプチドとして使用できる
。
【００５４】
　通常、１つのTSHレセプターの部分配列は、１つのペプチドに融合する。本発明のTSHレ
セプターの部分配列は、ポリペプチドのＮ末端又はＣ末端でポリペプチドに融合し、有利
にはこれはポリペプチドのＣ末端に融合する。TSHレセプターの部分配列は、ポリペプチ
ド配列のＮ末端又はＣ末端でポリペプチドに直接融合できる。すなわち、各々の配列の最
後のアミノ酸に、他の各々の配列の最初のアミノ酸が続く。また、有利には、TSHレセプ
ターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗体に結合でき
る融合タンパク質の生物学的機能と活性が維持される限り、付加的なアミノ酸が両方の配
列の間に位置する。融合タンパク質が、ポリペプチドの最後のアミノ酸と、TSHレセプタ
ーの部分配列の最初のアミノ酸との間に付加的なアミノ酸を含有する場合には、これらの
付加的なアミノ酸の数は通常は最大で４つのアミノ酸、有利には、最大で２つのアミノ酸
、より有利には丁度２個のアミノ酸に限定され、特に有利には、ポリペプチドのＣ末端か
ら次の順番で存在する２個のアミノ酸に限定される：グリシンに続いてセリン。
【００５５】
　本発明のTSHレセプターの部分配列に融合すべき有利なポリペプチドは、主にグルタチ
オンSトランスフェラーゼ（GST）、β－グルクロニダーゼ（GUS）、緑色蛍光タンパク質
（GFP）又はマルトース結合タンパク質（MBP）もしくはセルロース結合ドメイン（CBD）
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のような原核結合タンパク質、その断片又はその変異体から成る。より有利には、本発明
のTSHレセプターの部分配列と融合すべきポリペプチドは、主にグルタチオンSトランスフ
ェラーゼ（GST）、その断片又はその変異体から成る。通常、TSHレセプターに対する免疫
反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗体に結合できる融合タンパク質
の生物学的機能と活性が維持される限り、融合タンパク質はTSHレセプターの部分配列の
Ｃ末端で、０～１０個、有利には４～８個の付加的なアミノ酸を有する。より有利には、
融合タンパク質は、TSHレセプターの部分配列で丁度６個の付加的なアミノ酸を有する。
６個のアミノ酸をTSHレセプターの部分配列のＣ末端から次の順番で有する融合タンパク
質が最も有利である：グルタミン酸、続いてフェニルアラニン、続いてイソロイシン、続
いてバリン、続いてトレオニン及び続いてアスパラギン酸。
【００５６】
　"TSHレセプターの部分配列"とは、TSHレセプターの細胞外ドメイン、その断片又はその
変異体と全く同じアミノ酸配列を意味する。通常は、TSHレセプターの細胞外ドメイン、
その断片又はその変異体は、主にTSHのＮ末端から２０～４１８番目のアミノ酸配列から
成る。有利には、TSHレセプターの部分配列は、主に次のアミノ酸配列のうち１つ、その
断片又はその変異体：
TSHレセプターのN－末端から２２～４１５番目のアミノ酸配列；
TSHレセプターのN－末端から２１０～４１５番目のアミノ酸配列；
TSHレセプターのN－末端から３１０～４１５番目のアミノ酸配列から成る。
【００５７】
　TSHレセプターの部分配列が主に以下のアミノ酸配列のうちの１つ：配列番号1、配列番
号2及び配列番号3、特に主に配列番号3、その断片又はその変異体から成るグリコシド化
されていない単離かつ精製したポリペプチドがより有利である。
【００５８】
　TSHレセプターの部分配列が次のもの：
ａ）配列番号1に示したTSHレセプターのN末端から２２～４１５番目のアミノ酸配列を有
するアミノ酸配列；
ｂ）ａ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
ｃ）配列番号2に示したTSHレセプターのN末端から２１０～４１５番目のアミノ酸配列を
有するアミノ酸配列；
ｄ）ｃ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
ｅ）配列番号3に示したTSHレセプターのN末端から３１０～４１５番目のアミノ酸配列を
有するアミノ酸配列；
ｆ）ｅ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
から成るグループから選択される、グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポ
リペプチドも更に有利であり、特に、TSHレセプターの部分配列がｅ）とｆ）で定義した
アミノ酸から成るグループから選択される、グリコシド化されていない単離かつ精製した
組換えポリペプチドが有利である。
【００５９】
　ｂ）、ｄ）及びｆ）で定義したアミノ酸配列は、有利にはａ）、ｃ）及びｅ）で定義し
たリファレンスのアミノ酸配列に少なくとも８５％、より有利には少なくとも９０％、最
も有利には少なくとも９５％、特に少なくとも９７％、とりわけ有利には９９％相同であ
るアミノ酸配列を有し、かつアミノ酸の保存的置換により、リファレンスの配列とは異な
っているのが有利である。
【００６０】
　主に以下のアミノ酸配列：配列番号4、配列番号5及び配列番号6のうち１つ、特に主に
配列番号6、その断片又はその変異体から成るグリコシド化されていない単離かつ精製し
た組換えポリペプチドが最も有利である。
【００６１】
　次のもの：
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ａ）配列番号4に示したアミノ酸配列を有するアミノ酸配列；
ｂ）ａ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
ｃ）配列番号5に示したアミノ酸配列を有するアミノ酸配列；
ｄ）ｃ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
ｅ）配列番号6に示したアミノ酸配列を有するアミノ酸配列；
ｆ）ｅ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
から成るグループから選択される、グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポ
リペプチドが特に有利であり、更に有利であるのは、ｅ）とｆ）で定義したアミノ酸配列
から成るグループから選択されるグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリ
ペプチドである。ｂ）、ｄ）及びｆ）で定義したアミノ酸配列は、有利にはａ）、ｃ）及
びｅ）で定義したリファレンスのアミノ酸配列に少なくとも８５％、より有利には少なく
とも９０％、最も有利には少なくとも９５％、特に少なくとも９７％、とりわけ有利には
９９％相同であるアミノ酸配列を有し、かつアミノ酸の保存的置換により、リファレンス
の配列とは異なっているのが有利である。
【００６２】
　なお特に有利であるのは、主に次のアミノ酸配列のうち１つ：配列番号4、配列番号5及
び配列番号6、特に配列番号6から成るグリコシド化されていない単離かつ精製した組換え
ポリペプチドである。最も特に有利であるのは、次のアミノ酸配列のうち１つ：配列番号
4、配列番号5及び配列番号6、特に配列番号6から成るグリコシド化されていない単離かつ
精製した組換えポリペプチドである。
【００６３】
　意外にも、本発明のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチドが
、それらの生理学的リガンドであるTSH（甲状腺刺激ホルモン）ならびに2C11及び4C1のよ
うなモノクロナール抗－TSHR抗体（両方ともSerotec GmbH社から市販されている）ならび
に甲状腺刺激抗体の国際基準血清90/672（一人の患者から調製される）に含まれている、
国立生物製剤基準管理研究所（NIBSC）から入手可能なTSHR自己抗体に結合できることが
見出された。
【００６４】
　本発明のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチドは、融合ポリ
ペプチドのない各々のTSHレセプターの部分配列を得るために、消化又は切断されること
になる。
【００６５】
　従って、本発明の更なる実施態様は、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己
免疫疾患に応答して産生される自己抗体に結合できる、グリコシド化されていないTSHレ
セプターの部分配列であり、前記グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列は
、主にTSHレセプターの細胞外ドメイン、その断片又はその変異体から成り、次のもの
ａ）原核宿主細胞の細胞質内でジスルフィド結合の形成を可能にする突然変異を有さない
原核宿主を、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生さ
れる自己抗体に結合できる融合タンパク質をコードする単離かつ精製した核酸配列を有す
るベクターで形質転換し、その際、１つ以上のTSHレセプターの部分配列は、ポリペプチ
ドに融合し、かつその際前記TSHレセプターの部分配列は、主にTSHレセプターの細胞外ド
メイン、その断片及びその変異体から成っている、
ｂ）前記原核宿主細胞を培養し、それにより前記融合タンパク質を発現させ、前記原核宿
主細胞内に蓄積させ；
ｃ）前記原核宿主細胞を単離し；
ｄ）界面活性剤の存在で前記原核宿主細胞を溶解し；
ｅ）溶解産物の可溶性成分を不溶性成分から分離し；かつ
ｆ）前記溶解産物の可溶性成分から融合タンパク質を精製し；
ｇ）前記TSHレセプターの部分配列に融合したポリペプチドを消化又は切断し；かつ
ｈ）前記TSHレセプターの部分配列、その断片又はその変異体を回収する
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から成る方法により得られる。
【００６６】
　有利なグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列として、ポリペプチドに融
合したTSHレセプターの部分配列は、主に次のアミノ酸配列のうち１つ、その断片又はそ
の変異体：
TSHレセプターのN－末端から２２～４１５番目のアミノ酸配列；
TSHレセプターのN－末端から２１０～４１５番目のアミノ酸配列；
TSHレセプターのN－末端から３１０～４１５番目のアミノ酸配列；
から成る。
【００６７】
　より有利であるのは、次のもの
ａ）配列番号1に示したTSHレセプターのN末端から２２～４１５番目のアミノ酸配列を有
するアミノ酸配列；
ｂ）ａ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
ｃ）配列番号2に示したTSHレセプターのN末端から２１０～４１５番目のアミノ酸配列を
有するアミノ酸配列；
ｄ）ｃ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
