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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患している疑いがある対象
者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者、又はこうした疾
患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する自己抗体をスクリ
ーニングする方法であって、
　　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを提供するステップであって、
　当該結合ペアの第一の分子は、（ｉ）ＴＳＨ受容体と反応するヒトモノクローナル若し
くは組み換え抗体又はその１以上の断片、又は（ｉｉ）ＴＳＨ受容体との結合について、
前記ヒトモノクローナル抗体若しくは組み換え抗体又はその断片と競合する、ＴＳＨ受容
体の更なる抗体若しくはその断片を含み、
　当該結合ペアの当該第一の分子は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少な
くとも１５単位の、ＴＳＨ受容体でコーティングされた管を使用して決定されたＴＳＨ受
容体への１２５Ｉ標識ＴＳＨ結合に関する阻害活性を有し、
　当該結合ペアの第二の分子は、全長ＴＳＨ受容体、１以上のＴＳＨ受容体のエピトープ
、又は１以上のＴＳＨ受容体のエピトープを含むポリペプチドであり、
　　（ｂ）当該結合ペアの当該第二の分子が、（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体
に対する自己抗体、或いは（ｉｉ）前記ヒトモノクローナル抗体若しくは組み換え抗体又
はその１以上の断片、又は前記ＴＳＨ受容体の更なる抗体若しくはその断片と相互作用で
きるように、結合分子の当該一つ以上のペアに当該試料を接触させるステップと、
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　　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との前記
相互作用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗
体の存在の示度を提供するステップと、を備える方法。
【請求項２】
　前記ステップ（ａ）における前記結合分子の相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩ
ＢＳＣ９０／６７２に本質的に対応する当該試料における自己抗体力価が検出できるもの
である、請求項１記載のＴＳＨ受容体に対する自己抗体をスクリーニングする方法。
【請求項３】
　ＴＳＨ及び関連リガンドの生体外（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）アッセイを行う方法であって、
　　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを提供するステップであって、
　当該結合ペアの第一の分子は、（ｉ）ＴＳＨ受容体と反応するヒトモノクローナル抗体
若しくは組み換え抗体又はその１以上の断片、又は（ｉｉ）ＴＳＨ受容体との結合につい
て、前記ヒトモノクローナル抗体若しくは組み換え抗体又はその断片と競合する、更なる
抗体若しくはその断片を含み、
　前記結合ペアの第一の分子は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくと
も１５単位の、ＴＳＨ受容体でコーティングされた管を使用して決定されたＴＳＨ受容体
への１２５Ｉ標識ＴＳＨ結合に関する阻害活性を有し、
　当該結合ペアの第二の分子は、前記抗体若しくはその断片、又は前記更なる抗体若しく
はその断片が相互作用する結合領域を含み、
　　（ｂ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）ＴＳＨ又は関連リガンドを含有する疑
いがある試料又は含有する試料中に存在するＴＳＨ又は関連リガンド、或いは（ｉｉ）前
記ヒトモノクローナル抗体若しくは組み換え抗体又はその１以上の断片、又は前記ＴＳＨ
受容体の更なる抗体若しくはその断片と相互作用できるように、結合分子の当該一つ以上
のペアに当該試料を接触させるステップと、
　　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在するＴＳＨ又は関連リガン
ドとの前記相互作用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ又は関連リガン
ドの存在の示度を提供するステップと、を備える方法。
【請求項４】
　ＴＳＨ受容体の更なる抗体又はその断片を特定する方法であって、更なる抗体又はその
断片は、ＴＳＨ受容体との結合が可能で、ＴＳＨ受容体との結合について、ＴＳＨ受容体
と反応するヒトモノクローナル若しくは組み換え抗体又はその１以上の断片と競合し、
　　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを提供するステップであって、
　当該結合ペアの第一の分子は、（ｉ）ＴＳＨ受容体のヒトモノクローナル抗体若しくは
組み換え抗体又はその断片を含み、
　前記結合ペアの第一の分子は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくと
も１５単位の、ＴＳＨ受容体でコーティングされた管を使用して決定されたＴＳＨ受容体
への１２５Ｉ標識ＴＳＨ結合に関する阻害活性を有し、
　当該結合ペアの第二の分子は、前記抗体若しくはその断片、又は前記更なる抗体若しく
はその断片が相互作用する結合領域を含み、
　　（ｂ）アッセイの対象となる更なる結合分子を、ＴＳＨ受容体との結合について（ａ
）の当該結合ペアの当該第一の分子と競合するＴＳＨ受容体の潜在的な更なる抗体として
提供するステップと、
　　（ｃ）（ａ）の当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）（ｂ）の当該更なる結合分子
、或いは（ｉｉ）（ａ）の当該結合ペアの当該第一の分子と相互作用できるように、（ｂ
）の当該更なる結合分子を（ａ）の結合分子の当該一つ以上のペアに接触させるステップ
と、
　　（ｄ）（ａ）の当該結合ペアの当該第二の分子と（ｂ）の当該更なる結合分子との相
互作用をモニタリングし、これにより、（ｂ）の当該更なる結合分子がＴＳＨ受容体との
結合について（ａ）の当該結合ペアの当該第一の分子と競合するかのアッセイを行うステ
ップと、を備える方法。
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【請求項５】
　ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患している疑いがある対象
者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者、又はこうした疾
患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する自己抗体をスクリ
ーニングするキットであって、
　　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを備え、
　当該結合ペアの第一の分子は、（ｉ）ＴＳＨ受容体と反応するヒトモノクローナル若し
くは組み換え抗体又はＴＳＨ受容体との反応性を有するその１以上の断片、又は（ｉｉ）
ＴＳＨ受容体との結合について、前記ヒトモノクローナル若しくは組み換え抗体又はその
断片と競合する、更なる抗体若しくはその断片を含み、
　前記結合ペアの第一の分子は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくと
も１５単位の、ＴＳＨ受容体でコーティングされた管を使用して決定されたＴＳＨ受容体
への１２５Ｉ標識ＴＳＨ結合に関する阻害活性を有し、
　当該結合ペアの第二の分子は、前記抗体若しくはその断片又は前記更なる抗体若しくは
その断片が相互作用する結合領域を含み、
　　（ｂ）当該結合ペアの当該第二の分子が、（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体
に対する自己抗体、或いは（ｉｉ）前記ヒトモノクローナル若しくは組み換え抗体又はそ
の１以上の断片、又は前記ＴＳＨ受容体の更なる抗体若しくはその断片と相互作用できる
ように、当該対象者からの当該体液試料を結合分子の当該一つ以上のペアに接触させる手
段と、
　　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との前記
相互作用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗
体の存在の示度を提供する手段と、を備えるキット。
【請求項６】
　前記結合ペアの前記第一及び第二の分子の相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢ
ＳＣ９０／６７２に本質的に対応する当該試料における自己抗体力価が検出できるもので
ある、請求項５記載のキット。
【請求項７】
　ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患している疑いがある対象
者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者、又はこうした疾
患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する自己抗体をスクリ
ーニングするキットであって、
　　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを備え、
　当該結合ペアの第一の分子は、１０１０モル－１以上のＴＳＨ受容体に対する親和性を
有する、ＴＳＨ受容体のヒトモノクローナル抗体若しくは組み換え抗体又はその断片を含
み、
　当該結合ペアの第一の分子は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくと
も１５単位の、ＴＳＨ受容体でコーティングされた管を使用して決定されたＴＳＨ受容体
への１２５Ｉ標識ＴＳＨ結合に関する阻害活性を有し、
　当該結合ペアの第二の分子は、全長ＴＳＨ受容体、全長ＴＳＨ受容体のエピトープ、又
は全長ＴＳＨ受容体の１以上のエピトープを含むポリペプチドを含み、当該結合分子の前
記相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２に本質的に対応する当該
試料における自己抗体力価が検出できるようなものであり、更に、
　　（ｂ）当該結合ペアの当該第二の分子が、（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体
に対する自己抗体、或いは（ｉｉ）当該ＴＳＨ受容体の抗体と相互作用できるように、当
該対象者からの当該体液試料を結合分子の当該一つ以上のペアに接触させる手段と、
　　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との前記
相互作用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗
体の存在の示度を提供する手段と、を備えるキット。
【請求項８】
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　ＴＳＨ又は関連リガンドのアッセイを行うキットであって、
　　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを備え、
　当該結合ペアの第一の分子は、（ｉ）ＴＳＨ受容体と反応するヒトモノクローナル若し
くは組み換え抗体又はその１以上の断片、又は（ｉｉ）ＴＳＨ受容体との結合について、
前記ヒトモノクローナル抗体若しくは組み換え抗体又はその断片と競合する、ＴＳＨ受容
体の更なる抗体若しくはその断片、を含み、
　前記結合ペアの第一の分子は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくと
も１５単位の、ＴＳＨ受容体でコーティングされた管を使用して決定されたＴＳＨ受容体
への１２５Ｉ標識ＴＳＨ結合に関する阻害活性を有し、
　当該結合ペアの第二の分子は、前記抗体若しくはその断片、又は前記更なる抗体若しく
はその断片が相互作用する結合領域を含み、更に、
　　（ｂ）当該結合ペアの当該第二の分子が、（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ又は関
連リガンド、或いは（ｉｉ）ヒトモノクローナル抗体若しくは組み換え抗体又はその１以
上の断片、又は前記ＴＳＨ受容体の更なる抗体若しくはその断片と相互作用できるように
、ＴＳＨ又は関連リガンドを含有する疑いがある試料又は含有する試料を、結合分子の当
該一つ以上のペアに接触させる手段と、
　　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在するＴＳＨ又は関連リガン
ドとの前記相互作用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ又は関連リガン
ドの存在の示度を提供するステップと、を備えるキット。
【請求項９】
　ＴＳＨ受容体の更なる抗体又はその断片を特定するキットであって、前記更なる抗体又
はその断片は、ＴＳＨ受容体との結合が可能で、ＴＳＨ受容体との結合について、ＴＳＨ
受容体と反応するヒトモノクローナル若しくは組み換え抗体又はその１以上の断片と競合
し、
　　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを備え、
　当該結合ペアの第一の分子は、ＴＳＨ受容体と反応するヒトモノクローナル若しくは組
み換え抗体又はその１以上の断片を含み、
　前記第一の分子は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも１５単位
の、ＴＳＨ受容体でコーティングされた管を使用して決定されたＴＳＨ受容体への１２５

Ｉ標識ＴＳＨ結合に関する阻害活性を有し、
　当該結合ペアの第二の分子は、前記抗体若しくはその断片又は前記更なる抗体若しくは
その断片が相互作用する結合領域を含み、
　　（ｂ）ＴＳＨ受容体との結合について（ａ）の前記結合ペアの前記第一の分子と競合
する、潜在的なＴＳＨ受容体の更なる抗体としてアッセイの対象となる更なる結合対象に
、（ａ）の結合分子の当該一つ以上のペアを接触させ、（ａ）の当該結合ペアの当該第二
の分子が（ｉ）当該更なる結合分子、或いは（ｉｉ）（ａ）の当該結合ペアの当該第一の
分子と相互作用できるようにする手段と、
　　（ｃ）（ａ）の当該結合ペアの当該第二の分子と当該更なる結合分子との相互作用を
モニタリングし、これにより、当該更なる結合分子がＴＳＨ受容体との結合について（ａ
）の当該結合ペアの当該第一の分子と競合するかのアッセイを行う手段と、
　を備えるキット。
【請求項１０】
　前記ヒトモノクローナル若しくは組み換え抗体又はその１以上の断片は、ＴＳＨ受容体
と結合するＴＳＨの阻害と、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成の刺激とに
ついて、患者の血清ＴＳＨ受容体自己抗体の特徴を有する、請求項１～４のいずれか１項
に記載の方法又は請求項５～９のいずれか１項に記載のキット。
【請求項１１】
　前記ヒトモノクローナル若しくは組み換え抗体又はその１以上の断片は、１ｍｇ当たり
国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも１５単位の、ＴＳＨ受容体でコーティングさ
れた管を使用して決定されたＴＳＨ受容体への１２５Ｉ標識ＴＳＨ結合に関する阻害活性
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により特徴付けられるか、又は前記ＴＳＨ受容体への１２５Ｉ標識ＴＳＨ結合に関する阻
害活性が、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも１２０単位である、
請求項１～４のいずれか１項に記載の方法又は請求項５～９のいずれか１項に記載のキッ
ト。
【請求項１２】
　前記ヒトモノクローナル若しくは組み換え抗体又はその１以上の断片は、１ｍｇ当たり
国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも３０単位である、１細胞当たり５０，０００
ヒトＴＳＨ受容体を発現するＣＨＯ細胞によるｃＡＭＰの生成に関する刺激活性により特
徴付けられるか、又は前記１細胞当たり５０，０００のヒトＴＳＨ受容体を発現するＣＨ
Ｏ細胞によるｃＡＭＰの生成に関する刺激活性が、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０
／６７２少なくとも２４０単位である、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法又は請
求項５～９のいずれか１項に記載のキット。
【請求項１３】
　前記ヒトモノクローナル若しくは組み換え抗体又はその１以上の断片は、
　　（ｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも３０単位の、ＴＳＨ
受容体でコーティングされた管を使用して決定されたＴＳＨ受容体への１２５Ｉ標識ＴＳ
Ｈ結合に関する阻害活性；及び
　　（ｉｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも５０単位である、
１細胞当たり５０，０００ヒトＴＳＨ受容体を発現するＣＨＯ細胞によるｃＡＭＰの生成
に関する刺激活性；
により特徴付けられる、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法又は請求項５～９のい
ずれか１項に記載のキット。
【請求項１４】
　前記更なる抗体又はそのフラグメントは、請求項１１～１３のいずれか１項に記載のヒ
トモノクローナル又は組み換え抗体のために定義された特性を含む、請求項１～４のいず
れかに記載の方法又は請求項５～９のいずれかに記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、チロトロピン受容体（ＴＳＨ受容体又はＴＳＨＲ）の結合対象（モノクロー
ナル抗体又は組み換え抗体等）と、その使用とに関する。
【背景技術】
【０００２】
　チロトロピン又は甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）は、甲状腺の機能を調整する上で重要
な役割を果たす下垂体ホルモンである。その放出は、視床下部において形成されるＴＲＨ
ホルモンによって刺激され、ＴＳＨは、重要な甲状腺ホルモンであるチロキシン（Ｔ４）
及びトリヨードチロニン（Ｔ３）の形成及び放出を制御する。フィードバックメカニズム
に基づいて、血清の甲状腺ホルモン含有量は、ＴＳＨの放出を制御する。甲状腺細胞によ
るＴ３及びＴ４の形成は、下垂体が放出したＴＳＨが甲状腺細胞膜のＴＳＨ受容体と結合
する手順により、ＴＳＨによって刺激される。
【０００３】
　グレーブス病（一般的な自己免疫疾患）では、ＴＳＨ受容体抗体（ＴＲＡｂ）が形成さ
れ、こうした自己抗体は、ＴＳＨの作用を模倣するような形でＴＳＨ受容体と結合し、甲
状腺を刺激して、高いレベルの甲状腺ホルモンを生成させる。こうした自己抗体は、刺激
活性を有するとされている。一部の患者において、自己抗体は、ＴＳＨ受容体と結合する
ものの、甲状腺ホルモンの生成を刺激せず、遮断活性を有するとされている（J Sanders,
 Y Oda, S-A Roberts, M Maruyama, J Furmaniak, B Rees Smith:「チロトロピン受容体
の機能－構造関係の理解」Balliere's Clinical Endocrinology and Metabolism; Ed TF 
Davis 1997; 11(3): 451-479; Pub Balliere Tindall, London）。
【０００４】
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　ＴＳＨ受容体抗体の測定は、グレーブス病その他の甲状腺疾患の診断及び管理にとって
重要である。現在、ＴＳＨ受容体抗体の測定には三種類のアッセイが使用されている：
（ａ）ＴＳＨ受容体抗体がＴＳＨとＴＳＨ受容体調製物との結合を阻害する能力を測定す
る競合結合測定法、
（ｂ）ＴＳＨ受容体抗体が培養物においてＴＳＨ受容体を発現する細胞を刺激する能力を
測定するバイオアッセイ、及び
（ｃ）ＴＳＨ受容体抗体によるＴＳＨ受容体調製物の免疫沈降。
【０００５】
　こうしたアッセイを使用したＴＳＨ受容体抗体の測定については、次の参考文献におい
て説明されている：
　J Sanders, Y Oda, S-A Roberts, M Maruyama, J Furmaniak, B Rees Smith、「チロト
ロピン受容体の機能－構造関係の理解」、Balliere's Clinical Endocrinology and Meta
bolism; Ed TF Davis 1997; 11(3): 451-479; Pub Balliere Tindall, London.
　J Sanders, Y Oda, S Roberts, A Kiddie, T Richards, J Bolton, V McGrath, S Walt
ers, D Jaskolski, J Furmaniak, B Rees Smith;「ＴＳＨ受容体自己抗体と125Ｉ標識Ｔ
ＳＨ受容体との相互作用」、Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism 1999;
 84(10): 3792-3802.
【０００６】
　患者のリンパ球に由来するＴＳＨ受容体に対するヒトモノクローナル抗体が、例えば、
競合結合測定法においてＴＳＨの代わりとなるもの等、グレーブス病の病原の理解と、Ｔ
ＳＨ受容体抗体を測定する新しい方法の開発とにとって価値のある試薬であることは長年
に渡って認識されてきた。更に、患者の血清のＴＳＨ受容体抗体は通常、強力な甲状腺刺
激物質（ＴＳＨアゴニスト）であるため、ヒトモノクローナルＴＳＨ受容体抗体を刺激す
ることは、ＴＳＨ受容体を含む組織（例えば、甲状腺組織又は甲状腺癌組織）が刺激を必
要とする時のｉｎ　ｖｉｖｏでの応用にとって価値がある。更に、一部の患者の血清のＴ
ＳＨ受容体抗体は強力なＴＳＨアンタゴニスト（抗体を遮断する）であるため、ＴＳＨア
ンタゴニストであるヒトモノクローナルＴＳＨ受容体抗体は、ＴＳＨ受容体を含む組織（
例えば、甲状腺組織又は甲状腺癌組織）が不活性化を必要とする時、或いは、ＴＳＨ、Ｔ
ＳＨ受容体抗体、又はその他の刺激物質に反応しないようにするべきである時、ｉｎ　ｖ
ｉｖｏでの応用にとって価値がある。
【０００７】
　更に、このようなｉｎ　ｖｉｔｒｏ及び／又はｉｎ　ｖｉｖｏでのヒトモノクローナル
ＴＳＨ受容体抗体の主要な利点の一つは、抗体を操作できる相対的な容易さであることも
認識されている。例えば、ＴＳＨアゴニスト又はアンタゴニスト活性の度合いを含む、親
和性及び生物学的特徴といった特徴を変更するための、モノクローナル抗体のＴＳＨ受容
体結合領域の操作である。更に、モノクローナル抗体は、ｉｎｖｉｖｏにおいてＴＳＨよ
りも遙かに長い半減期を有しており、これは特定のｉｎ ｖｉｖｏでの応用において大き
な利点となり得る。更に、抗体の半減期は、容易に操作可能であり、例えば、抗体のＦａ
ｂ断片は、完全なＩｇＧよりも遙かに短い半減期を有する。こうしたＴＳＨ受容体抗体の
一般的な特性については、B Rees Smith, SM McLachlan, J Furmaniak、「チロトロピン
受容体に対する自己抗体」、Endocrine Reviews 1988; 9: 106-121と、B Rees Smith, KJ
 Dorrington, DS Munro、「長時間作用性甲状腺刺激物質γＧ－グロブリンサブユニット
の甲状腺刺激特性」、Biochimica et Biophysica Acta 1969; 192: 277-285と、KJ Dorri
ngton, DS Munro、「長時間作用性甲状腺刺激物質」、Clinical Pharmacology and Thera
peutics 1966; 7: 788-806とのような刊行物において説明されている。
【０００８】
　ヒトモノクローナルＴＳＨ受容体抗体の更なる利点は、新型のＴＳＨ受容体抗体結合部
位を特定及び提供する使用法にある。例えば、ＴＳＨ受容体と結合するヒトモノクローナ
ルＴＳＨ受容体抗体の領域に対する抗体の生成によるものである。このように生成された
抗イディオタイプ抗体の一部は、ＴＳＨ受容体抗体と、ＴＳＨと、関連化合物とのアッセ
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イのための新しいリガンドとしての可能性を有する。更には、ＴＳＨ受容体抗体と、ＴＳ
Ｈと、関連化合物との作用を調整するためのｉｎ　ｖｉｖｏでの有効な作用物質となり得
る。
【０００９】
　モノクローナル抗体を使用して、新型の抗体結合部位を特定及び提供するその他の方法
は、周知である。例えば、JC Scott及びGP Smith、「エピトープライブラリによるペプチ
ドリガンドの探索」、Science 1990; 249(4967): 386-390と、MA Myers, JM Davis, JC T
ong, J Whisstock, M Scealy, IR MacKay, MJ Rowley、「ペプチドファージディスプレイ
及び分子モデリングによって特定された糖尿病自己抗原ＧＡＤ65での配座エピトープ」、
Journal of Immunology 2000; 165: 3830-3838と、によって説明されるような、ファージ
ディスプレイランダムペプチドライブラリの抗体スクリーニングによるものである。非ペ
プチド化合物及び非ペプチド化合物のライブラリの抗体スクリーニングも実行可能である
。
【００１０】
　こうした手順を使用して特定及び提供された新型のＴＳＨ受容体抗体結合部位は、更に
、ＴＳＨ受容体抗体と、ＴＳＨと、関連化合物とのアッセイにおける新しいリガンドとし
て有用となり得る。更には、ＴＳＨ受容体抗体と、ＴＳＨと、関連化合物との作用を調整
するためのｉｎ　ｖｉｖｏでの有効な作用物質となり得る。
【００１１】
　ヒトモノクローナルＴＳＨ受容体抗体の潜在的価値を考慮して、こうした抗体を生成す
るために、長年に渡って多大な努力がなされてきた（例えば、B Rees Smith, SM McLachl
an, J Furmaniak、「チロトロピン受容体に対する自己抗体」、Endocrine Reviews 1988;
 9: 106-121参照）。しかしながら、現在まで、こうした努力は不成功に終わっている（
例えば、SM McLachlan, B Rapoport、「ＴＳＨ受容体に対するモノクローナルヒト自己抗
体――聖杯とそれを探す理由」、Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism 1
996; 81: 3152-3154、及びJHW van der Heijden, TWA de Bruin, KAFM Gludemans, J de 
Kruif, JP Banga, T Logtenberg、「グレーブス病のチロトロピン受容体に対するヒトモ
ノクローナル自己抗体を取得するための半合成ライブラリアプローチの限界」、Clinical
 and Experimental Immunology 1999; 118: 205-212参照）。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明の目的は、ＴＳＨ受容体自己抗体のＴＳＨ受容体との相互作用に相当する形でＴ
ＳＨ受容体との相互作用が可能なＴＳＨ受容体の結合対象を提供することであり、特に、
本発明の目的は、甲状腺機能亢進グレーブス病患者の血清においてＴＳＨ受容体抗体との
間で見られるようなものに相当するＴＳＨ受容体との相互作用を発現する、ＴＳＨ受容体
に対するヒトモノクローナル抗体を提供すること、及び、その組み換え調製物を提供する
ことである。ヒトモノクローナルＴＳＨ受容体抗体を生成する大きな困難は、本明細書で
説明する本発明において克服されている。特に、甲状腺機能亢進グレーブス病患者の血清
において見られる自己抗体の特徴を備えたヒトモノクローナルＴＳＨ受容体抗体の生成の
成功について説明する。我々が生成したヒトＴＳＨ受容体モノクローナル抗体（本明細書
において、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１として説明される）は、ＴＳＨ受容体と結合する標識Ｔ
ＳＨを少量の抗体が阻害し、少量が強力な甲状腺刺激物質として機能するような形で、高
い親和性でＴＳＨ受容体と結合する。抗体のＦａｂ断片と組み換えＦａｂ調製物とは、同
様に効果的な甲状腺刺激物質であり、完全なＩｇＧとして結合する標識ＴＳＨの阻害物質
である。モノクローナルＦａｂ及び／又は完全なＩｇＧは、１２５Ｉ又はビオチンにより
標識可能であり、ＴＳＨ受容体と結合することが証明できる。こうした結合は、患者血清
のＴＳＨ受容体自己抗体によって阻害される。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
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　本発明は、したがって、ＴＳＨ受容体の結合対象を提供し、結合対象は、ＴＳＨ受容体
と反応するヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体、或いはその一つ以上の断片を含む
か、或いは、これらに由来する。
【００１４】
　特に、本発明は、ＴＳＨ受容体の結合対象を提供し、結合対象は、ＴＳＨ受容体と反応
するヒトモノクローナル抗体、又はその一つ以上の断片を含むか、或いは、これらに由来
する。
【００１５】
　特に、本発明は、ＴＳＨ受容体の結合対象を提供し、結合対象は、ＴＳＨ受容体と反応
するヒト組み換え抗体、又はその一つ以上の断片を含むか、或いは、これらに由来する。
【００１６】
　特に、本発明は、ＴＳＨ受容体と反応するヒトモノクローナル抗体、又はその一つ以上
の断片を提供する。
【００１７】
　特に、本発明は、ＴＳＨ受容体と反応するヒト組み換え抗体、又はその一つ以上の断片
を提供する。特に、本発明は、ＴＳＨ受容体と反応するヒト組み換え抗体の一つ以上の断
片を提供する。
【００１８】
　本発明による結合対象、及び特に、本発明によるＴＳＨ受容体と反応するヒトモノクロ
ーナル抗体又は組み換え抗体は、更に、ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨを阻害する能力、
及び／又はＴＳＨ受容体を刺激する能力によって特徴付けることが可能であり、その両方
は、グレーブス病患者から取得した血清に存在するＴＳＨ受容体自己抗体の阻害及び刺激
特性のそれぞれに相当すると考えられる。
【００１９】
　更に具体的には、本発明による結合対象、及び特に、本発明によるヒトモノクローナル
抗体又は組み換え抗体は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１
５単位、更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３
０単位、更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６
０単位、又は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも
約１２０単位の、ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨに対する阻害活性、或いは、こうしたモ
ノクローナル抗体又は組み換え抗体の一つ以上の断片によって特徴付けることが可能であ
る。
【００２０】
　更に具体的には、本発明による結合対象、及び特に、本発明によるヒトモノクローナル
抗体又は組み換え抗体は、更に、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくと
も約３０単位、更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくと
も約６０単位、更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくと
も約１２０単位、又は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少
なくとも約２４０単位の、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激
活性、或いは、こうしたモノクローナル抗体又は組み換え抗体の一つ以上の断片によって
特徴付けることが可能である。
【００２１】
　本発明の好適な実施形態において、本発明による結合対象、及び特に、本発明によるヒ
トモノクローナル抗体又は組み換え抗体は、
　（ｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１５単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、又は更に
好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位の、
ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨに対する阻害活性、及び、
　（ｉｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好
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ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、更に好
ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位、又は
更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２４０単位
の、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激活性、
　或いは、こうしたモノクローナル抗体又は組み換え抗体の一つ以上の断片によって特徴
付けることが可能である。
【００２２】
　ＴＳＨ受容体と反応するモノクローナル抗体又は組み換え抗体の一つ以上の断片、特に
例えば、ＴＳＨ受容体と反応するモノクローナル抗体又は組み換え抗体の一つ以上のＦａ
ｂ断片を、本発明による結合対象が含むか、或いはこれらに由来する場合、こうした結合
対象は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位、又は更
に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２４０単位の
、ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨに対する阻害活性によって特徴付け可能であることが好
ましい。
【００２３】
　更に、ＴＳＨ受容体と反応するモノクローナル抗体又は組み換え抗体の一つ以上の断片
、特に例えば、ＴＳＨ受容体と反応するモノクローナル抗体又は組み換え抗体の一つ以上
のＦａｂ断片を、本発明による結合対象が含むか、或いはこれらに由来する場合、こうし
た結合対象は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約５０単位、更
に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１００単位、
更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２００単位
、又は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約４０
０単位の、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激活性によって特
徴付け可能であることが好ましい。
【００２４】
　更に、ＴＳＨ受容体と反応するモノクローナル抗体又は組み換え抗体の一つ以上の断片
、特に例えば、ＴＳＨ受容体と反応するモノクローナル抗体又は組み換え抗体の一つ以上
のＦａｂ断片を、本発明による結合対象が含むか、或いはこれらに由来する場合、こうし
た結合対象は、
　（ｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位、又は更
に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２４０単位の
、ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨに対する阻害活性、及び、
　（ｉｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約５０単位、更に好
ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１００単位、更に
好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２００単位、又
は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約４００単
位の、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激活性、によって特徴
付け可能であることが好ましい。
【００２５】
　好適な場合において、本発明は、ＴＳＨ受容体の結合対象（通常は、ヒトモノクローナ
ル抗体）を提供し、結合対象は、好ましくはＴＳＨ受容体を刺激するように、ＴＳＨ受容
体と結合可能であり、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１に示したようなＶＨドメインと、ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ．２、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３、及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．４から選択された
アミノ酸配列を備えた一つ以上のＶＨ　ＣＤＲを含むＶＨドメインとによって構成された
グループから選択された抗体ＶＨドメインを含む。
【００２６】
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　本発明の第一の実施形態では、したがって、ＴＳＨ受容体の結合対象（通常は、ヒトモ
ノクローナル抗体）が提供され、結合対象は、好ましくはＴＳＨ受容体を刺激するように
、ＴＳＨ受容体と結合可能であり、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１に示したような抗体ＶＨドメ
インを含む。
【００２７】
　本発明の第二の実施形態では、ＴＳＨ受容体の結合対象（通常は、ヒトモノクローナル
抗体）が提供され、結合対象は、好ましくはＴＳＨ受容体を刺激するように、ＴＳＨ受容
体と結合可能であり、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３、及びＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ．４から選択されたアミノ酸配列を備えた一つ以上のＶＨ　ＣＤＲを含む抗体
ＶＨドメインを含む。
【００２８】
　本発明による結合対象は、抗体ＶＬドメインが存在しない状態で、実質的に上記のよう
な抗体ＶＨドメインを含むことが可能であると理解されよう。単一の免疫グロブリンドメ
イン、特にＶＨドメインが、特異的な形で標的抗原に結合できることは公知である。代替
として、本発明による結合対象は、この技術で周知の手法を利用して、ＴＳＨ受容体のた
めのＶＨ及びＶＬドメインを共に含む抗体結合部位を提供するために、抗体ＶＬドメイン
と対を成す抗体ＶＨドメインを含むことができる（Biochim. Biophys. Acta, 192 (1969)
 277-285; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 89, pp 10026-10030, November 1992）。
【００２９】
　好適な場合においては、しかしながら、本発明は、ＴＳＨ受容体の結合対象を提供し、
結合対象は、好ましくはＴＳＨ受容体を刺激するように、ＴＳＨ受容体と結合可能であり
、
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１に示したようなＶＨドメインと、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２、Ｓ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３、及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．４から選択されたアミノ酸配列を備え
た一つ以上のＶＨ　ＣＤＲを含むＶＨドメインと、
　によって構成されたグループから選択された抗体ＶＨドメイン、及び／又は、
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．６に示したようなＶＬドメインと、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．７、Ｓ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．８、及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．９から選択されたアミノ酸配列を備え
た一つ以上のＶＬ　ＣＤＲを含むＶＬドメインと、
　によって構成されたグループから選択された抗体ＶＬドメインを含む。
【００３０】
　本発明によれば、実質的に上記のような結合対象は、実質的に上記のような抗体ＶＬド
メインと対を成す実質的に上記のような抗体ＶＨドメインを含み、ＴＳＨ受容体のための
ＶＨ及びＶＬドメインを共に含む抗体結合部位を提供することが好適となる場合があり、
但し、更に説明するように、抗体ＶＨドメイン又は抗体ＶＬドメインは、ＴＳＨ受容体を
結合するために独立して使用してよい。したがって、実質的に上記のような結合対象は、
抗体ＶＬドメインが存在しない状態で、実質的に上記のような抗体ＶＨドメインを含むこ
とができると理解されよう。更に、したがって、実質的に上記のような結合対象は、抗体
ＶＨドメインが存在しない状態で、実質的に上記のような抗体ＶＬドメインを含むことが
できると理解されよう。代替として、実質的に上記のような結合対象は、実質的に上記の
ような抗体ＶＬドメインと対を成す抗体ＶＨドメインを含み、ＴＳＨ受容体のためのＶＨ

