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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＴＳＨ受容体（ＴＳＨ－Ｒ）に対して形成された、患者から得られた生体試料中の自己
抗体（ＴＲＡｂ）の決定方法において、
　反応混合物中該試料または該試料の少なくとも１つの抗体部分を、選択的競合剤の形の
第１免疫試薬の存在下で、ＴＳＨ－Ｒ調製物の形の第２免疫試薬と反応させ、その際前記
選択的競合剤かまたは前記ＴＳＨ－Ｒ調製物の少なくとも１つが標識されるか標識可能で
あり、前記ＴＳＨ－Ｒ調製物と前記選択的競合剤間の結合に基づいて、試料中の求められ
るＴＲＡｂの存在および／または量を決定する方法であって、
　前記選択的競合剤が、決定すべき甲状腺阻害自己抗体（ＴＢＡｂ）と競合する前記ＴＳ
Ｈ－Ｒ調製物の結合位置で結合するように選択されることによって、ＴＢＡｂを選択的に
決定することを特徴とする方法。
【請求項２】
　選択的競合剤が、抗ＴＳＨ－Ｒ抗体またはそのフラグメントであることを特徴とする請
求項１に記載の方法。
【請求項３】
　抗ＴＳＨ－Ｒ抗体が、モノクローナル抗体であることを特徴とする請求項２に記載の方
法。
【請求項４】
　選択的競合剤が、ｈＴＳＨ－Ｒ－ｃＤＮＡ構造を用いたマウスの遺伝的免疫化により製
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造された阻害抗ＴＳＨ－Ｒ抗体であることを特徴とする、請求項１ないし３のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項５】
　ＴＳＨ－Ｒ調製物かまたは選択的競合剤から選択された第１免疫試薬または第２免疫試
薬の１つが標識されず、固相に固定化されたかまたは固定化可能な形で使用されることを
特徴とする、請求項１ないし４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　ＴＳＨ－Ｒ調製物が、組換えにより製造されたＴＳＨ－Ｒ調製物であり、これが（ｉ）
ほぼ完全な組換えヒトＴＳＨ－Ｒ（ｈＴＳＨ－Ｒ）と、（ｉｉ）ｈＴＳＨ－Ｒの少なくと
も細胞外領域ならびに場合によっては標識化および／または固定化のための配列を含むＴ
ＳＨ－Ｒ融合タンパク質、および（ｉｉｉ）刺激ＴＲＡｂ（ＴＳＡｂ）および／または中
性ＴＲＡｂの結合に必要なＴＳＨ－Ｒの細胞外領域の部分配列が不活性部分配列で置き換
えられたＴＳＨ－Ｒキメラから選択されることを特徴とする請求項１ないし５のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項７】
　抗ＴＳＨ－Ｒ抗体が、ｈＴＳＨ－Ｒのアミノ酸配列のアミノ酸３８２～４１５の領域の
エピトープに結合するように選択されることを特徴とする請求項４に記載の方法。
【請求項８】
　固定化免疫試薬が、決定すべきＴＢＡｂと選択的競合剤がｈＴＳＨ－Ｒ調製物に結合す
ることを阻害しない固定化抗体を用いて固相で固定化される組換えｈＴＳＨ－Ｒ調製物で
あることを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　標識した免疫試薬が、放射性同位元素、化学発光標識、または酵素を用いて標識された
選択的競合剤であることを特徴とする、請求項１ないし８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　選択的競合剤が固相に固定化され、溶解した形の第２免疫試薬として使用したＴＳＨ－
Ｒ調製物が標識されることを特徴とする、請求項１ないし８のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１１】
　第１免疫試薬も第２免疫試薬も反応混合物中に分散して存在し、選択的競合剤を形成す
る第１免疫試薬に、蛍光－または化学発光－消光または－強化に起因する標識方式の一部
である第１標識成分が結合し、該標識方式の第２標識成分が、第２免疫試薬かまたは選択
的にこの第２免疫試薬に結合する、決定すべきＴＢＡｂと選択的競合剤のｈＴＳＨ－Ｒ調
製物への結合を阻害しない抗体に結合することを特徴とする、請求項１ないし４、６およ
び７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　標識方式が、蛍光色素かまたは化学発光色素との組み合わせで希土類クリプテートかま
たは希土類キレートを含むことを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、ＴＳＨ受容体に対する自己抗体（ＴＲＡｂ）の選択されたサブタイプ、則ちい
わゆる阻止ＴＲＡｂ（ＴＢＡｂ）の選択的決定方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】
ホルモンＴＳＨ（甲状腺刺激ホルモン、サイロトロピン）用の受容体であるＴＳＨ受容体
（ＴＳＨ－Ｒ）は、甲状腺細胞の機能と成長に関して重要な役割を担う。この受容体は、
Ｇタンパク質結合糖タンパク質受容体のサブファミリーの一員であり、このＧタンパク質
結合糖タンパク質受容体はさらに特に黄体形成ホルモン／コリオゴナドトロピン用の受容
体（ＬＨ／ＣＧ－Ｒ）と卵胞刺激ホルモン用の受容体（ＦＳＨ－Ｒ）を含む。このサブフ
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ァミリーの受容体は、大きいＮ末端細胞外領域を有し、この領域は配位子結合にとって本
質的な意味をもち、該配位子結合に関して、この領域が信号伝達に関与することが示され