ｅ）配列番号3に示したTSHレセプターのN末端から３１０～４１５番目のアミノ酸配列を
有するアミノ酸配列；
ｆ）ｅ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％相同であるアミノ酸配列；
から成るグループから選択されるグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列で
ある。
【００６８】
　特に、TSHレセプターの部分配列が、ｅ）とｆ）で定義したアミノ酸配列から成るグル
ープから選択されるグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチドが有
利である。
【００６９】
　ｂ）、ｄ）及びｆ）で定義したアミノ酸配列は、有利にはａ）、ｃ）及びｅ）で定義し
たリファレンスのアミノ酸配列に少なくとも８５％、より有利には少なくとも９０％、最
も有利には少なくとも９５％、特に少なくとも９７％、とりわけ有利には少なくとも９９
％相同であるアミノ酸配列を有し、かつアミノ酸の保存的置換により、リファレンスの配
列とは異なっているのが有利である。最も有利には、ポリペプチドに融合したTSHレセプ
ターの部分配列は、主に以下のアミノ酸配列のうちの１つ：配列番号1、配列番号2及び配
列番号3、その断片又はその変異体から成り、特に、これは主に配列番号3から成る。
【００７０】
　グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチドと各々のグリコシド化
されていないTSHレセプターの部分配列が得られる方法ならびに、本発明の原核宿主細胞
の細胞質内でジスルフィド結合の形成を可能にする突然変異を有さない原核宿主内で発現
したグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチドを得るために利用で
きる方法は、まず所望のポリペプチドをコードする核酸に融合できるTSHレセプターの部
分配列をコードする単離かつ精製した核酸配列を生成することにより実施できる。得られ
た構造物は、通常は適切な規則的配列を宿らせるベクター内にライゲーションでき、かつ
ベクターをこの分野で周知の標準的方法に従って使用して、各々の原核宿主を形質転換で
きる。細胞培養系として、バッチ培養又はフェドバッチ培養のような連続又は不連続培養
を、培養管、振盪フラスコ又は細菌発酵槽で利用できる。宿主細胞は、この分野で公知の
"栄養酵母エキス培地"又はLurin Berthani(LB)培地のような複合培地のような通常の培地
で培養される。ポリペプチドの発現を実施するために有利な培地は、Lurin Berthani(LB)
培地である。
【００７１】
　培地は、例えば、緩衝液、塩、ビタミン又はアミノ酸のような更なる成分を添加して適
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切に変性される。同様に、種々の培地又は培地の組合せを細胞の培養の際に使用できる。
適切なｐＨ範囲は、例えば、６～８、有利には７～７．５であり、適切な培養温度は、１
０～４０℃の間、有利には２０～３７℃の間である。宿主細胞は、通常は発現生成物が蓄
積されるまで、有利には１時間から５日の間培養される。細胞の単離は、この分野で公知
の方法、例えば、遠心分離により実施でき、これが好ましい。界面活性剤の存在での単離
細胞の溶解は、通常細胞を界面活性剤中に再懸濁させるか、又は有利には細胞を初めにTR
IS緩衝生理食塩水（TBS）又はリン酸緩衝生理食塩水（PBS）のような緩衝液中に再懸濁さ
せ、次に、更に界面活性剤中に再懸濁させて行われる。界面活性剤として、通常はSDS（
ドデシル硫酸ナトリウム）のような１つ以上のイオン界面活性剤、又はTriton X-100、No
nidet P40、N－オクチルグルコシドのような１つ以上の非イオン界面活性剤を使用できる
。有利には、１つ以上の非イン界面活性剤が使用され、より有利には１つの非イオン界面
活性剤、最も有利にはTritonX-100が使用される。本発明の界面活性剤は、尿素を含まな
い。界面活性剤は、一般にTRIS緩衝生理食塩水（TBS）又はリン酸緩衝生理食塩水（PBS）
のような緩衝液中に含有されていて、これらには更にジチオトレイトール（DTT）又はメ
ルカプトエタノールのような還元化合物が含まれていてもよい。界面活性剤は、一般に０
．１～２％の間、有利には０．５～１．５％の間の濃度で利用される。単離細胞は、例え
ば、超音波処理、リゾチームの添加、細胞ホモジナイザー中で金属ビーズを用いる機械的
崩壊のようなこの分野で公知の方法、有利には、超音波処理により溶解できる。
【００７２】
　細菌の溶解産物をインキュベートするのが有利である。有利には、低温で、例えば、氷
の上で、１～６０分間の間、有利には２０～４０分間の間インキュベートし、タンパク質
の最大の溶解化を得る。
【００７３】
　不溶性成分からの溶解産物の可溶性成分の分離は、この分野で公知の方法により実施で
きる。一般に、融合タンパク質の構成に影響を与えない方法として、例えば遠心分離が使
用され、これが好ましい。次に、この分野では公知のタンパク質精製法により、溶解産物
の可溶性成分から融合タンパク質が精製される。前記精製法には、示差沈殿（differenti
al precipitation）、分子篩クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、等電
集束法、ゲル電気泳動、アフィニティー・クロマトグラフィー及びイムノアフィニティー
・クロマトグラフィーが含まれる。これらの周知かつ日常的に行われている方法は、例え
ば、Ausubel等、1994、Current protocols in molecular biology, John Wiley and Sons
, and Wu等（著者）, Academic Press Inc., N. Y.; Immunochemical Methods In Cell A
nd Molecular Biologyに記載されている。一般に、融合タンパク質の構成に影響を与えな
い方法として、例えば分子篩いクロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、等
電集束法、ゲル電気泳動、アフィニティー・クロマトグラフィー及びイムノアフィニティ
ー・クロマトグラフィーが使用され、アフィニティー・クロマトグラフィーが好ましい。
GSTが融合ポリペプチドとして使用される場合には、溶解産物の可溶性成分から融合タン
パク質を精製するために、グルタチオンセファロースクロマトグラフィーのようなグルタ
チオン・アフィニティー・クロマトグラフィーを用いるのが有利である。ポリヒスチジン
リンカーを付加的なアミノ酸として使用する場合には、Ni－アガロースのような固定化金
属アフィニティー・クロマトグラフィーを使用して精製を実施することができる。精製し
た融合タンパク質は、通常公知のTBSのような緩衝液に透析でき、かつこのような緩衝液
中に溶解して本発明の自己抗体を検出及び／又は定量化する方法に使用できる。
【００７４】
　精製した融合タンパク質を更に消化又は切断して、各々のTSHレセプターの部分配列を
得る場合には、当業者に公知の方法に従って、例えば融合ポリペプチドの化学的消化によ
り、又は例えばトロンビンのような特異的なプロテアーゼによって、融合ポリペプチドと
、各々のTSHレセプターの部分配列の間での酵素切断により行うことができる。
【００７５】
　各々のTSHレセプターの部分配列は、ゲル電気泳動又はアフィニティー・クロマトグラ
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フィーのような公知の方法により消化又は切断した後に、回収できる。例１１から分かる
ように、本発明の融合タンパク質のTSHレセプターの部分配列は、トロンビンにより、見
かけ分子量約４５kDaと約３５kDaの２つの断片に切断され、本発明のグリコシド化されて
いない単離かつ精製した組換えポリペプチドが、TSHレセプターの部分配列の中に少なく
とも１つのトロンビン切断領域を有することを示している。
【００７６】
　トロンビンにより、見かけ分子量約４５kDaと約３５kDaの２つの断片に切断された本発
明の有利な融合タンパク質は、TSHレセプターの部分配列の中に少なくとも１つのトロン
ビン切断領域を有する本発明のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペ
プチドが、
ａ）配列番号4に示されているようなアミノ酸配列を有するアミノ酸配列；
ｂ）ａ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも８０％の相同であるアミノ酸配列
から成るグループから選択グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチ
ドであることを示している。
【００７７】
　更に、本発明により提供されるものは、
ａ）配列番号10～27から選択されるアミノ酸配列の少なくとも５個の連続したアミノ酸を
有するエピトープ；
ｂ）配列番号10～27から選択されるアミノ酸配列を有するエピトープ：
ｃ）ａ）又はｂ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも６０％相同であるエピトープ；
から成るグループから選択されるグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列の
エピトープである。
【００７８】
　ａ）のエピトープは、有利には配列番号10～27から選択されるアミノ酸配列の少なくと
も８個の連続したアミノ酸を有する。
【００７９】
　図１５に示されているように、ａ）～ｃ）から成るグループから選択される有利なエピ
トープは、抗－TSHR自己抗体含有の患者血清少なくとも１５個、有利には２０～３８個と
反応性を示す。
【００８０】
　本発明のより有利なエピトープは、
ａ）配列番号12、13、16、17、20、21、26及び27から選択されるアミノ酸配列の少なくと
も５個の連続したアミノ酸を有するエピトープ；
ｂ）配列番号12、13、16、17、20、21、26及び27から選択されるアミノ酸配列を有するエ
ピトープ：
ｃ）ａ）又はｂ）で定義したアミノ酸配列に少なくとも６０％相同であるエピトープ；
から成るグループから選択されるグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列の
エピトープである。
【００８１】
　ｃ）で定義されたエピトープは、（ａ）又は（ｂ）で定義したアミノ酸配列に、有利に
は少なくとも７０％、より有利には少なくとも８０％、最も有利には少なくとも９０％、
特に少なくとも９５％相同である。
【００８２】
　更に提供されるものは、本発明のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポ
リペプチドから成る融合タンパク質をコードする単離かつ精製した核酸配列である。本発