及びＶＬドメインを共に含む抗体結合部位を提供できる。
【００３１】
　本発明による好適な実施形態は、したがって、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．６に示したような
抗体ＶＬドメインと対を成すＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１に示したような抗体ＶＨドメインを
含む実質的に上記のような結合対象を含み、ＴＳＨ受容体のためのこうしたＶＨ及びＶＬ

ドメインを共に含む抗体結合部位を提供できる。
【００３２】
　更に、本発明によれば、実質的に上記のようなＶＨドメインは、本明細書で具体的に説
明したもの以外のＶＬドメインと対を成してもよいと予想される。更に、本発明によれば
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、実質的に上記のようなＶＬドメインは、本明細書で具体的に説明したもの以外のＶＨド
メインと対を成してもよいと予想される。
【００３３】
　本発明の更なる実施形態によれば、ＴＳＨ受容体のために実質的に上記のような結合対
象が提供され、結合対象は、ＴＳＨ受容体を刺激するように、ＴＳＨ受容体と結合可能で
あり、
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３、及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．４から
選択されたアミノ酸配列を備えた一つ以上のＶＨ　ＣＤＲを含むＶＨドメイン
　を含む抗体ＶＨドメイン、及び／又は、
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．７、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．８、及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．９から
選択されたアミノ酸配列を備えた一つ以上のＶＬ　ＣＤＲを含むＶＬドメイン、
　を含む抗体ＶＬドメイン、を含むことができる。
【００３４】
　上で参照した一つ以上のＣＤＲは、上記のＶＨ及びＶＬドメインから取りだし、適切な
フレームワークに組み込んでよい。例えば、実質的に上記のような一つ以上のＣＤＲのア
ミノ酸配列は、本明細書で具体的に開示するｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１とは異なる抗体のフレ
ームワーク領域に組み込んでよく、こうした抗体は、これにより、一つ以上のＣＤＲを組
み込み、ＴＳＨ受容体との結合が可能となり、好ましくは、実質的に上記のようなＴＳＨ
受容体を刺激する。代替として、本発明は、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体を刺激す
るようにＴＳＨ受容体と結合可能で、本明細書で具体的に説明されるような一つ以上のＣ
ＤＲに代表されるようなアミノ酸の一次構造配座を、随意的に更なるアミノ酸と共に含む
ポリペプチドを提供してよく、更なるアミノ酸は、本明細書で説明するような一つ以上の
ＣＤＲのＴＳＨ受容体に対する結合親和性を強化してよく、或いは、ポリペプチドのＴＳ
Ｈ受容体に対する結合特性に作用する役割を実質的に有していなくてもよい。
【００３５】
　本発明は、更に、本明細書で説明する特定のヒトモノクローナル抗体と、ＶＨドメイン
と、ＣＤＲと、本明細書で説明するポリペプチドとの変異体、類似体、誘導体、及び断片
を包含し、変異体、類似体、誘導体、及び断片は、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体と
相互作用する（例えば、ＴＳＨ受容体を刺激する等の）能力を保持する。
【００３６】
　「変異体」、「類似体」、「誘導体」、及び「断片」という用語は、本明細書での使用
において、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１に示したようなＶＨドメイン及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
．６に示したようなＶＬドメインを有するヒトモノクローナル抗体と本質的に同じ生物学
的機能又は活性を、特にＴＳＨ受容体に対するその結合特性に関して保持する抗体、抗体
断片、又はポリペプチドとして特徴付けることができる。適切な場合、変異体、類似体、
誘導体、及び断片と、本明細書で説明するような断片の変異体、類似体、及び誘導体とは
、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１に示したようなＶＨドメイン及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．６に示
したようなＶＬドメインを有するヒトモノクローナル抗体の数個又は少数（５乃至１０個
、１乃至５個、又は１乃至３個）のアミノ酸残基に、任意の組み合わせで、置換、欠失、
又は付加が生じた、アミノ酸の一次構造配座を有する。これらの中で特に好適なものは、
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１に示したようなＶＨドメイン及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．６に示し
たようなＶＨドメインを有するヒトモノクローナル抗体の生物学的活性又は機能を改変し
ない、或いは実質的に改変しない、サイレント置換、付加、及び欠失である。保守的置換
は、以下で更に詳細に説明するように、好適となる可能性がある。
【００３７】
　更に詳しくは、本発明によるＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１に示したようなＶＨドメイン及び
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．６に示したようなＶＬドメインを有するヒトモノクローナル抗体の
変異体、類似体、又は誘導体は、一つ以上のアミノ酸残基が保存又は非保存アミノ酸残基
（好ましくは保存アミノ酸残基）と置換されたもの、或いは、一つ以上のアミノ酸残基が
置換基グループ又はその他を含むものにしてよい。こうした変異体、誘導体、及び類似体
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は、本明細書の教示から当業者の範囲内に入ると考えられる。
【００３８】
　最も一般的には、変異体、類似体、又は誘導体は、保守的アミノ酸置換によって、ＳＥ
Ｑ　ＩＤ　ＮＯ．１に示したようなＶＨドメイン及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．６に示したよ
うなＶＬドメインを有する基準ヒトモノクローナル抗体から変化するものである。こうし
た置換は、一定のアミノ酸を同様の特性である別のアミノ酸によって置換するものである
。保守的置換として一般に見られるものは、脂肪族アミノ酸Ａ、Ｖ、Ｌ、及びＩ間と、水
酸残基Ｓ及びＴ間と、酸性残基Ｄ及びＥ間と、アミド残基Ｎ及びＯ間と、塩基残基Ｋ及び
Ｒ間と、芳香族残基Ｆ及びＹ間とでの相互の交換である。
【００３９】
　本明細書での使用において、断片という用語は、特に、具体的に本明細書で説明するよ
うな抗体の断片に関連し、本発明の重要な態様を形成すると理解されよう。これにより、
本発明によって提供されるようなヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体は、以下の断
片のいずれかとして提供され得る：（ｉ）ＶＬ、ＶＨ、ＣＬ、及びＣＨ１ドメインで構成
されるＦａｂ断片、（ｉｉ）ＶＨ及びＣＨ１ドメインで構成されるＦｄ断片、（ｉｉｉ）
ＶＬ及びＶＨドメインで構成されるＦｖ断片、（ｉｖ）ＶＨドメインで構成されるｄＡｂ
断片、（ｖ）分離ＣＤＲ領域、（ｖｉ）二つの連結Ｆａｂ断片を含む二価の断片である、
Ｆ（ａｂ’）２断片、及び（ｖｉｉ）ＶＨドメイン及びＶＬドメインが二ドメインを関連
付けて抗原結合部位を形成可能なペプチドリンカによって連結される、一本鎖Ｆｖ分子（
ｓｃＦｖ）。
【００４０】
　代替として、本発明によるヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体は、完全なＩｇＧ
抗体を含んでよく、これにより、抗体は可変及び定常領域を含む。
【００４１】
　本発明は、更に、ＴＳＨ受容体との結合について、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体
の結合対象（通常は、ヒトモノクローナル抗体）との競合が可能な、ＴＳＨ受容体と結合
できる更なる結合対象を提供し、更なる結合対象は、ＴＳＨを含まない。好ましくは、こ
の更なる結合対象は、ＴＳＨ受容体のエピトープ領域のための結合部位を有し、ＴＳＨ受
容体との結合について、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象（通常は、ヒトモ
ノクローナル抗体）との競合が可能な、更なる抗体を含んでよい。こうした適切な更なる
結合対象は、この技術で公知の手法でのＴＳＨ受容体によるマウスの免疫付与を利用して
、好ましくは実質的に実施例において説明するような手法によって生成可能な、マウスモ
ノクローナル抗体を含むことができる。
【００４２】
　本発明は、更に、ＴＳＨ受容体と反応するヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体、
或いはその一つ以上の断片を含むことが可能な、ＴＳＨ受容体と結合できる更なる結合対
象を提供してよい。特に、この更なる結合対象は、ＴＳＨ受容体のエピトープ領域のため
の結合部位を有する更なる抗体を含んでよく、更なる抗体は、ＴＳＨ受容体と結合可能で
あり、ＴＳＨ受容体との結合について、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象（
通常は、ヒトモノクローナル抗体）との競合が可能である。適切な場合、こうした更なる
結合対象は、ＴＳＨ受容体との相互作用について、実質的に本明細書で説明するような結
合対象（ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１等）と競合可能なＴＳＨ受容体の更なる結合対象が得られ
るように、スポット突然変異又はその他の適切な突然変異生成手法によって、本明細書で
説明するような特定の結合対象、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１から誘導可能である。
【００４３】
　好ましくは、ＴＳＨ受容体の更なる結合対象は、モノクローナル抗体又は組み換え抗体
を含むことが可能であり、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１
５単位、更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３
０単位、更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６
０単位、又は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも
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約１２０単位の、ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨに対する阻害活性、或いは、抗体の一つ
以上の断片によって特徴付けることが可能である。本発明によるこうした更なる結合対象
は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好ましく
は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、更に好ましく
は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位、又は更に好
ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２４０単位の、Ｔ
ＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激活性、或いは、抗体の一つ以
上の断片によって特徴付け可能であることも好適となり得る。
【００４４】
　本発明のこうした更なる結合対象は、
　（ｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１５単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、又は更に
好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位の、
ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨに対する阻害活性、及び
　（ｉｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好
ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、更に好
ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位、又は
更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２４０単位
の、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激活性、
　或いは、抗体の一つ以上の断片によって特徴付け可能であることも更により好適となり
得る。
【００４５】
　本発明による更なる結合対象を提供する好適なマウスモノクローナル抗体は、実施例に
関連して調製され、図９乃至１２及び配列リスト１９乃至３８に例示されるようなアミノ
酸及びポリヌクレオチド配列を有する。本発明によれば、したがって、ＴＳＨ受容体の更
なる結合対象（通常、マウスモノクローナル抗体）が提供され、更なる結合対象は、ＳＥ
Ｑ　ＩＤ　ＮＯ．１９に示したような抗体ＶＨドメインを含む。
【００４６】
　本発明で提供されるような更なる結合対象は、更に、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２０、ＳＥ
Ｑ　ＩＤ　ＮＯ．２１、及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２２から選択されたアミノ酸配列を備
えた一つ以上のＶＨ　ＣＤＲを含む抗体ＶＨドメインを含むものとして特徴付けできる。
【００４７】
　本発明による更なる結合対象は、抗体ＶLドメインが存在しない状態で、実質的に上記
のような抗体ＶＨドメインを含むことが可能であると理解されよう。単一の免疫グロブリ
ンドメイン、特にＶＨドメインが、特異的な形で標的抗原に結合できることは公知である
。代替として、本発明による更なる結合対象は、この技術で周知の手法を利用して、ＴＳ
Ｈ受容体のためのＶＨ及びＶＬドメインを共に含む抗体結合部位を提供するために、抗体
ＶＬドメインと対を成す抗体ＶＨドメインを含むことができる（Biochim. Biophys. Acta
, 192 (1969) 277-285; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 89, pp 10026-10030, Novem
ber 1992）。
【００４８】
　好適な場合においては、しかしながら、本発明は、ＴＳＨ受容体の更なる結合対象を提
供し、結合対象は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１９に示したようなＶＨドメインと、ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ．２０、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２１、及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２２から選択
されたアミノ酸配列を備えた一つ以上のＶＨ　ＣＤＲを含むＶＨドメインと、によって構
成されたグループから選択された抗体ＶＨドメイン、及び／又は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．
２４に示したようなＶＬドメインと、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２５、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．
２６、及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２７から選択されたアミノ酸配列を備えた一つ以上のＶ

Ｌ　ＣＤＲを含むＶＬドメインと、によって構成されたグループから選択された抗体ＶＬ
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ドメインを含む。
【００４９】
　本発明によれば、実質的に上記のような更なる結合対象は、実質的に上記のような抗体
ＶＬドメインと対を成す実質的に上記のような抗体ＶＨドメインを含み、ＴＳＨ受容体の
ためのＶＨ及びＶＬドメインを共に含む抗体結合部位を提供することが好適となる場合が
あり、但し、更に説明するように、抗体ＶＨドメイン又は抗体ＶＬドメインは、ＴＳＨ受
容体を結合するために独立して使用してよい。したがって、実質的に上記のような更なる
結合対象は、抗体ＶＬドメインが存在しない状態で、実質的に上記のような抗体ＶＨドメ
インを含むことができると理解されよう。更に、したがって、実質的に上記のような更な
る結合対象は、抗体ＶＨドメインが存在しない状態で、実質的に上記のような抗体ＶＬド
メインを含むことができると理解されよう。代替として、実質的に上記のような更なる結
合対象は、実質的に上記のような抗体ＶＬドメインと対を成す抗体ＶＨドメインを含み、
ＴＳＨ受容体のためのＶＨ及びＶＬドメインを共に含む抗体結合部位を提供できる。
【００５０】
　本発明による好適な実施形態は、したがって、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２４に示したよう
な抗体ＶＬドメインと対を成すＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１９に示したような抗体ＶＨドメイ
ンを含む実質的に上記のような更なる結合対象を含み、ＴＳＨ受容体のためのこうしたＶ

Ｈ及びＶＬドメインを共に含む、抗体結合部位を提供できる。
【００５１】
　更に、本発明によれば、実質的に上記のようなＶＨドメインは、本明細書で具体的に説
明したもの以外のＶＬドメインと対を成してもよいと予想される。更に、本発明によれば
、実質的に上記のようなＶＬドメインは、本明細書で具体的に説明したもの以外のＶＨド
メインと対を成してもよいと予想される。
【００５２】
　本発明の更なる実施形態によれば、ＴＳＨ受容体のために実質的に上記のような更なる
結合対象が提供され、更なる結合対象は、ＴＳＨ受容体の刺激を阻害するように、ＴＳＨ
受容体と結合可能であり、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２０、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２１、及び
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２２から選択されたアミノ酸配列を備えた一つ以上のＶＨ　ＣＤＲ
を含むＶＨドメインを含む抗体ＶＨドメイン、及び／又は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２５、
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２６、及びＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２７から選択されたアミノ酸配列
を備えた一つ以上のＶＬ　ＣＤＲを含むＶＬドメイン、を含む抗体ＶＬドメイン、を含む
ことができる。
【００５３】
　上で参照した一つ以上のＣＤＲは、上記のＶＨ及びＶＬドメインから取りだし、適切な
フレームワークに組み込んでよい。例えば、実質的に上記のような一つ以上のＣＤＲのア
ミノ酸配列は、本明細書で具体的に開示する９Ｄ３３とは異なる抗体のフレームワーク領
域に組み込んでよく、こうした抗体は、これにより、一つ以上のＣＤＲを組み込み、ＴＳ
Ｈ受容体との結合が可能となる。代替として、本発明は、ＴＳＨ受容体と結合可能で、本
明細書で具体的に説明されるような一つ以上のＣＤＲに代表されるようなアミノ酸の一次
構造配座を、随意的に更なるアミノ酸と共に含むポリペプチドを提供してよく、更なるア
ミノ酸は、本明細書で説明するような一つ以上のＣＤＲのＴＳＨ受容体に対する結合親和
性を強化してよく、或いは、ポリペプチドのＴＳＨ受容体に対する結合特性に作用する役
割を実質的に有していなくてもよい。
【００５４】
　本明細書での使用において、断片という用語は、特に、具体的に本明細書で説明するよ
うな抗体の断片に関連し、本発明の重要な態様を形成すると理解されよう。これにより、
本発明による更なる結合対象は、以下の断片のいずれかとして提供され得る：（ｉ）ＶＬ