た。ＴＳＨ－Ｒ信号の伝達は、主にアデニル酸シクラーゼの活性化を仲介として成り立ち
、このことは細胞内ｃＡＭＰレベルの上昇を招く。
【０００３】
ＴＳＨ－Ｒに対する大いなる興味の一部は、ＴＳＨ－Ｒに対する自己抗体の発現を伴う異
なる甲状腺自己免疫疾患での、その第１自己抗原としての役割に由来するものである（Ｔ
ＳＨ－Ｒ－自己－Ａｂは、以下ではただＴＲＡｂと略す）。その種の甲状腺自己免疫疾患
には、特にバセドウ病（バセドウ疾患、英語では、グレーブス病）と、最も頻繁なヒト自
己免疫疾患に属する甲状腺機能亢進を招く自己免疫疾患、ならびに甲状腺機能低下につな
がり得る橋本病と特発性粘液水腫が属する。
【０００４】
ＴＳＨ－Ｒは、甲状腺細胞の表面に非常に微量（細胞当たり１，０００～１０，０００受
容体の規模）に存在する。ヒトＴＳＨ受容体（ｈＴＳＨ－Ｒ）の化学構造の解明、則ちヒ
トＴＳＨ受容体をコードするＤＮＡの配列ならびにそれから誘導可能な受容体自身のアミ
ノ酸配列の解明は１９８９年末に成功した（Ｌｉｂｅｒｔ　Ｆ．等、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂ
ｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１６５：１２５０～１２５５；Ｎａｇａｙａｍａ
　Ｙ．等、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１６５：１１８４
～１１９０参照、ＥＰ－Ａ－０４３３５０９ないしＷＯ－Ａ－９１／０９１２１；ならび
にＷＯ－Ａ－９１／０９１３７；ＷＯ－Ａ－９１／１０７３５およびＷＯ－Ａ－９１／０
３４８３；さらにＹｕｊｉ　Ｎａｇａｙａｍａ　＆　Ｂａｓｉｌ　Ｒａｐｏｐｏｒｔの：
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ、第６巻Ｎｏ．２、１４５～１５６と
その中で引用された文献も参照）。それ以来ｈＴＳＨ－Ｒポリペプチドとそれから選択さ
れた部分ペプチドが多数の系で発現し、その際機能性ＴＳＨ－Ｒが、則ち一過性でも、例
えばアデノウイルス発現系とワクシニアウイルス発現系の使用のもとでの安定細胞系の形
でも、哺乳動物の細胞内でのみ製造され得ることが示された。
【０００５】
ｈＴＳＨ－Ｒの成功した分子クローン化は、ＴＳＨならびにＴＲＡｂのＴＳＨ－Ｒとの相
互作用で新たな認識を得て、この認識を診断目的でＴＲＡｂを決定する場合にも利用でき
るようにした。比較的新しい学術的認識に鑑みたＴＲＡｂ決定の現在の状況についての概
観は、Ｎｉｌｓ　Ｇ．Ｍｏｒｇｅｎｔｈａｌｅｒの論文、Ｎｅｗ　ａｓｓａｙ　ｓｙｓｔ
ｅｍｓ　ｆｏｒ　ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ；
Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ　１９９９、６：２５１～２６０に見出され
る。本出願では、分析および反応に関して前述の文面で定義された略語と記号を使用した
。前述の文面の内容とその中に挙げられた文献の場所を、本出願の開示内容を補足するた
めに参照されるよう強く望む。
【０００６】
前述の文面にもまとめて挙げられているように、ＴＲＡｂを決定するために現在病院で日
々使用可能な定量法は、間接的に操作する競合アッセイのみであり、その場合患者試料中
のＴＲＡｂの存在に起因する標識ｂＴＳＨの、豚甲状腺（典型的定量法構造）からの溶解
した豚ＴＳＨ－Ｒへの結合の阻害かまたは、新しい「第二世代」の定量法の場合は、固相
、例えばコーティング管に固定した組換えヒトＴＳＨ－Ｒ（ｒｈＴＳＨ－Ｒ）への結合の
阻害が測定に使用される。典型的な定量法とは異なる新方式の固相定量法は、ＤＥ　１９
６　５１　０９３かまたはＷＯ　９８／２６２９４ないしＤＥ１９８　０１　３１９かま
たはＷＯ　９９／３６７８ないしＪ．Ｃｌｉｎ．Ｅｎｄｏｃｉｎｏｌ．Ｍｅｔａｂ．、８
４巻、Ｎｏ．１、Ｓ．９０～９７（１９９９）に記載される。利用した測定原理に基づい
てその種の定量法は、個々のサブタイプ（刺激性、阻害性）を区別することなく、ｂＴＳ
Ｈと競合する所謂ＴＢＩＩタイプの自己抗体のみを検知する。
【０００７】
特にＴＢＩＩタイプのＴＲＡｂを決定する定量法のプロセス・バリエーションに関する特



(4) JP 4729239 B2 2011.7.20

10

20

30

40

50

許明細書では、一般的な形式で、ＴＳＨ阻害の代わりにＴＳＨ－Ｒに対する抗体の阻害も
測定に、特に追加でＴＳＨの阻害のためにも使用できることも述べられ、それは例えばＤ
Ｅ１９６５１０９３．７ないしＷＯ　９８／２６２９４に記載される。しかしながらその
ようなすべての場合には、個々に現れるＴＲＡｂ集団の組成の患者による違いが間違った
マイナスの測定結果を招くことなく、常に患者試料中の全ての関連する病原ＴＲＡｂをで
きるだけ完全に検知することと、この方法で自己免疫反応に由来する甲状腺疾患を可能な
限り洩れなく検知することが重要である。則ち競合アッセイの場合のＴＲＡｂ決定の臨床
の有意性を高めることが重要である。
【０００８】
自己免疫疾患で現れるＴＲＡｂが、バセドウ病患者の場合にも、甲状腺機能減退症を招く
刺激自己抗体（ＴＳＡｂ）を含むのみならず、その他に阻害自己抗体（ＴＢＡｂ）も存在
し得ることが周知である。周知の競合アッセイは、ＴＳＡｂとＴＢＡｂを区別できるので
はなく、これらを区別なくＴＢＩＩとして検知するものである。
【０００９】
ＴＳＡｂとＴＢＡｂを区別しようとする場合、このことは自己免疫事象、例えばバセドウ
病の場合の精密診察学の意味においては学術的に大きな、また最終的には臨床学的にも大