明により包含される単離かつ精製した核酸配列は、DNA又はcDNA、RNA、又はDNA／RNAハイ
ブリッドである。一般に、これはDNA又はcDNAである。
【００８３】
　有利には、グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチドから成る融
合タンパク質をコードする単離かつ精製した核酸配列は、主に、配列番号7、配列番号8又
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は配列番号 9から、より有利には配列番号9から成る。
【００８４】
　前記精製かつ単離した核酸配列は、通常は更にこの分野で公知であるような１つ以上の
調節領域、例えば、プロモーター及び／又はエンハンサー、ポリアデニル化部位及びスプ
ライス接合部を有する。これらは、通常はタンパク質を発現するために、又は場合により
選択可能なマーカーをコード化するために使用される。有利には、前記の精製かつ単離し
た核酸配列は、有利な配列又は遺伝子に作動的に結合しているプロモーターを有する。本
発明の核酸配列は、標準的なPCRプロトコールにより、かつこの分野で周知の方法により
単離できる。また、本発明には、遺伝子コードの変性により、かつ保存的核酸の置換によ
り１個以上の核酸が同じ特性を有する他のものにより置換されて、リファレンス配列とは
変化した核酸配列が含まれる。
【００８５】
　本発明の単離かつ精製した核酸配列は、通常はベクター上に存在する。従って、同じく
本発明に包含されるものは、本発明の単離かつ精製した核酸の少なくとも１つのコピーを
有するベクターである。　
　本発明によるベクターは、有利には自律的又は自己複製プラスミド、コスミド又はファ
ージである。本発明の核酸配列の発現において、様々な宿主／ベクターの組合せを使用し
てもよい。有用なベクターは、例えば、染色体、非染色体及び／又は合成核酸配列から成
っていてよい。適切なベクターには、例えば大腸菌に特異的なベクターのような特異的宿
主範囲を有するベクターならびにグラム陰性細菌に有用なベクターのような幅広い宿主範
囲を有するベクターが含まれる。"低コピー数"、"中コピー数"ならびに"高コピー数"プラ
スミドを使用できる。例えば、大腸菌で発現させるのに有用なベクターは次のものである
：pQE70、pQE60及びpQE-9（QIAGEN, Inc.社）；pブルースクリプトベクター、ファージス
クリプトベクター、pNH8A、pNH16a、pNH18A、pNH46A（Stratagene Cloning Systems, Inc
.社）;ptrc99a、pKK223-3、pKK233-3、pDR540、pRIT5（Pharmacia Bio-tech, Inc.社）、
pGEX-2T（Amersham Biosciences社）、pET14b（Novagen社）のようなpETベクター又はそ
の誘導体である。更に有用なプラスミドは、当業者に周知であり、かつ例えば、"Cloning
 Vectors"（出版社Pouwels P. H. 等、Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985）に
記載されている。
【００８６】
　本発明の有利なベクターは、自律的又は自己複製プラスミドであり、より有利には、例
えば大腸菌に特異的であるベクターのような特異的宿主範囲を有するベクターである。最
も有利なものは、pGEX-2T又はpET14bのようなpETベクター、又はその誘導体、特に有利な
ものは、pGEX-2T又はその誘導体である。特に有利なものは、pGEX2T-TSHR-ED、pGEX2T-TS
HR-210及びpGEX2T-TSHR-310である。
【００８７】
　本発明の単離かつ精製した組換えポリペプチド及TSHレセプターの部分配列は、原核宿
主細胞の細胞質内でジスルフィド結合の形成を可能にする突然変異を有さず、かつ、各々
の核酸配列で形質転換できる様々な原核宿主細胞内で産生できる。従って、本発明の更な
る対象は、本発明の核酸配列及び／又はベクターで形質転換したその細胞質内にジスルフ
ィド結合の形成を可能にする突然変異を有さない原核宿主細胞である。本発明の原核宿主
細胞は、通常はその細胞質内でジスルフィド結合を形成できない。本発明による核酸配列
を有するベクターでの適切な宿主細胞の形質転換は、一般に使用されるベクターの種類に
応じて周知の方法により達成される。これらの方法に関して、例えばManiatis等、1982, 
Molecular Cloning, A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory及び市販の
方法を参照されたい。
【００８８】
　それらの細胞質内にジスルフィド結合の形成を可能にする突然変異を有さない幅広い様
々な原核宿主細胞は、本発明の核酸配列の発現において有用である。これらの宿主には、
例えば、大腸菌及びシュードモナス属のようなグラム陰性細胞、又はバチルス属及びスプ
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レプトマイセス属のようなグラム陽性細胞の株を含めてもよい。
【００８９】
　有利には、宿主細胞は、グラム陰性細胞であり、より有利には大腸菌である。使用でき
る大腸菌は、例えば、BL21、TG1、W3110、DH1、XL1-Blue及びOrigami株、又はこれらの誘
導体であり、これらは市販されているか、又はDSMZ（ドイツ微生物寄託当局、ブラウンシ
ュバイク、ドイツ）から入手可能である。BL21（Novagen社）又はその誘導体を使用する
のが最も有利である。
【００９０】
　他の態様では、本発明は、被験者の生体液中で、TSHレセプターに対する免疫反応と関
連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗体を検出及び／又は定量化する方法を目
的とし、該方法は、
ａ）前記の生体液を、本発明の１つ以上のグリコシド化されていない単離かつ精製した組
換えポリペプチド及び／又は１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分
配列及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列の１つ以上のエピト
ープと接触させ、かつ
ｂ）前記グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は前記
グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又は前記エピトープに結合し
た自己抗体を検出及び／又は定量化する
ことから成る。
【００９１】
　本発明の有利な方法は、
ａ）前記の生体液を、本発明の１つ以上のグリコシド化されていない単離かつ精製した組
換えポリペプチド及び１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列の
エピトープと接触させ、かつ
ｂ）前記グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び前記エピト
ープに結合した自己抗体を検出及び／又は定量化する
ことから成る。
【００９２】
　本発明による方法は、アッセイとして行うことができる。アッセイで、本発明のグリコ
シド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又はグリコシド化されて
いないTSHレセプターの部分配列及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプターの部
分配列のエピトープを用いる、本発明の方法によって、TSHレセプターに対する免疫反応
と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗体を検出及び／又は定量化するため
の方法と試薬は、通常のものであってよく、かつ本発明の開示を理解する当業者により、
よく容認されている診断上かつ免疫診断的方法論の原則に留意しながら設計かつ選択が認
められる。このような原則は、例えば、Harlow, E., and Lane, D. "Antibodies: A Labo
ratory Manual" Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 349(1988),
 著者Rose, Noel R等、Manual of Clinical Laboratory Immunology, 第５版、ASM Press
, Washington D. C.(1997), 及び先行版；著者Rich, R.等、Clinical Immunology, 出版
社Mosby, St. Louis(1995)に記載されている。
【００９３】
　本発明の方法の実施により使用でき、かつキットの形で組み込むことができるアッセイ
のタイプは多く、例えば、間接アッセイ又は直接アッセイを含む。現在有利に行われてい
る間接アッセイは、競合アッセイと非競合アッセイであり、現在は非競合アッセイが好ま
しい。本発明のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド、グリコ
シド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又はグリコシド化されていないTSHレ
セプターの部分配列のエピトープを利用できる一般的なアッセイの例は、免疫検定法（EI
A）とも称される酵素結合免疫吸着検定法（ELISA）、蛍光免疫吸着検定法（LISA）、放射
線免疫検定法（RIA）、ウェスタンブロットアッセイ、免疫沈降検定法ならびにフローサ
イトメトリーアッセイである。これらの種類のアッセイには、免疫測定アッセイ又はサン
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ドイッチ免疫検定法も含まれる。"免疫測定アッセイ"又は"サンドイッチ免疫検定法"とい
う用語は、同時サンドイッチ、順方向サンドイッチ及び逆方向サンドイッチ免疫検定法を
含めて意味する。これらの用語は、当業者によく理解されている。なお当業者は、本発明
の単離かつ精製した組換えポリペプチド、TSHレセプターの部分配列及びグリコシド化さ
れていないTSHレセプターの部分配列のエピトープが、現在公知の又は将来発開発される
と思われる他の変法やアッセイの形でも有用であることも分かるであろう。これらも本発
明の範囲内に含めることにする。通常、本発明のアッセイは、ELISA、LISA、RIA、ウェス
タンブロット、免疫沈降又はフローサイトメトリーから選択される。有利には、ELISA、
より有利には非競合ELISA、最も有利には間接的非競合ELISAが使用される。
【００９４】
　本発明による有利な間接的アッセイの限定されない例は、例えば、例８に記載されてい
て、これは本発明のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチドを用
いて、患者及び国際基準物からのヒト血清サンプルを、ヒトTSHRに対する自己抗体にどの
