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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　バセドウ病を診断するための診断キットであって、

　甲状腺刺激ホルモンレセプター抗体に結合する標識化抗 IgM抗体と、

　前記甲状腺刺激ホルモンレセプター抗体に結合する標識化抗 IgG抗体と、を有し、

　前記甲状腺刺激ホルモンレセプター抗体に対する前記抗 IgM抗体の結合量と前記抗 IgG抗

体の結合量の比をバセドウ病の病態指標として示す、診断キット。

【請求項２】

　前記甲状腺刺激ホルモンレセプター抗体に対する前記抗 IgM抗体の結合量と前記抗 IgG抗

体の結合量の比の変化と、前記抗 IgG抗体の結合量の変化をバセドウ病の病態指標として

示す、請求項１に記載の診断キット。

【請求項３】

　前記標識化抗 IgM抗体と標識化抗 IgG抗体は、酵素、蛍光物質、ビオチン、呈色標識物質

及び放射性物質からなる群より選択される標識物質で標識化されている、請求項１又は２

に記載の診断キット。

【請求項４】

　甲状腺刺激ホルモンレセプタータンパク質と、

　前記甲状腺刺激ホルモンレセプタータンパク質に特異的に結合する抗体を更に有する、

請求項１から３のいずれかに記載の診断キット。

【請求項５】
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　 前 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 対 す る 各 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る た め の 支 持 手

段 を 更 に 有 す る 、 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 支 持 手 段 は 、 １ 又 は 複 数 の ウ ェ ル を 備 え る プ レ ー ト で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 診 断

キ ッ ト 。

【 請 求 項 ７ 】

　 バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 の 検 出 方 法 で あ っ て 、

(a)　 被 験 体 で あ る 哺 乳 動 物 の 体 液 試 料 中 の 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 を 、 前 記

甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 結 合 す る 標 識 化 抗 IgM抗 体 を 用 い て 検 出 す る 検 出 工

程 と 、

(b)　 前 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 を 、 前 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗

体 に 結 合 す る 標 識 化 抗 IgG抗 体 を 用 い て 検 出 す る 検 出 工 程 と 、

(c)　 前 記 標 識 化 抗 IgM抗 体 と 前 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 と の 結 合 量 を 測 定 す

る 測 定 工 程 と 、

(d)　 前 記 標 識 化 抗 IgG抗 体 と 前 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 と の 結 合 量 を 測 定 す

る 測 定 工 程 と 、

(e)　 前 記 標 識 化 抗 IgG抗 体 に 関 す る 前 記 結 合 量 と 前 記 標 識 化 抗 IgM抗 体 に 関 す る 前 記 結 合

量 の 比 を 算 出 す る 算 出 工 程 と 、 を 有 す る 、 検 出 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

(f)　 前 記 被 験 体 か ら 以 前 に 算 出 さ れ た 各 標 識 化 抗 体 の 結 合 量 の 比 と 、 算 出 工 程 (e)で 算 出

し た 前 記 結 合 量 の 比 と の 間 に 有 意 な 差 が 存 在 す る か 否 か を 判 断 す る 判 断 工 程 を 更 に 含 む 、

請 求 項 ７ に 記 載 の 検 出 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

(g)　 前 記 被 験 体 か ら 以 前 に 測 定 さ れ た 前 記 標 識 化 抗 IgG抗 体 に 関 す る 結 合 量 と 、 測 定 工 程

(d)で 測 定 し た 前 記 標 識 化 抗 IgG抗 体 に 関 す る 結 合 量 と の 間 に 有 意 な 差 が 存 在 す る か 否 か を

判 断 す る 判 断 工 程 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 検 出 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

(h)　 健 常 な 哺 乳 動 物 か ら 以 前 に 算 出 さ れ た 各 標 識 化 抗 体 の 結 合 量 の 比 と 、 算 出 工 程 (e)で

算 出 し た 前 記 結 合 量 の 比 と の 間 に 有 意 な 差 が 存 在 す る か 否 か を 判 断 す る 判 断 工 程 を 更 に 含

む 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 検 出 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

(i)　 前 記 健 常 な 哺 乳 動 物 か ら 以 前 に 測 定 さ れ た 前 記 標 識 化 抗 IgG抗 体 に 関 す る 結 合 量 と 、

判 断 工 程 (d)で 測 定 し た 前 記 結 合 量 と の 間 に 有 意 な 差 が 存 在 す る か 否 か を 判 断 す る 判 断 工

程 を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 検 出 方 法 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 前 記 体 液 試 料 は 、 血 液 で あ る 、 請 求 項 ７ か ら １ １ の い ず れ か に 記 載 の 検 出 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 ア イ ソ タ イ プ 測 定 を 用 い た バ セ ド ウ 病 の

病 態 診 断 キ ッ ト 及 び バ セ ド ウ 病 の 病 態 の 診 断 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 甲 状 腺 の 甲 状 腺 濾 胞 細 胞 は 、 下 垂 体 か ら 分 泌 さ れ る 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン (TSH)と 甲 状 腺

刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー (TSHR)と の 相 互 作 用 に よ る 刺 激 を 受 け て 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン (FT3,

FT4)を 分 泌 す る 。 TSHは 、 TSHRの 刺 激 に よ っ て 分 泌 さ れ る が 、 下 垂 体 の TSHの 分 泌 量 は 、 血

中 の TSHレ ベ ル が 一 定 に 保 た れ る よ う に ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ッ ク に よ っ て 調 節 さ れ て い

る 。 TSHレ ベ ル が 上 昇 す る と 、 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 を き た し 、 TSHレ ベ ル が 低 下 す る と 、 甲 状

腺 機 能 低 下 症 を き た す 。 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 の 症 状 は 、 動 悸 、 息 切 れ 、 暑 が り 及 び 体 重 減 少

が 知 ら れ て い る 。 甲 状 腺 機 能 低 下 症 の 症 状 は 、 無 気 力 、 倦 怠 感 、 寒 が り 及 び 浮 腫 が 知 ら れ
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て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 の ９ 割 は 、 バ セ ド ウ 病 (又 は グ レ ー ブ ス 病 )が 占 め て い る 。 バ セ ド ウ 病

は 、 女 性 の 年 間 発 病 率 が 、 1000人 あ た り 0.5人 と い わ れ る 、 頻 度 の 高 い 疾 患 で あ る 。 バ セ

ド ウ 病 は 、 TSHRを 刺 激 す る 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 (TRAb)が 甲 状 腺 濾 胞 細 胞 を

刺 激 す る こ と で 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 を き た す 自 己 免 疫 疾 患 と し て 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 TRAbは 、 刺 激 性 抗 体 、 阻 害 抗 体 、 Neutral抗 体 の 三 種 類 が 知 ら れ て い る 。 刺 激 性 抗 体 は

、 TSHRに 結 合 し て 、 TSHの 分 泌 を 誘 導 す る 。 阻 害 抗 体 は 、 TSHRの 結 合 サ イ ト を ブ ロ ッ ク す

る こ と で TSHと TSHRと の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 。 Neutral抗 体 は 、 TSHRに 結 合 す る も の の 、 TS

Hの 分 泌 の 誘 導 も TSHと TSHRと の 相 互 作 用 の 阻 害 に も 関 与 し な い 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 甲 状 腺 バ セ ド ウ 病 で は 、 経 過 中 、 急 激 な 機 能 低 下 が お こ る こ と が あ り 、 こ れ は 今 ま で 優

位 で あ っ た 刺 激 性 抗 体 に 代 っ て 、 TSHと TSHRと の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 阻 害 抗 体 が 優 位 と な

る た め 、 と 考 え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 今 日 ま で 、 い く つ か の バ セ ド ウ 病 の 検 査 方 法 が 開 発 さ れ て き た 。 特 許 公 報 １ に は 、 白 血

球 中 の Siglec1の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 を 含 む バ セ ド ウ 病 の 検 査 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ １ ２ － １ １ ５ １ ９ ５

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 し か し な が ら 、 特 許 文 献 １ に 示 す 方 法 は 、 バ セ ド ウ 病 の 再 発 、 再 燃 を 予 測 す る 方 法 で あ

り 、 特 に 、 バ セ ド ウ 病 が 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 で あ る の か 機 能 低 下 症 で あ る の か に 関 し て は 検

査 で き な い 問 題 点 が 存 在 し て い た 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 以 上 の 事 情 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 ２ 種 類 の 抗 体 を 用 い る バ セ ド ウ 病