、ＶＨ、ＣＬ、及びＣＨ１ドメインで構成されるＦａｂ断片、（ｉｉ）ＶＨ及びＣＨ１ド
メインで構成されるＦｄ断片、（ｉｉｉ）ＶＬ及びＶＨドメインで構成されるＦｖ断片、
（ｉｖ）ＶＨドメインで構成されるｄＡｂ断片、（ｖ）分離ＣＤＲ領域、（ｖｉ）二つの
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連結Ｆａｂ断片を含む二価の断片である、Ｆ（ａｂ’）２断片、及び（ｖｉｉ）ＶＨドメ
イン及びＶＬドメインが二ドメインを関連付けて抗原結合部位を形成可能なペプチドリン
カによって連結される、一本鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）。
【００５５】
　代替として、９Ｄ３３等の本発明によるマウスモノクローナル抗体又は組み換え抗体は
、完全なＩｇＧ抗体を含んでよく、これにより、抗体は可変及び定常領域を含む。
【００５６】
　本発明では更に、以下を含むポリヌクレオチドが提供される：
　（ｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３、
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．４、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．６、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．７、ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ．８、又はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．９に示したような、抗体ＶＨドメイン、ＶＬ

ドメイン、又はＣＤＲのアミノ酸配列を符号化する、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１０、ＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ．１１、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１２、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１３、ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ．１５、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１６、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１７、又はＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ．１８に示したようなヌクレオチド配列、
　（ｉｉ）実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗
原）を符号化するか、或いは、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象（通常、ヒ
トモノクローナル抗原）の抗体ＶＨドメイン、ＶＬドメイン、又はＣＤＲのアミノ酸配列
を符号化する、ヌクレオチド配列、
　（ｉｉｉ）遺伝コードの縮重により、コドン配列において（ｉ）の任意の配列と異なる
ヌクレオチド配列、
　（ｉｖ）（ｉ）の任意の配列の対立変形物を含むヌクレオチド配列、
　（ｖ）（ｉ）、（ｉｉ）、（ｉｉｉ）、又は（ｉｖ）の配列のいずれかの断片を含むヌ
クレオチド配列、及び特に、（ｉ）、（ｉｉ）、（ｉｉｉ）、（ｉｖ）、又は（ｖ）の配
列のいずれかの断片を含み、実質的に上記のようなヒトモノクローナル抗体のＦａｂ断片
、Ｆｄ断片、Ｆｖ断片、ｄＡｂ断片、分離ＣＤＲ領域、Ｆ（ａｂ’）２断片、又はｓｃＦ
ｖ断片を符号化するヌクレオチド配列、
　（ｖｉ）ヌクレオチド塩基の突然変異、欠失、又は置換により、（ｉ）の任意の配列と
異なり、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象（通常は、ヒトモノクローナル抗
体）を符号化するか、或いは、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象（通常は、
ヒトモノクローナル抗体）の抗体ＶＨドメイン、ＶＬドメイン、又はＣＤＲのアミノ酸配
列を符号化するヌクレオチド配列。
【００５７】
　本発明では更に、以下を含むポリヌクレオチドが提供される：
　（ｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１９、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２０、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．
２１、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２２、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２４、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２
５、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２６、又はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２７に示したような、抗体Ｖ

Ｈドメイン、ＶＬドメイン、又はＣＤＲのアミノ酸配列を符号化する、ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ．２９、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３０、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３１、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
．３２、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３４、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３５、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．
３６、又はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３７に示したようなヌクレオチド配列、
　（ｉｉ）実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の更なる結合対象（通常、マウスモノクロ
ーナル抗原）を符号化するか、或いは、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の更なる結合
対象（通常、マウスモノクローナル抗原）の抗体ＶＨドメイン、ＶＬドメイン、又はＣＤ
Ｒのアミノ酸配列を符号化する、ヌクレオチド配列、
　（ｉｉｉ）遺伝コードの縮重により、コドン配列において（ｉ）の任意の配列と異なる
ヌクレオチド配列、
　（ｉｖ）（ｉ）の任意の配列の対立変形物を含むヌクレオチド配列、
　（ｖ）（ｉ）、（ｉｉ）、（ｉｉｉ）、又は（ｉｖ）の配列のいずれかの断片を含むヌ
クレオチド配列、及び特に、（ｉ）、（ｉｉ）、（ｉｉｉ）、（ｉｖ）、又は（ｖ）の配
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列のいずれかの断片を含み、実質的に上記のようなマウスモノクローナル抗体のＦａｂ断
片、Ｆｄ断片、Ｆｖ断片、ｄＡｂ断片、分離ＣＤＲ領域、Ｆ（ａｂ’）２断片、又はｓｃ
Ｆｖ断片を符号化するヌクレオチド配列、
　（ｖｉ）ヌクレオチド塩基の突然変異、欠失、又は置換により、（ｉ）の任意の配列と
異なり、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の更なる結合対象（通常は、マウスモノクロ
ーナル抗体）を符号化するか、或いは、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の更なる結合
対象（通常は、マウスモノクローナル抗体）の抗体ＶＨドメイン、ＶＬドメイン、又はＣ
ＤＲのアミノ酸配列を符号化するヌクレオチド配列。
【００５８】
　本発明による変形ポリヌクレオチドは、適切な場合、その全長に渡って（ｉ）の任意の
ポリヌクレオチド配列と少なくとも７０％一致しており、極めて好適なものは、その全長
に渡って（ｉ）の任意のポリヌクレオチド配列と少なくとも８０％一致する領域を含むポ
リヌクレオチドであり、その全長に渡って（ｉ）の任意のポリヌクレオチド配列と少なく
とも９０％一致するポリヌクレオチドが特に好適であり、こうした特に好適なポリヌクレ
オチドのうち、少なくとも９５％一致するものは、とりわけ好適である。
【００５９】
　本発明は、更に、実質的に上記のようなポリヌクレオチドを運び、宿主生物のゲノムに
ポリヌクレオチドを導入可能な生物学的機能ベクタ系を提供する。
【００６０】
　本発明は、更に、本発明のポリヌクレオチドにより形質転換された宿主細胞と、組み換
え手法による本発明のＴＳＨ受容体の結合対象の生成とに関する。宿主細胞は、ポリヌク
レオチドを組み込み、本発明のＴＳＨ受容体の結合対象を発現するように遺伝子操作可能
である。
【００６１】
　本発明によるヒトモノクローナル抗体、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１のアミノ酸配列、及びそ
れを符号化するヌクレオチド配列と、本発明による更なる結合対象を表すマウスモノクロ
ーナル抗体、９Ｄ３３のアミノ酸配列、及びそれを符号化するヌクレオチド配列とは、下
で説明する配列リストに記載されており、次のように指定できる。
【００６２】
　ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１について：
アミノ酸配列
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１　ＶＨ

　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２　ＶＨＣＤＲＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３　ＶＨＣＤＲＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．４　ＶＨＣＤＲＩＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．５　重鎖可変及び隣接定常領域
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．６　ＶＬ

　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．７　ＶＬＣＤＲＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．８　ＶＬＣＤＲＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．９　ＶＬＣＤＲＩＩＩ
ヌクレオチド配列
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１０　ＶＨ

　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１１　ＶＨＣＤＲＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１２　ＶＨＣＤＲＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１３　ＶＨＣＤＲＩＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１４　重鎖可変及び隣接定常領域
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１５　ＶＬ

　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１６　ＶＬＣＤＲＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１７　ＶＬＣＤＲＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１８　ＶＬＣＤＲＩＩＩ
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９Ｄ３３について：
アミノ酸配列
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．１９　ＶＨ

　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２０　ＶＨＣＤＲＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２１　ＶＨＣＤＲＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２２　ＶＨＣＤＲＩＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２３　重鎖可変及び隣接定常領域
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２４　ＶＬ

　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２５　ＶＬＣＤＲＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２６　ＶＬＣＤＲＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２７　ＶＬＣＤＲＩＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２８　軽鎖可変及び隣接定常領域
ヌクレオチド配列
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２９　ＶＨ

　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３０　ＶＨＣＤＲＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３１　ＶＨＣＤＲＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３２　ＶＨＣＤＲＩＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３３　重鎖可変及び隣接定常領域
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３４　ＶＬ

　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３５　ＶＬＣＤＲＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３６　ＶＬＣＤＲＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３７　ＶＬＣＤＲＩＩＩ
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３８　軽鎖可変及び隣接定常領域
　ｈＭａｂ　ＴＳＨＲ１についての上記配列は、更に、次の図４、５、６、及び７を参照
して確認できる。
【００６３】
　図４は、以下と共に、ｈＭａｂ　ＴＳＨＲ１重鎖ヌクレオチド配列を、隣接定常領域と
併せて示す図
　図４ａは、ヌクレオチド配列自体を記載する図
【００６４】
　図４ｂは、ＰＣＲプライマ、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を注
記したヌクレオチド配列を記載する図
　図５は、以下と共に、ｈＭａｂ　ＴＳＨＲ１重鎖アミノ酸配列を、隣接定常領域と併せ
て示す図
　図５ａは、アミノ酸配列自体を記載する図
【００６５】
　図５ｂは、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を注記したアミノ酸配
列を記載する図
　図６は、以下と共に、ｈＭａｂ　ＴＳＨＲ１軽鎖ヌクレオチド配列を示す図
　図６ａは、ヌクレオチド配列自体を記載する図
【００６６】
　図６ｂは、ＰＣＲプライマ、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、及びＣＤＲＩＩＩ領域を注記した
ヌクレオチド配列を記載する図
　図７は、以下と共に、ｈＭａｂ　ＴＳＨＲ１軽鎖アミノ酸配列を示す図
　図７ａは、アミノ酸配列自体を記載する図
【００６７】
　図７ｂは、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、及びＣＤＲＩＩＩ領域を注記したアミノ酸配列を記
載する図
【００６８】
　上記から、ｈＭａｂ　ＴＳＨＲ１のＶＨ鎖について、図４ｂに図示したようなＣＤＲＩ
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、ＣＤＲＩＩ、及びＣＤＲＩＩＩ領域のヌクレオチド配列は、それぞれＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ．１１、１２、及び１３に図示したＶＨＣＤＲＩ、ＶＨＣＤＲＩＩ、及びＶＨＣＤＲＩ
ＩＩ配列に対応し、図５ｂに図示したようなＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、及びＣＤＲＩＩＩ領
域のアミノ酸配列は、それぞれＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２、３、及び４に図示したＶＨＣＤ
ＲＩ、ＶＨＣＤＲＩＩ、及びＶＨＣＤＲＩＩＩ配列に対応すると理解されよう。更に、上
記から、ｈＭａｂ　ＴＳＨＲ１のＶＬ鎖について、図６ｂに図示したようなＣＤＲＩ、Ｃ
ＤＲＩＩ、及びＣＤＲＩＩＩ領域のヌクレオチド配列は、それぞれＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．
１６、１７、及び１８に図示したＶＬＣＤＲＩ、ＶＬＣＤＲＩＩ、及びＶＬＣＤＲＩＩＩ
配列に対応し、図７ｂに図示したようなＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、及びＣＤＲＩＩＩ領域の
アミノ酸配列は、それぞれＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．７、８、及び９に図示したＶＬＣＤＲＩ
、ＶＬＣＤＲＩＩ、及びＶＬＣＤＲＩＩＩ配列に対応すると理解されよう。
【００６９】
　（この技術で公知の手法により決定された）ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂの結晶構造
の分析により、縮重したＰＣＲプライマを使用して決定されたＨＣ及びＬＣヌクレオチド
配列の精緻化が可能となった。特に、ヌクレオチド１１５乃至１２０に関するＨＣ配列決
定のアーチファクトが特定された。配列決定では、ｃａｃｇｔｇ（アミノ酸ＨｉｓＶａｌ
へ転写）を示したが、結晶構造では、アミノ酸Ｇｌｎ Ｌｅｕ（ｃａｇｃｔｇとなる塩基
に対応）を、添付図面及び配列リストに示す精緻化された配列と共に示した。結晶構造分
析は、特に縮重ＰＣＲプライマ領域において、ＨＣ及びＬＣ由来アミノ酸配列の精緻化も
可能にした。ＬＣの場合、ａａ２は、ＲＴ－ＰＣＲではＰｒｏとされたが、結晶構造から
はＴｈｒとなった。ＨＣの場合、ａａ２は、ＲＴ－ＰＣＲではＭｅｔとされたが、結晶構
造からはＶａｌとなった。同じく、こうした精緻化配列は、添付図面及び配列リストに示
している。
【００７０】
　９Ｄ３３についての上記配列は、更に、次の図９、１０、１１、及び１２を参照して確
認できる。
　図９は、以下と共に、９Ｄ３３重鎖ヌクレオチド配列を、隣接定常領域と併せて示す図
　図９ａは、ヌクレオチド配列自体を記載する図
【００７１】
　図９ｂは、ＰＣＲプライマ、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を注
記したヌクレオチド配列を記載する図
　図１０は、以下と共に、９Ｄ３３重鎖アミノ酸配列を、隣接定常領域と併せて示す図
　図１０ａは、アミノ酸配列自体を記載する図
【００７２】
　図１０ｂは、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を注記したアミノ酸
配列を記載する図
　図１１は、以下と共に、９Ｄ３３軽鎖ヌクレオチド配列を示す図
　図１１ａは、ヌクレオチド配列自体を記載する図
【００７３】
　図１１ｂは、ＰＣＲプライマ、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を
注記したヌクレオチド配列を記載する図
　図１２は、以下と共に、９Ｄ３３軽鎖アミノ酸配列を示す図
　図１２ａは、アミノ酸配列自体を記載する図
【００７４】
　図１２ｂは、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を注記したアミノ酸
配列を記載する図
【００７５】
　上記から、９Ｄ３３のＶＨ鎖について、図９ｂに図示したようなＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ
、及びＣＤＲＩＩＩ領域のヌクレオチド配列は、それぞれＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３０、３
１、及び３２に図示したＶＨＣＤＲＩ、ＶＨＣＤＲＩＩ、及びＶＨＣＤＲＩＩＩ配列に対
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応し、図１０ｂに図示したようなＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、及びＣＤＲＩＩＩ領域のアミノ
酸配列は、それぞれＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２０、２１、及び２２に図示したＶＨＣＤＲＩ
、ＶＨＣＤＲＩＩ、及びＶＨＣＤＲＩＩＩ配列に対応すると理解されよう。更に、上記か
ら、９Ｄ３３のＶＬ鎖について、図１１ｂに図示したようなＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、及び
ＣＤＲＩＩＩ領域のヌクレオチド配列は、それぞれＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．３５、３６、及
び３７に図示したＶＬＣＤＲＩ、ＶＬＣＤＲＩＩ、及びＶＬＣＤＲＩＩＩ配列に対応し、
図１２ｂに図示したようなＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、及びＣＤＲＩＩＩ領域のアミノ酸配列
は、それぞれＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２５、２６、及び２７に図示したＶＬＣＤＲＩ、ＶＬ