ように間接的にアッセイするのか、次に、どのように標識抗体を検出するかが記載されて
いる。
【００９５】
　通常、TSHRに対する自己抗体を検出及び／又は定量化するために標識が使用される。し
かし、この分野で公知の多くの様々な標識と標識法があり、これらを本発明で使用できる
。標識の一般的なタイプの例には、酵素、放射性同位体、蛍光化合物、化学発光化合物及
び生物発光化合物が含まれるが、これらに限定されることはない。通常の当業者は、他の
適切な標識も知るようになるか、又はこれを日常的な実験の使用により把握するであろう
。さらに、抗原及び抗体複合物へのこれらの標識の結合は、通常の当業者に一般に公知の
通常の技法を用いて達成できる。
【００９６】
　TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗
体は、TSHセプターの部分配列及び／又は単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又
はグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列のエピトープ及び／又はこれらの
自己抗体に結合する二次抗体に結合する、本発明のグリコシド化されていない単離かつ精
製した組換えポリペプチド及び／又はグリコシド化されていないTSHセプターの部分配列
及び／又は自己抗体のような抗体を標識することにより、本発明による方法によって検出
及び／又は定量化される。
【００９７】
　有利には、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生さ
れる自己抗体に結合する二次抗体が標識される。これは、通常標識すべき化合物を酵素に
結合して行われる。次に、この酵素は後でその基質に暴露される場合に、例えば、塩化物
定量法、分光測定法又は蛍光法により検出できる化学部分を産生するように基質と反応す
る。検出可能なように標識する抗体に使用できる酵素の例には、リンゴ酸デヒドロゲナー
ゼ、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、Δ－Ｖ－ステロイドイソメラーゼ、酵母アルコールデヒド
ロゲナーゼ、α－グリセロホスフェートデヒドロゲナーゼ、トリオースホスフェートイソ
メラーゼ、ビオチン－アビジンペルオキシダーゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカ
リホスファターゼ、アスパラギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、βガラクトシダーゼ、
リボヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－VI－ホスフェートデヒドロゲ
ナーゼ、グルコアミラーゼ及びアセチルコリンエステラーゼが含まれる。
【００９８】
　同じく、γカウンター又はシンチレーション・カウンターを用いるような手段により決
定できる放射性同位体は、標識として使用できる。特に本発明の目的に有用である同位体
は、125Ｉ、3Ｈ、32Ｐ、35Ｐ、35Ｓ、14Ｃ、51Ｃｒ、36Ｃｌ、57Ｃｏ、58Ｃｏ、59Ｆｅ、
75Ｓｅである。インビボ、インビトロ又はin situでの診断では、放射性標識のような標
識を直接に使用するか、又は中間官能基を用いることにより使用してもよい。抗体に対す
る金属カチオンとして存在する放射性同位体を結合するために頻繁に使用される中間基は
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、ジエチレントリアミンペンタ酢酸（DTPA）である。このように結合される金属カチオン
の一般的な例は次のものである：99mTc、123I、111IN、131I、97Ru、67Cu、67Ga及び68Ga
。診断の目的で標識するために、非放射性同位体を使用できる。この様式に特に有用な元
素は、157Gd、55Mn、162Dy、53Cr及び56Feである。蛍光化合物を標識として使用すること
もできる。従って、蛍光により標識した抗体を適切な波長の光に当てた場合に、染料の蛍
光によりその存在を検出できる。中でも最も一般的に使用される蛍光標識化合物は、フル
オロセイン、イソチオシアネート、ローダミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、ア
ロフィコシアニン、ｏ－フタルデヒド及びフルオレスカミンである。同じく、152Euのよ
うな蛍光発光金属、又は他のランタニド系のものを標識に使用できる。これらの金属は、
例えば、ジエチレントリアミンペンタ酢酸（DTPA）又はエチレンジアミン四酢酸（EDTA）
のような金属キレート基を用いて抗体分子に結合できる。他の有用な標識は、化学発光化
合物である。次に、化学発光－タグ抗原又は抗体の存在は、化学反応の経過の際に生じる
発光の存在を検出することにより決定される。
【００９９】
　特に有用な化学発光標識化合物の例は、ルミナール、イソルミノール、芳香族アクリジ
ニウムエステル、イミダゾール、アクリジニウム塩、オキサレートエステル及びジオキセ
タンである。同様に、生物発光化合物を標識に使用してもよい。生物発光は、接触タンパ
ク質が化学発光反応の効率を上げる生物系で見られる化学発光の１つのタイプである。生
物発光抗原又は抗体の存在は、発光の存在を検出することにより決定される。標識を目的
とする重要な生物発光化合物には、ルシフェラーゼとイクオリンが含まれる。
【０１００】
　TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗
体は、インビボ 、in situ又はインビトロで、血清、プラズマ、リンパ、尿及び唾液のよ
うな被験者の生体液中で検出／定量化できる。血清を使用するのが有利である。有利には
、これはインビトロで検出／定量化され、その際、生体液は被験者からサンプルとして得
られる。被験者からのサンプルの入手に関しては、当業者に公知の通常の方法が使用でき
る。有利には、生体液サンプルを、固体担体上に固定した１つ以上のグリコシド化されて
いない単離かつ精製した組換えポリペプチドと、及び／又は１つ以上のグリコシド化され
ていないTSHレセプターの部分配列と、及び／又は１つ以上のグリコシド化されていないT
SHレセプターの部分配列のエピトープと接触させる。使用できる適切な固体担体と固定法
は、以下に記載されている。単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又はTSHレセプ
ターの部分配列及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列のエピト
ープが固体担体上に固定された場合に、前記固体担体に結合した自己抗体が検出及び／又
は定量化される。
【０１０１】
　従って、本発明の有利な方法は、被験者の生体液（その際、生体液は、前記被験者から
サンプルとして得られる）中で、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾
患に応答して産生される自己抗体を検出及び／又は定量化する方法であり、該方法は
ａ）前記サンプルを、固体担体上に固定した本発明の１つ以上のグリコシド化されていな
い単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は１つ以上のグリコシド化されていない
TSHレセプターの部分配列及び／又は１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプター
の部分配列のエピトープと接触させ、かつ
ｂ）前記固体担体に結合させた前記自己抗体を検出及び／又は定量化する
ことから成る。
【０１０２】
　本発明の自己抗体を検出及び／又は定量化する方法は、更にチログロブリン（TG）及び
／又はチロペルオキシダーゼ（TPO）に対する自己抗体を検出及び／又は定量化する方法
から成っていてもよい。これは、本発明のグリコシド化されていない単離かつ精製した組
換えポリペプチド及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／
又はエピトープと固体担体上に固定できる、市販のTG及び／又はTPOのエピトープを使用
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して達成できる。
【０１０３】
　本発明は有利には更に
ｃ）検出及び／又は定量化した、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾
患に応答して産生される自己抗体を単離する
ことから成る。アッセイで検出した自己抗体の単離法は当業者に公知であり、例えば、Wa
rren K. G.と Catz IによりJ Neurol Sci. 1991; 103(1): 90-96に記載されている。
【０１０４】
　本発明の方法により検出及び／又は定量化されたTSHレセプターに対する免疫反応と関
連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗体は、アイソタイプIgD、IgE、IgG、IgM
及び／又はIgAである。有利には、これらはアイソタイプIgG、IgM及び／又はIgAである。
本発明は、IgMタイプの抗－TSHR抗体の検出を初めて記載したものである。
【０１０５】
　従って、本発明のもう１つの対象は、上記の方法により入手可能な又は得られたアイソ
タイプIgD、IgE、IgG、IgM及び／又はIgAのTSHレセプターに対する免疫反応と関連する自
己免疫疾患に応答して産生される自己抗体である。アイソタイプIgG、IgM及び／又はIgA 
のTSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答して産生される自己抗
体が有利であり、中でもIgMが最も有利である。
【０１０６】
　本発明のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又はグ
リコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又はグリコシド化されていないT
SHレセプターの部分配列のエピトープは、キットの製造に理想的である。従って、本発明
の他の対象は、場合により試薬及び／又は取扱説明書の付いた、本発明の少なくとも１つ
以上のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は少なく
とも１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又は少なくと
も１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列のエピトープを有する
、被験者の生体液中でTSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患に応答し
て製造された自己抗体を検出及び／又は定量化するためのキットを提供することである。