きな興味となり得るが、例えば上述のＮ．Ｍｏｒｇｅｎｔｈａｌｅｒの文面、Ｃｕｒｒ．
Ｏｐｉｎ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．１９９９、６：２５１～２６０でも詳しく理解される
バイオアッセイに立ち戻らなければならない。その種のバイオアッセイでは、その膜内に
天然または組換えＴＳＨ－Ｒを含む細胞のｃＡＭＰ産生が、ある特定の血清ないし自己抗
体が存在することによって増大されるか、ないしは細胞内の所与のＴＳＨ濃度によって引
き起こされたｃＡＭＰ産生が、血清または自己抗体によって弱められるかが確かめられる
。
【００１０】
病院や研究所で患者の試料を日々検査するためのバイオアッセイがあまりに費用がかかる
ので、病原刺激ＴＲＡｂと阻害ＴＲＡｂをより簡単な方法で区別できるようにする定量法
も自由に利用できることが望ましいであろう。免疫沈降ないしそれに起因する差異測定を
使用する定量法に関する提案は、非公開出願ＤＥ１９９４９１８４．４ないしＤＥ１００
０７７９２．７に見出される。
【００１１】
【発明が解決しようとする課題】
本発明の課題は、特定のＴＲＡｂ、則ちＴＢＡｂを選択的に決定するための鑑別診断学法
を成し遂げることであり、その際これは、ＴＢＩＩを決定するために導入した操作方法を
主に利用することができ、それ故臨床業務にも適するものである。
【００１２】
【課題を解決するための手段】
この課題は、一般的形式で請求項１に記載の方法によって解決される。
【００１３】
請求項１に記載の方法の現在有利な好ましい形態は、従属請求項２ないし１２、ならびに
実施形態に則した以下の説明に見出される。
【００１４】
本願の前述および以下の文面では、使用した試薬ないし分析／生体分子は、通常様々な略
語によって表され、専門家には具体的な関連からいくらか違うものと判る場合は別として
、それらは常に以下の意味をもつものとして理解される。その際実施した試験と測定を正
確に記述するとの理由から特殊な言及がなされるが、記述した結果と結論は記述した特殊
な場合にのみ適用されるものではなく、関連する専門知識を考慮に入れずに一般化され得
ることを意味するものではない。
【００１５】
ＴＳＨ＝甲状腺刺激ホルモン（サイロトロピン）。何も追加せずに略語ＴＳＨで使用され
る場合は、特定の生産物が問題になるのではなく、ホルモンの結合ないし機能が一般的な
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形式で議論される。
【００１６】
１２５Ｉ－ｂＴＳＨ＝競合剤として使用した放射性ヨウ素化ｂＴＳＨ（ウシＴＳＨ）。Ｂ
．Ｒ．Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａ　ＧｍｂＨ社の定量法の記載と関連して
１２５Ｉ－ｂＴＳＨは特に、ＤＥ４２３７４３０Ｃ１ないしＥＰ０６６８７７５Ｂ１に従
って得られる製品、およびＢ．Ｒ．Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａ　ＧｍｂＨ
社のＴＲＡＫ－Ａｓｓａｙ（登録商標）ないしＤＹＮＯｔｅｓｔ（登録商標）ＴＲＡＫ　
ｈｕｍａｎの成分を表す。
【００１７】
ＴＳＨ－Ｒ＝ＴＳＨ受容体、甲状腺皮膜内に固定された糖タンパク質受容体。さらに何も
追加せずに略語ＴＳＨ－Ｒを使用する場合、任意の特定の製品に制限されるものではない
。故に天然の材料から得られた、例えば豚のＴＳＨ－Ｒである場合もある。しかしながら
本発明の定量法で使用したＴＳＨ－Ｒの場合には、少なくとも「機能性ＴＳＨ受容体」と
呼ばれ得る規模で、アミノ酸配列および場合によっては任意の天然のＴＳＨ－Ｒの糖化を
有する、好ましくは遺伝子工学的に製造した（組換えした）機能受容体ポリペプチド、特
に好ましくはヒトＴＳＨ－Ｒ（ｈＴＳＨ－Ｒ）の機能性ＴＳＨ－Ｒ受容体を意味する。「
機能的な」という特徴は、これがＴＲＡｂの結合に関連して意味のある規模で、天然に存
在する特にヒトのＴＳＨ－Ｒのように振る舞うことを意味する。その際略語ＴＳＨ－Ｒは
、組換えた完全な、いくらか強く糖化されたポリペプチド、十分な長さの部分配列、また
はそれから遺伝子工学で製造した融合生成物を表す。さらに説明することなく単純にＴＳ
Ｈ－Ｒと呼ばれる製品は膜調製物であり、この膜調製物からその製品は、場合によっては
界面活性剤の使用下で、組換えポリペプチドを発現させるために使用した細胞の皮膜を適
当に可溶化させることによって、精製された抽出物としても得られる。
【００１８】
ＴＲＡｂ＝生体試料、特にヒト血清または血漿内で検出可能な、任意の特性のＴＳＨ受容
体に対する自己抗体（ＴＳＨ－Ｒ－Ａｕｔｏ－Ａｂ）。
【００１９】
ＴＳＡｂ＝甲状腺刺激ＴＲＡｂ。その検出は、特にバセドウ病（英語名：グレーブス病）
の診断に関して重要である。
【００２０】
ＴＢＡｂ＝ＴＳＨ（ならびに場合によってはＴＳＡｂ）の甲状腺阻害ＴＲＡｂへの作用で
、その作用の検出は甲状腺機能減退症に関連付けられ得る。
【００２１】
ＴＢＩＩ＝ＴＳＨ－Ｒ調製物の結合位置において標識ＴＳＨをＴＲＡｂと競合させること
に起因する競合アッセイで検知可能なＴＲＡｂ。これらはＴＳＡｂおよび／またはＴＢＡ
ｂおよび／または中性ＴＲＡｂであり得る。ＴＢＩＩタイプのＴＲＡｂを決定する商業ベ
ースの定量法は、Ｂ．Ｒ．Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａ　ＧｍｂＨ社の定量
法ＴＲＡＫ－Ａｓｓａｙ（登録商標）とＤＹＮＯｔｅｓｔ（登録商標）ＴＲＡＫ　ｈｕｍ
ａｎ（放射受容体検定）ないしＬＵＭＩｔｅｓｔ（登録商標）ＴＲＡＫ　ｈｕｍａｎ（化
学発光受容体検定）である。
【００２２】