ＣＤＲＩＩ、及びＶＬＣＤＲＩＩＩ配列に対応すると理解されよう。
【００７６】
　本発明は、更に、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体に対するヒトモノクローナル抗体
を提供するプロセスを提供し、プロセスは、
　（ｉ）対象者からのリンパ球ソースを提供するステップを備え、対象者は、ＴＳＨ受容
体と結合するＴＳＨの阻害に関して、血清１ｍＬ当たりＮＩＢＳＣ９０／６７２約０．０
４単位より大きなＴＳＨ受容体抗体活性を有し、更に、
　（ｉｉ）（ｉ）の当該リンパ球ソースからリンパ球を分離するステップと、
　（ｉｉｉ）分離リンパ球を不死化するステップと、
　（ｉｖ）実質的に上記のようなＴＳＨ受容体に対するヒトモノクローナル抗体を分泌す
る不死化コロニを生成するために、不死化リンパ球をクローニングするステップと、を備
える。
【００７７】
　代替として、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体に対するヒトモノクローナル抗体を提
供するプロセスは、
　（ｉ）対象者からのリンパ球ソースを提供するステップを備え、対象者は、ＴＳＨ受容
体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成の刺激活性に関して、血清１ｍＬ当たりＮＩＢＳＣ
９０／６７２約０．１単位より大きなＴＳＨ受容体抗体活性を有し、更に
　（ｉｉ）（ｉ）の当該リンパ球ソースからリンパ球を分離するステップと、
　（ｉｉｉ）分離リンパ球を不死化するステップと、
　（ｉｖ）実質的に上記のようなＴＳＨ受容体に対するヒトモノクローナル抗体を分泌す
る不死化コロニを生成するために、不死化リンパ球をクローニングするステップと、を備
えるプロセスとして定義できる。
【００７８】
　好ましくは、本発明によるプロセスは、末梢血、甲状腺組織、脾臓組織、リンパ節、又
は骨髄からリンパ球を分離するステップを備え、最も一般的には末梢血から分離する。通
常、本発明による方法において使用するリンパ球のソースは、ＴＳＨ受容体と結合するＴ
ＳＨの阻害に関して１ｍＬ当たりＮＩＢＳＣ９０／６７２約０．１単位より大きな、或い
は、更に一般的には、ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨの阻害に関して１ｍＬ当たりＮＩＢ
ＳＣ９０／６７２約０．２単位より大きな、或いは、更に一般的には、ＴＳＨ受容体と結
合するＴＳＨの阻害に関して１ｍＬ当たりＮＩＢＳＣ９０／６７２約０．３単位より大き
な、及び、好ましくは、ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨの阻害に関して１ｍＬ当たりＮＩ
ＢＳＣ９０／６７２約０．３乃至０．５単位の範囲以上の、血清ＴＳＨ受容体抗体レベル
を有する対象者から取得されたものとして、更に特徴付け可能である。代替として、又は
追加として、本発明による方法において使用するリンパ球のソースは、ＴＳＨ受容体を発
現する細胞によるｃＡＭＰ生成の刺激活性に関して１ｍＬ当たりＮＩＢＳＣ９０／６７２
約０．２単位より大きな、或いは、更に一般的には、ＴＳＨ受容体を発現する細胞による
ｃＡＭＰ生成の刺激活性に関して１ｍＬ当たりＮＩＢＳＣ９０／６７２約０．５単位より
大きな、及び、好ましくは、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成の刺激活性
に関して１ｍＬ当たりＮＩＢＳＣ９０／６７２約０．５乃至１．０単位の範囲以上の、血
清ＴＳＨ受容体抗体レベルを有する対象者から取得されたものとして、更に特徴付け可能
である。上記から、リンパ球を分離する対象者のＴＳＨ受容体に対する免疫反応は、好ま
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しくは、高活性期にあるべきであると理解されよう。
【００７９】
　好ましくは、本発明によるプロセスは、分離リンパ球をエプスタインバーウイルスに感
染させるステップを備え、適切な場合、このように不死化したリンパ球をマウス／ヒト細
胞株に融合させる。適切な場合、本発明によるプロセスは、更に、ＮＩＢＳＣ９０／６７
２少なくとも約１単位／Ｌの感度を有するアッセイシステムにおいて、例えば、ＴＳＨ受
容体と結合する１２５Ｉ　ＴＳＨの阻害によって、結果として生じたＴＳＨ受容体抗体の
クローンをスクリーニングするステップを備える。
【００８０】
　本発明は、更に、ＴＳＨ受容体に対するヒト組み換え抗体、又はその一つ以上の断片を
調製するプロセスを提供し、プロセスは、実質的に上記のようなプロセスによって本発明
で提供されるようなＴＳＨ受容体に対するヒトモノクローナル抗体、或いはそこから誘導
された一つ以上の断片のクローニング及び発現を備える。
【００８１】
　本発明は、更に、実質的に上記のようなプロセスによって取得されたＴＳＨ受容体に対
するヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体を提供する。好ましくは、本発明による、
このように取得されたＴＳＨ受容体に対するヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体は
、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１５単位、更に好ましくは
、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好ましくは
、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、又は更に好まし
くは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位の、ＴＳＨ
受容体と結合するＴＳＨに対する阻害活性、或いは、こうしたヒトモノクローナル抗体又
は組み換え抗体の一つ以上の断片によって特徴付けることが可能である。
【００８２】
　更に具体的には、本発明によるヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体は、１ｍｇ当
たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好ましくは、１ｍｇ当
たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、更に好ましくは、１ｍｇ当
たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位、又は更に好ましくは、１
ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２４０単位の、ＴＳＨ受容体を
発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激活性、或いは、こうしたヒトモノクローナ
ル抗体又は組み換え抗体の一つ以上の断片によって更に特徴付け可能であることが好適と
なり得る。
【００８３】
　本発明の好適な実施形態において、本発明によるヒトモノクローナル抗体又は組み換え
抗体は、
　（ｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１５単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、又は更に
好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位の、
ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨに対する阻害活性、及び、
　（ｉｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好
ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、更に好
ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位、又は
更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２４０単位
の、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激活性、
　或いは、こうしたヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体の一つ以上の断片によって
特徴付けることが可能である。
【００８４】
　更に、本発明による、このように取得されたヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体
の一つ以上の断片、特に例えば、その一つ以上のＦａｂ断片は、１ｍｇ当たり国際標準Ｎ
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ＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準Ｎ
ＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準Ｎ
ＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位、又は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際
標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２４０単位の、ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨ
に対する阻害活性によって特徴付け可能であることが好適となり得る。更に、こうした一
つ以上の断片は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約５０単位、
又は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１００
単位、又は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約
２００単位、又は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なく
とも約４００単位の、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激活性
によって特徴付け可能であることが好適となり得る。
【００８５】
　更に好ましくは、こうした一つ以上Ｆａｂ断片は、
　（ｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位、又は更
に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２４０単位の
、ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨに対する阻害活性と、
　（ｉｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約５０単位、又は更
に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１００単位、
又は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２００
単位、又は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約
４００単位の、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激活性と、に
よって特徴付け可能である。
【００８６】
　実質的に上記のようなプロセスは、更に、更なるプロセス段階を備えてよく、これによ
り、取得されたヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体は、適切な更なる処理手法（ス
ポット突然変異その他のような突然変異生成手法等）を施され、ＴＳＨ受容体との総合作
用について、実質的に上記のような結合対象（ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１等）との競合が可能
なＴＳＨ受容体の更なる結合対象が取得される。こうした更なる処理手法は、当業者に周
知である。本発明は、更に、こうした更なる処理手法によって取得されたＴＳＨ受容体に
対する更なる結合対象を提供する。
【００８７】
　好ましくは、こうしたＴＳＨ受容体の更なる結合対象は、モノクローナル抗体又は組み
換え抗体を含むことが可能であり、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なく
とも約１５単位、更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なく
とも約３０単位、更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なく
とも約６０単位、又は更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少
なくとも約１２０単位の、ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨに対する阻害活性、或いは、そ
の一つ以上の断片によって特徴付けることが可能である。本発明によるこうした更なる結
合対象は、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好
ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、更に好
ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位、又は
更に好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２４０単位
の、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激活性、或いは、その一
つ以上の断片によって特徴付け可能であることも好適となり得る。
【００８８】
　本発明のこうした更なる結合対象は、
　（ｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１５単位、更に好ま
しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好ま
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しくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、又は更に
好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位の、
ＴＳＨ受容体と結合するＴＳＨに対する阻害活性、及び
　（ｉｉ）１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約３０単位、更に好
ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約６０単位、更に好
ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約１２０単位、又は
更により好ましくは、１ｍｇ当たり国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２少なくとも約２４０
単位の、ＴＳＨ受容体を発現する細胞によるｃＡＭＰ生成に対する刺激活性、
　或いは、その一つ以上の断片によって特徴付け可能であることも、更により好適となり
得る。
【００８９】
　本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗
体）は、診断及び治療用途を有してよい。
【００９０】
　したがって、本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又
は組み換え抗体）は、患者の血清内のＴＳＨ受容体に対する自己抗体を検出するスクリー
ニング方法と、更には診断方法とにおいて利用できる。これにより、本発明によるＴＳＨ
受容体の結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）は、ＴＳＨ受容体
に対する自己抗体を検出するスクリーニング方法と、更には診断方法とにおいて使用され
る、これまでに説明した競合対象の代わりに、或いはこれに加えて、利用できる。同様に
、本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗
体）は、ＴＳＨ受容体に対する自己抗体を検出する際に使用するキットにおいて使用され
る、これまでに説明した競合対象の代わりに、或いはこれに加えて、利用できる。
【００９１】
　したがって、本発明は、更に、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患
に罹患している疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を
有する対象者、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受
容体に対する自己抗体をスクリーニングする方法を提供し、当該方法は、
　（ａ）当該対象者からの当該体液試料を提供するステップと、
　（ｂ）結合分子の一つ以上のペアを提供するステップと、を備え、当該結合ペアの第一
の分子は、本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノク
ローナル抗体又は組み換え抗体）を含み、当該結合ペアの第二の分子は、当該結合対象又
は更なる結合対象が相互作用する結合領域を含み、更に、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体に対
する自己抗体、或いは（ｉｉ）ＴＳＨ受容体の当該結合対象又は更なる結合対象（通常、
ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）と相互作用できるように、結合分子の当該一
つ以上のペアに当該試料を接触させるステップと、
　（ｄ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作
用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存
在の示度を提供するステップと、を備える。
【００９２】
　上記のような自己抗体の検出のための本発明による方法は、その使用によって達成可能
な感度のレベルに関して、特に有利である。これについては、実施例及び図面を参照して
更に例示可能であり、図３ａは、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１－ビオチンに基づくＴＳＨＲ自己
抗体アッセイと以前のアッセイとの比較のグラフ表示である。ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１－ビ
オチンに基づくアッセイの感度は、検出可能な国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２の濃度に
よれば明らかに優れている。これは、図３ｂに図示したグレーブス病患者７２人からの血
清の調査において確認された。
【００９３】
　したがって、本発明では、更に、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾
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患に罹患している疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患
を有する対象者、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ
受容体に対する自己抗体をスクリーニングする方法が提供され、当該方法は、
　（ａ）当該対象者からの当該体液試料を提供するステップと、
　（ｂ）結合分子の一つ以上のペアを提供するステップと、を備え、当該結合ペアの第一
の分子は、本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノク
ローナル抗体又は組み換え抗体）を含み、当該結合ペアの第二の分子は、当該結合対象又
は更なる結合対象が相互作用する結合領域を含み、当該結合分子の相互作用は、０．４Ｕ
／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２に本質的に対応する当該試料における自己抗体力
価が検出できるようなものであり、更に、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体に対
する自己抗体、或いは（ｉｉ）本発明によるＴＳＨ受容体の当該結合対象又は更なる結合
対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）と相互作用できるように、結合
分子の当該一つ以上のペアに当該試料を接触させるステップと、
　（ｄ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作
用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存
在の示度を提供するステップと、を備える。
【００９４】
　上記感度は、ＴＳＨ受容体に対するヒト又は非ヒトポリクローナル抗体、ＴＳＨ、或い
はその一つ以上の変異体、類似体、誘導体、又は断片、或いは、明確な感度の方法又はキ
ットを提供できるようなＴＳＨ受容体に対する十分な親和性を一般に示す、１０１０モル
－１以上のＴＳＨ受容体に対する親和性を有するＴＳＨ受容体の結合対象を用いて、本発
明によるアッセイ方法又はキットにおいても達成できる。こうしたポリクローナル抗体、
ＴＳＨ、或いはその一つ以上の変異体、類似体、誘導体、又は断片の調製は、この技術に
おいて周知である。例えば、ＴＳＨの過剰活性類似体は、Nature, Biotechnology, Volum
e 14, October 1995, pages 1257-1263において説明されているが、この論文では、本発
明によって提供される方法又はキットにおける、こうしたＴＳＨの使用を開示していない
。
【００９５】
　したがって、本発明では、更に、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾
患に罹患している疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患
を有する対象者、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ
受容体に対する自己抗体をスクリーニングする方法が提供され、当該方法は、
　（ａ）当該対象者からの当該体液試料を提供するステップと、
　（ｂ）結合分子の一つ以上のペアを提供するステップと、を備え、当該結合ペアの第一
の分子は、ＴＳＨ受容体に対するヒト又は非ヒトポリクローナル抗体を含み、当該結合ペ
アの第二の分子は、当該ポリクローナル抗体が相互作用する結合領域を含み、当該結合分
子の相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２に本質的に対応する当
該試料における自己抗体力価が検出できるようなものであり、更に、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体に対
する自己抗体、或いは（ｉｉ）当該ポリクローナル抗体と相互作用できるように、結合分
子の当該一つ以上のペアに当該試料を接触させるステップと、
　（ｄ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作
用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存
在の示度を提供するステップと、を備える。
【００９６】
　本発明では、更に、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患して
いる疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象
者、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対す
る自己抗体をスクリーニングする方法が提供され、当該方法は、
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　（ａ）当該対象者からの当該体液試料を提供するステップと、
　（ｂ）結合分子の一つ以上のペアを提供するステップと、を備え、当該結合ペアの第一
の分子は、ＴＳＨ、或いはその一つ以上の変異体、類似体、誘導体、又は断片を含み、当
該結合ペアの第二の分子は、当該ＴＳＨ、或いはその一つ以上の変異体、類似体、誘導体
、又は断片が相互作用する結合領域を含み、当該結合分子の相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの
国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２に本質的に対応する当該試料における自己抗体力価が検
出できるようなものであり、更に、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体に対
する自己抗体、或いは（ｉｉ）当該ＴＳＨ、或いはその一つ以上の変異体、類似体、誘導
体、又は断片と相互作用できるように、結合分子の当該一つ以上のペアに当該試料を接触
させるステップと、
　（ｄ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作
用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存
在の示度を提供するステップと、を備える。
【００９７】
　本発明では、更に又、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患し
ている疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対
象者、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対
する自己抗体をスクリーニングする方法が提供され、当該方法は、
　（ａ）当該対象者からの当該体液試料を提供するステップと、
　（ｂ）結合分子の一つ以上のペアを提供するステップと、を備え、当該結合ペアの第一
の分子は、１０１０モル－１以上のＴＳＨ受容体に対する親和性を有するＴＳＨ受容体の
結合対象を含み、当該結合ペアの第二の分子は、当該結合対象が相互作用する結合領域を
含み、当該結合分子の相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２に本
質的に対応する当該試料における自己抗体力価が検出できるようなものであり、更に、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体に対
する自己抗体、或いは（ｉｉ）ＴＳＨの当該結合対象と相互作用できるように、結合分子
の当該一つ以上のペアに当該試料を接触させるステップと、
　（ｄ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作
用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存
在の示度を提供するステップと、を備える。
【００９８】
　本発明では、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患している疑
いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者、又
はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する自己
抗体を検出するための、本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常
、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）の使用法も提供され、当該結合対象又は更
なる結合対象とＴＳＨ受容体との相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０／
６７２に本質的に対応する当該試料における自己抗体力価が検出できるようなものとなる
。
【００９９】
　本発明では、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患している疑
いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者、又
はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する自己
抗体を検出するための、ＴＳＨ受容体に対するヒト又は非ヒトポリクローナル抗体の使用
法も提供され、当該ポリクローナル抗体とＴＳＨ受容体との相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの
国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２に本質的に対応する当該試料における自己抗体力価が検
出できるようなものとなる。
【０１００】
　本発明では、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患している疑
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いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者、又
はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する自己
抗体を検出するための、本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常
、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）の使用法も提供され、当該結合対象又は更
なる結合対象とＴＳＨ受容体との相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０／
６７２に本質的に対応する当該試料における自己抗体力価が検出できるようなものとなる
。
【０１０１】
　本発明では、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患している疑
いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者、又
はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する自己
抗体を検出するための、ＴＳＨ、或いはその一つ以上の変異体、類似体、誘導体、又は断
片の使用法も提供され、当該ＴＳＨ、或いはその一つ以上の変異体、類似体、誘導体、又
は断片とＴＳＨ受容体との相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２
に本質的に対応する当該試料における自己抗体力価が検出できるようなものとなる。
【０１０２】
　本発明では、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患している疑
いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者、又
はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する自己
抗体を検出するための、本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常
、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）の使用法も提供され、当該結合対象又は更
なる結合対象とＴＳＨ受容体との相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０／
６７２に本質的に対応する当該試料における自己抗体力価が検出できるようなものとなる
。
【０１０３】
　本発明では、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患している疑
いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者、又
はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する自己
抗体を検出するための、１０１０モル－１以上のＴＳＨ受容体に対する親和性を有するＴ
ＳＨ受容体の結合対象の使用法も提供され、当該結合対象とＴＳＨ受容体との相互作用は
、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２に本質的に対応する当該試料における
自己抗体力価が検出できるようなものとなる。
【０１０４】
　一つ以上の結合ペアの結合分子は、抗原－抗体（例えば、［ＴＳＨ受容体又はエピトー
プ］－［モノクローナル又は組み換えＴＳＨ受容体抗体］）、抗イディオタイプ抗体－モ
ノクローナル又は組み換えＴＳＨ受容体抗体、或いは新規のＴＳＨ受容体抗体結合要素－
モノクローナル又は組み換えＴＳＨ受容体抗体にすることができると理解されよう。好ま
しくは、結合ペアの結合分子は、抗原－抗体、即ち、［ＴＳＨ受容体又はその一つ以上の
エピトープ］－［モノクローナル又は組み換えＴＳＨ受容体抗体］であり、エピトープは
、「自立」したものでよく、或いは、より大きな足場ポリペプチド又はその他に存在して
もよい。
【０１０５】
　好ましくは、本発明は、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患
している疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する
対象者、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に
対する自己抗体をスクリーニングする方法を提供し、当該方法は、
　（ａ）当該対象者からの当該体液試料を提供するステップと、
　（ｂ）ＴＳＨ受容体とＴＳＨ受容体に反応して生成された自己抗体との相互作用を可能
にする条件下で、当該試料を、（ｉ）全長ＴＳＨ受容体又は一つ以上のそのエピトープ、
或いはＴＳＨ受容体の一つ以上のエピトープを含むポリペプチド、及び（ｉｉ）本発明に
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よるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組
み換え抗体）に接触させ、当該ＴＳＨ受容体、又は当該一つ以上のそのエピトープ、或い
は当該ポリペプチドが、当該試料中に存在するＴＳＨ受容体に対する自己抗体、或いはＴ
ＳＨ受容体の当該結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み
換え抗体）と相互作用できるようにするステップと、
　（ｃ）当該ＴＳＨ受容体、又は当該一つ以上のそのエピトープ、或いは当該ポリペプチ
ドと当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作用をモニタリングし、これにより、当
該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存在の示度を提供するステップと、を備
える。
【０１０６】
　特定の実施形態において、本発明による方法は、本発明によって提供される方法の特定
の実施形態における実質的に上記のようなポリクローナル抗体、ＴＳＨ、又はその一つ以
上の変異体、類似体、誘導体、若しくは断片、或いはＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる
結合対象と、結合ペアの第二の分子、或いはＴＳＨ受容体、又はその一つ以上のエピトー
プ、若しくはポリペプチドとの相互作用において競合する、一つ以上の競合対象を利用し
てもよい。こうした競合対象は、ＴＳＨ、或いは、ＴＳＨ受容体に反応するマウスモノク
ローナル抗体等、ＴＳＨ受容体に反応する一つ以上のモノクローナル抗体を含んでよい。
【０１０７】
　好ましくは、上述した本発明による方法は、更に、本発明によるＴＳＨ受容体の結合対
象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）と、適切な場
合には、上記のような一つ以上の競合対象とのための標識手段を提供するステップを備え
、適切な標識手段は、酵素標識、同位体標識、化学発光標識、蛍光標識、及びその他を含
む。
【０１０８】
　本発明は、更に、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患してい
る疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者