診 断 キ ッ ト を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 鋭 意 研 究 の 結 果 、 TRAb-IgGが 刺 激 性 抗 体 で あ り 、 TRAb-IgMが 阻 害 抗 体 及

び Neutral抗 体 で あ る こ と を 明 ら か に し 、 TSHRに 対 す る TRAbの 作 用 は 、 TRAb-IgGと TRAb-Ig

Mと の バ ラ ン ス で 決 定 さ れ る も の で あ る こ と が 予 想 さ れ た 。 抗 IgG抗 体 と 抗 IgM抗 体 を 用 い

て 、 バ セ ド ウ 病 の 患 者 由 来 の TRAbを 調 べ た と こ ろ 、 TRAbへ の 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 に 対 す る

抗 IgM抗 体 の 結 合 量 の 比 の 値 （ M/G値 ） が 、 健 常 者 に お け る M/G値 よ り も 有 意 に 上 昇 し て い

る こ と が 明 ら か と な っ た 。 従 っ て 、 被 験 者 (例 え ば 、 患 者 )の M/G値 と 、 健 常 者 に お け る M/G

値 (例 え ば 、 複 数 の 健 常 者 由 来 の M/G値 を 統 計 学 的 に 処 理 し た 値 )と 比 較 す る こ と で 、 被 験

者 が バ セ ド ウ 病 を 発 症 し て い る か 否 か を 知 る こ と が で き る 。 ま た 、 M/G値 を 経 時 的 に 測 定

す る こ と で 、 バ セ ド ウ 病 の 発 症 を 知 る こ と が で き る だ け で な く 、 バ セ ド ウ 病 が 発 症 又 は 再

発 す る か 否 か を 予 測 す る こ と が 可 能 に な っ た 。 更 に 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 の 患 者 に お い て 、

M/G値 が 上 昇 し 、 且 つ 、 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 が 低 下 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た こ と か ら

、 M/G値 と 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 に 基 づ い て 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 の 発 症 を 知 る こ と が で き 、 更

に は 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 を 発 症 又 は 再 発 す る か 否 か を 予 測 す る こ と が 可 能 に な っ た 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 こ の 驚 く べ き 発 見 に 基 づ い て 鋭 意 研 究 し 、 バ セ ド ウ 病 を 診 断 す る た め の

キ ッ ト 及 び バ セ ド ウ 病 の 病 態 の 診 断 方 法 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。

【 ０ ０ １ ２ 】
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　 本 願 発 明 に よ れ ば 、

　 バ セ ド ウ 病 を 診 断 す る た め の 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、

　 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 結 合 す る 標 識 化 抗 IgM抗 体 と 、

　 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 結 合 す る 標 識 化 抗 IgG抗 体 と 、 を 有 し 、

　 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 対 す る 上 記 抗 IgM抗 体 の 結 合 量 と 上 記 抗 IgG抗

体 の 結 合 量 の 比 を バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 と し て 示 す 、 診 断 キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。

　 TRAbへ の 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 に 対 す る 抗 IgM抗 体 の 結 合 量 の 比 の 値 （ M/G値 ） が 、 健 常 者

に お け る M/G値 よ り も 有 意 に 上 昇 し て い る こ と が 後 述 す る 実 施 例 に お い て 実 証 さ れ て い る

。 従 っ て 、 こ の 診 断 キ ッ ト を 用 い る こ と で 、 バ セ ド ウ 病 の 診 断 が 可 能 と な る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 ま た 、 本 願 発 明 に よ れ ば 、

　 バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 の 検 出 方 法 で あ っ て 、

(a)　 被 験 体 で あ る 哺 乳 動 物 の 体 液 試 料 中 の 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 を 、 上 記

甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 結 合 す る 標 識 化 抗 IgM抗 体 を 用 い て 検 出 す る 検 出 工

程 と 、

(b)　 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 を 、 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗

体 に 結 合 す る 標 識 化 抗 IgG抗 体 を 用 い て 検 出 す る 検 出 工 程 と 、

(c)　 上 記 標 識 化 抗 IgM抗 体 と 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 と の 結 合 量 を 測 定 す

る 測 定 工 程 と 、

(d)　 上 記 標 識 化 抗 IgG抗 体 と 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 と の 結 合 量 を 測 定 す

る 測 定 工 程 と 、

(e)　 上 記 標 識 化 抗 IgG抗 体 に 関 す る 上 記 結 合 量 と 上 記 標 識 化 抗 IgM抗 体 に 関 す る 上 記 結 合

量 の 比 を 算 出 す る 算 出 工 程 と 、 を 有 す る 、 検 出 方 法 が 提 供 さ れ る 。

　 TRAbへ の 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 に 対 す る 抗 IgM抗 体 の 結 合 量 の 比 の 値 （ M/G値 ） が 、 健 常 者

に お け る M/G値 よ り も 有 意 に 上 昇 し て い る こ と が 後 述 す る 実 施 例 に お い て 実 証 さ れ て い る

。 従 っ て 、 こ の 検 出 方 法 を 用 い る こ と で 、 バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 の 検 出 が 可 能 と な る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ４ 】

【 図 １ 】 図 １ は 、 実 施 例 に お け る ELISA法 を 用 い た 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 の

検 出 方 法 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 図 ２ は 、 健 常 者 (正 常 機 能 )と バ セ ド ウ 病 患 者 (亢 進 症 及 び 低 下 症 )に お け る M/G値

を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ５ 】

＜ 概 要 ＞

　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に つ い て 、 詳 し く 説 明 す る 。 な お 、 同 様 な 内 容 に つ い て は 繰 り

返 し の 煩 雑 を さ け る た め に 、 摘 示 説 明 を 省 略 す る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

＜ 診 断 キ ッ ト ＞

　 本 発 明 の 本 実 施 形 態 に よ れ ば 、

　 バ セ ド ウ 病 を 診 断 す る た め の 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、

　 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 結 合 す る 標 識 化 抗 IgM抗 体 と 、

　 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 結 合 す る 標 識 化 抗 IgG抗 体 と 、 を 有 し 、

　 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 対 す る 上 記 抗 IgM抗 体 の 結 合 量 と 上 記 抗 IgG抗

体 の 結 合 量 の 比 を バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 と し て 示 す 、 診 断 キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 実 施 形 態 に お け る 、 標 識 化 抗 IgM抗 体 及 び 標 識 化 抗 IgG抗 体 は 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ

セ プ タ ー 抗 体 (TRAb)に 結 合 す る 抗 体 で あ り 、 所 謂 二 次 抗 体 で あ る 。 標 識 化 抗 体 は 、 完 全 な

抗 体 、 F(ab')2フ ラ グ メ ン ト 又 は Fabフ ラ グ メ ン ト で あ っ て も よ い 。 標 識 化 抗 IgM抗 体 の 標

識 物 は 、 標 識 化 抗 IgG抗 体 の も の と 同 じ で あ っ て も よ く 、 異 な っ て い て も よ い 。 標 識 化 抗
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体 は 、 一 次 抗 体 (即 ち 、 TRAb)の 由 来 動 物 に 対 応 す る 抗 体 (二 次 抗 体 )で あ る が 、 二 次 抗 体 の

宿 主 動 物 は 、 適 宜 選 択 が 可 能 で あ る 。 TRAbに 結 合 し た 抗 IgM抗 体 及 び 抗 IgG抗 体 を 検 出 又 は

測 定 す る た め に 、 各 抗 体 に シ グ ナ ル を 発 生 さ せ る こ と が で き る 標 識 物 質 を 結 合 さ せ て い る

。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 実 施 形 態 に お け る 「 結 合 量 」 と は 、 例 え ば 重 量 、 濃 度 、 強 度 (蛍 光 又 は 放 射 線 )等 の 数

値 デ ー タ に 基 づ く 、 TRAbに 対 し て 結 合 し た 抗 体 の 量 を 意 味 す る 。 ま た 、 か か る 結 合 量 は 、

統 計 学 的 処 理 を 施 し た 数 値 デ ー タ で あ っ て も よ い 。 ま た 、 「 結 合 量 」 は 、 TRAbの 濃 度 で あ

っ て も よ い 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 実 施 形 態 に お い て 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 対 す る 抗 IgM抗 体 の 結 合 量

と 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 の 比 の 変 化 を バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 と し て 示 す 。 TRAbに 対 す る 抗 IgM