抗－ＴＳＨ－Ｒ－Ａｂ＝本発明の検定では選択的競合剤（第一免疫試薬）として使用した
、場合によっては標識した、または選別標識可能な、ＴＳＨ－Ｒに対する抗体。プロセス
に必要なこの抗体の選択性は、まず第一に選別モノクローナル抗体（抗－ＴＳＨ－Ｒ－ｍ
ｏＡｂ）を使用する場合に保証され、その製造と選別は実験の部に記載される。免疫試薬
として使用した抗－ＴＳＨ－Ｒ－Ａｂは、患者試料からのＴＲＡｂと略した自己抗体から
明白に区別される。
【００２３】
ｍｏＡｂ＝モノクローナル抗体。
【００２４】
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以下に本発明の方法を、さらに詳しく説明する。実験の部では、阻害モノクローナル抗体
の製造ならびに患者の血清中の阻害自己抗体量を決定するためのその使用を、具体的な操
作工程と実施形態に基づいてより詳しく説明する。
【００２５】
【発明の実施の形態】
患者の血清からのＴＢＩＩタイプのＴＲＡｂを、ＴＳＨ－Ｒ製剤の結合位置に関して標識
ｂＴＳＨと競合させることによって決定することに基づく周知の方法、則ちＢ．Ｒ．Ａ．
Ｈ．Ｍ．Ｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａ　ＧｍｂＨ社の定量法ＴＲＡＫ－Ａｓｓａｙ（登録
商標）とＤＹＮＯｔｅｓｔ（登録商標）ＴＲＡＫ　ｈｕｍａｎないしＬＵＭＩｔｅｓｔ（
登録商標）ＴＲＡＫ　ｈｕｍａｎで具体化されるような定量法を出発点とする場合に、本
発明の方法を非常に容易に表すことができるので、本発明の方法で競合剤として標識ｂＴ
ＳＨの代わりに選別標識競合剤を使用でき、この選別標識競合剤は主に患者の血清からの
ＴＲＡｂの明白に定義された狭い従属群、則ち非ＴＳＡｂすなわちＴＢＡｂのみと競合し
、それによってＴＢＡｂを選択的決定することが可能となる。
【００２６】
その際本発明は好ましくは、固相定量法としてのプロセスを変化させて実施され、これは
多くの観点で「第二世代」のＴＲＡｂを決定する定量法（ＤＹＮＯｔｅｓｔ（登録商標）
ＴＲＡＫ　ｈｕｍａｎ；ＬＵＭＩｔｅｓｔ（登録商標）ＴＲＡＫ　ｈｕｍａｎ；Ｂ．Ｒ．
Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａ　ＧｍｂＨ社の各使用説明書を参照）に対応す
る。このプロセス・バリエーションでは、選別結合剤として使用した免疫試薬、則ちＴＳ
Ｈ－Ｒ調製物、特にｒｈＴＳＨ－Ｒ調製物は、特殊モノクローナル抗体（ＢＡ８；Ｊ．Ｃ
ｌｉｎ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ　Ｍｅｔａｂ　８４：９０～９７、１９９９、ないしＪ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６０：１４５８～１４６５参照）を用いて固定化されると共に競合剤
が標識される。一方では周知のｂＴＳＨ標識法で使用された全てのマーカーを（１２５Ｉ
；化学発光ラベル、例えばアクリジニウム誘導体の形で）使用することができるが、本発
明の方法ではその他の周知の標識ラベル、例えば酵素標識または蛍光標識も使用すること
ができ、これらは試薬の活性が損失することなく、例えばＴＳＨの場合よりも容易に抗体
タイプの免疫反応に付け加えることができる。
【００２７】
さらに周知の検出方式も使用できるようになり、その際競合剤として使用した免疫試薬に
第一標識成分が結合し、この第一標識成分は統合検出方式の一部であり、その別の部分は
別の免疫試薬、例えば別の抗体に結合する。本発明の方法では、第二標識成分と結合した
別の抗体が、例えばｈＴＳＨ－Ｒ製剤を固定化する第二世代のＴＢＩＩ定量法で使用され
るような抗体であり得る。両抗体が関与したサンドウィッチ構造の場合には、測定信号、
例えば蛍光信号または化学発光信号が特徴的に変化することになり、この変化は両抗体の
受容体への結合のスケールを、したがって追求する分析物の濃度を間接的に反映する。そ
のような方式の例としては、例えばＵＳ－Ａ－４，８２２，７３３、ＥＰ－０－１８０４
９２Ｂ１またはＥＰ－Ｂ１－０５３９４７７、およびその中で引用された従来の技術で記
載される標識方式が挙げられる。
【００２８】
前述の方式の統合標識方式を起用する場合には、この定量法を均一定量法として仕上げる
こともでき、その際全ての免疫試薬、分析物および反応生成物は液状反応混合物中に存在
するか形成され、その際両標識成分を１つの免疫複合体中に含む反応生成物のみを選別し
て検知する測定が、直接この反応混合物中で行われる。例としては、再び３つの上述の特
許公開と、その中に挙げられた従来の技術、ならびに標識ＴＲＡＣＥ（登録商標）（Ｔｉ
ｍｅ　Ｒｅｓｏｌｖｅｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　Ｃｒｙｐｔａｔｅ　Ｅｍｉｓｓｉｏｎ）
ないしＫＲＹＰＴＯＲ（登録商標）で提供された技術（ＣＩＳ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｋ　
ＧｍｂＨの一覧を参照）を参照されたい。
【００２９】
固相定量法の場合ＴＳＨ－Ｒは、任意の固相、例えば「被覆管」として使用されるポリス
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チレン管かまたは、例えばポリスチレンから成るミクロ・タイター・プレート、または粒
子、例えば磁性粒子で固定化することができる。適当な固相の使用のもとでの、時間を遅
らせたかまたは後から追加した固定化も可能である。
【００３０】
ＴＳＨ－Ｒは、本発明の方法では特殊抗体を用いる以外の方法でも固定化され得る。例え