、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する
自己抗体をスクリーニングするキットを提供し、当該キットは、
　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを備え、当該結合ペアの第一の分子は、本発明による
ＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換
え抗体）を含み、当該結合ペアの第二の分子は、当該結合対象又は更なる結合対象が相互
作用する結合領域を含み、更に、
　（ｂ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体に対
する自己抗体、或いは（ｉｉ）ＴＳＨ受容体の当該結合対象又は更なる結合対象（通常、
ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）と相互作用できるように、当該対象者からの
当該体液試料を結合分子の当該一つ以上のペアに接触させる手段と、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作
用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存
在の示度を提供する手段と、を備える。
【０１０９】
　本発明は、更に、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患してい
る疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者
、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する
自己抗体をスクリーニングするキットを提供し、当該キットは、
　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを備え、当該結合ペアの第一の分子は、本発明による
ＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換
え抗体）を含み、当該結合ペアの第二の分子は、当該結合対象又は更なる結合対象が相互
作用する結合領域を含み、当該結合分子の相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳ
Ｃ９０／６７２に本質的に対応する当該試料における自己抗体力価が検出できるようなも
のであり、更に、
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　（ｂ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体に対
する自己抗体、或いは（ｉｉ）本発明によるＴＳＨ受容体の当該結合対象又は更なる結合
対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）と相互作用できるように、当該
対象者からの当該体液試料を結合分子の当該一つ以上のペアに接触させる手段と、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作
用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存
在の示度を提供する手段と、を備える。
【０１１０】
　本発明は、更に、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患してい
る疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者
、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する
自己抗体をスクリーニングするキットを提供し、当該キットは、
　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを備え、当該結合ペアの第一の分子は、ＴＳＨ受容体
に対するヒト又は非ヒトポリクローナル抗体を含み、当該結合ペアの第二の分子は、当該
ポリクローナル抗体が相互作用する結合領域を含み、当該結合分子の相互作用は、０．４
Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２に本質的に対応する当該試料における自己抗体
力価が検出できるようなものであり、更に、
　（ｂ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体に対
する自己抗体、或いは（ｉｉ）当該ポリクローナル抗体と相互作用できるように、当該対
象者からの当該体液試料を結合分子の当該一つ以上のペアに接触させる手段と、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作
用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存
在の示度を提供する手段と、を備える。
【０１１１】
　本発明は、更に、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患してい
る疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者
、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する
自己抗体をスクリーニングするキットを提供し、当該キットは、
　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを備え、当該結合ペアの第一の分子は、ＴＳＨ、或い
はその一つ以上の変異体、類似体、誘導体、又は断片を含み、当該結合ペアの第二の分子
は、当該ＴＳＨ、或いはその一つ以上の変異体、類似体、誘導体、又は断片が相互作用す
る結合領域を含み、当該結合分子の相互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０
／６７２に本質的に対応する当該試料における自己抗体力価が検出できるようなものであ
り、更に、
　（ｂ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体に対
する自己抗体、或いは（ｉｉ）当該ＴＳＨ、或いはその一つ以上の変異体、類似体、誘導
体、又は断片と相互作用できるように、当該対象者からの当該体液試料を結合分子の当該
一つ以上のペアに接触させる手段と、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作
用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存
在の示度を提供する手段と、を備える。
【０１１２】
　本発明は、更に、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患してい
る疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する対象者
、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に対する
自己抗体をスクリーニングするキットを提供し、当該キットは、
　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを備え、当該結合ペアの第一の分子は、１０１０モル
－１以上のＴＳＨ受容体に対する親和性を有するＴＳＨ受容体の結合対象を含み、当該結
合ペアの第二の分子は、当該結合対象が相互作用する結合領域を含み、当該結合分子の相
互作用は、０．４Ｕ／Ｌの国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２に本質的に対応する当該試料
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における自己抗体力価が検出できるようなものであり、更に、
　（ｂ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ受容体に対
する自己抗体、或いは（ｉｉ）ＴＳＨ受容体の当該結合対象と相互作用できるように、当
該対象者からの当該体液試料を結合分子の当該一つ以上のペアに接触させる手段と、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作
用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存
在の示度を提供する手段と、を備える。
【０１１３】
　一つ以上の結合ペアの結合分子は、抗原－抗体（例えば、［ＴＳＨ受容体又はエピトー
プ］－［モノクローナル又は組み換えＴＳＨ受容体抗体］）、抗イディオタイプ抗体－モ
ノクローナル又は組み換えＴＳＨ受容体抗体、或いは新規のＴＳＨ受容体抗体結合要素－
モノクローナル又は組み換えＴＳＨ受容体抗体にすることができると理解されよう。好ま
しくは、結合ペアの結合分子は、抗原－抗体、即ち、［ＴＳＨ受容体又はその一つ以上の
エピトープ］－［モノクローナル又は組み換えＴＳＨ受容体抗体］であり、エピトープは
、「自立」したものでよく、或いは、より大きな足場ポリペプチド又はその他に存在して
もよい。
【０１１４】
　本発明は、好ましくは、ＴＳＨ受容体に対する免疫反応に関連する自己免疫疾患に罹患
している疑いがある対象者、こうした疾患を起こしやすい対象者、こうした疾患を有する
対象者、又はこうした疾患から回復中の対象者から取得した体液試料中のＴＳＨ受容体に
対する自己抗体をスクリーニングするキットを提供し、当該キットは、
　（ａ）全長ＴＳＨ受容体、又は一つ以上のそのエピトープ、或いはＴＳＨ受容体の一つ
以上のエピトープを含むポリペプチドと、
　（ｂ）本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクロ
ーナル抗体又は組み換え抗体）と
　（ｃ）ＴＳＨ受容体とＴＳＨ受容体に反応して生成された自己抗体との相互作用を可能
にする条件下で、当該対象者からの当該体液試料、当該ＴＳＨ受容体、又は当該一つ以上
のそのエピトープ、或いは当該ポリペプチドと、ＴＳＨ受容体の当該結合対象又は更なる
結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）とを接触させ、当該ＴＳＨ
受容体、又は当該一つ以上のそのエピトープ、或いは当該ポリペプチドが、当該試料中に
存在するＴＳＨ受容体に対する自己抗体、或いはＴＳＨ受容体の当該結合対象又は更なる
結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）と相互作用できるようにす
る手段と、
　（ｄ）当該ＴＳＨ受容体、又は当該一つ以上のそのエピトープ、或いは当該ポリペプチ
ドと当該試料中に存在する当該自己抗体との相互作用をモニタリングし、これにより、当
該試料中のＴＳＨ受容体に対する当該自己抗体の存在の示度を提供する手段と、を備える
。
【０１１５】
　特定の実施形態において、本発明によるキットは、更に、それぞれ上で定義されるよう
なポリクローナル抗体、ＴＳＨ、又はその一つ以上の変異体、類似体、誘導体、若しくは
断片、或いはＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象と、結合ペアの第二の分子、或
いはＴＳＨ受容体、又はその一つ以上のエピトープ、或いはポリペプチドとの反応におい
て競合する、一つ以上の競合対象を備えてもよい。こうした競合対象は、ＴＳＨ、或いは
、ＴＳＨ受容体に反応するマウスモノクローナル抗体等、ＴＳＨ受容体に反応する一つ以
上のモノクローナル抗体を含んでよい。
【０１１６】
　適切な場合、上述したキットは、更に、本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更な
る結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）と、適切な場合には、上
記のような一つ以上の競合対象とのための標識手段を備え、適切な標識手段は、実質的に
上記のようなものである。
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【０１１７】
　ＴＳＨ受容体に対する自己抗体が存在する状態では、上記のような方法又はキットにお
いて、ＴＳＨ受容体とＴＳＨ受容体の結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み
換え抗体）との結合は、減少する。
【０１１８】
　本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル
抗体又は組み換え抗体）は、更に、ＴＳＨ及び関連リガンドのために、実質的に上記のよ
うなアッセイ方法及びキットにおいて利用できる。
【０１１９】
　したがって、本発明は、更に、ＴＳＨ及び関連リガンドのアッセイを行う方法を提供し
、当該方法は、
　（ａ）ＴＳＨ又は関連リガンドを含有する疑いがある試料又は含有する試料を提供する
ステップと、
　（ｂ）結合分子の一つ以上のペアを提供するステップと、を備え、当該結合ペアの第一
の分子は、本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノク
ローナル抗体又は組み換え抗体）を含み、当該結合ペアの第二の分子は、当該結合対象又
は更なる結合対象が相互作用する結合領域を含み、更に、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ又は関連リ
ガンド、或いは（ｉｉ）ＴＳＨ受容体の当該結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモ
ノクローナル抗体又は組み換え抗体）と相互作用できるように、結合分子の当該一つ以上
のペアに当該試料を接触させるステップと、
　（ｄ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在するＴＳＨ又は関連リガンド
との相互作用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ又は関連リガンドの存
在の示度を提供するステップと、を備える。
【０１２０】
　本発明は、更に、ＴＳＨ又は関連リガンドのアッセイを行うキットを提供し、当該キッ
トは、
　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを備え、当該結合ペアの第一の分子は、本発明による
ＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換
え抗体）を含み、当該結合ペアの第二の分子は、当該結合対象又は更なる結合対象が相互
作用する結合領域を含み、更に、
　（ｂ）当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）当該試料中に存在するＴＳＨ又は関連リ
ガンド、或いは（ｉｉ）ＴＳＨ受容体の当該結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモ
ノクローナル抗体又は組み換え抗体）と相互作用できるように、ＴＳＨ又は関連リガンド
を含有する疑いがある試料又は含有する試料を結合分子の当該一つ以上のペアに接触させ
る手段と、
　（ｃ）当該結合ペアの当該第二の分子と当該試料中に存在するＴＳＨ又は関連リガンド
との相互作用をモニタリングし、これにより、当該試料中のＴＳＨ又は関連リガンドの存
在の示度を提供するステップと、を備える。
【０１２１】
　本発明は、更に、ＴＳＨ受容体の更なる結合対象を特定する方法も提供し、更なる結合
対象は、ＴＳＨ受容体との結合が可能で、ＴＳＨ受容体との結合について、実質的に上記
のようなＴＳＨ受容体の結合対象と競合し、更なる結合対象はＴＳＨを含まず、方法は、
　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを提供するステップを備え、当該結合ペアの第一の分
子は、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象を含み、当該結合ペアの第二の分子
は、当該結合対象が相互作用する結合領域を含み、更に、
　（ｂ）アッセイの対象となる更なる結合対象を、ＴＳＨ受容体との結合について（ａ）
の当該結合ペアの当該第一の分子と競合するＴＳＨ受容体の潜在的な更なる結合対象とし
て提供するステップと、
　（ｃ）（ａ）の当該結合ペアの当該第二の分子が（ｉ）（ｂ）の当該更なる結合分子、
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或いは（ｉｉ）（ａ）の当該結合ペアの当該第一の分子と相互作用できるように、（ｂ）
の当該更なる結合分子を（ａ）の結合分子の当該一つ以上のペアに接触させるステップと
、
　（ｄ）（ａ）の当該結合ペアの当該第二の分子と（ｂ）の当該更なる結合分子との相互
作用をモニタリングし、これにより、（ｂ）の当該更なる結合分子がＴＳＨ受容体との結
合について（ａ）の当該結合ペアの当該第一の分子と競合するかのアッセイを行うステッ
プと、を備える。
【０１２２】
　本発明は、更に、ＴＳＨ受容体の更なる結合対象を特定するキットを提供し、更なる結
合対象は、ＴＳＨ受容体との結合が可能で、ＴＳＨ受容体との結合について、実質的に上
記のようなＴＳＨ受容体の結合対象と競合し、更なる結合対象はＴＳＨを含まず、キット
は、
　（ａ）結合分子の一つ以上のペアを備え、当該結合ペアの第一の分子は、実質的に上記
のようなＴＳＨ受容体の結合対象を含み、当該結合ペアの第二の分子は、当該結合対象が
相互作用する結合領域を含み、更に、
　（ｂ）ＴＳＨ受容体との結合について（ａ）の当該結合ペアの当該第一の分子と競合す
るＴＳＨ受容体の潜在的な更なる結合対象としてアッセイの対象となる更なる結合対象に
、（ａ）の結合分子の当該一つ以上のペアを接触させ、（ａ）の当該結合ペアの当該第二
の分子が（ｉ）当該更なる結合分子、或いは（ｉｉ）（ａ）の当該結合ペアの当該第一の
分子と相互作用できるようにする手段と、
　（ｃ）（ａ）の当該結合ペアの当該第二の分子と当該更なる結合分子との相互作用をモ
ニタリングし、これにより、当該更なる結合分子がＴＳＨ受容体との結合について（ａ）
の当該結合ペアの当該第一の分子と競合するかのアッセイを行う手段と、を備える。
【０１２３】
　本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル
抗体又は組み換え抗体）の更なる応用は、新型のＴＳＨ受容体抗体結合部位を特定及び提
供するための使用である。本発明では、したがって、ＴＳＨ受容体の一つ以上のエピトー
プ領域を特定するプロセスが提供され、プロセスは、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体
の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）を、
全長ＴＳＨ受容体又は一つ以上のその断片に接触させ、ＴＳＨ受容体の当該結合対象又は
更なる結合対象と、当該全長ＴＳＨ受容体又は当該一つ以上のその断片との相互作用を可
能にするステップと、当該結合対象又は更なる結合対象が相互作用する当該全長ＴＳＨ受
容体又は当該一つ以上のその断片のアミノ酸を特定するステップとを備える。適切な場合
、結合対象が相互作用したＴＳＨ受容体のアミノ酸を特定するために、結合対象又は更な
る結合対象とＴＳＨ受容体の選択された断片及び全長ＴＳＨ受容体との相互作用が分析さ
れる。
【０１２４】
　更に、本発明は、ＴＳＨ受容体と結合する本発明によるモノクローナルＴＳＨ受容体抗
体の領域に対する抗体の生成を可能にする。このように生成された抗イディオタイプ抗体
は、ＴＳＨ受容体自己抗体、ＴＳＨ、及び関連化合物のアッセイのための新しいリガンド
としての可能性を有する。更に、ＴＳＨ受容体自己抗体、ＴＳＨ、及び関連化合物の作用
を調節するｉｎ　ｖｉｖｏでの有効な作用物質となり得る。したがって、本発明は、更に
、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノク
ローナル抗体又は組み換え抗体）の結合領域に対して生成された一つ以上の抗イディオタ
イプ抗体を提供し、その調製については、実施例において更に説明される。
【０１２５】
　モノクローナル抗体を使用して、新型の抗体結合部位を特定及び提供するその他の方法
は周知である。例えば、JC Scott及びGP Smith、「エピトープライブラリによるペプチド
リガンドの探索」、Science 1990; 249(4967): 386-390と、MA Myers, JM Davis, JC Ton
g, J Whisstock, M Scealy, IR MacKay, MJ Rowley、「ペプチドファージディスプレイ及
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び分子モデリングによって特定された糖尿病自己抗原ＧＡＤ65での配座エピトープ」、Jo
urnal of Immunology 2000; 165: 3830-3838と、によって説明されるような、ファージデ
ィスプレイランダムペプチドライブラリの抗体スクリーニングによるものである。非ペプ
チド化合物及び非ペプチド化合物のライブラリの抗体スクリーニングも実行可能である。
【０１２６】
　こうした手順を使用して特定及び提供された新型のＴＳＨ受容体抗体結合部位は、ＴＳ
Ｈ受容体自己抗体、ＴＳＨ、及び関連化合物のアッセイにおける新しいリガンドとしても
有用となり得る。更に、ＴＳＨ受容体自己抗体、ＴＳＨ、及び関連化合物の作用を調節す
るｉｎ　ｖｉｖｏでの有効な作用物質となり得る。
【０１２７】
　実質的に上記のような本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常
、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）は、治療においても有効に利用できる。し
たがって、本発明によって、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結
合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）の投与を備える治療の方法と
、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノク
ローナル抗体又は組み換え抗体）を（一つ以上の薬学的に許容できるその担体、希釈剤、
又は賦形剤と共に）含む薬剤組成物と、薬剤又は組成物の製造における、実質的に上記の
ようなＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は
組み換え抗体）の使用とが提供される。
【０１２８】
　ＴＳＨ受容体の結合対象、特に、本発明による患者のリンパ球に由来するＴＳＨ受容体
に対するヒトモノクローナル抗体は、上記のように、例えば、競合結合測定法においてＴ
ＳＨの代わりとなるもの等、グレーブス病の病原の理解と、ＴＳＨ受容体自己抗体を測定
する新しい方法の開発とにとって価値のある試薬となる。更に、本発明による刺激性結合
対象は、ＴＳＨ受容体を含む組織（例えば、甲状腺組織又は甲状腺癌組織）が刺激を必要
とする時のｉｎ　ｖｉｖｏでの用途を有する。したがって、本発明は、甲状腺組織及び／
又はＴＳＨ受容体を含む組織において使用する薬剤又は組成物を提供する、特に、本発明
によるＴＳＨ受容体の刺激性結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体
）は、腫瘍学、特に、甲状腺癌の診断、管理、及び利用において利用できる。
【０１２９】
　代替として、本発明のよるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象は、強力なＴＳ
Ｈ又は自己抗体アンタゴニスト（遮断抗体）となることが可能であり、本発明によるこう
した遮断性ＴＳＨ受容体抗体は、ＴＳＨ受容体を含む組織（例えば、甲状腺組織又は甲状
腺癌組織）の活性を、ＴＳＨ、ＴＳＨ受容体自己抗体、又はその他の刺激物質に対して、
不活性化、或いは反応しないようにする必要がある時、ｉｎ　ｖｉｖｏでの用途にとって
価値がある。
【０１３０】
　更に、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象は、ＴＳＨ受
容体を含む組織を、ＴＳＨ、ＴＳＨ受容体自己抗原、又はその他の刺激物質に対して不活
性化可能な、又は反応しないようにできる、一つ以上の更なる作用物質と共に、組み合わ
せて提供される。通常、一つ以上の更なる作用物質は、ＴＳＨ受容体から独立して機能す
る。
【０１３１】
　ＴＳＨ受容体自己抗体の結合が不活性化又は阻害を必要とする場合の特定の治療用途は
、ＴＳＨ受容体に対する自己免疫に関連する眼の後眼窩組織の疾患の治療におけるもので
あり、したがって、ＴＳＨ受容体自己抗体の結合を阻害するための、９Ｄ３３等、ＴＳＨ
受容体と相互作用する遮断抗体の使用は、こうした疾患の治療において、重要な治療上の
有用性を有する。ＴＳＨ受容体に対する自己免疫に関連する眼の後眼窩組織の上記疾患等
、ＴＳＨ受容体自己抗体の結合の阻害を必要とする自己免疫疾患の治療は、代替として、
本発明によって提供されるような結合対象又は更なる結合対象に対する抗イディオタイプ
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抗体を利用してよく、本明細書で説明する本発明の更なる態様からのこうした抗イディオ
タイプ抗体と、その更なる調製の詳細とについては、実施例で提示する。
【０１３２】
　更に詳しくは、したがって本発明は、ＴＳＨ受容体に対する自己免疫に関連する眼の後
眼窩組織の疾患の治療における、ＴＳＨ受容体に対する更なる結合対象の使用を提供し、
更なる結合対象は、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象（通常、ヒトモノクロ
ーナル抗体又は組み換え抗体）のＴＳＨ受容体との結合を実質的に阻害する。本発明は、
更に、ＴＳＨ受容体の活性化及び／又は刺激に関連する眼の後眼窩組織の疾患の治療用薬
剤の製造における、ＴＳＨ受容体に対する更なる結合対象の使用を提供し、更なる結合対
象は、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又
は組み換え抗体）のＴＳＨ受容体との結合を実質的に阻害する。更に、ＴＳＨ受容体に対
する自己免疫に関連する眼の後眼窩組織の疾患を治療する方法が提供され、方法は、こう
した疾患に罹患した患者又はこうした疾患の疑いがある患者に対する、ＴＳＨ受容体に対
する更なる結合対象の治療有効量の投与を備え、更なる結合対象は、実質的に上記のよう
なＴＳＨ受容体の結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）のＴＳＨ
受容体との結合を実質的に阻害する。本発明のこうした実施形態において使用する更なる
結合対象は、好ましくは、ＴＳＨ受容体との、本発明で提供されるような結合対象の結合
、及びこのようなＴＳＨ受容体自己抗体の結合を実質的に阻害する遮断抗体を含み、こう
した好適な抗体は、本明細書で説明したような９Ｄ３３を含むことができる。
【０１３３】
　本発明は更に、ＴＳＨ受容体に対する自己免疫に関連する眼の後眼窩組織の疾患の治療
における、本発明による結合対象又は更なる結合対象の結合領域に対して生成された抗イ
ディオタイプ抗体の使用を提供する。本発明は、更に、ＴＳＨ受容体の活性化及び／又は
刺激に関連する眼の後眼窩組織の疾患の治療用薬剤の製造における、本発明による結合対
象又は更なる結合対象の結合領域に対して生成された抗イディオタイプ抗体の使用を提供
する。更に、ＴＳＨ受容体に対する自己免疫に関連する眼の後眼窩組織の疾患を治療する
方法が提供され、方法は、こうした疾患に罹患した患者又はこうした疾患の疑いがある患
者に対する、本発明による結合対象又は更なる結合対象の結合領域に対して生成された抗
イディオタイプ抗体の治療有効量の投与を備える。
【０１３４】
　こうしたｉｎ　ｖｉｔｒｏ及び／又はｉｎ　ｖｉｖｏでの応用において、ＴＳＨと比較
した本発明で提供されるようなモノクローナル抗体の主要な利点の一つは、こうした抗体
を操作できる相対的な容易さである。例えば、ＴＳＨアゴニスト又はアンタゴニスト活性
の度合いを含む、親和性及び生物学的特徴といった特徴を変更するための、本発明による
モノクローナル抗体のＴＳＨ受容体結合領域の操作である。更に、本発明によるモノクロ
ーナル抗体は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいてＴＳＨよりも遙かに長い半減期を有しており、こ
れは特定のｉｎ　ｖｉｖｏでの応用において大きな利点となり得る。更に、抗体の半減期
は、操作可能であり、例えば、抗体のＦａｂ断片は、完全なＩｇＧよりも遙かに短い半減
期を有する。
【０１３５】
　本発明による薬学的組成物は、経口、非経口、及び局所投与に適したものを含み、但し
、最適な経路は、一般に、患者の状態と治療する特定の疾患とによって決まる。患者に投
与される実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象の正確な量は
、担当医師の責任となるが、但し、利用される容量は、患者の年齢及び性別、治療する特
定の疾患、及び実質的に上記のような投与の経路を含む多数の要素によって決まる。
【０１３６】
　本発明では、更に、甲状腺組織及び／又はＴＳＨ受容体を含む組織を刺激する方法が提
供され、方法は、こうした刺激を必要とする患者に対して、実質的に上記のようなＴＳＨ
受容体の結合対象又は更なる結合対象の診断又は治療有効量を投与するステップを備える
。
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【０１３７】
　本発明は、更に、甲状腺組織及び／又はＴＳＨ受容体を含む組織を刺激する上で同時に
、別個に、又は連続して使用する、甲状腺組織及び／又はＴＳＨ受容体を含む組織を刺激
可能な一つ以上の更なる作用物質と共に、実質的に上記のようなＴＳＨ受容体の結合対象
を組み合わせて提供する。好ましくは、一つ以上の更なる作用物質は、組み換えヒトＴＳ
Ｈ及び／又はその一つ以上の変異体、類似体、誘導体、及び断片、或いは、こうした断片
の変異体、類似体、又は誘導体を含む。代替として、一つ以上の更なる作用物質は、ＴＳ
Ｈ受容体との結合から独立して機能できる。
【０１３８】
　本発明によるＴＳＨ受容体の結合対象又は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル
抗体又は組み換え抗体）は、市販のキットで使用するＴＳＨ受容体抗体又は抗体群を含む
必要がある患者血清の代替ソースとしても利用できる。更に、ＴＳＨ受容体の結合対象又
は更なる結合対象（通常、ヒトモノクローナル抗体又は組み換え抗体）は、所定の濃度の
ＴＳＨ受容体抗体又は抗体群を含む必要がある調製物において、本発明に従って提供可能
であり、これにより、ＴＳＨ受容体に対して、刺激活性等、所定の活性を備えた調製物が
提供できる。随意的に、こうした調製物は、更に、ＧＡＤ、ＴＰＯ、又はその他に対する
モノクローナル抗体等、一つ以上の更なるヒトモノクローナル抗体を含んでもよい。
【０１３９】
　以下の例示的な説明は、本明細書で使用した特定の用語の理解を容易にするために提供
される。こうした説明は、便宜的に提供されるものであり、本発明を限定するものではな
い。
【０１４０】
　「ＴＳＨ受容体の結合対象」とは、ＴＳＨ受容体に対する結合特異性を有する分子を表
す。本明細書で説明する結合対象は、天然に由来してよく、或いは、全体又は一部が合成
的に生成されてもよい。こうした結合対象は、ＴＳＨ受容体の一つ以上のエピトープと特
異的に結合し、したがって、これに対して相補的である、ドメイン又は領域を有する。特
に、本明細書で説明する結合対象は、ＴＳＨ受容体に対するモノクローナル抗体又は組み
換え抗体にすることが可能であり、更に詳しくは、ＴＳＨ受容体に対するヒトモノクロー
ナル抗体又は組み換え抗体にすることが可能である。
【０１４１】
　「Ｃドメイン」とは、抗体分子において相対的に定常であるアミノ酸配列の領域を意味
する。
【０１４２】
　「ＣＤＲ」とは、抗体分子の重鎖及び軽鎖に存在し、最も配列変動性の大きな領域を表
す相補性決定領域を意味する。ＣＤＲは、可変ドメインの約１５乃至２０％に相当し、抗
体の抗原結合部位を表す。
【０１４３】
　「ＦＲ」とは、フレームワーク領域を意味し、ＣＤＲに存在しない可変軽鎖ドメイン及
び可変重鎖ドメインの残りの部分を表す。
【０１４４】
　「ＨＣ」とは、重鎖可変ドメインとＩｇＧ定常領域の第一のドメインとを含む抗体分子
の重鎖の一部を意味する。
【０１４５】
　「宿主細胞」は、形質転換又はトランスフェクションされた細胞であり、或いは、外因
性ポリヌクレオチド配列による形質転換又はトランスフェクションが可能な細胞である。
【０１４６】
　「同一性」は、この技術で知られるものとして、配列を比較することで決定されるよう
な、二つ以上のポリペプチド配列間又は二つ以上のポリヌクレオチド配列間の関係である
。
【０１４７】
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　「ＬＣ」とは、抗体分子の軽鎖を意味する。
【０１４８】
　「ＮＩＢＳＣ９０／６７２」は、甲状腺刺激活性の国際標準である。甲状腺刺激活性の
国際標準は、ＴＳＨ受容体自己抗体を有する単一のヒト患者からの凍結乾燥血漿蛋白質を
含む一群のアンプルで構成される。この調製物は、国際共同研究において評価されたもの
で、甲状腺刺激及び甲状腺受容体結合活性の両方を有することが証明されている。ＷＨＯ
の生物学標準化専門委員会は、１９９５年の第４６回会合において、コード９０／６７２
の調製物を甲状腺刺激抗体の国際標準に定めた。各アンプルは、０．０２Ｍリン酸緩衝液
と、透析ヒト血漿蛋白質と、定義によるアンプル当たり０．１国際単位（１００ミリ国際
単位）とを含む溶液１．０ｍｌの凍結乾燥残留物を含む。
【０１４９】
　本明細書で説明するヒトモノクローナル抗体による「ＴＳＨ受容体の刺激」は、ＴＳＨ
受容体に結合するその能力と、これにより、ＴＳＨ受容体とのこうした結合の結果として
、例えば、環状ＡＭＰの生成をもたらす能力とを意味する。こうした刺激は、ＴＳＨ又は
ＴＳＨ受容体自己抗体とＴＳＨ受容体との結合において見られる反応と類似しており、こ
れにより、本明細書で説明するヒトモノクローナル抗体は、本質的に、ＴＳＨ受容体と結
合するＴＳＨ又はＴＳＨ受容体自己抗体により見られるものと同じ又は類似する結合反応
を提供する。
【０１５０】
　「Ｖドメイン」とは、抗体分子内の可変性の高いアミノ酸配列の領域を意味する。
【０１５１】
　「ＶＨドメイン」とは、抗体分子の重鎖の可変領域又はドメインを意味する。
【０１５２】
　「ＶＬドメイン」とは、抗体分子の軽鎖の可変領域又はドメインを意味する。
【０１５３】
　次に、本発明について、以下の図面及び実施例により例示し、図面及び実施例は、本発
明の範囲を決して限定しない。
【発明を実施するための最良の形態】
【０１５４】
実施例
材料及び方法
リンパ球の分離及びヒトモノクローナルＴＳＨ受容体自己抗体のクローニング
　血液は、高レベルのＴＳＨ受容体に対する血清自己抗体（ＴＲＡｂ）を有するグレーブ
ス病及び一型糖尿病の患者から取得した。この研究について、倫理委員会の承認を取得し
た。末梢血リンパ球を、血液試料２０ｍLからＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ（Ａｍｅｒｓｈ
ａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、英国チャルフォントセントジャイルズ、ＨＰ８　４ＳＰ
）で分離し、その後、エプスタインバーウイルス（ＥＢＶ）（ＥｕｒｏｐｅａｎＣｏｌｌ
ｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ－ＥＣＡＣＣ、英国ポートンダウン、Ｓ
Ｐ４　０ＪＧ）に感染させ、以前に説明したようにマウスマクロファージ支持細胞層で培
養した（N Hayakawa, LDKE Premawardhana, M powell, M Masuda, C Arnold, J Sanders,
 M Evans, S Chen, JC Jaume, S Baekkeskov, B Rees Smith, J Furmaniak、「グルタミ
ン酸デカルボキシラーゼに対するヒトモノクローナル自己抗体の分離及び特徴付け」、Au
toimmunity 2002; 35: 343-355）。次に、ＥＢＶ不死化Ｂリンパ球を、マウス／ヒトハイ
ブリッド細胞株Ｋ６Ｈ６／Ｂ５と融合し（WL Carroll, K Thilemans, J Dilley, R Levy
、「ヒトＢ細胞腫瘍との融合対象としてのマウス×ヒトヘテロハイブリドーマ」、Journa
l of Immunological Methods 1986; 89: 61-72）、５細胞／ウェル及び最終時１／２細胞
／ウェルで希釈を限定することにより二度クローニングし、単一のコロニを得た（RI Fre
shney, MG Freshney編、Culture of immortalized cells、Wiley-Liss, New York 1996; 
283-297内のBJ Bolton, NK Spurr、「Ｂリンパ球」）。オリジナルのウェルと後続のクロ
ーンとは、可溶化ＴＳＨ受容体と結合する１２５Ｉ－ＴＳＨの阻害により、ＴＳＨ受容体