このようなキットは、本発明の方法に関して先に記載したように、更に標識及び標識した
化合物を有する。その上、このようなキットは、１つ以上のコンテナー、例えばプレート
、バイアル、チューブ及びそのようなものと共に、閉じたコンファインメント中に収容す
るために仕切られているキャリヤー手段を有していてもよい。前記コンテナーはそれぞれ
、使用すべきアッセイの別々の部材から成っている。
【０１０７】
　キットは、インビボ、in situ又はインビトロで、血清、プラズマ、リンパ、尿及び唾
液のような被験者の生体液に利用できる。有利には血清が使用される。有利には、これは
インビトロで利用され、その際、生体液は被験者からサンプルとして得られる。
【０１０８】
　本発明の方法の実施により使用でき、かつキットの形で組み込むことができるアッセイ
のタイプは多い。本発明のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチ
ド及びグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又はグリコシド化され
ていないTSHレセプターの部分配列のエピトープを利用できるアッセイの一般的な例は先
に記載してある。
【０１０９】
　このように、本発明のキットは有利には更に間接アッセイ又は直接アッセイのようなア
ッセイ、有利には間接アッセイ、ならびに競合アッセイ及び非競合アッセイ、有利には非
競合アッセイを実施するための試薬を有する。アッセイは、通常はELISA、LISA、RIA、ウ
ェスタンブロット、免疫沈降ならびにフローサイトメトリーから選択されるアッセイを実
施する試薬を有する。有利には、キットは、ELISAを実施するための試薬、より有利には
非競合ELISA、最も有利には間接的非競合ELISAを実施するための試薬を含む。このような
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試薬は、当業者に周知であり、かつ例えば、固定化緩衝液、ブロッキング緩衝液、インキ
ュベーション緩衝液、洗浄緩衝液、基質緩衝液及び／又は二次抗体コンジュゲートを有す
る。
【０１１０】
　本発明の方法及びキット用の免疫吸着剤として使用できる多くの固体担体がある。利用
してもよい周知の材料には、ガラス、ポリスチレン、ポリプロピレンデキストラン、ナイ
ロン、アガロース、デキストラン、アクリルアミド、ニトロセルロース、PVDF及び他の材
料が含まれ、これらは、このような材料から形成された又は該材料でコートされたチュー
ブ、ビーズ、膜及びマイクロタイタープレートの形である。本発明の単離かつ精製した組
換えポリペプチド及び／又はTSHレセプターの部分配列及び／又はグリコシド化されてい
ないTSHレセプターの部分配列のエピトープは、アミド、エステル又はジスルフィド結合
による共有結合のような技法により、又は吸着により、電子対を共有して又は物理的に固
体担体に結合できる。当業者は、その他の多くの適切な固体担体免疫吸着剤及び前記担体
上に抗体を吸着する方法を知るであろう。この結合は、固体担体と本発明の単離かつ精製
した組換えポリペプチド及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列
のエピトープとの間で、例えば、アミド、エステル又はジスルフィド結合による共有結合
を使用することにより達成できる。融合させるべきポリペプチドがGSTである場合には、
単離かつ精製した組換えポリペプチドは、その表面上にグルタチオンを提供する固体担体
とポリペプチドのGST部分の間で、ジスルフィド結合により固体担体上に並ぶように有利
に固定される。
【０１１１】
　現在のところ固体担体として使用するのが有利なものは、ポリスチレン製のマイクロタ
イタープレートであり、これはNUNC、Costar、Greiner、Falcon又はCoring Incのような
市場の様々な供給業者から入手できる。
【０１１２】
　TSHRに対する自己抗体を検出及び／又は定量化する方法を、固体担体上で行う場合には
、通常固体担体はPBS緩衝液又はカーボネート緩衝液のような当業者に公知のコーティン
グ緩衝液を用いることにより、本発明のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換
えポリペプチド及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又
はグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列のエピトープで、及び／又はグリ
コシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又はグリコシド化され
ていないTSHレセプターの部分配列及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプターの
部分配列のエピトープに結合する自己抗体のような抗体でコートされる。このようなコー
ティング緩衝液ならびに既にコートされた固体担体も、本発明のキット用の試薬として含
まれる。
【０１１３】
　本発明の上記の方法を実施する有利な様式では、同様に本発明のキット中の試薬として
含まれる一定の"ブロッカー"を使用することが重要である。"ブロッカー"は、非特異的タ
ンパク質、プロテアーゼ、又は実験サンプル中に存在するTSHレセプターに応答して産生
される自己抗体以外のヒト抗体が、固体担体上の抗原又は抗体を架橋または破壊しないよ
うにするために、又は放射線標識したインディケーターである抗原又は抗体が偽陽性又は
偽陰性という結果を生じないようにするために添加される。使用できる通常のブロッカー
は、ウシ血清アルブミン（BSA）であり、これが好ましい。ブロッカーはPBS緩衝液のよう
な緩衝溶液に添加できる。固体担体が使用される場合には、ブロッカーは通常固体担体を
コートした後に添加される。
【０１１４】
　生体液を、グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は
グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又はグリコシド化されていな
いTSHレセプターの部分配列のエピトープと接触させる前に、生体液及び／又はグリコシ
ド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又はグリコシド化されてい
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ないTSHレセプターの部分配列及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプターの部分
配列のエピトープを、TSHレセプターの部分配列に融合したポリペプチドで前処理して偽
陽性又は偽陰性という結果を回避できる。
【０１１５】
　本発明のキットは、更にポイント・オブ・ケアテスト（point of care test）を実施す
るための試薬を有してもよい。含まれるポイント・オブ・ケアテストは、当業者に公知で
あり、かつ例えばテストストライプ、テストスティック又はbio-CDsである。
【０１１６】
　本発明のキットは、更にTG及びTPOを検出及び／又は定量化するための試薬を有しても
よい。TG及びTPOを検出及び／又は定量化するための通常の試薬は、TG及び／又はTPOの市
販のエピトープであり、これを例えば本発明の単離かつ精製した組換えポリペプチド及び
／又はTSHレセプターの部分配列及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプターの部
分配列のエピトープと、固体担体上で固定することができる。
【０１１７】
　固－液相アッセイ形式の他に、同様に液－液相アッセイ形式を本発明の方法とキットに
用いてもよい。液－液相アッセイ形式は、固－液相アッセイ形式と比べて反応速度を改善
した。特殊な実施態様では、サンプルを操作するのに適切なマイクロシステムプラットフ
ォームのような自動診断システムを用いて、本発明のTSHレセプターの部分配列及び／又
は単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又はグリコシド化されていないTSHレセプ
ターの部分配列のエピトープを使用して、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自
己免疫疾患に応答して産生される自己抗体を検出してもよい。
【０１１８】
　本発明のキットは、有利にはTSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患
の診断に使用される。TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患とは、各
々の被験者がTSHレセプターに対する抗体を増す疾患を意味する。一般的に、TSHレセプタ
ーに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患は、グレーヴス病である。
【０１１９】
　また本発明は、活性物質として、１つ以上のグリコシド化されていない単離かつ精製し
た組換えポリペプチド及び／又は１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの
部分配列及び／又は１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列のエ
ピトープの製剤学的有効量を、場合により製剤学的に認容性のキャリヤー、希釈剤又は補
助剤と組合わせて有する医薬組成物にも関する。
【０１２０】
　"製剤学的有効量"とは、ヒト又は動物の生体に投与した際に、検出可能な薬理学的及び
／又は生理学的作用を誘発する化学材料又は化合物を意味する。各々の製剤学的有効量は
、治療すべき特定の患者、治療すべき疾患及び投与方法による。更に、製剤学的有効量は
使用される特定の化合物にもよる。
【０１２１】
　本明細書で記載したような１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分
配列及び／又は１つ以上のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチ
ド及び／又は１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列のエピトー
プの他に、医薬組成物は１つ以上の製剤学的に認容性のキャリヤー、希釈剤又は補助剤を
含有していてもよい。
【０１２２】
　活性化合物を製剤学的に使用できる調製物にする加工を容易にする認容性のキャリヤー
、希釈剤又は補助剤は、使用される用量と濃度では宿主に対して非毒性であり、かつリン
酸塩、クエン酸塩及び他の有機酸のような緩衝液が含まれる：アスコルビン酸及びメチオ
ニンを含む抗酸化剤；保存剤（例えば、オクタデシルジメチルベンジル塩化アンモニウム
；塩化ヘキサメトニウム；塩化ベンザルコニウム；塩化ベンゼトニウム；フェノール；ブ