ばＴＳＨ－Ｒ融合生成物が使用され、その際ＴＳＨ受容体かまたは、非受容体部、例えば
ビオチニル残基、６ヒスチジン残基から成る、いわゆる６Ｈｉｓタグかまたは、固定化の
ために固相に存在する反応パートナー、例えばストレプトアビジン、ニッケルキレートま
たは残基固有の抗体との反応に入り得るその他の適当な残基（例えばＷＯ９８／２０３４
３参照）を有してなる所望の免疫反応に必要なＴＳＨ受容体の部分が使用される場合、Ｔ
ＳＨ－Ｒが競合免疫反応に必要な機能性を保持し、この固定化方式がこの免疫反応を阻害
しないことを前提として、そのような固定化方式もＴＳＨ－Ｒに使用することができる。
【００３１】
固相定量法としては、この方法は「鏡像」と呼ばれ得る実施形態でも実施可能であり、そ
の際競合剤として使用した免疫試薬、則ち例えば阻害モノクローナル抗体が固定化され、
例えばＤＥ１９８０１１５４に記載されるか、前述の特許出願の文面に含まれるような標
識可溶化ＴＳＨ受容体と反応する。固定化競合剤の、患者の試料からのＴＲＡｂとの競合
は、この場合も使用したマーカーの固相への結合の減少として示される。そのような鏡像
定量法のバリエーションは、出願人の上述の特許出願で議論されてはいるが、これまでＴ
ＲＡｂを決定する商業ベースの定量法では実際には使用されていない。
【００３２】
故に定量法基本デザインを、標識ｂＴＳＨを用いて操作する定量法に類似の周知の方法で
、例えば使用した標識方式、使用した固相、ならびに固定化免疫試薬と標識免疫試薬の選
択に関して、多彩に変化させることができるかまたは、この定量法が上述の意味でも本発
明の方法の範囲をはずれることなく均一定量法として仕上げられ得るのに対して、本発明
の方法では、決定すべきＴＲＡｂのための競合剤として用いられる免疫試薬が標識したｂ
ＴＳＨではなく、その免疫試薬が、ＴＲＡｂの定義されたタイプ、則ち阻害ＴＲＡｂ（＝
ＴＢＡｂ）と選択的に競合することを保証する定義された高い特性を有する免疫試薬であ
るよう強いられる。
【００３３】
それ故そのような方法を実現可能にするためには、定義された反応性の、ＴＳＨのみなら
ず、決定すべきＴＲＡｂとも競合するほどの選別免疫試薬を自由に使えるようにすること
、則ちそのために必要な親和性をもたなければならないことが前提である。
【００３４】
以下の実験の部では、まずモノクローナル抗体の形のその種の特殊な免疫試薬（抗－ＴＳ
Ｈ－Ｒ－ｍｏＡｂ）が、詳細に述べられる方法に従って製造可能であり、組換えｈＴＳＨ
－Ｒの、正確にはｒｈＴＳＨ－Ｒの細胞外領域の共通の結合位置について、患者の血清か
らのＴＢＡｂと競合させられる状態にあることが示される。
【００３５】
所望の特性を有する阻害抗－ＴＳＨ－Ｒ－ｍｏＡｂは、以下に記載されるように、遺伝子
免疫化に引き続いて、根本的特徴がＪ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６０：１４５８～１４６５に
記載されるような方法によって得られる。
【００３６】
この方法では適当に選択した実験用動物（マウス）は、ｈＴＳＨ－Ｒの細胞外領域（ＥＣ
Ｄ）でｃＤＮＡを含むｃＤＮＡ構造を用いて免疫性が与えられる。経験的な免疫化計画に
応じた追加免疫注射の後で、この実験用動物からの血清が得られ、細胞、例えばｈＴＳＨ
－Ｒを発現する形質転換ＣＨＯ細胞（ＪＰ０９）ならびに蛍光標識するための抗マウスＩ
ｇＧを使用したＦＡＣＳ（蛍光標示式細胞分取器）分析によってその後、ＴＳＨ－Ｒに対
して求められる反応性を有する抗体を形成するようになるマウスが選別される。抗体形成
の強さは、形質転換細胞により発現した組換えｈＴＳＨ－Ｒでのマウス血清の１２５Ｉ　
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－ｂＴＳＨとの競合によって決められる。さらに平行して行われるバイオアッセイで、血
清がＴＳＨ－Ｒ発現細胞中でｃＡＭＰ産生をいくらか強く促進するか阻害するかどうかに
ついて血清を検査することができる。
【００３７】
その血清テストによって所望の種類の抗体産生を示すマウスを確認した場合には、そのよ
うなマウスを、ｍｏＡｂを製造する周知の技術に従って培養することができ、その際該マ
ウスの脾臓細胞を骨髄腫細胞と融合させ、形成されたハイブリドーマを増殖させ、ｍｏＡ
ｂの産生のための希釈原理に従って培養される。
【００３８】
産生したｍｏＡｂの性質は、ほぼ血清の性質と類似であることが確かめられるので、所望
の性質を有するｍｏＡｂを選別することができる。
【００３９】
以下の実験の部に記載するように、その際激しく阻害する性質を示した産生ｍｏＡｂの１
つを競合試験用に選択し、この目的で標識した。標識されたｍｏＡｂが患者の血清からの
ＴＲＡｂと選択的に競合することを示すことができた。
【００４０】
前述のｍｏＡｂの結合のためのエピトープがＴＳＨ－Ｒの細胞外領域（ＥＣＤ）上のどこ
に配列しているかを確かめるために、この試験ではさらに適当なキメラを設計し、各キメ
ラへの標識されたｍｏＡｂの結合が生じるかまたは生じないかに基づいて、エピトープを
局在化することができた。試験したｍｏＡｂ（抗－ＴＳＨ－Ｒ－Ａｂ）は、このエピトー
プをめぐって患者試料からのＴＲＡｂと競合する。ここで述べた場合にはこのエピトープ
は、ｈＴＳＨ－Ｒの周知の配列のアミノ酸３８２～４１５の範囲にあった。
【００４１】
以下で本発明を、ｍｏＡｂを製造および選別するための成功した実験と、選別されたｍｏ
Ａｂの１つを用いて実施した競合試験に基づいてより詳しく説明する。
【００４２】
【実施例】
材料と方法－結果
１．モノクローナル抗体（抗－ＴＳＨ－Ｒ－ｍｏＡｂ）の製造と特徴決定
１ａ．実験用動物の免疫化と血液試料の獲得