抗 体 の 結 合 量 と 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 の 比 は 、 例 え ば 、 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 に 対 す る 抗 IgM抗

体 の 結 合 量 の 比 (M/G)で あ っ て も よ く 、 そ の 逆 で あ っ て も よ い 。 M/Gが 特 定 の 閾 値 を 超 え た

場 合 、 又 は 、 経 時 的 に 測 定 し た M/G値 が 上 昇 す る 傾 向 を 示 す 場 合 、 バ セ ド ウ 病 の 可 能 性 が

高 い と 診 断 さ れ る 。 例 え ば 、 M/G値 で 計 算 し た 場 合 は 、 M/G値 が 、 9、 9.5、 10、 10.5、 11、

11.5、 12、 12.5又 は 13以 上 の 場 合 、 バ セ ド ウ 病 の 可 能 性 が 高 い と 診 断 さ れ る

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 実 施 形 態 に お け る 「 バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 」 と は 、 例 え ば 、 バ セ ド ウ 病 の 状 態 、 更 に

は 、 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 及 び 甲 状 腺 機 能 低 下 症 を 含 め た バ セ ド ウ 病 の 状 態 に 関 す る 指 標 の こ

と を い う 。 こ こ で 、 バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 と は 、 例 え ば 、 バ セ ド ウ 病 の 発 症 危 険 度 の 予 測

、 バ セ ド ウ 病 の 早 期 診 断 及 び 早 期 予 知 、 病 態 把 握 、 経 過 の 予 測 、 治 療 結 果 の 観 察 ・ 評 価 、

予 後 の 予 測 等 の 指 標 を 含 む 。 ま た 、 バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 は 、 複 数 組 み 合 わ せ る こ と も 可

能 で あ る 。 こ れ に よ り 、 よ り 確 実 な 診 断 結 果 を 得 る こ と が で き る 。 上 記 の 症 状 及 び そ の 症

状 を 表 す パ ラ メ ー タ ー 等 に 関 し て は 、 こ の 技 術 分 野 の 医 師 に と っ て よ く 知 ら れ て い る 日 常

的 手 法 に よ っ て 容 易 に 測 定 が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 の 更 な る 実 施 形 態 に お い て 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 対 す る 抗 IgM

抗 体 の 結 合 量 と 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 の 比 の 変 化 と 、 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 の 変 化 を バ セ ド ウ 病

の 病 態 指 標 と し て 示 す 。 か か る 比 の 変 化 と 、 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 の 変 化 を 組 み 合 わ せ る こ

と で 、 バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 の 信 頼 性 が 向 上 す る 。 上 記 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と で 、 甲 状

腺 機 能 低 下 症 の 可 能 性 を 診 断 す る こ と が で き る 。 後 述 す る 実 施 例 の 通 り 、 M/G値 の 上 昇 と

、 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 の 低 下 が 検 出 さ れ る と 、 被 験 体 は 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 を 患 っ て い る

又 は 患 う リ ス ク が あ る と 判 断 す る こ と が で き る 。 か か る 比 の 変 化 は 、 特 定 の 閾 値 を 基 準 に

判 断 し て も よ く 、 被 験 体 か ら 経 時 的 に 測 定 し た か か る 比 の 変 化 か ら 判 断 し て も よ い 。 抗 Ig

G抗 体 の 結 合 量 の 変 化 も 、 か か る 比 の 変 化 と 同 様 に 判 断 し て も よ い 。 例 え ば 、 時 間 的 に 前

に 測 定 し た 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 と 比 較 し て 、 時 間 的 に 後 に 測 定 し た 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 が 0.

2%、 0.3%、 0.5%、 1.0%、 2.0%、 3.0%、 4.0%、 5.0%、 10%、 15%、 20%又 は 30%以 上 の 低 下 し て

い る 場 合 、 且 つ 、 時 間 的 に 前 に 測 定 し た M/G値 と 比 較 し て 、 時 間 的 に 後 に 測 定 し た M/G値 が

0.2%、 0.3%、 0.5%、 1.0%、 2.0%、 3.0%、 4.0%、 5.0%、 10%、 15%、 20%又 は 30%以 上 の 上 昇 し

て い る 場 合 、 バ セ ド ウ 病 の 可 能 性 が 高 い と 診 断 さ れ る

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の 更 な る 実 施 形 態 に お い て 、 標 識 化 抗 IgM抗 体 と 標 識 化 抗 IgG抗 体 は 、 酵 素 、 蛍 光

物 質 、 ビ オ チ ン 、 呈 色 標 識 物 質 及 び 放 射 性 物 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 標 識 物 質 で 標 識

化 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 標 識 と し て 酵 素 を 使 用 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ

ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、

炭 酸 脱 水 素 酵 素 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 マ ロ ン 酸 エ ス テ ル デ ヒ ド ロ

ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 等 を 標 識 と し て 使 用 す る こ と が で き る
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。 こ れ ら の 酵 素 で 標 識 す る 方 法 と し て は 、 酵 素 の 糖 鎖 を 過 ヨ ウ 素 酸 で 酸 化 し 、 生 成 し た ア

ル デ ヒ ド 基 に 抗 体 の ア ミ ノ 酸 を 結 合 さ せ る 方 法 や 、 酵 素 に マ レ イ ミ ド 基 あ る い は ピ リ ジ ル

ス ル フ ィ ド 基 等 を 導 入 し 、 抗 体 の Fab＇ フ ラ グ メ ン ト に 存 在 す る チ オ ー ル 基 と 結 合 さ せ る

方 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 標 識 と し て 酵 素 を 使 用 す る 場 合 、 試 験 試 料 と 標 識 抗 体 と を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 遊 離

し た 標 識 抗 体 を 洗 浄 し て 除 去 し て か ら 、 上 記 の 標 識 酵 素 の 基 質 を 作 用 さ せ て 発 色 等 で 反 応

を 測 定 す る こ と に よ っ て 標 識 抗 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で

標 識 さ れ る 場 合 に は 、 基 質 と し て 過 酸 化 水 素 、 発 色 試 薬 と し て ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 又 は Ｏ

－ フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン と 組 み 合 わ さ っ て 褐 色 又 は 黄 色 を 生 じ る 。 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ

で 標 識 さ れ る 場 合 に は 、 基 質 と し て 、 例 え ば 2, 2＇ -ア シ ド -ジ -(3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ

リ ン -6-ス ル ホ ン 酸 )(ABTS)等 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 標 識 と し て 蛍 光 物 質 を 使 用 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 FITC(フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア

ネ ー ト )又 は TRITC(テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン Bイ ソ チ オ シ ア ネ ー ト )等 の 蛍 光 色 素 で 抗 体 を

標 識 す る こ と が で き る 。 抗 体 と 蛍 光 色 素 と の 結 合 は 常 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 標 識 と し て ビ オ チ ン を 使 用 す る 場 合 に は 、 抗 体 を ビ オ チ ン 化 し て 、 ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン

又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ て 抗 体 を 検 出 す る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 標 識 と し て 呈 色 標 識 物 質 を 使 用 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 コ ロ イ ド 金 属 及 び 着 色 ラ テ ッ ク

ス 等 を 標 識 と し て 使 用 で き る 。 コ ロ イ ド 金 属 の 代 表 例 と し て は 、 金 ゾ ル 、 銀 ゾ ル 、 セ レ ン

ゾ ル 、 テ ル ル ゾ ル 又 は 白 金 ゾ ル 等 の そ れ ぞ れ の 分 散 粒 子 で あ る 金 属 コ ロ イ ド 粒 子 を 挙 げ る

こ と が で き る 。 コ ロ イ ド 金 属 の 粒 子 の 大 き さ は 、 通 常 は 、 直 径 3～ 60nm程 度 が 好 ま し い 。

ま た 、 着 色 ラ テ ッ ク ス の 代 表 例 と し て は 、 赤 色 及 び 青 色 等 の そ れ ぞ れ の 着 色 料 で 着 色 さ れ

た ポ リ ス チ レ ン ラ ッ テ ク ス 等 の 合 成 ラ テ ッ ク ス が 挙 げ ら れ る 。 ラ テ ッ ク ス と し て 天 然 ゴ ム

ラ テ ッ ク ス の よ う な 天 然 ラ ッ テ ク ス を 用 い て も よ い 。 着 色 ラ テ ッ ク ス の 大 き さ は 、 直 径 数

十 nm～ 数 百 nm程 度 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 呈 色 標 識 物 質 は 市 販 品 を そ の ま ま