チルアルコール又はベンジルアルコール；メチルパラベン又はプロピルパラベンのような
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アルキルパラベン；カテコール；レソルシノール；シクロヘキサノール；３－ペンタノー
ル；及びｍ－クレゾール）；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；血清アルブミン
のようなタンパク質；ゼラチン、又は免疫グロブリン；ポリビニルピロリドンのような親
水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン酸、ヒスチジン、アルギニン又はリ
ジンのようなアミノ酸；単糖類、二糖類、及びグルコー、マンノース又はデキストリンを
含む他の炭水化物；EDTAのようなキレート剤；スクロース、マンニトール、トレハロース
又はソルビトールのような糖；ナトリウムのような塩形成対イオン；金属錯体（例えば、
Zn－タンパク質錯体）；及び／又はTWEEN(R)、PLURONICS(R)又はポリエチレングリコール
（PEG）のような非イオン性界面活性剤。
【０１２３】
　医薬組成物の投与形は、全身又は局所的であってよい。例えば、このような組成物の投
与は、様々な非経口的経路、例えば、皮下、静脈内、皮内、筋肉内、腹腔内、鼻腔内、経
皮、頬側経路又は、移植装置を介して、かつ蠕動運動の手段により輸送してもよい。医薬
組成物は、適切などの形であってもよい。例えば、溶液、懸濁液、粉末、凍結乾燥物、軟
膏又はチンキ剤であってよい。必要であれば、保存薬、安定剤、緩衝液、抗酸化剤及び／
又は他の添加剤を含有していてもよい。
【０１２４】
　同様に、本発明に含まれるものは、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免
疫疾患の治療又は予防で使用するための、及び／又は診断で使用するための、本発明の１
つ以上のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は１つ
以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又は１つ以上のグリコ
シド化されていないTSHレセプターの部分配列のエピトープ及び／又は本発明の医薬組成
物である。
【０１２５】
　更に、TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患を治療又は予防するた
めの医薬品を製造するための、本発明の１つ以上のグリコシド化されていない単離かつ精
製した組換えポリペプチド及び／又は１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプタ
ーの部分配列及び／又は１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列
のエピトープ及び／又は本発明の医薬組成物の使用も本発明に包含される。
【０１２６】
　TSHレセプターに対する免疫反応と関連する自己免疫疾患の治療は、通常は被験者に治
療有効量の本発明の１つ以上のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペ
プチド及び／又は１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／
又は本発明の医薬組成物を投与することにより行われる。
【０１２７】
　本発明の更なる対象は、被験者においてTSHレセプターに対する免疫反応と関連する自
己免疫疾患を治療する方法であり、該方法は、本発明の１つ以上のグリコシド化されてい
ない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は１つ以上のグリコシド化されていな
いTSHレセプターの部分配列及び／又は１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプタ
ーの部分配列のエピトープ及び／又は医薬組成物と結合する事により、治療有効性が提供
することが証明される治療有効量の治療剤を被験者に投与することから成る。
【０１２８】
　"治療有効量"とは、症状を改善又は予防する、又は治療されている被験者の生存を伸ば
すのに有効な量である。治療有効量の決定は、当業者の技量の範囲内である。全身治療に
関しては、治療有効量又は用量をインビトロアッセイから初めに推定できる。例えば、用
量は細胞培養で決定されるようなIC50を含む循環血漿濃度範囲が達成されるように、動物
モデルで調製できる。このような情報を使用して、ヒトでの有用な用量をより正確に得る
ことができる。初期用量は、当業者に周知の技法を使用して、インビボのデータから、例
えば、動物モデルで達成できる。通常の当業者は、動物のデータに基づいてヒトへの投与
を容易に最適化でき、かつ当然ながら治療すべき被験者、被験者の重さ、疾患の重度、投
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【０１２９】
　本発明の他の対象は、TSHレセプターの結合相手を同定する方法であり、前記方法は、
次の
ａ）前記結合相手を、１つ以上のグリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリ
ペプチド及び／又は１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び
／又は１つ以上のグリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列のエピトープと接
触させ、かつ
ｂ）前記グリコシド化されていない単離かつ精製した組換えポリペプチド及び／又は前記
グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列及び／又は前記グリコシド化されて
いないTSHレセプターの部分配列のエピトープに結合した結合相手を検出及び／又は定量
化し、
ｃ）場合により検出及び／又は定量化した、前記グリコシド化されていない単離かつ精製
した組換えポリペプチド及び／又は前記グリコシド化されていないTSHレセプターの部分
配列及び／又は前記グリコシド化されていないTSHレセプターの部分配列のエピトープに
結合した結合相手を単離する
工程から成る。
【０１３０】
　この方法の手法と試薬は通常のものであってよく、かつ本発明の開示を理解する当業者
により、よく容認されている分析上かつ免疫診断的方法論の原則に留意しながら設計かつ
選択されるであろう。このような原則は、例えば、Harlow, E., and Lane, D. "Antibodi
es: A Laboratory Manual" Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 
349(1988)に記載されている。同定すべき結合相手は、TSHレセプターに対する抗体のよう
な抗体、抗体（Fab）、F（ab）2の抗原結合ドメイン、一本鎖抗体ならびに組換え抗体で
あってよい。通常、これはTSHレセプターに対する抗体である。単離した抗体は、ELISA、
ウェスタンブロット、フローサイトメトリーによるその抗原TSHRへの結合のような通常の
方法により、又はそのCDR領域のシーケンシングにより特徴付けることができる。
【０１３１】
　従って本発明のもう１つの対象は、この方法により得られるTSHレセプターの結合相手
であり、該結合相手はTSHを有さない。有利には、結合相手はTSHレセプターとモノクロナ
ール抗－TSHR抗体2C11との結合定数（Kd）よりも高い結合定数を有するTSHレセプターに
、及び／又はモノクロナール抗－TSHR抗体4C1に結合する。結合定数（Kd）は、例えば、
非線形回帰及びバイアコア（Biacore）分析によって、遊離リガンド濃度により特異的結
合を調節することにより決定できる。分析は、市販のデータソフトウェアにより行うこと
ができる。有利には、この方法により得られる結合相手は、IgD、IgE、IgG、IgM又はIgA
アイソタイプの抗体であり、より有利にはIgG、IgM又はIgAアイソタイプの抗体である。
【０１３２】
　実施例
例１　TSHR－ED、TSHR－210、TSHR－310を産生するために使用したヒトTSHレセプターのD
NAとペプチド配列
　配列TSHR－ED、TSHR－210、TSHR－310は、遺伝子バンク寄託番号M73747（Gl：903759）
で入手可能であるようなヒトTSH－レセプターを意味する。ヒトチロトロピンレセプター
のアミノ酸配列は、以下の通りである：
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　相応のcDNA配列は以下の通りに読める：
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【０１３５】
　ヒトTSHレセプターの有利な細胞外部分は、Ntd.134-1315; Aa 22-415からの領域を有す
る。シグナルペプチドの配列は含まれていない。ここで示す実験に使用されたTSHR配列は
、寄託番号M73747（Gl:903759）と称する。
【０１３６】
　例２　構築物及びクローニング法
　提供されたTSHR－変異体（TSHR－ED、TSHR－210、TSHR－310）の配列を、Amersham Bio
sciences社から市販されているベクターpGEX-2Tを用いて、Schistosoma Japonicum社製の
グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（GST）のC－末端に直接に融合させた。GST配列は
、遺伝子バンク寄託番号U13850を意味する。クローニング法では、PCRプライマーにおけ
る制限部位に従って、TSHR変異体をそれらの５’部位と一緒に、pGEX-2Tマルチクローニ
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ング部位のBamHI部位に、かつそれらの３’部位と一緒に、このベクターのEcoRI部位にク
ローニングした。このクローニング法によって、６個の付加的なアミノ酸（グルタミン酸
（E）及びフェニルアラニン（F）、イソロイシン（I）、バリン（V）、トレオニン（T）
及びアスパラギン酸（D）太字、緑）を、TSHRタンパク質の細胞外部分のＣ末端リシン（K
）に融合させた。この付加的なアミノ酸の直後に、ベクターによってコードされたtga ス
トップコドンにより読取り枠を中断した。
【０１３７】
　TSHR融合タンパク質１：GST－TSHR－ED（ベクター：pGEX2T-TSHR-ED）
　ヒト甲状腺cDNAプール（Invitrogen社）からのプライマーMM38（5’BamHI：TCTCGGATCC
ATGGGGTGTTCGTCTCCA）と、MM39（3’-EcoRI：ATATGAATTCCTTGTAGCCCATTATGTCTTCAG）を用
いて、ヒトTSHレセプターの細胞外ドメインを増幅させ、かつBamHI／EcoRI制限にて、同