マウスを遺伝的免疫化するための以前の試験（Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６０：１４５８～
１４６５、１９９８年）とは異なって、以下の免疫化試験では生後６週間の雌のＮＭＲＩ
マウス［ｉｃｏ：ＮＭＲＩ（ＩＯＰＳ：Ｈａｎ）］を使用した。これらのマウスは、元は
スイスのマウスの子孫で、ドイツのＴＵハノーバーの実験センターにある実験用動物学研
究所で拡大飼育条件下で飼われているものである。これらのマウスは、相互の皮膚移植を
許容できない。これらは前述の動物保護条件のもとで保持し取り扱った。
【００４３】
０日目にネンブタール麻酔下で、ＰＢＳ中のｐｃＤＮＡＩＩＩ－ｈＴＳＨ－Ｒ（Ｊ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．１６０：１４５８～１４６５、１９９８年参照）１００μｇを腹側の脛骨筋
肉中に注入した。この筋肉には、その５日前に１００μｌの心臓毒素（１０ｍＭ、インド
コブラの毒から精製、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ、ラ・ホーヤ、カリフォルニア）を注入した
。注射は、その後４週間と８週間ごとに繰り返した。最初の免疫化後１２週間で、免疫性
を与えられたマウスの右目の後眼毛細管から血液試料を採取した。全てを診断するために
、各々そのようにして得られた血清を個々に検査した。
【００４４】
１ｂ．ＦＡＣＳ分析による血清とハイブリドーマ上澄み液検査
ｈＴＳＨ－Ｒを発現する形質転換ＣＨＯ細胞（ＪＰ０９；Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙ
ｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．、１９９０、Ｖｏｌ．１７１、Ｐ．１０４４～１０５０参照
）またはコントロールＣＨＯ細胞（ＪＰ０２）を、ＥＤＴＡとＥＧＴＡを（各々５ｍＭ）
含むリン酸緩衝化塩溶液（ＰＢＳ溶液）を有する培養するプレートによって溶解させ、Ｆ
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ａｌｃｏｎ　２０５２管（管当たり２００，０００細胞）に移行させる。この細胞を５０
０ｇで４℃で３分間遠心分離し、上澄み液を反転によって取り出した。続いてこの管を、
室温で３０分間ＰＢＳ－ＢＳＡ、０．１％の１００μｌ、２μｌの量の血清、またはｍｏ
Ａｂｓ検査の場合にはハイブリドーマ細胞の培養上澄み液１０μｌと共に培養した。その
後この細胞をＰＢＳ－ＢＳＡ、０．１％４ｍｌで洗浄し、上述のように遠心分離した。そ
れらを暗所の氷上で３０分間、同じ緩衝液中のフルオレセイン複合ガンマ鎖固有ヤギ抗マ
ウスＩｇＧ（ＳＩＧＭＡ、セントルイス、ＭＯ）を用いて培養した。分析から除外した破
損細胞を識別するために、ヨウ化プロピジウム（１０μｇ／ｍｌ）を使用した。この細胞
をさらにもう一度洗浄し、ＰＢＳ－ＢＳＡ、０．１％２５０μｌ中で再懸濁させた。管当
たり５０００細胞の蛍光を、ＦＡＣＳｃａｎ（登録商標）フロー・サイトフルオロメトリ
ー（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、エレンボーデゲム、ベルギー）を用いて検査し
た。
【００４５】
１ｃ．マウス血清のＴＢＩＩ活性測定
ＴＢＩＩ活性を測定するために、ｈＴＳＨ－Ｒを発現する無傷のＣＨＯ細胞（ＪＰ１９、
ｓ．ｏ．）を使用した。この目的のために５×１０４細胞／ウェルの９６ウェルを有する
ミクロタイター・プレート上で、ＮａＣｌ無しの修飾ハンクス緩衝液（等張性は２８０ｍ
Ｍのサッカロースで保証された）０．１ｍｌ中、２．５％の脱脂乳、１２５Ｉ－ｂＴＳＨ
（３０，０００ｃｐｍ；Ｂ．Ｒ．Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａ　ＧｍｂＨ社
のＴＲＡＫ－Ａｓｓａｙ（登録商標）から成るトレーサー）およびマウス血清を補充して
、室温で４時間培養した。培養終了時に細胞を素早く等しい氷冷緩衝液中で洗浄し、１Ｎ
のＮａＯＨ０．２ｍｌで溶解させ、放射能をガンマカウンターで測定した。その際ＴＢＩ
Ｉ活性を測定するために、ウェル当たり３μｌのマウス血清を使用した。全試験を３回繰
り返し、結果を結合ＣＰＭ（分当たりのカウント）として表す。
【００４６】
ｍｏＡｂｓの性質を検査する際には、マウス血清の代わりにハイブリドーマ培養上澄み液
を使用した。
【００４７】
１ｄ．マウス血清のＴＳＡｂおよびＴＢＡｂ活性の測定
ＴＳＡｂないしＴＢＡｂ活性を決定するバイオアッセイの場合には、再びｈＴＳＨ－Ｒを
発現する形質転換ＣＨＯ細胞（ＪＰ２６；Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃ
ｏｍｍｕｎ．１７１；１０４４～１０５０、１９９０）を使用した。簡潔に言えば、５×
１０４細胞／ウェルの９６ウェルを有するミクロタイタープレート上で、５ｍＭのＫＣｌ
、０．２５ｍＭのＫＨ２ＰＯ４、０．５ｍＭのＭｇＳＯ４、０．４ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４
、１ｍＭのＣａＣｌ２、０．１％のグルコース、２ｍＭのＩＢＭＸ、２０ｍＭのヘペスお
よび０．３％のＢＳＡ中で、３μｌの量の血清（ウェル当たりの総容積１００μｌ）を用
いて培養した。３７℃で４時間培養した。培地中に遊離したｃＡＭＰを市販の競合結合定
量法を使用して、周知の方法で測定した（Ａｍｅｒｓｈａｍ、Ｂｕｃｋｓ、Ｕ．Ｋ．）。
その際ＴＳＡｂ活性を上述の基本条件下で測定し、一方ＴＢＡｂ活性を測定するために、
同じ条件下で、また最終濃度２００μＵ／ｍｌのｂＴＳＨ（ＳＩＧＭＡ）を添加して行っ