(35) JP 5722927 B2 2015.5.27

10

20

30

40

50

に関してスクリーニングした（下記参照）。ＴＳＨ受容体自己抗体を生成する単一のクロ
ーンを組織培養フラスコで成長させた。
【０１５５】
ＴＳＨ受容体抗体調製物の生成、純化、及び標識
　マウスＴＳＨ受容体ＭＡｂは、以前に説明したように生成し（Y Oda, J Sanders, M Ev
ans, A Kiddie, A Munkley, C James, T Richards, J Wills, J Furmaniak, B Rees Smit
h、「モノクローナル抗体を使用したヒトチロトロピン（ＴＳＨ）受容体のエピトープ分
析」、Thyroid 2000; 10: 1051-1059）、更に、ｐｃＤＮＡ３．１においてクローニング
した全長ＴＳＨＲ　ｃＤＮＡにより免疫性を与えたマウスから作成した（UA Hasan, AM A
bai, DR Harper, BW Wren, WJW Morrow、「核酸免疫付与：第三世代ワクチンに関する概
念及び手法」 Jpirnal of Immunological Methods 1999; 228:1-22）。
【０１５６】
　ＩｇＧは、ＰｒｏｓｅｐＡ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ ＵＫＬｔｄ．、英国ウォトフォード
、ＷＤ１８　８ＹＨ）での親和性クロマトグラフィを使用して、製造者の取扱説明書と、
ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）によって評価した純度とにより、
組織培養の上清から純化した。
【０１５７】
　ヒト重鎖アイソタイプは、放射状拡散アッセイを使用して決定した（Ｔｈｅ　Ｂｉｎｄ
ｉｎｇ　Ｓｉｔｅ、英国バーミンガム、Ｂ２９　６ＡＴ）。ヒト軽鎖アイソタイプは、抗
ヒトカッパ鎖及び抗ヒトラムダ鎖特異性マウスモノクローナル抗体によるウェスタンブロ
ットを使用して決定した（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｍｐａｎｙ　Ｌｔｄ．、英
国ギリンガム、ＳＰ８　４ＸＴ）。
【０１５８】
　純化ＩｇＧ調製物は、（特定のモノクローナル抗体に応じて）１：１０乃至１：１００
の酵素／蛋白質比でｍｅｒｃｕｒｉｐａｐａｉｎ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）により
処理し、Ｐｒｏｓｅｐ　Ａカラムを通過させ、Ｆａｂ調製物から完全なＩｇＧ又はＦｃ断
片を全て除去した（Y Oda, J Sanders, S Roberts, M Maruyama, R Kato, M Perez, VB P
etersen, N Wedlock, J Furmaniak, B Rees Smith、「ＴＳＨ受容体に対する抗体の結合
特性」、Journal of Molecular Endocrinology 1998; 20: 233-244）。完全なＩｇＧは、
Ｆａｂ調製物において、ＳＤＳ－ＰＡＧＥでは検出されなかった。モノクローナル抗体の
ＩｇＧ及びＦａｂ調製物は、以前に説明したように１２５Ｉにより標識した（Y Oda, J S
anders, S Roberts, M Maruyama, R Kato, M Perez, VB Petersen, N Wedlock, J Furman
iak, B Rees Smith、「ＴＳＨ受容体に対する抗体の結合特性」、Journal of Molecular 
Endocrinology 1998; 20: 233-244）。ＩｇＧ調製物は、ビオチンヒドラジド（Ｐｉｅｒ
ｃｅ、米国ロックフォード、ＩＬ６１１０５）により、製造者の取扱説明書に従って標識
した。ヒトモノクローナルＴＳＨ受容体自己抗体のＦａｂ断片の結晶を取得し、標準的な
手法を使用して、その結晶構造を決定した。
【０１５９】
患者
　様々な罹患期間のグレーブス病患者からの血清を調査した。調査した患者の血清は、Ｔ
ＳＨ受容体と結合する１２５Ｉ標識ＴＳＨの阻害を示した（下記参照）。加えて、アジソ
ン病（Ａ１及びＡ２）及び２ｌ－ＯＨに対する高レベルの自己抗体（１ｍＬ当たり１１３
及び１９７０単位、ＲＳＲキット）を有する患者二人からの血清と、一型糖尿病（Ｄ１及
びＤ２）及び高レベルのＧＡＤ６５（１ｍＬ当たり３７００及び３７．５単位、ＲＳＲキ
ット）を有する患者二人からの血清とを調査した。患者からは、調査についてのインフォ
ームドコンセントを取得した。健康な供血者からの血清（Ｇｏｌｄｅｎ　Ｗｅｓｔ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃａｌｓ、米国ビスタ、ＣＡ９２０８３から購入）も調査した。ＴＲＡｂの第
一の国際標準調製物（９０／６７２）は、国立生物基準管理研究所（ＮＩＢＳＣ、英国ポ
ッターズバー、ＥＮ６３ＱＨ）から取得した。
【０１６０】
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ＴＳＨ受容体と結合する１２５Ｉ－ＴＳＨ及び１２５Ｉ－マウスＴＳＨＲＭＡｂの阻害
　結合阻害アッセイは、以前に説明したようなＴＳＨ受容体被覆チューブを使用して実行
した（J Sanders, Y Oda, S Roberts, A Kiddie, T Richards, J Bolton, V McGrath, S 
Walters, D Jaskolski, J Furmaniak, B Rees Smith、「ＴＳＨ受容体自己抗体と125Ｉ標
識ＴＳＨ受容体との相互作用」、Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism 1
999; 84: 3797-3802）（ＲＳＲ　Ｌｔｄの試薬）。簡単に言うと、試料（組織培養上清、
純化ＩｇＧ又はＦａｂ断片、患者の血清又はＮＩＢＳＣ９０／６７２基準）１００μＬを
、ＴＳＨ受容体被覆チューブにおいて、室温で二時間、穏やかに振動させて培養した。吸
引後、チューブをアッセイ緩衝液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ト
リスＨＣｌ　ｐＨ７．８、０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）１ｍＬにより二度洗浄し
た後、１２５Ｉ－ＴＳＨ又は１２５Ｉ－ＭＡｂ（５×１０４ｃｐｍ）１００μＬを追加し
、室温で一時間、振動させて培養した。その後、チューブをアッセイ緩衝液１ｍＬで二度
洗浄し、吸引して、ガンマカウンタにおいて計数した。
【０１６１】
　結合の阻害は、次のように計算した。
【０１６２】
　１００×１－試験材料が存在する場合の結合ｃｐｍ
　　　　　　　対照材料が存在する場合の結合ｃｐｍ
　使用した対照材料は、培地、健康な供血者の血清プール、或いはその他の記載のものと
した。
【０１６３】
甲状腺刺激活性の分析
　モノクローナル自己抗体調製物と患者の血清とがｈＴＳＨ受容体（細胞当たり約５０，
０００受容体）を発現するＣＨＯ細胞において環状ＡＭＰ（又はｃＡＭＰ）の生成を刺激
する能力（Y Oda, J Sanders, S Roberts, M Maruyama, R Kato, M Perez, VB Petersen,
 N Wedlock, J Furmaniak, B Rees Smith、「ＴＳＨ受容体に対する抗体の結合特性」、J
ournal of Molecular Endocrinology 1998; 20: 233-244）は、R Latif, P Graves, TF D
avies、「ヒトチロトロピン受容体のオリゴマ化」Journal of Biological Chemistry 200
1; 276: 45217-45224の方法に従って実行した。簡単に言うと、ＣＨＯ細胞を８６ウェル
プレートに接種し（ウェル当たり３０，０００細胞）、１０％ウシ胎仔血清を含むＤＭＥ
Ｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｔｄ、英国ペイズリ、ＰＡ４　９ＲＦ）において２４時間
培養した。その後、ウシ胎仔血清なしで、ＤＭＥＭにおいて、培養を更に２４時間継続し
た。次に、ＤＭＥＭを除去し、試験ＴＳＨ、ＩｇＧ、Ｆａｂ、及び血清（１ｇ／Ｌグルコ
ースと、２０ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓと、２２２ｍｍｏｌ／Ｌスクロースと、１５ｇ／Ｌ
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）と、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　３イソブチル－１－メチルキサ
ンチン　ｐＨ７．４と、を含有するＮａＣｌなしのハンクの緩衝食塩溶液において１００
μｌを希釈）を追加し、３７℃で一時間培養した。試験溶液の除去後、細胞を溶解させ、
Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、英国チャルフォントセントジャイルズ、Ｈ
Ｐ８　４ＳＰのＢｉｏｔｒａｋ酵素イムノアッセイシステムを使用して、環状ＡＭＰのア
ッセイを行った。一部の実験では、患者の血清とＴＳＨＲに対するマウスモノクローナル
抗体とがＴＳＨ又はｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１の刺激活性を阻害する能力を評価した。これは
、（ａ）ＴＳＨ又はｓＭＡｂ　ＴＳＨＲ１単独の刺激作用と（ｂ）患者の血清又はマウス
モノクローナル抗体が存在する場合のＴＳＨ又はｓＭＡｂ　ＴＳＨＲ１の刺激作用とを比
較することで実行した。
【０１６４】
可変領域遺伝子分析
　トータルＲＮＡは、酸フェノールグアニジン法（P Chomezynski, N Sacchi、「酸グア
ニジニウムチオシアネート－フェノール－クロロホルム抽出によるＲＮＡ分離の単一ステ
ップ法」、Analytical Biochemistry 1987; 162: 156-159）を使用してＴＳＨ自己抗体を
生成するクローンの１×１０７細胞から調製し、ｍＲＮＡは、オリゴｄＴ磁気ビーズ（Ｄ
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ｙｎａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｌｔｄ、英国ウィラル、ＣＨ６２ ３ＱＬ）を使用して調製し
た。ＲＴ－ＰＣＲ反応は、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｔｄ、英国ペイズリ、ＰＡ４　９Ｒ
Ｆからの試薬を使用して実行した。
【０１６５】
　センス鎖オリゴヌクレオチドプライマは、英国医学研究審議会のＶ－ｂａｓｅデータベ
ース（ｗｗｗ．ｍｒｃ－ｃｐｅ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ）により推奨された配列を使用して
設計した。ヒトＩｇＧ１重鎖及びラムダ軽鎖に特異的なアンチセンスプライマは、ＤＮＡ
配列を符号化する定常領域に基づくものとした。センス及びアンチセンスプライマは、両
方とも、ＰＣＲ産物のクローニングを促進するために付加的な５’限定エンドヌクレアー
ゼ部位配列を含んだ。ＩｇＧ１重鎖及びラムダ軽鎖ＲＴ－ＰＣＲ反応は、適切なプライマ
の完全なパネルを使用して実行した。全てのプライマは、ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｔｄ
で合成されたものである。ＲＴ反応は、５０℃で１０分間発生させ、直後に、ＰＣＲ４０
サイクル（１５秒９４℃、３０秒５５℃、３０秒７２℃）を行った。ＲＴ－ＰＣＲ産物は
、ｐＵＣ１８においてクローニングし、Ｐｒｏｍｅｇａ　ＵＫ　Ｌｔｄ、英国サウスハン
プトン、ＳＯ１６　７ＮＳのＷｉｚａｒｄキットを使用してＤＮＡを調製し、サンガ－ク
ールソン法によって配列を決定した（F Sanger, S Nicklen, AR Coulson、「連鎖停止阻
害物質によるＤＮＡ配列決定」、Proceedings of the National Academy of Sciences of
 the USA 1977; 74: 5463-5467）。Ｖ領域配列は、Ｉｇ ｂｌａｓｔ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ
．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｉｇｂｌａｓｔ／ｉｇｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）を使用して、ヒ
トＩｇ遺伝子の利用可能な配列と比較した。
【０１６６】
免疫沈降アッセイ（ＩＰＡ）
　全長ＴＳＨ受容体を符号化するｃＤＮＡを、ｐＹＥＳ２（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にお
いてＴ７プロモータの下流に配置し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ＴｎＴシステム（Ｐｒｏｍｅｇ
ａ　ＵＫ　Ｌｔｄ）において使用して、以前に説明したように３５Ｓ－メチオニンにより
標識されたＴＳＨ受容体を生成した（L Prentice, J Sanders, M Perez, R Kato, J Sawi
cka, Y Oda, D Jaskoiski, J Furmaniak, B Rees Smith、「チロトロピン（ＴＳＨ）受容
体自己抗体は、ｉｎｖｉｔｒｏ転写／翻訳システムにおいて生成されたＴＳＨ受容体と結
合するように思えない」、Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism 1997; 8
2: 1288-1292）。簡単に言うと、ＨＳＢ（１０ｍｍｏｌ／ＬトリスＨＣｌ　ｐＨ８．３、
２００ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ、及び１％Ｔｗｅｅｎ２０を含有する１０ｍｇ／ｍＬウシ
血清アルブミン）において希釈した３５Ｓ標識ＴＳＨ受容体（２５０００乃至３００００
ｃｐｍ）５０μＬを、希釈した試験試料の重複５０μＬアリコートに追加し、室温で二時
間培養した。その後、プロテインＡセファロース（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）の追加
により免疫複合物を沈殿させ、シンチレーションカウンタにおいて計数した。
【０１６７】
ＴＳＨ受容体の調製及びウェスタンブロット
　全長ヒトＴＳＨ受容体をＣＨＯ－Ｋ１細胞において発現させ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－
１００により抽出し、以前に説明したように、ＴＳＨ受容体モノクローナル抗体親和性ク
ロマトグラフィにより純化した（Y Oda, J Sanders, M Evans, A Kiddie, A Munkley, C 
James, T Richards, J Wills, J Furmaniak, B Rees Smith、「モノクローナル抗体を使
用したヒトチロトロピン（ＴＳＨ）受容体のエピトープ分析」、Thyroid 2000; 10: 1051
-1059）。
【０１６８】
　純化ＣＨＯ細胞で生成したＴＳＨ受容体を、９％ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上に広げ、ニト
ロセルロース上にブロットし、以前に説明したように、試験抗体と反応させた（Y Oda, J
 Sanders, M Evans, A Kiddie, A Munkley, C James, T Richards, J Wills, J Furmania
k, B Rees Smith、「モノクローナル抗体を使用したヒトチロトロピン（ＴＳＨ）受容体
のエピトープ分析」、Thyroid 2000; 10: 1051-1059）。
【０１６９】
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ＴＳＨ受容体ペプチドを使用したエピトープ分析
　ヒトＴＳＨ受容体の細胞外ドメイン全体をカバーする、それぞれの長さが２５ａａであ
る２６のペプチドは、Ｊ　Ｍｏｒｒｉｓ博士から快く提供された（JC Morris, ER Berger
t, DJ McCormick、「ヒトチロトロピン受容体の構造－機能研究。合成ヒトＴＳＨ受容体
ペプチドによる標識チロトロピン（ＴＳＨ）の結合の阻害」Journal of Biological Chem
istry 1993; 268: 10900-10905）。Ｍ２１－ＯＨ５　ＭＡｂと結合するヒト２１－ＯＨペ
プチド（Ｃ１、ＳＳＳＲＶＰＹＫＤＲＡＲＬＰＬ）（S Chen, J Sawicka, L Prentice, J
F Sanders, H Tanaka, V Petersen, C Betterle, M Volpato, S Roberts, M Powell, B R
ees Smith, J Furmaniak、「モノクローナル抗体のパネルを使用したステロイド２１－ヒ
ドロキシラーゼ上の自己抗体エピトープの分析」Journal of Clinical Endocrinology an
d Metabolism 1998; 83: 2977-2986）を陽性対照として使用し、ＧＡＤ６５に対するヒト
モノクローナル抗体（N Hayakawa, LDKE Premawardhana, M Powell, M Masuda, C Arnold
, J Sanders, M Evans, S Chen, JC Jaurne, S Baekkeskov, B Rees Smith, J Furimania
k、「グルタミン酸デカルボキシラーゼに対するヒトモノクローナル自己抗体の分離及び
特徴付け」、Autoimmunity 2002; 35: 343-355）を陰性対照として使用した。ペプチドＥ
ＬＩＳＡは、以前に説明したように実施した（Y Oda, J Sanders, M Evans, A Kiddie, A
 Munkley, C James, T Richards, J Wills, J Furmaniak, B Rees Smith、「モノクロー
ナル抗体を使用したヒトチロトロピン（ＴＳＨ）受容体のエピトープ分析」、Thyroid 20
00; 10: 1051-1059）。
【０１７０】
　モノクローナルＴＳＨＲ自己抗体調製物とプラスチックチューブ又はＥＬＩＳＡプレー
トウェルに被覆したＴＳＨ受容体との相互作用
（ａ）１２５Ｉ標識自己抗体
　患者の血清を含む試験試料（１００μＬ）を、ＴＳＨ受容体被覆チューブ（ＲＳＲ　Ｌ
ｔｄ．）において、室温で二時間、穏やかに振動させて培養した。吸引後、チューブをア
ッセイ緩衝液１ｍＬにより二度洗浄した後、標識自己抗体調製物（３０，０００ｃｐｍ）
を追加し、室温で一時間、振動させて培養した。その後、チューブをアッセイ緩衝液１ｍ
Ｌで二度洗浄し、吸引して、ガンマカウンタにおいて計数した。１２５Ｉ標識自己抗体結
合の阻害は、ＴＳＨ結合の阻害に関する式を使用して計算した（上記参照）。
【０１７１】
（ｂ）ビオチン標識モノクローナル自己抗体及びビオチン標識ＴＳＨ
　以前に説明した手順（J Bolton, J sanders, Y Oda, C Chapman, R Konno, J Furmania
k and B Rees Smith、「ＥＬＩＳＡによる甲状腺刺激ホルモン受容体自己抗体の測定」、
Clinical Chemistry, 1999; 45: 2285-2287）を使用した。簡単に言うと、患者の血清を
含む試験試料（７５μＬ）を、ＴＳＨ受容体被覆ＥＬＩＳＡプレートウェル（ＲＳＲ　Ｌ
ｔｄ）において、ＥＬＩＳＡプレート振動装置上で振動（毎分２００回）させて二時間培
養した。次に、試験試料を除去し、ウェルをアッセイ緩衝液で一度洗浄し、その後、ビオ
チン標識モノクローナルＴＳＨ受容体自己抗体（１００μＬ中１ｎｇ）又はビオチン標識
ブタＴＳＨ（ＲＳＲ　Ｌｔｄ、１００μＬ中５ｎｇ）を追加し、室温で２５分間、振動さ
せて培養を継続した。ウェルを一度洗浄し、ストレプトアビジンペロキシダーゼ（ＲＳＲ
　Ｌｔｄ、１００μＬ中１０ｎｇ）を追加し、室温で２０分間、振動させて培養を継続し
た。その後、ウェルを三度洗浄し、ペロキシダーゼ基質のテトラメチルベンジジン（ＲＳ
Ｒ　Ｌｔｄ、１００μＬ）を追加した。室温で３０分間、振動なしで培養後、０．５Ｍ　
Ｈ２ＳＯ４　５０μＬを追加し、基質反応を停止し、各ウェルの吸光度をＥＬＩＳＡプレ
ートリーダにおいて４５０ｎｍで読み取った。ビオチニル化ＭＡｂ又はＴＳＨ結合の阻害
は、次のように計算された指数として表現した。
【０１７２】
　１００×１－４５０ｎｍでの試験試料の吸光度
　　　　　　　４５０ｎｍでの陰性血清対照の吸光度
　ＴＳＨ受容体被覆チューブに対するモノクローナル自己抗体結合のスキャッチャード分
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析
　アッセイ緩衝液５０μＬ中の未標識ＩｇＧ又はＦａｂと、１２５Ｉ標識ｈＭＡｂ　Ｉｇ
Ｇ又はＦａｂ（アッセイ緩衝液中３０，０００ｃｐｍ）５０μＬとを、室温で二時間、穏
やかに振動させて培養し、アッセイ緩衝液１ｍＬで二度洗浄し、ガンマカウンタにおいて
計数した。結合したＩｇＧ又はＦａｂの濃度を結合／遊離と対比してプロットし（G Scat
chard、「小分子及びイオンに対する蛋白質の誘引」、Annals of the New York Academy 
of Sciences 1949; 51: 660-672）、結合定数を導いた。
【０１７３】
　モノクローナルＴＳＨ受容体自己抗体により被覆したチューブとのＴＳＨ受容体の結合
　患者の血清を含む試験試料（１００μＬ）と界面活性剤可溶化ＴＳＨ受容体（２０μＬ
）とを、室温で一時間培養した。次に、培養混合物の重複５０μＬアリコートを、ＴＳＨ
受容体自己抗体Ｆａｂにより被覆（１０μｇ／ｍＬを２００μＬ、４℃で一晩経過後、洗
浄及びポストコーティング）されたプラスチックチューブ（Ｎｕｎｃ　Ｍａｘｉｓｏｒｐ
）に加えた。室温で一時間、穏やかに振動させて培養した後、チューブを洗浄し、１２５

Ｉ標識ＴＳＨ受容体Ｃ末端モノクローナル抗体４Ｅ３１（J Sanders, Y Oda, A Kiddie, 
T Richards, J Bolton, V McGrath, S Walters, D Jaskolski, J Furmaniak, B Rees Smi
th;「ＴＳＨ受容体自己抗体と125Ｉ標識ＴＳＨ受容体との相互作用」、Journal of Clini
cal Endocrinology and Metabolism 1999; 84: 379７-3802）１００μＬ（４０，０００
ｃｐｍ）を追加し、更に一時間、穏やかに振動させて培養を継続した。その後、チューブ
を洗浄し、１２５Ｉを計数した。
【０１７４】
Ｅ　ｃｏｌｉにおける組み換えｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂのクローニング及び発現
　ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１重鎖ＲＴ－ＰＣＲ産物（可変領域遺伝子分析の項参照）を、Ｘｈ
ｏｌ及びＳｐｅｌ限定エンドヌクレアーゼにより切断し、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１軽鎖ＲＴ
－ＰＣＲ産物をＳａｃｌ及びＸｂａｌ限定エンドヌクレアーゼにより切断し、重鎖及び軽
鎖ｃＤＮＡの両方を、ｌａｃＺプロモータの制御下で、Ｉｍｍｕｎｏｚａｐ　Ｈ／Ｌベク
タ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｅｕｒｏｐｅ、オランダ、アムステルダム）においてクロー
ニングした（I Matthews, G Sims, S Ledwidge, D Stott, D Beeson, N Willcox, A Vinc
ent、「筋無力症の経産婦におけるアセチルコリン受容体に対する抗体：胎児性抗原によ
る免疫付与の証拠」、Laboratory Investigation 2002, 82: 1-11）。プラスミドＤＮＡ
を、Ｑｉａｇｅｎミディプラスミド純化キット（Ｑｉａｇｅｎ　Ｌｔｄ、英国クローリ、
ＲＨ１０　９ＡＸ）を使用して調製し、サンガ－クールソン法（F Sanger, S Nicklen, A
R Coulson、「連鎖停止阻害物質によるＤＮＡ配列決定」、Proceedings of the National
 Academy of Sciences of the USA 1977; 74: 5463-5467）を使用して配列決定すること
でｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１重鎖及び軽鎖ｃＤＮＡの存在を確認した。プラスミドＤＮＡを二
種類のＥ　ｃｏｌｉ株、（ａ）ＸＬｌ－Ｂｌｕｅ　ＭＲＦ’（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）及
び（ｂ）ＨＢ２１５１（ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）において形質転換し、
ＬＢアンピシリン（１０ｇ／Ｌトリプトン、５ｇ／Ｌ酵母エキス、１０ｇ／ＬＮａＣｌ、
終濃度１００μｇ／ｍＬアンピシリン）寒天プレート（１５ｇ／Ｌ寒天）上において、３
７℃で一晩成長させた。前培養物（ＬＢアンピシリン３ｍＬ＋１％グルコース中の一コロ
ニ）を、３７℃で一晩、振動させて成長させた。組み換えＦａｂの生成は、グルコースが
存在する場合に阻害される。一晩培養後の前培養物は、１／１００に希釈し（ＬＢアンピ
シリン５０ｍＬ中０．５ｍＬ）、ＯＤ６００が０．４乃至０．６となるまで３７℃で成長
させた。こうした培養物を、３０℃で２０分間振動させた。その後、イソプロピル－β－
Ｄチオガラクトシド（ＩＰＴＧ）を追加して終濃度を１ｍｍｏｌ／Ｌとし、培養物を３０
℃で一晩（１６時間）、振動させて引き続き培養した。次に、培養物を４℃で３０分間、
３０００ｒｐｍで遠心分離し、培養上清及びペレットを回収した。ペレットは、氷温ＴＥ
Ｓ緩衝液（０．２ｍｏｌ／ＬトリスＨＣｌ　ｐＨ８．０、０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ、
０．５ｍｏｌ／Ｌスクロース）中で渦動により再懸濁させた。Ｈ２Ｏ中で５倍に希釈した
氷温ＴＥＳ緩衝液を更に１．５ｍＬ追加し、混合物を再度渦動させ、氷上で３０分間培養
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し、その後、遠心分離して、第二の上清又はペリプラズム画分（ＰＦ）を得た。培養上清
及びＰＦを、０．４５μｍフィルタにより濾過し、１０ｍｍｏｌ／ＬトリスｐＨ７．５、
５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌにおいて一晩透析した。非形質転換ＸＬｌ－ＢｌｕｅＭＲＦ
’及びＨＢ２１５１細胞と、ＩＰＴＧなしでグルコースにより成長させた、即ち、非誘導
性の、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１プラスミドにより形質転換したＸＬｌ－Ｂｌｕｅ　ＭＲＦ’
（ＸＬｌ－Ｂｌｕｅ　ＭＲＦ’／ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１）並びにｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１プ
ラスミドにより形質転換したＨＢ２１５１（ＨＢ２１５１／ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１）とか
らの培養上清又はＰＦも調製した。培養上清及びＰＦでは、（ａ）ＴＳＨＲと結合するＴ
ＳＨを阻害する能力と、（ｂ）ＴＳＨＲを発現するＣＨＯ細胞における環状ＡＭＰ生成を
刺激する能力と、（ｃ）ラジオイムノアッセイによる組み換えＦａｂの総濃度とについて
アッセイを行った。このアッセイでは、アッセイ緩衝液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、
１０ｍｍｏｌ／ＬトリスＨＣｌ　ｐＨ７．８、０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）にお
いて希釈した培養上清及びＰＦを含むキャリブレータ及び試験材料（１００μＬを重複し
て作成）を、Ｆａｂ特異性ヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、英国プール
、ＢＨ１２　４ＱＨ）によって被覆したプラスチックチューブにおいて、室温で一時間培
養した。その後、チューブをアッセイ緩衝液（２×１ｍＬ）により洗浄し、１２５Ｉ標識
ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ（３０，０００ｃｐｍ）１００μＬを追加した後、室温で
培養した。一時間後、チューブを再度洗浄し（２×１ｍＬ）、１２５Ｉを計数した。結合
したものの計数は、キャリブレータ（５乃至５００ｎｇ／ｍＬ）におけるＦａｂ（ハイブ
リドーマ生成ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ）の濃度と、このキャリブレーション曲線か
ら外れて読み取られた様々な試験材料における組み換えＦａｂの濃度とに対してプロット
した。このアッセイの検出限界は、５乃至１０ｎｇ／ｍＬのＦａｂとした。
【０１７５】
組み換え４Ｂ４（グルタミン酸デカルボキシラーゼ又はＧＡＤに対するヒトＭＡｂ）及び
組み換えハイブリッドＦａｂ（ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１及び４Ｂ４の混合ＨＣ及びＬＣ）の
クローニング及び発現
　組み換え４Ｂ４　Ｆａｂ（４Ｂ４については、N Hayakawa, LDKE Premawardhana, M po
well, M Masuda, C Arnold, J Sanders, M Evans, S Chen, JC Jaume, S Baekkeskov, B 
Rees Smith, J Furmaniak、「グルタミン酸デカルボキシラーゼに対するヒトモノクロー
ナル自己抗体の分離及び特徴付け」、Autoimmunity 2002; 35: 343-355において詳細に説
明される）及び組み換えハイブリッドＦａｂは、組み換えｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ
について説明したように、ＨＣ及びＬＣのそれぞれをＩｍｍｕｎｏｚａｐＨ／Ｌベクタに
おいてクローニングすることで生成し、ＨＢ２１５１細胞において発現させた。培養上清
及びペリプラズム画分では、（ａ）ＴＳＨＲと結合するＴＳＨを阻害する能力と、（ｂ）
上記のような組み換えＦａｂの総濃度とについてアッセイを行った。加えて、ＧＡＤ　Ａ
ｂ活性を、下記のように評価した。
【０１７６】
培養上清及びペリプラズム画分における組み換えＧＡＤ　Ａｂ活性の測定
　ＧＡＤに対するヒトモノクローナル抗体（４Ｂ４）との１２５Ｉ標識ＧＡＤ（ＲＳＲ　
Ｌｔｄ、英国カーディフ、ＣＦ２３　８ＨＥ）の結合を阻害するＧＡＤ　Ａｂ　Ｆａｂ調
製物の能力に基づくアッセイを使用した。このアッセイでは、ＧＡＤ　Ａｂアッセイ緩衝
液（１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、５０ｍｍｏｌ／ＬトリスＨＣｌｐＨ８．０、０．１
％ｖ／ｖ　Ｔｗｅｅｎ　２０、１ｇ／Ｌウシ血清アルブミン、０．５ｇ／Ｌ　ＮａＮ３）
において希釈した試験試料（５０μＬを重複して作成）を、１２５Ｉ標識ＧＡＤ（ＧＡＤ
Ａｂアッセイ緩衝液５０μＬ中３０，０００ｃｐｍ）と共に、室温で一時間培養した。そ
の後、４Ｂ４　ＩｇＧ　５０μＬ（ＧＡＤ　Ａｂアッセイ緩衝液中０．１μｇ／ｍＬ）を
追加し、室温で２４時間、培養を継続した。その後、固相プロテインＡ（ＧＡＤ　Ａｂア
ッセイ緩衝液中５０μＬ、ＲＳＲ　Ｌｔｄより）を追加し、４Ｂ４　ＩｇＧ－１２５Ｉ標
識ＧＡＤの複合物を沈殿させた（プロテインＡは、Ｆａｂ及び１２５Ｉ標識ＧＡＤの複合
物とは反応しない）。プロテインＡとの反応を室温で一時間継続させた後、遠心分離（１