じ酵素で制限し、制限したベクターpGEX-2T（GE Healthcare, Amersham Biosciences社）
の枠内でクローン化した。その結果、配列番号4（Aa）と配列番号7（Ntd.）に相応するGS
T－TSHR－ED融合構造物（GST＝グルタチオン－S－トランスフェラーゼ）が得られた。ク
ローンしたTSHR配列は、Ntd.134-1315（配列番号1に相応するAa 22-415）の領域をつなげ
た。
【０１３８】
　TSHR－融合タンパク質２：GST-TSHR-210（ベクター：pGEX2T-TSHR-210）
　テンプレートとしてpGEX-2T -TSHR-EDを使用し、ヒトTSHレセプターの変異体をプライ
マーMM126（5’BamHI：CGCGGATCCAATAAATACCTGACAGTTATTGCAAAA）と、MM39（3’-EcoRI：
ATATGAATTCCTTGTAGCCCATTATGTCTTCAG）を用いて増幅させた。増幅生成物は、BamHI／EcoR
I制限にて、同じ酵素を用いて制限したベクターpGEX-2T（GE Healthcare, Amersham Bios
ciences社）の枠内でクローン化した。その結果、配列番号5（Aa）と配列番号8（Ntd.）
に相応するGST－TSHR－ED融合構造物（GST＝グルタチオン－S－トランスフェラーゼ）が
得られた。クローンしたTSHR配列は、Ntd.698-1315（配列番号2に相応するAa 210-415）
の領域をつなげた。
【０１３９】
　TSHR－融合タンパク質３：GST-TSHR-310（ベクター：pGEX2T-TSHR-310）
　ヒトTSHレセプターの変異体をプライマーMM127（5’BamHI：CGCGGATCCCGCCAGAGAAAATCT
GTAA）と、MM39（3’-EcoRI）を用いて増幅させ、かつBamHI／EcoRI制限にて、同じ酵素
を用いて制限したベクターpGEX-2T（GE Healthcare, Amersham Biosciences社）の枠内で
クローン化した。その結果、配列番号6（Aa）と配列番号9（Ntd.）に相応するGST－TSHR
－ED融合構造物（GST＝グルタチオン－S－トランスフェラーゼ）が得られた。クローンし
たTSHR配列は、Ntd.998-1315（配列番号3に相応するAa 210-415）の領域をつなげた。
【０１４０】
　例３　組換えGST－TSHR－融合タンパク質の精製
　様々なTSHR－変異体の発現と精製は、以下の実験方法に従って行った。
ａ．細菌株BL21（一般に１０ngプラスミドDNA／200μlコンピテント細菌）中でのpGEX2T
－TSHRベクター（ED, 210, 310）を新たに形質転換させる
ｂ．選択圧の下で、o/n培養する（アンピシリン１００μg／ml最終濃度）
ｃ．o/n培養を希釈（1/20）かつ、対数成長するまで培養株を培養する
ｄ．IPTG（最終濃度：１mM）の添加によりターゲット遺伝子を誘発する
ｅ．更に４時間誘発する
ｆ．遠心分離により細菌を単離する
ｇ．細菌をトリス緩衝生理食塩水（TBS：50mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl）中で再懸濁さ
せ、かつ洗浄する
ｈ．溶菌／可溶化緩衝液（TBS, 1% Triton×100, 1mM DTT, 1mM EDTA）中で細菌を再懸濁
させる
ｉ．超音波処理により細菌を崩壊させる（溶解産物調製物）
ｊ．細菌の溶解産物のインキュベーション／撹拌により融合タンパク質を可溶化する（30
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分／4℃）
ｋ．高速遠心分離により、細菌の溶解産物の不溶性成分を分離する
ｌ．グルタチオン－セファロース（GE Healthcare, 以前のAmersham Pharmacia Biotech
社）をアフィニティーマトリックスとして用いて、アフィニティー・クロマトグラフィー
により、GST-TSHR融合タンパク質を細菌の溶解産物（工程kからの上澄液）から精製する
ｍ．TBS中の２０mM還元グルタチオンを用いてGST-TSHR融合タンパク質を溶出する
ｎ．溶出液を透析する（TBSに対して）
ｏ．SDS－PAGE／クーマシー菌株により、精製した融合タンパク質の大きさと純度を測定
する
ｐ．ポリクロナール抗－GST抗血清とモノクロナール抗－TSHR抗体2C11又は4C1（Serotec
社）を用いてウェスタンブロット分析により品質コントロールする
ｑ．タンパク質濃度を光度測定する（OD 280）。
【０１４１】
　TBS中の単離かつ精製TSHR－変異体は、更なる実験法用の（適切な希釈をして）"すぐに
使用できるサンプル"である。
【０１４２】
　SDS－PAGEとクーマシー菌株によるGST－TSHR－変異体の分析
　クロマトグラフィーによる精製と透析の際に、タンパク質をタンパク質サンプル緩衝液
中で沸騰／還元させ、かつ引き続きSDS－PAGE（10%SDS－PAG）に課した。図１に示されて
いるような標準的なプロトコールに従って、クーマシー・ブリリアントブルーを用いて染
色した。左から右に向かって：TSHR－ED、TSHR－210、TSHR－310、空、タンパク質標準物
。
【０１４３】
　ウェスタンブロッティングによるGST－TSHR－変異体の分析
　SDS－PAGEの後、タンパク質をゲルからニトロセルロース膜へ移した。図２に示されて
いるように、特異的タンパク質をTSHRに特異的なモノクロナール抗体2C11と適切な二次抗
体／基質系（ウサギ抗マウス－HRP、DINOVA及びMetal enhanced DAB, PIERCE）を用いて
検出した（左から右に向かって：TSHR－ED、TSHR－210、TSHR－310）。
【０１４４】
　例４　マイクロウェルプレート上でのTSHレセプター変異体のコーティング
　アフィニティー精製したTSHレセプターの変異体を、適切な濃度のPBS緩衝液で希釈した
。次に、PBSコーティング緩衝液中の希釈TSHレセプター１２０μlを、マイクロタイター
プレートのプラスチックウェルに加え、かつ室温で少なくとも６時間又は一晩インキュベ
ートした。コーティング緩衝液から出した後に、ブロッキング緩衝液１５０μg（PBS緩衝
液中1% BSA）を各マイクロウェルに加え、室温で更に３０分インキュベートし、非特異的
な結合反応を克服した。次に、ブロッキング緩衝液を取り出し、かつELISAにすぐに使用
する場合にはマイクロタイタープレートを３７℃で２時間乾燥させ、４℃で貯蔵する場合
には、ドライパッドを用いてアルミホイルバッグ中に密封した。
【０１４５】
　例５　大腸菌発現TSHレセプターの変異体の分析と活性
ａ．　TSHに対する結合活性
　精製したGST－TSHRタンパク質の生理学的活性を測定するために、これらが生理学的リ
ガンドであるTSHに結合できるかどうかを調べた。ウシ甲状腺（Sigma, St. Louis）から
のTSHをELISAプレート（NUNC, Wiesbaden）上に固定した。空いている結合部位を、ウシ
血清アルブミンの３％溶液とのインキュベーションによりブロックした。引き続き、示さ
れたGST－TSHR－変異体と適切なコントロール（GSTタンパク質だけ）をプレート上でイン
キュベートし、かつウサギ抗－GST（Sigma, St. Louis）をペルオキシダーゼ基質として
のヤギ抗－ウサギ－ペルオキシダーゼ（DIANOVA）及びTMBと組み合わせて用いて、結合を
視覚化した。結果は図４に示されている。
ｂ.　TSHレセプター抗体産生マウスに対する結合活性
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　製造指示に従い、細胞外ドメインに結合させることにより、ヒト甲状腺刺激ホルモン（
TST）レセプターを認識するTSHレセプター抗体4C1産生マウスを使用した。マイクロタイ
タープレート（例４から）のプラスチックウェル中に固定させたTSHR－変異体（例３から
）の親和性を使用して、マウス抗－TSHR抗体に対する結合活性を試験した。
【０１４６】
　製造指示に従って、PBS緩衝液中でマウス抗－TSHR抗体を適切な濃度に希釈した。抗体
混合物１００μlをプラスチックウェル中に加え、かつ室温で３０分間インキュベートし
た。抗体混合物を廃棄した後に、ウェルを適量のPBS緩衝液で３回洗浄した。マウス抗－T
SHR抗体に対するアフィニティー精製したTSHR融合タンパク質の結合活性は、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ結合ウサギ抗－マウスIgGにより検出した（図５）。偽陽性を回避する
ために、TSHR変異体と同じ濃度のGSTをプラスチックウェルに固定し、負のコントロール
として使用した。
【０１４７】
　例６　陽性TSHR血清中のTRAbs（TSHレセプター自己抗体）の検出
　市販のTSHR陽性血清L1とL2（Invent Diagnostic GmbH社）をPBS緩衝液中で希釈した。L
1とL2は、種々の患者からプールされ、かつ製造業者によって高活性と低活性を有する陽
性抗－TSHR血清である。TSHR変異体、TSHR-ED、TSHR-210及びTSHR-310を例４に倣ってマ
イクロタイタープレートのプラスチックウェル中に固定した。サンプルをGSTで、又はア
フィニティー精製したTSHR融合タンパク質で３０分間前処理し、次に、室温で３０分間イ
ンキュベーションするために、希釈サンプル１００μlをウェルに添加した。TSHR変異体
に結合した自己抗体のアフィニティーは、基準としての６２０nmに対して４５０nmで測定
した、基質（TBM,テトラメチルメンジジン）を酸化する西洋ワサビペルオキシダーゼに結
合したウサギ抗ヒト免疫グロブリンからのシグナルを計測することにより二次的に検出し
た（図６）。この結合活性の特異性は、シグナルの損失を引き起こすTSHR変異体でヒト血
清を前処理することにより証明できる。
【０１４８】
　例７　TSHR変異体を固定したマイクロタイタープレートの使用によるヒト血清中でのTR
Abs（TSHレセプター自己抗体）の検出
　患者血清からのTRAbs及びプールした市販の血清（L2, Invent Diagnostic GmbH社）を
、適切なコーティング濃度のマイクロタイタープレート上に固定したTSHR変異体（例４）
を用いて検出した。患者血清ならびに市販の血清L2をPBS緩衝液とサンプル１００μlで希
釈し、次にマイクロタイタープレート上に固定したTSHR変異体とインキュベートした。患
者血清中での抗－TSHR自己抗体の検出は、例６で処理したような特異的シグナル応答によ
り実証した。結果は図７に示されている。白棒は精製GSTタンパク質で処理した血清を示
し、かつ黒棒は、精製TSHR変異体で処理した血清を示す。
【０１４９】
　例８　国際基準物90/672のシグナルと比較したヒト血清中のTRAbsの検出
　90/672は、アンプル１本当たりのTSH刺激抗体の１００ミリ国際単位として定義されて
いる国際基準である。標準物ならびに市販の血清L1及びH07（患者血清）を例６のように
処理したが、前処理はせずに、図８に示されているようにそれらのシグナル応答を比較し