使 用 す る こ と が で き る が 、 さ ら に 加 工 し 、 又 は 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法 で 製 造 す る こ と も 可

能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 抗 体 と 呈 色 標 識 物 質 と の 結 合 は 常 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 呈 色 標 識 物 質

が 金 ゾ ル の 分 散 粒 子 で あ る 金 コ ロ イ ド 粒 子 の 場 合 に は 、 通 常 は 、 抗 体 と 金 ゾ ル と を 室 温 下

で 混 合 す る こ と に よ り 両 者 を 物 理 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 な お 、 標 識 と し て は 、 上 記 以 外 に も 放 射 性 同 位 体 標 識 (例 え ば 、
1 2 5

I、
1 3 1

I、
3
H、

1 4
C等

)等 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 抗 体 の 作 製 方 法 の 一 例 を 以 下 に 示 す 。 キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 の 種 類 及 び キ ャ リ ア ー と 抗 原 と

の 混 合 比 は 、 キ ャ リ ア ー に 架 橋 さ せ て 免 疫 し た 抗 原 に 対 し て 抗 体 が 効 率 良 く で き る な ら ば

、 任 意 の 条 件 で よ い が 、 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン や ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 、 ヘ モ シ ア

ニ ン 等 を 重 量 比 で 抗 原 1に 対 し 、 約 0.1～ 20、 好 ま し く は 約 1～ 5の 割 合 で 結 合 さ せ る 方 法 が

用 い ら れ る 。 ま た 、 抗 原 と キ ャ リ ア ー の カ ッ プ リ ン グ に は 、 種 々 の 縮 合 剤 を 用 い る こ と が

で き る が 、 例 え ば 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド や カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 マ レ イ ミ ド 活 性 エ ス テ ル 、 チ

オ ー ル 基 、 ジ チ オ ビ リ ジ ル 基 を 含 有 す る 活 性 エ ス テ ル 試 薬 等 が 用 い ら れ る 。 小 分 子 を 抗 原

と し て 用 い る 場 合 、 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 を 利 用 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 抗 原 又 は 抗 原 ̶ キ ャ リ ア ー 複 合 体 は 、 温 血 動 物 に 対 し て 、 抗 体 産 生 が 可 能 な 部 位 に そ れ

自 体 あ る い は 適 当 な 担 体 、 緩 衝 液 、 希 釈 剤 と と も に 投 与 さ れ る 。 投 与 に 際 し て 抗 体 産 生 能

を 高 め る た め 、 例 え ば 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、
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RAS〔 MPL (Monophosphoryl Lipid A) + TD M (Synthetic Trehalose Dicorynomycolate) +

 C WS (Cell Wall Skeleton)ア ジ ュ バ ン ト シ ス テ ム 〕 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 等 の 通 常 用 い

ら れ る ア ジ ュ バ ン ト を 投 与 し て も よ い 。 こ れ ら の ア ジ ュ バ ン ド と 抗 原 は 、 希 釈 剤 を 用 い た

懸 濁 液 も し く は 乳 化 液 の 形 で 投 与 し て も よ い 。 こ こ で 、 ア ジ ュ バ ン ト と は 、 抗 原 と と も に

投 与 し た と き 、 非 特 異 的 に そ の 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 を 増 強 す る 物 質 の こ と を い う 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 免 疫 す る 温 血 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 、 ニ ワ

ト リ 、 ラ ッ ト 、 イ ヌ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 等 の 哺 乳 動 物 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、

免 疫 感 作 の 方 法 と し て は 、 当 業 者 に 公 知 の 通 常 の 免 疫 感 作 の 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 、 抗 原

を 1回 以 上 投 与 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 抗 原 投 与 は 、 通 常 約 1～ 6

週 毎 に 1回 ず つ 、 計 約 2～ 10回 程 度 行 な う こ と が で き る 。 投 与 量 は 1回 に つ き 、 例 え ば 、 抗

原 約 0.05か ら 2mg程 度 を 目 安 と す る こ と が で き る 。 投 与 経 路 も 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、

皮 下 投 与 、 皮 内 投 与 、 腹 膜 腔 内 投 与 、 静 脈 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 等 を 適 宜 選 択 す る こ と が で

き る が 、 静 脈 内 、 腹 膜 腔 内 も し く は 皮 下 に 注 射 す る こ と に よ り 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。

免 疫 感 作 し た 哺 乳 動 物 を 0.5か ら 4ヶ 月 間 飼 育 し た 後 、 該 哺 乳 動 物 の 血 清 を 耳 静 脈 等 か ら 少

量 試 料 採 取 し 、 抗 体 価 を 測 定 す る こ と が で き る 。 抗 体 価 が 上 昇 し て き た ら 、 状 況 に 応 じ て

抗 原 の 投 与 を 適 当 回 数 実 施 す る 。 例 え ば 10μ g～ 1000μ gの 抗 原 を 用 い て 追 加 免 疫 を 行 な う

こ と が で き る 。 抗 体 価 の 測 定 は 、 例 え ば 、 標 識 化 タ ン パ ク 質 と 抗 血 清 と を 反 応 さ せ た の ち

、 抗 体 に 結 合 し た 標 識 剤 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 行 な う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 最 後 の 投 与 か ら 1～ 2ヶ 月 後 に 免 疫 感 作 し た 哺 乳 動 物 か ら 通 常 の 方 法 に よ り 血 液 あ る い は

腹 水 を 採 取 し て 、 56℃ で 30分 間 処 理 し て 補 体 系 を 不 活 性 化 し た 後 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ ー で 特 異 抗 体 の 分 離 ・ 精 製 を 行 な い 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る 。 ア フ ィ ニ テ

ィ ー 担 体 と し て は 、 例 え ば 、 抗 原 ペ プ チ ド を Affigel等 に 固 相 化 し た も の を 用 い る こ と が

で き る 。 あ る い は 、 得 ら れ た 血 液 を 、 例 え ば 遠 心 分 離 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 又 は ポ リ エ チ レ

ン グ リ コ ー ル を 用 い た 沈 澱 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー 等 の 通 常 の 方 法 に よ っ て 分 離 ・ 精 製 し て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 別 の 抗 体 の 作 製 方 法 の 一 例 を 以 下 に 示 す 。 温 血 動 物 の 免 疫 工 程 ま で は 、 前 述 の ポ リ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 の 作 製 と 同 様 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 免 疫 す る 温 血 動 物 と し て は 、 例 え ば

、 サ ル 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 モ ル モ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ が 挙 げ ら

れ る が 、 好 ま し く は 、 マ ウ ス 又 は ラ ッ ト が 用 い ら れ る 。 免 疫 感 作 の 方 法 と し て は 、 当 業 者

に 公 知 の 通 常 の 免 疫 感 作 の 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 、 抗 原 を 1回 以 上 投 与 す る こ と に よ り 行

う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 抗 原 投 与 は 、 通 常 約 1～ 6週 毎 に １ 回 ず つ 、 計 約 2～ 10回 程

度 行 な う こ と が で き る 。 投 与 量 は 1回 に つ き 、 例 え ば 、 抗 原 約 0.05か ら 2mg程 度 を 目 安 と す

る こ と が で き る 。 投 与 経 路 も 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 皮 下 投 与 、 皮 内 投 与 、 腹 膜 腔 内 投

与 、 静 脈 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 等 を 適 宜 選 択 す る こ と が で き る が 、 静 脈 内 、 腹 膜 腔 内 も し く

は 皮 下 に 注 射 す る こ と に よ り 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 抗 原 を 免 疫 さ れ た 温 血 動 物 か ら 、 抗 体 価 の 認 め ら れ た 個 体 を 選 択 し 最 終 免 疫 の 2～ 5日 後

に 脾 臓 又 は リ ン パ 節 を 採 取 し 、 そ れ ら に 含 ま れ る 脾 細 胞 、 リ ン パ 節 細 胞 、 Bリ ン パ 球 等 の

抗 体 産 生 細 胞 を 得 る 。 抗 血 清 中 の 抗 体 価 の 測 定 は 、 例 え ば 、 標 識 化 タ ン パ ク 質 と 抗 血 清 と

を 反 応 さ せ た の ち 、 抗 体 に 結 合 し た 標 識 剤 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 行 な う こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 つ い で 、 こ れ ら の 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ (骨 髄 腫 細 胞 )の 融 合 を 行 う が 、 融 合 操 作 は