た。全試験では重複試料を検査し、結果をｐｍｏｌ　ｃＡＭＰ／ｍｌとして表す。
【００４８】
ｍｏＡｂｓの性質を検査する際には、マウス血清の代わりにハイブリドーマ培養上澄み液
を使用した。
【００４９】
１ｅ．モノクローナル抗体の産生と選別
モノクローナル抗体を単離するために、上述の分析でその血清が所望の免疫反応を示した
選択したマウスを、５μｇのＥＣＤ－６Ｈ－ＧＰＩ（ＥＣＤとＧＰＩアンカーを制御する
シグナルペプチド間に挿入された６－ヒスチジンタグを有するＥＣＤ－ＧＰＩ融合タンパ
ク質）を静脈注射することによって二次免疫化した。
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【００５０】
その際注入された液体を獲得するために、高い割合のＥＣＤ－６Ｈ－ＧＰＩタンパク質（
細胞系４６４８）を発現する形質転換ＣＨＯ細胞を、３時間ＰＩ－ＰＬＣを用いて培養し
た。続いて液状培地を除去し、６－ヒスチジンタグ結合するコバルト樹脂を用いて４℃で
１時間培養した（Ｔａｌｏｎ（商標）金属親和樹脂、ＣＬＯＮＴＥＣＨ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、ＵＳＡ）。この樹脂を、１０ｍＭのイミダ
ゾールを含むｐＨ８のトリスＮａＣｌ緩衝液で洗浄した。続いて結合したタンパク質を、
１００ｍＭのイミダゾールを用いてこの樹脂から溶離した。
【００５１】
記載した二次免疫注射の３日後に、１ａ．に記載したようにｐｃＤＮＡＩＩＩ－ＴＳＨ－
Ｒで免疫化された選択したＮＭＲＩマウス（以下の３．を参照）の脾臓細胞をＳＰ２／０
骨髄腫細胞と、５０％のポリエチレングリコールを使用して５：１の比率で溶解させた。
溶解後にこの細胞を、選別培地内の２×１０５細胞／ウェルの厚みの、９６ウェルを有す
るミクロタイター・プレート内に撒いた（ダルベッコの修飾イーグル培地、１０％のウシ
胎仔血清、２％のニュートリドーマ（ベーリンガー・マンハイム、ベルギー）、１０ｍＭ
のピルビン酸ナトリウム、２ｍＭのＬ－グルタミン、５ｍＭのβ－メルカプトエタノール
、２．５Ｕ／ｍｌのアンホテリシンＢ、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン、１００μｇ／ｍｌ
のストレプトマイシン、１００μＭのヒポキサンチン、４００μＭのアミノプテリン、１
６μＭのチミジンを含む）。溶解後１０日で、細胞が活性成長を示す間に、培養上澄み液
を上述の１ｂ．で述べたようにＦＡＣＳ分析によって、抗－ｈＴＳＨ－Ｒ抗体上のＪＰ０
９細胞を用いて検査した。その上澄み液が所望の免疫反応性を示したハイブリドーマ細胞
を、限定希釈することによってクローニングした。ハイブリドーマ・クローンを、さらに
腹水としてプリスタン前処理したＢＡＬＢ／ｃマウス内で培養した。マウス腹水液からＩ
ｇＧを精製するために、セファロース・プロテインＡアフィニティー・クロマトグラフィ
ーを使用した。ｍｏＡｂのＩｇクラスは、マウス－ｍｏＡｂ－イソタイプ－キット（Ｉｓ
ｏＳｔｒｉｐ（商標）、ベーリンガー・マンハイム、ベルギー）を用いて決定した。
【００５２】
以下に述べる競合試験のために、ｍＡｂ、則ちｍｏＡｂ２３．１を、クロラミンＴ法に従
って、その固有放射能が８０μＣｉ／μｇとなるようにヨウ素化した。
【００５３】
１ｆ．選択したｍｏＡｂｓないしこれと競合するｈＴＳＨ－ＲのＥＣＤ上のＴＲＡｂの結
合位置の算出
ｍｏＡｂ２３．１のようなｍｏＡｂｓから識別される、ＣＯＳ細胞により発現したｈＴＳ
Ｈ－ＲのＥＣＤ（細胞外領域）上でエピトープを局在化させるために、ＬＨ受容体（ＬＨ
－Ｒ）とｈＴＳＨ－Ｒの部分配列を有するキメラを製造した。則ちｈＴＳＨ－ＲのＥＣＤ
の部分配列がＬＨ－Ｒの部分配列で置き換えられ、一方ＴＳＨ－Ｒの膜貫通蛇行部が各々
保持された。図３は使用した様々なキメラを示し、その際「Ｌ」で表した配列部分はＬＨ
－ＲのＥＣＤ由来のものであり、それ故ＴＲＡｂｓないし抗－ＴＳＨ－Ｒ－ｍｏＡｂｓは
結合しないはずであり、一方「Ｔ」で表した領域はＴＳＨ－ＲのＥＣＤ由来のものであり
、それ故試験したｍｏＡｂｓが認識可能な部分配列／構造を有すると考えられ得る。Ｌ－
ＴΔ５０－Ｔと表されたキメラ中では、ｈＴＳＨ－Ｒでのみ存在するｈＴＳＨ－Ｒの位置
３３２～３８２の５０のアミノ酸が欠けていた。全キメラをｐＳＶＬベクターに挿入し、
ＣＯＳ細胞中で発現させた。ＣＯＳ細胞の細胞表面でのキメラの発現度は、様々な抗－Ｔ
ＳＨ－Ｒ－ｍｏＡｂｓとＦＡＣＳ分析を利用して、主に１ｂ．に述べたようにして決定し
た。
【００５４】
２．自己免疫患者の血清の、選別された１２５Ｉ標識抗－ＴＳＨ－Ｒ－ｍｏＡｂとの競合
競合試験のためにｈＴＳＨ－Ｒを発現する形質転換ＣＨＯ細胞（ＪＰ１９；Ｂｉｏｃｈｅ
ｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１７１：１０４４～１０５０、１９９０参
照）を、９６ウェルを有する白色培養プレート（商標）（パッカード・インストゥルメン
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ト・カンパニー、メリデン、コネティカット、ＵＳＡ）上に撒き（５０，０００細胞／ウ
ェル）、０．１％のＢＳＡと各競合試験で使用した患者の自己免疫血清１０μｌを含む５
０μｌのＨａｍＦ１２培地内で、３７℃で１時間培養した。続いて上述の１ｅ．で述べた
ように製造されて１２５Ｉ標識された抗－ＴＳＨ－Ｒ－ｍｏＡｂ２３．１（１００，００
０ｃｐｍ／ウェル）５０μｌを加えた。１時間後にこの細胞を２回同じ冷緩衝液で洗浄し
た。ＭｉｃｒｏＳｃｉｎｔ２０（パッカード・インストゥルメント・カンパニー、メリデ