た。GSTとTSHR－EDをコートしたマイクロタイターウェルは、これらの３つの全ての血清
のうちで最小のシグナルを示したが、しかしTSHR－310をコートしたマイクロタイターウ
ェルでは強いシグナルが得られた。
【０１５０】
　例９　ヒト血清中での種々のアイソフォームTRAbsの検出
　ヒト血清中でのTRAbsのアイソフォームは、例７に記載したような方法で検出した。IgG
、IgM及びIgAの特異的応答は、西洋ワサビペルオキシダーゼと結合したIgG、IgM又はIgA
に対する免疫グロブリンの特異的ウサギ抗ヒトアイソフォームを用いて定義付けた（図９
）。
【０１５１】
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　例１０　抗－TSHR自己抗体に対するTSHR－変異体の用量依存性反応
　市販の血清（L2、Invent Diagnostic GmbH社）を希釈し、かつTSHR－EDとTSHR－310の
混合物（約50:50）をコートしたマイクロタイタープレートに対するシグナル応答を例６
に記載されているようにELISAにより測定した。種々の希釈の結果は図１０に示されてい
る。
【０１５２】
　例１１　トロンビンによるGST－TSHR－融合タンパク質TSHR－EDの切断
　精製したGST－TSHR－EDを種々の量のトロンビンとインキュベートした（1時間、37℃）
。引き続き、SDS－サンプル緩衝液中で沸騰させ、かつSDS－PAGE／ウェスタンブロッティ
ングを行った。TSHR－EDとその断片を抗－TSHRmAb 2C11と適切な二次的試薬を用いて視覚
化した。
【０１５３】
　レーン：
１．　予備染色したマーカー：200,119,66,43,20,14.3　kD
２．　GST－TSHR－ED、トロンビン無し
３．　GST－TSHR－ED、0.1Uトロンビン
４．  GST－TSHR－ED、0.5Uトロンビン
５．  GST－TSHR－ED、1Uトロンビン
６．  GST－TSHR－ED、2Uトロンビン
　例１２　グルタチオン固定マイクロウェルによるGST－タグTSHR組換えタンパク質のコ
ーティング
　アフィニティー精製したGST－TSHR－EDタンパク質をPBS緩衝液で希釈して適切な濃度に
し、かつ先に記載したようにマイクロタイタープレート（Corning社）上に直接コーティ
ングするか、又は製造指示に従ってグルタチオン固定マイクロタイタープレート（NUNC社
）上にコートした。抗－TSHR自己抗体IgG又はIgMの、GST－TSHR－EDに対する結合は、例
６に記載されているように検出した。図１２に示されているように、IgGとIgMの両方に対
するGST－TSHR－EDの結合活性は、GST－TSHR－EDを直接にコートしたプレートよりも、グ
ルタチオン固定プレートを介してコートしたGST－TSHR－EDでは高かった。この実験は、
同じコーティング濃度では、試験した４つの患者血清（L2、L1、M4及びM21）中、自己抗
体IgG（A）とIgM（B）に対するGST－TSHR－EDタンパク質の結合活性はGST－TSHR－EDを直
接にコートしたプレートよりも、グルタチオン固定マイクロタイタープレートを介してコ
ートしたGST－TSHR－EDにおいて著しく高いことを示している。
【０１５４】
　例１３　変性したGST－TSHR－ED組換えタンパク質をコートしたマイクロタイタープレ
ートで減少した抗－TSHR自己抗体に対するGST－TSHR－EDの結合活性
　アフィニティー精製したGST－TSHR－EDを同じ濃度で、タンパク質を変性せずにマイク
ロタイタープレートにコーティングし、かつ水浴中で５分間処置し、GST－TSHR－EDタン
パク質を変性した。４つの患者血清中の抗－YSHR自己抗体IgGとIgMをコートした上記プレ
ート中で試験した。自己抗体IgG（A）とIgM（B）に対するGST－TSHR－EDの減少した結合
活性は、コーティング前に５分間水浴中で処置してGST－TSHR－EDを変性した後に観察さ
れた（図１３）。
【０１５５】
　例１４　TSHR－特異的ペプチドスキャンニングによるTSHR－特異的自己抗体エピトープ
の同定
　TSHR特異的自己抗体と反応するエピトープを同定するために、TSHR－特異的ペプチドス
キャンニング法を利用した。aa22～aa415までのヒトTSHRの細胞外ドメインの全体をカバ
ーする７つのアミノ酸（aa）を重複させて短いペプチド（5520-mer）を合成した。ペプチ
ドをELISAプレート上に固定し、かつ各々のヒト血清サンプルを用いてELISAアッセイを行
った。この方法により、ヒトTSHRの自己免疫原性線状エピトープの系列（n=8）を同定で
きた（図15、16及び17）。図１４には、ペプチドと反応した個々の血清（血清M23）の反
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応性が示されている。従って、TSHRのエピトープと反応する患者血清からのTSHRに特異的
な自己抗体があることが予想できる。しかし、細菌内で産生された組換えGST－TSHR－ED
と強く反応するが、個々のペプチドとは反応しない血清の系列があることも見出された（
例：血清460、図18/19）。血清460は、血清M23に匹敵するように組換えGST－TSHR－EDと
反応するにもかかわらず、TSHR特異的ペプチドには結合しない（図18/19）。従って、本
発明の細菌系で発現したGST－TSHR－EDは、TSHR特異構造的エピトープを示し、かつ各々
の患者サンプルがヒトTSHRの線状ならびに構造的エピトープを認識する自己抗体を含有す
ることが予測できる。これらの自己抗体の割合ならびに全体量は、血清サンプルが、TSHR
特異的ペプチドセットにより示されるエピトープ及び細菌により発現したGST－TSHR－ED
と反応するのか、又は組換えGST－TSHR－EDのみと反応するのかを決定する。
【０１５６】
　例１６　エピトープを認識する個々の血清サンプルのペップスキャン（Pepscan）（血
清M23）
　TSHR－ペプチドをNUNC Maxisorb ELISAプレート（5μg/ml, o/n）上に固定し、かつ非
特異的結合部位を飽和した（3% BSA）。血清サンプルをTBS/1%BSA中で1/100希釈し、引き
続き全てのウェル中にピペッティングした。図１４に示されているように、適切な基質（
POD-Blue, Roche）において1:50000希釈で、ペプチドと反応した自己抗体をHRP結合ウサ
ギ抗マウス－Ig（DIANOVA社, Hamburg）で視覚化した。図１５に示されているような38個
の患者血清の分析ならびに図１８に示されているような血清M460の反応性の決定をそれに
応じて行った。
【０１５７】
　例１７　血清23と血清460の比較
　組換えタンパク質（GST-TSHR-DEならびに負のコントロールGST）をNUNC Maxisorb ELIS
Aプレート（5μg/ml, o/n）上に固定し、かつ非特異的結合部位を飽和した（3% BSA）。
血清サンプルをTBS/1%BSA中で1/100希釈し、引き続きコートしたウェルにピペッティング
した。図１９に示されているように、適切な基質（POD-Blue, Roche）において1:50000希
釈で、組換えタンパク質と反応した自己抗体をHRP結合ウサギ抗マウス－Ig（DIANOVA社, 
Hamburg）で視覚化した。
【０１５８】
　例１８　同定したホットスポットのコアエピトープ
　図１７に示されているような自己反応性ホットスポットのコアエピトープは、TSHR特異
的エピトープスキャン法により狭められている（図20）。角カッコ内の配列は、有利な最
小エピトープ配列を表している。角カッコ内の配列の周囲のアミノ酸は、おそらくTSHR特
異的自己抗体の最適な結合に重要である。ホットスポット５／６に関しては、２つのペプ
チドが関連しているようである。
【図面の簡単な説明】
【０１５９】
【図１】図１は、SDS－PAGEとクーマシー菌株によるGST－TSHR融合タンパク質の分析を示
す図である。
【図２】図２は、ウェスタンブロッティングによるGST－TSHR融合タンパク質の分析を示
す図である。
【図３】図３は、tacプロモーターにより制御したGST－TSHR融合タンパク質（TSHR－ED,G
ST）を含有するプラスミドpGEX2T－TSHR－EDを示す図である。
【図４】図４は、TSHに対するGST－TSHR融合タンパク質の特異的結合を示す図である。
【図５】図５は、マイクロタイタープレートにおけるマウス抗－TSHR抗体に対するGST－T
SHR融合タンパク質の結合活性を示す図である。
【図６】図６は、市販のプール血清L1とL2中での抗－TSHR自己抗体の検出を示す図である
。
【図７】図７は、マイクロタイタープレートのプラスチックウェル上にGST－TSHR融合タ
ンパク質を固定することによる、患者血清と市販のプール血清L1とL2中での抗－TSHR自己



(37) JP 2009-517015 A 2009.4.30

10

20

抗体の検出を示す図である。
【図８】図８は、GST、TSHR－ED及びTSHR－310をコートしたプレート上での、90／672（
国際基準）、L1（市販の抗－TSHRR陽性血清）及びH07（患者血清）のシグナル応答の比較
を示す図である。
【図９】図９は、患者血清中の抗－TSHR自己抗体アイソフォームの検出を示す図である。
【図１０】図１０は、市販の血清L2中での抗－TSHR自己抗体に対するGST－TSHR－融合タ
ンパク質（TSHR－EDとTSHR－310）の混合物の用量依存性反応を示す図である。
【図１１】図１１は、トロンビンによるGST－TSHR－融合タンパク質TSHR－EDの切断を示
す図である。
【図１２】図１２AとBは、患者血清L2、L1、M4及びM21中でのIgA（A.）とIgM（B.）抗－T
SHR自己抗体に対する、直接にコーティング（白棒）した、又はグルタチオンによりコー
トした（黒棒）GSTタグ－TSHR－EDタンパク質の結合活性を示す図である。
【図１３】図１３は、患者血清L2、L1、M4及びM21中でのIgA（A.）とIgM（B.）抗－TSHR
自己抗体に対する、変性GST－TSHR－EDと非変性GST－TSHR－EDの結合活性を示す図である
。
【図１４】図１４は、ヒトTSHRの種々のペプチドに対する個々の血清サンプル（血清M23
）の反応性を示す図である。
【図１５】図１５は、ペップスキャン法を用いた３８個の患者血清の分析を示す図である
。
【図１６】図１６は、同定したホットスポット（1－8）を用いたヒトTSHRの細胞外ドメイ
ンの概略グラフを示す図である。
【図１７】図１７は、詳細な説明と、同定したホットスポットのペプチド配列を示す図で
ある。
【図１８】図１８は、TSHR特異的ペプチドに対する血清M460の反応性を示す図である。
【図１９】図１９は、血清２３及び血清４６０と組換えタンパク質（GST－TSHR－EDなら
びに負のコントロールGST）の結合活性の比較を示す図である。
【図２０】図２０は、自己反応性ホットスポットのコアエピトープを示す図である。
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