既 知 の 方 法 、 例 え ば 、 ケ ー ラ ー と ミ ル ス タ イ ン の 方 法 (G. Kohler et al. ,Nature, 1975,

495, 256)に 従 い 実 施 で き る 。 融 合 促 進 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PE

G)や セ ン ダ イ ウ イ ル ス 等 が 挙 げ ら れ る が 、 好 ま し く は PEGが 用 い ら れ る 。 ミ エ ロ ー マ と し

て は 、 例 え ば 、 NS-1、 P3U1、 SP2/0、 AP-1等 が 挙 げ ら れ る が 、 マ ウ ス で は 特 に P3U1、 SP2/0
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、 P3X63Ag8が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 用 い ら れ る 抗 体 産 生 細 胞 数 と ミ エ ロ ー マ 数 と の 好 ま し

い 比 率 は 1:1～ 20:1程 度 で あ り 、 PEG(好 ま し く は PEG1000～ PEG6000)が 10～ 80%程 度 の 濃 度

で 添 加 さ れ 、 20～ 40℃ 、 好 ま し く は 30～ 37℃ で 1～ 10分 間 培 養 す る こ と に よ り 効 率 よ く 細

胞 融 合 を 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ を 兼 ね た 選 別 的 な 培 養 は 、 通 常 H AT(ヒ ポ キ サ ン チ ン 、

ア ミ ノ プ テ リ ン 、 チ ミ ジ ン )を 添 加 し た 動 物 細 胞 用 培 地 で 行 な う こ と が で き る 。 ま た 、 育

種 用 培 地 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 生 育 で き る も の な ら ば ど の よ う な 培 地 を 用 い て も よ

い 。 例 え ば 、 1～ 20％ 、 好 ま し く は 10～ 20％ の 牛 胎 児 血 清 を 含 む RPMI-1640培 地 、 1～ 10%の

牛 胎 児 血 清 を 含 む GIT培 地 (和 光 純 薬 工 業 (株 ))あ る い は ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 用 無 血 清 培 地 (

SFM-101、 日 水 製 薬 (株 ))等 を 用 い る こ と が で き る 。 培 養 温 度 は 、 通 常 20～ 40℃ 、 好 ま し く

は 約 37℃ で あ る 。 培 養 時 間 は 、 通 常 5日 ～ 3週 間 、 好 ま し く は 1週 間 ～ ２ 週 間 で あ る 。 培 養

は 、 通 常 5%炭 酸 ガ ス 下 で 行 な う こ と が で き る 。 ま た 、 細 胞 融 合 に よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド

ー マ は 限 界 希 釈 法 等 に よ り ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 各 ハ イ ブ リ ド ー マ の 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に は 種 々 の 方 法 が 使

用 可 能 で あ る が 、 一 例 と し て は 、 抗 原 を 直 接 あ る い は 担 体 と と も に 吸 着 さ せ た 固 相 (マ イ

ク ロ プ レ ー ト 等 )に ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 添 加 し 、 次 に 放 射 性 物 質 や 酵 素 等 で 標 識 し

た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ 細 胞 融 合 に 用 い ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 と 同 じ 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン

と 反 応 す る 抗 体 ） 、 プ ロ テ イ ン A又 は プ ロ テ イ ン Gを 加 え 、 固 相 に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 を 検 出 す る 方 法 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 プ ロ テ イ ン A又 は プ ロ テ イ ン Gを 吸 着 さ せ た 固

相 に ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 添 加 し 、 放 射 性 物 質 や 酵 素 等 で 標 識 し た 抗 原 を 加 え 、 固 相

に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 す る 方 法 等 が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 こ の よ う に し て 選 別 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 目 的 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す

る に は 、 通 常 の 細 胞 培 養 法 や 腹 水 形 成 法 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し 、 培 養 上 清 あ る い

は 腹 水 か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す れ ば よ い 。 培 養 上 清 も し く は 腹 水 か ら の モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 常 法 に よ り 行 な う こ と が で き る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 離 精

製 法 〔 塩 析 法 、 硫 安 分 画 、 ア ル コ ー ル 沈 澱 法 、 等 電 点 沈 澱 法 、 電 気 泳 動 法 、 イ オ ン 交 換 体

(DEAE等 )に よ る 吸 脱 着 法 ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 超 遠 心 法 、 ゲ ル ろ 過 法 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 抗 原 結 合 固 相 あ る い は プ ロ テ イ ン A又 は プ ロ テ イ ン G等 の 活 性 吸 着 剤

に よ り 抗 体 の み を 採 取 し 、 結 合 を 解 離 さ せ て 抗 体 を 得 る 特 異 的 精 製 法 等 〕 に 従 っ て 行 な う

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 IgM抗 体 が 得 ら れ る 場 合 が 多 く 、 得 ら れ た IgM抗 体

を そ の ま ま 用 い る こ と も 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 遺 伝 子 工 学 的 手 法 で IgG抗 体 に 改 変 し て

用 い る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 以 上 は 例 示 で あ り 、 当 業 者 で あ れ ば 、 通 常 の 抗 体 作 成 法 に な ら い 、 目 的 の 抗 体 を 得 る た

め に 種 々 の 設 計 変 更 ・ 改 変 、 諸 条 件 の 調 節 は 容 易 に 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 本 発 明 の 更 な る 本 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 診 断 キ ッ ト は 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ

ー タ ン パ ク 質 と 、 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体

を 更 に 有 す る 。 こ の タ ン パ ク 質 と 抗 体 を 備 え る こ と で 、 よ り 迅 速 に バ セ ド ウ 病 を 診 断 す る

こ と が で き る 。 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー (TSHR)タ ン パ ク 質 は 、 供 給 の 安 定 性 と コ ス

ト を 考 慮 す る と 、 リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 好 適 で あ る 。 リ コ ン ビ ナ ン ト TS

HRタ ン パ ク 質 は 、 TSHRタ ン パ ク 質 の 膜 貫 通 領 域 を 一 部 又 は 全 部 除 か れ た タ ン パ ク 質 で あ っ

て も よ い 。 ま た 、 リ コ ン ビ ナ ン ト TSHRタ ン パ ク 質 は 、 変 性 し た TSHRタ ン パ ク 質 を リ フ ォ ー

ル デ ィ ン グ し た も の で あ っ て も よ い 。 TSHRタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 上 記 TS

HRタ ン パ ク 質 を 任 意 の 支 持 手 段 (例 え ば 、 1又 は 複 数 の ウ ェ ル を 備 え る プ レ ー ト )に 固 定 す
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る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 TSHRタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 TRAbの 結 合

を 阻 害 す る サ イ ト に は 結 合 し な い 。 従 っ て 、 TSHRタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、

TSHRタ ン パ ク 質 の N末 端 又 は C末 端 に 結 合 す る こ と が 好 ま し い 。 TSHRタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に

結 合 す る 抗 体 を 介 し て 、 TSHRタ ン パ ク 質 を 任 意 の 支 持 手 段 に 結 合 さ せ る こ と で 、 被 験 体 の

体 液 中 に 含 ま れ る TRAbを TSHRタ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ て 取 得 す る こ と が で き る 。 そ し て 、 TS

HRタ ン パ ク 質 に 結 合 し た TRAbは 、 標 識 化 抗 体 (抗 IgM抗 体 及 び 抗 IgG抗 体 )を 用 い て 検 出 す る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 の 更 な る 本 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 診 断 キ ッ ト は 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ

ー 抗 体 に 対 す る 各 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る た め の 支 持 手 段 を 更 に 有 す る 。 上 記 診 断 キ ッ ト が

か か る 支 持 手 段 を 備 え る こ と に よ っ て 、 よ り 迅 速 に バ セ ド ウ 病 を 診 断 す る こ と が で き る 。

こ の 支 持 手 段 は 、 標 識 化 抗 体 の 検 出 を 容 易 に す る た め に 、 TRAbと 標 識 化 抗 IgM抗 体 又 は 標

識 化 抗 IgG抗 体 と の 複 合 体 を 支 持 す る 手 段 で あ る 。 支 持 手 段 と 複 合 体 と の 結 合 は 、 TSHRタ

ン パ ク 質 と TSHRタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て も よ い 。 か か る 支 持 手 段 と し