(41) JP 5722927 B2 2015.5.27

10

20

30

40

50

５００ｇで３０分間、４℃）により沈殿物をペレットにし、ＧＡＤ　Ａｂアッセイ緩衝液
１ｍＬにより洗浄し、１２５Ｉを計数した。４Ｂ４　ＩｇＧが存在しない場合の１２５Ｉ
標識ＧＡＤ結合は、追加した総ｃｐｍの４乃至５％となった。
【０１７７】
ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１に対する抗イディオタイプ抗体の生成
　完全フロイントアジュバント内のｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ　５０μｇと、その２
５日後の不完全フロイントアジュバント内のｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ　５０μｇの
第二の注射と、脾臓除去四日前のｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ　５０μｇの更なる注射
とにより、生後六乃至八週間のＢＡＬＢ／ｃマウスに腹腔内で免疫付与した。抗体陽性マ
ウス（下記参照）からの脾臓細胞を、マウス骨髄腫細胞株、及びＴＳＨＲ　ＭＡｂのため
に上機能に分離されたモノクローナル抗体に融合させた。マウス血清及び細胞培養ウェル
内の抗イディオタイプ抗体のレベルは、ＴＳＨＲ被覆チューブと結合する１２５Ｉ－ｈＭ
Ａｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂの阻害によって測定した。特に、試験試料の重複６０μＬアリ
コート（アッセイ緩衝液：５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、１０ｍｍｏｌ／ＬトリスＨＣｌ
ｐＨ７．８、０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００により希釈）を、１２５Ｉ－ｈＭＡｂ　
ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ（アッセイ緩衝液において希釈された３００００ｃｐｍ）と共に、室
温で一時間培養した。混合物１００μＬを、開始緩衝液２０μＬ（上記参照）と共に、重
複ＴＳＨＲ被覆チューブ（ＲＳＲ　Ｌｔｄ）へ移動させ、室温で更に二時間、振動させて
培養を継続した。その後、チューブをアッセイ緩衝液２×１ｍＬで洗浄し、１２５Ｉを計
数した。ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１に反応する抗イディオタイプ抗体の存在は、標識ｈＭＡｂ
　ＴＳＨＲ１　ＦａｂのＴＳＨＲ被覆チューブとの結合を阻害する試験試料の能力から明
らかとなった。
【０１７８】
結果
　患者の血液２０ｍＬから取得したリンパ球（３０×１０６）を、マウスマクロファージ
の支持細胞層上のＥＢＶの上清２００μＬと共に、４８ウェルプレート上で、１ウェル当
たり１×１０６で平板培養した。ＥＢＶ感染後１１日目に、１２５Ｉ－ＴＳＨ結合の阻害
について上清をモニタした。一つのウェルでは、結合の阻害について陽性であることが確
認され、阻害のレベルは、１６日目には９０％の阻害を上回るまでに増加し、このレベル
は２４日目まで維持され、その後、低下した。培養物を拡張し、ＥＢＶ感染後２１、２３
、２６、及び２７日目にＫ６Ｈ６／Ｂ５細胞と融合させ、合計７回の融合実験を実施した
。各融合物を３×９６ウェルプレート（即ち、合計２１枚のプレート）で平板培養し、１

２５Ｉ－ＴＳＨ結合阻害活性を有する抗体を安定して生成する一つのウェルを取得した。
この後、三ラウンドの再クローニングを行い、ＴＳＨ受容体と結合する標識ＴＳＨを阻害
したヒトモノクローナル抗体を生成する単一のクローンを発生させた。このヒトモノクロ
ーナルＴＳＨ受容体自己抗体は、指定されたｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１となり、ラムダ軽鎖を
有するサブクラスＩｇＧ１に含まれた。
【０１７９】
　様々な濃度のｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧ及びＦａｂがＴＳＨ受容体と結合する標識
ＴＳＨを阻害する能力は、図１に図示されている。図１において確認できるように、こう
した調製物は、僅か１ｎｇ／ｍＬでＴＳＨ結合を阻害し、１０００ｎｇ／ｍＬでは９０％
を越える阻害が得られた。ＴＳＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧ及びＦａｂも、図２に図示し
たように、ＴＳＨ受容体によりトランスフェクションされたＣＨＯ細胞における環状ＡＭ
Ｐの生成を刺激した。ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧ及びＦａｂは、僅か１ｎｇ／ｍＬで
、環状ＡＭＰの強力な刺激を発生させた。同様のレベルの刺激は、０．１ｎｇ／ｍＬのブ
タＴＳＨ及び１０ｎｇ／ｍＬのヒトＴＳＨにより観察された。最初のリンパ球提供者から
の血清（リンパ球分離用の血液試料と同時に取得）がＴＳＨ受容体と結合する標識ＴＳＨ
を阻害する能力及びＴＳＨ受容体トランスフェクションＣＨＯにおける環状ＡＭＰ生成を
刺激する能力の比較は、図３に図示されている。ＴＳＨ結合の阻害は、５００倍に希釈し
た血清で検出でき、一方、環状ＡＭＰの刺激は、５０００倍に希釈した血清で検出できた
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。
【０１８０】
　１２５Ｉ標識ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧは、ＴＳＨ受容体被覆チューブに結合し、
スキャッチャード分析は、結合定数１０１０モル－１を示した。この結合は、（標識ＴＳ
Ｈ結合の阻害によって検出可能な）ＴＳＨ受容体自己抗体を有するグレーブス病患者から
の血清によって阻害された（表１）。１２５Ｉ標識ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂも、Ｔ
ＳＨ受容体被覆チューブに結合し（スキャッチャード分析による結合定数＝４．５×１０
１０モル－１）、この結合は、ＴＳＨ受容体自己抗体陽性のグレーブス血清によって阻害
された（表２）。加えて、界面活性剤可溶化調製物は、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１により被覆
したプラスチックチューブに結合可能であり、この結合は、ＴＳＨ受容体自己抗体を含有
する血清により阻害可能となった（表３）。
【０１８１】
　図４に図示したように、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１－ビオチンは、ＴＳＨ受容体被覆ＥＬＩ
ＳＡプレートに結合し、この結合は国際基準調製物ＮＩＢＳＣ９０／６７２及びグレーブ
ス病患者からの血清によって阻害された。結合の阻害は、健康な供血者からの血清では観
察されなかった。図３ａは、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１－ビオチンに基づいたＴＳＨＲ自己抗
体のアッセイと以前のアッセイとの比較のグラフ表示である。ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１－ビ
オチンに基づくアッセイの感度は、検出可能な国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２の濃度に
よれば明らかに優れている。これは、図３ｂに図示したグレーブス病患者７２人からの血
清の調査において確認された。健康な供血者の血清（ｎ＝１００）及び非甲状腺疾患の対
象者からの血清（ｎ＝４３）では、この調査において、それぞれｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１結
合の１０％までの阻害及びＴＳＨ結合の１１％までの阻害が発生した。
【０１８２】
　ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧは、ウェスタンブロット分析において、全長ＴＳＨ受容
体調製物とは反応せず、免疫沈降アッセイ及びＴＳＨ受容体ペプチドＥＬＩＳＡにおいて
も、３５Ｓ標識全長ＴＳＨ受容体と十分に反応しなかった。こうした反応性の欠如は、ｈ
ＭＡｂ　ＴＳＨＲ１がＴＳＨ受容体の直線エピトープではなく立体配座エピトープと反応
することを示している。
【０１８３】
　ｈＭＡｂ ＴＳＨＲ１を符号化する遺伝子の配列分析は、重鎖Ｖ領域の遺伝子がＶＨ５
ファミリであり、Ｄ遺伝子がＤ６－１３ファミリであり、Ｊ遺伝子がＪＨ５ファミリであ
ることを示し、軽鎖について、Ｖ遺伝子領域がＶＬ１－１１生殖細胞系に由来し、Ｊ遺伝
子領域がＪＬ３ｂ生殖細胞系に由来することを示した。重鎖ヌクレオチド及びアミノ酸配
列は、それぞれ図４及び５に図示されており、軽鎖ヌクレオチド及びアミノ酸配列は、そ
れぞれ図６及び７に図示されている。こうした配列は、縮重したＰＣＲプライマを使用し
て決定したＨＣ及びＬＣヌクレオチド配列の精緻化である。特に、ヌクレオチド１１５乃
至１２０に関するＨＣ配列決定のアーチファクトが特定された。配列決定では、ｃａｃｇ
ｔｇ（アミノ酸Ｈｉｓ　Ｖａｌへ転写）を示したが、結晶構造では、より高い信頼性で、
アミノ酸ＧｌｎＬｅｕ（ｃａｇｃｔｇとなる塩基に対応）を示した。結晶構造分析は、特
に縮重ＰＣＲプライマ領域において、ＨＣ及びＬＣ由来アミノ酸配列の精緻化も可能にし
た。ＬＣの場合、アミノ酸２は、ＲＴ－ＰＣＲではＰｒｏとされたが、結晶構造からはＴ
ｈｒとなった。ＨＣの場合、アミノ酸２は、ＲＴ－ＰＣＲではＭｅｔとされたが、結晶構
造からはＶａｌとなった。
【０１８４】
　標識ＴＳＨ結合の阻害に関する、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧ調製物とＴＳＨ受容体
自己抗体の国際標準との活性の比較は、表５に示している。これにより、ｈＭＡｂ　ＴＳ
ＨＲ１　ＩｇＧの比活性は、アッセイを血清において実施した時には蛋白質１ｍｇ当たり
ＮＩＢＳＣ９０／６７２　１３８単位、アッセイをアッセイ緩衝液において実施した時に
は１ｍｇ当たり１６３単位になると推定可能である（二値の平均＝１５０単位／ｍｇ）。
ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ調製物は、血清及びアッセイ緩衝液中において、それぞれ
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１ｍｇ当たり２８８及び３０９単位となった（二値の平均＝３００単位／ｍｇ）。表６は
、リンパ球提供者の血清及び提供者の血清ＩｇＧの同様の分析を示している。確認できる
ように、提供者の血清は、平均０．３８単位／ｍＬのＮＩＢＳＣ９０／６７２を含み（血
清及びアッセイ緩衝液において、それぞれ０．３６及び０．４）、提供者の血清ＩｇＧは
蛋白質１ｍｇ当たり０．０５９単位の平均比活性を有する。こうした結果は、表７にまと
められており、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１ＩｇＧの比活性（１５０単位／ｍｇ）との比較は、
ＴＳＨ結合の阻害に関して、モノクローナル自己抗体ＩｇＧがリンパ球提供者の血清Ｉｇ
Ｇの２５００倍の活性を有することを示す。
【０１８５】
　ＴＳＨ受容体によりトランスフェクションされたＣＨＯ細胞における環状ＡＭＰの刺激
に関する、様々なＩｇＧ及び血清調製物の活性の初期評価も、表７に示している。環状Ａ
ＭＰの刺激のアッセイは、アッセイ内とアッセイ間とにおける大きな可変性を特徴とする
。これは、９６ウェルプレートに最初に接種した細胞の数及び質のばらつきと、その後の
４８時間の接種細胞の成長速度のばらつきとを含む、いくつかの要素に関連する。そのた
め、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧ及びＦａｂ、リンパ球提供者の血清及び血清ＩｇＧ、
及びＮＩＢＳＣ９０／６７２のアッセイは、反復して実施し、その結果は表８にまとめて
いる。ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧの比活性は、刺激アッセイにおいて、リンパ球提供
者の血清ＩｇＧの０．１単位と比較して、１ｍｇ当たり３１８単位となり、即ち、モノク
ローナル自己抗体ＩｇＧは、環状ＡＭＰ生成の刺激に関して、提供者の血清ＩｇＧの約３
０００倍の活性を有した。この値は、ＴＳＨ結合阻害の測定で観察された２５００倍の値
との妥当な一致を示している（上記と表５及び６とを参照）。表９は、ｈＭＡｂ　ＴＳＨ
Ｒ１　ＩｇＧ及びＦａｂとリンパ球提供者の血清ＩｇＧＴＳＨ受容体刺激作用の更なる分
析を示している。
【０１８６】
　ＴＳＨ受容体を発現するＣＨＯ細胞における環状ＡＭＰの生成の刺激に対するブタＴＳ
Ｈ及びｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧの影響は、表１０に示す結果から確認できるように
、加法的なものとなった。
【０１８７】
　基準調製物ＮＩＢＳＣ９０／６７２による環状ＡＭＰ刺激アッセイにおいて観察された
代表的な結果は、表１１に示している。
【０１８８】
　表１２及び１３は、それぞれ標識ＴＳＨ結合の阻害及び環状ＡＭＰ生成の刺激に関する
様々なＥ．ｃｏｌｉ培養上清の作用を示している。両Ｅ．ｃｏｌｉ株の（ｈＭＡｂＴＳＨ
Ｒ１プラスミドによる）形質転換及びＩＰＴＧ誘導培養物は、ＴＳＨ結合の有効な阻害物
質（表１２）及び環状ＡＭＰ生成の強力な刺激物資（表１３）として機能する十分な量の
組み換えｈＭＡｂＴＳＨＲ Ｆａｂを生成した。（非形質転換細胞及び形質転換済み非誘
導細胞からの）対照培養上清は、検出可能なレベルの結合阻害（表１２）又は刺激（表１
３）活性を生成しなかった。
【０１８９】
　更なる対照実験では、ＧＡＤに対するヒトモノクローナル抗体（４Ｂ４）のＨＣ及びＬ
Ｃのクローニング及び発現によって生成した組み換えヒト抗体Ｆａｂについて分析した。
培養上清及びペリプラズム画分の分析は、組み換え４Ｂ４Ｆａｂが検出可能なＴＳＨ結合
の阻害活性（表１４及び１５）又はＴＳＨＲ刺激活性（表１６及び１７）を有していない
ことを示した。更に、（ａ）ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＨＣ及び４Ｂ４　ＬＣと、（ｂ）ｈ
ＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＬＣ及び４Ｂ４　ＨＣとで構成されるハイブリッドＦａｂは、いず
れのアッセイでもＴＳＨＲとの相互作用を示さなかった（表１４乃至１７）。こうした様
々な組み換えＦａｂ調製物におけるＧＡＤ　Ａｂ活性のアッセイでは、４Ｂ４　ＨＣ及び
４Ｂ４ＬＣにより形質転換した細胞におけるＧＡＤ Ａｂの発現のみが検出可能となった
（表１８及び１９）。組み換えｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂは、検出可能なＧＡＤ　Ａ
ｂ活性を示さず、４Ｂ４とｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＨＣ及びＬＣとの混合物で構成される



(44) JP 5722927 B2 2015.5.27

10

20

30

40

50

組み換えＦａｂハイブリッドも同様となった（表１８及び１９）。
【０１９０】
　ＴＳＨＲによりトランスフェクションされたＣＨＯ細胞における環状ＡＭＰ生成を刺激
するｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１の能力は、ＴＳＨアンタゴニストとして機能するＴＳＨＲ自己
抗体を含む患者の血清によって阻害された（図８）。加えて、ＴＳＨＲに対するマウスモ
ノクローナル抗体（９Ｄ３３）は、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１の刺激活性を遮断可能（表２０
）となった一方で、別のＴＳＨＲマウスＭＡｂ（２Ｂ４）は効果がなかった。しかしなが
ら、２Ｂ４は、９Ｄ３３のようにＴＳＨの刺激活性を遮断できた（表２１）。表２２は、
ＴＳＨＲプラスチックチューブとの１２５Ｉ標識ＴＳＨ及び１２５Ｉ標識ｈＭＡｂ　ＴＳ
ＨＲ１の結合を阻害する２Ｂ４及び９Ｄ３３の能力を示している。９Ｄ３３は、標識ＴＳ
Ｈの結合と標識ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１の結合とを極めて効果的に阻害できた（１０μｇ／
ｍＬで５０％を越える阻害）。２Ｂ４は、ＴＳＨＲと結合する標識ＴＳＨの有効な阻害物
質（１μｇ／ｍＬで８０％を越える阻害）となったが、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１の結合（１
μｇ／ｍＬで１１％の阻害）又は９Ｄ３３の結合（１μｇ／ｍＬで２２％の阻害）に対し
ては小さな効果のみを有した。ＴＳＨＲ被覆チューブに対する標識９Ｄ３３の結合は、Ｔ
ＳＨＲ自己抗体を含有するグレーブス病患者の血清によって阻害され（ＴＳＨＲに結合す
る標識ＴＳＨの阻害によって測定）、一方、健康な供血者の血清と、他の自己免疫疾患患
者からの血清とは、殆ど又は全く効果がなかった（表２３）。ＴＳＨＲに結合する標識９
Ｄ３３は、ＴＳＨアゴニスト又はアンタゴニスト特性を有するＴＳＨＲ自己抗体（表２４
）と、国際標準ＮＩＢＳＣ９０／６７２（表２５）とによって阻害された。スキャッチャ
ード分析は、プラスチックチューブ上に被覆したＴＳＨ受容体に対して、９Ｄ３３及び２
Ｂ４がそれぞれ２×１０１０モル－１及び１×１０１０モル－１の親和性を有することを
示した。
【０１９１】
　ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂによるマウスの免疫付与では、ＴＳＨＲと結合するＦａ
ｂの能力を阻害するような形でｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂと結合可能なマウス血清中
の抗体（ポリクローナル抗体）の生成が生じた（表２６）。更に、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１
　Ｆａｂにより免疫付与されたマウスの脾臓細胞から生成されたモノクローナル抗体は、
ＴＳＨＲと結合するＦａｂを阻害することが可能となった（表２７）。
【０１９２】
　我々の分析全体は、ヒトモノクローナル自己抗体ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１がリンパ球提供
者血清中のＴＳＨ受容体自己抗体のＴＳＨ受容体結合及び甲状腺刺激特性を有することを
示している。上で詳述したように、モノクローナル抗体は、組み換えＦａｂ調製物として
も生成された。
【０１９３】
結論
　（ａ）我々は、提供患者血清中のＴＳＨ受容体自己抗体と同様の特性を有するＴＳＨ受
容体に対するヒトモノクローナル自己抗体を生成した。モノクローナル抗体は、組み換え
Ｆａｂ調製物としても生成された。
【０１９４】
　（ｂ）モノクローナル抗体ＩｇＧ及びＦａｂと組み換えＦａｂ調製物とは、強力な甲状
腺刺激物質であり、ＴＳＨ受容体と結合する標識ＴＳＨの有効な阻害物質である。
【０１９５】
　（ｃ）標識ＭＡｂ　ＩｇＧ及びＦａｂ調製物とＴＳＨ受容体との結合は、グレーブス病
患者からのＴＳＨ受容体自己抗体陽性血清によって阻害されるが、健康な供血者の血清又
は他の自己免疫疾患患者からの血清では阻害されない。ＴＳＨ受容体と結合する標識ｈＭ
Ａｂ　ＴＳＨＲ１の阻害に基づくＴＳＨＲ自己抗体のアッセイシステムは、今までに説明
された他のアッセイよりも感度が高い。
【０１９６】
　（ｄ）ＴＳＨアンタゴニストとして機能するＴＳＨ受容体自己抗体と、ＴＳＨアゴニス
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ＳＨＲ１を阻害する。
【０１９７】
　（ｅ）プラスチックチューブ上に被覆されたｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１調製物は、ＴＳＨ受
容体と結合し、この結合は、様々な患者の血清中のＴＳＨ受容体自己抗体によって阻害さ
れる。
【０１９８】
　（ｆ）ＴＳＨＲと結合するｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１を阻害するマウスモノクローナル抗体
（９Ｄ３３）は、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１及びＴＳＨの刺激活性を遮断することも確認され
た。
【０１９９】
　（ｇ）ＴＳＨ受容体と結合するのを阻害するような形でｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１と結合す
るｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１に対するマウスポリクローナル及びモノクローナル抗体を生成し
た。したがって、こうした抗イディオタイプ抗体は、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１についてＴＳ
ＨＲと競合し、これにより、ＴＳＨＲ自己抗体の結合対象が必要な用途において、ＴＳＨ
Ｒの有用な代替となり得る。
【０２００】
　（ｈ）こうした結果は、ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１及び／又はその誘導体及び／又はその競
合対象を、以下においてＴＳＨの代用として使用できることを示す。
【０２０１】
　（ｉ）ＴＳＨ受容体自己抗体、ＴＳＨ、及び関連リガンドのアッセイ
　（ｉｉ）ＴＳＨアゴニスト又はＴＳＨアンタゴニスト活性の提供が関与する様々なｉｎ
ｖｉｖｏ用途
　（ｉｉｉ）新型のＴＳＨ受容体自己抗体結合部位の特定及び提供
 