ン、コネティカット）１００μｌを加え、ＪＰ１９細胞に結びついた放射能をトップカウ
ント・ミクロプレート・シンチレーション・カウンター（パッカード・インストゥルメン
ト・カンパニー、メリデン、コネティカット）で測定した。
【００５５】
３．結果
１ｂ．～１ｄ．で述べたマウス血清の試験に基づいて、１ａ．に従って免疫化したマウス
を選択した。このマウスは、自己免疫甲状腺機能亢進症の明らかな徴候を示した。則ちＴ
４（μｇ／ｄｌ）１１．５（コントロール血清は３．８～４．５の範囲の値を示した）；
ＴＳＡｂ（ｐｍｏｌ／１００μＬ）８．５（コントロール血清＜４）；ＴＢＡｂ（ｐｍｏ
ｌ／１００μＬ）１０．５（コントロール血清＞２２）である。このマウスの脾臓細胞を
１ｅによるｍｏＡｂ産生のために使用した。ハイブリドーマ上澄み液を使用した１ｂによ
るＦＡＣＳ分析後に、１２の抗－ＴＳＨ－Ｒ－ｍｏＡｂを選別および試験した。
【００５６】
１２の抗－ＴＳＨ－Ｒ－ｍｏＡｂから１、９ｂ、１５、２１、２３、３１、５６、５９、
７３、７９の数記号をもつ１０が、１ｃ．によるＴＢＩＩテストで求められるＴＢＩＩ活
性を示し（図１）、１ｄ．によるバイオアッセイで傑出したＴＢＡｂ効果を示し（図２）
、ＴＳＡｂ活性を示さなかった。上述の１０のｍｏＡｂｓのＴＢＩＩ特性は、Ｂ．Ｒ．Ａ
．Ｈ．Ｍ．Ｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａ社製のＴＲＡＫ－Ａｓｓａｙ（登録商標）を用い
た測定によって確認した。残りの２つのｍｏＡｂ（２８と３７）はＴＢＩＩ活性を示さな
かった。ＣＨＯ細胞と反応したがｈＴＳＨ－Ｒに対して何ら特異性を示さなかったその他
のハイブリドーマ９、２２、３８、１２、１７、５８の培養上澄み液を、コントロールと
して使用した。
【００５７】
１２のｍｏＡｂ（ハイブリドーマ上澄み液）を、さらにＳＤＳ－ＰＡＧＥとウェスタン・
ブロット検出で試験し、そのためにＴＳＨ－Ｒの細胞外領域をグリコシルホスファチジル
イノシトール（ＧＰＩ）アンカーを用いて発現する集密的細胞ＧＴ１４を使用した。ＴＢ
ＩＩ活性を有する１０のｍｏＡｂｓは、ＧＴ１４細胞表面上に現れた成熟したｈＴＳＨ－
Ｒ上の線形エピトープを認識し、その際これらのｍｏＡｂｓの４つ（１、９ｂ、３１と５
６）の場合には、Ｎ－デグリコシダーゼＦでのＴＳＨ－Ｒのデグリコシル化は結合挙動を
損なわなかった。
【００５８】
１ｆによるキメラ使用のもとで、ＴＬＴ－およびＬＴＬＴ－キメラ（図３参照）がＴＢＩ
Ｉ活性を有する新しいｍｏＡｂｓから認識されなかったことが判明した。そのことから、
ｍｏＡｂｓから認識されたエピトープが、ｈＴＳＨ－Ｒの、則ちｈＴＳＨ－ＲのＥＣＤの
極大Ｃ末端でのアミノ酸３８２と４１５の間のセグメントを含むことが推定できる。
【００５９】
２．に従って実施された２３．１ｍｏＡｂの、異なるＴＢＩＩ／ＴＳＡｂ－およびＴＢＡ
ｂ活性を有する４０人の患者（Ｎｏ．１～４０）の血清からの自己抗体との競合試験から
、１２５Ｉ－ｍｏＡｂ２３．１のＪＰ１９細胞への結合を競合させる能力とＴＢＡｂ活性
との間にプラスの相関関係が存在することが判明した。バイオアッセイで非常に強いＴＳ
Ａｂ活性を有する血清は、それに対して１２５Ｉ－ｍｏＡｂ２３．１と競合せず、測定し
たＴＢＩＩ値との競合の相関関係も生じなかった。測定結果を以下の表１ならびに図４に
示す。
【００６０】
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表１では、
（ａ）％２３．１排除を、
（１－［１２５Ｉ－ｍｏＡｂ２３．１＋各患者の血清（ｃｐｍ限定）］／［１２５Ｉ－ｍ
ｏＡｂ２３．１＋標準血清（ｃｐｍ限定）］）×１００
の値で、
（ｂ）ＴＳＡｂ活性（％）を、
（［患者の血清を用いて測定したｃＡＭＰ－標準血清を用いて測定したｃＡＭＰ］／標準
血清を用いて測定したｃＡＭＰ）×１００
の値で、
（ｃ）ＴＢＡｂ活性（％）を、
（１－［患者の血清を用いて測定したｃＡＭＰプラス２００μＵＩ／ｍｌ　ｂＴＳＨ］／
［標準血清を用いて測定したｃＡＭＰプラス２００μＵＩ／ｍｌ　ｂＴＳＨ］）×１００
の値で表す。
【００６１】
表１と図４から読み取られる結果は、述べられた免疫法と選別法によって、患者の血清か
らのＴＳＡｂと競合しないｍｏＡｂが得られ、それ故ＴＲＡｂの量を、患者の血清中の非
ＴＳＡｂタイプから選択的に決定することを認め、その際前述のＴＲＡｂ従属群の特定量
がＴＢＡｂ活性とプラスの相関関係にあり（図４参照）、それにより競合アッセイを用い
て患者の血清中のＴＢＡｂを決定することが可能となることを示す。
【表１】



(13) JP 4729239 B2 2011.7.20

10

20

30

40

【図面の簡単な説明】
【図１】　ＴＢＩＩ活性を測定するために、ＪＰ０９細胞の形で使用したＴＳＨ－Ｒの結
合位置で、選別したｍｏＡｂを標識したｂＴＳＨと競合させた、１２のｍｏＡｂの特徴付
試験の結果を示す図である。
【図２】　ＪＰ０９細胞中のｃＡＭＰ産生の刺激減少の意味でのｍｏＡｂの阻害特性を、
ＴＳＨによって決定した、図１と同じｍｏＡｂのバイオアッセイでの試験結果を示す図で
ある。
【図３】　ＴＳＨ－Ｒの細胞外領域（ＥＣＤ）上の、阻害ｍｏＡｂにより認識されたエピ
トープの位置を決定するための、ＣＯＳ細胞から発現されたＴＳＨ－ＲキメラでのｍｏＡ
ｂの結合挙動の決定を示す図である。
【図４】　ＴＳＨ－Ｒ免疫試薬としてＪＰ１９細胞を使用し、競合剤として１２５Ｉ－ｍ
ｏＡｂ（ｍｏＡｂ２３．１）を使用してのバセドウ病患者の血清の測定結果を示す図であ
る。
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