て 、 1又 は 複 数 の ウ ェ ル を 備 え る プ レ ー ト 、 プ ロ テ イ ン A/Gな ど で あ っ て も よ く 、 標 識 化 抗

体 の 検 出 に 適 し た も の を 適 宜 選 択 す る こ と は 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 標 識 抗 体 の 検 出 方 法 に

従 う 複 数 の タ イ プ の 診 断 キ ッ ト も 可 能 で あ る 。 上 記 診 断 キ ッ ト は 、 複 数 の 支 持 手 段 を 備 え

て い て も よ い 。 こ れ に よ っ て 、 標 識 化 抗 体 毎 に 支 持 手 段 を 交 換 す る こ と が 可 能 に な る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 本 発 明 の 更 な る 本 実 施 形 態 に お い て 、 支 持 手 段 は 、 １ 又 は 複 数 の ウ ェ ル を 備 え る プ レ ー

ト で あ る 。 支 持 手 段 が か か る プ レ ー ト で あ れ ば 、 ELISA法 に よ り 迅 速 に バ セ ド ウ 病 を 診 断

す る こ と が で き る 。 か か る プ レ ー ト の ウ ェ ル に は 、 予 め TSHRタ ン パ ク 質 と TSHRタ ン パ ク 質

に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 結 合 さ せ て お い て も よ い 。 こ れ に よ り 、 ウ ェ ル 中 に 抗 体 を 固 定

す る 手 間 を 省 く こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

＜ 検 出 方 法 ＞

　 本 発 明 の 本 実 施 形 態 に よ れ ば 、

　 バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 の 検 出 方 法 で あ っ て 、

(a)　 被 験 体 で あ る 哺 乳 動 物 の 体 液 試 料 中 の 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 を 、 上 記

甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 に 結 合 す る 標 識 化 抗 IgM抗 体 を 用 い て 検 出 す る 検 出 工

程 と 、

(b)　 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 を 、 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗

体 に 結 合 す る 標 識 化 抗 IgG抗 体 を 用 い て 検 出 す る 検 出 工 程 と 、

(c)　 上 記 標 識 化 抗 IgM抗 体 と 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 と の 結 合 量 を 測 定 す

る 測 定 工 程 と 、

(d)　 上 記 標 識 化 抗 IgG抗 体 と 上 記 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 抗 体 と の 結 合 量 を 測 定 す

る 測 定 工 程 と 、

(e)　 上 記 標 識 化 抗 IgG抗 体 に 関 す る 上 記 結 合 量 と 上 記 標 識 化 抗 IgM抗 体 に 関 す る 上 記 結 合

量 の 比 を 算 出 す る 算 出 工 程 と 、 を 有 す る 、 検 出 方 法 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 検 出 工 程 (a)と 検 出 工 程 (b)は 、 同 時 に 実 施 し て も よ く 、 異 な る 時 間 に 実 施 し て も よ い 。

ま た 、 標 識 化 抗 IgM抗 体 と 標 識 化 抗 IgG抗 体 を 混 合 し て 、 検 出 工 程 (a)と 検 出 工 程 (b)を 同 時

に 実 施 し て も よ い 。 こ の よ う な 場 合 は 、 標 識 化 抗 IgM抗 体 と 標 識 化 抗 IgG抗 体 の 標 識 を 区 別

し て 検 出 器 が 検 出 で き る 標 識 物 質 を 選 択 す る 必 要 が あ る 。 蛍 光 物 質 を 標 識 物 質 と し て 使 用

す る 場 合 は 、 蛍 光 波 長 が 互 い に 異 な る 識 別 物 質 を 選 択 す る 。 ま た 、 互 い に 異 な る タ イ プ の

標 識 物 質 (例 え ば 、 蛍 光 物 質 と 放 射 性 物 質 )を 使 用 す る 場 合 は 、 結 合 量 の 単 位 を 統 一 す る の

が 好 ま し い 。 例 え ば 、 強 度 と 濃 度 に 関 す る 検 量 線 を 作 製 し て 、 強 度 か ら 濃 度 を 算 出 し て そ

の 濃 度 を 結 合 量 と し て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 本 発 明 の 更 な る 本 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 検 査 方 法 は 、 (f)　 被 験 体 か ら 以 前 に 算 出 さ
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れ た 各 標 識 化 抗 体 の 結 合 量 の 比 と 、 算 出 工 程 (e)で 算 出 し た 結 合 量 の 比 と の 間 に 有 意 な 差

が 存 在 す る か 否 か を 判 断 す る 判 断 工 程 を 更 に 含 む 。 か か る 判 断 工 程 を 含 む こ と に よ っ て 、

過 去 に 被 験 体 か ら 得 ら れ た 各 標 識 化 抗 体 の 結 合 量 の 比 を 基 準 に す る こ と が で き る 。 従 っ て

、 基 準 と な る こ の 結 合 量 の 比 (即 ち 、 閾 値 )を 用 い て 、 算 出 工 程 (e)で 得 ら れ た 結 合 量 の 比

が 変 化 し た か 否 か が 判 断 で き る 。 例 え ば 、 基 準 と な る M/G値 に 対 し て 算 出 工 程 (e)で 得 ら れ

た M/G値 が 上 昇 し て い る 場 合 、 被 験 者 は 、 バ セ ド ウ 病 に 罹 患 し て い る 又 は 罹 患 す る リ ス ク

が あ る と 診 断 す る こ と が 可 能 に な る 。 こ の 基 準 と な る 結 合 量 の 比 は 、 被 験 体 自 身 か ら 取 得

さ れ て い る た め 、 個 人 差 に よ る 診 断 結 果 の 幅 を 最 小 化 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 本 発 明 の 更 な る 本 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 検 査 方 法 は 、 (g)　 被 験 体 か ら 以 前 に 測 定 さ

れ た 標 識 化 抗 IgG抗 体 に 関 す る 結 合 量 と 、 測 定 工 程 (d)で 測 定 し た 標 識 化 抗 IgG抗 体 に 関 す

る 結 合 量 と の 間 に 有 意 な 差 が 存 在 す る か 否 か を 判 断 す る 判 断 工 程 を 更 に 含 む 。 か か る 判 断

工 程 を 含 む こ と に よ っ て 、 過 去 に 被 験 体 か ら 得 ら れ た 標 識 化 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 を 基 準 に

す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 基 準 と な る こ の 結 合 量 (即 ち 、 閾 値 )を 用 い て 、 測 定 工 程 (d)

で 得 ら れ た 結 合 量 が 変 化 し た か 否 か が 判 断 で き る 。 判 断 工 程 (f)に お い て 判 断 さ れ た 比 の

変 化 と 、 判 断 工 程 (g)に お い て 判 断 さ れ た 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 の 変 化 を 組 み 合 わ せ る こ と で

、 バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 の 信 頼 性 が 向 上 す る 。 上 記 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と で 、 甲 状 腺 機

能 低 下 症 の 可 能 性 を 診 断 す る こ と が で き る 。 後 述 す る 実 施 例 の 通 り 、 M/G値 の 上 昇 と 、 抗 I

gG抗 体 の 結 合 量 の 低 下 が 検 出 さ れ る と 、 被 験 体 は 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 を 患 っ て い る 又 は 患

う リ ス ク が あ る と 判 断 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 検 査 方 法 は 、 工 程 (f)と 工 程 (g)の 判 断

結 果 を 組 合 せ て 、 バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 (特 に 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 の 病 態 指 標 )を 検 出 す る

工 程 を 更 に 含 め て も 良 い 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 発 明 の 更 な る 本 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 検 査 方 法 は 、 (h)　 健 常 な 哺 乳 動 物 か ら 以 前

に 算 出 さ れ た 各 標 識 化 抗 体 の 結 合 量 の 比 と 、 算 出 工 程 (e)で 算 出 し た 上 記 結 合 量 の 比 と の

間 に 有 意 な 差 が 存 在 す る か 否 か を 判 断 す る 判 断 工 程 を 更 に 含 む 。 か か る 判 断 工 程 を 含 む こ

と に よ っ て 、 健 常 な 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 各 標 識 化 抗 体 の 結 合 量 の 比 を 基 準 に す る こ と が