　表１　ＴＳＨ受容体と結合する１２５Ｉ標識ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧに対する患
者血清の影響、及びＴＳＨ受容体と結合する１２５Ｉ標識ＴＳＨに対する影響との比較
【０２０２】
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【表１】

　Ｇ１乃至Ｇ１１は、グレーブス病の病歴を有する患者からの血清である。
【０２０３】
　Ｇ９の血清は、高レベルのＴＳＨ遮断を有する（即ち、ＴＳＨアンタゴニスト活性）。
【０２０４】
　Ｇ１０及びＧ１１は、高レベルの甲状腺刺激活性を有する。
【０２０５】
　Ｇ１０は、リンパ球提供者の血清である。
【０２０６】
　／１０、／２０等は、健康な供血者の血清プールでの希釈係数を示す。
【０２０７】
　Ｎ１乃至Ｎ１０は、健康な供血者からの血清である。
【０２０８】
　Ｄ１は、一型糖尿病患者からのものである（グルタミン酸デカルボキシラーゼに対する
自己抗体について陽性）。
【０２０９】
　Ａ１及びＡ２は、アジソン病患者からのものである（ステロイド２１－ヒドロキシラー
ゼ自己抗体について陽性）。
【０２１０】
　健康な供血者の血清プールが存在する場合、１２５Ｉ標識ＭＡｂ　ＩｇＧの約２５％が
ＴＳＨＲ被覆チューブと結合した。
 
　表２　ＴＳＨ受容体と結合する１２５Ｉ標識ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂに対する患
者血清の影響、及びＴＳＨ受容体と結合する１２５Ｉ標識ＴＳＨに対する影響との比較
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【０２１１】
【表２】

 
【０２１２】
　表３　ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂにより被覆したプラスチックチューブとのＴＳＨ
Ｒの結合、及びＴＳＨＲ自己抗体を含有する血清によるＴＳＨＲ結合の阻害
【０２１３】

【表３】

　１　ＴＳＨＲ結合は、ＴＳＨＲＣ末端に対する１２５Ｉ標識マウスモノクローナル抗体
を使用して検出し、総ｃｐｍ＝１チューブ当たり３９，０００とした。
【０２１４】
　表４　ＴＳＨＲにより被覆したＥＬＩＳＡプレートウェルとのビオチン標識ｈＭＡｂ　
ＴＳＨＲ１及びビオチン標識ＴＳＨの結合に対する患者血清試料の影響
【０２１５】
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【表４】

　ＨＢＤ＝健康な供血者の血清
　Ｕ／ｍＬは、ＮＩＢＳＣ９０／６７２の単位である。
【０２１６】
　血清Ｐ１乃至Ｐ７は、グレーブス病患者からのものである。
【０２１７】
　表５　ＷＨＯ基準調製物ＮＩＢＳＣ９０／６７２とｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１ＩｇＧ及びＦ
ａｂ調製物とによるＴＳＨ結合の阻害
【０２１８】
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【表５】

　１　健康な供血者の血清プールで、この血清プールのみが存在する場合、総ｃｐｍの１
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４．９％がＴＳＨＲと結合した。緩衝液のみが存在する場合、総ｃｐｍの１４．７％がＴ
ＳＨＲと結合した。
【０２１９】
　２　２Ｇ４は、甲状腺ペロキシダーゼに対するヒトモノクローナル自己抗体である。
【０２２０】
　表６　リンパ球提供者の血清及び提供者の血清ＩｇＧによるＴＳＨ結合の阻害
【０２２１】
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【表６】

　１　健康な供血者の血清プールで、この血清プールのみが存在する場合、総ｃｐｍの１
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４．７％がＴＳＨＲと結合した。緩衝液のみが存在する場合、総ｃｐｍの１６．３％がＴ
ＳＨＲと結合した。
　２　記載の単位は、ＮＩＢＳＣ９０／６７２国際ＴＳＨＲ自己抗体基準調製物である。
【０２２２】
　表７　ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１とリンパ球提供者の血清及びＩｇＧ調製物との比活性
【０２２３】
【表７】

　１　記載の単位はＮＩＢＳＣ９０／６７２である。
　２　値は、血清及びアッセイ緩衝液において得られた結果の平均である（表５及び６参
照）。
【０２２４】
　表８　いくつかの環状ＡＭＰ刺激アッセイにおいて決定されたｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１と
リンパ球提供者の血清及び血清ＩｇＧとの比活性の概要
【０２２５】
【表８】

【０２２６】
　表９　環状ＡＭＰ刺激アッセイにおけるｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧ及びＦａｂとリ
ンパ球提供者の血清ＩｇＧとの影響の更なる分析
【０２２７】
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【表９】

　１　２Ｇ４は、甲状腺ペロキシダーゼに対するヒトモノクローナル自己抗体である。
【０２２８】
　表１０　環状ＡＭＰ刺激アッセイにおけるＴＳＨ及びｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧの
相加効果
【０２２９】
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【表１０】

　１　記載の値は、厳密に一致する重複した決定での平均である。
【０２３０】
　表１１　環状ＡＭＰ刺激アッセイにおけるＮＩＢＳＣ９０／６７２の影響
【０２３１】
【表１１】

 
【０２３２】
　表１２　二種類のＥ　ｃｏｌｉ株（ＸＬ１－Ｂｌｕｅ　ＭＲＦ’及びＨＢ２１５１細胞
）において発現される組み換えｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂによる、ＴＳＨＲ被覆チュ
ーブと結合する１２５Ｉ－ＴＳＨの阻害
【０２３３】
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【表１２】

　１　アッセイ緩衝液＝５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ　トリスＨＣｌ
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　ｐＨ７．８
　２　全ての希釈は、アッセイ緩衝液におけるものである。
　３　結合の阻害は、次の式を使用して計算した。
【０２３４】
【数１】

　Ａ＝試験試料が存在する場合の結合
　Ｂ＝アッセイ緩衝液が存在する場合の結合
【０２３５】
　表１３　二種類のＥ　ｃｏｌｉ株（ＸＬ１－Ｂｌｕｅ　ＭＲＦ’及びＨＢ２１５１細胞
）において発現される組み換えｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂによる、ＴＳＨＲによって
トランスフェクションしたＣＨＯ細胞におけるｃＡＭＰ生成の刺激
【０２３６】
【表１３】
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　１　アッセイ緩衝液＝１ｇ／Ｌグルコースと、２０ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓと、２２２
ｍｍｏｌ／Ｌスクロースと、１５ｇ／Ｌウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）と、０．５ｍｍｏ
ｌ／Ｌ　２イソブチル－１－メチルキサンチンｐＨ７．４と、を含有するハンクの緩衝食
塩溶液（ＮａＣｌなし）
　２　アッセイ緩衝液における希釈
　３　基礎値＝アッセイ緩衝液のみが存在する場合に生成されるｃＡＭＰ
【０２３７】
　表１４　組み換えｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ、組み換え４Ｂ４　Ｆａｂ（ＧＡＤに
対するヒトＭＡｂ）、及び組み換えハイブリッドＦａｂ（二つのＦａｂのＨＣ及びＬＣの
混合）による、ＴＳＨＲ被覆チューブと結合する１２５Ｉ－ＴＳＨの阻害。Ｅ　ｃｏｌｉ
　ＨＢ２１５１細胞における発現
ペリプラズム画分のアッセイ
【０２３８】
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【表１４】

　１　結合の阻害は、次の式を使用して計算した。
【０２３９】

【数２】
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　Ａ＝試験試料が存在する場合の１２５Ｉ－ＴＳＨ結合％
　Ｂ＝アッセイ緩衝液が存在する場合の１２５Ｉ－ＴＳＨ結合％
　ａ　非誘導細胞におけるＴＳＨＲ　Ａｂ活性の検出は、ＩＰＴＧが存在しない場合にＦ
ａｂの低レベルの発現を提供するプロモータの構成的活性によるものとした。
【０２４０】
　ｕｄ＝検出不可
【０２４１】
　表１５　組み換えｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ、組み換え４Ｂ４　Ｆａｂ（ＧＡＤに
対するヒトＭＡｂ）、及び組み換えハイブリッドＦａｂ（二つのＦａｂのＨＣ及びＬＣの
混合）による、ＴＳＨＲ被覆チューブと結合する１２５Ｉ－ＴＳＨの阻害。Ｅ　ｃｏｌｉ
　ＨＢ２１５１細胞における発現
培養上清のアッセイ
【０２４２】
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【表１５】

　１　表１４の脚注参照
　ｕｄ＝検出不可
【０２４３】
　表１６　組み換えｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ、組み換え４Ｂ４　Ｆａｂ（ＧＡＤに
対するヒトＭＡｂ）、及び組み換えハイブリッドＦａｂ（二つのＦａｂのＨＣ及びＬＣの
混合）による、ＴＳＨＲによってトランスフェクションしたＣＨＯ細胞における環状ＡＭ
Ｐ生成の刺激。Ｅ　ｃｏｌｉ　ＨＢ２１５１細胞における発現
培養上清のアッセイ
【０２４４】
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【表１６】

　１　アッセイ緩衝液：１ｇ／Ｌグルコースと、２０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｈｅｐｅｓと、２２
２ｍｍｏｌ／Ｌスクロースと、１５ｇ／Ｌウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）と、０．５ｍｍ
ｏｌ／Ｌ　２イソブチル－１－メチルキサンチン　ｐＨ７．４と、を含有するハンクの緩
衝食塩溶液（ＮａＣｌなし）
　２　アッセイ緩衝液における希釈
　３　基礎値＝アッセイ緩衝液のみが存在する場合に生成される環状ＡＭＰ
　ａ　非誘導細胞における環状ＡＭＰ刺激活性の検出は、ＩＰＴＧが存在しない場合にＦ
ａｂの低レベルの発現を提供するプロモータの構成的活性によるものとした。総組み換え
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Ｆａｂレベルは検出不可だったが（検出限界＝５乃至１０ｎｇ／ｍＬ）、環状ＡＭＰ刺激
アッセイは、僅か０．３ｎｇ／ｍＬのｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂを検出可能である。
【０２４５】
　ｕｄ＝検出不可
【０２４６】
　表１７　組み換えｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ、組み換え４Ｂ４　Ｆａｂ（ＧＡＤに
対するヒトＭＡｂ）、及び組み換えハイブリッドＦａｂ（二つのＦａｂのＨＣ及びＬＣの
混合）による、ＴＳＨＲによってトランスフェクションしたＣＨＯ細胞における環状ＡＭ
Ｐ生成の刺激。Ｅ　ｃｏｌｉ　ＨＢ２１５１細胞における発現
ペリプラズム画分のアッセイ
【０２４７】
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【表１７】

　ｕｄ＝検出不可；　１、２、３　表１６の脚注参照
　ａ　非誘導細胞におけるＴＳＨＲＡｂ活性の検出は、ＩＰＴＧが存在しない場合に低レ
ベルの発現を提供するプロモータの構成的活性によるものとした。
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【０２４８】
　表１８　組み換えｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ、組み換え４Ｂ４　Ｆａｂ、及び組み
換えハイブリッドＦａｂ（二つのＦａｂのＨＣ及びＬＣの混合）による、１２５Ｉ－ＧＡ
Ｄと結合する４Ｂ４　ＩｇＧ（ＧＡＤに対するハイブリドーマ生成ヒトＭＡｂ）の阻害。
Ｅ　ｃｏｌｉ　ＨＢ２１５１細胞における発現
ペリプラズム画分のアッセイ
【０２４９】
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【表１８】

　１　結合の阻害は、次の式を使用して計算した。
【０２５０】
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【数３】

　Ａ＝試験試料が存在する場合の１２５Ｉ－ＧＡＤ結合
　Ｂ＝アッセイ緩衝液が存在する場合の１２５Ｉ－ＧＡＤ結合
　ｕｄ＝検出不可
【０２５１】
　表１９　組み換えｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ、組み換え４Ｂ４　Ｆａｂ、及び組み
換えハイブリッドＦａｂ（二つのＦａｂのＨＣ及びＬＣの混合）による、１２５Ｉ－ＧＡ
Ｄと結合する４Ｂ４　ＩｇＧ（ＧＡＤに対するハイブリドーマ生成ヒトＭＡｂ）の阻害。
Ｅ　ｃｏｌｉ　ＨＢ２１５１における発現
培養上清のアッセイ
【０２５２】
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【表１９】

　１　表１８の脚注参照
　ｕｄ＝検出不可
【０２５３】
　表２０　ＴＳＨＲを発現するＣＨＯ細胞における環状ＡＭＰ生成のｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ
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１誘導刺激における、ＴＳＨＲに対するマウスモノクローナル抗体の影響
【０２５４】
【表２０】

　１　全ての希釈は、アッセイ緩衝液（１ｇ／Ｌグルコースと、２０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｈｅ
ｐｅｓと、２２２ｍｍｏｌ／Ｌスクロースと、１５ｇ／Ｌウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）
と、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　２イソブチル－１－メチルキサンチン　ｐＨ７．４と、を含有
するハンクの緩衝食塩溶液（ＮａＣｌなし））において行った。
　２　基礎値＝アッセイ緩衝液のみが存在する場合の環状ＡＭＰ生成
　３　２Ｇ２は、サイログロブリンに対するマウスモノクローナル抗体である（１００μ
ｇ／ｍＬのＩｇＧ調製物）。
　４　２Ｂ４及び９Ｄ３３は、ＴＳＨＲに対するマウスモノクローナル抗体である（１０
０μｇ／ｍＬのＩｇＧ調製物）。
【０２５５】
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　表２１　ＴＳＨＲを発現するＣＨＯ細胞における環状ＡＭＰ生成のｐＴＳＨ誘導刺激に
おける、ＴＳＨＲに対するマウスモノクローナル抗体の影響
【０２５６】
【表２１】

　１、２、４　表２０の脚注参照。個々の実験では、サイログロブリンに対する対照マウ
スＭＡｂ（２Ｇ２　ＩｇＧ１００μｇ／ｍＬ）は、環状ＡＭＰ生成のｐＴＳＨ（０．５ｎ
ｇ／ｍＬ）刺激に対する影響を有していないことが明らかとなった（ｐＴＳＨ及びアッセ
イ緩衝液＝１２．７×基礎値、ｐＴＳＨ及び２Ｇ２＝１１．７×基礎値）。
【０２５７】
　表２２　様々なＭＡｂによる、ＴＳＨＲ被覆チューブと結合する１２５Ｉ－ＴＳＨ、１

２５Ｉ－ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１、又は１２５Ｉ－９Ｄ３３の阻害
【０２５８】
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【表２２】

　１　全ての希釈は、健康な供血者の血清プール（ＨＢＤプール）におけるものである。
　２　結合の阻害は、次の式を使用して計算した。
【０２５９】

【数４】

　Ａ＝試験試料が存在する場合の結合％
　Ｂ＝アッセイ緩衝液が存在する場合の結合％
　サイログロブリンに対する対照マウスＭＡｂ（２Ｇ２　０．００１乃至１００μｇ／ｍ
Ｌ）は、標識ＴＳＨ、ｈＭＡｂＴＳＨＲ１、又は９Ｄ３３の結合に影響しなかった。
【０２６０】
　表２３　ＴＳＨＲ被覆チューブと結合する１２５Ｉ－９Ｄ３３及び１２５Ｉ－ＴＳＨに
対する患者血清の影響
【０２６１】
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【表２３】

　１　ＨＢＤプール＝健康な供血者の血清プール
　Ｇ１乃至Ｇ２０は、グレーブス病患者からの血清である。
　Ｄ１及びＤ２は、一型糖尿病患者からのものである（グルタミン酸デカルボキシラーゼ
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に対する自己抗体について陽性）。
　Ａ１及びＡ２は、アジソン病患者からのものである（ステロイド２１－ヒドロキシラー
ゼ自己抗体について陽性）。
　Ｎ１乃至Ｎ９は、健康な供血者からの血清である。
　２　結合の阻害は、次の式を使用して計算した。
【０２６２】
【数５】

　Ａ＝試験血清が存在する場合の結合％
　Ｂ＝健康な供血者の血清プールが存在する場合の結合％
【０２６３】
　表２４　ＴＳＨＲ被覆チューブと結合する１２５Ｉ－９Ｄ３３に対する、ＴＳＨアゴニ
スト及びＴＳＨアンタゴニスト活性を有する患者血清の影響
【０２６４】
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【表２４】

　１　ＨＢＤプール＝健康な供血者の血清プールであり、試験血清は、このプールにおい
て希釈した。
　血清Ａ及びＢは、ＴＳＨアンタゴニスト活性を有する。
　血清Ｃ及びＤは、ＴＳＨアゴニスト活性を有する。
　２　結合の阻害は、表２３で使用した式により計算した。
【０２６５】
　表２５　ＴＳＨＲ被覆チューブと結合する１２５Ｉ－９Ｄ３３及び１２５Ｉ－ＴＳＨに
対するＮＩＢＳＣ９０／６７２の影響
【０２６６】
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【表２５】

　１　９０／６７２は、健康な供血者の血清プールにおいて希釈した。
　２　結合の阻害は、表２３で使用した式により計算した。
【０２６７】
　表２６　ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂにより免疫付与したマウスからの血清中のポリ
クローナルｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１抗イディオタイプ抗体による、ＴＳＨＲ被覆チューブと
結合する１２５Ｉ－ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂの阻害
【０２６８】
【表２６】

　１　試験試料は、アッセイ緩衝液において希釈した。アッセイ緩衝液が存在する場合の
結合は、４３％となった。
　２　結合の阻害は、次の式を使用して計算した。
【０２６９】

【数５】

　Ａ＝試験試料が存在する場合の１２５Ｉ－ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ結合％
　Ｂ＝アッセイ緩衝液が存在する場合の１２５Ｉ－ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂ結合％
【０２７０】
　表２７　マウスモノクローナル抗イディオタイプ抗体７Ｅ５１　ＩｇＧによる、ＴＳＨ
Ｒ被覆チューブと結合する１２５Ｉ－ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　Ｆａｂの阻害
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【０２７１】
【表２７】

　１　表２６の脚注参照
【図面の簡単な説明】
【０２７２】
【図１】ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧ及びＦａｂによる、ＴＳＨＲ被覆チューブと結合
する標識ＴＳＨの阻害を示す図。
【図２】ｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧ及びＦａｂと、ブタＴＳＨ（７０単位／ｍｇ、ｐ
ＴＳＨ）と、組み換えヒトＴＳＨ（６．７単位／ｍｇ、ｈＴＳＨ）と、対照モノクローナ
ル抗体（ＭＡｂ：甲状腺ペロキシダーゼに対するヒトモノクローナル自己抗体（２Ｇ４）
）との甲状腺刺激活性を示す図。
【図３】ＴＳＨＲと結合するＴＳＨの阻害と、ＴＳＨＲトランスフェクションＣＨＯ細胞
における環状ＡＭＰの刺激とに対する、リンパ球提供者の血清の影響を示す図。
【図３ａ】本発明によるＴＳＨＲ自己抗体のためのＥＬＩＳＡと、以前のアッセイとの比
較した図。
【図３ｂ】本発明によるＴＳＨＲ自己抗体のためのＥＬＩＳＡと、J Bolton, J sanders,
 Y Oda, C Chapman, R Konno, J Furmaniak and B Rees Smith、「ＥＬＩＳＡによる甲状
腺刺激ホルモン受容体自己抗体の測定」、Clinical Chemistry, 1999 volume 45 pp 2285
-2287に基づくＥＬＩＳＡとの比較した図。
【図４】以下と共に、ｈＭａｂ　ＴＳＨＲ１重鎖ヌクレオチド配列を、隣接定常領域と併
せて示す図
【図４ａ】ヌクレオチド配列自体を記載する図
【図４ｂ】ＰＣＲプライマ、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を注記
したヌクレオチド配列を記載する図
【図５】以下と共に、ｈＭａｂ　ＴＳＨＲ１重鎖アミノ酸配列を、隣接定常領域と併せて
示す図
【図５ａ】アミノ酸配列自体を記載する図
【図５ｂ】ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を注記したアミノ酸配列
を記載する図
【図６】以下と共に、ｈＭａｂ　ＴＳＨＲ１軽鎖ヌクレオチド配列を示す図
【図６ａ】ヌクレオチド配列自体を記載する図
【図６ｂ】ＰＣＲプライマ、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、及びＣＤＲＩＩＩ領域を注記したヌ
クレオチド配列を記載する図
【図７】以下と共に、ｈＭａｂ　ＴＳＨＲ１軽鎖アミノ酸配列を示す図
【図７ａ】アミノ酸配列自体を記載する図
【図７ｂ】ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、及びＣＤＲＩＩＩ領域を注記したアミノ酸配列を記載
する図
【図８】ｐＴＳＨとｈＭＡｂ　ＴＳＨＲ１　ＩｇＧとＦａｂによるｃｙｃｌｉｃ　ＡＭＰ
産生刺激に対する２患者血清の効果を示す図。
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【図９】以下と共に、９Ｄ３３重鎖ヌクレオチド配列を、隣接定常領域と併せて示す図
【図９ａ】ヌクレオチド配列自体を記載する図
【図９ｂ】ＰＣＲプライマ、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を注記
したヌクレオチド配列を記載する図
【図１０】以下と共に、９Ｄ３３重鎖アミノ酸配列を、隣接定常領域と併せて示す図
【図１０ａ】アミノ酸配列自体を記載する図
【図１０ｂ】ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を注記したアミノ酸配
列を記載する図
【図１１】以下と共に、９Ｄ３３軽鎖ヌクレオチド配列を示す図
【図１１ａ】ヌクレオチド配列自体を記載する図
【図１１ｂ】ＰＣＲプライマ、ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を注
記したヌクレオチド配列を記載する図
【図１２】以下と共に、９Ｄ３３軽鎖アミノ酸配列を示す図
【図１２ａ】アミノ酸配列自体を記載する図
【図１２ｂ】ＣＤＲＩ、ＣＤＲＩＩ、ＣＤＲＩＩＩ、及び定常領域を注記したアミノ酸配
列を記載する図

【図１】 【図２】
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