で き る 。 従 っ て 、 基 準 と な る こ の 結 合 量 の 比 (即 ち 、 閾 値 )を 用 い て 、 算 出 工 程 (e)で 得 ら

れ た 結 合 量 の 比 が 変 化 し た か 否 か が 判 断 で き る 。 例 え ば 、 基 準 と な る M/G値 に 対 し て 算 出

工 程 (e)で 得 ら れ た M/G値 が 上 昇 し て い る 場 合 、 被 験 者 は 、 バ セ ド ウ 病 に 罹 患 し て い る 又 は

罹 患 す る リ ス ク が あ る と 診 断 す る こ と が 可 能 に な る 。 こ の 基 準 と な る 結 合 量 の 比 は 、 健 常

な 哺 乳 動 物 か ら 取 得 さ れ て い る た め 、 被 験 者 に と っ て 最 初 の 検 査 で あ っ て も 診 断 結 果 の 幅

を 最 小 化 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 本 実 施 形 態 に お け る 「 哺 乳 動 物 」 と は 、 任 意 の 哺 乳 動 物 を い い 、 ヒ ト 、 家 畜 用 動 物 、 ペ

ッ ト 用 動 物 、 動 物 園 用 動 物 、 又 は ス ポ ー ツ 用 動 物 、 例 え ば 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ウ

マ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ サ ギ 等 を 含 む 。 哺 乳 動 物 は 、 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 発 明 の 更 な る 本 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 検 査 方 法 は 、 (i)　 健 常 な 哺 乳 動 物 か ら 以 前

に 測 定 さ れ た 標 識 化 抗 IgG抗 体 に 関 す る 結 合 量 と 、 判 断 工 程 (d)で 測 定 し た 結 合 量 と の 間 に

有 意 な 差 が 存 在 す る か 否 か を 判 断 す る 判 断 工 程 を 更 に 含 む 。 か か る 判 断 工 程 を 含 む こ と に

よ っ て 、 健 常 な 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 標 識 化 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 を 基 準 に す る こ と が で き

る 。 従 っ て 、 基 準 と な る こ の 結 合 量 (即 ち 、 閾 値 )を 用 い て 、 測 定 工 程 (d)で 得 ら れ た 結 合

量 が 変 化 し た か 否 か が 判 断 で き る 。 判 断 工 程 (h)に お い て 判 断 さ れ た 比 の 変 化 と 、 判 断 工

程 (i)に お い て 判 断 さ れ た 抗 IgG抗 体 の 結 合 量 の 変 化 を 組 み 合 わ せ る こ と で 、 バ セ ド ウ 病 の

病 態 指 標 の 信 頼 性 が 向 上 す る 。 上 記 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と で 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 の 可 能

性 を 診 断 す る こ と が で き る 。 後 述 す る 実 施 例 の 通 り 、 M/G値 の 上 昇 と 、 抗 IgG抗 体 の 結 合 量

の 低 下 が 検 出 さ れ る と 、 被 験 体 は 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 を 患 っ て い る 又 は 患 う リ ス ク が あ る

と 判 断 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 検 査 方 法 は 、 工 程 (h)と 工 程 (i)の 判 断 結 果 を 組 合 せ て

、 バ セ ド ウ 病 の 病 態 指 標 (特 に 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 の 病 態 指 標 )を 検 出 す る 工 程 を 更 に 含 め
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て も 良 い 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 発 明 の 更 な る 本 実 施 形 態 に お い て 、 体 液 試 料 は 、 血 液 で あ る 。 TRAbは 、 被 験 者 の 体 液

(例 え ば 、 血 液 )か ら 取 得 す る こ と が で き る 。 血 液 な ど の 体 液 の 採 取 は 、 採 取 方 法 が 確 率 し

て い る こ と か ら 、 患 者 に 対 す る 危 険 度 が 低 い 診 断 を 行 な う こ と が で き る 。 血 液 に 関 し て は

、 適 切 な 遠 心 分 離 操 作 を 行 い 、 リ ン パ 球 の 存 在 を 無 視 で き る 量 に な る ま で 減 少 さ せ た 血 清

を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 本 実 施 形 態 に お い て は 、 そ の 血 清 に 対 し て 検 出 試 薬 を 反 応 さ

せ る こ と も 可 能 で あ る 。 得 ら れ た 血 液 、 血 清 等 の 試 料 に 対 し 、 任 意 の 処 理 工 程 を 一 又 は 複

数 追 加 し て も よ い 。 こ の よ う な 処 理 工 程 と し て は 、 例 え ば 、 各 種 カ ラ ム や 免 疫 沈 降 法 に よ

る 不 純 物 の 除 去 ・ 目 的 物 の 精 製 処 理 、 ト リ プ シ ン 等 に よ る タ ン パ ク 質 の 断 片 化 処 理 、 酵 素

処 理 や 化 学 処 理 に よ る 糖 鎖 の 分 離 、 他 の 酵 素 処 理 、 各 種 化 学 修 飾 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ

に 限 ら れ な い 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 な お 、 上 記 の 実 施 形 態 に よ り 説 明 さ れ る 診 断 キ ッ ト 及 び 検 出 方 法 は 、 本 願 発 明 を 限 定 す

る も の で は な く 、 例 示 す る こ と を 意 図 し て 開 示 さ れ て い る も の で あ る 。 本 願 発 明 の 技 術 的

範 囲 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 の 記 載 に よ り 定 め ら れ る も の で あ り 、 当 業 者 は 、 特 許 請 求 の 範 囲

に 記 載 さ れ た 発 明 の 技 術 的 範 囲 に お い て 種 々 の 設 計 的 変 更 が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 に 係 る 実 施 形 態 は 、 本 発 明 に 係 る 診 断 キ ッ ト を 含 む 製 造 品 で あ る 。 こ の

製 造 品 は 、 容 器 及 び 容 器 に 備 え 付 け ら れ る ラ ベ ル 又 は パ ッ ケ ー ジ 挿 入 物 を 含 む 。 容 器 は 、

例 え ば 、 ビ ン 、 バ イ ア ル 、 シ リ ン ジ 等 を 含 み 、 ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク 等 の 適 切 な 素 材 か

ら 選 択 さ れ る 。 ラ ベ ル 又 は パ ッ ケ ー ジ 挿 入 物 は 、 本 発 明 に 係 る 診 断 キ ッ ト が バ セ ド ウ 病 診

断 の た め に 使 用 さ れ る こ と を 示 す 。 ラ ベ ル 又 は パ ッ ケ ー ジ 挿 入 物 は 、 診 断 に 用 い る 際 の 注

意 書 き を 更 に 含 む 。 製 造 品 は さ ら に 、 コ ン ト ロ ー ル 試 料 、 各 種 緩 衝 液 、 希 釈 液 、 フ ィ ル タ

ー 、 針 、 シ リ ン ジ 及 び 注 射 用 の 静 菌 水 (B WFI)等 を 含 む 付 加 的 な 容 器 を 具 備 し て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 上 述 の 製 造 品 に 含 ま れ る 診 断 キ ッ ト に お い て は 、 そ の 実 施 形 態 に 応 じ て 、 抗 体 は あ ら か

じ め 固 相 化 さ れ て い て も よ い 。 本 発 明 の 実 施 形 態 に 係 る 診 断 キ ッ ト に お い て 用 い る こ と が

で き る 固 相 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン 等 の ポ リ マ ー 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 、 磁 性

粒 子 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 濾 紙 、 グ ラ ス フ ィ ル タ ー 等 の 不 溶

性 担 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。 上 述 の 製 造 品 に は 、 更 に 他 の 任 意 成 分 を 含 め る こ と が で き

る 。 他 の 任 意 成 分 と し て は 、 例 え ば 、 標 識 に 用 い る 酵 素 、 そ の 基 質 、 放 射 性 同 位 元 素 、 発

光 物 質 、 蛍 光 物 質 、 着 色 物 質 、 緩 衝 液 、 プ レ ー ト 等 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限

定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 さ ら に 、 上 記 の 診 断 キ ッ ト 及 び 検 出 方 法 は 、 本 発 明 の 実 施 形 態 の 1つ に 過 ぎ ず 、 本 発 明

に よ れ ば 、 こ れ ら を 用 い た ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 方 法 も 提 供 さ れ 、 こ の 診 断 方 法 に よ り

ア ル ツ ハ イ マ ー の 病 態 と 相 関 性 の 高 い 診 断 を 行 う こ と も で き る 。

[0112]

　 な お 、 上 記 実 施 の 形 態 に よ り 説 明 さ れ る 診 断 キ ッ ト 、 検 出 方 法 及 び 診 断 方 法 等 を 用 い 、

ヒ ト あ る い は 哺 乳 動 物 に お い て 、 バ セ ド ウ 病 の 治 療 薬 や 悪 性 化 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る

方 法 、 病 態 を 解 析 す る 方 法 等 も 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 に 含 ま れ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 及 び 図 面 に よ り さ ら に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ る

も の で は な い 。 機 器 の 操 作 及 び キ ッ ト の 使 用 は 、 各 メ ー カ ー の 製 造 元 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ

た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

＜ 実 施 例 １ ＞

血 清 試 料
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　 バ セ ド ウ 病 と 診 断 さ れ た 患 者 群 50名 と コ ン ト ロ ー ル 群 10名 (非 バ セ ド ウ 健 常 者 )か ら 経 時

的 に 採 取 し た 血 清 を 用 い た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

＜ 実 施 例 ２ ＞

TRAb-IgGと TRAb-IgMを 用 い た ELISA測 定

　 採 取 し た 血 清 を 用 い て 、 TRAb-IgGと TRAb-IgMを ELISAで 測 定 し た 。 本 ELISA測 定 方 法 の 概

略 を 図 １ に 示 し て い る 。 全 長 リ コ ン ビ ナ ン ト ヒ ト 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー (TSHR) (

Abnova, Taipei, Taiwan)及 び そ の TSHRの C末 端 に 対 す る ヤ ギ 抗 TSHR IgG (Santa Cruz Bio

technology, Santa Cruz, CA)を 、 ELISAプ レ ー ト に コ ー ト し た 。 コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー

(0.05 M Carbonate-Bicarboate)で 希 釈 し た 0.01 g/L 抗 TSHR IgGを 100 ml、 そ れ ぞ れ の EL

ISAプ レ ー ト の ウ ェ ル に 入 れ て 、 ELISAプ レ ー ト を 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 200 ml

の ブ ロ ッ キ ン グ 液 (50 nM Tris、 0.14 M Nacl、 0.05% Tween20)を 加 え て 、 37℃ で 60分 間 イ

ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ELISAプ レ ー ト を 洗 浄 し て 、 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー (50 m M Tris、 0.14 M

 NaCl、 1% BSA、 0.05% Tween 20)に 、 リ コ ン ビ ナ ン ト ヒ ト TSHRを 加 え て 4 ng/mlと し た 。

室 温 で 30分 間 振 盪 し た 後 、 ELISAプ レ ー ト を 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 も う 一 度 洗 浄 し た

。 50 mlの ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー を ELISAプ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 加 え 、 更 に 、 採 取 し

た 血 清 サ ン プ ル を 50 mlを 加 え た 。 ELISAプ レ ー ト を 37℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 も

う 一 度 洗 浄 し た 。 HRP-共 役 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG-Fc検 出 抗 体 を 100 ml加 え 、 洗 浄 し て か ら 、 そ れ

ぞ れ の ウ ェ ル に 100 mlの T M B基 質 溶 液 を 加 え 、 室 温 で 20分 間 暗 所 に 置 い た 。 100 mlの 停 止

液 (0.18M H 2 SO 4 )を 加 え た 。 最 後 に 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に お け る 450 nmで の 吸 光 度 を ELISA

プ レ ー ト リ ー ダ ー で 読 み 取 っ た 。 同 様 に 、 HRP-共 役 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgM-Fc検 出 抗 体 を 用 い て 行

っ た 。 全 Igの ELISAに お け る ヒ ト 参 照 血 清 に よ っ て 作 成 し た 検 量 線 を 用 い て 、 サ ン プ ル の T

RAb-IgMと TRAb-IgG濃 度 を 計 算 し た 。 TRAb-IgM濃 度 と TRAb-IgG濃 度 の 比 (M/G)を 算 出 し た 。

算 出 し た M/Gは 、 表 １ に 示 し て い る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ６ １ 】

　 表 １ の デ ー タ に 基 づ い た 、 診 断 結 果 と M/Gと の 関 係 を 示 す グ ラ フ が 図 ２ で あ る 。 表 １ に

基 づ い て 、 カ ッ ト オ フ 値 を 選 択 し た (表 ２ )。

【 ０ ０ ６ ２ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 表 ２ の 結 果 か ら 、 カ ッ ト オ フ 値 を M/G = 10と す る と 、 感 度 が 1と な り 、 特 異 度 が 0.844と

な っ た 。 ま た 、 カ ッ ト オ フ 値 を M/G = 11と す る と 、 感 度 が 1と な り 、 特 異 度 が 0.889と な っ

た 。 カ ッ ト オ フ 値 を M/G = 12と す る と 、 感 度 が 0.867と な り 、 特 異 度 が 0.956と な っ た 。 ま

た 、 カ ッ ト オ フ 値 を M/G = 13と す る と 、 感 度 が 0.667と な り 、 特 異 度 が 0.956と な っ た 。 こ

の か ら 、 カ ッ ト オ フ 値 は 、 M/G = 10-13の 範 囲 内 に 設 定 す る こ と が で き る こ と が 明 ら か に

な っ た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

＜ 実 施 例 ３ ＞

TRAb-IgM濃 度 、 TRAb-IgG濃 度 及 び M/G値 の 経 時 的 変 化

　 バ セ ド ウ 病 と 診 断 さ れ た 3名 の 患 者 に お い て 、 TRAb-IgM濃 度 、 TRAb-IgG濃 度 及 び M/G値 を

経 時 的 に 測 定 し た 。 実 験 方 法 は 、 実 施 例 １ 及 び ２ に 従 っ た 。 対 象 患 者 1-3に お け る TRAb-Ig

M濃 度 、 TRAb-IgG濃 度 及 び M/G値 の 経 時 的 変 化 を そ れ ぞ れ 表 3-5に 示 し て い る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

【 表 ３ 】

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 対 象 患 者 １ に お い て 、 亢 進 症 か ら 急 に 低 下 症 と な っ た 時 期 (即 ち 、 5月 7日 か ら 9月 7

日 )は 、 TRAb-IgG濃 度 が 低 下 し て い た 。 7月 5日 に お け る TRAb-IgG濃 度 は 、 5月 7日 と 比 較 し

て 上 昇 し て い る も の の 、 診 察 で は 低 下 症 と 診 断 さ れ た 。 こ れ は 、 初 期 の 低 下 症 で あ る と 考

え ら れ た 。 ま た 、 不 安 定 な 状 態 が 持 続 し て い る 患 者 で あ っ た た め 、 経 時 的 変 化 の 観 察 中 は

、 上 述 し た カ ッ ト オ フ 値 以 上 の M/G値 を 維 持 し て い た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

20

30



(14) JP  6667806  B2  2020.3.18

【 表 ４ 】

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 対 象 患 者 ２ は 、 5月 9日 に 低 下 症 と な っ た 際 に 、 M/G値 は 、 安 定 期 (7月 13か ら 8月 6日 )よ り

も 上 昇 し て い た が 、 TRAb-IgG濃 度 は 低 下 し た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

【 表 ５ 】

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 対 象 患 者 ３ に お い て 、 １ 月 7日 の 亢 進 症 か ら 2月 14日 の 低 下 症 に か け て M/G値 の 上 昇 が 見

ら れ る 一 方 で 、 TRAb-IgG濃 度 の 低 下 が 観 察 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

結 果

　 以 上 の 結 果 か ら 、 M/G値 が 上 昇 し 且 つ TRAb-IgG濃 度 が 低 下 す る 場 合 は 、 甲 状 腺 機 能 低 下

症 に 罹 患 し て い る こ と 又 は 甲 状 腺 機 能 低 下 症 に 罹 患 す る リ ス ク が あ る こ と が 明 ら か と な っ

た 。 従 っ て 、 バ セ ド ウ 病 患 者 に お い て 、 TRAb-IgM濃 度 、 TRAb-IgG濃 度 及 び M/G値 を 経 時 的

に 測 定 し 、 記 録 し て お く こ と で 、 低 下 症 で あ る か 亢 進 症 で あ る か が 判 断 可 能 に な る 。 ま た

、 低 下 症 又 は 亢 進 症 に 罹 患 す る 傾 向 に あ る か 否 か も 判 断 す る こ と が 可 能 に な る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 以 上 、 本 発 明 を 実 施 例 に 基 づ い て 説 明 し た 。 こ の 実 施 例 は あ く ま で 例 示 で あ り 、 種 々 の

変 形 例 が 可 能 な こ と 、 ま た そ う し た 変 形 例 も 本 発 明 の 範 囲 に あ る こ と は 当 業 者 に 理 解 さ れ

る と こ ろ で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】 10
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